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Introduction

De nos jours,\&c I'essoet le développemertes activités humain, diverses substances
chimiques sont détectédans lenvironnement, dorglusieurs se sont avees dangereuses et ont
révélé deseffets toxiques sur les organisr aquatiques, terrestr@snsi quesur ’'homme. Par
ailleurs, la dégradationudbon fonctionnemerdes écosystemeslaquelli nous assistons est un
sujet d’'inquiétude pour les chercheurs et tous wpux préoccupent les problemehygiéne

publique et de protection de la nat

Malgré linterdiction ou la restriction d'usage de nombxepesticide’, les deux
insecticideggue nous avons choisiétudier, le malathion et la deltathéne, qui appartiennent
respectivement aux familletes organophosphorés et des pyrétlides restent encore utilisés
pour dfférents usages agrico et aquacoles dans certains palersqu'un insecticide e
appligué lors d’'un traitement, il atteint sa cilbli@gnsdes proportions qui variefortement selon
les auteurs. Par exemplimentel etLevitan (1986) estiment que souvent moins de 0,1£
pesticide entre en contact avec les organiscibles indésirables, alors ¢ Achonduh et al.
(2007) admettent, quant a euun chiffre de 15%Tres récemment, Druart et al. (2011)
estimé des pertate pesticideallant de 22 a 89 % pour différents herbicideagicides. Cett:
déperdition est due aiwrs facteurscomme I'évaporation, le lessivage, I'adsorption &
matiére organiqgue du sol, la décomposition par gidégradatio et I'hydrolyse ou
biodégradationkﬂussain 198 et figure 1).

L ATMOSPHERE

Vent '\“/ 5
(=
S, . L
P e Figure 1: principaux
i e s e g i e hénomeénes
Dégradation __— PhaSE gazelise <= (. liguide p
S photachimique o @ H" s L, . ] d .
=y, gl-l ,NO,, t\PU = _”fy-/ i regissant le evenir
2-) Y pﬂmm = L= .
Application  dérive ,//? ot B des pesticides dans
de pesticides ’/j’ S Pat? P i .
S Précipitations les agroécosystemes
Volatilisation depul kgl )
ola on depuis i i ) N
o= . la phase aqueuse (H) Dés;;a:’::nn . (d'apres
Volatilization depuis AdA i .
| les sols (Pv, solubilité, H?) =0 http://www.memoire
i : i Photodégradation L

>
-—p
>

online.com/11/12/64

@ adh .“ ad  soEwdesures-

surfaces non ciblées

surfaces ciblées ) o
pesticides.htnm)l

' - Hydrolyse
hﬁ’ - Réaction en phoze aqueuse

sol

Dégradation par
les micro- organismes

! La directive 2009/128/CE a ainsi interdit I'utiltdan programmée de 22 pestici
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Il en résulte que certains pesticides relativemrénistants peuvent contaminer le sol,
lair, l'eau et les organismes vivants. Par ailfgucertains d’entre eux, peuvent former des
métabolites plus toxiques que le produit du dépéras du malathion qui se transforme en
malaoxon). Par lintermédiaire des chaines tropésg les résidus des composés initiaux ou
leurs métabolites peuvent s’accumuler dans lesgides organismes et atteindre ’'homme ou les

consommateurs terminaux (figure 2).

graine
, insectes
pulvérisation ~— :
air } i 1
—_— -
: ' cultures produits YYYYY
-/~ laitiers }V =
" ' L4 m e
c > o o A
=] g /I-"':-."‘_ gﬁl‘; (o~
bétail ™ N— Mammiféres
; -] viande oiseaux
Eau souterraine > A
| ;
humain
eau potable ~
Pland’eau i :
poisson

Figure 2: Les diverses voies possibles d’exposti@iihomme et des consommateurs terminaux
aux micropolluants (adapté de WHO, 2001)

L’écosysteme aquatique représente un milieu réoeppour une grande variété de
substances chimiques, dont le malathion et la miéltarine. Ces deux insecticides sont
effectivement retrouvés dans les écosystemes ageati Par exemple, Kock et al. (2010) ont
détecté le malathion dans 6 sites du delta de & EBspagne), a des concentrations moyennes
comprises entre 64 et 1865 ng (avec un maximum de 5825 ng)L Dans le méme delta, les
concentrations de deltaméthrine sont compriseg énét 59 ng £ (Feo et al., 2010). Une autre
preuve de la présence simultanée de ces deuxigidestdans les écosystemes aquatiques est
fournie par leur détection dans les sédiments duClaohu (Chine) a des concentrations de
0,075 et 0,051 pg Kyde sédiment sec respectivement pour le malathida deltaméthrine
(Wang et al., 2012).
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La daphnie est I'organisme modele qui a été le aupge notre travail. Il s’agit d’'un
invertébré clé des écosystemes aquatiques dulgdesiiet I'un des trois modeéles biologiques les
plus utilisés dans le cadre de I'évaluation degues écotoxiques des substances chimiques
(Pereira et al., 2010). Mais, la question de liefice des différents génotypes de daphnies
utilisées dans les différents laboratoires a viyoleg a la lueur des résultats d’'un test inter-
comparaison international réalisé sur le test depBh jours. A l'initiative du Professeur Peter
Calow (Université de Sheffield, GB), plusieurs leddoires qui avaient participé a ce test lui ont
fait parvenir quelques daphnies de leur élevagbe&ei ont été élevées plusieurs mois dans les
mémes conditions avant d’étre analysées a la finaimées 1980 avec de simples techniques
électrophorétiques (Baird et al., 1989). Ces travant permis de mettre en évidence I'existence
de différents clones et plusieurs auteurs ont néoipir la suite, des différences de sensibilité en
termes d’écotoxicité aigué et chronique (Baird bt 4989, 1991a; Soares et al., 1992).
Aujourd’hui, les laboratoires qui effectuent desd&ts de routine ne connaissent pas toujours le
clone, tel que défini par Baird et Barata (199&),lal daphnie sur lequel ils travaillent (Férard,
communication personnelle). Par ailleurs, un ramsgamen de la littérature récente utilisant
'especeDaphnia magnanontre que certains auteurs ne spécifient paofedltilisé (Ton et al.,
2012) et que d'autres auteurs les spécifient (@amad al., 2012), tandis que curieusement
d’aucuns le spécifient (Evens et al., 2012a) dansas mais pas dans l'autre (Evens et al.,
2012b). Cette observation montre que I'importancgéhotype, pourtant observé depuis plus de
trente ans, n'est pas encore pleinement percuéapammunauté scientifigue. Quant a nous,
nous avons eu la chance de pouvoir disposer das2deu3 souches de daphnies émanant de
différents laboratoires et donc nous avons pu étudi variabilité entre ces trois souches pour
divers critéeres d’effet (survie, reproduction, eydtoxicité, activité acétylcholinestérasique,
etc...). Il est important de souligner que dans la suite dee travail, nous avons preféré
utiliser le terme de souchescar pour l'une dentre elles, le type de clone taité
malheureusement pas connu.

Généralement, les études se rapportant a I'écat®xagué sur la daphnie sont plus
nombreuses que celles se rapportant aux effetasal@hg terme. Cette tendance lourde avait
déja été observée, il y a plus de trois décenpasMaltby et Calow (1989), mais elle est encore
remarquée aujourd’hui : c’est ainsi que Faria ef24110) signalent, dans une récente revue de la
littérature relative a I'écotoxicité aquatique dalathion, I'existence de 5 données aigués (24 ou
48h) et une seule donnée chronique (21 jours). Lawaneffets embryotoxiques, c’est seulement

a la fin des années 1990 que quelques travauxeontip d’observer de tels effets sur la daphnie

Page 11



Introduction

suite a des expositions a divers pesticides ouapddiuants. C’est ainsi que Shurin et Dodson
(1997) semblent avoir été les premiers a dénonlbreiombre de males et de malformations
dans la descendance Baphnia galeata mendotagprés exposition au nonylphénol. D’autres
travaux montrent ensuite les effets de I'atrazioe Iapparition de males cheR. pulicaria
(Dodson et al., 1999). Mais ce sont surtout legsauw& de I'équipe du National Institute for
Environmental Studies (NIES) qui, constatant laqjion de males chel. magnaexposées a
différents juvénoides (Tatarazako et al. 2003),t Vaine évoluer le mode opératoire de la ligne
directrice OCDE N°211 (2008) pour aboutir a la &gdirectrice actuelle OCDE (2012) ou le
nombre de males peut étre considéré comme un idesesrd’effet a mesurer. En effet, Dang et
al. (2012) observent, fort justement, que le ceitdeffet généralement mesuré, et qui consiste a
dénombrer le nombre de juvéniles (sans distinaiomombre de méales et de femelles) pondus

par mére survivante, ne permet pas de détectentdatjels perturbateurs endocriniens.

Enfin, grace a I'équipement disponible au seirLthC, nous avons eu I'opportunité de
nous familiariser avec I'analyse protéomique (am@paration par 2D-DIGE ou (2-Dimensional
Differential in-Gel Electrophoresis)) pour i) datener la ou les relation(s) entre les profils
protéomiques de différentes souches de daphnidgues réponses écotoxiques aigués et
chroniques vis-a-vis de la deltaméthrine et igrrpettre de caractériser des protéines d'intérét
qui sont des cibles cellulaires potentielles etoddes biomarqueurs en puissance utilisables dans
le diagnostic des eaux contaminées. Nous nous ssn@galement intéressés a I'étude de
l'activité de I'acétylcholinestérase (AChE) qui est biomarqueur spécifique des carbamates et
organophosphorés afin de pouvoir montrer si catiyrae pouvait étre un biomarqueur interne

au sein de I'analyse protéomique.

Pour répondre a un certain nombre de questiohgpeitheses, le plan de notre travail se

présente comme suit :

1) Il s’agit d’'abord de répondre a une premierestjoa: les différentes souches de daphnies
élevées au laboratoire dans les mémes conditiongasactérisent-elles ou non par des
différences de sensibilité a la deltaméthrine anatathion ?
Pour ce faire, nous avons procédé a des :

a) tests d’écotoxicité aigué (48 heures) et chtomi@1 jours),

b) tests d’embryotoxicité (apparition de méales dardescendance et développement de

malformations chez les nouveaux-neés)
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c) dosages de I'activité cholinestérasique

Les objectifs de cette premiére partie sont legasus :

& déterminer 'ampleur de la variabilité des effebservés selon les souches étudiées exposées
aux deux insecticides sélectionnés ;

& déterminer les plus faibles concentrations induiskes effets toxiques pour les différentes
souches de daphnies, sachant que les données qulesnitilisées pour calculer des PNEC
(Predicted No Effect Concentration) dans les eaaxcds étaient souvent anciennes, mal
documentées ou n'avaient pas été analysées paniles

& comparer la sensibilité des différents critéereffet.

2) Une seconde hypothese consistait a vérifier Igaedifférences de sensibilité des données
aigués et chroniques pouvaient étre expliquéeamagétude protéomique.

Les objectifs de cette étude qualitative et quatini étaient de :

@ dresser les profils protéiques des souches étidiée

& caracteriser les vraies cibles cellulaires de ddadchéthrine et donc le (ou les) mode(s)

d’action de cet insecticide sur deux souches dardeasp.

L'’ensemble de ce travail a fait I'objet de divergasblications qui sont déja acceptées ou

soumises, voire en passe de I'étre ce qui déterlegehapitres suivants :

Chapitre 1 : Ecotoxicitéde la deltaméthrine sur deux souche®dphnia magna
Article 1: Effects of deltamethrin (pyrethroid insecticide) on growth, reproduction,
embryonic development and sex differentiation in tw strains of Daphnia magna

(Crustacea, Cladocera).

Chapitre 2 : L’acétylcholinestérase, biomarqueur d’effet et slesceptibilité chezDaphnia
magnaapres exposition a la deltaméthrine.
Article 2: Is acetylcholinesterase a biomarker of susceptibili in Daphnia magna

(Crustacea, Cladocera) after deltamethrin exposuré@ strain sensitivity differences.
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Chapitre 3 : Ecotoxicité du malathion sur trois souche®dghnia magna
Article 3: Effects of malathion on growth, reproduction, embrynic development and sex
differentiation in three strains of Daphnia magna(Crustacea, Cladocera).

Chapitre 4 : Etude de I'effet de la deltaméthrine entre deuxietodeDaphnia magnapar
analyse protéomique.
Article 4: Effect of deltamethrin (pyrethroid insecticide) in two clones ofDaphnia magna

(Crustacea, Cladocera): A proteomic investigation.
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1.1) L’Ecotoxicologie

Les agents polluants sont disséminés dans I'emvément a la suite de leur fabrication,
ensuite de leur transport et de leur stockage,ede Utilisation et enfin de leur élimination
généralement incompléte. Cette pollution peut peeul’équilibre de certains écosystemes et de
leurs constituants mais peut aussi rompre certauggaux trophiques de la chaine alimentaire, ayant
comme conséquence I'extinction de certaines esphcéait qu’elles n'arrivent plus a s’adapter a
de nouvelles conditions environnementales. Aiiasgrainte de la perturbation de I'environnement
ainsi que la connaissance et la confirmation degtdéenvironnementaux que peuvent créer les
activités humaines, ont conduit les recherchestdagiques a s’orienter vers I'écologie d’ou la
notion d’écotoxicologie.

Ce terme est la juxtaposition de trois mots gi@kss (la maison),toxicon (le poison) et
logos (la science ou le discourd)e terme a été créé, contrairement a ce qu'affitnmembre
d’écotoxicologues non pas par le Professeur Renkalit, mais par les Professeurs Jean- Michel
Jouany et Jean-Marie Pelt a la fin des années (P&&rd, 2013). Ce n’est qu’ensuite que le
Professeur René Truhaut s’est emparé du concapet’'opportunité d’'introduire ce terme, en juin
1969, dans une réunion du comité de I'ICSMtgrnational Council of Scientific Unigna
Stockholm. La premiere définition de I'écotoxicoleglate en réalité de 1971, année ou Jouany la
définit comme I'étude des effets néfastes sur lektions entre les organismes et leur
environnement. Depuis lors, de nombreuses défirstamt vu le jour (Férard, 2013). La derniére en
date émane d’'un compte-rendu d’un séminaire co@satEcotoxicologie (organisé par le CNRS
et 'INRA a la Londe les Maures en septembre 2009)écotoxicologie est une discipline a part
entiere. Les participants ont abouti a un consessude fait que les activités de recherche en
écotoxicologie concernent I'étude du devenir et diets des substances toxiques dans les
écosystemes, qu'il s'agisse des niveaux d'orgamishtologique (de I'échelle moléculaire a la
biosphére) et des effets associés ou de contingrasogemporels (dispersion des toxiques,
interactions avec les dynamiques écologiques,. dteg recherches en écotoxicologie mettent en
ceuvre des approches variées et complémentairesoqbinent I'expérimentationn( vitro mais
aussiin situ), I'observation et la modélisation ».

En outre, cette jeune science (Depledge, 1993jriboe a la prévention des risques
environnementaux en générant des données d’éciéoaigus et chroniques relatives a la nature et
I'intensité (et en principe la durée) de ces ménsxpies, et d’ailleurs c’est dans ce cadre général

gue se situe le présent travail.
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En écologie, un écosystéme représente un systemplexe formé par une communauté
d'étres vivants (ou biocénose) et de son enviroenériologique, géologique, hydrologique, ou
climatique...(le biotope) et c’est au niveau de cesuxd composantes que [I'approche
ecotoxicologique évalue I'impact des agents nodissi, I'écotoxicologie s’avere une approche
pluridisciplinaire puisqu’elle intégre plusieurstioms différentes, telles que par exemple :

1) I'évaluation de la nature et des propriétés moyshimiques de certains agents polluants
ainsi que des quantités disséminées dans le bictidlaekay, 1991) ;

2) I'étude de la (bio) dégradabilité, de la peesise ou encore de la transformation sous
I'effet de divers facteurs (a) biotiques de cedagents polluants au niveau du biotppe

3) I'évaluation de l'effet toxique d'un agent pdit a différents niveaux d’organisation

biologique depuis la cible cellulaire jusqu’a I'éysteme (figure 3)
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Figure 3: Evaluation de leffet toxique d'un agepblluant a différents niveaux
d’organisation biologique d’Adams et al. (1989) riepet adapté par Van der Oost et al.
(2003)
A cet égard, I'écotoxicologie se développe a unnpdel que plusieurs ouvrages récents se
consacrent spécifiquement et uniquement a certdénses niveaux d’organisation biologique
(figure 4).
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W Ml Eeslogs

Population Community

Ecotoxicology Ecotoxicology
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Principes fondamentaux
st porspectives de développenent

Figure 4 : Exemples de couvertures d’ouvrages téaanl’écotoxicologie est restreinte a un niveau
d’organisation biologique.

4) étude des systémes d’'adaptation de certainsnismgas aux nouvelles contraintes

environnementales a la suite d'une contaminatianupa(ou des agents) polluant(s) comme

par exemple une induction enzymatique ou le déyaogent d’'un mécanisme de résistance.
D’apres Eggen et al. (2004), d’autres défis attahdacore les chercheurs (tableau 1) et le présent

travail s’'inscrit parmi les trois premiers.

Examples of cumrent challenges in ecotoxicology

Challenges in Examples
acotoxicology

1 Low concentrations of Endocrine disnuption
pollutants and long DNA damage/mutagenesis
exposure fimes (chronic  Deficiencies in tha immuna
affacts) systam

MNaurological effects

Multiple sffacts by Multiple target sites and multipla
single pollutants modes of tmac action
Time- and issua-dependant

il Z . . e N
b Tableau 1: Enumération des cinq défis a
Complax mixturas of Wastewater treatmant plant

i e relever par les écotoxicologues et des
e ot o ouritaton exemples qui s'y rapportent (Eggen et al.,

products
Complexes of chamical 2004) '
compounds

Multipla strassors UV and pollutants
Temperature and pollutants
Pathogens and poliutants

Ecosystam complaxity Variations in spacies sansitivitios
Effoct of propagation from
organisms to populations and
scosystams
Identification of the
strossor—effact relationship

Comme le montre la figure 5, il existe différentggproches pour prédire les effets des
agents polluants sur les différents niveaux d’oiggtion biologique. Celles-ci se différencient
d’'une part par leur répétabilité et d’autre partlpar complexité ou leur réalisme écologique. Dans

ce schéma, les bioessais ou tests d’écotoxicitéoap@tifiques se caractérisent généralement par
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hY

leur simplicité, leur faible codt, leur bonne réd@#lité mais une moindre justesse, a savoir
I'étroitesse de I'accord entre la valeur mesurda galeur vraie (ISO, 2007). A cet égard, Cairhs e
Pratt (1989) énoncent fort justement ¢ua base scientifique pour l'utilisation de teislogiques
doit finalement dépendre de l'exactitude des pranss faites avec des essais biologiques qui
peuvent étre validés ou confirmés dans les systaatesels”. C’est d’ailleurs pourquoi ces deux
auteurs préferent parler d’effets potentiels.

[ Modeles ]
Développement \\Amélioration
Validation

CDND|T|DE\IS INTERIEURES CONDITIONS E.'i(TEFNEURES
| 1 [ \
Tests de toxicité Chainestrophiques Microcosmes Mésocosmes .
monospécifiques expérimentales Ecosystemes
Flux artificiel Bassinsfossés enceintes naturels
- expérimentaux +
. —— 1
[ ————— Complexité écologique réelle
—\\_
Reproductibilité \
+ -

Figure 5: Caractéristiques des différentes apmogbermettant de prédire les effets des agents
polluants (Caquet, 2013).
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|.2) Biologie deDaphnia magna

De nombreux travaux ont été consacrés au crustadécereDaphnia magnall est ainsi
possible de citer les publications de Pacaud (1988%erson et Jenkins (1942), Green (1956),
Hebert (1978) ainsi que les ouvrages de Peterg &dbnardi (1987) et de Ebert (2005).

I. 2.1) Classification
La classification de la daphnie est résumée @spr
Embranchement : Arthropodes
Classe :Crustaces
Sous-classe Branchiopodes
Super-ordre : Anomopodes
Ordre : Cladoceres
Famille : Daphniidae
Genre : Daphnia

Espece Daphnia magna

Le terme cladocére a fait I'objet d’'un débat entaonomistes en ce qui concerne
I'utilisation ou non du terme cladocére. Calmafi09) a proposé la division de la sous-classe des
branchiopodes en 4 ordres a savoir : Anostracémsitaces, Conchostracés et Cladocéres. Selon
Fryer (1987a,b) ce terme utilisé comme unité tarugae, devrait étre rejeté vu qu’il ne
correspond a aucun groupe monophylogénétique étégait juste retenu par commodité pour une
description générale de ces organismes. En reead&utres travaux plus récents tels que ceux de
Forro et al. (2008), Kotov et Taylor (2010), Vanrrae et Eggermont (2011) conservent le terme
cladocere dans la taxonomie des crustacés.

[.2.2) Morphologie

La taille de la daphnie adulte varie entre 3 girb et est subdivisée en deux parties : la téte
et le corps (figure 6). La téte de la daphnie cotiepon ceil composé, une bouche, deux antennes
(A2) qui aident a sa locomotion saccadée, ce daillelrs, lui a valu le surnom de « puce d’eau »
et deux antennules (A1) qui, chez le male, sergterdrochets généralement lors de I'accouplement.
Les embryons des daphnies possédent deux ébauckiédien visibles qui fusionnent a la fin de
leur développement chez les adultes pour donneeiliminiqgue, composé, mobile et de taille plus
importante servant a 'orientation de la daphnien@kos, 1984). Le systéeme nerveux est caractérisé
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par un ganglion cérébral, localisé entre I'ceileediébut du tube digestif (Amoros, 1984).
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Figure 6 : Organisation générale d’'un cladocere,latérale (Amoros, 1984)

Le corps de la daphnie est recouvert par une cegdpansparente qui se renouvelle a chaque
mue marquée par un doublement du volume de I'osgamipendant une minute di essentiellement
a une brusque entrée d’eau dans I'animal (Gree#3)1Zette carapace se prolonge par une épine
caudale dont la taille est variable en fonctiorptiesieurs contraintes environnementales. En effet,
la morphologie des daphnies peut changer périodigné au cours des cycles saisonniers et
affecter en particulier la forme de la téte et @edrapace, la taille de I'ceil composé ainsi que la
longueur de I'épine caudale. Ce phénomene nommiéragephose (Amoros, 1984) semble étre
controlé par les conditions du milieu a savoirdmpérature (Yurista, 2000), la turbidité (Jacobs,
1962; Hazelwood, 1966), la lumiére (Jacobs, 196%i ue par les kairomones solubles, libérées
par certains prédateurs (Tollrian, 1994). Dandemier cas, il a été montré que la cyclomorphose
permet de se défendre contre les prédateurs (Dpd€dd) puisqu’elle permet aux daphnies de
changer de morphologie en développant certairenesyafin de disperser les prédateurs.
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Le tube digestif est simple, de forme tubulaiisjble par transparence et se termine par un
anus au niveau de la griffe post-abdominale (glrg 6). Le systéme circulatoire des daphnies est
lacunaire et le transport de I'oxygene se faibade d’hémoglobine. Ainsi lorsque le milieu estrbie
aéré, les daphnies sont de couleur pale, en regdardgue la teneur en dioxygene diminue dans le
milieu, les daphnies prennent une couleur rougesaite de 'augmentation du taux d’hémoglobine
dans le sang (Fox, 1957). Le cceur est en positoyeate et antérieure au-dessus de la poche
incubatrice. Les ovaires sont placés de part ettidale I'intestin de la daphnie.

Il existe un dimorphisme sexuel trés net chezllgshnies. En effet, les méles se distinguent
des femelles par i) la forme de la téte, ii) urietgplus petite, iii) la présence d’antennules JA1
plus développées et iv) la partie antérieure dt-abdomen (située avant la griffe post-abdominale)

plus proéminente (figure 7).

Figure 7: Dimorphisme sexuel chBaphnia magnaA (male), B (femelle). Le rectangle bleu
permet d'illustrer les différences au niveau dutfadxiomen.
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[.2.3) Développement

L'embryon de la daphnie, déposé dans la pochebatdge dorsale, passe par 6 stades de

développement (Kast-Hutcheson et al., 2001) (fi@re

>
>

Le stade 1 ou stade de division dure entre O et I&mbryon est sphérique.

Le stade 2 correspond au stade de gastrulatior démule entre 15 et 25h. L'embryon
devient asymétrique avec présence d’un blastopomison du début de la différentiation
cellulaire.

Le stade 3 est nommé stade de maturation embryenpaicoce, il se déroule entre 25 et
35h et présente une différentiation de la téteestahtennes A2.

Le stade 4 ou encore stade de maturation embryenmaiyenne, se déroule entre 35 et 45h
et correspond a la mise en place de I'eeil pigmamsi qu’au développement des antennes
qui restent encore confinées dans la membrane emiayre.

Le stade 5 est le stade de maturation embryontaanleve et se déroule entre 45 et 50h. Iy
a rupture de la seconde membrane embryonnairg stippa extension partielle des antennes
A2 alors que I'épine caudale reste encore pliééreda carapace.

Le stade 6 est le dernier stade. Il correspondéaeldppement complet de 'embryon et se
déroule de 50 a 72h. A ce niveau, il y a dévelomrdrnoomplet des antennes et libération de

I'épine caudale, de sorte que le nouveau-né eshmeé déplacer.

SR

Stage 3

Stage 4 Stage 5 Stage 6

Figure 8 :Différents stades de développement embryonnaire @aphnia magndgKast-Hutcheson
et al., 2003).

! Malheureusement cet auteur n'a pas indiqué l#egales daphnies aux différents stades mentionnés
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La durée de vie moyenne d’'une daphnie est généealete 40 jours a 25°C et de 56 jours a
20°C ; elle se divise en 3 phases (figure 9). leampere phase est la période embryonnaire qui est
généralement breve (3 jours). Elle est suivie papériode juvénile (Tj) caractérisée par une
croissance maximale des jeunes daphnies : cettedpérdure, lorsque les conditions sont
favorables, entre 7 et 10 jours durant lesquel$ ebeervées entre 5 et 6 mues (Soares, 1989).
Durant la période adulte, la daphnie va effectuasipurs pontes tous les 3 jours (Tn représente

alors la période inter-mue) lorsque les conditismst favorables.

poche incubatrice | Tj pontes:1¥*  Tp Déme Tn Jéme Tn 4eme - efe

-3 , , .
: 7-10j 3 3 3

Nombre de nouveaux-nésa= 10 18 30 42

Figure 9 : Diverses phases de la durée de vie dlapbnie (d’aprés Soares, 1989).

[.2.4) Cycle de vie
Selon les conditions environnementales, la dappei¢ se reproduire de fagon sexuée ou
asexuee (cf. figure 10).

Accouplement

| Cycle sexuel @ @

Ephlpple

Eclosion ycle )
. ApEes pafthéenogénétiq
diapause y ,

Formation
d’ceufs
haploides

partheﬂogenethue

{
? \

Fils
parthénogénétique

Figure 10: Cycle de vie de la daphnie (d’apres Zeman, 20@8rjs de Ebert, 2005)
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Lorsque les conditions environnementales sontrédbles (cycle parthénogénétique de la
figure 10), les daphnies se reproduisent par remtimh asexuée ou parthénogénétique. Dans ce
cas, les femelles adultes produisent a partiutBsvnon fécondés d'autres jeunes daphnies femelles
(diploides) qui leur sont génétiqguement identiquapres 3 jours, les jeunes daphnies bien
développées sont prétes a étre expulsées de la& pochbatrice par des flexions ventrales des
femelles adultes. Juste avant la ponte, les daphadeltes subissent une mue puis déposent a
nouveau une nouvelle ponte dans leur poche indobattes générations parthénogénétiques se
succedent tant qu’il n'y a pas apparition de coodg défavorables (manque de dioxygene ou de
nourriture, diminution de la température, effeng@sse de daphnies, accumulation de déchets,...)

Lorsque les conditions deviennent défavorables ¢gtle sexuel de la figure 10), les
daphnies femelles adultes produisent des ceufeidgd asexués qui se développent en males. En
outre, les daphnies femelles peuvent aussi proddée ceufs haploides qui nécessitent la
fécondation par les males. Les ceufs fécondés danég dans une coquille de protection ou
éphippie, qui contient deux ceufs de résistateeaouleur noire (figure 11) et doivent subir une
diapause (Ebert, 2005). Lorsque les conditionsviedaent favorables, ces ceufs de résistance
éclosent mais donnent toutefois naissance a unagaimm génétiguement différente des daphnies
méres (Chévre, 2000).

200 pum

Figure 11 : (Eufs de durée ou éphippiePdphnia magndBoehler et al., 2012)
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[.2.5) Milieu de vie et alimentation.

Les daphnies sont essentiellement des organistteraudx, largement répandues dans les
eaux tempérées et colonisent en particulier lex edagnantes. Ces organismes peuvent se
retrouver dans les flaques d’eau, les mares, Esyétde pisciculture, les canaux, les étangs, les
lacs, mais rarement dans les rivieres (Mugel eardérl978). Les daphnies sont des organismes
filtreurs,considérés comme des consommateurs primaires.delfephytophages et bactériophages
(Hadas et al., 1983). Elles apprécient les eauxesicen matieres organiques dissoutes ou en
suspension et peu polluées par les micropolludmitsiques (Mugel et Férard, 1978). La nourriture
est collectée plus particulierement a l'aide d&% &t £™ pattes thoraciques foliacéggrnies d’un
peigne de longues soies (Amoros, 1984), visihledas figure 6, et qui assurent un courant d’eau
entre les deux valves de la carapace. Les pariailesi piegées sont transférées un sillon
alimentaire jusqu’a la bouche. Toutefois, il espartant de signaler que la quantité et la quakté d
la nourriture joue un role primordial pour la reguation et influence nettement la dynamique de
population de la daphnie (Lynch et Ennis, 1983; Gidwet al., 1985). La qualité et la quantité de la
nourriture semble aussi influencer la sensibiligs diaphnies aux toxiques (Winner et al., 1977,
Enserink et al., 1995).
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1.3) Intérét écotoxicologique de la daphnie

Les daphnies, tout comme les autres cladocéeresnjoun role clé key specieselon
Nilssen et Waervagen (2002) &aystone specieselon Sperfeld et Wacker (2009) - au sein des
écosystemes dulgaquicoles (Figure 12) vu leur nembet divers prédateurs a savoir les poissons

(juvéniles et adultes), les larves d’insectes (Eltaoboru3 et les copépodes (eldesocylopk

.-..—

v * s

- LN,

HUMAINS | ToRTUES |

OISEAUX

CHAOBORUS MESOCYCLOPS |-<-\

| DIAPTOMU$| CERIODAPHNIA
\] BOSMINA

¢ | ALGUES & BACTERIES | gﬁr@

NUTRIMENTS

Figure 12 : Position des daphnies au sein des ebailimentaires (Dodson et Hanazato, 1995).

Les daphnies ont été largement utilisées en éwmmiogjie etD. magnaest I'un des trois
modeles biologiques les plus utilisés, avec legesget les poissons, dans le cadre de I'évaluation
des risques écotoxiques des substances chimigaesréPet al., 2010). C’est ainsi que les données
expérimentales relatives aux daphnies représeBéénte I'ensemble des données expérimentales
aquatiques trouvees dans les bases de donnéesdoi@ensl., 2007). En réalité, cette espéce a été
choisie pour diverses raisons, a savoir : (i) Ws#b'ceil nu, (ii) reproduction parthénogénéticgie
donc faible variabilité génétique, (iii) pontes abantes (iv) manipulation et élevage faciles a
réaliser au laboratoire suite a sa taille relatigetrpetite (v) cycle de vie court, ce qui permet de
suivre l'effet des polluants sur plusieurs générati(vi) sensibilité a une large gamme de produits

chimiques (Colbourne et al., 2011).
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De nombreux auteurs ont utilisé la daphnie comnwaéie biologique et la premiére
publication date, & notre connaissance, du débdpdii®siecle(Buijtendijk, 1918). Ce sont ensuite
les travaux de Naumann (1938) qui publie un articigtulé « sur [lutilisation a des fins
expérimentales d®. magnaStraus comme animal de laboratoire pour mieux centpe les
conditions de vie dans l'eau ». Ensuite, Andergoal.e(1948) étudient I'écotoxicité de diverses
substances présentes dans les effluents industtield. magna avant que cet organisme ne fasse
I'objet de normes (aux USA et en France) ou deelégdirectrices (LD). Le nombre de publications
qui traitent des effets écotoxiques aigus et clogues sur la daphnie est trés élevé. Une simple
recherch&sur Google Scholar signale déja 32400 pagessetait évidemment trop long d’en faire
ici la synthése. Brievement, la daphnie est utlipdur [I'évaluation de l'impact potentiel des
produits chimiques sur I'environnement aquatiquea(8s et al., 1991 ; Toumi et al., 2013) seule ou
au sein de batteries (Vindimian, 2005). Elle perragssi d’évaluer I'écotoxicité potentielle
d’effluents au laboratoire (Antunes et al., 200u)im situ (De Coen et al., 2006), de lixiviats de
divers déchets (voir en particulier le tableau 2Fdéeard et Ferrari, 2005) et d’eaux de pluies
(Sakai, 2006). En outre, la daphnie permet d’étalds criteres de qualité des eaux ou des normes
de qualité environnementale (Dyer et al.,, 2008gb&tinik et al., 2012). Enfin la daphnie est
considérée par Shaw et al. (2008) comme un modrle ges études toxicogénomiques, aidé en
cela par la création en 2001 d'ubaphnia Genomics Consortium (DGC) qui a abouti au
séquencage du génome@epulex(Bauer, 2007). Récemment, Frohlich et al. (2008)considéré
que cette base de données était une clé pourt@opnmue a haut débit au sein du gebdaphnia
Cette nouvelle approche qui permet de mesurer samérent et en méme temps un grand nombre
de réponses moléculaires sur un méme organismél€Lie2001) est susceptible de révéler de
nouveaux biomarqueurs et des nouvelles pistesesunécanismes d’action des micropolluants (et
de leurs mélanges).

La daphnie fait 'objet d’'un test aigu normalisér glifférentes instances (Versteeg et al.,
1997) et il apparait que les différences entrentesnes ou LD sont relativement ténues. La daphnie
fait aussi I'objet d’un test chronique qui faitbj@t d'une LD OCDE N°211 servant de référence a
la plupart des auteurs et qui est périodiquememises a jour (OCDE 1998, 2008, 2012). Une
synthese de l'utilisation du genBaphniasp.relative au test aigu (48h) et chronique (21 joars)
été réalisée par Jonczyk et Gilron (2005). Danshegitre de livre figure un tableau rassemblant les
différentes méthodes disponibles en 2005 (Tabléau 2

2 Interrogation réalisée le 9 avril 2013 avec le syntagme suivant réalisée le 9 avril 2013 avec le syntagme suivant
« acute AND chronic AND Daphnia»
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Test method design ~ Agency (reference) Application eftest

Acute test method Organization for Economic Predomimantly used for
Cooperation and Development  chermcaltesting
(OECD, 2004)
Intemational Organization for  Predominantly used for
Standards (ENISO 6341, chemical testing
1996)
United States Environmental Predominantly used for
Protection Agency (U.8. EPA,  Whole Effluent Testing

2002b) (WET)

Office of Prevention, Predominantly used for
Pesticides and Toxic pesticides and toxic
Substances (OPPTS) (TS, substances

EPA. 1996ab.c)

American Society for Testing Predominantly used for

andMatenals (ASTMM, 1984)  pesticides and toxic
substances

Association Francaise d Predominantly used for

Nommahsation [A:F}IOR: XP pesticides andtoxic

TO0-380,2003) substances mthe presence
ofhumic acids

Environment Canada (1990a;  Predominantly used for

revised 2000} effluent testing {reference
method), but also other

Environment Canada (1990b)  applications (.g., elutriate,
leachate, chemicals)

Chronic test method  OECD (1998) Predominantly used for
chemicaltesting
ISO(198T) Predominantly used for
chemicaltesting
OFPTS (U.S. EPA, Predominantly used for
1996.a.b.c) chemicaltesting
ASTM (1990) Predommantly used for
chemicaltesting

Tableau 2 : Liste des différentes méthodes staisigasl existantes en 2005 (Jonczyk et Gilron,
2005).

1.4) Les tests d’écotoxicité utilisanD. magna

Un test d’écotoxicité peut se définir comme ligtltion de tout ou partie d'un (ou de
plusieurs) organisme(s) vivant(s) comme « réagtiffslogique(s) » pour mettre en évidence un
effet écotoxicologique mesurable et interprétabla auite d’'une exposition (par exemple aigué,
chronique,...) a un (ou plusieurs) agent(s) chimfgu ou physique(s) (Férard, communication
personnelle). Les tests daphnie aigus et chronigpieisutilisés dans le cadre réglementaire (tableau
3).
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Intitulé

Disponible sur

Réglement (CE) n° 1107/2009 du Parlement européen €onseil
du 21 octobre 2009 concernant la mise sur le matebéroduits
phytopharmaceutiques et abrogeant les directivEsL78CEE et
91/414/CEE du Conseil.

http://europa.eu/legislati
n_summaries/food_safet
y/plant_health_checks/s
0016_fr.htm

O

je2)

Réglement (CE) N° 1907/2006 du Parlement europédn Conseil
du 18 décembre 2006 concernant I'enregistreméwaglliation et
l'autorisation des substances chimiques, ainslepigestrictions
applicables a ces substances (REACH), instituamtagence
européenne des produits chimigues, modifiant kectlire
1999/45/CE et abrogeant le reglement (CEE) n o/988u Conselil
et le réglement (CE) n o 1488/94 de la Commisaiasi que la
directive 76/769/CEE du Conselil et les directivbl 95/CEE,
93/67/CEE, 93/105/CE et 2000/21/CE de la Commission

http://lwww.ineris.fr/aida/
consultation_document/1
09/version_pdf

Reglement (UE) N° 528/2012 du Parlement européen &€onseil
concernant le rendant disponible sur le march@tdtdation de
produits biocides adopté le 22 mai 2012. Il reropita la Directive
98/8/EC et sera applicable le 1 septembre 2013

http://eur-
lex.europa.eu/JOHtmI.do
?uri=0J:L:2012:167:SO
M:EN:HTML

Directive 2001/82/CE du Parlement européen et cis€ibdu
6 novembre 2001 instituant un code communautaliagifraux
médicaments vétérinaires

http://ec.europa.eu/health
[files/eudralex/vol-
5/dir_2001 82/dir_2001|

82_en.pdf

Tableau 3: Principaux textes réglementaires men#ot les
particulierement les tests daphnies aigu et(owrafue

tests d’écotoxicité, et plus
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Quel gque soit le test réalisé, il importe d’avairélevage qui produit des daphnies saines (tableau
4).

1- Absence d'éphippies (ceufs de durée) et d'ceofsémvdans les élevages.

2- Aspect des organismes (éviter 'absence de ooalasi qu’une couleur trop rougeéatre).
3- Taille suffisante des organismes adultes (enva&ronm).

4- Production suffisante de jeunes daphnies fesiédrviron 100 juvéniles par daphnie mgre
en 21 jours).

5- Jeunes daphnies femelles dépourvues de malfiomsat

6- Absence de parasites ou de champignons (swatonitveau de la poche incubatrice)

Tableau 4 : Principales caractéristiqgues d’un Hewage de daphnies

[.4.1) Le test daphnie aigu

Comme signalé précédemment, plusieurs normesdsdnt disponibles. Le tableau 5
résume les différences entre les deux protocofeplles couramment utilisés : la norme ISO 6341
(1996) et la ligne directrice 202 (OCDE, 2004).4péce a utiliser de préférence dans cet essai est
D. magnaStraus (ISO, 1996), mais d’'autres espéces de deppe@ivent aussi étre utiliséed. (
pulex par exemple) selon la LD 202 (OCDE, 2004). Auuléle I'essai, les daphnies juvéniles
doivent étre agées de 0 & 24 heures obtenues phémagénése thélytoqtiacyclique c’est-a-dire
sans intervention de reproduction sexuée. Ellegatmt, en principe, provenir d’'un élevage
maintenu dans des conditions bien définies (cf. enmueratoire standardisé figurant en Annexe 1)
pendant au moins trois générations (ISO, 1996)enlement deux générations (OCDE, 2004). En
revanche, aucune recommandation ne précise le alaiiser alors que, des les années 1989 les
travaux de Baird et al. (1989, 1990, 1991a) dénagarit a I'envie l'influence non négligeable du
génotype dans les résultats des essais d’écotoaigiié. Les variations de sensibilité interclonale
de D. magnaont été largement documentées par Baird et Bét&@8) dans un chapitre de livre
dont est extrait le tableau 6. lls ont montré quéakteur maximal de variation était seulement de
1,3 pour le bromure de sodium (n=9), mais atteigh@8,3 pour le cadmium (n=8), ce qui montre
bien que la variation de sensibilité interclonaespécifique de la substance testée. Selon Minzige
et Monicelli (1991), deux laboratoires qui réalisdas tests daphnie dans des conditions identiques

obtiennent des résultats différents simplementdgude I'utilisation de différents clones.

Signifie que des organismes femelles donnent naissance a des organismes femelles
e —
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Conditions

ISO 6341 (1996)

OCDE 202 (2004)

Origine de
I'organisme test

D. magnaStraus, organismes obtenus
parthénogénése acyclique et mainte
dans des conditions d'élevage bi
définies pendant au moins 3 génération

p&Y. magna Straus ouD. pulex provenant de
noslture d'un méme lot de daphnies sairn
eprovenant au moins de la deuxieme geénérg
sde descendants.

es,
tion

Récipients de
I'essai

Récipients en matériau chimiquement
inerte et de capacité suffisante (tubes a
essais ou béchers en verre).

Récipients en verre ou en matériau
chimiquement inerte.

Eau utilisée pour
le test

Milieu 1SO (cf. Annexe IlI) utilisant 4
réactifs de qualité reconnue dissous d
de l'eau souterraine, de I'eau distillée
de l'eau désionisée de pureté au md
équivalente et de conductivité au p
égale & 10 uS/cm.

Eau naturelle (eau de surface ou
assuterraine) ou eau reconstituée ou déchl
odu robinet n’induisant aucun signe de str
ipendant la durée de [l'essai. Toute ¢
usonforme aux caractéristiques chimiques d’
eau de dilution acceptable donnée dans la
de I'annexe 2 (de la LD) convient.

bau
Drée
ess
bau
ine
liste

Dureté totale de
I'eau de dilution

250 + 25 mg L' (exprimée en Ca G

Entre 140 et 250 mg1(exprimée en Ca C{

Lumiere au cours
de l'essai

A l'obscurité (pour les substanc
chimiques photodégradables) ou sous
photopériode de 16 heures lumiére
heures obscurité.

e&lne alternance de 16 heures lumiére €
uheures obscurité est recommandée. L'obsc
@mplete est acceptable (surtout pour
substances d’essai instables a la lumiere).

t 8
urité
les

Température au | 20+ 2°C. 20 + 2°C, pour chaque essai elle dod étr
cours de I'essai constante a * 1°C.

pH de I'eau de 7,8+0,2 6< pH <9

dilution

Renouvellement
du test

Non mentionné.

Un systeme de renouvellement seatigae
ou continu dans le cas ou la concentration d
substance d’'essai est instable.

e la

Controle des
parametres
physico-chimiques

Au début de l'essai (pour mémoire

température, pH, O2 dissous
photopériode doivent étre controlés.
A la fin de [l'essai, mesurer |

concentration en oxygéne dissous dan
plus faible concentration pour laque
toutes les daphnies ont été immobilisée

Au début et a la fin de I'essai, O2 dissous
giH sont mesurés dans les récipients témoir
dans ceux contenant la concentration la f
aelevée.
sNeesure de la température des récipie
I&émoins (ou sinon de la température ambia
sen continu au cours de I'essai ou au moins
début et a la fin du test.

et
1S et
dlus

nts
nte)
au

Controles
analytiques

Voir texte.

Voir texte.

Critéeres de
validité du test

La teneur en O2 dissous a la fin de I'es
doit étre> 2 mg L.

Le pourcentage d’'immobilisation obser|
dans les récipients témoins €st0%
La CE50i (24h) du dichromate
potassium > 0,6 et <1,7 mgL

q

saa teneur en O2 dissous a la fin de I'essai
étre> 3 mg L' dans les récipients d’essais
vées témoins.
Le pourcentage d’'immobilisation, ou
ladaphnies montrant des signes de défaillanc
de stress, dans les récipients témoins <e

10%.

Tableau 5: Principales différences relevées erarexdrme 1ISO 6341 (1996) et la ligne
directrice 202 (2004).
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Code Pays d’origine  Source [11 [2] [3] [4] [5] [6][71 1[8] [9]
clone A France Essaiaulabo X X X X X X X X X
clone A-1 Pays-Bas Essaiaulabo X X X X X

clone A-2 UKFrance Essaiaulabo X X

clone B Allemagne Essaiaulabo X X X X X

clone C Italie Essaiaulabo X X X X X X X X
clone D Belgique Essaiaulabo X X X

clone E Norvége Essaiaulabo X X X X X

clone F Canada Essaiaulabo X X X X X X X X X
clone S-1 UK Animalerie X X X X X X X X X
clone S-2 UK Etang local X X X X

Poids sec par nouveau-né (pg)

*[1] Baird et al. 1989; [2] Soares 1989; [3] Bartlal. 1990; [4] Baird et al. 1991a; [5] Soares
et al. 1992; [6] Baird et Barata 1997; [7] Baratal @8aird 1998; [8] Barata et al 1998; [9]
toutes les références des travaux non publiéBgiedl and Barata.

Tableau 6 : Les divers clones baphnia magnaet leur origine (Baird et Barata, 1998)

D’autres travaux ont montré qu’il fallait éviterutiliser pour les tests des jeunes
daphnies issues des trois premieres pontes (Coemidl., 1985) de facon a limiter au
maximum la mortalité des daphnies dans les rédpi¢dmoins (figure 13). Les mémes
auteurs ont observé que le mélange de deux alds=udokirchneriella subcapitatat
Chlamydomonas reinhardyipermet d’obtenir des jeunes daphnies dont ledspeecs (gages
de meilleure survie dans les récipients témoing}t sans 7 cas sur 10 supérieurs a ceux
obtenus avec une seule algue (figure 13). Ces wdismns ont été prises en compte dans le
mode opératoire standardisé utilisé par le LIEQesudaphnies sont nourries non pas avec

deux mais avec trois especes algales difféerenterfoexe ).
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Nombre de pontes

Figure 13 : Effet du mélange des deux algues spoilds sec des jeunes daphnies
(Cowgill et al., 1985).
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Le test en lui-méme peut se réaliser en tubesaisemugés de 10mL ou en béchers.
Le volume final varie entre 10mL (tubes a essafGetL (béchers), mais la densité doit étre
au maximum de 1 daphnie pour 2 mL de milieu detiditude facon a ce que chaque daphnie
puisse disposer d'une quantité d'dissous suffisante. Le milieu de dilution est ¢itné de 4
sels différents dissous dans difféerents types doe@if. tableau 5 et Annexe Il). Il est
particuliérement important de veiller & ce queai)dureté totale soit de 25025 mg L*
(exprimée en CaCgpavec un rapport molaire de Ca/Mg de 4/1 ii) le gt de 7,8 0,2 et
iii) 'O , dissous soit supérieur & 7 mg.LI est aussi particuliérement important de veifle
utiliser une gamme de concentrations (ou de dihgtigpour les effluents) selon une
progression géeomeétrique de raison a, qui est utiaeaieme de 10 (Férard, 2009 cours a
'université de Lorraine). En l'absence de donngedalables (i.e. pour des substances
nouvelles), il est recommandé de réaliser un dasdte (< 100mg/L). Sinon, le test se
déroule traditionnellement en deux étapes. L’étagpéliminaire permet de cerner les
concentrations (ou les dilutions pour les efflugmsi vont entrainer des inhibitions de la
mobilité comprises entre 0 et 100%. Cette premidape n’est pas primordiale dans les cas
ou la base de données relative a la substance testésuffisante. La deuxiéme étape, dite
définitive, permet d’estimer la Concentration Edfte vis-a-vis de 50% des organismes mis
en expérimentation (CE50) lorsque le critére dieffbservé est I'immobilitéou la CL50
lorsque le critére d’'effet est la Iéthalité. Enreutia LD OCDE 202 (2004) prévoit aussi de
vérifier tout comportement ou signe anormal. Lesnpéres normes ou LD prévoyaient un
temps d’exposition de 24 heures, ce qui expligaridtence de nombreuses CE50-24 heures
dans la littérature ancienne. Aujourd’hui, il estammandé de faire une premiére lecture
apres 24 heures et une lecture finale apres 4&&eua norme I1ISO 6341 (1996) prévoit de
déterminer une CE initiale (CEi) qui, en I'abserde précision de la norme, peut étre
nominale ou mesurée et qui se rapporte alors araentration présente au début de I'essai.
La LD OCDE 202 (2004) recommande de baser leste#sidur des concentrations mesurées
et stipule que, dans ce cas, la concentration dmilbstance d’essai doit étre mesurée, au
minimum, dans les récipients contenant la concgotrda plus élevée et la concentration la
plus basse, au début et a la fin de I'essai (OCIDB4). Elle ajoute que si I'on peut démontrer
de fagcon suffisamment convaincante que la condenmrale la substance d'essai a été
maintenue tout au long de I'essai de maniere s@afite dans un intervalle #e20 % de la

concentration nominale ou de la concentrationadl@tmesurée, les résultats peuvent étre alors

*Plus précisément le critére d’effet est I'incapacité des daphnies de se déplacer aprés 15 secondes de légere
agitation du liquide, méme si elles agitent encore leurs antennes (1SO, 2012 ; OCDE, 2004).
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basés sur ces derniéres. Quant a la norme ISO(89986), elle précise que c’est I'écart-type
des concentrations mesurées au cours de I'ess@nwae facon aléatoire, qui ne doit pas
s’écarter de- 20 % de la moyenne. A cet égard, le calcul de moge pondérées par le temps
(time weighted mean, TWMa nécessité une mise au point récente de la gmarta
Commission européenhe

Les résultats des essais sont analysés au mogandéthodes statistiques appropriées
(analyse probit, par exemple) permettant de calauie CE50 avec des limites de confiance a
95 pour cent (OCDE, 2004) ainsi que les concepmaticorrespondant a 0 et 100 %
d'immobilisation (ISO, 1996). Cette derniere précigu’il est souhaitable que la gamme
choisie fournisse au moins trois pourcentages dbimiisation compris entre 10 et 90 %,
alors que la LD 202 (OCDE, 2004) spécifie que,daesles données obtenues ne se prétent
pas au calcul de la CE50 par les méthodes stanldambncentration la plus élevée qui ne
donne aucune immobilisation et la plus faible gonme 100 % d’immobilisation sont
utilisées pour calculer une valeur approximative ldeCE50 (en prenant la moyenne
géométrique de ces deux concentrations).

La réalisation du test daphnie aigu s’avere ébe étape préalable a la réalisation du

test chronique (cf. 8§ suivant).

[.4.2) Le test daphnie chronique

Les principales différences avec le test aigu eore la nécessité i) de changer
périodiquement les milieux d’essai (donc de rénlisetest semi-statique) et ii) d’ajouter de
la nourriture dans les milieux d’essai. Cette gancondition implique nécessairement que
la substance testée va se partager entre une pbhg#e et une phase adsorbée sur (et
absorbée par) la nourriture introduite qui inéVigaflent ne sera pas consommée
immédiatement. Selon les caractéristiques phydwmiques de la substance testée, les

daphnies sont ainsi exposeées via le milieu et/molariture (figure 14).

> Document consulté le 4 mai 2013 sur http://ec.europa.eu/environment/biocides/pdf/twa_tng.pdf
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. Figure 14: Schéma des voies
‘/ b d’exposition des daphnies dans un
R s test chronique

Le test daphnie chronique a une durée de 21 jeaitsgnviron 20 % de la durée de vie
moyenne de la daphnie dans les conditions d’éleuditisees au LIEC. Ce test inclut deux
stades de vie important de la daphnie a savoir Hase juvénile (qui conditionne le
développement de l'individu) et la phase de repetidn (qui conditionne la pérennité de
I'espece) (Férard, 2009 cours a l'université derdioe).

Le premier test daphnie chronique a été realis8aminger et Christensen (1972). La
méthodologie du test a beaucoup évolué depuis 1972A.D 202 (OCDE, 1981) concernait,
a I'’époque, dans une premiére partie le test diglams une deuxiéme partie le test chronique.
Or cette méthodologie a suscité de nombreuseguegi C'est ainsi que Nebeker (1982)
n’hésite pas a parler de survie erratique des dephméres et de reproduction irréguliere.
Tres vite, il est apparu que I'absence de recomatand précise concernant le milieu de
dilution était un frein a la standardisation du.t&n 1990, Elendt propose plusieurs milieux
synthétiques, dont deux (milieux M4 et M7) seratenus dans la cadre de LD 211 (OCDE,
1998). Il faut noter que ces milieux contiennent [#DTA, ce qui entraine une sous-
évaluation de I'écotoxicité des métaux (en partgzulu cadmium). Si le milieu de dilution
est incontestablement un gage de la réussite ésinchronique, la qualité et la quantité de
nourriture le sont tout autant. A cet égard, Stapbe et Watts (1984) observent un nombre
de jeunes daphnies par mere aprés 21 jours de dii9upe nourriture composée d’algues
(Chlorella pyrenoidosp et seulement de 23,2 jeunes daphnies pour oungiture composee
d’herbes séchées (alfalfa ou luzerne) et de nawveripour truite et d’extrait de levure. La
quantité d’algues est également importante (figiecomme I'ont montré par exemple Sims
et al. (1993) qui I'expriment en mg'lde carbone, ce qui nécessite de réaliser un alearee
la concentration algale et la concentration de aragb Un exemple d'un tel abaque en est
fourni pourChlorella vulgarisvariétéviridis, souche 211/12 dans les annexes de la LD 211
- Pagess
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(OCDE, 2008). Le fait de fournir 'une ou l'autreesitrois algues utilisées par Sims et al.
(1993) ne semble pas modifier le nombre de jeuapbries produites. Par contre, ces mémes
auteurs montrent que le fait de changer les miliauxmoins 3 fois par semaine est une
condition favorable pour obtenir une reproductiomportante. Toutefois, a notre

connaissance, aucune étude n’a comparé la reprodute daphnies nourries avec une, deux

ou trois especes d’algues différentes.
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Figure 15 : Effets sur la fécondité des daphniesnes avec trois especes d’algues

Diverses tentatives pour diminuer la durée dudaphnie chronique ont été proposées
sans qu’elles ne soient avalisées par la LD 214 eRemple, Gersich et Milazzo (1990) ont
suggéré qu'il était possible de faire un test d¢oidis seulement au lieu de 21 jours. Baird et
al. (1991b) proposent méme un test de 3 jourssatitides femelles adultes dont les ceufs sont
présents dans la poche incubatrice et qui vont &itenis a la substance présente dans le
milieu d’exposition (et a elle seule).

Quelle que soit la méthodologie utilisée, le testonique daphnie a été utilisé en
raison de sa sensibilité aux pesticides et autreigues (Buhl et al., 1993). Une rechefthe
effectuée sur Google Scholar signale environ 36@fep et il serait évidemment trop long
d’en faire ici la synthése.

Un point commun entre le test aigu et chroniqueceme le critére de mortalité, mais

le but d’un test chronique se situe évidemmentela-dle ce seul critere puisqu’il s’agit avant

6 Interrogation réalisée le 9 avril 2013 avec le syntagme suivant « chronic (-acute) Daphnia»
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tout d’évaluer les effets sur la reproduction etdautres critéres tels que la croissance par
exemple. La capacité reproductrice des daphniessmgaut s'exprimer de différentes facons.
Au départ, il n’était question que d’évaluer le nwende jeunes daphnies nées au cours de
I'essai (Biesinger et Christensen, 1972). BlakensirBurgess (1990) déterminent le nombre
moyen de jeunes daphnies produites par daphnie-ehéxa jour de reproduction, a partir du
premier jour ou des descendants sont observés.0B8, 2la LD 211 précise un élément
important, a savoir que c’est le nombre de desggadavants produits par daphnie-meére
survivant a la fin de I'essai qui est déterminéci@eite d’y intégrer les résultats relatifs aux
daphnies-méres mortes accidentellement et/ou fem@int ou du fait de l'action de la
substance testée. En effet, dans le cas d’'unentétgion d’une LOEC (et d'une NOEC), il
est préférable d’avoir des écart-types faibles afen ne pas sous-estimer I'écotoxicité
potentielle des composés testés. Certains autemme Barbosa et al. (2008) difféerencient la
fécondité (i.e. le nombre total d’'ceufs viablesat-wiables) de la fertilité (i.e. le nombre total
d’ceufs viables).

A ce jour, la derniére édition de la LD 211 (201]@¥cise que «la capacité
reproductrice des animaux parents peut s'expriraerlgpo nombre de descendants vivants
produits par animal et par jour, a partir du prenoer ou des descendants ont été observés,
mais ces résultats doivent étre fournis en plusi@mbre total de juvéniles engendrés par
parent survivant a la fin de I'essai. Il faut ausdiquer le taux de survie des animaux parents
et le moment de la premiére ponte. D'autres efiietsa la substance sur des paramétres tels
que la croissance (par exemple la longueur) et tagbement le taux intrinséque
d'accroissement de la population peuvent aussiegaminés. Ce dernier est calculé a 'aide
de la formule de Lotka (1913) et avait déja étéisdétipar Van Leeuwen et al. (1985) puis
plusieurs auteurs a sa suite, tels que Villarroell.e(2000) et Manar et al. (2009). Toujours
selon la derniere édition de la LD 211 (2012), ulesiparameétres peuvent étre mesurés ou
calculés : le moment de la premiére ponte (et deses suivantes), le nombre et la taille des
pontes par daphnie-mére, le nombre de pontes asgorté présence de males parmi les
juvéniles (déja évoquée dans la LD 211 de 2008)'@phippies.

La mesure de la croissance est également intétesspuisqu'elle fournit des
indications sur d’éventuels effets sublétaux. Enégal, la longueur corporelle est corrélée
avec beaucoup de traits écologiques et d’histogevid, ce qui peut donc influencer
I'abondance des especes ainsi que la structueedsinamique des populations (Gaston et al.,

2001). Cette variable a, par exemple, été utildesz la daphnie par Winner (1981) ainsi que
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par beaucoup d’autres auteurs (Dodson et Hana@®®, Alonzo et al., 2008; Pavlaki et al.,
2011)

En outre, la mesure de la croissance (comme dellla survie et de la reproduction)
est essentielle a l'utilisation du modele DEBtoggwsé par Kooijman et Bedaux (1996) pour
analyser les données d’écotoxicité aquatique disart le modéle DEB (Dynamic Energy
Budget), mais dont le principe avait déja été fdempar Kooijman et Metz (1984). Ce
modele décrit la distribution de I'énergie au sdas organismes a travers les principales
fonctions physiologiques de Il'animal : nutritionfocskage de I'énergie, croissance et

reproduction (figure 16).

nourriture (b) feces

U—w assimilation

réserve
mobilisation

Maintenance somatique Maintenance de maturité

1-K

croissance maturation @ reproduction

Structure Maturite Tampon | --= oeufs

Figure 16 : Schéma des flux énergétiques dans ldelmoDEB: la bifurcation notéé
concerne le début de la phase de nutrition (qui peincider avec le début de I'essai); la
bifurcation notéep concerne le début de la puberté (qui coincide deedébut de
l'investissement énergétique dans le phénomenespi®duction). La lettre grecque Kappa
(k) symbolise un taux constant de répartition entre maintenance somatique et la
maintenance de la maturité. L'investissement dan®production est transitoirement placé
dans un compartiment tampdsugfer) qui est converti en ceufs (Jager et Zimmer, 2012).

Tres récemment, Jager et Zimmer (2012) ont rédamévantages incontestables de
ce modele dans l'analyse et linterprétation deandes écotoxiques classiques ainsi que
celles obtenues apres exposition intermittentet€Rieet al., 2006) ou avec des mélanges de
toxiques (Jager et al., 2010). En outre, ce mogétenet de i) faire le lien entre le niveau
individuel et le niveau populationnel (Klanjscek a., 2006; Jager et Klok, 2010) et ii)
d’interpréter des effets au niveau génomique (Swaal., 2010). Depuis son apparition, ce
modele a subi plusieurs améliorations, mais laieersimplifiee réalisée par Jager et Zimmer

(2012) semble porteuse de promesses.
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Quant aux malformations, rappelons que c’est 8heriDodson (1997) qui semblent
avoir été les premiers a dénombrer le nombre deseel. Aujourd’huj cette variable n’est
toujours pas prise en compte dans la LD 211 coetrent a de nombreux auteurs (Kast-
Hutcheson et al., 2001 ; Manar et al., 2009 ; Paira., 2009). De la méme maniere, la LD
211 ne prend pas en compte la réversibilité detseffnise en ceuvre par exemple par De la

Torre et al. (2000) apres exposition de la ca@pgfinus carpiy a du cadmium.

1.4.3) Dosage de I'acétylcholinestérase

Un biomarqueur peut étre défini comme un changewiesgrvable et/ou mesurable au
niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physgique ou comportemental, qui révéle
I'exposition présente ou passée d'un individu anains une substance chimique a caractere
polluant (Lagadic et a] 1997). Selon De Coen et al. (2000), la détermination dtaites
biomarqueurs (observés aprés une exposition coestelitiie pour prédire des effets a plus
long terme observés a des niveaux supérieurs dima@on biologique. En effet, le principe
de base est de considérer que l'intoxication desnmonautés vivant dans un milieu naturel
soumis a un stress toxiqgue commence par l'intemaaes molécules toxiques avec une cible
moléculaire et qu’il en résulte une cascade detisrecdont le mécanisme n’est pas toujours
connu (Vindimian et Garric, 1983). Concernant légdésin sity, Barata et al. (2005)
considérent que l'intégration des réponses derdifté biomarqueurs (biochimiques) est une
des meilleures approches pour détecter des imgaatentaminants spécifiques. A cet égard,
'IBR (Integrated Biomarker Responjeaieveloppé au départ par Beliaeff et Burgeot (2002
est considéré comme un indice général de stressoulfe, ces réponses obtenues a des
niveaux inférieurs d’organisation biologique peuvpermettre une meilleure compréhension
des effets possibles a des niveaux supérieursaghisiagion biologique (Jemec et al., 2008).

Au niveau physiologique, 'AChE permet I'hydrolyde I'acétylcholine au niveau des
nerfs cholinergiques. Or, l'inhibition de 'AChEgwoque une accumulation d'acétylcholine,
ce qui prolonge l'activité électrique au niveau tFminaisons nerveuses et entraine a terme
la mort des organismes (Pope, 1999). L'inhibitienl'dctivité de 'AChE a été largement
utilisée comme biomarqueur spécifique des pestscarganophosphorés et des carbamates
(Day et Scott, 1990 ; Galli et al., 1994 ; Guilhermet al., 1996b). En outre, celle-ci est aussi
altérée par d’autres contaminants environnemenaxque les métaux (Frasco et al., 2005)
et certains détergents (Guilhermino et al., 2000).

Pour ce qui concerne les insecticides organopluwéph(OP), le mode d’action sur

'AChE est bien connu: il y a interaction avec usé&rine du site actif de I'enzyme et
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formation d’'un complexe OP-AChE qui entraine l'accuation du substrat de I'enzyme
(ACh) dans l'espace synaptique et prolongatiorflax entrant du sodium et du potentiel
d’action a la suite de la dépolarisation de la memé (Kennedy, 1991 ; Narahashi, 1992).
Une grande partie des insecticides organophosplsmésés (P=S) sont relativement peu
toxiques sous leur forme native et nécessitentrel’ékydés par des enzymes de phase |
(monooxygénases a cytochrome P450) pour exereeaction toxique plus importante (Aker
et al., 2008). Dans le cas ou le complexe OP-AGhEoeme de facon irréversible (forme-
oxon, forme agée du fait du remplacement d’'un $wiasit sur le groupement phosphate par
un groupement hydroxyle), le rétablissement detiVaé enzymatique de I'AChE n’est
possible que par le biais d'une synthdsenovo(Yuan et Chambers, 1996).

Les insecticides de la famille des pyréthrinoidgssent directement sur I'ouverture
des canaux sodium ; les pyréthrinoides de typaolif fait partie la deltaméthrine, laissant les
canaux sodium ouverts plus longtemps que ceux ki ltySchleier and Peterson, 2012). Une
autre cible de la deltaméthrine semble étre leswcarchlorures de la membrane (Burr and
Ray, 2004). D’autres auteurs proposent le complége comme cible potentielle des
pyréthrinoides chez la paramédiafameciuntetraurelia) ou ils agissent par modification de
I'interaction entre la sous-unitd des canaux calciques efy3De Ondarza et al., 2005).

D’aprés Sturm and Hansen (1999), il existe undiogleentre I'inhibition de 'AChE
et 'immobilité deD. magnaapres exposition au parathion et au dichlorvosnsCla méme
ordre d’idées, Printes et Callaghan (2003) ontrd@te® différents rapports (CI150/CE50) pour
différents pesticides (y compris le malathion) cliezmagna D’un autre c6té, Printes et
Callaghan (2004) montrent bien que la réduction’aetivité de 'AChE est directement
reliée a 'augmentation de I'immobilité ch&. magnapour le malathion, le parathion, le
chlorpyrifos et le propoxur, ce qui n’est pas le paur I'acéphate, ce qui suggere un autre site
d’action que I'AChE pour les crustacés utilisanawtires neurotransmetteurs (Habig et Di
Giulio, 1991). Ces résultats montrent que I'inhditde l'activité de TAChE cheb. magna
va dépendre du produit chimique testé (PrintesGalthghan, 2004).

En ce qui concerne la variabilité de réponse desndiqueurs entre difféerentes
souches de daphnies, il y a trés peu de donnésslaldittérature. Tout d’abord, concernant
I'activité spécifigue des témoins de souches diffiées, Barata et al (2004) rapportent des
valeurs de 3,5 nmol mihmg" de protéines nettement supérieures a celles tesupér
Jemec et al. (2007). Par contre, Diamantino 2800, 2003) et Guilhermino et al. (19964,
2000) utilisant la méme souche (clone A) indiquees valeurs comprises entre 8,25 et 8,90

nmol min * mg' de protéines. Ces données prouvent quil existe réelle variation
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interclonale et intraclonale de I'activité de I'AEfret ces variations en termes de sensibilité
peuvent étre attribuées a i) I'hétérogénéité ggnéti(Soares et al., 1992), ii) l'utilisation de
jeunes daphnies pour le test provenant de diffésepbntes (Barata et al., 2001) et au iii)
milieu de culture comme I'ont montré dor similis Printes and Callaghan (2003). Ainsi, au-
dela des biais liés aux conditions expérimentanditions d’élevage au laboratoire,
méthodologie du dosage...), il est toujours nécessh se poser la question de I'effet du
génotype utilisé pour la réponse observée, queoitgsur le dosage des biomarqueurs ou
pour les résultats des tests d’écotoxicité aigushmaniques.

L'activité de I'AChE a été étudiée chez I'espéDemagna apres exposition au
malathion par plusieurs auteurs déja cités précéumh Barata et al. (2004) déterminent une
CI50-24h de 15nM, alors que Printes et Callagh@04 rapportent une CI150-48h de 9,5 pM,
soit plus de 1000 fois inférieure. En ce qui coneda deltaméthrine, aucune étude a notre
connaissance n'a été réalisée sur la daphnie. '8utres especes, Szeglets et al. (1994) et
Balint et al. (1995) observent respectivement dhaarpeCyprinus carpioune inhibition de
I'activité de 'AChE au niveau du coeur et de l'isii@ ainsi qu’'au niveau du sérum sanguin.
Ces travaux corroborent ceux de Tu et al. (2012nhgtent aussi une diminution de I'activité
de 'AChE chez les crevettes tigréBenaeus monodorkEn revanchegune stimulation de
I'activité ChE et AChE respectivement au niveaunagscle et de I'ceil de la crevette rose
(Palaemon serratysa été observée par Oliveira et al. (2012).

1.4.4) Protéomique

Suite au développement des outils génomiquestdgicologie a connu un nouvel
essor dans la mesure ou ceux-ci permettent d’areélia capacité a comprendre les modes
d’action toxique pour les organismes représentdgéffenvironnement (Poynton et al., 2007).
La protéomique est I'étude a grande échelle ddgipes, en particulier de leur expression, de
leur structure et de leur(s) fonction(s) (Zhanglet2010). Cette approche ne constitue certes
pas une nouveauté (Blackstock et Weir 1999), massagit d’'une méthode trés puissante
pour identifier un grand nombre de protéines eppi@hender ainsi dans leur globalité les
effets de contaminants environnementaux pour midartifier de vraies cibles cellulaires
aptes a permettre le développement de nouveauxabipreurs spécifiques.

La daphnie est considérée par Shaw et al. (2088 un modéle pour des études
eécotoxicogénomiques, aidés en cela par la créaion2001 d'un Daphnia Genomics
Consortium (DGC) qui a abouti au séquencage durgéndeD. pulex (Bauer, 2007).

Récemment, Frohlich et al. (2009) ont considéré i base de données était une clé pour
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la protéomique a haut débit au sein du gddmphnia Plus particulierement, Poynton et al.
(2007) ont observé avec une approche transcriptmnfguces ADN réalisées a facon) sur
une souche commerciale de daphnie (non référeraneel@tude de Baird et al., 1991 a) des
profils d'expression distincts en réponse a desstipns subléthales de cuivre, cadmium et
zinc. De plus, ils ont trouvé des biomarqueurs ifpées de l'exposition (dont deux
métallothionéines et un ARNm de la ferritine). Dilms auteurs ont étudié les réponses
transcriptionnelles d®. magnaa différents toxiques environnementaux, tels qrezlyits
pharmaceutiques, métaux, pesticides et HAP (Saetheal., 2007; Watanabe et al., 2007,
Connon et al., 2008; Heckmann et al., 2008; Pesatigd, 2010).

Page 42



Synthése bibliographique

|.5) La DELTAMETHRINE

[.5.1) Les pyréthrinoides

Les pyréthrinoides constituent des insecticidementres employés puisqu’en 2008 ;
ils représentaient 15,1% du marché mondial desclicgdes (Bodereau-Dubois, 2011). lIs
sont trés utilisés en Afrigue sub-saharienne patted contre la malaria (Adamou et al.,
2010). Cette large utilisation s'explique par Igtainde et rapide efficacité pour les insectes
avec une relative innocuité pour les mammiferesegtoiseaux (Sayeed et al, 2003). La
famille des pyréthrinoides renferme deux groupssrits :

1- Les pyréthrinoides naturels (non-synthétiques)t sles insecticides d’origine végétale,
extraits du pyréthre produit pa&hrysanthemum cinerariaefoliunCette derniere est une
plante herbacée, vivace, cultivée pour ses fletitsées pour I'extraction d’'une poudre
insecticide contenant le pyréthre, d’'ou I'appetiatipyréthrinoides. Ces composés sont
instables, se dégradent rapidement et perdenptewmoir toxique a la suite d’'un contact avec
la lumiére, I'air ou encore la chaleur.

2- Les pyréthrinoides synthétiques, dont fait paldi deltaméthrine, se caractérisent par des
propriétés insecticides sur un large spectre despd_es pyréthrinoides sont divisés en deux
groupes :

v' les composés du type |, dont la molécule ne confi@s le groupement-cyané,
regroupent les composés suivants : alléthrine nthifsne, perméthrine, phénothrine,
resméthrine, sumithrine, téfluthrine, tétraméthrine

v' les composés du type Il, dont la molécule contiengroupemento-cyané, sont
représentés par les composés suivants : cyfluthegbkalothrine, cyperméthrine,
deltaméthrine, fenvalérate, fluméthrine, fluvalamatalométhrine.

Les composés de type Il sont plus toxiques que dauype | et ce en fonction de la durée de
leur mode d’action (Schleier et Peterson, 2012).

A la suite des dégats environnementaux provoques Ies organochlorés et
organophosphorés au cours des années 1970, lacpordet 'usage des pyréthrinoides a
connu un réel essor depuis la premiére pyréthrmeyhthése qui avait été synthétisée en
1973 (Meyer, 1999). La deltaméthrine été elle-méme synthétisée en 1974 puis
commercialisée en 1977 (Leahey, 1985). Parmi legtipgnoides, celle-ci est considérée
comme la plus toxique, car elle n'est ni jamais pltement dégradé ni rapidement

métabolisée et de ce fait s’accumule dans lesdgp{@ayeed et al., 2003).
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[.5.2) Données générales relatives a la deltanméthri

La deltaméthrine est trés employée dans le sectaricole et forestier et ce depuis
gu’elle a prouvé son efficacité vis-a-vis de nonorénsectes (Villarini et al., 1998). En
outre, cette molécule est utilisée pour lutter e doryphore de la pomme de terre, la
cicadelle, le ver-gris, la mineuse, la Iégionndiegtha, I'altise, la fausse-teigne des cruciféres,
la sauterelle et la punaise grise (Conseil canadismministres de I'environnement, 1999). La
deltaméthrine est aussi utilisée dans les progrardae contrle de la malaria dans les pays
concernés (Yadav et al., 2001). Elle y est ausBség pour imprégner les moustiquaires
(Darriet et al., 1998)

1.5.3) Propriétés physico-chimiques de la delthmiée (Tableau 7).

Caractéristiques

Nom chimique (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-
diméthyl-cyclopropane carboxylate
de (S)e-cyano-3-phénoxybenzyle

Formule chimique CosH1gBroNOs

Type de pesticide Insecticide et ecto-parasiticide

Groupe chimique Pyréthrinoide

Masse molaire (g/mole) 505,20

Point de fusion (°C) 90°C

Solubilité dans I'eau (mg1) <0,0002 & 25°C

Point d’ébullition (°C) se décompose a partir d@ 2C

(avant le point d’ébullition)

Etat physique Cristaux blancs

Solubilité aqueuse (mg 1) <0,002 a25°C

Pression de vapeur (mm Hg) 9,3'1Q25°C)

Constante d’adsorption (Koc) 204 000 & 577 000

Coefficient de partage octanol-eau log Kow 6,20

Constante de Henry (Pa’mol™) 4,99 10°4 25°C

Tableau 7 : Principales propriétés physico-chiméquie la deltaméthrine’ (rybrique
Hazardg*us Substances Data Batikponible sur le sitehttp://toxnet.nim.nih.goy/” INRS
(2007), Directive 98/8/EC concerning the placing biocigedducts on the market (2011))

1.5.4) Présence et comportement dans I'eau

La deltaméthrine a été détectée au niveau des &@ales concentrations comprises
entre 0,04 et 24g L™ (Pawlisz et al., 1998) et entre 2 et 58,8 fY(Eeo et al., 2010) dans le
delta de I'Ebre (Espagne). Les valeurs de Koc ptéss dans le tableau 7 montrent que la

deltaméthrine a tendance a s’adsorber sur les i@ suspension (MES) et les sédiments.
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Nous n’avons trouvé que peu de travaux récenteaamportement de la deltaméthrine dans
I'eau. A l'obscurité et dans l'eau distillée, ldtaméthrine a un temps de demi-vie compris
entre 32 et 53 jours, mais dans une eau de miaterfeent acide (pH=5), ce temps dépasse 3
ans (Adamou et al., 2010). Ces mémes auteursvavgaque, sous irradiation UV-visible, la
photodégradation est plus rapide que ce soit daas Histillée (t,<20j/néon ; 7h/simulateur
solaire) que dans l'eau de la dite marg<77j/néon ; 11 h/simulateur solaire). Toutefois,
Hanson et al. (2007) ont déterminé des temps dée’encore plus faibles, respectivement
égaux a 35,7h et 57,3h dans des mésocosmes oewedsverts (constitués d’eau du robinet
(Rennes, France) et de sédiments). D’autres ré&fésguius anciennes sont disponibles dans la
rubrigueHazardous Substances Data Badcessible sur le sitgtp://toxnet.nim.nih.gov/

[.5.5) Présence et comportement dans les sédiraelesol

La deltaméthrine a été détectée dans les sédindedts concentrations comprises
entre 3 et 5 ng fY(Muir et al., 1985). D'aprés Adamou et al. (20119 dégradation de la
deltaméthrine dans le sol dépend fortement deuaghétrie. En effet, cette dégradation est
plus favorisée, voire plus importante dans les zoseudano-sahéliennes et semi-arides
(pluviométrie annuelle de 300 a 800 mm) que dassztmes arides. D’aprés ces mémes
auteurs, les taux de biodégradation varient reseaent de 59 a 84% et 53 a 78% dans les
sols sablonneux et argileux (enrichis de 40 mg datieame active /kg de sol). La
biodégradation est moins importante en sol argilenxraison de la forte adsorption de la
molécule a la matiére organique et aux sédimeD&ns ce méme ordre d’idées, ces auteurs
ajoutent que la biodégradation de la deltaméthdépend aussi de la teneur en matiére active
de cette molécule dans le sol et montrent qu’umi feeneur de deltaméthrine dans le sol
inhibe Il'activité de la microflore. En effet, apr@& mois en milieu aride et dans un sol
sablonneux, auquel ils ont ajouté 40, 20 et 10 mgnatiere active/kg de sol, le taux de

dégradation de la deltaméthrine dans le sol epentivement de 59, 73 et 81%.

[.5.6) Effets toxiques et écotoxiques de la aeétrine

La deltaméthrine s’avére nocive pour la santé fmeha puisqu'elle altére le
métabolisme cellulaire, provoque des dégats a NAEX induit de micronoyaux dans des
lymphocytes humains (Scassellati et al., 1994)pi&a He et al. (1989), une étude chinoise

portant sur 325 personnes intoxiquées par la déttaie a révélé divers effets (paresthésie,

7 Les effets toxiques de la deltaméthrine sont largement détaillés dans la rubrique Hazardous Substances Data
Bank accessible sur le site suivant : http://toxnet.nlm.nih.gov/.
e —
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vertiges, maux de téte, nausées, anorexie, fatiguaehles de la vision, transpiration accrue,

etc...). La cancérogénicité de la deltaméthrineéaéétluée par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (IARC, 1991) et I'a clask#®s le groupe 3 (hon classable quant a
sa cancérogénicité pour ’'homme) alors qu’ellectsssée dangereuse pour I'environnement
et toxique par I'INRS (2007). En outre, Shukla et(2001) ont montré que la deltaméthrine

agit comme un initiateur de tumeur a long termdaeau de souris.

Bien que la deltaméthrine ait été considérée cemetativement peu toxique au
début, plusieurs travaux ont permis d’observereaffts nocifs sur des organismes non cibles
(Bradberry et al., 2005). La toxicité de la deltdmiée a été étudiée chez divers organismes
tels que les grenouilles, les poissons, les insetde gastéropodes (Mulla et al., 1978; Muir
et al.,, 1985; Thybaud, 1990; Kontreczky et al., 7)99es communautés de zooplancton
(Tidou et al., 1992) et les cladocéres (Day et Ntagul990 ; Thybaud, 1990, Eybe et al.,
2009). Plusieurs travaux concernent les poisstunsar et al. (1999) ont évalué I'écotoxicité
de cette molécule et ont exploré son impact sachégement physiologique du poisson-chat
Heteropneustes fossiliSelon Sayeed et al. (2003), la deltaméthrineiindustress oxydant
dans divers tissus du poisson téte de serpenttéaf@lieganna punctatusloch). Viran et al.
(2003) ont observé un changement comportementa lkehguppyPoecilia reticulatapour
chaque concentration testée. Trés récemment, Egtsathi (2012 ; 2013) ont étudié les effets
de la deltaméthrine chez la carpe comm@ygprinus carpioD’un autre c6te, Tu et al. (2012)
ont évalué I'effet combiné de la deltaméthrine aleetempérature et la salinité et ont montré
que la deltaméthrine affecte certains biomarqueurstress oxydant ainsi que 'AChE chez la
crevette tigre noiPenaeus monodolans ce méme ordre d’idées, Oliveira et al (20@8)
montré que la deltaméthrine réduit la vitesse datioa et augmente l'activité de 'AChE
chez la crevette commuriRalaemon serratusChez les bivalves d’eau douce, Kontreczky et
al (1997) ont déterminé l'effet, a court et a Idegne de la deltaméthrine, sur I'activité de
filtration de I'anodonte des cygneérodonta cygneéa Les travaux de Koprucu et Seker
(2008) ont évalué I'écotoxicité aigué de la deltdmae sur la moule d’eau doudénio
elongatulus eucirruBourguignat. Ces auteurs observent que i) la sditsides moules
d’eau douce est moins importante que celle des@ass ii) la deltaméthrine a des effets
nocifs sur les moules et qu’elle doit donc étiésée avec précaution en agriculture afin de

protéger les eaux naturelles de toute contamination

Page 46



Synthése bibliographique

1.5.7) Effets écotoxiques de la deltaméthrine dbgmagna

Plusieurs travaux portant sur des tests d’écotéximigué (24 et/ou 48h) ont été
réalisés sur I'espede. magna C’est ainsi que Xui et al. (1989), ont montré tpgedaphnies
juvéniles (ageées de 6 a 24h) sont plus sensildedeéltaméthrine que des daphnies plus agées
(48 a 72 h). Les CL50-24h et 48 h des daphniesjlegsont respectivement égales a 0,113
et 0,031g [*. D'autres travaux réalisés avec diverses souclesaphnies et différentes
conditions expérimentales, a savoir ceux de Xiualet(1989), Day et Maguire (1990),
Beketov (2004) et Barata et al. (2006), ont perdasdéterminer des G¥CEso comprises
entre 0,113 et 0,346 pg'laprés 24 h d’exposition et entre 0,031 et 0,13 figiprés 48 h
d’exposition. Par contre, a notre connaissancel’ekéeption des travaux (non publiés car il
s’agit d’'un rapport Roussel-Uclaf que nous n’avpas pu nous procurer) de McNamara qui
datent de 1991, il n'existe pas de données daligdiature sur des effets a plus long terme.
Crane et al. (2011) se référent d’ailleurs uniquetindeces travaux pour statuer sur le fait que
les NOEC correspondant a la croissance et la raptimh durant 21 jours d’exposition a la

deltaméthrine sont respectivement de 4 et 9Tg L

1.6) Le MALATHION

[.6.1) Les organophosphorés
Les organophosphorés (OP) forment un vaste groag@atuits chimiques utilisés au

cours des 60 dernieres années (Elersek et FiRpit]). Les tous premiers organophosphoreés
ont été synthétisés au “I9siécle, mais leur usage ne s'est développé quéeme siécle,
plus exactement au début de la seconde guerre aten@ie n’est qu’ensuite que I'étude des
organophosphorés a été orientée vers le développataecomposés moins toxiques (Gupta,
2006). Néanmoins, I'emploi excessif de ces pesgid augmenté rapidement durant les
années 70, a la suite de l'interdiction des peldiiorganochlorés (e.g. le DTT) en raison de
la persistance a long terme de ces composeés damsdnnement (Elersek et Filipic., 2011).

[.6.2) Données générales relatives au malathion

Le malathion est un pesticide organophosphorémaent utilisé dans le monde, il est
employé comme insecticide en agriculture et en eisagérinaire (Flessel et al., 1993), et
appligué pour I'extermination des poux chez I'homiReberts, 2002). En tant qu’insecticide,

le malathion est utilisé pour contréler les puostdes mouches, les sauterelles, les poux, les
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fourmis, les araignées et les moustiques. Il egliguee sur la luzerne, le tréfle, les paturages,
les récoltes céréaliéres, le coton, le soja, ldefaes a sucre, le mais, les haricots, les

myrtilles et les grains stockés a l'intérieur demsons.

1.6.3) Propriétés physico-chimiques du malathiabléau 8)

Caractéristiques

Nom chimique Phosphorodithioate de S-[1,2
bis(éthoxycarbonyl) éthyle] et de

0,0-diméthyle

Formule chimique H106PS

Type de pesticide Acaricide et insecticide

Groupe chimique Organophosphoré

Masse molaire (g/mole) 330,358

Point de fusion (°C) 2,43

Solubilité dans I'eau (mgt) 146,16

Point d’ébullition (°C) 156-157 4 0,7 mm Hg

Etat physique Liquide incolore”

Densité (g cri) 1,22°

Solubilité aqueuse (mgl) 146,16

Pression de vapeur (Pa) 1,2°10

Log constante d’adsorption (log Koc) 2,77

Log coefficient de partage octanol-eau (log 2,84°

Kow)

Constante de Henry (Pa’mol™) 1,65 10°

Tableau 8 : Principales propriétés physico-chimsqaie malathion Palumbo et al ., 2012™;
rubrigue Hazardous Substances Data Bank accessible sur te suivant:
http://toxnet.nim.nih.gov/)

1.6.4) Présence et comportement dans I'eau

Selon Segawa et al. (1991), le niveau moyen dethmaia échantillonné juste aprés
application, dans les étangs et piscines est régpe®nt de 49,4 et 9,38 pg-Ltandis qu’un
de ses métabolites, le malaoxon, s’y retrouve acd@centrations comprises entre 0,80 et
16,5 ug L*. En outre, le malathion a été détecté dans leledtDntario (Canada) dans quatre
cours d'eau sur 949 échantillonnés & des concirtsatomprises entre 0,24 et 1,8 ug L
entre 1975 et 1977 (Braun and Frank, 1980). AuxsHtais, le malathion a été détecté dans
une eau de surface & la concentration de 0,18 fhigtldans I'eau potable a 0,1 pg L
(ATSDR, 2000). Le malathion a aussi été retrouvgsdas eaux souterraines au Mississippi
(0,030-0,053 pg 1), en Virginie (0,007-6,17 pgt) et en Californie (0,32 pgi.

Page 48



Synthése bibliographique

Plusieurs travaux de la littérature montrent diesrvaleurs de demi-vie du malathion.

Dans les écosystemes aquatiques. La vitesse diggdrdu malathion varie en fonction du
pH, de la température et de la nature de I'eaun(@het Hwang, 2006 ; Druzina et Stegu,
2007) et de I'activité microbienne (Olvera-Hernand¢ al, 2004). Par exemple, sa demi-vie
varie de 0,2 semaine (pH = 8) a 21 semaines (@). =Dans I'eau de la riviére Limon
(Venezuela), la demi-vie est comprise entre 9,731@{87 jours pour 4 conditions
expérimentales difféerentes (Medina et al., 1999).figure 17 illustre la biodégradation du
malathion dans une eau de riviere (collectée taréservoir Ross Barnett, Mississipi). Cette
biodégradation se réalise par son hydrolyse eredi®-diméthyldithiophosphorique, suivie
de I'oxydation de ce dernier en acide O,0- diméthigpbhosphorique (Zhao et Hwang, 2009),

S
~ _

P—S—CHCOOC-Hs5
CH;0” .

) CH»,COOC-Hs

CH;0

Hydrolyse

. S
CH;0_|

P—8—H
CH30

Oxydation

Figure 17: Hydrolyse du malathion suivie de sondation dans I'eau du réservoir Ross
Barnett (Mississipi) (Zhao et Hwang, 2009).

Il s’avere que la biodégradation joue un réle intgatr dans I'élimination du malathion
des eaux naturelles. Zheng et Hwang (2006), mandpem la (bio) dégradation du malathion
dans une eau de riviere non stérile est plus rafileéeni-vie de moins de 48h) que la

dégradation dans une eau de riviere stérile (deendg 8 jours) elle-méme plus rapide que
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dans une eau distillée stérile (demi-vie d’envirh jours). La différence dans les deux
dernieres demi-vies reflete I'effet de la matieoegénique et inorganique) dissoute dans la
transformation de cette molécule. En outre, la tmapre est un facteur primordial non
seulement pour la réaction d’hydrolyse mais aussir da dégradation microbienne du
malathion dans I'eau (Zheng et Hwang, 2006). Eatefaugmentation de la température (de
25 a 37°C) stimule le taux de transformation duatiébn qui augmente de 6% dans I'eau
distillée stérile et de 51% dans I'eau de rivietérie. Enfin, Druzina et Stegu (2007)

indiquent que les demi-vies du malathion varientess et 192 jours.

1.6.5) Présence et comportement dans les sédiratlgsol

Les valeurs de Koc relatives au malathion varienitee 1175 et 1800 (Dowd et al.,
1993 ; Gramatica et al., 2000,), ce qui montre Igest peu mobile et donc s’adsorbe
fortement aux sédiments, solides en suspensioal®tBondarenko et Gan (2004) précisent
gue le malathion se dégrade rapidement (demi-Agotirs) dans les sédiments que se soit en
conditions aérobies ou anaérobies. Dans des consliiérobies, la dégradation du malathion
dans les sédiments des ruisseaux de San DiegongaBCalifornie) est respectivement de
0,8 et 1,4 jour. En revanche, en conditions anagsole demi-vie du malathion augmente

d'un facteur 1,9 dans ces mémes sédiments.

1.6.6) Effets toxiques et ecotoxiques du malathion

Le malathion présente des effets néfastes sumdaef les animaux et la santé
humain&. En ce qui concerne la santé humaine, bien qumdkthion ait été employé
auparavant pour I'élimination des poux chez I'homaiesi qu'en usage domestique, il
présente un danger certain. Plusieurs effets tegicuigus ont été enregistrés suite a des
traitements avec du malathion. Le principal modectibon concerne l'inhibition de 'AChE
dans les tissus nerveuxe qui se traduit par une accumulation du neumstretteur,
I'acétylcholine (Nigg et Knaak, 2000; Kwong, 200Bar ailleurs, Pluth et al. (1998) et
Blasiak et Stankowska, (2001) ont montré que le athan, son produit dégradé
« malaoxon » ainsi que son contaminant « isomialatl étaient a I'origine de dommages
génétiques sur des cellules lymphocytaires humaibes travaux de Meulenberg (2002)
réalisés avec du sérum humain, montrent que lethiataa une affinité pour le SHBG (Sex

Hormone Binding Protein) et pourrait donc avoir @odivité estrogénique. D’autres travaux

¥ Les effets toxiques du malathion sont largement détaillés dans la rubrique Hazardous Substances Data Bank
accessible sur le site suivant : http://toxnet.nlm.nih.gov/.
]

Page 50



Synthése bibliographique

réalisés avec le malathion sur des rats et desssmur montré que ce dernier induit un stress
oxydant et agit sur la réponse immunitaire de casaux (John et al., 2001; Johnson et al.,
2002). Il est peu toxique comparativement aux gutrsecticides organophosphorés et a éte
classé comme cancérogene potentiel dans le grogipdR€, 1991). Des travaux récents ont
montré que le malathion stimule l'incidence du eardes mamelles chez la rate (Cabello et
al., 2001). Une autre étude récente réalisée susalgis nourris avec du blé contaminé par
du malathion a montré que ce dernier induit desteur les chromosomes du sperme de la
souris (Amer et al., 2002). Le malathion induit fusn développement anormal de sperme
(Contreras et Bustos-Obregon, 1999 ; Bustos-Obrego@onzalez-Hormazabal, 2003) et
diminue la mobilité des spermatozoides chez desn@irris par voie orale (Akbarsha et al,
2000). En 2002, Le NIOSH (National Institute fordDpational Safety and Health) qualifie le
malathion d’agent mutagene en raison des dommagedigues enregistrés sur des bactéries,
drosophiles, souris, hamsters, poissons et cellulegines. Dans ce méme ordre d’idées, les
travaux de Galloway et Handy (2003) réalisés ses thvertébrés, des poissons et des
vertébrés supérieurs montrent que le systeme intaiteest I'un des cibles du malathion, ce
dernier agit par diminution du nombre de cellulasunitaires et du nombre d’anticorps ainsi

quevia la réduction de I'activité de certaines cellulessgsteme immunitaire.

Les travaux de Chen et al. (2006), réalisés sgatpe de rosea@tenopharyngodon
idelluss ont démontré que [lapoptose est due a leffet @yigpie du
malathion et qu’elle varie en fonction de la coricaion et du temps. Ces mémes auteurs
suggerent que le malathion exerce ses effets apmps via des effets directs
sur la mitochondrie. Chez le silure-grenouill@larius batrachus Yogesh et al. (2009)
enregistrent des CL50 48 et 96h respectivemeneggal 0,31 mg L et 0,25 mg [*. Ces
auteurs ont également réalisé un test chroniqusgeurs a une concentration de 0,05 g L
et ont observé une diminution du poids corporele wlugmentation des mouvements
operculaires et des déplacements, une augmentiitmsécrétion de mucus, un changement
de couleur et enfin une perte d’équilibre. D’aples travaux de Wong et al. (1995) sur le
cladocereMoina macrocopales valeurs des CL50 24, 48 et 72 heures sanpases entre 5
et 10 pg [*. En outre, ces mémes auteurs ajoutent que Vesia longévité et le nombre de
juvéniles produits par la population sont affectézartir de 0,01 pgt
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1.6.7) Effets écotoxiques du malathion cilkemagna

Plusieurs travaux se rapportant aux effets a deamte du malathion ont été réalisés
sur D. magnanotamment ceux de Rassoulzadegan et AkyurtlaRDZP qui ont montré que
les CE50 24 et 48h sont respectivement de 008088 mg L* pour le malathion technique,
et de 0,11 et 0,003 mg*'Lpour le malathion commercial. D’aprés les travalexSaler et
Saglam (2005), la CL50 du malathion, aprés 24'dpas pu étre déterminée, mais aprés
36h d’exposition, elle est de 0,740 mg L-1 et délb,mg L-1 apres 96h d’exposition.
D’autres travaux relatifs au malathion réaliséscadieerses souches de daphnies et dans des
conditions expérimentales propres a chaque labogatont enregistré des CES50 48h
comprises entre 0,074 et 3,5 pg(Rawash et al., 1975 ; Printes et Callaghan, 20Ridler
et LeBlanc., 2005). En outre, les travaux de Real.g2007) ont montré que le changement
comportemental dB. magnaétait un biomarqueur sensible a I'exposition duatméon. Ces
mémes auteurs ajoutent que le changement dansripocment pouvait étre utilisé aussi
comme une réponse précoce au stress causé pagadesphosphorés

Pour les effets a plus long terme, Palumbo et28l1%) ont retenu les valeurs de la
reproduction reportées par Blakemore et Burges30(18 la suite d’un test chronique réalisé
avec du cynthion (produit commercial contenant @&nalathion). Les valeurs de NOEC et
LOEC enregistrées par ces derniers auteurs poypatametre le plus sensible de la
reproduction sont respectivement de 60 et 100 hgALnotre connaissance, il n’existe pas
d’autres travaux dans la littérature se rapporamnt effets a long terme du malathion cbez

magna a I'exception des données évoqueées préceédemment.
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[1.1) Substances toxiques testées

Deux pesticides, la deltaméthrine et le malathioespectivement de la famille des
pyréthrinoides et des organophosphorés ont faijdtodu présent travail. La deltaméthrine est la
substance active du DECIS EC25 (251 tommercialisé par la firme Bayer (Leverkusen, G&2
nous avons testé, de formule chimiqugHzBroNOs; (figure 18A), sa dénomination chimique
exacte est la suivante : (1R,3R)-3-(2,2-dibromoNi@y2-diméthyl-cyclopropane carboxylate de (S)-
a-cyano-3-phénoxybenzyle. Le malathion est la suisstaactive du Fyfanon EC50 (500 )l de
pureté 96%, commercialisé par le Centre de laggcole (Tunis), que nous avons testé. De
formule chimique (@H100sPS) (figure 18B), sa dénomination chimique est lavante :
phosphorodithioate de S-[1,2-bis(éthoxycarbonyylkef] et de O,@&iméthyle. Les solutions meres
des deux pesticides sont préparées par dissoldtiopesticide immeédiatement dans I'eau avant

chaque utilisation.

Br i
COH _CHy 00y N "o 0" cH,
Br HW(H . ‘ % @ i 5 O CHs
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CHS o o S u
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Figure 18: Structure chimique de la deltaméthriRegt du malathion (B)

I1.1.1) Dosage de la deltaméthrine

La deltaméthrine a été extraite a partir de troiscentrations d’un test aigu (0,55 ; 15,2 et 51
ng LY et chronique (0,037 ; 0,14 et 0,58 pgd)L & Ton, Toan €t Tugh avec du dichlorométhane
(CH.CIy) (figure 19A). Apres extraction, les solvants scocentrés sous un volume de 1 ml a l'aide
d’'un évaporateur rotatif (BUCHI, R114) maintenu 3*@ et 800 mbar afin d’évaporer le gE
(figure 19B).
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Figure 19: Extraction de la deltaméthrine avedidhlorométhane (A), Evaporation du
dichlorométhane et récupération du solvant (B).

La deltaméthrine a été analysée par chromatogragg@euse équipée d'un spectrométre de
masse (FOCUS-ITQ 700 Thermo Scientific Inc). L'’axtrde deltaméthrine (2 pL) est injecté en
mode « splitless™sur une colonne capillaire Varian VF 5 (30 m x505@m x 0.25 pm pour
I'épaisseur du film). La détection est faite par/SM (ion parental 181 m/z; ion fille : 153 m/z). La
détection et les limites de quantification sontspectivement de 0,2 et 0,5 pg lavec une
incertitude de 8 %. Nos résultats révélent qu'afzés et 48h d’exposition, les concentrations
nominales diminuent respectivement de 45% et 74%.cP fait, chaque concentration a été
exprimée dans nos travaux en moyenne pondérée tamps (OCDE, 2008).

Le calcul de la concentration moyenne pondérédestemps (CMPT) revient a calculer la
superficie comprise en dessous de la courbe tempsentration. La méthode OCDE (2008) a été

adaptée, dans notre cas, a des mesures réalisgedan et Tsgn de la fagon suivante :

Conc]J0 — Conc]J1 Conc]J1 — Conc]2
CMPT = + /2
Ln(ConcJO0)- Ln (ConcJ1) Ln(Conc]1) — Ln (Conc]2)

Conc JO : concentration mesurée au jour O ;
Conc J1 : concentration mesurée au jour 1 ;
Ln (Conc JO) : logarithme népérien de (Conc JO) ;
Ln (Conc J1) : logarithme népérien de (Conc J1).

! Mode d'injection dite sans division, appliqué gérément aux solutions trés diluées.
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I1.1.2) Dosage du malathion

Le fait de ne pas pouvoir disposer au laboratditsme méthode éprouvée et sensible de
dosage du malathion, ceci nous a conduit a prigtégne méthode biologique de substitution. I
s’agit de la méthode développée par Yeardley €1885) peu connue mais pourtant fort intéressante
car trés économique et tres réaliste, puisqu’a@lecerne les concentrations du composé testé (ou de
ses métabolites) auxquelles les daphnies vontréakement exposées. Cette méthode consiste a
comparer I'écotoxicité d’'une solution fraichemeng¢garée (cf. test normal) et celle d’une solution
ageée correspondant a la durée du test aigu (248hgt Plus précisément, la solution agée est placée
pendant 24h ou 48h dans les mémes conditions guestl@ormal sauf qu'aucun organisme n'y est
introduit. Ce n’est qu’apres ces premiéres 248l que les daphnies sont introduites pour une
autre durée de 24h ou 48h . De ce fait, les daphruat étre en contact avec des solutions agées ou
le composé testé aura été (bio) dégradé et/ouabsfsrmé pendant 24h ou 48h. Au final, cette
méthode biologique s’affranchit de tous les phénmséle perte liés a I'extraction liquide-liquide et
du dosage subséquent.

Nous avons amélioré la méthode de Yeardley ef18P5) dans la mesure ou ces auteurs
n‘avaient utilisé qu’un seul temps et une seuleceatration. Nous avons donc réalisé cette
expérimentation a deux temps différents (24h ef) 4@hfacon a mieux caractériser la cinétiqgue des
processus a I'ceuvre. Nous avons aussi réalisé ameng de concentrations (10 au total avec le
témoin) comme dans un test normal, pour calculsr@é&0. Au final, la comparaison des CI50-24h
et 48h des solutions fraiches et agées de 24hhaqietdnet d’évaluer la cinétique de (bio) dégradatio
et/ou de biotransformation du malathion, tandis lguomparaison des CI50 des solutions fraiches et
des solutions agées de 48h permet d'estimer unceotage de (bio) dégradation et/ou de

biotransformation, dont il est alors loisible deitecompte pour calculer des CI50 mesurées.
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[1.2) Daphnia magna

I1.2.1) Les diverses souches de daphnies

Le présent travail a fait I'objet d’'une étude eéxitologique avec diverses souches de I'espce
magna (Straus, 1820). En effet, le laboratoire LIEC reti¢nt actuellement trois souches (ou
populations) différentes, désignées (1,2 et 3)t denx proviennent d’autres laboratoires.

v' La souche 1 est la souche « historique » du labiogat IEC, maintenue depuis 1974 au
laboratoire et identifiee comme clone A (ou clon@é&r le laboratoire du Professeur Calow.

v' La souche 2 est une souche japonaise qui provientNEES (National Institute for
Environmental Studies, Tsukuba, Japon). Cette soesh elle-méme issue d’'un laboratoire
de I'US EPA et a été maintenue depuis 1998 au Ndk&t d’étre envoyée par le Dr.
Tatarazako aux laboratoires qui ont participé @ itger-comparaison OCDE organisé en
1998 et portant sur la révision de la ligne direet211. Cette souche est réputée étre plus
sensible aux perturbateurs endocriniens que laédette (Oda et al., 2005) et a été
maintenue depuis 2004 au laboratoire LIEC.

v' La souche 3 est une souche qui provient de I'lR&TIEon, France) identifiée clone A (ou
clone 5) puisque provenant de 'INERIS (Verneuitidalatte). Cette souche a été maintenue
depuis 2010 au laboratoire LIEC.

[1.2.2) Conditions de culture des daphnies utiksée laboratoire LIEC

L’élevage des diverses souches de daphnies esttemairen phase de reproduction
parthénogénétique conformément a la norme SO §B496). Le milieu de culture est composé
d’'un mélange 20/80 constitué de milieu de Lefeveas@a modifié par incorporation d’oligo-élément
(oligo-LC) et d’'une eau minérale (Volvic). Ce demnist amené a une dureté totale de 250 thg L
(exprimée en CaC4p avec un rapport molaire de 4/1 a l'aide d’ajodés quantités adéquates de
solution de sels de calcium et de magnésium. Ds, pki milieu est enrichi avec un mélange de
vitamines contenant de la vitamine B12, de la tin@AtHCI et de la biotine dont les détails de la
composition sont présentés en annexe lll.

Les cristallisoirs des élevages de daphnies rgig20) sont maintenus dans une chambre
climatisée a 20 + 2°C, sous un flux de lumiere cosmgntre 800 et 1000 lux, et avec une
photopériode de 16 heures de lumiére et 8 heurglssclrité. Chaque cristallisoir contient au
maximum 40 daphnies adultes et le milieu de culasterenouvelé trois fois par semaine. L'élevage
des diverses souches est entretenu par des algielses cultivées au laboratoire LIEC dans le

milieu oligo-LC (figure 21) tel que décrit par Girat al. (2003). Les daphnies sont nourries awec
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mélange de 3 algues selon les quantités suivarie$d Pseudokirchneriella subcapitgt2,5x16
Desmodesmus subspicagts?,5x16 Chlorella vulgaris/ jour/ daphnie (Mode opératoire standardise
Daphnia magnalu laboratoire LIEC).

Lors du renouvellement des élevages, les daplauies triées grace a 2 tamis superposés
permettant de séparer les daphnies adultes (tdl@isrB8) des juvéniles (tamis 360n) en prenant la
précaution de laisser les daphnies immergées temslbrs de cette opération. Aucune trace visible
de parasites (Ebert, 2005) n'a été observée darmberses souches testées.

L’ensemble de ces conditions permettent de mamies diverses souches de daphnies dans
les meilleures conditions possibles de reprodugtemthénogénétique évitant ainsi I'effet de masse e
tout déficit de nourriture. Les daphnies juvéniigées de moins de 24h, triées et issues au meins
la 3eme ponte, sont utilisées dans les tests digicite aigw et chronique, pour le dosage de

I'acétylcholinestérase, I'analyse protéomique omlse en place de nouveaux élevages.

Figure 20 : Cristallisoirs des élevages des diwesseiches de daphnies (étagéere du bas) et des
ballons d’algues (étagére du haut).

Figure 21 : Cultures d’algues en milieu oligo-LC.
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11.2.3) Le test avec le dichromate de potassiumc@mirdle positif)

Le test effectué avec le dichromate de potasskKistritO;) est recommandé par la norme
ISO 6341 (1996). Il est réalisé, en principe, aoin® deux fois par an et de préférence
mensuellement dans le cadre du contrbéle de qualitéétat et la sensibilité des daphnies. Dans le
présent travail, il a été fait systématiquemerdreparalléle pour chaque test aigu. Ce test repi@se
'une des conditions de validité du test aigu, &etela CE50-24h du ECr,O; doit étre comprise
entre 0,6 et 1,7 mgtselon la norme ISO 6341 (1996). Dans nos essai6FB0-48h a été aussi
déterminée ainsi que le rapport CE50-24h/CE50-fighrg 22).
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Figure 22 : Carte de contrOle des différents testdisés avec le dichromate de potassium
(KoCr0y) a différents temps (échelle réelle non respectée)

La figure 22 permet de constater que la conditizéef par la norme ISO 6341 (1996) est
respectée dans tous les cas. La CE50-24h moyenieGhO; est de 0,88 mgt avec un intervalle
de confiance compris entre 0,72 et 1,04 nig La CE50-48h moyenne dw®r,O;est de 0,68 mg'L
! avec un intervalle de confiance compris entre @50,85 mg [*. Cette donnée est intéressante a
prendre en compte dans la mesure ou la norme 180 @396) ne donne aucune précision quant a la

sensibilité des daphnies apres 48h de contact kvelichromate de potassium. L'utilisation de
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daphnies juvéniles en mauvaise santé ou avec uaetigude substances de réserve insuffisante

devrait se traduire par une CE50-48h inférieuregbdsBlon nos résultats.

[1.2.4) Le test d’écotoxicité aigu (24h et 48h)

Il s’agit d’'un test & court terme qui détermineG&50 ou la concentration efficace qui
provoque I'immobilité des jeunes daphnies (< 24réguau bout de 24h et 48h d’exposition selon la
norme ISO 6341 (1996). Pour ce faire, cing jeursshdies de moins de 24 heures sont placées dans
un tube a essai a usage unique (30 ml) contenantl H@ milieu ISO (voir composition en annexe
II). Une gamme de concentrations est testée afinedeer la concentration efficace recherchée et
quatre répliquatssont considérés pour chaque ctatien ainsi que pour le témoin. Durant ce test,
les jeunes daphnies ne sont pas nourries et sacdqd a I'abri de la lumiére (figure 23). Les jeune
daphnies sont considérées comme immobiles si eflese déplacent plus aprés 15 secondes suite a
une légere agitation du tube, et cela méme si aligent leurs antennes. Le test est validé si, et
seulement si, le pourcentage d'immobilisation dasgdémoins est inférieur ou égal a 10%.

Une série de concentrations a été préalablemsté#etafin de cerner les concentrations qui
ont entrainé des inhibitions de la mobilité comgsientre 0 et 100%. Les gammes de concentrations
nominales de deltaméthrine et de malathion testéetes trois souches de daphnies qui ont permis
de déterminer les CEs50, sont comprises respeativeemtre 0,25 et iy L™* et 0,2 et 2Qug L™

Figure 23 : Vue d'un test aigu en cours de réatinat
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[1.2.5) Le test d’écotoxicité chronique

C’est un test a long terme (21 jours d’expositiorgrmalisé (OCDE, 2008) et qui consiste a
évaluer, dans notre cas, 'effet d’'un produit clijoe testé sur divers traits biologiques a saviair :
mortalité, la croissance, la reproduction et I'eyaboxicité (apparition de males dans la descendance
et développement de malformations)@emagna.Soixante jeunes daphnies agées de moins de 24h
sont placées individuellement dans des bécherege de 60 mL, contenant 50 mL d’'un mélange
(20/80) oligoLC-Volvic, d'algues et de la concetitva désirée du pesticide (figure 24).

Figure 24 : Vue d'un test chronique en cours désation

Les daphnies sont nourries par un mélange de algiges : 5x1® Pseudokirchneriella
subcapitata 2,5x16 Desmodesmus subspicateis2,5x18 Chlorella vulgaris/jour/ daphnie. Cing
concentrations sont testées en plus du témoin etr@bliquats sont considérés pour chaque
concentration. Le milieu est renouvelé tous lesxdeurs et les daphnies sont maintenues dans les
mémes conditions que celles de I'élevage de daphtales que citées précédemment.

> Les concentrations nominales de deltaméthrinedsgtéur les deux souches 1 et 2 ont été:
0 (témoin), 18, 37, 75, 150 et 300 n{ jour la souche 1 ;
0 (témoin), 30, 70, 140, 290 et 580 rigpour la souche 2 ;
0 (témoin), 50, 100, 200, 410 et 820 rijpour la souche 3.
» Les concentrations nominales de malathion testées [es souches 1, 2 et 3 sont les
suivantes:
0 (témoin), 11, 22, 45, 90 et 180 ng pour la souche 1 ;
0 (témoin), 13, 25, 55, 110 et 220 ng jour la souche 2 ;
0 (témoin), 14, 27, 57, 115 et 230 rigpour la souche 3.

Au cours du test chronique (21 jours), les nouveats des répliquats sont séparés des

daphnies adultes et comptés chaque jour. Le saxmplphologie et les malformations des jeunes
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daphnies sont observés sous microscope. La crosskas diverses souches de daphnies est estimée
par la mesure de la longueur (en mm) de la daploloidnaut de sa téte jusqu’a la base de son épine
caudale) par un logiciel de traitement d'image (®lomage plus 2.0). Divers autres parameétres
biologiques de croissance, de reproduction ainsidjgmbryotoxicité sont évalués durant et apres 21
jours d’exposition, a savoir :

* la longévité (nombre de jours durant lesquetsdaphnies adultes restent en vie) ;

* le jour de la premiéere ponte ;

* le nombre cumulé de pontes par daphnie adulte ;

* |le nombre cumulé de mues par daphnie adulte ;

* le nombre cumulé de nouveaux nés produit par digpddulte ;

* le sexe des nouveaux nés ;

* 'apparition de malformations ;

* le taux de croissance intrinseque, noté (r) dalavec la formule de Lotka (1913), qui

integre les données de fécondité et de survieférelifts ages, avec I'équation suivante :

I est la proportion d'individus survivant a un age x
my est le nombre de nouveau-nés produits par fersefigvante a I'age X,

x correspond au temps (en réalité ici aux jours).

I1.2.6) Dosage de I'acétylcholinestérase (AChE)

Les biomarqueurs biochimiques, représentent desgdssfréquemment utilisés pour évaluer
I'effet d’'une substance ou d’'un mélange complexeusuorganisme donné, généralement aprés une
exposition aigué (Jemec et al., 2007). L'acétylctesitérase est un biomarqueur spécifique et
pertinent des carbamates et des organophosphanédsdf@nino et al., 2000 ; Barata et al., 2004).

Pour estimer l'activité de 'AChE, 20 jeunes dammsont placées dans des béchers de 60 ml,
contenant 50 ml du milieu a des concentrations nales définies de deltaméthrine (37,5 ; 75 ; 150
et 300 ng ) et de malathion (30 ; 60 ; 120 et 240 nY (figure 25). Aprés 48h d'exposition, les
daphnies immobiles (ou mortes) sont éliminées pmuréaliser le dosage de I'AChE que sur des
daphnies vivantes. Puis, les daphnies contenues Bldméchers, avec la méme concentration en
pesticide, sont rassemblées et transvasées damgbanEppendorf, ce qui représente un des 3
répliquats testés (renfermant entre 70 et 100 daphselon le nombre de daphnies éliminées). Au

final, 4 concentrations sont testées et 3 réplgjsant considérés par concentration ainsi que le
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témoin.Le contenu des tubes Eppendorf est ensuite sofiecod a -80°C ou broyé immédiatement

pour réaliser le dosage de l'activité enzymatique.

20 daphnie(

100 daphnie9<

S JAN ) )\ J \ J
Y Y Y. Y X,
Témoin C1 C2 C3 C4

Figure 25 : Protocole expérimental pour le dosagéattivité de I'acétylcholinestérase selon Jemec
et al. (2007).

Avant de procéder au broyage des organismes, e sont rincées 3 fois avec 2 ml d’un
tampon d’homogénéisation contenant 5 mM d’acidglétte diamine tétra acétique afin d’éliminer
I'excés du pesticide sur leur carapace (Jemec.,e2@D7). En effet, des interactions peuvent avoir
lieu aprés le broyage entre le pesticide en questid’enzyme dans 'homogénat. Le broyage des
daphnies est réalisé a l'aide d’'un broyeur a biRETSCH, MM301). Chaque échantillon de
daphnies est homogénéisé dans 0,6 ml d’'un tampoapphate (50 mM, pH 7) durant 3 mn puis
centrifugé durant 15 min a 15000 g (4°C).

Le dosage de 'AChE est réalisé a I'aide de lahwd¢ d’Ellman et al. (1961) et Jemec et al.
(2007). Le mélange réactionnel comprend 100 pL midgenat, 500 uL d’acide 3,8ithiobis-2-
nitrobenzoique (5mM), 500 pL de chlorure d’acétgloie (1 mM) tous deux dissous dans du
tampon phosphate de potassium (100 mM, pH 7,4hateiment complété a 5 mL avec ce méme
tampon.

La mesure de I'absorbance est réalisée avec wtrgpbotometre a 412 nm (25°C) durant 15
mn et I'activité de I'’AChE est exprimée en nmolesatilorure d'acétylcholine hydrolysées mhimg*
de protéines, en utilisant un coefficient d’extiant(c) de 13600 M' cmi ™. Le dosage des protéines

dans chaque échantillon est réalisé en 3 répliquats la méthode de Bradford (1976).
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11.2.7) Protéomique

11.2.7.1) Principe de la méthode

L’étude protéomique comprend d’abord une séparaiaine étude quantitative des protéines
par la méthode 2-DIGE (figure 26), suivie de l'iti@oation des protéines d’intérét par spectroneétri
de masse. Pour ce faire, 'ensemble des protéiegsddphnies sont extraites et marquées par des
cyanines fluorophores (Cy2, Cy3 et Cy5) puis segmpar electrophorése selon deux dimensions. La
premiere dimension est une électrophorese d’isttrélecalisation, durant laquelle les protéinestson
séparées en fonction de leur pH isoélectrique. iEnda deuxieme dimension ou électrophorése sur
gel de polyacrylamide dénaturant consiste a sépaserprotéines en fonction de leur masse
moléculaire. L’étape suivante consiste a revélsrdéférentes protéines par coloration au bleu de
Coomassie colloidal puis a les scanner. L’ensemixegels obtenus seront alors alignés par rapport
a un standard interne qui renferme toutes les ipegéles échantillons puis comparés entre eux afin
de déterminer les principales variations dans ez protéique en fonction du lot étudié (tableau
9).

\
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Figure 26: Schéma opérationnel de la méthode 2-D{@GR, Cy3 et Cy5 sont des cyanines utilisées
en tant que marqueurs fluorescents (Cy2 est flaergs a 488 nm, Cy3 est fluorescente a 532 nm et
Cy5 a 633 nm).
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Témoin souche 1 Deltaméthrine 300 ng'L
3 répliquats souche 1
3 répliquats
Témoin souche 2 Deltaméthrine 300 ng L
3 répliquats souche 2
3 répliquats

Tableau 9 : Résumé du plan expérimental réalisé ldacadre des expériences de protéomique.

Les protéines d’intérét sur ou sous-exprimées sostite excisées du gel préparatif (qui
contient tous les échantillons de protéines) pdentification par spectrométrie de masse.

[1.2.7.2) Analyse quantitative des protéines pan&thode 2-DIGE

[1.2.7.2.1) Exposition et broyage des daphnies

Pour cette analyse, les souches 1 et 2 de daphmason de 500 daphnies par répliquat ont
été exposées a une concentration nominale de dgligme de 300 ng 't durant 48h. Cette
concentration a été choisie de fagon suffisammersisé pour limiter la mortalité au sein des
expérimentations, mais de facon suffisamment hapoter obtenir des effets. Notre choix s’est
finalement fixé sur la moitié de la CE50-48h nonenpour la souche 1 et environ le quart de la
CE50-48h nominale pour la souche 2, ceci étantattugfie les deux souches ne présentent pas la
méme sensibilité vis-a-vis de la deltaméthrine. dlieacondition a fait I'objet de 3 répétitions. Le
plan expérimental de cette étude est donc résurié fableau 9.

Les 12 échantillons de daphnies congelées sogébeparément dans 100 pL de tampon de
lyse UTC pH 8,5 (8 M Urée (U), 2 M Thiourée (T)%CHAPS (C)) durant 1 minute a la fréquence
maximale de 30Hz/s au broyeur a billes (RETSCH, Nl 3diametre des billes stériles 0,1 mm).
Ensuite,les différents tubes contenant les broyats soriacép dans de la glace pilée de facon a
refroidir les échantillons avant d’étre a nouvedac@s pendant 1 minute dans le méme broyeur a
billes et ce dans les mémes conditions que préadeam Apres, les différents tubes sont a nouveau
placés dans de la glace pilée, puis centrifugé308@d pendant 1 minute (et a 4°C) avant de prélever
le surnageant. Les protéines de celui-ci sont pitées et concentrées a I'aide d’un kit (ReadyRrep
D Cleanup Kit, GE Healthcare) avant le marquagepeiines. L'ensemble de ces opérations se

déroulent a 4°C.
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11.2.7.2.2) Marquage des protéines dans les déehnantillons

Le marquage des protéines se réalise a I'obsceiriégé4°C avec trois cyanines qui sont des
marqueurs fluorescents, a savoir Cy2 (fluorescam&8 nm), Cy3 (fluorescente a 532 nm) et Cy5
(fluorescente a 633 nm). Le standard interne @s$tdué par un mélange de 25 pg de protéines de
chacun des 12 échantillons différents (Tableail 85t complété a 150 pL avec du tampon UTC (pH
8,5) et constitue une référence de tous les gepil rassemble 'ensemble des échantillons de
protéines. Ce mélange est marqué par ajout de [Z,2lquCy2. Par ailleurs, une moitié des
échantillons est marquée avec Cy3 et l'autre maitee Cy5. Pour chaque échantillon ainsi marqué,
un volume correspondant a 40 pg de protéinesréktvg et ce volume est complété par du tampon
UTC (pH 8,5) de fagon a obtenir un volume finalldepuL. Le marquage des échantillons se fait par
ajout de 0,8uL de Cy3 ou de Cy5. Aprés 30 mn darggdce et a I'obscurité, un volume de 0,8 pL
de solution de lysine (10mM), dite solutiotGE stop solution», est ajouté pour les marquages
Cy5 et Cy3 et de 7,2 pL pour le standard internegoéau Cy2 pour arréter les réactions. Sachant
gue les trois marqueurs Cy2, Cy3 et Cy5 sont flemerts a des longueurs d'ondes différentes, il est
possible de faire migrer ensemble sur le mémergisl €chantillons différents et d’identifier ensuit
séparément les spots protéiques de chaque écbiantilhydratation des languettes (appelsegs)
de 24 cm de long (pH 4-7) avec les échantillonsgones, se déroule a température ambiante (20°C)
et a I'obscurité durant 20 a 21 heures d’incubati@imaque languette est hydratée avec un total de 90
K de protéines contenant un meélange de 30ug detGygs avec 30 pug de standard interne marqué
avec Cy2. Le volume ainsi obtenu est ajusté avetaohpon de réhydratation pour avoir un volume
final de 450 pl.

11.2.7.2.3) Electrophorese de premiere dimensiorsotélectrofocalisation
Les languettes hydratées sont ensuite recupéodeséaliser une électrophorése de premiere
dimension ou iso-électrofocalisation (figure 27)a@de d'un Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare)

(figure 28) selon un programme d’une durée de (f&jure 29).
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Figure 28: Vue de I'lPGphor3 (GE Healthcare) petardtde réaliser I'iso-électrofocalisation des
protéines
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Figure 29 : Programme utilisé pour I'électrophord$go-électrofocalisation (a droite sur la figure)
la courbe bleue représente I'évolution de la tensoa volt (V) et la courbe rouge représente
'évolution de lintensité du courant en microampefuA) (sa constance traduit une bonne
migration), le tout appliqué aux languettes pounlgration des protéines.

Au cours de cette électrophorése, la migrationptetgines se déroule en fonction de leur pHi (ou

point isoélectrique) correspondant au pH pour letgueharge globale de cette molécule est nulle ou

encore pour lequel la molécule est électriquementra. Aprés 20 heures de migration, les protéines
se sont stabilisées dans la zone corresponddate aHi, les languettes sont récupérées et rincées
successivement avec deux tampons d’équilibratiomnfe par la compagnie GE Healthcare. Cette

étape permet de saturer la bandelette en SDS efoalvoir procéder a la seconde dimension, le gel
SDS-PAGE.

11.2.7.2.4) Electrophorese de seconde dimensio8@8-PAGE

L'étape suivante (électrophorese de type SDS-PAGHpiste a séparer les protéines en
fonction de leur masse moléculaire (figure 30). lasguettes sont fixées en haut du gel de
polyacrylamide avec une solution d’agarose etldu de bromophénol. La migration des protéines

s'effectue dans des gels précoulés commerciaus¥d)2,(Gelcompany, Tubingen, Allemagne)
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maintenus a 15°C dans un Ettan-Dalt6 (GE Healthodigure 31). L'électrophorése est arrétée
lorsque le bleu de bromophénol atteint le bas du age qui permet une bonne visualisation des

protéines de faible masse moléculaire.

\‘_)| 3 . 38
v

Figure 30: Electrophorése de deuxieme dimensiogration des protéines en fonction de leur masse
moléculaire)

Figure 31: Vue de I'Ettan-Dalt6 (GE Healthcare)isé pour I'électrophorése de type SDS-PAGE.

Aprés migration des protéines, les gels sont fd@sint une heure dans un tampon composé de 30%
d’éthanol et 2% d’acide citrique par litre d’eaullM@ puis rincés par de I'eau Milli-Q avant d’étre
scannés sur un scanner a fluorescence de type GQA FUJIFILM) (figure 32 A et B).
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A B

Figure 32: (A) vue du scanner (FUJIFILM FLA — 900@flisé pour quantifier les protéines
(B) révélation des protéines sur les gels

Apres avoir scanné tous les gels, une étude tgjaisest réalisée avec le logiciel Same
SpotProgenesis. La quantification des spots pnogsicse fait par rapport aux valeurs des spots du
standard interne (Sl), puis le logiciel établit testt en comparant les valeurs d’abondance
standardisées des échantillons exposés par rappartcontroles. Les protéines d'intérét sont
sélectionnées en fonction de leur différence dhisit® de fluorescence par rapport au témoin (appelé
ratio ou fold changg La valeur absolue de cette différence est géem@ent considérée comme
significative si sa valeur est supérieure a 1,&.valeur de pp-valug du testt est également prise en
considération et dans notre étude, le seuil retemume significatif est p<0,001. La combinaison de

ces deux conditions permet d’établir la liste degéines significativement dérégulées.

11.2.7.2.5) Gel préparatif 2D et coloration au b#iCoomassie colloidal

Afin de pouvoir identifier les protéines d’intérpar spectrométrie de masse, un gel 2D
préparatif, contenant un échantillon de 500 pg d#émes totales (i.e. de tous les échantillons
testées) non marquées, est réalisé. Le gel prépssttoloré selon le protocole de coloration Eub
de Coomassie colloidal (voir protocole en annexe ¢ gel est d’abord fixé deux fois durant 30 mn
dans une solution de 30% éthanol et 2% acide ploospie, puis rincé 3 fois durant 10 mn dans 2%
d’acide phosphorique. Le gel est ensuite équiltareant 30 mn dans du tampon de pré-coloration.
Dans cette méme solution du tampon, 5% d’'une swiwtiock de bleu de Coomassie colloidal est
ajouté. Le gel est ensuite incubé pendant 24 &ugek, voire 5 jours pour une meilleure coloraéion
I'équilibre puis lavé avec de I'eau MilliQ pour dinuer I'exces de coloration. Le gel est ensuite

conservé dans une solution de 1% d'acide acétiquis [es extraits protéiques (ospotg
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correspondants aux protéines d’intérét sont piquése gel préparatif a I'aide d’un appareil appelé

Screen Picke(figure 33) en prenant soin de ne pas les con@manec de la kératine. Les extraits

protéiques sont ensuite conservés dans une miguopka-20°C.

Figure 33 : Vue d&creen Picke(Biosciences, Johnstown PA) utilisé pour le piqudgs protéines a

identifier.

11.2.7.3) Identification des protéines

Apres piquage du gel préparatif, les protéines gimritifiees par spectrométrie de masse au
niveau de la plate-forme protéomique 3P5 de l'fastCochin. L'identification est facilitée par laif
gu’'une espece tres voisine e magna(i.e. D. puleX est entierement séquencée (Bauer, 2007),
comme déja évoqué au chapitre |. Les spots ouxiesits protéiques d’intérét sont digérés dans le
gel par de la trypsine puis les peptides sont ré&@sgpdu gel a I'aide d’'un mélange composé d’eau et
d’acétonitrile. L'analyse des spots a été réalipée deux techniques: MALDI-TOF-TOF et

'ORBITRAP.

[1.2.7.3.1) Analyse des spots par MALDI-TOF-TOF
Le MALDI%-TOF-TOP est une technique basée sur I'analyse de I'éitliantco—cristallisé

avec une matrice (figure 34). L'’ensemble est boahavec un rayon laser et la matrice transmet
alors I'énergie du laser au peptide. Il y a un mérae de transfert de protons de la matrice vers la
protéine donnant des ions mono-chargés en phasegg@zCes ions sont ensuite analysés selon leur
rapport masse sur charge (M/z) dans le spectrordétreasse. Cette technique permet d’obtenir les
masses des différents peptides qui sont compardeaities spectres de masses virtuels disponibles
dans une banque de données. La comparaison et dase coté sur un score obtenu par une

protéine en fonction du nombre de peptides idé&stifd’'un autre coté en fonction de la précision de

2 MALDI = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation
® TOF = Time-Of-Flight
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la masse des peptides. En revangueir une identification plus sdre, la plate-forBR5 a recours,
dans certains cas, a une deuxieme technique, 'ORABP.
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Figure 34: Schéma d’un spectrométre de masse MALDI-TOF-TQl péparation des peptides
selon leur rapport masse/charge (M/z).

11.2.7.3.2) Analyse des spots par ORBITRAP

Cet appareil permet d’obtenir une plus grandeigi@t sur les rapports M/z et posséde une
meilleure résolution que le MALDI-TOF-TOF. Il s’agi’'un piege ionique linéaire (figure 35) qui
utilise un champ électrostatique et non un chamgnétque.

lon source

;

Linear lon Trap C-Trap

4

Differential pumping

Orbitrap

Differential pumping

Figure 35 : Schéma d’un spectrometre de masse CRAFT
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Le mode opératoire de cette technique peut &renré comme suit :
* les ions de la source sont compris dans le piégjgue linéaire ;
* un court balayage des ions est effectué poucsgéteer les ions de masse intéressante ;
* les ions d'intérét sont stockés puis transfés va C-Trap (cf. figure 35) ;
* les ions perdent leur énergie, sont piégés enémt un mince faisceau d’'ions autour de I'axe
courbé de la C-Trap ;
* les ions sont ensuite éjectés orthogonalemerst MORBITRAP par augmentation du voltage des
électrodes de la C-Trap ;
* les ions entrent tangentiellement dans 'ORBITR{@ge électrostatique) ;
* une image du courant induit par les ions estaétevia une amplification différentielle entre les
deux moitiés de I'électrode externe de 'ORBITRAP ;

* les signaux amplifiés sont transformés en spead#rééquence

11.3) Méthodes statistiques

Les valeurs des CEx des tests aigus et chroniqoesté calculées a I'aide du logiciel
REGTOX (version7.3), outil de régression basé sunmmodéle de Hill, disponible sur le site

http://www.normalesup.org/~vindimian/fr index.h)imLes diverses valeurs sont données avec un

intervalle de confiance a 95 %. Toutefois, certaiG&Ex ont aussi été calculées avec la méthode ICp
de 'EPA (Norberg-King, 1993) dans le cas ou lesxjele données fournissent des valeurs peu
vraisemblables avec le logiciel REGTOX.

La détermination des LOEC et des NOEC a été éml{avec le logiciel Statistica 6.0) a
'aide d’'une analyse de variance a un facteur spar le testpost-hocDunnett avec un seuil de
significativité de 5%. Avant cela, la normalité ddwstributions a été vérifiee avec le test de
Kolmogorov-Smirnov, et ’'homogénéité des varianaedé testée avec le test de Bartlett.

Les différences significatives entre CIx ont éttedminées a partir des intervalles de
confiance fournis par les logiciels REGTOX ou ICp etilisant un générateur de 30 nombres
aléatoires (programme R) sur lesquels les hyposhdsaormalité des distributions et d’homogénéité
des variances ont été testées par les tests évogdéssus, avant de realiser une ANOVA a un seul
facteur suivi par le tegtost-hocde Tukey (Camara, communication personnelle).

L’'analyse des données protéomiques est réalisée lavogiciel PANTHER. Ce logiciel est
une base de données qui a été congcue pour modékseslations entre séquence et fonction des
genes et des protéines sur une grande échelle.piiesipales caractéristiques de ce logiciel

concernent i) I'ontologie simplifiée de la fonctioles protéines qui permet de naviguer facilement
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dans les diverses fonctions biologiques décrites tlnbase de données ii) I'évolution de la séqenc
des protéines en rapport a I'évolution des fonstigotéiques et de leurs rdles biologiques. Eregutr
ce logiciel est disponible gratuitement sur httpaiv.pantherdb.org/pathwagt comprend des outils
pour l'analyse des données génomiques relativedamations de genes déja connues. Un BlastP
(identité > 65%, résidus positifs >75% et score®3 été appliqué a 'ensemble des protéines non
reconnues par PANTHER pour une identification plasssée.
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Chapitre 1. Etude de [I'écotoxicité de la deltamétrsur deux

souches d®aphnia magna

Article 1. Effects of deltamethrin (pyrethroid insecticide) ongrowth, reproduction,
embryonic development and sex differentiation in tw strains of Daphnia magna

(Crustacea, Cladocera).

H. Toumi, M. Boumaiza, M. Millet, C.M. Radetski, ¥elten, C. Fouque, J.F. Férard

Publié dansScience of the Total EnvironnenR013, 458, 47-53

Dans ce premier chapitre, nous rapportons uneeétodparative, intra-spécifique,
entre deux souches db. magna vis-a-vis de la deltaméthrine. Pour cela, desstest
d’écotoxicité aigus et chroniques ont été réaliésde :

1) déterminer les différences de sensibilité emésr de CE50-24h et 48h entre les

deux souches de daphnies ;

2) évaluer les effets de la deltaméthrine a plugyléerme sur la mortalité, la

croissance et la reproduction, afin de révélerdifférences de sensibilité entre les

deux souches de daphnies ;

3) apprécier les effets embryotoxiques en caraagtile type (male ou femelle) et le

pourcentage de malformations qui peuvent touclsejuleniles dans les deux souches

testées.

Nous avons d’abord réalisé sur les deux souchesplenies un test avec une substance
de référence classiquement utilisée et recommapaékes normes ou LD : le dichromate de
potassium (KCr,Oy). Les résultats répondent aux conditions de atibd du test standardisé
ISO (1996) avec des CE50-24 et -48h) compriseg énéret 1,7 mg . Ce test préliminaire
révéle aussi que la souche 1 (CE50-48h: 0,61 Mkt plus sensible que la souche 2 (CE50
48h : 0,88 mg ).
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Les tests aigus réalisés avec la deltaméthringpemhis d’observer une différence de
sensibilité d’'un facteur de 2 entre les deux sosi@ianontrent que la souche 1 (CE50-48h =
0,32 pg Y est plus sensible que la souche 2 (CE50-48h310g6L™).

Au cours du processus d’acceptation de cette pubdtion, nous avons réalisé

également des tests aigus sur le dichromate desgdoma et avec la deltaméthrine sur la
souche 3 (cf. Matériel et Méthodes). Cette soucli destée ultérieurement aux deux autres,
et pour cette raison elle n'a pas été inclue danmuiblication. Toutefois, en supposant que la
variable date de I'expérimentation n’ait pas dumdhce, il nous a semblé intéressant de
I'inclure au sein de ce chapitre de présentatiaud\en présentons ci-dessous les résultats (en
méme temps que les données sur les souches lues@m ci-dessous rappelées) de facon a

pouvoir mieux comparer les sensibilités des troigches testées (tableaux 10 et 11).

CE 50-24h (mg L)) | CE50-48h (mg L)) | CE50-24h / CE50-48h
Souche 1 0,84 (0,80-0,90) 0,61 (0,59-0,69) 1,38
Souche 2 1,03 (0,96-1,10) 0,88 (0,83-0,93) 1,17
Souche 3 1,05 (0,99-1,12) 0,90 (0,76-1,18) 1,17

Tableau 10 : Récapitulatif des CE50 -24h et 48liédeur rapport) du test de référence (avec

le dichromate de potassium) pour les trois soudeetaphnies

CE50-24h (ug L) | CE50-48h (ug L)) | CE50-24h / CE50-48H
Souche 1 9,40 (8,12-13,23)| 0,32 (0,21-0,43) 29,4
Souche 2 8,86 (7,35-11,28)| 0,63 (0,53-0,72) 14,06
Souche 3 3,92 (2,76-5,66) | 0,88 (0,80-0,98) 4,45

Tableau 11 : Récapitulatif des CE50 -24h et 48kiédeur rapport) des tests aigus réalisés
avec la deltaméthrine pour les trois souches dbridep

En outre, nous avons replacé sur la courbe $8Bir{ sensitivity distributioyy qui est
présentée sur la figure 1 de la publication, leltésde la souche 3. De cette maniére, nous
observons que les CI50-48h que nous avons obtesmm@stoutes situées dans la partie

meédiane de la courbe (figure 36).
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Figure 36: Courbe SSD regroupant les différent¢s)E50-48h de la deltaméthrine
observées sur la daphnie dans différents laboest¢ir=17) obtenues avec logiciel CADDIS ;
les lignes pointillées représentent les limitesalafiance a 95%.

Les résultats du test aigu permettent d’obseruerles résultats obtenus apres 24h et
48h ne sont pas concordants, ce qui sembleraduediune différence de vitesse d’absorption
de la deltaméthrine entre les souches (en néglidagossible influence de la variable date
de I'expérience). C’est d’ailleurs ce que traduiden valeurs des rapports CE50-24h/CE50-
48h qui varient énormément dans le cas de la déttaime (tableau 11) alors qu’ils variaient
peu dans le cas du dichromate de potassium (tab@au.e rapport CE50-24h/CE50-48h de
la souche 3 (tableau 11) est ainsi plus conformevaleurs de ce méme rapport observées
dans la littérature (variant de 3,5 a 5,8, cf. ¢abl 2 de la publication). Si I'on s’attache
uniquement aux CE50-48h, il apparait finalement, goer le dichromate de potassium aussi
bien que pour la deltaméthrine, les résultats alstesont relativement proches les uns des
autres, mais montrent que la souche 1 est plushéergue la souche 2, elle-méme plus
sensible que la souche 3.

Les résultats des tests chroniques ont permis wieres plusieurs parametres
biologiques a savoir la mortalité, la croissanedlié de la daphnie) et différents parametres
relatifs a la reproduction (jour de premiére pomtembres de pontes, nombres de mues,
nombre de nouveaux nés). Dans ce cas, nous avalesrént réalisé des tests chroniques sur

la souche 3 (cf. Matériel et Méthodes). Nous le&ss@ntons ci-dessous (en méme temps que
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les données sur les souches 1 et 2 de fagon aipooieaix comparer les sensibilités des trois

souches testées (tableau 12).

Paramétres Longévité Taille Nombre de Taux de Nombre de Nombre de
mesurés (jours) (um) mues croissance pontes nouveaux nés
intrinséque par adulte
CI20 160(153-154) >160 34(15-61) 152(118-197)| 48(15-148) 22(12-34)
souche| CI10 130(118-148) 120(92-164) |  7,4(1,4-18,2) 36(21-50) 20(2-60) 11(4-20)
NOEC 80 40 9 40 80 9
LOEC 160 80 20 80 160 20
ClI20 264(254-273) >310 80(61-105) | 260(235-295)| 231(118-417)| 87(57-117)
souche| CI10 180(169-197) >310 16(9-25) 148(116-181)| 58(14-126) 46(24-70)
NOEC 150 <16 16 75 >310 75
LOEC 310 <16 37 150 >310 150
ClI20 >440 VNO 350(240-500) | 230(140-320) >440 230(140-320)
souche| CI10 >440 VNO 120(50-210) | 130(50-220) >440 130 (50-220)
NOEC 220 100 100 220 220 50
LOEC 440 220 220 440 440 100

Tableau 12 : Récapitulatif des CI20, CI110, NOEQ.®EC (exprimées en ng™) relatives
aux difféerentes variables mesurés (la variableespondant au nombre de jours de premiere
ponte a été exclue compte-tenu que c’est une Variplb augmente avec les concentrations).
VNO = Valeur non obtenue a 'aide du logiciel Regto

A I'exception du jour de premiére ponte (qui augte®nnous avons noté une diminution

significative en fonction des concentrations testgeur toutes les variables mesurées et pour

les trois souches de daphnies. Nous avons chasipdimer nos résultats chroniques en

termes de CI10 et CI20, ainsi que de NOEC et dEC.Nous avons été surpris de constater

gue les NOEC/LOEC sont quelquefois trés différedesCI110/C120 comme dans le cas de la

taille (souche 2). Ceci dénote tout simplement bpgefourchettes de variation autour de

chaque moyenne sont tres faibles, ce qui entragseNDEC/LOEC faibles, mais que la

variable taille diminue trés faiblement en foncties concentrations croissantes testées. Par

contre, dans le cas du nombre de juvéniles parteadabuche 1), les quatre parameétres

d’écotoxicité sont tres concordants. En définitileetype de jeu de données va influencer

fortement les résultats figurant dans le tableau 12

Pour simplifier 'ensemble des informations contemwans le tableau 12, il nous a semblé

intéressant de comparer pour chaque souche magsrsni pour les CI10 (tableau 13) et les

NOEC (tableau 14) I'ordre de sensibilité des ddfées variables mesurées.
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Ordre de sensibilité

Souche 1 | CI10 Nb mues < Nb juvénile < Nb pontes < Taux r < Taille < Longévité

Souche 2 | CI10 Taille <Nb mues < Nb juvéniles = Taux r < Longévité < Nb pontes

Souche 3 | CI10 Nb mues < Nb juvéniles = Taux r < Longeévité = Nb pontesille exclug

Tableau 13 : Classement, établi selon le tableawdéd® différentes variables mesurées pour
les CI10 des 3 souches (en gras figurent les datiables qui sont majoritairement les plus
sensibles pour les 3 souches).

Ordre de sensibilité

Souche 1 | NOEQC Nb juvéniles = Nb mues < Taux r = Taille < Longévité = Nb pontes

Souche 2 | NOEQC Taille <Nb mues < Nb juvéniles = Taux r < Longévité < Nb pontes

Souche 3| NOECQC Nb juvéniles < Nb mue = Taille < Taux r = Longévité = Nb pontes

Tableau 14 : Classement établi selon le tableade$2lifférentes variables mesurées pour les
NOEC des 3 souches (en gras figurent les deuxhblasiajui sont majoritairement les plus
sensibles pour les 3 souches).

Ces deux tableaux permettent de mettre en évidgumede nombre de mues est, dans notre
cas d'étude, la variable la plus sensible. Tousefoomme le nombre de juvéniles est une
variable retenue par la LD OCDE, c’est avec cexdeuwiables que nous avons construit le
tableau 15 qui permet alors de mettre en évideneei)gla souche 1 est manifestement la
souche la plus sensible et ii) dans 3 cas sur gouahe 2 est elle-méme plus sensible que la
souche 3, ce qui corrobore les différences de lsiitésiobservées avec les tests aigus et

méme avec le dichromate de potassium.

Nombre de mues Nombre de nouveaux nés par adulte
CI10 (ng L' NOEC (ng CI10 (ng 'Yy | NOEC (ng LY
souche 1 7,4 9 11 9
souche 2 16 16 46 75
souche 3 120 100 130 50

Tableau 15 : Récapitulatif des CI10 et des NOECr pmunombre de mues et le nombre de
nouveaux neés par adulte pour les 3 souches.

Le test reproduction daphnie nous a permis ausstudier I'embryotoxicité de la
deltaméthrine sur les souches 1 et 2 (cf. pubtiodti Dans ce cas, nous avons également

obtenu des données sur la souche 3 (cf. Matéridlléhodes), ultérieurement aux deux
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autres. Nous les présentons ci-dessous (en ménps tpre les données sur les souches 1 et 2)

de facon a pouvoir mieux comparer les sensibiiEstrois souches testées (tableau 16).

%

%

%

%

Effectif Malformation | Malformatio | Malformation de| des juvéniles| % de
ng L* moyen au niveau de | nde I'épine | I'épine du post- avec males
examiné I'antenne caudale abdomen malformations

Témoin | 114,9+21,5 0 0 0 0 0
9 101,2+£29,1 0 0 0 0 0
Souche 1 20 83,1+34,1 0 0 0 0 0
40 80,6 +22,5 0 0 0 0 0

80 59,4+1,0 0,12 0,75 0,3 1,17 0

160 26,4 + 34,2 0,28 2 0,75 3,03 2,65

Témoin | 104,& 11,1 0 0 0 0 0
16 97,3+13,7 0 0 0 0 0
Souche 2 37 93,3+ 30,3 0 0 0 0 0
75 91+17,2 0 0 0 0 0

150 65,2+ 16,7 0,3 2,76 0,61 3,67 0

310 |48,1+21,0 0 4,36 1,03 5,39 0
Témoin | 100,8+ 4,44 0 0 0 0 0
27 97,1+ 6,57 0 0 0 0 0
Souche 3 53 94+ 6,68 0 0 0 0 0
107 91,6+ 6,68 0 0 0 0 0

220 81,5+ 18,19 0,5 1,96 0,5 2,96 0

440 60,9+ 23,98 0,65 2,63 0,98 4,26 0

Tableau 16 : Etude de I'embryotoxicité (développetmde malformations et apparition de

males dans la descendance normalement parthénogenéathez les 3 souches de daphnies
apres 21 jours d’exposition a la deltaméthrine.

équivalents pour les plus fortes concentrationgééss (3,03% ; 5,39% et 4,26 %

Les pourcentages totaux de malformations des tsoisches sont a peu prés

respectivement pour les souches 1, 2 et 3). Tasgtefbde la méme facon que précédemment

la souche 1 est plus sensible que la souche 2néltee plus sensible que la souche 3 si I'on

considere les plus faibles concentrations auxgeies malformations apparaissent (a savoir

80 puis 150 et enfin 220 ng Lrespectivement pour les souches 1, 2 et 3). Er ostule la
souche 1 produit des males & la concentration G@engi6L* de deltaméthrine. A cet égard,

nous avons observé que les males n'apparaissertagsela premiere ponte, fait qui n’avait

jamais été observé et qui pourrait résulter d'udngmeéene d’adaptation qui reste encore a
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expliquet. En outre, I'apparition d'une descendance male aivee souche et non chez les
autres suggere probablement que le mode d’actiotlettaméthrine differe d’'une souche a
l'autre.

Les malformations enregistrées au niveau de lxetelmnce touchent plusieurs
organes de la daphnie. Nous avons observé estangel (cf. figure 2 de la publication) :
* des malformations au niveau des antennes, casedes sont rétrécies et dépourvues de
soies sur les deux rames ;
* des malformations au niveau de I'épine caudaléformations ou inextensions ;
* des malformations au niveau des deux épines @esalu post-abdomen : non—accolement
et déformations.
Nous avons enregistré aussi des juvéniles qui présiea la fois deux malformations, tel a été
le cas pour la souche 1 qui présente des malfavmsatjui touchent aussi bien I'épine caudale
gue I'antenne A2 (Figure 2 de l'article).
Compte-tenu que les trois souches ont été élevérdapt au moins trois ans et testées
exactement dans les mémes conditions (hormis éad#at expérimentation qui differe pour la
souche 3), les variations enregistrées pour l'eb&®ndes variables mesurées sont
vraisemblablement dues au génotype, ce qui évidermpose question car les souches 1 et 3
sont supposées appartenir au méme clone, le clddecdes identifications, qui remontent aux
années 1980, ont été realisées avec des méthodearas. D’autres méthodes plus récentes
ont été développées depuis telle que par exempl®ARD-PCR Random Amplified
Polymorphic DNA Polymerase Chain Reacjiarnilisée par Picado et al. (2007). Quant a
nous, nous nous sommes tournés vers lI'analysegonajée (cf. Résultats Chapitre 4), car

nous disposions du matériel au sein du LIEC.

Un projet de recherche visant a rechercher la présence de deltaméthrine dans les ovaires par Nano-SIMS avait
été déposé au cours de la these, mais malheureusement sans succes.

Page 80



Science of the Total Environment 458 (2013) 47-53

"

Science of the
Total Environment

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Science of the Total Environment

journal homepage: www.elsevier.com/locate/scitotenv

Effects of deltamethrin (pyrethroid insecticide) on growth, reproduction,
embryonic development and sex differentiation in two strains of
Daphnia magna (Crustacea, Cladocera)

H. Toumi *9, M. Boumaiza ?, M. Millet ®, C.M. Radetski €, V. Felten ¢, C. Fouque ¢, J.F. Férard ¢*

@ Laboratoire de Bio-surveillance de I'Environnement, Unité d'Hydrobiologie littorale et limnique, Université de Carthage, Faculté des Sciences de Bizerte, 7021 Zarzouna, Bizerte, Tunisie
b JCPEES (UMR 7515 CNRS-Université de Strasbourg), 1 rue Blessig, 67084 Strasbourg Cedex, France

¢ Laboratério de Remediagdio Ambiental, Universidade do Vale do Itajai, Rua Uruguai, 458, Itajai, SC, 88302-202, Brazil

4 Université de Lorraine, Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements Continentaux, UMR 7360 CNRS, Rue du Général Delestraint, Metz, F-57070, France

HIGHLIGHTS

« Deltamethrin as a potential endocrine disruptor for daphnids

 Daphnid developmental abnormalities elicited by deltamethrin exposure
» Modification of daphnid sex ratio by deltamethrin exposure

« Effects of deltamethrin on daphnid reproduction

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 19 June 2012

Received in revised form 11 February 2013
Accepted 24 March 2013

Available online xxxx

Acute and different chronic ecotoxic effects of deltamethrin have been investigated on two strains (coming
from two different laboratories) of Daphnia magna. The effective concentrations immobilizing 50% of
daphnids (ECses) after 24 h and 48 h were 9.40 and 0.32 ug L™, 8.86 and 0.63 ug L~ for first strain (strain 1)
and second strain (strain 2), respectively. Thus, there was an increase of deltamethrin ecotoxicity with time of
exposure as confirmed by chronic studies. After 21 days of exposure to deltamethrin, daphnids have showed sig-
nificant effects on survival at deltamethrin concentrations of 0.16 ug L™ ' and 0.31 pg L™ for strains 1 and 2, re-
spectively. Eleven other endpoints were examined: body length, population growth rate and various reproductive
parameters (days to first brood, number of broods, number of cumulative molts and number of neonates),
embryotoxicity and appearance of males. IC;o values related to the number of juveniles per live adult were 11
and 46 ng L™ for strains 1 and 2, respectively. Furthermore, an increase in embryo deformities was observed
at the highest concentrations tested for both strains. Following deltamethrin exposure, undeveloped second an-
tennae, curved or unextended shell spines, and curved post abdomen spines were observed in live neonates.
The production of male juveniles was only registered with strain 1 at 0.16 ug L™'. Results suggest that
deltamethrin could act as an endocrine disruptor in D. magna as it interferes with sex determination and devel-
opment abnormality but there is a difference in sensitivity between the two tested strains.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction agent against pests (Glickman and Lech, 1982), but it has been found

in air (10 to 1000 ng m~3), in waters (0.04 to 24 pg L™ 1), in sediments

Synthetic pyrethroids are among the most powerful and effective
available insecticides (Casida et al., 1983; Smith and Stratton, 1986).
Deltamethrin is a synthetic pyrethroid that was synthesized in 1974,
and first marketed in 1977 (Leahey, 1985). Limited soil persistence
has encouraged its increasing use in agriculture as a very effective

* Corresponding author at: Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements
Continentaux (LIEC), UMR 7360 CNRS, Campus Bridoux, Bat. IBiSE, 8 rue du Général
Delestraint, 57070 Metz, France. Tel.: +33 387378503; fax: +33 387378512.
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0048-9697/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
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(3to5ng g 1), in plants (281 to 1375 ng g~ ') and in animals (3.0 to
500 ng g~ ') (Pawlisz et al, 1998). According to McKinlay et al.
(2008), deltamethrin is a weak endocrine disruptor. The ecotoxicity of
deltamethrin has already been investigated in diverse animals such
as frogs, fish, insects, mussels (Kontreczky et al., 1997; Muir et al.,
1985; Mulla et al., 1978; Thybaud, 1990), zooplankton communities
(Kaushik et al., 1985; Tidou et al., 1992), and on Daphnia magna (Day
and Maguire, 1990; Xiu et al., 1989). It is extremely toxic to fish
(Viran et al., 2003), the 96 and 48 h LC50s were respectively 1.9 pg L™~
(Stalin et al., 2008) and 5.13 pg L' (Rukiye et al,, 2003) on the guppy
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Poecilia reticulata. On the freshwater mussel (Anodonta cygnea),
deltamethrin inhibits the mussel's filtering behavior between 10 and
50 ug L~ (Kontreczky et al., 1997). It is also extremely toxic to aquatic
invertebrates, such as daphnids (Xiu et al, 1989). Ecotoxicity of
deltamethrin is highly dependent on its stereochemical structure
(Day and Maguire, 1990).

Daphnids were frequently and routinely used invertebrates in
aquatic toxicology bioassays (Pereira et al., 2011). Furthermore
daphnids are small in size, easy to handle in laboratory, simple in cul-
ture and have a parthenogenetic mode of reproduction which offers a
supreme advantage for genetic uniformity (Baird and Barata, 1998).
To our knowledge, this is the first study that deals with the daphnid
strain sensitivity in relation to deltamethrin exposure. Thus the
aims of this study were i) to determine the acute and chronic ecotoxic
effects of deltamethrin on two strains of D. magna in order i) to establish
evidence of strain sensitivity difference, and ii) to test that deltamethrin
could act as an endocrine disruptor on daphnids. Assessment endpoints
were longevity, length, number of cumulative molt, day of first brood,
number of broods, fecundity (number of viable juveniles per surviving
female), embryotoxicity and sex determination.

2. Materials and methods
2.1. Test organisms

Experiments were conducted with two different strains of
D. magna Straus 1820. The first (named strain 1) was maintained
for more than 35 years at the LIEC laboratory (Lorraine University,
France) and identified as clone A (by the laboratory of Professor
Calow, Sheffield University, UK). The second (named strain 2) came
from the National Institute for Environmental Studies (NIES, Tsukuba,
Japan). It has been maintained for more than 5 years at the LIEC lab-
oratory, but its clonal identification remains unknown. Both strains
were reared under the same laboratory conditions. Parthenogenetic
cultures were carried out in 1 L aquaria at 20 °C with LCV medium:
a mixture (20/80) of Lefevre-Czarda (LC) medium (lonescu et al.,
2006) and French mineral water called Volvic (V). Volvic mineral
water has a conductivity of 179 uS cm ™' and a pH of 7 with Ca?™*
(11.5mg L™ 1), Mg?* (8 mgL~") Na* (11.6 mgL™') and K*
(6.2 mg L™1!) as main cations. This mixture is supplemented with i)
Ca and Mg in order to obtain a total hardness of 250 mg L™! (as
CaC0s) and a Ca/Mg molar ratio of 4/1, and ii) a mixture of vitamins
(0.1 mLL™") containing thiamine HCl (750 mg L™!'), vitamin B12
(10 mgL™') and biotin (7.5 mgL™!). Cultures were maintained
under a 16-8 h light-dark photoperiod and at a density of 40 animals
per liter. This medium was renewed at least three times weekly and
daphnids were fed with a mixture of three algal species (5 x 10°
Pseudokirchneriella subcapitata, 2.5 x 10 Desmodesmus subspicatus,
and 2.5 x 108 Chlorella vulgaris/Daphnia/day). These algae have been
cultured in the laboratory with LC medium for more than 35 years.

2.2. Test chemical

The chemical name of deltamethrin (CyHi9BroNO3) is (s)-
Cyano-(3-phenoxyphen) methyl (IR)-cis-3-(2,2-dibromovinyl)-
2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate). Deltamethrin is the tech-
nical active substance of the formulation DECIS EC25 (25 gL 1!)
commercialized by Bayer (Germany). Stock solutions were pre-
pared by dissolving the pesticide directly in water immediately
before each experiment.

2.3. Acute ecotoxicity
Acute ecotoxicity of deltamethrin was determined during 24 and

48 h of exposure using deltamethrin concentrations from 0.13 to
274 ug L™1. All experiments were performed according to the

International Organization for Standardization procedure 6341 (ISO,
1996) for the determination of mobility inhibition of D. magna. Four
replicates of five neonates (aged <24 h) were placed in glass test
tubes containing 10 mL for each test concentration and control. The ne-
onates were not fed during the test. The assessment endpoint examined
was immobilization. More precisely juveniles that were able to swim
were considered mobile and those which still moved their antennae
but did not swim within 15 s after a gentle shaking were considered
immobile.

2.4. Chronic ecotoxicity

Based on acute results, neonate daphnids (aged <24 h) were then
exposed during 21 days to nominal sublethal concentrations from 18
to 300 ng L~ for strain 1 and 30 to 580 ng L~ for strain 2. Daphnids
were exposed individually in 60 mL glass beakers containing 50 mL
of test solution, composed of LCV culture medium (see Section 2.1)
with algae and deltamethrin at the desired concentrations. The LCV
medium has been used because it is the usual culture medium of
daphnids and it meets the validity criteria for the test (as mentioned
by OECD (2008)). A mixture of three algal species (5 x 10°
P. subcapitata, 2.5 x 10° D. subspicatus, and 2.5 x 10® C. vulgaris/
Daphnia/day) was also used as food and a total of 10 replicates for
each treatment were prepared. Temperature was controlled at 20 °C,
photoperiod was maintained as culture conditions at 16-8 h light-
dark and the test solution (with food) was renewed every 2 days.

The endpoints examined in this test were longevity, body length,
growth parameters (cumulative molts, growth rate), reproductive
parameters (days to first brood, number of broods, total number of
neonates per survival female), embryotoxicity (number of abnormal
neonates, percentages of undeveloped antennules, curved or in-
extended shell spines, and curved post abdomen spines) and appear-
ance of males.

Body length of daphnids was measured from the top of the head to
the base of the tail spine using the image analysis software Motic
Image Plus 2.0 (Motic China Group Ltd, Xiamen, China). Population
growth rate (r) was calculated from the integration of age-specific
data on survival and fecundity probabilities. The intrinsic rate of pop-
ulation was estimated with the equation (Lotka, 1913):

Ylme =1

where: Iy, = proportion of individuals surviving to age x; my = number
of neonates produced per surviving female between age x and x + 1;
and r = intrinsic rate of natural increase (day ™).

The sex and abnormality development of neonates were observed
and counted with the use of a dissecting microscope. Male juveniles
were identified by the presence of large first antennules and by mor-
phology of their post abdomen.

2.5. Analytical determinations

Deltamethrin was extracted from the diverse test solutions with
dichloromethane (CH,Cl,). After extraction, the solvents were con-
centrated to 1 mL in a rotary evaporator maintained at 45 °C and
800 mbar to evaporate CH,Cl,. Deltamethrin was analyzed using a
gas chromatograph equipped with a ion trap mass spectrometer
(FOCUS-ITQ 700 Thermo Scientific Inc.) in electronic impact mode.
Deltamethrin extract was injected (2 pL) in the splitless mode (1 min)
on a Varian VF 5 capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm film
thickness) and detection was made in MSMS mode (parent ion
181 m/z; daughter ion: 153 m/z). Detection and quantification limits
were calculated for the extract as 0.2 and 0.5 u L™ respectively with
an uncertainty of 8%. After 24 and 48 h, nominal concentrations were
decreasing by 45% and 74%, respectively. Therefore each tested
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concentrations were expressed as measured time-weighted means
(OECD, 2008).

2.6. Statistical analyses

E(I)Cx values were calculated by a nonlinear regression on Hill's
model using REGTOX software (version 7.0.3, available at http://
www.normalesup.org/~vindimian/fr_index.html): briefly a Microsoft
Excel® spreadsheet (Redmond, WA, USA) enabled automated macro-
calculation of E(I)Cx values, and resampling procedure for the bootstrap
estimations of 95% confidence intervals was used. All chronic data were
tested for statistical significance by single factor one way analysis of var-
iance followed by Dunnett's post hoc test. Significant differences were
established at p < 0.05. All statistical analyses were performed with
Statistica 6.0 software. Species Sensitivity Distribution (SSD) was
conducted by fitting a log-probit distribution to ecotoxicity data
using CADDIS's generator software (http://www.epa.gov/caddis/
da_advanced_2.html).

3. Results and discussion
3.1. Acute test results

Both strains satisfied the validity conditions of the ISO standard
(1996). Strain 1 was more sensitive to potassium dichromate than
strain 2 (Table 1) and the ecotoxicity ratios of 24 h EC50/48 h ECsq
were in the range 1.2-1.4, corresponding to laboratory historical ref-
erence values. Acute toxicity of deltamethrin on D. magna was evalu-
ated after 24 and 48 h of exposure in both strains (Table 2, last lines).
Measured deltamethrin 24 h and 48 h ECsy values were 9.40 and
0.32 ug L™, 8.86 and 0.63 ug L~ for strains 1 and 2, respectively.
Other acute results found in the literature (and internet) were also
summarized in Table 2, ranging from 0.029 to 5 ug L~ ! (representing
a variation factor of 173) after 48 h of exposure. The SSD curve
(Fig. 1) of the diverse deltamethrin 48 h E(L)Cso values listed in
Table 2 also shows that our results were rather distributed in the middle
of this curve. Obviously the marked differences between the data
showed in Table 2 can be attributed to different factors, such as test con-
ditions, tested compound and/or strains (or clones or populations).

Interclonal acute variation in D. magna was extensively reviewed
by Baird and Barata (1998). They summarized data for different
substances and found variation factors ranging between 1.3 (sodium
bromide, n = 9) and 193.3 (cadmium, n = 8). Hence, it appears
that clonal sensitivity is chemical-specific. This finding was also con-
firmed by more recent papers: with seven different strains of
D. magna, Picado et al. (2007) showed 2.2 and 1.9-fold differences be-
tween ECsq values for the reference chemical zinc sulfate and potassi-
um dichromate respectively, while they observed more than 10-fold
differences for two complex effluent samples. Pereira et al. (2007),
with three strains of D. longispina exposed to propanil concentrations,
showed very similar 48 h-ECsq values, i.e. the variation factor was 1.1.
The issue of genetic homogeneity of strains in diverse laboratories
carrying out tests using parthenogenetically reproducing animals
was also discussed by Chenon et al. (2000).

Although environmental factors such as diet and culture condi-
tions remain the major cause of inter-laboratory variation (Baird
and Barata, 1998), it is clear that different genotypes respond differ-
ently to the same substance (Lovett Doust et al., 1993). Also, it is
important to argue with Baird et al. (1989) that both genotype and

Table 1
Potassium dichromate ECsqs (mg L~ 1) for the two Daphnia magna strains and ECss ratios.

ECs024 h (mgL™1')

0.85 (0.80-0.90)
1.03 (0.96-1.10)

ECs048 h (mgL™')  ECso 24 h/ECs0 48 h

0.61 (0.59-0.64) 14
0.88 (0.83-0.93) 12

Strain 1
Strain 2

culture conditions must be specified for laboratories running stan-
dard D. magna bioassays. Moreover, these two aspects have to be
mentioned in ad hoc ISO standard (ISO, 1996) in order to improve
inter-laboratory reproducibility (Férard and Férard, in press).

Table 2 also shows that the greater variation between our ECsq
values was observed at 48 h of exposure, leading to 24 h EC5¢/48 h
ECsp ratios going from 14.1 to 29.4. Such results indicate a different
time-dependent effect among tested strains. Other 24 h EC50/48 h
ECsp ratios found in the literature were lower (3.5 to 5.8) than ours:
this is due to the high 24 h ECsg values that we found (Table 2).

3.2. Chronic test results

Sublethal effects on survival, growth and different fecundity pa-
rameters of both strains registered at the end of exposure time are de-
scribed in Table 3. Barring the day to first brood, all other assessment
endpoints generally decreased in a concentration dependent manner
for both strains. We chose to express measurement endpoints in
terms of IC;o and ICyg because i) they are common measurement end-
points to the different observed endpoint parameters, and ii) the lit-
erature has shown drawbacks related to the use of NOEC/LOEC
determinations (Skalski, 1981; Stephan and Rogers, 1985). The sum-
mary of all data is shown in Table 3. In our study, the measured
21d-1Cyo values for the number of neonates per surviving adult
ranged from 11 (strain 1) to 46 (strain 2) ng L™ ' and the measured
21d-1Cyq values for the same parameter ranged from 22 (strain 1) to
87 (strain2) ng L™ . In terms of IC50s and IC;0s, the number of neo-
nates per live adult and the number of cumulative molts were the
most sensitive indices of ecotoxicity for both strains, whereas number
of broods, population growth rate (r), longevity and length (in this
order) were less pertinent parameters (Table 3). It is not surprising
that parameters related to reproduction (i.e. number of neonates
per live adult and the number of cumulative molts) were associated
because neonates are liberated from the brood pouch a few hours be-
fore molting (Green, 1963). Villarroel et al. (2003) also found that the
number of neonates per female was the most responsive parameter of
the effect of propanil on daphnids when IC50 was calculated. The
same conclusion was also observed by Liu et al. (2006) with rac-
and S-metolachlor. In terms of measured NOECs, the most sensitive
parameters were also the number of neonates per live adult and the
number of cumulative molts for strain 1 (9 ng L™!), whereas for
strain 2 the length was the most sensitive parameter (<16 ng L™1).
Thus, it is interesting to note that the sensitivity order of parameters
is relatively consistent for strain 1, but differs according the measure-
ment endpoint (ICx or NOEC) for strain 2. Such a difference has been
soon observed for measurement endpoints: body length appeared to
be the most sensitive parameter for the chronic exposure to resin
acids DHA and ABA. The relationship between number of juveniles
and adult size has been well illustrated by Hanazato (1998) and is
explained by reduced ability to accommodate eggs for smaller size
mothers. However, Baird et al. (1991) and Pereira et al. (2007)
noted that sodium bromide, 3,4-dichloroaniline and propanil affect
the eggs in the brood pouch. These two phenomena (decreasing of
adult size and direct poisoning of eggs in the brood pouch) could ex-
plain our results. Moreover, Eybe et al. (2009) found, with D. magna
exposed during 48 h of exposure at high deltamethrin concentrations
(50 and 200 pg L™ 1), that bromine was localized in all exposed gut
tissues. Thus, it is hypothesized that the effect on reproduction
could be also related to transport of deltamethrin (or its metabolites)
to stem cells in the ovaries.

In our study, the lowest measured NOECs were 9 ng L~ for strain
1 and <16 ng L™ for strain 2. These results were slightly higher than
the chronic data reported by Crane et al. (2011) who mentioned that
McNamara (1991) found with a flow-through assay 21d-growth and
reproduction NOECs of 4 and 9 ng L™ !, respectively. These slight dif-
ferences could be attributed to variations in experimental conditions
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Table 2
Review of deltamethrin acute toxicity on Daphnia magna.
Compound tested or/and stock Test conditions Strain E(L)Cso (24 h) E(L)Csp (48 h) Ratio References
deltamethrin solution pg L! pg L1 ECso (24 h)/
EC 50(48 h)
Deltamethrin 25 g L™ ! Water temperature 20 £ 3 °C, Not 0.346° 0.1° 35 Beketov (2004)
Dissolved oxygen 3.68 + 0.92 mg L™, precised
pH 7.5 £ 0.7,
-Hardness 46.9 mg L'
Deltamethrin 99.8% purity ASTM hard synthetic precised 0.15 Barata et al.
(Riedel-de Haén) (2006)
Solid deltamethrin obtained from  Hardness: 250 mg L', Not 0.113 0.031 3.6 Xiu et al. (1989)
Roussel-Uclaf (1 g L™1) Dissolved oxygen: 4-6 mg L™, precised
pH: 7-8,
Temperature: 20 + 0.5 °C,
Photoperiod: 16/8 (L/D)
60 animals per concentration
Acceptance criteria not precised
Stock concentrations of Filtered Lake Ontario water— Strain from 0.27 (0.09-0.84) 0.07 (0.06-0.09) 3.9 Day and Maguire
each isomer of deltamethrin Hardness: 250 mg L~! CCIwW 0.29 (0.18-0.45) 0.05 (0.03-0.09) 5.8 (1990)
provided by Roussel-Uclaf. Temperature: 20-21 °C,
Photoperiod: 16/8 (L/D),
-15 animals per concentration,
Acceptance criteria:
Control mortality <12%
DECISEC25 gL™! Not precised Not 0.11 b
precised
DECIS PROTECH WE 15 g L! 13 ¢
DECISEC2.5 gL™! 39 d
Technical active substance: 0.56 €
DELTAMETHRIN 6 g L~ !
DECIS FORSH 10EC 100 g L™! 0.78 f
DECIS FORSH 20EC 200 g L™ ! 0.029 e
Technical active substance 1.1 h
DELTAMETHRIN SC 25 g L™!
DECISEC25 gL~! 39 i
K-OTHRINE FLOW 25: 3.5 i
DELTAMETHRIN SC 25 g L™!
DELTAMETHRIN EC25 g L™ !: 5 k
Technical active product
DECIS EC 25 g L™ (Bayer) Detailed in this paper Strain 1 9.40 (8.12-13.23) 0.32 (0.21-0.43) 294 Our study
Strain 2 8.86 (7.35-11.28) 0.63 (0.53-0.72) 14.1

LC50.
http://www.bayercropscience.ie/sds/Decis_EC.pdf.
http://www.deniaud-sarl.com/fds/decis_protech.pdf.

http://www.lodi.fr/upload/produit/1/643_pj2_K_Obiol _ULV6.pdf.

@m m 0 an T M

http://www.enforcer.com/media/8393/DHPC128.pdf.
?‘ http://www.rentokil.lu/files/file_300990.pdf.
! http://www.bayercropscience.co.uk/assets/Uploads/Decis.pdf.

I http://pedagogie2.ac-reunion.fr/biotechnologies/Documents_cadrage/KOthrineFlow25fds.pdf.

K http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc97.htm.

such as medium (Barry and Meehan, 2000), food quality (Hansen et
al.,, 2008), food quantity (Pereira et al, 2007) and genetic factor
(Picado et al., 2007). If we consider NOECs, strain 1 was not always
the most sensitive strain, but it was when considering the IC,y or
ICy values. In our study, ratios of 21d-IC;q strain 2/21d-IC;q strain 1
ranged from 1.38 to 5 (Table 3, last line), whereas the ratio of
48 h-ECsg strain 2/48 h-ECsg strainl was 1.97, showing the same
trend. With three different strains of daphnids, the data of Miinziger
and Monicelli (1991), related to the number of neonates produced
by thirty adult individuals, were used to recalculate 21d-ICsq values
(with REGTOX, see Materials and methods). These data showed 2.2
and 3.1-fold differences for chromium and nickel respectively, while
very similar data were obtained for zinc. As observed for acute data,
it appears that the chronic interclonal sensitivity is chemical specific.
With another species belonging to the genus Daphnia (D. longispina),
Pereira et al. (2007) observed only 1.2-fold differences between three
strains exposed to propanil. No other data concerning chronic interclonal
variation were found in the literature.

i
0.9
0.8

Proportion of strains affected
(=]
th

http://www.bayercropscience.be/bayer/cropscience/bcs_belgium.nsf/id/38F77AA8768A7931C12571100055252E/$file/7172-fr.pdf.

http://www.bayercropscience.ma/BCSWeb/BCS_MA_Internet.nsf/id/FR_Decis_expertR/$file/DECIS%20EXPERT%20MSDS%20.pdf.
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Fig. 1. Species Sensitivity Distribution (SSD) plot showing the distribution of LCso and
ECso for several supposed strains of Daphnia magna exposed to deltamethrin during
48 h, with 95% confidence intervals (dotted lines).
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Table 3

Mean (4 S.D.), ICo and IC;q values (with 95% confidence interval), and their ratios for longevity, size, molting, population growth rate, and reproduction parameters of the two D.
magna strains exposed during 21 days to deltamethrin (n.c., not calculated; *p < 0.05, p value was compared to respective control with Dunnett's test).

Deltamethrin  Longevity Length Number of cumulative  Population Day to first ~ Number of Number of neonates
(ngL™1) (days) (um) molts growth rate (r) brood broods per surviving adult
Strain 1 Control 21.0 £ 0.0 47 £03 104 + 22 0.33 £ 0.01 82+04 53412 1149 £ 215
9 204 + 13 47 +02 94+ 13 0.31 + 0.01 82+04 58+17 101.2 + 29.1
20 204 + 13 47 £ 04 82+ 16" 0.30 £ 0.02 83+05 44422 83.1 £ 34.1%
40 204 + 1.3 46 + 04 82+ 1.17 0.30 £ 0.01 95+ 07" 44+05 80.6 + 22.5"
80 203 + 1.2 43 + 04" 79 + 1.4 028 +0.02° 98+04" 40+13 594 + 1.0
160 163 + 5.1° 42 + 03" 6.5+ 2.1" 026 + 001" 102 + 06" 3.1 + 38" 264 + 342"
ICoo (ng L™") 160 (153-164) >160 34 (15-61) 152 (118-197) n.c 48 (15-148) 22 (12-34)
ICio (ngL™") 130 (118-148) 120 (92-164) 7.4 (1.4-18.2) 36 (21-50) 20 (2-60) 11 (4-20)
Strain 2 Control 21.0 + 0.0 44 + 04 104 + 1.2 0.33 £ 0.01 734+05 49+ 10 104.8 + 11.1
16 21.0 £ 0.0 39+ 01" 95+ 1.0 0.32 £ 0.01 75+05 49+ 07 973 4+ 13.7
37 21.0 + 0.0 3.8 + 02" 90 + 13" 0.32 + 0.02 76 +05 44+19 933 + 303
75 21.0 + 0.0 3.8 + 02" 82+ 12" 0.32 + 0.01 78 +£08 42+ 06 91.0 + 17.2
150 19.5 + 2.7 3.8 + 0.2° 77 + 08" 029 +010° 82+12 42+10 65.2 + 16.7
310 156 + 58" 3.7 + 0.2% 7.1 +£ 09" 025+ 002" 86+ 15 38+33 48.1 + 21.0"
ICoo (ng L™1) 264 (254-273) >310 80 (61-105) 260 (235-295)  n.c. 231 (118-417) 87 (57-117)
IC1o (ng L™1) 180 (169-197) 16 (9-25) 148 (116-181) 58 (14-126) 46 (24-70)
1Cy0 strain2/ICyg strainl 1.65 n.c. 235 1.71 n.c. 481 3.95
1C strain2/ICy strainl 1.38 n.c. 2.16 411 n.c. 2.90 418

3.3. Embryotoxicity and production of male juveniles

The direct exposure of deltamethrin can be critical for the eggs,
embryotoxicity and production of male juveniles as observed at
the highest deltamethrin concentrations after 21 days of exposure
(Table 4). For both strains and the majority of parameters, there is
an increase of embryotoxic effects with test concentration. In contrast
with reproduction 21d-IC;o values presented in Table 3, strain 2
seems rather more sensitive than strain 1. Production of male juve-
niles and development abnormality in daphnids can be produced by
various mechanisms like unfavorable culture conditions. Such condi-
tions cannot be retained in our experiments because no food depriva-
tion, crowding or photoperiod changes occurred Moreover these
good culture conditions were revealed by the number of neonates
per surviving adult in the controls (>100, Table 3).

Developmental abnormalities consisted of undeveloped second
antennae, curved or unextended shell spines (with diverse morphol-
ogy) and curved post abdomen spines in neonates of both strains
(Fig. 2). The neonate deformities affected 1.17 and 3.03% of the total
offspring respectively at 80 and 160 ng L™ ! of deltamethrin concen-
tration in strain 1. However neonate deformities affected 3.67 and
5.39% of total neonates at 150 and 310 ng L™ in strain 2. Such effects
have also been observed by Manar et al. (2009). The embryotoxicity
induced by deltamethrin through maternal exposure may be a result
of its ecotoxicity to the mothers, or of the maternal biotransformation

Table 4
Embryotoxicity parameters and percentage of male daphnids for both strains after a
21 day exposure to different deltamethrin concentrations.

Deltamethrin Total Undeveloped Curved or Curved Male
(ngL71) abnormal antennules inextended  post (%)
neonates (%) shell spines abdomen
(%) (%) spines
(%)
Strain  Control 0 0 0 0 0
1 9 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
40 0 0 0 0 0
80 1.17 0.12 0.75 03 0
160 3.03 0.28 2 0.75 2.65
Strain  Control 0 0 0 0 0
2 16 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0
75 0 0 0 0 0
150 3.67 03 2.76 0.61 0
310 5.39 0 436 1.03 0

of deltamethrin to an embryotoxic derivate, as it was described for
propiconazole (Kast-Hutcheson et al., 2001) and endosulfan sulfate
(Palma et al., 2009). Daphnids have to periodically discard their old
exoskeleton to grow in size with a process mediated by ecdysteroids,
also implicated in the control of both reproduction and embryogene-
sis (Subramoniam, 2000). The increase of abnormalities in embryonic
development may be related to the decrease of ecdysteroids in em-
bryos, because they are critical to normal embryonic development
(Creuzburg et al., 2007; Mu and LeBlanc, 2004).

In daphnids, parthenogenetic eggs differentiate depending on
environmental conditions which induce organisms to switch from par-
thenogenesis to gamogenetic reproduction (Ebert, 2011; Rodriguez et
al., 2007). Colbourne et al. (2011) suggest that the secret for this success
lies in the genome, with its strangely large repertoire of tandemly dupli-
cated genes and a high proportion of genes specific to the Daphnia
lineage.

The percentage of males was only registered with strain 1 at the
highest deltamethrin concentrations and is about 3% at 0.16 ug L~".
In contrast, no male neonates were produced at diverse deltamethrin
concentrations during the experiment conducted with strain 2.
Appearance of males in offspring has been observed with other sub-
stances such as chlordane (Manar et al., 2009) and endosulfan sulfate
(Palma et al., 2009). Oda et al. (2005) and Tatarazako et al. (2003)
reported also the production of males after treatment with the crusta-
cean juvenoid hormone methyl farnesoate and its insecticidal ana-
logs, methoprene and pyriproxyfen.

Sex determination of daphnids takes place just before (about 1 h)
egg deposition in the brood chamber (Zou and Fingerman, 2003) and
the production of males is an indicator of endocrine disruption (Oda
et al., 2005; Tatarazako et al., 2003). Our results show an increase in
sex ratio of D. magna at 160 ng L™ 'only with strain 1, which suggests
that strain 2 is less sensitive to deltamethrin. It can also be hypothe-
sized that deltamethrin could have distinct modes of action in the
two strains.

Deltamethrin has been detected recently in three surface waters
(Ebro River Delta) at concentrations ranging from 2 to 58.8 ng L™ !(Feo
et al,, 2010). These levels were in the same range than other results
obtained by Hanson et al. (2007) on freshwater communities with
mesocosms (9.6 ng L™!) or the lowest 21d-NOEC found in this study
(9 ng L1, Table 3) as well as the 21d-NOEC values (4 to 9 ng L™1)
found by McNamara (1991). It is important to notice that these latter
data are the single 21d-NOECs available in the literature, but they have
been presented in an old private company report, that has never been
peer reviewed, and used to define the Canadian deltamethrin water
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Strain 1: (A) Normal juvenile daphnid. (B1) Juvenile with curved or (B2) inextended shell
spine. (C) Juvenile with underdeveloped first antennae. (D) juvenile with underdeveloped first
antennae and curved shell spine (female). (E) Juvenile with crossed spine of post abdomen.

C D

E

Strain 2: (A) Normal juvenile daphnid. (B1) Juvenile with curved or (B2) inextended shell
spine. (C) Juvenile with deformed spine of post abdomen.

B1

C

Fig. 2. Developmental abnormalities elicited by deltamethrin exposure of both strains of Daphnia magna.

quality guidelines in place for protection of freshwater life (CCME, 1997)
thatis4 ng L~

4. Conclusions

This study highlights differences in terms of sensitivity and also
time dependent effect between two strains of D. magna exposed to
deltamethrin. Results from this study indicate that deltamethrin acts
on reproduction of daphnids by decreasing diverse life history traits
(e.g. juvenile number and growth). This decrease is attended by the
increment of development abnormalities and production of male off-
spring in a concentration-response relationship.

Future investigations would be required to clarify mechanisms of
male production and embryotoxicity to indicate the relevant mode
of action of deltamethrin and prove if it could act as an endocrine
disruptor for daphnids. These damages should be considered, because
deltamethrin contamination could be hazardous to aquatic ecosys-
tems, and this pesticide must be suitably used in agriculture to pre-
vent disorders in aquatic biota for diverse levels of food chain.
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Dans ce deuxieme chapitre, nous avons utilisétyd®linestérase (AChE) pour évaluer la
réponse observée apres 48h d’exposition vis-aeiguditre concentrations de deltaméthrine
et avec 3 souches @ magna.

Il faut noter que ce travail nous a permis deefaine synthese des différentes activités
spécifigues de [I'AChE observées cheR. magna en [I'absence de toxiques.
Nous avons ainsi pu comparer I'activité spécifigieel’ AChE des témoins des trois souches
de daphnies (Tableau 17). Les résultats montreatl'qutivité spécifique de 'AChE des
souches 1 et 2 sont relativement identiques (2,829 et 3,11 + 0,92 nmol nitnmg* de
protéines), en revanche celle de la souche 3 gstdéent supérieure (4,44 + 0,76 nmol hin
mg* de protéines). Ces variations (bien que faiblesjeeles témoins des trois souches ne
peuvent pas étre attribuées aux conditions expétates ni aux conditions de cultures,
sachant que les souches de daphnies sont maintdangdes mémes conditions et nourries
avec le méme mélange des 3 algues. Ces valeutérdems corroborent celles trouvées (3,5
nmol min* mg® de protéines) par Barata et al. (2004) aprés 48kpdsition et sont
nettement supérieures a celles enregistrées (£ r@mol mif- mg1) par Jemec et al. (2007)
respectivement pour deux souches de daphnies &l définies). De plus, en utilisant la
méme souche de daphnie (clone A) que les nétrexlies 1 et 3), Printes et Callaghan
(2003) ont enregistré, apres 48h d’exposition, waleur nettement encore plus faible (0,72
nmol min'mg?). Par ailleurs, avec le clone A, Diamantino ef{2000, 2003) et Guilhermino
et al. (2000) ont trouvé des valeurs beaucoup glliges de 'ordre de 8,25 a 8,90 nmol ' min
' mg! aprés 24h ou 48h d'exposition. Ces divers résultabntrent que les valeurs des
témoins sont situées dans la partie médiane dedighle des résultats de la littérature. De

plus, ils montrent qu’il existe des variations atilonales de I'activité spécifique de 'AChE
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dans les témoins qui peuvent étre corrélées i) facteur génétique (Soares et al., 1992), ii)

au nombre de pontes (Barata et al., 2001), iipndieu d’exposition (Printes and Callaghan,

2003) ou iv) aux conditions de cultures préalaliizsrd et al., 1989).

Activité spécifique

Méthode adaptée

R&fE de 'AChE Durée Ringage ou non des
éférence Souche . \ - pour la mesure de
(nmol/min/mg de d’exposition carapaces Pactivité Spacifi
rotéines) activité specifique
P de IAChE
Rincés avec un tampon
Présent souche 1 2,86 £ 0,29 d’homogénéisation
travail souche 2 3,11+0,92 48h mélangé avec de Détaillée dans
souche 3 4,44 + 0,76 I'acide éthylene chapitre M&M
diaminotétracétique
Souche de l'institut o Méthode d’Ellman
fur Wasser. Boden Rincés avec un tampon adaptée a des
. d’homogénisation ap
Jemec et al. und Lufthygiene 1,2 . > microplaques
48h mélangé avec de o
(2007) desUmweltbundesa 1.4 l'acide éthyléne comme décrite par
mt (Berlin) diamine tétraacétique Mancini et al.
(2004).
Souche de Méthode d’Ellman
Barata et al. laboratoire ao_laptee ades
) . 3,5 24h L microplaques
(2004) maintenu depuis Non rincées
1995 (Barata et al.,
2001).
Méthode d’Ellman
. . adaptée a des
eDtIZrln?gggg) Non définie 8,9 48h Non rincées microplaques

‘ (Herbert et al.,

1995).
Méthode d’Ellman
. . adaptée a des
Diamantino v, gefinie 8,4 48h Non rincées microplaques
et al. (2003)

: (Herbert et al.,

1995)
Méthode d’Ellman
Guilhermino clone A sensu 24h adaptée a des
et al. ; ' 8,51+1,33 Non rincées microplaques
Baird et al. 1989
(1996a) ' (Herbert et al.,
1995)
Méthode d’Ellman
adaptée a des
Guilhermino microplaques
et al. (2000) Non définie 8,25 and 8,5 48h Non rincées (Herbert et al.,

’ 1995) et optimisée
(Guilhermino et al.,
1996b)

Méthode d’Ellman
Printes and adaptée a des
Callaghan  clone A 0,72 48h Non rincées microplaques
(2003) (Fischer et al.,

2000).

Méthode d’Ellman
Printes et al. L adaptee a des
(2008) clone A 4,7+0.2 48h Non rincees microplaques

(Fischer et al.,
2000).
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Tableau 17 : Tableau récapitulant les activitééceigues de I'AChE des témoins, de
diverses souches dgaphnia magneet dans différentes conditions expérimentalesr R
tests, les juvéniles (<24h) sont nourris ou norcales algues.

En présence de deltaméthrine, durant une exposigoi8h, les résultats montrent une
inhibition significative de I'activité de 'AChE po les trois souches de daphnies. En termes
de LOEC, différentes réponses ont été enregistri@esouche 1 est beaucoup moins sensible
(LOEC = 80,6 ng ) que les souches 2 et 3 (LOEC = 20,1 nb).LLe calcul des CI20
(calculées a défaut des CI50 puisque les concantsatestées n’ont pas permis d’atteindre
une diminution de 50% de I'activité spécifique G&OhE pour aucune des souches) permet
une meilleure discrimination lorsqu’il s’agit de raparer la sensibilit¢é des souches qui
s’établit ainsi dans I'ordre suivant : souche 3omche 2 > souche 1 (tableau 18). Ce tableau
illustre parfaitement cet avantage (outre ceux @r&s par Stephan et Rogers en 1985), a
notre connaissance rarement souligné dans laalittér, de la détermination des CIx par
rapport aux LOEC.

CI20 AChE (ng[') | LOEC AChE (ng [)
Souche 1 27,9 80,6
Souche 2 1,5 <20,1
Souche 3 0,16 <20,1

Tableau 18 : Comparaison des CI20 et des LOEGwvetad |'activité spécifique de 'AChE
pour les 3 souches d@@mphnia magna

Les difféerences observées en présence de deltaneétiennent renforcer les différences
(bien que plus faibles) déja observées au niveaudataoins. Elles peuvent étre attribuées a

une différence au niveau du génotype testé (diffégrénter-clonale ou inter-souche).

L’ensemble de ces observations montrent que, darnsag de la deltaméthrine, l'activité
spécifique de 'AChE peut étre a la fois :

- un biomarqueur d’exposition car elle indique dggorganismes ont été exposeés (Depledge
et Fossi, 1994) ;

- un biomarqueur d'effet car il s’agit d’'une mesus@schimique réalisée sur un tissu
biologique et associée a un dommage (Allan e2@0§) ;

- un biomarqueur de susceptibilité car elle inditmueapacité d’'un organisme a répondre a
I'exposition en tenant compte des facteurs génésiqqui peuvent altérer la susceptibilité de
I'organisme a I'exposition (Van der Oost et al.02D

Compte-tenu que les trois souches ont été élevéedapt au moins trois ans et testées

exactement dans les mémes conditions, les varsatioregistrées pour l'activité spécifique de
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'AChE sont vraisemblablement dues au génotype. i@enprécédemment énoncé, ces

résultats posent question car les souches 1 eht3sapposées appartenir au méme clone, a
savoir le clone 5.
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ABSTRACT

In the present study, we explored the possibility of using the acetylcholinesterase (AChE) as a
biomarker after deltamethrin (pyrethroid insecticide) exposure with three strains of the
cladoceran Daphnia magna. Four calculated time-weighted deltamethrin concentrations (20.1,
40.3, 80.6 and 161.3 ng L") were tested with the control. Our results showed that after 48h of
deltamethrin exposure, all treatments induced a significant decrease of AChE activities
whatever the three considered strains. However, diverse responses were registered in terms of
lowest observed effect concentrations (LOEC: 80.6 ng L for strain 1 and 20.1 ng L™ for
strains 2 and 3) revealing differences in sensitivity among the three tested strains of D.
magna. Our results suggest that after deltamethrin exposure, the AChE activity responses can
be also used as a biomarker of inter-strain susceptibility (i.e., strain) specific response.
Moreover, our result show that strain 1 is the less sensitive in terms of IC50-48h of AChE,
whereas it become the most sensitive when considering the EC50-48h estimated in the

standard ecotoxicity test.

Keywords: Pyrethroid, biomarker, acetylcholinesterase, Daphnia magna, inter-strain

sensisitivity

1. Introduction

Biomarkers are efficient tools to identify perturbations of diverse physiological and
biochemical parameters and have been generally used to evaluate the exposure of organisms
to a range of pollutants in the environment, including pesticides (Peakall and Shugart 1993;
Stegeman et al., 1992). Among the most commonly used biomarkers, acetylcholineterase
(AChE) activity was widely employed to detect and reveal exposure in vertebrates (Sharma et

Khanna, 1993; Bocquené et al., 1997) and invertebrates (Barata et al., 2004; Bocquené et al.,
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1997; Xuereb et al., 2007) to organophosphate and carbamate insecticides. Indeed, AChE is a
main enzyme responsible of the rapid hydrolysis of acetylcholine at cholinergic synapses and
at neuromuscular junctions, allowing per consequent the control and modulation of neural
transmission.

Pyrethroids are among the most potent pesticides known (Silvério et al., 2009). They are
widely used in household, in field pest control particularly in agriculture and forestry because
of their high activity against a broad spectrum of insect pests (Villarini et al., 1998). They are
also employed for malaria control programs, for example in India (Ansari and Razdan, 2001).
The use of these compounds has been continuously increasing during the two last decades
(Oliveira et al., 2012): in 2008, they represented 15.1 % of the wordly market of insecticides
(Bodereau-Dubois, 2011). The excessive use of these neurotoxic pesticides could lead to
diverse damages after exposure of manufacturing workers and contamination of ecosystems.
Effects on diverse organisms have been recently reviewed by Fojut et al. (2012).

Deltamethrin (DM) is a synthetic type II pyrethroid (as it includes a cyano group) that is
known to be toxic to diverse aquatic organisms (US EPA, 2013). It acts primarily on the
nervous system especially on the voltage-dependent ion channel in excitable membrane but
also on various secondary targets involved in signal transduction, as pointed by Narahashi
(1992) or in up and down regulation of the proteome as registered by Toumi et al.
(submitted). According to Oliveira et al. (2012), acute ecotoxicity data (as LC 50) ranged
from 20 (Ceriodaphnia cf. dubia) to 5,130 ng L' (Poecilia reticulata), but Adam et al. (2010)
reported a LC50-48h of 4 ng L' with Gammarus fossarum. Concerning Daphnia magna, we
recently published acute and chronic ecotoxicity data (Toumi et al., 2013).

The cladoceran Daphnia magna (Straus, 1820) is a standard organism in ecotoxicology and is
routinely used as a model species to determine ecotoxicity of chemicals for risk assessment

(Pereira et al., 2010). This species has often been used in bioassays and environmental
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monitoring of aquatic systems because it is easy to maintain in the laboratory, has a short life
cycle and is sensitive to a large number of chemicals (Hanazato, 1998) such as
organophosphorus compounds (Barata et al., 2001; Guilhermino et al., 1996) and pyrethroids
(Ren et al., 2009; Toumi et al., 2013). It is largely known that organophosphorous and
carbamate pesticides induce reduction of AChE activity in D. magna, but other environmental
contaminants could also exert the same effect. In this respect, there are several studies
showing decrease of AChE activities under DM exposure with diverse aquatic organisms such
as fish, Cyprinus carpio (Balint et al., 1995; Szeglets et al., 1994) and Oncorhynchus mykiss
(Velisek et al., 2007), and crustacean Penaeus monodon (Tu et al., 2012). For example, in
carp (Cyprinus carpio), Balint et al. (2005) found that AChE activity was decreased by 28%
after a 24h DM exposure at 2pug L. Nevertheless some studies have reported increase of
AChE activity after DM exposure (Oliveira et al., 2012).

We have focused our study on the AChE activity of D. magna, because 1) this biomarker is
known as very useful to indicate that organisms have been exposed to a cholinesterase
inhibiting compound and ii) there is no previously published research showing effects of DM
exposure on D. magna AChE activity and what's more on diverse strains of D. magna. Thus,
the aim of this study was i) to reveal if AChE could be considered as a biomarker of
susceptibility after DM exposure of D. magna, and ii) to compare the AChE activities

between three strains to reveal D. magna inter-strain sensitivity.

2. Materials and methods

2.1. Test organisms

Experiments were conducted with three strains of D. magna. The strain 1 was maintained for
more than 35 years at the LIEC laboratory (Lorraine University, France) and it has been

identified previously as clone A by the laboratory of Professor Calow, Sheffield University,
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UK. The strain 2 was obtained from the National Institute for Environmental Studies (NIES,
Tsukuba, Japan). This strain has been maintained for more than 5 years at the LIEC
laboratory, but its clonal identification remains unknown. The last strain (strain 3) was
obtained from IRSTEA (Lyon, France), it was also identified as clone A by the laboratory of
Professor Calow, Sheffield University (UK), and it was maintained for more than 3 years in
LIEC laboratory.

In our study, we defined the term “clone” as an identified strain according to the classification
given by Baird and Barata (1998) and consequently the term “strain” was also used when the
clone was not identified. As strains 1 and 3 were identified as clone A (also known as clone 5)
and strain 2 was not identified, we have chosen to employ the same term (i.e. strain) all along
the manuscript.

The three strains were reared under the same laboratory conditions for a long time (see
above). Briefly, parthenogenetic cultures were reared in 1 L aquaria at 20°C with a mixture
(20/80) of Lefevre-Czarda (LC) medium (Ionescu et al., 2006) and French (Volvic) mineral
water with a hardness of 250 mg L (expressed as CaCO;). The daphnids were maintained
under a 16-8 h light-dark photoperiod and at a density of 40 animals per liter (Manar et al.,
2009). The culture medium was supplemented with a mixture of vitamins (0.1 ml L™)
containing thiamine HC1 (750 mg L™), vitamin B12 (10 mg L"), and biotine (7.5 mg L") and
was renewed three times weekly. Daphnids were fed with a mixture of three algal species :
5%10° Pseudokirchneriella subcapitata/Daphnia, 2.5%10° Desmodesmus
subspicatus/Daphnia, and 2.5x10° Chlorella vulgaris/Daphnia. These algae have been

cultured in the laboratory with LC medium for more than 35 years giving satisfactory results.

2.2. Test chemical
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The chemical name of DM (CAS 52918-63-5, C,H 9Br;,NOs3) is (s)-Cyano-(3-phenoxyphen)
methyl (IR)-cis-3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate). DM is the
active substance of the formulation DECIS EC25 (25 g L") commercialized by Bayer
(Germany) that was tested in this study. Because this formulation is readily soluble in water,

all the experimentations were made without solvent.

2.3. Bioassays

Two different series of bioassays have been performed. A first series was carried out to
determine the acute ecotoxicity of DM on strain 3 (data related to strains 1 and 2 were
published elsewhere by Toumi et al., 2013). A second series was run to explore the effect of
DM on the AChE of the three strains with a slightly modified procedure.

Acute ecotoxicity of DM was determined during 24 and 48 h of exposure using nominal DM
concentrations from 0.25 to 51 pg L. Experiments were performed according to the
International Organization for Standardization procedure 6341 (ISO, 1996) for the
determination of mobility inhibition of D. magna. Briefly, four replicates of five neonates
(aged < 24 h) were placed in glass test tubes containing 10 ml for each test concentration and
control. The neonates were not fed during the test. The assessment endpoint examined was
immobilization. More precisely juveniles that were able to swim were considered mobile and
those which still moved their antennae but did not swim within 15 seconds after a gentle
shaking were considered immobile.

For AChE effect experimentations, exposure design was similar to acute ecotoxicity tests
design defined by ISO (1996) except that twenty juvenile (<24h) of each strain were placed in
60 mL glass beakers containing 50 mL of test solution, thus daphnid density is the same as in
the acute bioassay. For each strain, four different nominal DM concentrations (37.5, 75, 150

and 300 ng L") were tested with three replicates : each replicate consisted in five vessels and
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each vessel containing at the departure twenty daphnids. Daphnids were not fed during the
test. After 48 hours of static exposure, there were no mortality in controls and the three lowest
concentrations, but at a nominal concentration of 300 ng L, a maximum of 30% mortality
was observed for the strain 1. Dead daphnids were strictly eliminated and removed in order to
use only alive organisms, and then animals from 5 beakers were pooled in order to have
sufficient biological material for AChE analysis. Finally, three replicates were made by

treatment.

2.4. Analytical determinations

At three times (0, 24 and 48h), DM was extracted from test solutions with dichloromethane
(CH,Cl,). After extraction, the solvent was concentrated to 1 mL with a rotary evaporator
maintained at 45°C and 800 mbar to evaporate CH,Cl,. DM was analysed using a gas
chromatograph equipped with an ion trap mass spectrometer (FOCUS-ITQ 700
ThermoScientific Inc) in electronic impact mode. DM extract was injected (2 puL) in the
splitless mode (1 min) on a Varian VF 5 capillary column (30mx0.25mmx0.25um film
thickness) and detection was made in MSMS mode (parent ion 181 m/z ; daughter ion: 153
m/z). Detection and quantification limits were calculated for the extract as 0.2 and 0.5 pL™
respectively with an uncertainty of 8 %. After 24 and 48h nominal concentrations decreased
by 45.40 % and 73.95 %, respectively. Therefore we expressed each tested concentrations by

measured time-weighted means (TWM) according to the equation below (OECD, 2008).

Conc do0 — Concd1 Conc d1 — Conc d2 /
Ln(Conc do0)- Ln (Conc d1) Ln(Concd1) — Ln (Conc d2)

TWM =

where Conc dx is the concentration at the considered day .
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2.5. Enzyme activity determinations

Daphnids were rinsed 3 times with 2 mL of homogenization buffer (phosphate buffer 50 mM,
pH 7.0) combined with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 5 mM in order to remove
potential DM adsorbed on their carapace (Jemec et al., 2007), and eliminate the bias caused
by possible in vitro interactions.

Using a ball mill homogenizer (RETSCH, MM301, ball size = 0.1mm), each sample of
daphnids was homogenized in 0.6 mL of homogenization buffer (phosphate buffer 50 mM,
pH 7.0) during 3 min (30 Hz), and then centrifuged during 15 min at 15,000 g and 4°C. The
enzyme activities in each sample were measured in triplicate, and determined according to the
method of Ellman et al. (1961) slightly modified by Jemec et al. (2007). The reaction mixture
(5 ml) was prepared in potassium phosphate buffer (100 mM, pH 7.4) containing
acetylthiocholine chloride (1mM) and 5,5" dithiobis-2-nitrobenzoic acid (0.5 mM), then 100
uL of protein supernatant were added to start the reaction. The absorbance at 412 nm was
measured at 25°C during 15 min with a spectrophotometer UVIKON 933. AChE activity was
expressed in nmoles of acetylcholine chloride hydrolysed min” mg" of protein (extinction
coefficient =13,600 M ' cm™"). The protein concentration in the samples was also determined
in triplicate by the Bradford method (Bradford, 1976), using bovine globulin (BIORAD

5000204) as standard.

2.6. Statistical analyses
Acute EC50 values were calculated by a non linear regression on Hill’s model using

REGTOX software (version 7.0.3, available at

http://www.normalesup.org/~vindimian/fr_index.html):  briefly a Microsoft Excel®
spreadsheet (Redmond, WA, USA) enabled automated macro-calculation of EC50 values.

The homogeneity of variances and normality among replicates were tested by Bartlett’s test
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and Kolmogorov-Smirnov test, respectively. LOECs were determined by one-way analysis of
variance followed by Dunnett’s post hoc test. Significant differences were established at
p<0.05 and performed with Statistica 6.0 software. AChE IC50-48h (i.e. after 48h of
exposure) values were estimated using the Inhibition Concentration (ICp) method (US EPA,
1994). This method provides, by interpolation, a point estimate of a single concentration
causing a specified percentage effect. Statistically significant differences between 1C50-48h
values were determined using a new method. Briefly, random sampling of thirty data was
taken from each confidence intervals given by the ICp method. Then, the three populations of

random values were compared by ANOVA followed by Tukey test at the 5% level.

3. Results and discussion

All strains satisfied the validity conditions of the ISO standard (1996) in terms of control
mortality and potassium dichromate sensitivity. The DM acute ecotoxicity on strain 3 was
found slightly higher than strains 1 and 2 (Table 1). As 95 % confidence intervals were not
overlapping, the EC50 of strain 3 was estimated significantly higher than both other strains.
AChE specific activities of the three controls showed no statistically significant differences,
but AChE specific activity of strain 3 controls was higher (4.44 + 0.76 nmol min" mg" of
proteins) that both other strains (2.86 + 0.29 and 3.11 + 0.92 nmol min™ mg" of proteins,
respectively). These variations can not be attributed to variation of experimental conditions
because the strains were maintained under the same culture conditions, fed with the same
mixture of algae for at least three years and the same conditions were applied during DM
exposure (see Material and Methods). By consequence, it is assumed that these variations
could be probably assigned to genetic variation.

The control values we observed were in agreement and in the range with those reported by

Barata et al. (2004) after 24h of test experimentation (3.5 nmol min™ mg'1 of proteins). It was
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also interesting to compare our results with those of Jemec et al. (2007) because we used the
same experimental conditions. It is likely that the observed differences (more than a factor
two) could be due to the tested strain or to some suspected differences in culture conditions.
Although we used the same strain (i.e. clone A) as that used by Diamantino et al. (2000, 2003)
and Guilhermino et al. (1996, 2000), they reported, after 24h or 48h of test experimentation,
higher control values than ours (ranging from 8.25 to 8.90 nmol min” mg’ of proteins).
However, using the same clone, Printes and Callaghan (2003) found, in controls, a value of
0.72 nmol min™' mg" of proteins after 48h of test experimentation. Moreover, the same team
later reported an AChE specific activity of ca. 4.7 + 0.2 nmol min"' mg™ of proteins in fed
controls (Printes et al., 2008). All these data demonstrate that there is a lot of variation in
ACHhE specific activity when examining literature results. These variations could be related to
inter-clonal (or inter-strain) or intra-clonal (or intra-strain) differences. The former can be
attributed to genetic heterogeneity (Soares et al., 1992), and the latter to the use of neonates
from different broods (Barata et al., 2001) or to the culture medium as was the case for D.
similis (Printes and Callaghan, 2003). The presence of food could also have some effects but
this factor has not been yet evaluated.

After exposure to DM, AChE activities showed a monotonous concentration dependence with
the three strains of D. magna. LOECs were < 20.1 ng L™ respectively for strains 2 and 3, and
80.6 ng L' for strain 1 (Figure 1). Compared to controls, residual activities were very
different (99%, 45% and 38%) at 20.1 ng L™ and very similar (29%, 20% and 27%) at 161.3
ng L for strains 1, 2 and 3 respectively. Taking into account that culture conditions were
identical for all the daphnids, it is obvious that such differences are related to sensitivity
differences between these three strains. Acute and chronic bioassays conducted with strains 1
and 2 have also been characterized by sensitivity differences after DM exposure (Toumi et al.,

2013) confirming that decrease in AChE activity is also strain specific and suggesting that
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ACHhE activity could also be a biomarker of susceptibility. The significant decrease of AChE
activities after 48 h of DM exposure, suggests that it could be employed and extended as a
biomarker to other pyrethroids when D. magna is used as a test organism.

The current study is in good agreement with previous research concerning the effects of DM
in diverse species. For example, AChE activity decreased in heart and intestine of the carp C.
carpio (Szeglets et al., 1994). For the same organism, Balint et al. (1995) also found a
decrease of blood serum AChE activity. Velisek et al. (2007) showed a decrease in ChE after
acute exposure of rainbow trout (O. mykiss) to DM. Muscle AChE activity was also decreased
in the black tiger shrimp (P. monodon; Tu et al., 2012). In contrast, Oliveira et al. (2012)
found an increase in muscle ChE and eye AChE activities in the common prawn (Palaemon
serratus). Table 1 resumes IC50-48h (i.e. values at which 50% of AChE specific activities
were inhibited) and EC50-48h (i.e. concentrations at which 50% of the number of neonates
were immobilized). It appears that strain 1 was the most sensitive strain when considering the
EC50-48h, but the less sensitive strain when considering the IC50-48h. Ratios between both
measurement endpoints varied greatly between 0.02 (strain 3) and 0.18 (strain 1). Similar
ratios observed after exposure of D. magna to DM were not found in the literature. But,
greater ratios were found after exposure to other non-pyrethroid insecticides on D. magna :
0.36 to 0.90 (Printes and Callaghan, 2004) and 0.26 to 0.73 (Sturm and Hansen, 1999). The
diverse ratios of AChE IC50 to EC50 found with the three strains of D. magna after DM
exposure could be the result of the indirect association between toxic effects and AChE
inhibition. According to Printes and Callaghan (2004), the relationship between AChE
inhibition and immobility is different for diverse tested pesticides. Moreover, our finding
showed for the three strains and with the same pesticide (DM), the relationship between
AChHE inhibition and mortality is different and thus could reflect the genetic heterogeneity

registered.
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In this study, we observed a decrease in AChE activity linked probably to the well known
mechanistic action on the voltage-dependent sodium channels of excitable membranes,
inducing a prolongation of the sodium current during excitation caused by membrane
depolarization (Narahashi, 1992). Moreover, as a type II pyrethroid, DM lets the sodium
channels open for a longer period than type I pyrethroid (Schleier and Peterson, 2012). In
Paramecium tetraurelia exposed to DM, De Ondarza et al. (2005) have proposed that the Gy
could be a potential target of pyrethroids, thereby modifying the interaction between
alsubunit of the calcium channels and GPy. As concerns insect sodium channels, the
molecular basis of DM action is not known (Du et al., 2009), thus the mode of action
proposed by De Ondarza et al. (2005) could be also effective with sodium channel. But, Du et
al. (2009) have observed that DM interacts with a particular aminoacid sequence in the
intracellular linker connecting domains II and III of cockroach sodium channel. Moreover,
one additional target of DM is the membrane chloride channel (Burr and Ray, 2004). Previous
studies have also reported that exposure to DM may trigger the generation of reactive oxygen
species (Sayeed et al., 2003) inducing a situation of oxidative stress in macro-invertebrates
(Hernandez-Moreno et al., 2010). For example, in the black tiger shrimp (P. monodon), Tu et
al. (2012) observed a significant increase of some oxidative stress biomarkers. Again, Oliveira
et al. (2012) also showed modifications (increase and/or decrease) of some oxidative stress
biomarkers, as well as continuous inhibition of the swimming velocity of the prawn P.
serratus. Clearly DM toxicity is likely to be more complex than originally thought and will
depend on the interaction with different physiological and biochemical systems. Indeed,
Amiard-Triquet (2009) reported that several studies investigated relationships between
behavioral disruption and AChE inhibition. More recently, Ren et al. (2009) also observed

that behavioral responses of D. magna were affected by DM exposure time and concentration.
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This behavioral impairment could be related to allocation of energy for detoxification and

antioxidant protection instead of swimming activity as postulated by Oliveira et al. (2012).

4. Conclusion

This study shows that DM induces a decrease in AChE activity with the three strains of D.
magna. Such results confirm that AChE could be used as a DM biomarker of exposure with
the cladoceran D. magna. However, differences in sensitivity were registered between strains
for the controls and in terms of LOECs after DM exposure, which suggest that there is an
interclonal (or interstrain) variability in AChE activities. In consequence, AChE activity can

be employed as a biomarker of exposure and susceptibility in case of D. magna DM exposure.
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Fig. 1. Acetylcholinesterase specific activities of the three strains (1, 2 & 3) of D. magna after 48h of
deltamethrin exposure (mean for three replicates + standard deviation).
*. significant statistical differences compared to control (p< 0.05, Dunnett’s test).
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Table 1: Relationship between acute toxicity (EC50 48h) of deltamethrin on the three
Daphnia magna strains and effect on acetylcholinesterase specific activities (IC50-48h) in
ng L. Values are expressed as measured concentrations (see M & M).

Strains EC50-48h IC50-48h IC50/EC50
(Immobility) (AChE)

Strain 1 0.32 (0.21-0.43)" 0.058 (0.040-0.072) 0.18

Strain 2 0.63 (0.53-0.72)" 0.018 (0.015-0.064) 0.03

Strain 3 0.88 (0.79-0.98) 0.016 (0.014-0.024) 0.02

* values have been determined in a previous study (Toumi et al., 2013)



Figure captions

Fig. 1. Acetylcholinesterase specific activities of the three strains (1, 2 & 3) of D. magna after 48h of
deltamethrin exposure (mean for three replicates + standard deviation).
*. significant statistical differences compared to control (p< 0.05, Dunnett’s test).
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Chapitre 3:Etude de I'écotoxicité du malathion sur trois dmes de
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Article 3: Acute and chronic effects of an endocrine disrupto malathion
(organophosphorous, pesticide), on three strains oDaphnia magna (Crustacea,
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Ce troisieme chapitre se rapporte a une étude a@tipe entre trois souches Be magna
vis-a-vis du malathion. Pour ce faire, des testcatoxicité aigus et chroniques ont été
réalisés comme pour I'étude précédente de la déttaime afin de :
1) déterminer les différences de sensibilité emésr de CE50-24h et 48h entre les
trois souches de daphnies ;
2) évaluer les effets chroniques (21 jours) du thada sur la mortalité, la croissance
et la reproduction dans le but de déterminer adssidifféerences de sensibilité entre
les trois souches de daphnies ;
3) caractériser les effets embryotoxiques qui peuve& traduire par diverses
malformations touchant les juvéniles des trois Beacde daphnies, ainsi que
I'apparition de méales dans la descendance normalepaethénogénétique ;
4) déterminer les différences de sensibilité paddeage de l'activité spécifique de
'acétylcholinestérase afin de révéler si cellepeut étre employée comme

biomarqueur d’exposition, d’effet et de suscepitibil

Chaque souche a fait I'objet d'un test de réféeeacec du dichromate de potassium
(K2Cr,0y). Les valeurs sont les mémes que celles présemtéesdemment dans le chapitre 1

de la partie Résultats (cf. tableau 10). En efieys avons systématiquement procédé a la
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réalisation d'un test dichromate de potassium awdrdque type d’essai qui s’est fait
simultanément sur la deltaméthrine et le malathi@s. résultats répondent aux conditions de
validation du test standardisé ISO (1996) avecQles0-24 et -48h comprises entre 0,6 et 1,7
mg L. Evidemment, les conclusions sont les mémes qiesdeurant au chapitre 1 de la
partie résultats, a savoir que la souche 1 estg#usible que la souche 2, elle-méme plus
sensible que la souche 3.

Les tests aigus réalisés avec le malathion ont ipatimbserver une différence de sensibilité
entre les trois souches de daphnies. Comme liidusttableau 19, la souche 1 (CE50-48h =
0,36 pg LY est plus sensible que la souche 2 (CE50-48h 4 0giLY), qui est elle-méme
légérement plus sensible que la souche 3 (CE5G-4846 g ).

CE50-24h (ug L) | CE50-48h (ug L)) | CE50-24h / CE50-48H
Souche 1 0,53(0,50-0,56) 0,36(0,33-0,39) 1,47
Souche 2 0,70(0,59-0,80) 0,44(0,31-0,60) 1,59
Souche 3 0,75(0,72-0,78) 0,46(0,42-0,50) 1,63

Tableau 19 : Récapitulatif des CE50 -24h et 48liédeur rapport) des tests aigus réalisés
avec le malathion pour les trois souches de daphnie

La courbe SSD regroupant les différentes valeenmouvées dans la littérature (cf.
tableau 3 de la publication) avec ceux de nos swighes de daphnies, montre que les CE50-
48h obtenues sont situées dans la partie inférgiifa courbe. En outre, les résultats des tests
aigus 24h et 48h sont relativement homogenes. apports des CE50-24h/CE50-48h du
malathion varient ainsi peu et sont comparablesux obtenus avec le test de dichromate de
potassium (cf. tableau 10 Chapitre | de la parésuRats).

Les résultats des tests chroniques ont permisalliéy, comme précédemment,
plusieurs parameétres biologiques a savoir la mitétdh croissance (taille de la daphnie) et
différents parametres relatifs a la reproductiaurjde premiére ponte, nombre de pontes,
nombre de mues, nombre de nouveaux nés). Le tal#@asynthétise I'ensemble des
parametres d’écotoxicité que nous avons calcul&xeption du jour de premiere ponte (qui
lui augmente), nous avons enregistré une diminutggnificative en fonction des
concentrations testées de malathion pour tous &anpetres biologiques chez les trois

souches de daphnies. Comme dans le cas de I'étsdefféts de la deltaméthrine, nous avons
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choisi d’exprimer nos résultats chroniques en terge CI10 et CI20, ainsi que de NOEC et

de LOEC.
Paramétres Longévité Taille Nombre de mues Taux de Nombre de Nombre de
mesurés (Jours) (um) croissance pontes nouveaux nés
intrinséque (r) par adulte
Souche| IC20 >180 >180 >180 18.7 (14.4-24.6) 22.6 (8.8-67.5) 10.4 (6.8-22.0)
1 IC10 20.5(8.3-51.0) | 35.6 (n.c.) | 34.6 (8.8-106.9) 7.2 (6.1-9.0) 7.3(4.3-13.2) 4.7 (3.7-7.0)
NOEC 11 11 22 <11 <11 <11
LOEC 22 22 45 <11 <11 <11
Souche| IC20 173.5 (n.c.) >220 53.5 (26.7-142.2) 196.6 (n.c.) 72.2 (n.c) 29.4 (9.6-78.0)
2 IC10 114.0 (n.c.) >220 249 (12.2-54.3) | 79.0 (37.0-122.8) | 34.1(11.5-88.0) | 10.8 (5.8-20.5)
NOEC 110 27 13 27 55 13
LOEC 220 55 27 55 110 27
Souche| IC20 >230 >230 153.7 (n.c.) 178.6 (171.2-185.8) 64.2 (13.2-106.3)| 21.4 (15.4-54.2)
3 IC10 220 (n.c) 119.7 (n.c.) | 58.2(43.7-76.7) | 131.2 (123.9-138.7) 10.0 (6.7-13.4) 12.6 (7.4-17.4)
NOEC 115 57 29 115 14 <14
LOEC 230 115 57 230 29 <14

Tableau 20: Récapitulatif des CI120, CI10, NOEC @EIC (exprimées en ng) relatives aux

différentes variables mesurées (la variable cooedant au nombre de jours de premiere
ponte a été exclue compte-tenu que c’est une Vargah augmente avec les concentrations).
n.c. = intervalles de confiance non calculablesdwdogiciel ICp.

Les NOEC/LOEC sont parfois tres différentes de$0@Z120 comme par exemple

dans le cas de la taille de la daphnie (souch€E@nme précédemment évoqué dans I'étude

portant sur la deltaméthrine, ce fait est lieux daibles fourchettes de variation autour de

chaque moyenne entrainant des NOEC/LOEC faibles) &t la taille de la daphnie qui

diminue tres faiblement en fonction des concemnsticroissantes testées. En revanche, les

quatre parametres d’écotoxicité sont relativemettéents, comme par exemple pour le

nombre de juvéniles par adulte (souche 1). Lesrsigevariables mesurées ont été classées en

fonction de leur sensibilité pour les trois souctheslaphnies en termes de CI10 et de NOEC

respectivement dans les tableaux 21 et 22.
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Ordre de sensibilité

Souche 1 | CI10 Nb juvéniles < Taux r< Nb pontes < Longévité< Nb mues< Taille

Souche 2 | CI10 Nb juvéniles < Nb mues Nb pontes < Taux r < Longévité < Taille

Souche 3 | CI10 Nb pontes < Nb juvéniles < Nb mues< Taille < Taux r < Longévité

Tableau 21 : Classement, établi selon le tableawl@§ différentes variables mesurées pour
les CI10 des 3 souches (en gras figurent les datiables qui sont majoritairement les plus
sensibles pour les 3 souches).

Ordre de sensibilité

Souche 1 | NOEQC Nb juvéniles = Nb pontes = Taux< Taille = Longévité < Nb mues

Souche 2 | NOECQC Nb juvéniles = Nb mues < Taille = Taux r < Nb pontes < Longévité

Souche 3 | NOEQC Nb juvéniles < Nb pontes < Nb mues < Taille < Taux r = Longévit

Tableau 22 : Classement établi selon le tableade2ifférentes variables mesurées pour les
NOEC des 3 souches (en gras figure la variableegiumajoritairement la plus sensible pour
les 3 souches).

Le tableau 21 permet d’observer qu’en termes dé,de nombre de juvéniles par
adulte et le nombre de pontes sont les variabteplies sensibles dans le cadre de cette étude.
Par contre en termes de NOEC, c’est toujours lebmerde juvéniles par adulte qui est la
variable la plus sensible (tableau 22). Néanmope, souci de comparaison avec la
deltaméthrine (tableau 15), nous avons fait figaréa fois le nombre de juvéniles par adulte

et le nombre de pontes au sein du tableau 23.

Nombre de nouveaux nés par adulte Nombre de pontes

CI10 (ng L' NOEC (ng L) CI10 (ng Y | NOEC (ng LY
souche 1 4,7 <11 7,3 <11
souche 2 10,8 13 34,1 55
souche 3 12,6 <14 10 14

Tableau 23: Récapitulatif des CI10 et des NOEC pmmombre de nouveaux nés par adulte
et le nombre de pontes pour les 3 souches de dggphni

Il ressort du tableau 23 que les CI10 sont coraprentre 4,7 et 12,6 pour le nombre
de nouveaux nés par adulte et qu’elles sont plexséék, chez les souches 1 et 2, pour le
nombre de pontes. Quant aux NOEC, elles sont psdaimee de I'autre sauf pour la souche 2.
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Le test chronique nous a permis d’étudier aussinlbigyotoxicité du malathion sur les trois

souches de daphnies (tableau 24). Les diversesmmalfions observées sont illustrées sur la

figure 2 du manuscrit soumis.

%

%

%

%

Malathion| Effectif _ _ _
moyen Total des Malformation| Malformations| Malformations
(ng LY examiné | juvéniles avec| s au niveau de I'épine de I'épine du
malformations| de I'antenne caudale post-abdomen
Témoin | 116,80+29,9 0 0 0 0
11 86,90+35,50 0 0 0 0
Souchel 22 80,40+20,82 0 0 0 0
45 74,00£18,09 0 0 0 0
9C 72,70+18,85 4,8 0 4,5¢ 0,27
18C 69,90+24,02 11 2,2 4,72 4
Témoin | 100,10+11,5 0 0 0 0
13 87,20+28,27 0 0 0 0
Souche 2 27 79,00+14,88 0 0 0 0
55 76,80£12,04 0 0 0 0
11C 71,10+£17,07 2,6¢€ 0,5¢€ 1,6¢ 0,4z
22C 58,00+17,19 5,84 1,0z 3,44 1,37
Témoin | 102,10+7,35 0 0 0 0
14 90,70+10,61 0 0 0 0
Souche 3 29 90,0017,13 O O O O
57 80,00+8,50 0 0 0 0
11F 72,70+10,02 1,2 0 1,25 0
23C 60,80+13,81 3,1z 0 3,1z 0

Tableau 24 : Etude de I'embryotoxicité (développente malformations) chez les 3 souches
de daphnies aprés 21 jours d’exposition au malatflie colonne % de males n'a pas été

indiguée parce qu'il n'y a pas eu apparition deasal

Les pourcentages totaux de malformations desdmishes sont trés différents pour la

plus forte concentration testée (11%; 5,84% €2 $plrespectivement pour les souches 1, 2 et

3). Nos résultats corroborent aussi les observatmmacédentes et montrent que la souche 1

est plus sensible que la souche 2, elle-mémesglnsible que la souche 3 tant pour les plus

faibles concentrations auxquelles ces malformatapparaissent (90 puis 110 et enfin 115 ng
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L™ respectivement pour les souches 1, 2 et 3) que lpsupourcentages de nouveaux nés
avec malformations.
Les malformations enregistrées au niveau de laethelsmce touchent plusieurs organes de la
daphnie. Nous avons observeé essentiellement gcitefi2 du manuscrit soumis) :
* des malformations au niveau des antennes : agsedes sont rétrécies et dépourvues
de soies sur les deux rames ;
* des malformations au niveau de I'épine caudat&formations, inextensions ou
encore simples ébauches ;
* des malformations au niveau des deux épines @esodu post-abdomen : non
accolement et déformations.
Nous n’avons pas enregistré d’apparition de méées da descendance des trois souches de

daphnies apres exposition au malathion.

Malgré le fait qu'il est bien connu que I'AChE ast biomarqueur spécifique aux
organophosphorés, nous avons procédé au dosagendectvité spécifique pour les trois
souches de daphnies afin de révéler :

v s'il existe une différence de sensibilité entretégmoins ;
v s'il existe des différences de sensibilité en terhe NOEC et LOEC.

La comparaison des activités spécifiques de I'A@BE témoins pour les trois souches
de daphnies montre que celles des souches 1 eit 2etativement similaires (3 et 2,82 nmol
min® mg* de protéines) ; en revanche, celle de la souchst 3¢gérement supérieure (3,9
nmol min® mg' de protéines). Ces données corroborent les résutlas témoins
précédemment fournis dans le chapitre 1. Ces w@rgi{bien que faibles) entre les témoins
des trois souches ne peuvent étre attribuées ni camxlitions expérimentales ni aux
conditions de cultures puisque les daphnies soimteraies dans les mémes conditions et
nourries avec la méme quantité du mélange desugslg

Aprés 48h d’exposition au malathion, les résultateontrent une inhibition
significative de I'activité de I’'AChE pour les t®souches de daphnies. En termes de LOEC,
les valeurs enregistrées montrent que la sou@se thoins sensible (LOEC= 120 ng)lque
les souches 2 et 3 (LOEC= 60 ng)LLes valeurs des CI50-48h correspondant a Iiitibito
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de 50% de l'activité de 'AChE (tableau 25) montrene différence de sensibilité entre les
trois souches de daphnies, cependant cet ordrerdgbgité n’est pas le méme que celui du
test aigu et chronique. Cette observation restgpbqeler.

CE50-48h CI150-48h Cl10

Immobilité AChE Nombre de nouveaux nés
Souche 1 0,36 > 0,24 4.7
Souche 2 0,44 0,05 10,8
Souche 3 0,46 0,01 12,6

Tableau 25 : Comparaison des CE50-48h, des CI50rdi@hives a l'activité spécifique de
I’AChE et des CI10-21j (nombre de juvéniles) pas B souches deaphnia magna

Les résultats de cette étude, avec le malathiomtnent que les variations enregistrées pour
'ensemble des variables biologiques mesurees pe@ee raisonnablement attribuées a une

différence au niveau du génotype testé (différenmizz-clonale ou inter-souche).
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Acute and chronic effects of an endocrine disruptqgr malathion
(organophosphorous pesticide), on three strains @aphnia magna

(Crustacea, Cladocera)

Héla TOUMI? Moncef BOUMAIZA!, Maurice MILLET, Claudemir Marcos
RADETSKI*, Baba Issa CAMARA Vincent FELTEN and Jean-Francois
FERARD".

ABSTRACT

Acute and chronic ecotoxic effects of organophosph® insecticide malathion (Fyfanon 50
EC 500 g [*) were investigated on three strainsDEphnia magnaThe nominal effective
concentrations immobilizing 50% (EC50) of the dagerafter 24h and 48h were 0.53 and
0.36 ug [}, 0.70 and 0.44 pgt, 0.75 and 0.46 pgifor the strains 1, 2 and 3 respectively.
There was an increase in malathion ecotoxicity witte of exposure as confirmed by chronic
studies. In fact, after 21 days of exposure, sicailt effects on survival (LOECs) were
recorded at malathion concentrations of 22, 220 28@ ng L' for strains 1, 2 and 3
respectively. Other endpoints were also examinaduamng reproduction (with different
parameters), body length and embryotoxicity. ICsbh@ 1Cs20 were calculated for these
different parameters. ICs10 ranged between 4.7derthan 220 ng Lfor the three tested
strains. The most sensitive parameter was the nuafbeonates per adult (ICs10 = 4.7 and
10.8 ng L* for strains 1 and 2, respectively) or the numiebroods (IC10 = 10 ngt for
strain 3). Moreover, an increase in embryo devekmnabnormalities was observed at the
two highest tested malathion concentrations. Abmditres consisted of undeveloped second
antennae, curved or unextended shell spines, aneectypost abdomen spines in live
neonates. Results suggest that malathion couldsaah endocrine disruptor Ih magnaas it
interferes with development. It also induces a ifitant decrease of acetylcholinesterase
activities for the three strains. Both strains & 8rseemed more sensitive (LOECs =60 hg L
1 than strain 1 (LOEC = 120 ng"). Our results suggest that the AChE activity resgocan
also be used as a biomarker of interstrain (orctdgaal) susceptibility (i.e., strain (or clone)

specific response).

Page 92



Résultats : chapitre 3

Keywords: Malathion, Daphnia magna Reproduction, Endocrine disruption,

Acetylcholinesterase.

1. INTRODUCTION

Water pollution continues to be a very serious @l because freshwater organisms are
constantly exposed to environmental contaminanth s metals, pesticides, and diverse
mixtures of contaminants. Since 1930, organophaspisocompounds have been frequently
used in agriculture (Damasio et al., 2007; Guilnaoret al., 1996). According to Segawa et
al. (1991), there is an average level of 49.4 jtgrialathion in freshwater ponds and 9.38 pg
L in swimming pools sampled immediately after apgln. The average level of
malaoxon, a bioactivated analog of malathion (Haaaet al., 2003) was 0.80 pg'lin the
ponds and 16.5 pgLin the swimming pools (Segawa et al., 1991). Madat was detected

in 4 of a total of 949 stream samples in southemtafo agricultural watersheds at
concentrations of 0.24-1.8 pg'LBraun and Frank, 1980). In the USA, malathion was
detected in a surface water at a concentration1® fig L* and in drinking water at a level of
0.1 pg L* (ATSDR, 2000). Malathion was also detected in gowater in some wells, in
Mississippi (0.030-0.053 pg1), in Virginia (range 0.007-6.17 pg').and in California (0.32
g LY.

The use of malathion is widespread to control mitegs, fruits and tobacco pests,
ectoparasites and human body lices (Bouchard e2@D3). Malathion is known to induce
ecotoxic effects throughout its bioactivated anateglaoxon (Hazarika et al., 2003), and it
has caused several neurotoxic effects in both haraad animals (Vidair, 2004). Some years
ago, it was recognized that malathion had a higficity toward insects but low toxicity
toward fish and mammalsThis selective toxicity is due to active enzymes as
carboxylesterases and glutathione S-transferasesvemebrates which can decrease
intoxication by malathion (Pathiratne and Geor@98). Daphnia magnas routinely used as

a model species to determine ecotoxicity of chelmifar aquatic risk assessment. Most
prominent characteristics are its small size armdtdtie cycle. Daphnids were frequently and
routinely used as invertebrates in aquatic toxigpldioassays (Pereira et al., 2007).
Furthermore, daphnids are small in size, easy twllban the laboratory, simple to culture

and have a parthenogenetic mode of reproductiorthwbifers a supreme advantage for
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genetic uniformity (Baird and Barata, 1998). Thdsoahave a short life cycle and a high
reproduction rate, play a key role in aquatic estays, and show a high sensitivity to a large
range of chemicals (Hanazato, 1998).

D. magnais very sensitive to organophosphorous pesticil@zgata et al., 2001, 2004;
Guilhermino et al., 1996). Malathion also induced dacrease in the activity of
acetylcholinesterase (AChE) dh. magna(Barata et al., 2004). Acute exposures showed
significant changes in behavior strength that wasned as an indicator of premature stress
response to malathion as well as other organoploosps exposure (Ren et al., 2007).

The aims of this study were i) to determine thetecand chronic ecotoxic effects of
malathion on three strains @f. magnain order to establish evidence of strain sensytivi
difference: assessment endpoints were longevitgtlhe number of cumulative molt, day of
first brood, number of broods, fecundity (numbervible juveniles per surviving female),
embryotoxicity and sex determination, ii) to telsatt malathion could act as an endocrine
disruptor on daphnids, and iii) to determine matatteffects on acetylcholinesterase (AChE)
activity, considered as a robust and specific bitweraof organophosphorous pesticides.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1Test organisms

Experiments were conducted with three differerdis ofD. magnaStraus 1820. The first
(named strain 1) was maintained for more than 3gsyat the LIEC laboratory (Lorraine
University, France) and identified as clone A (bg taboratory of Professor Calow, Sheffield
University, UK). The second one (named strain 2nes from the National Institute for
Environmental Studies (NIES, Tsukuba, Japan). $tibeen maintained for more than 5 years
at the LIEC laboratory, but its clonal identifiGati remains unknown. The third one (named
strain 3) comes from IRSTEA (Lyon, France) and weasognized as clone A. It was
maintained in our laboratory for more than 2 yeadise three strains were maintained under
the same laboratory conditions. Parthenogenetitirad of daphnids were carried out in 1 L
aquaria at 20°C with LCV medium: a mixture (20/8f) Lefevre-Czarda (LC) medium
(lonescu et al., 2006) and French mineral watdedalolvic (V). Volvic mineral water has a
conductivity of 179 pS cthand a pH of 7 with CG&(11.5 mg '), M¢?*(8 mg %), Na'(11.6

mg L") and K (6.2 mg L") as main cations. This mixture is supplementeti %iCa and Mg
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in order to obtain a total hardness of 250 nig(ds CaC@) and a Ca/Mg molar ratio of 4/1,
and ii) a mixture of vitamins (0.1 mi) containing thiamine HCI (750 mg™"), vitamin B12

(10 mg LY and biotine (7.5 mg ). This medium was renewed three times weekly and
daphnids were fed with a mixture of three algal cigee (5x16 Pseudokirchneriella
subcapitatéDaphnidday, 2.5x1® Desmodesmus subspicdaphnidday, and 2.5x10
Chlorella vulgarigDaphnidday) cultured in the laboratory with LC medium. @baid
cultures were maintained under a 16-8h light-ddr&tpperiod and at a density of 40 animals

per liter.

2.2 Test chemical

Fyfanon 50 EC from the “Centre de Lutte Agricol@ufis, Tunisia) containing 500 g'Lof
malathion (CAS 121-75-5, 96% purity) of commerggahde was used in this study. Stock
solutions were prepared by dissolving the pestididectly in water immediately before each

experiment.

2.3 Acute ecotoxicity

Acute tests were performed according to the Inteynal Organization for Standardization
procedure 6341 (ISO, 1996). Moreover, exposureelessere saturated with corresponding
concentrations before each test. Four replicatds/efneonates (< 24h old) were placed in
glass test tubes containing 10 mL for each testemtnation and the neonates were not fed
during the test. The assessment endpoint was inizetimn. More precisely, juveniles that
were unable to swim were considered immobile amdehwhich still moved their antennae
but did not swim within 15 seconds after a gentigkeng were considered immobile.

2.4 Chronic ecotoxicity

Based on acute results, daphnids (< 24h old) wee exposed during 21 days to nominal
sublethal malathion concentrations ranging from @80 ng [, 0 to 220 ng [* and 0 to 230
ng L* for strains 1, 2 and 3 respectively. Each exposwessel was saturated with
corresponding concentrations before each test. §thidy was conducted in accordance with
the OECD 211 (2008) guideline recommendations thi¢ghexception that i) we did not check
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the quantity of TOC given by way of algae, andwg used LCV medium (see Section 2.1)
instead of M4 or M7 medium. Briefly, daphnids wenegposed individually in 60 mL glass
beakers containing 50 mL of test solution, compoeéd.CV medium with algae and
malathion at a desired nominal concentration. TB% Imedium was used because it is the
usual culture medium of daphnids (and thus it dagsnduce stress) and it meets the validity
criteria for the test (as mentioned by OECD, 20@8)revealed by laboratory historical
reference values (data not shown).

A mixture of three algal species (5¥10Pseudokirchneriella subcapitd@aphnia
/day, 2.5x10® Desmodesmus subspicatiBaphnidday, and 2.5x10 Chlorella vulgaris
/Daphnidday) was used as food and a total of 10 replidatesach treatment were prepared.
Temperature was controlled at 20°C, photoperiod mvamtained as culture conditions at 16-
8h light-dark and the test solution (with food) wahewed every 2 days. The examined
assessment endpoints were longevity, body lengtmber of cumulative molts, population
growth rate and reproductive parameters (day &b firood, number of broods, total number
of neonates per female) and embryotoxicity (peegs of total number of abnormal
neonates, undeveloped antenna, curved shell sginds;urved post abdomen spines). Body
length of daphnids was measured from the top ohta to the base of the tail spine using
image analysis software Motic Image Plus 2.0 (M@igna Group Ltd, Xiamen, China). The
abnormality development of neonates was observeddannted with the help of a dissecting
microscope.

Population growth rate (r) was calculated fromititegration of age-specific data on survival
and fecundity probabilities. It was estimated vt equation (Lotka, 1913):

Y lme™ =1

where: | = proportion of individuals surviving to age xxm number of neonates produced

per surviving female between age x and x+1; r jgessed in dayand x in days.

2.5 Biological determination of (bio)degradation

We used the method developed by Yeardley et al95)l9 evaluate biologically the
(bio)degradation of malathion in the different egkiconcentrations. Briefly, we carried out

three acute tests: the first one was carried otlt fmeshly prepared malathion solution, two
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others were performed with 24h and 48h aged saisitidhe differences between fresh and

aged ECs50-48h is an indicator of percentage o)dbgradation.

2.6 Acetylcholinesterase (AChE) activity determinabn

In order to mimic acute test conditions, twenty ld@ads (< 24h old) were placed in 60 mi
glass beakers containing 50 ml of test solutiontle desired nominal malathion
concentrations (i.e. 30, 60, 120 and 240 iy After 48 hours, rare immobile daphnids were
removed, then animals from 5 glass beakers weréegpoBefore analysis, daphnids were
rinsed 3 times with 2 mL of the homogenization buff5s0 mM phosphate buffer, pH 7.0)
combined with 5 mM ethylenediaminetetraacetic dEDBTA) in order to remove malathion
adsorbed on their carapace (Jemec et al., 200d)elaninate the bias caused by possihble
vitro interactions.

Using a ball mill homogenizer, each sample of dahnvas homogenized in 0.6 mL of
homogenization buffer (phosphate buffer 50 mM, p8) during 3 min, and then centrifuged
during 15 min at 15,0@Pat 4°C. The enzyme activities in each sample weeasured in
duplicate, and determined according to the metifdéliman et al. (1961) slightly modified
by Jemec et al. (2007). The reaction mixture wapared in potassium phosphate buffer (100
mM, pH 7.4) containing acetylthiocholine chloridem(M) and 5,5 dithiobis-2-nitrobenzoic
acid (0.5 mM), then 10QL of protein supernatant were added to begin thectien.
Absorbance at 412 nm was measured at 25°C durimgid5AChE activity was expressed in
nmoles of acetylcholine chloride hydrolysed thimg® of proteins (extinction coefficient
=13,600 M* cm™). The protein concentration of the homogenizedhdab sample was
determined in triplicate by the Bradford methodygd@ord, 1976), using bovine globulin
(BIORAD, 5000204) as standard.

2.7 Statistical analyses

E(I)Cx values were estimated using the Inhibitioon€entration (ICp) method (US EPA,
1994). This method provides, by interpolation, anp@&stimate of a single concentration

causing a specified percentage effect. Chronic detie tested for statistical significance
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(with Toxstat, version 3) by single factor one vamalysis of variance followed by Dunnett’s
post hoctest (in case of equal number of replicates)-tesst with Bonferroni adjustment (in
case of unequal number of replicates). Significhfierences were established at p<0.05. All
statistical analyses were performed with Statigi€asoftware. Strain Sensitivity Distribution
(SSD) was calculated with REGTOX software (version.0.3, available at
http://www.normalesup.org/~vindimian/fr_index.htmthat used a nonlinear regression on
Hill's model using and soon described in Toumi ket (2013). Statistically significant
differences between E(I)C 50 were determined usngew method. Briefly, random
sampling of size 30 was taken from each confidenterval. Then, each population of

random values was compared by ANOVA followed by @yikest at the 5% level.

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Degradation preliminary experiments

A biological check of malathion degradation wasf@ened according to the method of
Yeardley et al. (1995). We noted the absence oftian between ECs50-24h of freshly
prepared and 24h aged solution, however there gamdicative difference between ECs50-
48h of freshly and 48h aged solutions (Table 1ushive estimated a loss of 23 % (that is the
ratio between 0.8/0.65) of malathion. This ressiinigood agreement with results of Barata et
al. (2004) who found measured concentrations oathadn within 10% of nominal levels on
freshly prepared solutions. Moreover, Druzina atef® (2007) found half-lives of malathion
in groundwater ranging from 7.1 (pH: 8.5, T: 25t€%8.6 days (pH: 7, T: 4°C).
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Table 1 : Summary of ECs50-24h and -48h value%o(Berval confidence) fdbaphnia
magna(strain 2) exposed to fresh, 24h and 48h-agedthafasolutions. Different capital
letters indicate a statistically significant diégice between strain ECs50-48h (see text for
explanations in M&M).

0,
Exposure CE 50 .95/°|
fime (g L'l) mterva
confidence

24h 0.76  0.73-0.97

Fresh solution 48h  0.6% 0.58-0.73

Solution aged 24h 0.79  0.74-0.87
24h 48h 0.67% 0.64-0.72
Solution aged 24h 0.86 0.81-0.90
48h 48h 0.86 0.76-0.85

3.2 Acute test results

The three strains satisfied the validity conditiofishe 1ISO standard (1996). EC 50 values of
the three strains were significantly different (TeaB) and the ecotoxicity ratios of EC50-24h /
EC50-48h were in the range 1.17-1.38, correspondindaboratory historical reference

values.

Table 2: Potassium dichromate ECs50 (ify for the threeDaphnia magnatrains and
ECs50 ratios. Different capital letters indicat&istically significant differences between
strains (see text for explanations in M&M).

EC50-24h (mg L)  EC50-48h (mg L)) EC50-24h/ EC50-48h

strain 1 0.84 (0.80-0.90) 0.61 (0.59-0/59) 1.38
train 2 1.03 (0.96-1.10) 0.88 (0.83-0.93) 1.17
train 3 1.05 (0.99-1.12) 0.90 (0.76-1.98) 1.17

Page 99



Résultats : chapitre 3

Acute ecotoxicity of malathion oB. magnawas evaluated after 24h and 48h of exposure in
the three strains (Table 3, last lines). EC50-24 @8h values ranged from 0.53 to 0.75 and
from 0.36 to 0.46 pg L respectively. Strain 1 was significantly more $gves than both
other strains. Other acute results found in tlegdiure were also summarized in the Table 3.
It appears that ECs50-48h range from 0.074 to 8.5 representing a variation factor of
47. The SSD curve (Figure 1) of the diverse matetht(L)Cs50-48h listed in Table 3 also
shows that our values were rather distributed e lthwer part of this curve. Obviously the
marked differences between the data showed in Tabbln be attributed to different factors,
such as test conditions, measured or nominal EGsblty of tested compounds and/or

strains (or clones or populations).
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Table 3: Review of malathion acute toxicity Daphnia magnaDifferent capital letters
indicate a statistically significant difference Ween strains (see text for explanations in

M&M).
Compound tested Ratio
or/and stock Test conditions Strain ECSOL,214h E(L)CS(L),';‘ 8h EC50-24h/ References
Malathion solution H9 HO E(L)C 50-48h
100 mg mt Water temperature Chinese
Standard Sample 20£2°C Environmental 3.80 0.90 422 Ren et al. (2007)
Center of People’s Photoperiod Science Academ
Republic of China (16 light/ 8 dark) Y
not precised not precised 1.65 Wu et al. (2011)
not precised not precised %01734 Rawash et al. (1975)
not precised 1 Gervais et al. (2009)
_ not precised 35 Rider and LeBlanc (2005)
not precised
Technl_cal not precised 0.72 Gries and Purghart (2001)
malathion
Malathion Culture in ASTM 4.09
(95% purity, hard synthetic water. not precised @ 42'_5 20) Barata et al. (2004)
Aldrich) Temperature : 20 °C ) ’
Temperature clone type 5,
: 20+ 2°C obtained from the
ggl‘?‘;mgs_% Photoperiod Water Research 3.5 Printes et Callaghan.
Gré hg’und) ' (16 light/ 8 dark) Centre (3.3-3.8) (2004)
y Light intensity of (Medmenham,
800 lux UK)
Malathion . Mayer and Ellersieck
(95% purity) not precised 1.0%(0.7-1.4) (1986)
not precised not precised 0.27 (0.15-0.49) bGah et al. (1975)
Photoperiod
(16 light/ 8 dark)
) Temperature
Malathion 21°C clone A 1.8 (1.5-2.0) Kikuchi et al. (2000)
(analytical grade) :
Dissolved oxygen
greater than
or equal to 7.8 mg/L
Malathion strain 1 0.53 (0.50-0.56) 0.36 (0-33-0-399 1.47
EC500 g [* detailed in this paper strain2 0.70 (0.59-0.80) 0.44 (0,31.0_605z> 1.59 Our study
9 strain 3 0.75 (0.72-0.78) 0.46 (0.42_0'50? 1.63
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Figure 1: SSD plot showing the distribution of 4BfL)C50 related to malathion acute
toxicity data (n=14) observed @aphnia magna

Interclonal acute variation iD. magnawas extensively reviewed by Baird and Barata (1998
They summarized data for different substances aodd variation factors ranging between
1.3 (sodium bromide, n=9) and 193.3 (cadmium, n=8&nce, it appears that clonal
sensitivity is chemical-specific (Toumi et al., )1 This finding was also confirmed by
results obtained by Picado et al. (2007). With seddferent strains oD. magna they
showed 2.2 and 1.9-fold differences between ECH0wé8ues for the reference chemical zinc
sulfate and potassium dichromate respectively, evliiey observed more than 10-fold
differences for two complex effluent samples. Tégue of genetic homogeneity of strains in
diverse laboratories carrying out tests using gautigenetically reproducing animals was also
discussed by Chenon et al. (2000).

Although environmental factors such as diet andlicalconditions remain the major cause of
inter-laboratory variation (Baird and Barata, 1998is clear that different genotypes respond
differently to the same substance (Lovett Doustlgt1993, Toumi et al., 2013). Also, it is
important to argue with Baird et al. (1989) thathbgenotype and culture conditions must be
specified for laboratories running stand&dmagnabioassays. Moreover, these two aspects
have to be mentioned ad hoclSO standard (ISO, 1996) in order to improve Hiddoratory
reproducibility (Férard and Férard, 2013).

3.3 Chronic test results

Control results (Table 4) met the validity criteabBOECD guideline 211 (2008) in terms of
mortality of the parent animals (0%) and mean nunabdive offspring produced per parent
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animal (ranging from 100.1 to 116.8). Sublethaket§ on survival, growth and different
fecundity endpoints of the three strains are dbedriin Table 4. Barring the day to first
brood, all other assessment endpoints generallyedsed in a concentration dependent

manner for the three strains.

Table 4 Mean (+ S.D.) for longevity, size, molting, growtite, and reproduction parameters
of the threeDaphnia magnastrains exposed during 21 days to malathion (*Q05,
Dunnett’s test ot-test with Bonferroni adjustment).

Malathion Longevity Length Number of Population Day to Number Number of
growth first of neonates
rate (r)
(ng L™ (days) (mm) cumulative brood Broods per
molts surviving
adult
Strain Control 21+0 4.82+0.19 9.70+0.82 0.33+0.01 0132 5.90+0.57 116.80+29.91
1
11 19.20+2.20 4.70+0.15 9.10+1.20 0.28+0.01* .40%0.52 4.90+0.99* 86.90+35.50*
22 18.60+2.06* 4.45+0.28* 8.90+0.99 0.26+0.01* 7.40+0.52 4.50+0.70* 80.40+20.82*
45 18.30+2.11* 4.28+0.05* 8.30£1.64* 0.25+0.01* 7.60+0.52 4.60+0.52* 74.00+18.09*
90 17.70+1.83* 4.17+0.03* 8.00+1.76* 0.23+0.01* 7.70+0.48 4.20+1.03* 72.70+18.85*
180 17.20+2.70* 4.12+0.23* 7.90+0.57* 0.18+0.01* 7.70+0.48 @D.74* 69.90+24.02*
Control 21+0 4.01+0.07 9.80+1.47 0.33+0.005 40%0.51 4.90+0.10 100.10+11.54
Strain
2 13 21.00+£00 3.92+0.17 9.70+0.95 0.32+0.014 0#031 4.90+0.73 87.20+28.27
27 21.00+00 3.89+0.14 8.50+1.08* 0.31+0.009 3080.48* 4.30+1.94 79.00+14.88*
55 20.40+1.35 3.84+0.11* 8.40+0.48* 0.30+0.007* 9.70+0.48* 4.20+0.63 76.80+12.04*
110 18.90+3.60 3.82+0.10* 7.70£1.25* 0.29+0011 10.20+0.63* 3.50+1.08* 71.10£17.07*
220 16.00+5.33* 3.67+0.24* 6.10£1.36* 0.27+x@61 10.50+0.52* 3.30£1.70* 58.00£17.19*
Strain Control 21+0 4.45+0.22 9.90+0.57 0.33+0.003 7.60+0.61 5.00+0.47 102.10£7.35
3
14 20.80+0.63 4.45+0.19 9.80+0.42 0.33+0.005 7.60+0.51 4.60+0.51 90.70+10.61*
29 21.00+00 4.42+0.21 9.50+0.53 0.32+0.004 7.80+0.42 4.20+0.63* 90.00+7.13*
57 21.00+00 4.37+0.16 8.90+0.31* 0.32+0.005 7.70+0.48 4.20+0.63* 80.00+8.50*
115 20.60+1.26 3.99+0.19* 8.10+0.73* 0.31+0.006 8.10+0.73 3.50+0.53* 72.70+10.02*
230 18.80+1.62* 3.90+0.62* 7.70+0.67* 0.22+0.010* 8.10+0.57 3.30+0.48* 60.80+13.81*

Page 103



Résultats : chapitre 3

We chose to express our results in terms of LOEC MOEC because they are common
measurement endpoints. Nevertheless, we have atgessed our results in terms of IC10
and IC20 (Table 5) because i) the literature hasvehseveral drawbacks related to the use of
NOEC/LOEC determinations (Skalski, 1981; Stephath Bogers, 1985), and ii) i) they are
common measurement endpoints for the differentrebdeendpoint parameters.

In our study, the measured 21d-IC10 values fornimmber of neonates per surviving adult
ranged from 4.7 (strain 1) to 12.6 (strain 3) nfand the measured 21d-1C20 values for the
same parameter ranged from 10.4 (strain 1) to @®din 2) ng [*. Strain 1 was significantly
different from the other strains, as observed itaggium bichromate and malathion acute
tests (cf. Tables 2 and 3). With respect to IC20es the number of neonates per adult was
the most sensitive endpoint for all strains, wheneamber of broods, number of cumulative
molts, population growth rate (r), longevity anchdéh (in this order) were less pertinent
parameters (Table 5). Some researchers also fdwatdhe number of neonates per female
was considered as the most responsive parametdmramic daphnid tests (Villarroel et al.,
2003) whereas it was at least as sensitive asuhwer of cumulative molts as shown in a
prior study with deltamethrin (Toumi et al., 2013).

Nevertheless, in terms of LOEC or NOEC, Table 5wshthat the number of neonates per
live adult was not always the most sensitive ti@itstrains 1 and 2. For strain 1, population
growth rate or number of cumulative broods werkeast as sensitive as number of neonates
per adult for strain 2. Differences in responsevieen some of these traits are not uncommon
when determining LOECs or NOECSs: for example, #egth was more sensitive than the
decrease in the number of neonates (LeBlanc andabldan, 1999), whereas the contrary
was observed by Villarroel et al. (2003). The quesiof the greater sensitivity of some
parameters has been largely discussed in a preyapsr (Toumi et al., 2013). From a
theoretical point of view, such inconsistencies waein test hypothesis results and
interpolation results were not surprising becau$e tdrawbacks of NOEC/LOEC
determinations have been highlighted by SkalskB{d%and Stephan and Rogers (1985), as

previously reported.
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Table 5: Summary of chronic measurement endpoiexgréssed in ng 1) of the three
Daphnia magnastrains exposed to malathion (measurements reiatedaly to first brood were
excluded from the table). For ICs10 (when intergahfidences are available), different
capital letters indicate statistically significadifferences between strains (see text for
explanations in M&M).

Measureme Immobility/ Length Number of Population Number of Number of neonates
endpoints Longevity growth rate
"

(days) (mm) cumulative molts broods per surving adult
IC10 20.5 (8.3-51.0) 35.6 (n.c) 34.6 (8.8-106.9) 7.2 (6.1-9.0) 7343132d)  4.7(377.0)
IC20 >180 >180 >180 18.7 (14.4-24.6) 22.6 (8.8-67.5) 10.4 (6.8-22.0)
NOEC 21d 11 11 22 <11 <11 <11
LOEC 21d 22 22 45 <11 <11 <11
IC10 114.0 (n.c) >220 24.9 (12.2-54.3) 790 37.0-122.8) 341 (11.5-880)  10.8 (5.8-20.5)
IC20 1735 (n.c) >220 53.5 (26.7-142.2) 196.6 (n.c) 72.2 (n.c) 29.4 (9.6-78.0)
NOEC 21d 110 27 13 27 55 13
LOEC 21d 220 55 57 55 110 27
IC10 220 (n.c) 119.7 (n.c) 58.2 (43.7-76.7) 131.2 (123.9-138.7) 10.0(6.7-13.4) 126 (7.4-17.4)
IC20 >230 >230 153.7 (n.c) 178.6 (171.2-185.8) 64.2 (13.2-106.3) 21.4 (15.4-54.2)
NOEC 21d 115 57 29 115 14 <14
LOEC 21d 230 115 57 30 29 <14

In a recent review, Palumbo et al. (2012) have omyntioned, as a valid result Bn magna,

a value obtained by Blakemore and Burgess (199%3. NOEC and LOEC values found by
these authors testing Cynthion (a commercial prodiih 94% of malathion) were 60 and
100 ng L' respectively, using the most sensitive assessreedpoint that was the
reproduction (i.e. number of youngs per adult rdpotive day). However, these values were
far above LOEC and NOEC values found in the prestrtty (ranging between <11 to <14).
As noted for sensitivity differences observed intadests, environmental factors such as diet
and culture conditions remain the major cause tefrilaboratory variation (Baird and Barata,
1998). Moreover, it is also possible that the stnased by Blakemore and Burgess (1990),
coming from the Columbia National Fisheries Rededraboratory, could have a different
genotype than our strains. No other chronic dat&ieind in the literature, and also no other
sensitivity comparison between different strains @f magna chronically exposed to
malathion has been reported. In a previous paperplgerved a variation factor of 3.9 and
4.2 between ICs10 and ICs20 respectively for tharstlL and 2 tested in this paper (Toumi et
al., 2013). In other species, clonal variationsensdso found in three clones Daphnia pulex

Page 105



Résultats : chapitre 3

and two clones obaphnia longispinavhen exposed to toxiglicrocystis aeruginosor 21
days (Hietala et al., 1995, 1997).

3.4 Embryotoxicity

For the three strains there is an increase of eobdxic effects with tested concentrations
after 21 days of exposure. The abnormal developrirentaphnids could be activated by
unfavorable culture conditions, but no food deprtwa crowding or photoperiod changes
were registered during our experiment. Developmeaitaormalities with the three strains
consisted of undeveloped antennae, curved shekksgwith diverse morphology) and curved
post abdomen spines in neonates (Figure 2). Noomaéitions were observed in the controls
of the 3 strains, but the neonate deformities &dfkx?.8 and 11% of the total offspring
respectively at 90 and 180 ng Ibof nominal malathion concentration with strain2166 and
5.84% of total neonates at 110 and 220 Hgulith strain 2, and only 1.23 and 3.12 % of total
neonates at 115 and 230 ng With strain 3 (Table 6). Such effects were alseembed by
Manar et al. (2009) and Palma et al. (2009) in dajshexposed to chlordane and endosulfan
sulphate, respectively. Effects of embryonic expeda malathion on frogR@na palustriy
were also investigated by Budischak et al. (20@8) noted malformation increasing from
0.5% in the control to 2.2% at 60 g ntil 11.2% at 600 ugt According to Nguyen and
Janssen (2002), a yolk sac edema in the Africdisbatlarias gariepinusand an abnormal
body axis was observed in larvae exposed to malathiihey also observed that abnormal
body axis was correlated with the acetylcholineserinhibition.

The embryotoxicity (as well as the acute and cloecptoxicity observed before) induced by
malathion could be the consequence of malaoxondgtom Malaoxon, a bioactivated analog
of malathion (Hazarika et al., 2003), was identifes a veritable embryotoxic derivate by
Palma et al. (2009). Increase of abnormal developeruld be also related to the decrease of
ecdysteroids (implicated in the control of repraittut, embryogenesis and molting processes)

in embryos, as mentioned by Subramoniam (2000).
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Strain 2

Figure 2. Developmental abnormalities elicited lathion exposure of the three strains of
Daphnia magna.
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Table 6 Embryotoxicity for the thre®aphnia magnastrains after a 21d-exposure to different
malathion concentrations.

Malathion

(ng L)

Number of

neonates

Total
abnormal
neonates (%)

Undeveloped
antennae (%)

Curved shell
spines (%)

Curved post
abdomen
spines (%)

Control
11
22
45
90

180

Strain 1

Control
13
27
55

110
220

Strain 2

Strain 3 Control
14
29
57
115

230

116.80+29.91
86.90+35.50
80.40+20.82
74.00+18.09
72.70+18.85
69.90+24.02

100.10+11.54
87.20+28.27
79.00+14.88
76.80+12.04
71.10+17.07
58.00+17.19
102.10+7.35

90.70+10.61
90.00+7.13
80.00+8.50

72.70+10.02

60.80+13.81

N
OOOOOO

11

oNoNoNo)

2.66
5.84

[eNoNeoNe)

1.23
3.12

LOoOOoOOoOoOo

oNoNoNo)

0.56
1.03

OO0 O0O

OO OO

4.53
4.72

(oNeNolo)

1.68
3.44

coo®

1.23
3.12

[eoNeoNeNe

0.27

3.5 Acetylcholinesterase specific activities detelimation

The AChE specific activities in the controls showdittle variations between strains : the
AChE activities of both strains 1 and 2 are alnsistilar 3 + 0.63 and 2.82 + 0.02 nmol rifin

mg* respectively, whereas it is slightly higher (3.966 nmol mift mg?) for the strain 3

(Figure 3). As the strains were tested under tineesaxposure conditions (medium, density,

temperature and these variations between contml&l only be attributed to the different

tested strains. These AChE activities in the cdsitame similar to values found recently by

Toumi et al. (submitted) and also to values (3.%hmin* mg* of proteins) registered by

Barata et al. (2004) after 24h of exposure. Bugy thare higher than those found by Jemec et

al. (2007) ranging from 1.2 to 1.4 nmol rlirg® of proteins. However, Printes and
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Callaghan (2003) found a lower value after 48hxgfasure (0.72 nmol mitmg™ of proteins)
using the same clone (as strains 1 and 3 of oulystiWVith same clone Diamantino et al.
(2000, 2003) and Guilhermino et al. (1996, 200@)nfb higher values that were 8.25 to 8.90
nmol miri* mg* of proteins after 24h or 48h of exposure, respelti Such results showed
an intraclonal (or intra-strain) variation of ACh&pecific activities in controls. These
variations could be due to various factors: genagierogeneity (Soares et al., 1992), number
of the brood (Barata et al., 2001) or exposure oradiPrintes and Callaghan, 2003).

%51

=
W

wa
W

1 2 3

b
W

AChE activity (nmol min'! mg! of proteins)

= -
=

control 30 60 120 240
malathion concentration ng L2

Fig. 3. Acetylcholinesterase activities of the thetrains oDaphnia magnafter malathion
exposure (mean for three replicates + standarcatiem), (*, p <0.05, Dunnett’s test).

AChE specific activities showed a monotonous cotreéion dependence with the three
strains ofD. magna LOECs were 60 ngt for strains 2 and 3, and 120 ng for strain 1
(Figure 3). The decrease of AChE activities showiadthe present study, is in good
agreement with results of Barata et al. (2004) a&mhtes and Callaghan. (2004).
Nevertheless, sensitivity differences after matathexposure confirm that the decrease in
AChE activity is also strain specific.

The 1C50-48h values at which 50% of AChE specifitivaties were inhibited are presented

in Table 7. These results showed a clear sengitilifference among the three strains.
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However, the order of sensitivity was not the sdaraénhibition of AChE specific activities

versusacute or chronic data.

Table 7: Relationship between acute toxicity (ECEh) of malathion to the thré&aphnia
magnastrains and effect on acetylcholinesterase aietisv{iC50-48h) in pg L. Different
capital letters indicate a statistically signifitaifference between strains (see text for
explanations in M&M).

EC50-48h IC50-48h IC50/EC50
Strain 1 0.36 (0.33-0.39) >0.24 > 0.67
Strain 2 0.44 (0.31-0.60)  0.05 (0.02-0.08) 0.11
Strain 3 0.46 (0.42-0.50)  0.01 (0.00-0.02) 0.02

It is interesting to note that the IC50-48h of #imin 3 was the lowest, whereas the EC50-
48h and IC10-21j (number of neonates) were thedsgbf the three strains. According to
Sturm and Hansen (1999) there are variations imefa¢éionship between IC50-24h (related to
ChE inhibition) and EC50-24h (related to immobility D. magnaafter parathion, dichlorvos
and aldicarb exposure (between 0.26 and 0.73)teRrand Callaghan (2004) also registered
diverse ratios (IC50/EC50) for different organoghtusous pesticides, but found a ratio of
only 0.90 for malathion. These discrepancies c@ldt be due to various factors (genetic
heterogeneity, number of the brood or exposure mmedas argued above for AChE specific
activity variations.

All these data, as well as acute and chronic regiMen before, suggest that, after malathion
exposure, the AChE could also be a biomarker ateqtgbility, as it was recently shown by

Toumi et al. (submitted) after deltamethrin expeswith the same three strains.

4 CONCLUSION

This study highlights differences in terms of séwigy between three strains @. magna
acutely and chronically exposed to malathion. Redubm this study indicate that malathion
acts on i) growth, ii) reproduction by decreasingnber of neonates per adult. The increase

of embryotoxicity or development abnormalities msiadication that malathion may act as an
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endocrine disruptor, and therefore future reseanabuld be necessary to elucidate

mechanisms of embryotoxicity. A significant deceea@s acetylcholinesterase activities were
registered with the three strains, whereas a @iffeg in sensitivity was noted which suggests
that AChE activity could be used as a biomarkezxgfosure, effect and susceptibility with

magnaafter malathion exposure.
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Chapitre 4:Etude de I'effet de la deltaméthrine entre dewnet de
daphnies par analyse protéomique.
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Publié dan#\quatic Toxicology
Ce quatrieme chapitre se rapporte a une étudégnique entre les deux souches de
daphnies (1 et 2) déja testées précédemmenthapiteel) vis-a-vis de la deltaméthrine.
Pour ce faire, des daphnies juvéniles ont été eégqms une seule concentration de
deltaméthrine (300 ng'1) durant 48h d’exposition afin de :

» dresser divers profils protéiques correspondantteitements et aux contrdles des
deux souches de daphnies ;

» réaliser une étude quantitative et qualitativepteséines ;

» dresser une liste des diverses protéines dérég(daeset sous-exprimees) par la
deltaméthrine dans les deux souches en vue de mauprendre le mode d’action
de la deltaméthrine ;

» tenter de corréler les résultats de la protéomaper ceux des tests d’écotoxicité
ainsi qu'avec le dosage de l'activité spécifiqud’A€hE, précédemment réalisé (cf.

chapitre 2).

La concentration de deltaméthrine testée (300 HgalLété choisie de facon & i) étre
plus faible que les CE50-48h (600 et 1170 iy énregistrées respectivement pour la souche
1 et 2 aprés exposition a la deltaméthrine (cfpithte 1), ii) induire des effets sur divers
parameétres biologiques (longévité, croissance,otkmtion et embryotoxicité) a long terme
(cf. chapitre 1), et iii) représenter une des catregions testées qui a révélé une inhibition de
l'activité spécifique de I'AChE (avec une activit@siduelle par rapport aux témoins
correspondant a 29 et 20% respectivement pouuiehgol et 2).

Compte-tenu des résultats de I'étude comparatveivkrses conditions (Tableau 26),

nous avons choisi de focaliser notre étude prot@oensur la comparaison entre les daphnies
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de la souche 1 exposées a la deltaméthrine etdar&s conditions (daphnies témoins souche

1 et 2 ; daphnies exposées souche 2).

Nombre total de Protéines suf Protéines  sous
protéines déréguléesexprimées avegexprimées aveg
Comparaisons réalisées la deltaméthrine |la deltaméthrine
Souche 1 (Témoins/Exposées) 130 59 71
Souche 2 (Témoins/Exposées) 23 13 10
Comparaison des deux témoins 8 2 6
Comparaison des deux souches exposées 119 48 71

Tableau 26 : Etude comparative entre diverses tiondidéfinies se rapportant au nombre
total de protéines dérégulées (sur- et sous-expajn@<0,001, facteur de variation minimum
=1,5).

La méthode 2 DIGE a permis de révéler au totaBi88téines. L'application de deux
criteres statistiques a savoir une valeur de p<0ed@n facteur de variation minimum de 1,5,
nous a permis de présélectionner 128 protéinesifisgivement différentes, dont 88
protéines sont sur-exprimées et 40 sous-exprimiéesplacement ou la position de chaque
spot protéique préseélectionné sur le gel 2-D kstié sur la figure 37.

Les protéines qui présentent un profil avec unenisité raisonnable et cohérente sur le gel ont
été sélectionnées pour identification ultérieure ggectrométrie de masse par la plate-forme
protéomique de linstitut Cochin de Paris. L'iddication de ces protéines par Maldi TOF-
TOF et par Orbitrap nous a permis de révéler wste définitive de 39 protéines dont 21 sont
sur-exprimées et 18 sous-exprimées (Tableau 2 dwsaat).

Un exemple de quatre spots protéiques dérégulésluesté sur la figure 1 du manuscrit.
Cette figure montre sur le gel 2-D, le profil dume spot pour les quatre conditions testées
(au dessus) ainsi que le logarithme du volume nliségnaorrespondant (courbe en dessous).
Une identification encore plus poussée avec leciegPanther ou encore par homologie avec
BlastP nous a permis de révéler que les protéigesgdiées correspondent a 12 processus
biologiques et 5 fonctions moléculaires (tableat figure 2 du manuscrit).

Au sein des processus biologiques, les protéinegortarement affectées touchent
essentiellement le métabolisme alors que ceux daestibns moléculaires touchent
essentiellement I'activité catalytique (figure 2 manuscrit).
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Figure 37 : Positionles 128 spotsignificativement différents (p< 0,001, minimum fdeteur
de \ariation de 1,5) présélectiors pouridentification par spectrométrie de ma
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Les protéines majoritairement affectées par laadedthrine pour la souche 1 par rapport a la
souche 2 peuvent étre classées en divers groupeslisbngue des protéines impliquées
essentiellement dans :
v' les phénoménes de développement et le maintienythsauielette de la cellule :
(Ezrine/Moesine/Radixine, Fascicline-2, Profilineysuline, Alpha spectrine, Histone
H2B, NO-Mecanorecepteur potentiel A ;
v le stress oxydant : Thiorédoxine peroxydase, Peéaboxine-5 mitochondriale ;
v' la défense de l'organisme vis-a-vis du stimulusSPH70 et 90 déja considérées
comme biomarqueurs potentiels pour d’autres congpgsé la deltaméthrine ;
v I'apoptose ou mort cellulaire programmée : Faso&R ;
v' l'activité catalytique : Cystéine synthétase, Ermlglmmuclease-like protein, Fascicline-
2, Aldéhyde deéshydrogénase, Thiorédoxine peroxydAtRS, Arginine kinase,
Dihydrolipoamide acétyltransférase, PeroxyrédoXinemitochondriale, Alpha-
amylase, Fructose bisphosphate aldolase.
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Deltamethrin is a class II pyrethroid insecticide commonly used in agriculture. It is hazardous to fresh-
water ecosystems, especially for the cladoceran Daphnia magna (Straus 1820). The results of our previous
studies based on acute and chronic ecotoxicity experiments revealed differences in the sensitivity
between two different clones. In this work, to investigate deltamethrin toxicity mechanisms in two
clones of D. magna, we used a proteomic approach in order to analyze changes in protein expression pro-
files after 48 h of exposure. We detected 1339 spots; then applying statistical criteria (ANOVA p<0.001

{ffg:gg:ﬁi and minimum fold change 1.5), only 128 spots were significantly different in the normalized volume.
Daphnia magna Among the preselected proteins there were 88 up-regulated and 40 down-regulated proteins. Results
Clones showed differences in sensitivities after deltamethrin exposure between the clones. Moreover, using the

2-DIGE method, proteomic investigation for deltamethrin exposure proved to be a reliable and power-
ful approach to investigate effects of deltamethrin as part of research for new metabolic and cellular
biomarkers.

Afteridentification by mass spectrometry, there were 39 proteins recognized and identified, in which 21
and 18 were up- and down-regulated, respectively, in deltamethrin-exposed clone A compared to three
other conditions (controls of each clone and deltamethrin-exposed clone 2). Up- and down-regulated
proteins belonged to 12 biological processes (i.e. metabolic processes, apoptosis and stimulus response)
and 5 molecular functions (i.e. catalytic activity, binding, structural molecular activity, antioxidant and
receptor activities). Identification of these deregulated proteins opens a new way in discovering new
molecular targets and putative biomarkers in daphnids exposed to deltamethrin.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Deltamethrin

1. Introduction

Pesticide contamination of aquatic ecosystems is currently a
topic of great concern worldwide. Pesticide uses, mainly in agri-
cultural area, have caused adverse effects in several key species of
ecosystems. Pyrethroids are among the most heavily used classes
of pesticides (Bodereau-Dubois, 2011). Deltamethrin, a synthetic
type Il pyrethroid, was found in diverse compartments: air, water,
sediment but also in plants and animals (Pawlisz et al., 1998).

* Corresponding author at: Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements
Continentaux (LIEC), UMR 7360 CNRS, Campus Bridoux, Bat. IBiSE, 8 Rue du Général
Delestraint, 57070 Metz, France. Tel.: +33 387378503; fax: +33 387378512.

E-mail address: jean-francois.ferard@univ-lorraine.fr (J.-F. Férard).

0166-445X/$ - see front matter © 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.2013.12.022

The above authors found water deltamethrin concentrations
ranging from 0.04 to 24pugL-! in Canadian agricultural areas
(Pawlisz et al., 1998) and between 2 and 58.8ngL-! in the Ebro
Delta (Spain) (Feo et al., 2010). The classical well known mode
of action of deltamethrin is related to its preferential binding to
sodium channels (Casida and Durkin, 2013; Vais et al., 2001), and
more precisely with a particular amino acid sequence in the intra-
cellular linker connecting domains II and III of cockroach sodium
channel (Du et al., 2009). Other targets have also been proposed
like the membrane chloride channel (Burr and Ray, 2004) or the
complex Gy (De Ondarza et al., 2005). Previous studies have also
reported that exposure to deltamethrin may trigger the generation
of reactive oxygen species (Sayeed et al., 2003) inducing a situa-
tion of oxidative stress in macroinvertebrates (Hernandez-Moreno
et al., 2010). In this respect, Tu et al. (2012) observed a significant
increase of total glutathione both in gills and in hepatopancreas
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of exposed black tiger shrimp (Penaeus monodon) during 4d at a
deltamethrin concentration of 0.1 wgL~!. Daphnia sp. have been
utilized for a long time as ecological and ecotoxicological models in
various investigations, as well as in evolutionary genomics. Indeed,
for a long time studies have focused on the physiology, preda-
tion, parasitology, behavior and ecotoxicology of these organisms
(Edmondson, 1987; Barata et al., 2001, 2004; Diamantino et al.,
2000; Guilhermino etal.,2000; Ren et al., 2007). We recently inves-
tigated deltamethrin effects on longevity, growth, reproduction,
embryotoxicity as development of abnormalities and production
of male offspring (Toumi et al., 2013). In this paper, clone sensi-
tivity differences were observed. For explaining such differences,
proteomic investigations were carried out.

Progress in the field of genomics (transcriptomics, proteomics
and metabolomics) may help to understand how stressors can
impact ecosystem health, and will thus give a better mechanis-
tic understanding of mode of action of pollutants (Férard, 2013).
Proteomic analysis reveals changes occurring at the level of the pro-
teome including diverse processes such as quantitative changes in
protein synthesis and degradation due to environmental changes.
With the emergence of proteomics, Daphnia pulex was the first crus-
tacean whose genome was completely sequenced (Fréhlich et al.,
2009).

Exposure to environmental toxicants, such as metals (Lopez-
Barea and Gomez-Ariza, 2006), chlorinated compounds (Gillardin
et al., 2009; Riva et al., 2012) have an impact on protein expres-
sion in different tissues of aquatic organisms. With the species
D. pulex, Schwerin et al. (2009) identified diverse deregulated
proteins and showed that after acclimation at 20°C there was
a decrease in vitellogenin, actins and total protein concentration
but an increase in proteases. With this same organism, Zeis et al.
(2009) showed a high induction of hemoglobin and carbohydrate-
degrading enzymes after hypoxia in order to get better oxygen
transport and maintenance of ATP production, respectively.

The aim of our study is (i) to reveal the diverse deregulated
proteins in two different clones after deltamethrin exposure by
comparison with respective controls and (ii) to explore potential
relation between proteomic changes and clone sensitivity.

2. Materials and methods
2.1. Material

Urea, Thiourea, Chaps, DTT, SDS, Tris, Immobiline DryStrip
(24 cm pH 4-7), Cyanines dyes (Cy2, Cy3 and Cy5), Drystrip cover
fluid, glycerol, 2D Clean Up Kit were purchased from GE Healthcare
(Diegem, BE). Complete protease inhibitor cocktail tablets were
purchased from Roche (Basel, CH). Bradford assay kit was pur-
chased from Bio-Rad (Nazareth, BE). Deltamethrin (C;;H19BryNO3)
used is the technical active substance of the formulation DECISEC25
(25gL~1) commercialized by Bayer (Leverkusen, GE).

2.2. Test organisms

Experiments were conducted on two different clones of Daphnia
magna Straus 1820. The first one was maintained for more than 35
years at the LIEC laboratory (Lorraine University, FR) and was iden-
tified by the laboratory of Professor Calow (Sheffield University, UK)
as clone A (also known as clone 5). The second (named here clone
2) is from the National Institute for Environmental Studies (NIES,
Tsukuba, Japan). It has been maintained for more than 5 years at
the LIEC laboratory but its clonal identification remains unknown.

Both clones tested were maintained under the same labora-
tory conditions. Parthenogenetic cultures were carried out in 1L
aquaria at 20°C with LCV medium (that is a mixture (20/80) of

Lefevre-Czarda (LC) medium (lonescu et al., 2006) and French
(Volvic) mineral water) under a 16-8 h light-dark photoperiod and
at a density of 40 animals/L (Manar et al., 2009). The medium was
supplemented with a mixture of vitamins (0.1 mLL~!) contain-
ing thiamine HCI (750 mgL-1), vitamin B12 (10 mgL~'), and biotin
(7.5mgL-1) and was renewed three times weekly. Daphnids were
fed with a mixture of three algal species (5 x 108 Pseudokirchner-
iella subcapitata, 2.5 x 108 Desmodesmus subspicatus, and 2.5 x 106
Chlorella vulgaris/Daphnia).

2.3. Exposure design

Daphnid exposure to deltamethrin was conducted for 48 h
using a nominal deltamethrin concentration (300 ngL~!) that is in
the range of the water deltamethrin concentrations reported by
Pawlisz et al. (1998). This concentration is two and four fold lower
than estimated 48 h EC50s (600 and 1170 ngL~1) for deltamethrin
(Toumi et al., 2013) in clones A and 2, respectively. Moreover,
in a previous study we observed that 300ngL-! of deltamethrin
induced a moderate decrease in the specific activity of acetyl-
cholinesterase in clone A and 2 (percentages of inhibition were 20
and 29%, respectively, unpublished data).

Exposure design was similar to acute ecotoxicity test method
defined by ISO (1996) except that three replicates of 500 neonates
(aged <24 h)were placed in vessels containing 1 L of control or con-
taminated medium. The neonates were not fed during the exposure.
After 48 h, immobile daphnids were eliminated and removed in
order to use only live organisms.

2.4. Preparation of protein extract

Daphnid juveniles were ground in 150 L of UTC buffer (Urea,
Thiourea, Chaps, Tris) with 100 wL of a cocktail of protease inhibitor
in the Bead Beater (Retsch MM301, Haan, GE) two times during
45 mn (frequency of 30Hz). The collected supernatant was then
centrifuged at 20,000 x g for 20 min (4 °C). Proteins were quanti-
fied using the Ready Prep 2D Clean Up kit (GE Healthcare) then the
resulting supernatant was used for two-dimensional electrophore-
sis (2D-DIGE).

2.5. 2D-DIGE

Each sample was incubated following the manufacturer’s rec-
ommendations (GE Healthcare) with a cyanine fluorescent dye (Cy3
or Cy5) in dark for 30 min and on ice, then reactions were stopped
by addition of lysine solution for 10 min. Concurrently, an internal
standard containing equal amounts of all samples was labeled with
Cy2 fluorescent dye.

Six gels were used. Each gel contained one control extract, one
deltamethrin-exposed extract (each extract was differently labeled
either with Cy3 or Cy5 fluorescent dyes) and one internal standard.
Atotal of 90 g of protein sample containing 30 g of Cy3 and 30 g
of Cy5 labeled extracts were pooled together with 30 g of labeled
internal standard and adjusted with rehydration buffer to a final
volume of 450 L.

Samples were then separated in the first dimension by iso-
electric focusing (IEF) overnight at 20°C using IPGphor3 (GE
Healthcare). The maximum current setting was 50 pA/strip. Pro-
teins were focused successively for 3h at 150V, a first gradient
voltage was then applied reaching 200V for 1h, another gradi-
ent was also applied reaching 1000V for 3h and finally a last
gradient was applied reaching 8000V for 11h. After IEF, strips
were equilibrated and sequentially incubated for 15min in 5M
Urea, 50 mM Tris-HCI (pH 8.8), 30% (v/v) glycerol and 2% (w/v)
SDS supplemented with either 1% (w/v) DTT or 2.5% (w/v) iodoac-
etamide. The strips were then placed in polyacrylamide gels (12.5%)
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(Gelcompany, Tubingen, DE) and run at 15°C in the Ettan Dalt
six system (GE Healthcare) at 2.5W/gel (18 h) for the second
dimension.

2.6. Image analysis

Gels were then scanned on a Starion FLA 9000 Image Scanner
(FujiFilm). The gel images obtained using the Image Scanner were
cut and directed by Multi-Gauge V3.0 software (FujiFilm) then ana-
lyzed with Progenesis SameSpots software (Nonlinear Dynamics).
Spot detection was performed automatically followed by manual
editing for spot splitting and noise removal. The gel containing
the greatest number of protein spots (from control daphnids) was
chosen as the reference gel, and all other gels were matched to
the reference gel by placing user landmarks. Only spots that were
appropriately matched among all the gels were included in further
analyses. Spots corresponding to differentially expressed proteins
only with p-value <0.001 in a Student’s t-test and an absolute value
of 1.5 for the threshold of fold change (FC) were retained for signif-
icant variation.

2.7. Protein identification by mass spectrometry (MS) and
database searching

Before identification, a preparative 2D-gel was made with the
same 2D-DIGE technique. It was stained with colloidal Coomassie
blue overnight and scanned with the Starion FLA 9000 Image
Scanner (FujiFilm) as detailed above. Using Progenesis SameSpots
software (Nonlinear Dynamics) we matched the image of the
preparative gel to other analytical gels. The spots were then excised
from preparative gel with Screen Picker (Biosciences, Johnstown,
PA, USA) and stored in a microplate at —20 °C for subsequent iden-
tification by mass spectrometry.

In-gel digestion was carried out with trypsin as described by
Shevchenko et al. (2001) with minor modifications and using
for all steps a Freedom EVO 100 digester/spotter robot (Tecan,
Switzerland). Spots were first destained two times with a mixture
of 100 mM ammonium bicarbonate (ABC) and 50% (v/v) acetoni-
trile (ACN) for 45 min at 22 °C and then dried using 100% ACN for
15 min. Protein spots were then reduced with 25 mM ABC contain-
ing 10mM DTT for 1h at 60°C and then alkylated with 55 mM
iodoacetamide in 25 mM ABC for 30 min in the dark at 22°C. Gel
pieces were washed twice with 25 mM ABC and finally shrunk two
times with 100% ACN for 15 min and dried using 100% ACN for
10 min. Bands were finally completely dehydrated after 1 hat 60°C.
Gel pieces were incubated with 13 p.L of sequencing grade modified
trypsin (Promega, USA; 12.5 ug mL~! in 40 mM ABC with 10% ACN,
pH 8.0) overnight at 40 °C. After digestion, peptides were washed
with 30 wL of 25 mM ABC, shrunk with 100% ACN and extracted
twice with a mixture of 50% ACN-5% formic acid (FA). Extracts were
dried using a vacuum centrifuge Concentrator plus (Eppendorf).

For MS and MS/MS ORBITRAP, analyses were done using an
Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid Chromatographic (RSLC)
system (Thermo Fisher Scientific) online with a hybrid LTQ-
Orbitrap-Velos mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific).
Briefly, peptides were loaded and washed on a Cyg reverse phase
precolumn (3 wm particle size, 100 A pore size, 150 pm i.d., 1cm
length). The loading buffer contains 98% H,0, 2% ACN and 0.1% TFA.
Peptides were then separated on a Cyg reverse phase resin (2 pm
particle size, 100 A pore size, 75 umi.d., 15 cm length) with a 4 min
“effective gradient” from 100% A (0.1% FA and 100% H,0) to 50% B
(80% ACN, 0.085% FA and 20% H,0).

The Linear Trap Quadrupole Orbitrap mass spectrometer
acquired data throughout the elution process and operated in a
data dependent scheme with full MS scans acquired with the Orbit-
rap, followed by up to 20 LTQ MS/MS CID spectra on the most

abundant ions detected in the MS scan. Mass spectrometer sett-
ings were: full MS (AGC: 1 x 106, resolution: 6 x 104, m/z range
400-2000, maximum ion injection time: 500 ms); MS/MS (AGC:
5 x 103, maximum injection time: 50 ms, minimum signal thresh-
old: 500, isolation width: 2 Da, dynamic exclusion time setting:
15s). Fragmentation of precursor was permitted with a charge
state of 2, 3, 4 and up. For the spectral processing, the soft-
ware used to generate .mgf files is Proteome discoverer 1.2. The
threshold of Signal to Noise for extraction values is 3. Database
searching was carried out using Mascot version 2.2 (MatrixScience,
London, UK) via GPS explorer software (ABSciex) version 3.6 on
Other Metazoa from NCBInr databank (1088830 sequences, January
2013, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The search parameters were
as follows: carbamidomethylation as a variable modification for
cysteines and oxidation as a variable modification for methionines.
Up to 1 missed tryptic cleavage was permitted and mass accu-
racy tolerance of 10 ppm for precursors and 0.45 Da for fragments
were used for all tryptic mass searches. Positive identification
was based on a Mascot score above the significance level (i.e.
<5%). The reported proteins were always those with the highest
number of peptide matches. Under our identification criteria, no
result was found to match with multiple members of a protein
family.

2.8. Statistical methods

All gels obtained from 2-DIGE were aligned both manually and
automatically with the Progenesis SameSpots software, then com-
pared with each other using one way ANOVA. In total 1339 spots
were detected by the software and applying statistical criteria
(ANOVA p<0.001 and minimum FC 1.5).

2.9. Identification of proteins by PANTHER or BlastP

The Gene Ontology (GO) term associated to each pro-
tein was defined by a tool of PANTHER (available at
http://www.pantherdb.org) named “Functional classification
viewed in gene list” without any criteria of enrichment score. This
software (Mi et al., 2012, 2013) lies in the precise inference of
gene and protein function over large sequence databases, using for
example phylogenetic trees. In order to find a putative function
to proteins not identified in a PANTHER family, a BlastP (Altschul
et al,, 1997, 2005) search was performed against nr database with
default parameters and name of a top score (identities>65%;
positives residues >75%, score >300) was associated to unknown
protein with the corresponding organism.

2.10. Analytical determinations

Deltamethrin was extracted from test solutions with
dichloromethane (CH,Cl,). After extraction, the solvent was
concentrated to 1mL with a rotary evaporator maintained at
45°C and 800mbar to evaporate CH,Cl,. Deltamethrin was
analyzed using a gas chromatograph equipped with an ion trap
mass spectrometer (FOCUS-ITQ 700 ThermoScientific Inc.) in
electronic impact mode. Deltamethrin extract was injected (2 L)
in the splitless mode (1 min) on a Varian VF 5 capillary column
(30m x 0.25mm x 0.25m film thickness) and detection was
made in MSMS mode (parent ion 181 m/z; daughter ion: 153
m/z). Detection and quantification limits were calculated for
the extract as 0.2 and 0.5 wL~! respectively with an uncertainty
of 8%. After 24 and 48 h, nominal concentrations decreased by
45.40% and 73.95%, respectively. Therefore we expressed the
tested concentrations by measured time-weighted means (OECD,
2008).
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Table 1

Comparative study of proteomes between the different conditions showing the total number of significant deregulated proteins and distribution in up- and down-regulated

groups (p-value <0.001, fold change (FC) > 1.5).

Defined conditions Comparison between

Total number of Up-regulated Down-regulated

deregulated spots spots spots
1 Clone A (control/exposed) 130 59 71
2 Clone 2 (control/exposed) 23 13 10
3 Controls (clone A/clone 2) 8 2 6
4 Exposed (clone A/clone 2) 119 48 71
5 Exposed clone A/three other treatments 128 88 40

(control clone A, exposed and control clone 2)

3. Results and discussion

One nominal deltamethrin concentration (300ngL-') was
tested with both clones. This concentration is lower than the
EC50-48h (600 and 1170ngL-') found by Toumi et al. (2013)
after deltamethrin exposure with clones A and 2, respectively.
The same authors showed almost two-fold differences for the
EC50-48 hvalues between both clones after deltamethrin exposure.
Moreover, this concentration showed an inhibition of AChE activ-
ity at 300ngL-'. Compared to the controls, residual activities at
300ng L1 were similar (29%, 20%) for clones A and 2, respectively.

Table 1 summarizes the comparative study of proteomes
between the different conditions. Condition 3 showed that both
clones expressed highly similar pattern of proteins under control
conditions since only 8 out of 1339 (0.6%) detected spots signifi-
cantly changed (p-value <0.001, FC > 4-1.5). This observation points
to a similar proteome in the controls of both clones. Condition
2 reveals surprisingly that deltamethrin exposure has nearly no
impact on the clone 2 proteome as only 1.7% (23 out of 1339) spots
were deregulated. Alternatively, conditions 1 and 4 showed a rel-
atively high number of significantly deregulated proteins (130 and
119 respectively), and a comparative study between exposed clone
A and the three other treatments (condition 5) gave up 128 deregu-
lated spots (some examples are given in Fig. 1 and log-normalized
values were given in supplementary data file 2). Obviously, con-
dition 5 is statistically more powerful as three treatments were
pooled together. But, we have checked that all identified proteins
deregulated either in condition 1 or in condition 4 were also dereg-
ulated in condition 5. Thus, condition 5 highlights all deregulated
proteins affected in clone A in presence of deltamethrin compared
to the three other treatments. Taking in account these results, we
decided to focus our proteomic investigation on condition 5. Addi-
tionally, these results tend to confirm ecotoxicity data previously
obtained by Toumi et al. (2013) showing the sensitivity of clone A
vs. clone 2.

Supplementary material related to this article can be found,
in the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.
2013.12.022.

Among the 128 deregulated proteins, 88 were up-regulated and
40 down-regulated (Table 1), and spots with reasonable profile
were selected for identification by mass spectrometry (Maldi TOF-
TOF and Orbitrap). The list of all identified spots including: the spot
number, accession number (NCBI), Gene name/PANTHER family or
homology by BlastP, p-value, fold change, number of peptides, per-
centage of sequence coverage, total ion score and best ion score
are summarized in Supplementary data file 1. In our case the fold
change values allowed us to determine the fold differences between
spots of exposed clone A with the lowest and highest normalized
volumes compared to the three other conditions considered as ref-
erence groups. Fig. 1 illustrates four selected spots deregulated in
clone A compared to the other defined conditions. The profiles
showed the gel areas containing the same spot for each group
and below their logarithms normalized volume with the standard
deviation.

Supplementary material related to this article can be found,
in the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.aquatox.
2013.12.022.

Analysis of the deregulated spot list by Gene name or PANTHER
family or homology by Blast, provided only 39 spots with 21 up-
regulated and 18 down-regulated proteins. To obtain an overview
of protein molecular functions and biological processes, we used a
tool of PANTHER software which classified them according to their
main GO terms. This categorization will help to gather and further
discuss proteins with similar terms, thus there are no criteria of
enrichment terms. In this way, this list of terms related to affected
proteins does not express significant impact of terms/pathways but
highlight similar group of proteins which are affected. All the dereg-
ulated proteins defined 12 biological processes and 5 molecular
functions (Table 2). In biological processes, the affected proteins
were related to metabolic processes followed by cellular processes
and a few proteins were related to apoptosis and response to
stimulus (Table 2). In molecular functions, proteins deregulated in
clone A were related in this order to catalytic activity followed by
binding/structural molecule activity then antioxidant and receptor
activities.

As concerns metabolic process (MP), Table 2 shows that there
are 9 proteins up-regulated (cysteine synthase, HSP-90, alde-
hyde dehydrogenase, alanyl-tRNA synthetase, arginine kinase,
CDC48, HSP-70, dihydrolipoamide acetyltransferase, mitochon-
drial peroxiredoxin-5 (Mt), fructose bisphosphate aldolase) and
4 proteins down-regulated (fasciclin-2, ubiquitin, alpha-amylase,
histone H2B). Results showed that Heat shock proteins (HSPs)
are up regulated after deltamethrin exposure in clone A and are
involved not only in metabolic process but also in response to
stimulus and immune system processes (Table 2). HSPs70 and
90 were already shown to be induced by heat stress (Liang and
MacRae, 1997). Indeed, in presence of cadmium, Connon et al.
(2008) showed that HSP70 was upregulated. HSP90 was shown
to be downregulated at mRNA level after exposure to different
coated silver nanoparticles (Poynton et al., 2012) and upregulated
upon propiconazol exposure (Soetaert et al., 2006). These pro-
teins generally prevent protein denaturation, contribute to the
recovery of damaged proteins in the cell by chaperoning their
refolding and are considered to be general indicators of sub-
lethal cellular protein damage (Sanders, 1993; Feder and Hofmann,
1999). For example, HSP90 is a ubiquitous and essential molecular
chaperone that is involved in many signaling and other cellular
pathways and its major function is the promotion and mainte-
nance of good assemblage of protein complexes (Makhnevych and
Houry, 2012). Therefore, synthesis of HSPs 70 and 90 represents
one way of defense developed by exposed cells of daphnids against
deltamethrin exposure.

Protein CDC48 was up-regulated in MPs and transport (Table 2).
It is also implicated in a multitude of other functions such as
cell-cycle regulation, membrane fusion, stress response, endo-
plasmic reticulum associated degradation (ERAD) (Hirsch et al.,
2009; Vembar and Brodsky, 2008) and proteolysis (Frohlich et al.,
1991). There are also two underlying properties of CDC48/p97
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Fig. 1. Examples of four gel spots deregulated in deltametrhin-exposed clone A of Daphnia magna compared to the three other conditions. Representation from Progenesis
Samespot software; upper part: normalized spot intensity in 2D view for each treatment; lower part: logarithmic normalized spot volumes with related standard deviation.

contributing to its numerous functions, the ATPase activity and the
ability to bind ubiquitin (Ye, 2006). Ubiquitin is a tagging protein for
other proteins to control their destruction by proteolysis. Ubiqui-
tin is associated to CDC48 by a family of ubiquitin-binding proteins
and the relationship between the proteasome and CDC48, mediated
in part by heavily associated ubiquitin receptors, has important
functions in cellular regulation (Elsasser and Finley, 2005). In our
case, the CDC48 was up-regulated whereas ubiquitin was down-
regulated after deltamethrin exposure in clone A, thus the up- and
down-regulation, respectively, for the two proteins showed that
they are related, one promoting the inhibition of the other. Connon
etal.(2008), showed that a gene encoding an ubiquitin-like protein
was also down regulated after cadmium exposure.

After deltamethrin exposure, the fasciclin 2 was down-
regulated (Table 2). This protein is involved in cell cycle, cell
adhesion, developmental process, cell communication, immune
system process and apoptosis.

Some proteins are also involved in catalytic activity and are up-
or down-regulated such as a-amylase. This was down-regulated
in clone A compared to other conditions. According to Ashfa et al.
(2004), a sublethal concentration of 0.78 mgL~! of cypermethrin
(type Il pyrethroid) caused abnormalities in a-amylase in adult
beetles of Tribolium castaneum (Herbst.), but showed a significantly
increase of its activity by 45%. The same deregulation in the activ-
ity of a-amylase was also shown by Saleem and Shakoori (1987)
after exposure to sublethal concentrations of permethrin in adult
T. castaneum. All these results could indicate that clone A promoted
marked defense mechanisms after deltamethrin exposure through

the mobilization of body reserves. The depletion of energy reserves
could then affect the whole metabolism and explain the exhaustion
of the a-amylase synthesis. The downregulation of a-amylase is
not specific to pyrethrinoid insecticides as a decrease in a-amylase
gene transcription upon Cd, Cu, Zn and tungstate exposure was
already reported (Garcia-Reyero et al., 2009; Poynton et al., 2007).
At opposite, a-amylase gene was shown to be upregulated upon
100 pg L~ of cadmium after 48 h according to Soetaert et al. (2007).
In this way, a-amylase cannot be considered as a potential pyrethri-
noid biomarker.

Several proteins are also involved in developmental process and
are up- (Ezrin, Moesin/Radixin (ERM), vinculin, a-spectrin) and
down- (fasciclin-2, profilin) regulated. The ERM family acts both
as linkers between the actin cytoskeleton and plasma membrane
proteins and as signal transducers in responses involving cytoskele-
tal remodeling (Ivetic and Ridley, 2004). Vinculin is a cytoskeletal
protein that plays an important role in the regulation of focal
adhesions and embryonic development (Humphries et al., 2007).
Alpha-spectrin is a component of the spectrin network that links
cell adhesion proteins to the actin cytoskeleton (Hulsmeier et al.,
2007). Fasciclin 2 is involved in neural cell adhesion in Drosophila
and acts as a physiologically significant and specific inhibitor of epi-
dermal growth factor receptor signaling in development (Mao and
Freeman, 2009). Profilin, a small, actin-binding protein, has been
proposed to be a regulator of the cell motility machinery at leading
edge membranes (Wills et al., 1999). To our knowledge, it is the first
time that these two proteins are found as potential biomarkers of
effect.
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Table 2

Deregulated protein classification according to their corresponding GO-term (biological process (A) and molec-
ular function (B)). Up- and downregulated proteins are in gray and black, respectively. Thioredoxin peroxidase,
which was identified in both up- and downregulated spots, is given in italics.

Biological Processes (A)

Cell communication (GO:0007154) (7%)

Cystein synthase, Fasciclin-2, Vinculin, Alpha spectrin

Cellular process (GO:0009987) (14%)

Moesin/Ezrin/Radixin, Cysteine synthase, Fasciclin-2, NO-Mechanoreceptor potential A, Profilin,

Vinculin, Alpha spectrin, Histone H2B

Transport (GO:0006810) (1%)
cDc48

Cellular component organization (G0O:0016043) (9%)
Ezrin /Radixin/Moesin, Profilin, Vinculin, Alpha spectrin, Histone H2B

Apoptosis (GO:0006915) (1%)
Fasciclin-2

System process (GO:0003008) (5%)

Cysteine synthase, Fasciclin-2, Alpha spectrin

Response to stimulus (GO:0050896) (3%)
HSP-90, HSP-70

Developmental process (GO:0032502) (9%)

Moesin/Ezrin/Radixin, Fasciclin-2, Profilin, Vinculin, Alpha spectrin

Metabolic process (GO:0008152) (27%)

Cystein synthase, Fasciclin-2, HSP-90, Aldehyde dehydrogenase, Thioredoxin peroxidase, AlaRS,
Arginine kinase, CDC48, HSP-70, Dihydrolipoamide acetyltransferase, Peroxiredoxin-5 (Mt),
Ubiquitin, Alpha-amylase, Fructose bisphosphate aldolase, Histone H2B

Cell cycle (GO:0007049) (3%)
Fasciclin-2, Alpha spectrin

Cell adhesion (GO:0007155) (7%)

Fasciclin-2, NO-Mechanoreceptor potential A, Vinculin, Alpha spectrin

Immune system process (GO:0002376) (9%)

HSP-90, Fasciclin-2, HSP-70, Thioredoxin peroxidase, Peroxiredoxin-5 (Mt)

Molecular functions (B)

Binding (23%)

AlaRS, Profilin, Vinculin, Ubiquitin, Alpha spectrin, Histone H2B

Receptor activity (7%)
Fasciclin-2, NO-Mechanoreceptor potential A

Structural molecule activity (19%)

Moesin/Ezrin/Radixin, Profilin, Vinculin, Ubiquitin, Alpha spectrin

Catalytic activity (42%)

Cystein synthase, Endoribonuclease-like protein, Fasciclin-2, Aldehyde dehydrogenase, Thioredoxin
peroxidase, AlaRS, Arginine kinase, Dihydrolipoamide acetyltransferase, Peroxiredoxin-5 (Mt), Alpha-

amylase, Fructose bisphosphate aldolase,

Antioxidant activity (7%)
Thioredoxin peroxidase, Peroxiredoxin-5 (Mt)

After deltamethrin exposure, several proteins involved in the
maintenance of cytoskeleton were deregulated in clone A com-
pared to clone 2. The cytoskeleton is known as the basic structural
framework of the cell and the cytoskeletal proteins supply gener-
ally internal transport pathways, contribute to cell division, and
carry out functional tasks.

Thioredoxin peroxidase, known as an antioxidant protein,
was identified in two spots (up- and down-regulated). How-
ever, the down-regulated spot contained also another protein in
a similar proportion (see Table 2), which prevents discussion of
the putative diminution of thioredoxin in our study and would
require a different molecular approach to be confirmed. Moreover,
peroxiredoxin-5, an antioxidant enzyme (Wood et al., 2003), was
up-regulated in our analysis. According to Zhang et al. (1997), the
protein thioredoxin peroxidase is a pertinent inhibitor of apopto-
sis, but the fact that this protein was also down-regulated in our

study suggests that it promotes apoptosis together with fasciclin-2
(also down-regulated). Nevertheless, our results suggest that after
deltamethrin exposure, thioredoxin peroxidase and peroxiredoxin-
5 were up-regulated to exert their protective antioxidant role in
cells. In this respect, Poynton et al. (2007) showed an increase
in peroxiredoxin-5 gene after cadmium exposure. It has to be
mentioned that we found that deltamethrin inhibits the specific
enzymatic activity of AChE in another study in both clones exposed
to 300ngL-! (unpublished data), but the mechanism of action
still remained unclear. Here, there is no evidence of a differen-
tial expression of AChE between different treatments. However,
the mode of action of deltamethrin could be either direct or indi-
rect. In the latter case, the generation of reactive oxygen species
(mentioned by Tu et al., 2012) is known to have a specific mode
of action on membrane lipids and proteins (Escher, 2013), but ROS
may interact with any cellular constituents because of their high
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reactivity. Moreover, no clear relation was observed between iden-
tified deregulated proteins and the well-known mechanism of
action of deltamethrin on sodium channels, as observed by Du et al.
(2009). We also did not identify the transmembrane protein consti-
tuting the chloride channel (target of pyrethroids proposed by Burr
and Ray, 2004) or G protein subunits [3 or vy (target of pyrethroids
suggested by De Ondarza et al., 2005) among the deregulated pro-
teins. Nevertheless, these proteins were not really expected to be
identified as the protein separation protocol was focused on soluble
cytosolic proteins.

Finally, it should be mentioned that the proteomic approach
does not give information about real enzymatic activity of the
enzymes produced by D. magna. So, the presence of similar spot
intensity on 2D-gels does not signify that the activities of enzymes
are similar.

4. Conclusion

Differences in sensitivities of both clones after deltamethrin
exposure were observed by using the 2-DIGE method. Proteomic
investigation becomes a reliable and powerful approach to inves-
tigate effects of deltamethrin as part of research for new metabolic
and cellular biomarkers after deltamethrin exposure.

Of course, clone A may have responded more than clone 2 to
deltamethrin since the concentration used was closer to clone A
48 h-EC50 (just two fold lower) compared to clone 2 (four fold
lower). Nevertheless, the tested daphnid clones have different
proteome changes when exposed to the same deltamethrin con-
centration, strengthening the raison d’étre of sensitivity differences
between the clones previously noted by Toumi et al. (2013). It is
hypothesized that clone A needs more energy to struggle against
oxidative stress by promoting the upregulation of several proteins
involved in defense.

Proteomic analysis identified different proteins involved in
diverse mechanisms. Some proteins are related to response to a
stimulus, such as HSPs70 and 90. Fasciclin 2 and profilin could
be valuable biomarkers in daphnids to deltamethrin exposure.
Proteomic analysis also showed that with clone A, deltamethrin
promotes up- or down-regulation of diverse proteins involved par-
ticularly in antioxidant response to the stimulus or maintenance of
cell cytoskeleton. Future investigations are needed on other clones
in order to select practical and cost-effective biomarkers.
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Ce travail a été consacré a I'évaluation du risggieleux pesticides, un pyréthrinoide
(deltaméthrine) et un organophosphoré (malathion)y fe milieu aquatique a travers des tests
d’écotoxicités aigus et chroniques ainsi que leagede I'activité spécifique de 'AChE sur le
crustacé cladocerB. magna Les effets de ces deux insecticides ont été ésadur trois
souches de daphnies afin de réaliser une étudearatiyve de sensibilité inter-souche. La
sensibilité de la souche 1 par rapport a la so@clis-a-vis de la toxicité de la deltaméthrine
a été également évaluée par une étude protéomémselel cadre de la recherche de nouveaux

biomarqueurs et nouvelles cibles cellulaires.

Malgré des effets toxiques enregistrés pour diveganismes, les deux insecticides
testés sont largement employés en usage agridelesoht détectés dans les différentes
composantes de la biosphére. La deltaméthrineratilathion sont des molécules qui ont fait
I'objet de nombreux essais d’écotoxicité aigué avemagna mais curieusement il y a peu
de travaux relatifs a I'écotoxicité chronique aeet organisme. Au surplus, ces travaux sont
anciens et n'ont pas été publiés dans des revieationales a comité de lecture. De la
méme facon, 'embryotoxicité de ces deux molécules pas été étudiée, de méme que
l'apparition de males dans la descendance. Enfis, molécules se retrouvent dans les
écosystemes aquatiques (ensemble ou séparémemnt)j ceontre I'intérét de conduire des
études intégrant 'ensemble des effets évoquéesstd.

Les résultats des tests d’écotoxicité aigus wssale la deltaméthrine montrent que la
souche 1 (CE50-48h : 0,32 pd)Lest plus sensible que la souche 2 (CE50-48H3: [0ghL ™)
et la souche 3 (CE50-48h: 0,88 pg)LIl en est de méme pour les résultats relatifs a
I'écotoxicité aigué du malathion pour lequel la cloei 1 (CE50-48h = 0,36 pg')est plus
sensible que la souche 2 (CE50-48h = 0,44 et la souche 3 (CE50-48h = 0,46 pg).L
Le facteur maximal de différence de sensibilitéetds souches est beaucoup plus élevé pour

la deltaméthrine (2,75) que pour le malathion (},28

Comparativement aux différents résultats troudéss la littérature, nos propres
résultats (i.e. CE50-48h) sont relativement prodfesteur maximal de différence = 2,75) et
se situent dans la partie médiane (deltaméthrinajams la partie inférieure (malathion) des
courbes SSD tracées (cf. chapitres 1 et 3 respectint). Les différences de sensibilité
enregistrées par rapport aux données de la ltit€raiissi bien pour la deltaméthrine que pour

le malathion peuvent étre attribuées i) aux coon#idu test réalise, ii) au type de produit
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chimique testé (préparation commerciale, substgnoe) auquel s’ajoute le pourcentage
variable d'impuretés, dont on sait qu’elles peuartir une grande influence sur les résultats
obtenus (Meier et al., 1979), ou iii) a la souckeddphnie utilisée. Malheureusement, toutes
ces précisions ne figurent pas toujours dans Idédigations et nécessitent d’améliorer les
procédures d’assurance-qualité dans les laboratdiéeotoxicologie (Férard et Férard, 2013)
pour pouvoir mieux comparer les résultats corredpohaux mémes conditions et éviter de

trop grandes variations des résultats obtenus.

Les résultats obtenus pour les trois soucheseesté@ntrent qu’il y a une différence de
sensibilité liée a la souche puisque les conditim$essai et de culture (pendant une durée
d’au moins 3 ans) et le produit testé sont les nsémi®us pouvons donc conclure a une
différence de sensibilité inter-souches. De plashant que les clones des souches 1 et 3 sont
identiques, il y aurait aussi une différence irdi@aale. Les différences de sensibilité entre les
souches ou clones de daphnies ont été aussi lantjergumentées par Baird and Barata
(1998) pour diverses substances testées. Plus mmaimPicado et al. (2007) enregistrent
aussi en termes de CE50-48h, une différence datiwaride 2,2 et 1,9 respectivement pour le
sulfate de zinc et le dichromate de potassiumevmiéme un facteur de variation qui dépasse

10 pour deux autres effluents.

Les résultats des témoins des tests d’écotoxicitonique aussi bien pour la
deltaméthrine que pour le malathion satisfont atiteres de validité de la LD OCDE 211
(2008) en termes de mortalité des adulieg(%) et du nombre moyen de juvéniles produit
par daphnie adulte>(60). Les tests de toxicité chronique ont concgingieurs parameétres
biologiques a savoir la mortalité, la croissanedlé de la daphnie) et la reproduction (jour de
premiére ponte, nombres de pontes, nombres de moeshbre de nouveaux nés). Ces
résultats ont permis de mettre en évidence, aueasi four la deltaméthrine que pour le
malathion, une diminution de toutes les variablessunées et pour les trois souches de
daphnies (a I'exception évidemment du jour de peeeniponte qui augmente). Cette
diminution était dans la plupart des cas concedotraiépendante et a abouti a montrer des
différences significatives par rapport aux témoiflOEC) pour au moins une des

concentrations testées.
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Les criteres d’effet (également appelés traitdagecologiques) les plus sensibles (en
termes de CI10 et de NOEC) varient d’'une soucHaudré et selon le produit testé. Il n’en
demeure pas moins que, aussi bien pour la deltam&tiue pour le malathion, le nombre de
juvéniles par adulte est dans la plupart des cgmtametre le plus affecté. Ces résultats
peuvent étre expliqués par le fait que les dewxyits chimiques peuvent affecter les ceufs
directement dans la poche incubatrice comme 'oomitné Baird et al. (1991b) et Pereira et
al. (2007) respectivement avec la 3,4-dichloronailiet le propanile. Par ailleurs, une
exposition de 48h a des concentrations (certeted®es) de deltaméthrine de 50 et g§0
L™ montre que le brome a été détecté au niveau detesdntestinales (Eybe et al., 2009).
Une telle observation peut laisser supposer qifet’enregistré sur la reproduction (nombre
de juvéniles par adulte) pourrait étre corrélé na possible détection de la deltaméthrine ou

de ses métabolites aux niveaux des ovaires delanda

En termes de CI10 et de NOEC, aussi bien aveddes paramétres les plus sensibles
a la deltaméthrine (nombre de mues et nombres \dmijes par adulte) qu'avec les deux
parametres les plus sensibles au malathion (nond®gsvéniles par adulte et nombre de
pontes), la souche 1 est la plus sensible. Pouquceoncerne les CI10 et le nombre de
juvéniles par adulte, le facteur maximal de diffi@® de sensibilité entre les souches est
beaucoup plus important pour la deltaméthrine (1Gu& pour le malathion (2,7). La méme
tendance est observée au niveau des NOEC (cf.atablé5 et 22), ainsi que dans une
moindre mesure au niveau des données d’écotoxmigEs comme évoque précédemment.
Dans la littérature, des différences de sensibilitd été enregistrées par Minziger et
Monicelli (1991). A partir du nombre de nouveaus péoduits par 30 individus adultes, nous
avons pu recalculer une valeur de CI50 21 jours deelogiciel REGTOX. Les valeurs
montrent des différences de 2,2 et 3,1 respectimemaur le chrome et le nickel. D’autres
résultats plus récents montrent une différence ,@eefitre trois souches d& longispina

apres exposition au propanile (Pereira et al., 2007

Les données chroniques relatives a la deltaméthiieenent conforter les seules
données chroniques retenues par Crane et al. (2@1%avoir des NOEC croissance et
reproduction respectivement égales & 6 et 9 hgMcNamara, 1991). Bien que ces données
aient été obtenues dans des conditions dynamidjo@sthrougl), celles-ci figurent dans un

rapport réalisé par la Société Springborn Laboiedgrour la firme Hoechst-Roussel et qu'il
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nous a été impossible de nous procurer. Ces doniémsent aussi confirmer des données
plus récentes et accessibles obtenues cette feis-giésocosmes par Hanson et al. (2@07)
savoir 9,6 ng [}(concentration obtenue aprés 168h). Par ailleessdbnnées chroniques du
malathion sont a comparer avec les seules donr#esigues retenues par Palumbo et al.
(2012), a savoir les résultats obtenus par BlakemndrBurgess (1990), se rapportant a une
NOEC et une LOEC respectivement égales a 60 engd0" pour la reproduction (nombre
de juvéniles par adulte et par jour de reprodugtitinapparait donc que ces valeurs sont
nettement supérieures a celles que nous avonsuastgrour le nombre de juvéniles par
adulte. Il faut rappeler ici que ces résultats ét@ obtenus avec du Cynthion (produit
commercial avec 94 % de malathion) dans des conditilynamiques et qui figurent dans un
rapport réalisé par la société Analytical Biochdmid.aboratories pour la firme American
Cyanamid, et destiné a 'US EPA. Ces reésultats tnjmes été publies dans des revues
internationales a comité de lecture, mais il erstexheureusement une synthése sur le site

http://www.epa.gov/pesticides/chem search/cleamdews/csr PC-057701 7-Apr-
92 080.pdf

Concernant I'embryotoxicité, les malformations zhies juvéniles des daphnies
apparaissent a partir des concentrations les phissfdes deux insecticides. Toutefois, en se
basant sur les concentrations a partir desquéelles iapparition des malformations chez les
trois souches de daphnies (80, 150 et 420hgtl90, 110 et 115 ngLrespectivement pour
la deltaméthrine et le malathion), nous observonsuveau que la souche 1 est plus sensible
gue la souche 2, elle-méme plus sensible que lehed® Des malformations ont pu aussi étre
révélées dans la descendanceDdenagnapar LeBlanc et al. (2000), Zhang et al. (2003) et
Manar et al. (2009). Cependant les mécanismes qogsi n'ont pas été identifiés par ces
auteurs. L’'apparition des malformations peut résultd’'une diminution du taux
d’ecdystéroides dans les embryons, sachant queoce®nes jouent un réle primordial dans
le développement embryonnaire normal (Mu et LeBl&004 ; Creuzburg et al., 2007). D’un
autre c6té, ces malformations peuvent étre assoeiées perturbations d’autres hormones,
tel est le cas des malformations observées chezutacéNeocaridina denticulatgpar
Huang et al. (2004).

L’'apparition des maéles a été enregistrée uniquénpemur la souche 1 a une

concentration de 160 ng'lde deltaméthrine. Ces résultats peuvent &trequésii) soit par
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les agonistes des hormones juvéniles qui affedtesignal responsable de la production des
males (Tatarazako et al., 2003) ou ii) soit paorithone juvénile méthyl farnesoate qui est
responsable de la détermination du sexe chez lgsndss (Olmstead et Leblanc., 2002).
L’apparition d’'une descendance male chez une soatlm®n chez les autres suggéere aussi
gue le mode d’action de la deltaméthrine est prigimaént différent d’'une souche a une autre
et révele a nouveau que la souche 1 est plus $&sib les deux autres souches de daphnies.
En outre, le fait que les males n’apparaissent tp’gremiére ponte semble indiquer qu'il

pourrait y avoir un phénomeéne d’adaptation.

Nous avons choisi de doser l'activité spécifiqeel'dChE pour évaluer la réponse
observée apres 48h d’exposition aussi bien chetghasins que les traités. Pour cajaatre
concentrations nominales de deltaméthrine (37%-150 et 300 ngt) et de malathion (30
- 60 - 120 et 240 ng'l) ont été testées avec les 3 souchds.dragna. Les résultats relatifs
aux témoins des trois souches de daphnies morjuentactivité spécifique de 'AChE des
souches 1 et 2 sont relativement identiques aloes aglle de la souche 3 est Iégérement
supérieure que celle des deux autres souches.dlesrs obtenues pour les témoins sont en
accord avec celles trouvées par Barata et al. [2@Ppdes 48h d’exposition, mais sont
nettement supérieures ou inférieures a celles @auauteurs (Guilhermino et al., 2000 ;
Diamantino et al.,, 2000, 2003 ; Printes et Callagh2003; Jemec et al., 2007). Ces
observations montrent bien qu’il existe des vasiaiintra-clonales de I'activité spécifique de
I’AChE dans les témoins et qui peuvent étre coe®l® a un facteur génétique (Soares et al.,
1992), ii) au nombre de pontes (Barata et al., pO@) au milieu d’exposition (Printes and
Callaghan, 2003) ou iv) aux conditions de cultymesalables (Baird et al., 1989).

Apres 48h d’exposition a la deltaméthrine et adath#&on, les résultats montrent une
inhibition significative de I'activité de I'AChE po les trois souches de daphnies. Pour la
deltaméthrine et en terme de LOEC, la souche besmticoup moins sensible (LOEC = 150
ng L) que les souches 2 et 3 (LOEC = 37,5 ). lll en est de méme pour le malathion ot
la souche 1 est moins sensible (LOEC= 120 hgdue les souches 2 et 3 (LOEC= 60 ify.L
Les valeurs des CI50-48h correspondant a l'intghitle 50% de l'activité de 'AChE (>0,24,
0,05 et 0,01 pgt respectivement pour les trois souches de daphmiesjrent une différence
de sensibilité entre les trois souches de dapheiesjssi curieusement un ordre de sensibilité

inverse de celui enregistré pour les tests aigalreniques.
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Les résultats de cette étude avec les deux ingbagi révelent que les différences de
sensibilité enregistrées peuvent étre attribuéaseadifférence inter-clonale (cas de la souche
1 et 2 supposées appartenir a des clones diff¢renistra-clonale (souche 1 et 3 supposées
appartenir au méme clone). L’'ensemble de ces ohts@ng montrent que 'AChE peut étre
employée comme biomarqueur d’exposition et d’edféd deltaméthrine chd2. magna De
plus, aussi bien pour la deltaméthrine que pounddathion, 'AChE peut étre considérée
aussi comme un biomarqueur de susceptibilité piiistpus renseigne sur la tendance de la

daphnie a répondre a une exposition toxique emtamnpte des facteurs génétiques.

L’analyse protéomique a nécessité un choix crueiaire les souches a tester,
principalement pour des raisons économiques. Nwossafavorisé dans le cadre de cette
analyse, une étude comparative entre la souchéofe(@) du LIEC et la souche 2 (clone
indéfini) du NIES. En effet, il nous a semblé plingéressant de poursuivre les premiers
travaux initiés avec la deltaméthrine entre cesxdsauches 1 et 2 lors d'une approche
écotoxicologique plus classique (Toumi et al., 20pBur les raisons suivantes :

a) les tests d’écotoxicité aigus et chroniquesemtaiéveélé que la souche 1 était dans

tous les cas plus sensible que la souche 2, elleenrm@us sensible que la souche 3

(hormis pour les CI50 de 'AChE ou la souche 1negins sensible)

b) il n'y a eu apparition des males dans la desmecrel préalablement

parthénogénétique que dans la souche 1
L’analyse protéomique a permis de réveéler 39 pnetedérégulées dans la souche 1 exposéee
a la deltaméthrine par rapport a la souche 2 expesdes deux témoins, dont 21 sont sur-
exprimées et 18 sous-exprimées. Ces protéinestédfesont impliquées dans 12 processus
biologiques et 5 fonctions moléculaires. Pour mlagprécision, les protéines dérégulées dans
les processus biologiques, touchent plutdt le nofiabhe alors que ceux des fonctions
moléculaires touchent essentiellement l'activitdalggique. Une analyse des protéines
dérégulées par la deltaméthrine dans la souche Iapport aux trois autres conditions a
montré qu’'a travers la sur- ou sous-expressioned@ioes protéines, la souche 1 répond au
stress toxique par une production plus élevée dpmeCette énergie serait destinée a lutter
contre le stress oxydant (Thiorédoxine peroxyd&szpxyrédoxine-5 mitochondriale) ainsi
gu’'a la production d’'HSP70 et 90. La souche 1 senmbbduire aussi plus d’énergie pour
tenter d’assurer aussi le développement et le mairdu cytosquelette de la cellule afin
d’éviter les dégats causés par la deltaméthrin@uttés protéines dérégulées sont aussi

impliqués dans [lactivité catalytique et l'apoptos®los résultats confirment ceux
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précédemment enregistrés dans les autres apprptiseslassiques (écotoxicologiques) ou
nous avions montré que la souche 1 était plusidermile la souche 2 (hormis pour le dosage
de lactivité spécifique de I'AChE). L’apport de lprotéomique réside ainsi dans i)

l'identification de I'ensemble des protéines déitéga par la deltaméthrine pour la souche 1
afin de déterminer avec plus de précision les megws dans lesquelles elles sont
impliquées ii) la recherche de nouvelles cibletutates de la deltaméthrine chez la souche 1
et iii) la confirmation des résultats écotoxicolpggs déja réalisés.

D'une maniére générale, le grand avantage de thode protéomique utilisée est
d'identifier des protéines, au sein d’'un échantjlisusceptibles d’étres des cibles potentielles
d’'un produit chimique dans divers compartimentdutaires. De plus, l'identification d'une
protéine dans un échantillon par une approche @mutfie est une preuve de sa présence. Au
contraire, comme nous l'avons constaté pour I'AQHER que cette derniére ait été inhibée a
la méme concentration (300 ngf)Lque celle testée pour I'analyse protéomiqueaiede ne
pas l'identifier ne signifie pas qu'elle en estatie, mais tout simplement qu'elle n'a pas été
détectée sur le gel 2D, tout simplement par manigueariation d’intensité des spots. En ce
sens, les études protéomiques sont complémentiEseStudes génomiques, qui permettent de
déterminer avec précision si un gene est transarihon, mais si c'est le cas, ne permettent
pas d'assurer que la protéine correspondante éserge. Les approches protéomiques
génerent certes une abondance de données, maie aint intéressantes que si elles sont
bien placées dans un contexte biologique ou éamitngique précis. C'est ainsi que les
données que nous avons obtenues ont pu confirneed@imos hypothéses de départ réalisée
par une étude écotoxicologique et qui prouve gusoileche 1 est plus sensible que la souche
2.
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L’espéce D. magnaa été choisie comme modele biologique pour notredect
puisqu’elle présente plusieurs avantages d’autéut pue le génome d'une espéce tres
voisine . puleX a été entierement séquencé. Ces criteres noumaids a entreprendre
I'étude de l'effet de la deltaméthrine et du malathsur plusieurs parametres biologiques qui
concernent la survie, la croissance, la reprodnctiembryotoxicité et le protéome tout en

réalisant une étude comparative entre différerdastes de daphnies.

Les résultats du test aigu aussi bien pour la miéltiarine que pour le malathion,
montrent qu’il existe une différence de sensibiktdre les trois souches de daphnies (la
souche 1 est plus sensible que la souche 2, elleenpéus sensible que la souche 3) et que les
variations observées sont corrélés au facteur iggmét

L’étude de I'écotoxicité chronique des deux insgdés ont révélé la sensibilité de la
reproduction par rapport aux autres parametreatenontré que la souche 1 est plus sensible
gue les souches 2 et 3. Le développement de malfmns par les juvéniles et I'apparition de
males dans la descendance préalablement parthé&togenmontrent que la souche 1 est
plus sensible que les souches 2 et 3. Ces obsersgieuvent étre corrélées a une action des
deux pesticides sur la reproduction et il seraiteséaire dans ce cas de Vérifier cette
hypothése par i) une étude NanoSIMS pour essayeiveder la présence de ces pesticides au
niveau des ovaires ii) une étude des dérégulatenslusieurs hormones intervenant dans la
reproduction et impliquées dans le développememhalodes embryons (ecdystéroides) ou la

détermination du sexe de la daphnie (méthyl farate3o

Le Dosage de l'activité spécifique de 'AChE desdéins montrent qu'il existe une
différence de sensibilité entre les trois souchegaphnies. Il y a une réduction de cette
activité spécifique chez les trois souches de daglpour les deux pesticides. Dans ce cas, il
y a une inversion de l'ordre de sensibilité puistmusouche 3 devient plus sensible que la
souche 2, elle-méme plus sensible que la soucBe biomarqueur est intéressant car il nous
montre un gradient de sensibilité différent de icelhservé a I'aide des tests d’écotoxicite.
Enfin, le dosage de I'activité spécifigue de I'AChiontre que ce dernier est a la fois un

biomarqueur d’exposition, d’effet et de susceptibil
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L’analyse protéomique a permis de mettre en égelgnhusieurs protéines dérégulées
(sur et sous exprimées) vis-a-vis de la deltam@hchez la souche 1 par rapport aux autres
conditions traitées. Les protéines majoritairemeffectées sont impliguées dans des
phénomenes de: développement et de maintien dequtette de la cellule, stress oxydant,
défense de I'organisme vis-a-vis du stimulus, df#pse et d’activité catalytique. Ceci montre
gue la souche 1 produit de I'énergie supplémenfzite la détoxification et la défense vis-a-
vis de la deltaméthrine. Ces résultats peuventigugd la sensibilité de la souche 1 par
rapport a la souche 2 préalablement enregistrée temntests d’écotoxicité. Cette étude
protéomique nous renseigne sur des nouvelles ciglbslaires de la deltaméthrine et nous
révéle une sur-expression de certaines protéin8® (FO et 90) qui peuvent étre considérées

comme biomarqueurs tres pertinents ddemagnaapres exposition a la deltaméthrine.

L’approche protéomique nous a permis de comparprde&ome de deux souches de
daphnies, dont l'une s’est révélée plus sensible kputre. Bien que cette approche fut
risquée en termes de quantité de matériel bioleg&mettre en ceuvre et de concentration de
deltaméthrine a tester, elle a permis d’obtenir idésrmations quant aux protéines sur- et
sous-exprimées de la souche 1 par rapport a laheofcet les deux témoins. Par cette
approche, nous avons aussi pu identifier plusiptogiines dérégulées et donc de nouvelles
cibles cellulaires de la deltaméthrine. Ce trasgikoduit un grand nombre d’informations qui
permettent de mieux appréhender la nature et krsité des événements moléculaires et les
réles biologiques associés aux diverses protéibhagproche protéomique suggere ainsi
plusieurs pistes de recherche prometteuses. Lé&mes dérégulées, différemment exprimées
entre les deux souches de daphnies devront ulténmmnt étre analysées par d’autres
techniques tel que RT-PCR ou Western blot pour analyse quantitative. Une étude
ultérieure de la deltaméthrine et du malathion eange pourrait étre aussi intéressante a
mener.

Il est important de signaler aussi que les conaénftrs des pesticides testés ainsi que
les résultats obtenus reflétent des concentratomngonnementales réalist€Sest ainsi que
Pawlisz et al. (1998) ont enregistré des conceatraitde deltaméthrine, variant de 0,04 a 24
ng L dans les zones agricoles canadiennes, tandisFgaeet al. (2010) relévent des
concentrations de deltaméthrine qui varient de58,8 ng I* au niveau du Delta de I'Ebre en
Espagne. Pour le malathion, des concentrations ldaré&tangs et les piscines variant de 9,38

et 49,4 ug [! ont été observées par Segawa et al. (1991).

Page 132



Conclusion et perspectives

L’emploi de divers tests d’écotoxicité ainsi quaplplication de nouvelles approches
moléculaires complémentaires sur des organismeatiggas clés, nous renseigne ainsi sur
les vraies cibles cellulaires et contribuent adléation de I'effet écotoxique du pesticide a
différents niveaux d’organisation biologique. Nacherches dans le cadre de ce travail
s’impliquent dans I'évaluation potentielle des doag®s et des dangers qui peuvent survenir
dans l'environnement, en particulier dans les éxt@syes aquatiques peuplés par des
organismes cibles de la chaine alimentaire tellgeeustacé cladocéei® magna

L’espéce D. magna a montré une réelle capacité a révéler les plublemi
concentrations a partir desquelles des effets te&faont observés, et par suite confirme les
soupcons relatifs aux effets de la deltaméthrinde enalathion une fois disséminés dans
'environnement. D’un autre c6té, la comparaisorrdess souches de daphnies nous a permis
de mettre I'accent sur le facteur génétique etédéler des différences inter et intra-clonales
a prendre en considération que se soit pour l¢s déScotoxicité ou de nouvelles approches

génomiques.
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Annexe |: MODE OPERATOIRE STANDARDISE Daphnia magna

1) Généralités sur la reproduction de la daphnie

Les daphnies se reproduisent normalement, au kalieapar parthénogenése : la population
ne se compose donc que de femelles qui pondentedds parthénogénétiques qui vont
fournir eux-mémes des femelles. Toutefois, lorskpseconditions de vie des élevages sont
perturbées ou détériorées, il peut y avoir apparitie males et possibilité de reproduction
sexuee.

La détérioration des conditions de vie des élevagss tres facilement constatée par
l'apparition d'éphippies. Une éphippie est un stagyptobiotique, contenant deux ceufs de
durée et capable de résister a de mauvaises angliftlle provient de I'épaississement des
parois de la chambre incubatrice située dorsalens#iatse retrouve au fond des cristallisoirs,
rejetée par l'animal suite a sa mue. Lorsque déspgips apparaissent, il est urgent
d'intervenir pour améliorer les conditions de vis élevages.

2) Conditions générales d'élevage des daphnies

Les daphnies sont élevées dans :

* une enceinte thermostatée &2p°C ;
» avec une lumiere (artificielle uniquement) de 8ADAO lux ;
» et une photopériode de 16 heures de jour et 8 siegrauit.

La structure générale de I'élevage est la suivante

» X cristallisoirs J (jeunes) contenant des daph@gges de moins d'un mois ;

 y cristallisoirs M (méres) contenant des daphnggeé de 1 a 2 mois ;

2z cristallisoirs SM (super mamies) contenant dggdees agées de plus de 2 mois.

Les cristallisoirs J contiennent des daphnies thksfeunes ne doivent pas servir pour les tests
avant l'age d'environ 1 mois. Les cristallisoirssktvent a produire de jeunes daphnies pour
les tests (elles sont ainsi d'un N° de ponte lasggraupérieur a 3). Les cristallisoirs SM sont
conservés (uniquement par sécurité) pendant enviBofours, aprés quoi la structure de
I'élevage devient :

» X cristallisoirs J (jeunes) contenant des daphagges de moins d'un mois ;

 y cristallisoirs M (méres) contenant des daphnggeé de 1 a 2 mois.

L'élevage de daphnies meres est ainsi renouvel@stdes quatre semaines lorsque des
cristallisoirs J prennent la place des cristaltis®il (contenant alors des daphnies agées de 2
mois) et ainsi de suite.
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3) Les changements de milieu et les apports de noiture

a) Procédure normale : changements les Lundi, Mdérat Vendredi. Les petits sont soit
conserveés pour I'élevage, soit éliminés (cf. pracédde tri). Attention aux volumes qui
varient :

Lundi: 1L, Mercredi: 1L, Vendredi : 1,5L.

b) Procédure allégée : changements les Mardi etiéelin(cf. procédure de tri). Attention aux
volumes qui sont alors de 1,5Litre.

La quantité de nourriture de référence administgtda suivante :

5.1F Pseudokirchneriella subcapitdjaur/daphnie ;
2,5.16 Scenedemus subspicajaar/daphnie
2,5.16 Chlorella vulgaris/jour /daphnie.

Soit pour 40 daphnies et pour 2 jours :
400.106 Pseudokirchneriella subcapitata

200.16 Scenedemus subspicatus
200.16 Chlorella vulgaris

Annexe Il : Composition de I'eau de dilutionpour Daphnia magna
(ISO/DIS 6341.2) 1996

Solution 1 Chlorure de calcium (CaC2HO) 11,76 g | gsp 1000 ml
Solution 2 Sulfate de magnésium (Mg5@H0) 4,93 g gsp 1000 mi
Solution 3 Hydrogénocarbonate de sodium (Nak)CO 2,599 gsp 1000 mi
Solution 4 Chlorure de potassium (KCI) 0,23 g gsp 1000 mi

» Mélanger 25 ml de chacune des quatre solutiond &taamener le volume total a 1

litre avec de I'eau distillée.

* L’eau de dilution doit étre aérée jusqu’a ce quediacentration en oxygene dissous ait
atteint la valeur de saturation dans l'air et juaaabilisation du pH (7,8 £ 0,2).

Annexe Il : Milieu Lefevre-Czarda (LC)

Solution base : 1ml/|

Solution 1 Nitrate de calcium (Ca(NR4H:0

49 gsp 100ml

Solution 2 Nitrate de potassium (KNO

10g gsp 100ml

Solution 3 Sulfate de magnésium (MgS@+0)

39 gsp 100ml

Solution 4 Monohydrogénophosphate de potassiumdaah{icHP Q)

4qg gsp 100ml

Page 156




Les Annexes

Solutions d’oligoéléments : 0,5 ml/l

Solution | :

Sulfate de cuivre (CuSO5H0) 30 mg
Heptamolybdate d’ammonium ((N}6Mo07024, 4HO) 60 mg
Sulfate de zinc (ZnSO7H0) 60 mg
Chlorure de Cobalt (Cog|6+H0) 60mg | 1L
Nitrate de manganese (Mn(N@ 4HO) 60 mg

Acide citrique (GHsO7H20) 60 mg

Acide borique (HBOzs) 60 mg
Solution Il :

Citrate de fer (Ill) (EHsFeOr, 5HO) 1,625 g
Sulfate de fer (Il) (FeS7HO0) 0,625¢g | 1L
Chlorure de fer (1) (FeG] 6HO) 0,625 g

(Dissoudre séparément- long pour le citrate)

Préparation du milieu de culture et essai :

* on prend 1 mL des solutions 1, 2, 3 et 4 et 0,5 md._gblutions | et Il. Puis on compléte
alL avec de I'eau pure ;

* stérilisation a 121+1°C pendant 20 minutes de latism ;

* le pH estde 7,1£0,1 ;

 conservation a 4°C pendant 1 mois au maximum.

(Norme AFNOR T90-304 — aolt 1980)

Composition du milieu de culture LC/Volvic

Pour 10 L de milieu de cultui2.magna:

* 2 L milieu Lefevre-Czarda (LC) ;

» 8 L eau minérale de commerce Volvic ;

» 20 mL de chlorure de magnésium ;

* 20 mL de Nitrate de Calcium ;

* 1 mL de solution multi vitaminées (thiamine-HCI Q7&ng/L), vitamine B12 (10 mg/L)
et Biotine (7.5 mg/L)).

Annexe |V : Coloration au bleu de Coomassie colloidal
REACTIFS

Solution stock de Bleu de Coomassie G250
-dissoudre 2g de Bleu de Coomassie G250 dans 10@eal distillée
sous agitation (& 100°C), laisser refroidir et &go0,2g/l d’azide de
sodium ;
-stocker a température ambiante.

Solution 30% ETOH, 2% Acide phosphorique
-Ethanol absolu 300 mL/L;

Page 157



Les Annexes

-Acide phosphorique 20 mL/L.

Solution 2% Acide phosphorique Acide phosphorique 20 mL/L.

Tampon de Pré-Coloration

-(NH4)2SO4 120 g/L ,
-Eau Millipore 720 mL ;
-2% Acide phosphorique 20 mL/L ;

-(a ajouter en dernief)8% ETOH 180 mL/L.

Tampon de Coloration
-Tampon Pré-Coloration 95 mL ;
-Solution Stock de Coomassie GZbWII.

PROTOCOLE :
- laver les gels dans eau distillée (MILLI-Q) ;
- fixer le gel2 fois 30’dans solutior30% ETOH, 2% Acide phosphorique
- rincer3 fois 10’dans2% Acide phosphorique
- équilibrer30’ dans leTampon de Pré-Coloration
- ajouter dans la méme solution 5% d'B@ution Stock de Coomassie G250
- incuber24 a 72h (pour une coloration a I'équilibre laisseb jours) dansle Tampon
de Coloration;
- laver les gels avec Eau distillee (MilliQ) ;
- pour le stockage : dans solution 1% Acide Acétique.
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Résumé: L'objectif de ce travail a consisté a évaluerfé@iénts effets écotoxiques de I3
deltaméthrine et du malathion sur trois souchesrdstacé cladocef@aphnia magnaDeux

de ces 3 souches appartiennent au méme clone Ah@od et 3), ce qui a permis d’observr
des difféerences de sensibilité inter- et intra-alen Les tests d’écotoxicité aigué (48h) o
révélé, aussi bien pour la deltaméthrine que peumalathion, que la souche 1 est plie

nombre de nouveaux nés par adulte. Ces tests ofitraé la sensibilité de la souche 1.

La deltaméthrine et le malathion sont embryotoxsgpeisque I'exposition des daphnies a
fortes concentrations de deltaméthrine et de malata induit des malformations. Pour ce
effets, la souche 1 est également plus sensibléaggmuche 2, elle-méme plus sensible quefja
souche 3. Nous avons aussi observe l'apparitionmdées, mais uniquement dans I
descendance de la souche 1 exposée a la deltameéthei dosage de I'activité spécifique de
I'acétylcholinestérase (AChE), pour les deux insetts, a montré une inversion de 'ordrg
de sensibilité des souches. L’AChE, biomarqueuxmbsition et d'effet, peut étre dong
considérée aussi comme biomarqueur de suscejgtilifianalyse protéomique a permis df
révéler plusieurs cibles cellulaires de la deltdmie chez la souche 1 par rapport a la sou .| e
2. Elle est surtout venue confirmer la plus graseesibilité de la souche 1 par rapport a e
souche 2.

L’ensemble de ces résultats rappelle que le fagiénetique est une source de variation [pt
souligne les perspectives offertes par I'analysegmmique.

Mots clés Daphnia magna deltaméthrine, malathion, écotoxicité, reprodutcti
embryotoxicité, acétylcholinéstérase, protéomique.

Abstract: The aim of this work was to evaluate differentteg@ effects of deltamethrin and
malathion on three strains of the cladoce@aphnia magnaTwo of the three strains belong
to the same clone A (strains 1 and 3), which altbteeobserve differences in inter-and intrg
clonal sensitivity. The acute ecotoxicity tests H#&howed for both deltamethrin an
malathion, that one strain is more sensitive thaairs 2, itself more sensitive than strain 3
Chronic tests (21days) showed that the commonriciitenainly affected by both pesticides i$
the number of neonates per adult. These testsrowdi the sensitivity of the strain 1
Deltamethrin and malathion are embryotoxic as dapkrposure to high concentrations ©
deltamethrin and malathion induced malformations. these effects, strain 1 is also morg
sensitive than strain 2, itself more sensitive th@ain 3. We also observed the appearanceljof
males, but only in the offspring of the strain Jesed to deltamethrin. The determination |
the specific activity of acetylcholinesterase (AGhtér both insecticides, showed a reversgl
of the order of susceptibility testing. Thus, asi@marker of exposure and effect, AChE ca
also be considered as a biomarker of susceptibiftpteomic analysis revealed severdl
cellular targets of deltamethrin in strain 1 congghto strain 2. It confirms the greate
sensitivity of strain 1 compared to strain

All these results point out that the genetic fagtom source of variation and highlight thé
opportunities offered by proteomic analysis.

Keywords: Daphnia magna deltamethrin, malathion, ecotoxicity, reproduatio
embryotoxicity, acetylcholinesterase, proteomic.
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