BIOME

Biomonitoring Aquatic Environment

29/07/2021

RAPPOR DE SYNTHES

Référence du document AHG001-01

"ET OOOOCAEI T AT AA AA 1A
Mort et du Guiers Vif

Evaluation de la contribution écotoxique

OA1 AOEOA A601 OAsaullr-dE
Pont: miseAT GOOOA Ailksituparl A
encagement de gammares.

Résultats de la campagnde mesure 202




©BIOMZA 202 Ce doument a été rédigé pde laboratoireBiomae Biomae ne le diffusera pas a des tiers.
[ QSyaSyYyotS RSa NBadzZ GFda Sad 1 LINPLNASGS SEOf dza A
exploiter tous les résultats. Toukeh & X OS R2O0dzySyd yS LISdzi siNB Y2RATA

Version du document

N° Version Date Modification(s)

1 29/07/2021 Premiére version

Validation du document

Action Date Prénom Nom Visa
Rédaction 29/07/2021 Thibaut Hombert TH
Vdidation 29/07/2021 Guillaume Jubeaux GJ

Document(s) associé(s)

F21 00/ 24 $8%80%2)6A80L OAUAT AYAAO O1 O@épbidntedsin AOAT O
situhAOO AEODPITEAT A AT AT TAGA ADO DPOi OAT O APBROI AT 6 C
Il contient les informations liées aux expérimentations de terrain nom de la station, dates
AAgbi OEI AT OACET T 6h 11T AAI EOAQETT Ci1T COAPEENOA | A
parameétres physicoechimiques (température, conductivité, pH et oxygéne)tecommentaires.

[RAPPORT ANNEXE], 8 AT OAT AT A AAO Oi 601 OAOO 1T AGAT 66 ADO A
annexe du présent document sous la forme de tableaux au formBXCEL) I AT 1T OEAT O 1 8 A1
des informations relatives aux stations de mesure, des cqragnes de mesure, des parameétres
physiccAEET ENOAO j OAi pi OAOOOAR AT 1 AOAOGEOGEOi h bB( AO
de contamination chimique (résultats bruts, diagnostic de la contamination chimique

AET AEODPI T EAT A U 1 & dortambnatidnABBAGdt deiikliz@e diakit®)EdiaghosiicA

AA 18EI DPAAO i AT Ol gENOGA U 186AEAA AA Omtiehio@d OAOE
conformité aux NQE biotalans le cadre de la Directive Cadre Eau



Sommaire

CONTEXTE ET OBJECHPb  , 8 Y0455 %0 v oeemeemereee e eeeeeseemseses e e s vemenemen
02/ 41 #/1 , % SGNBED GAMMARES. ..o eeemeeeesereeeseesesessvseemeeemssaseeeseees
BILAN DES DERDIEMENTSN SITU... e eeeemeeen ettt eeeenmeee e renemeeen
2%35, 41 43 $%...,.5.%4.5.5.%.. eemeeemeee e eeeteenm e
D O R N O 17V 10 S |
ANNEXES:

RN
SESRENELES

1. LABORATOIRE BIOMAE.........cutttiiiiiiimemmmm st mmmmmmmms e mmmmmmms s s e e e smmme o)
2. MESURES BIOLOGIQUES..............uiitimmmmmeee e cemmmmmmme e e e smmmmmmmmrseeeeeeseee e e s smmmlh
3. TRAITEMENT DES RESDATS.... ..o oot eemmmemr s v e e e emmmmnnens 0oL O

[llustrations

Figure 1: Localisation géographique des StationS.............ooouerieccccmmeeeeee e emmmmmeene e 4....

Figure 2: Les 10 étapes de réalisation des bioessaissitu.. .0,

Figure 3: Substrat alimentairez$ EONOA AA AAOEI | A ABAOILILA.. j Gc, ¢ 11 A
Figure 4: Résultats de tests de toxicité.. ettt emmmm— e mmmmm—— et e 144 mmnnnnne e

Figure 5: Localisation géographique des statlons 10

Figure 6 : Préparation des résidus de disques de feunle S .

Figure 7 : Mesure de la quantité de feuilles consommeées pour une cage S I/

Tableau 1 : Paramétres physicd EET ENOAO 11 00 AA 1 38A@PI.QEQEIT AAO



1.CONTEXTE%4 [ " * %# 4) ES % , 0 %4 5

, 61 OOAA OEOA U Ai OAAOGAO AA bl OAdQiErdvifét dAGE®EA OO OF ¢
Mort dans le secteur de SainLaurent-du-Pont/Entre -DeuxGuiers(Figure 1). Une campagne de

mesure a été lancée I8 juillet 2021. Des gammares ont été transplantés via notre méthode

A8 AT AACAI AT O EOONOGU ¢p ET OO0 000 AEANGRIiIeOOAOET 1
2021. Un test de toxicité (toxicité généralee OA OO A8 Al a2ié Ais énpladé bur I€ois

stations.

Figure 1: Localisation géographique des stations
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A. Principe de la méthode

La réalisation des bioessaif situ repose sur 10 gandes étapes présentées sur laigure 2. Les

i OAPAO NMp U Nt OITO0 Oi ATEOGIi AO AO 1 AAT OAOT EOA DI
AGAT O AA 1 A0 Agpi AEAO OAOO 1 A OEOA Adi OWAA | nu
AEODI OEOEA ASAT AACAI AT O AO OI 10 Agbi oi 6 Al AllC
PDATAAT O x U ¢p ET OO0 | Ales ¢rjahisméstsont ensbid réCupeBdsurA 6 AT Al
site (#7) puis expédiés au laboratoire (#8) ou ils sont échantibnnés (#9) en vue de réaliser des

analyses chimiguest/ou écotoxicologiques (#10).

C

Figure 2 : Les 10 étapes de réalisation des bioessais in situ
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B. Normalisation de la méthode
, A POT AOGAOGEIT 1 h 8 AT A A C Aanfimarés sdntréalisésicentormén@i blal 1 1T A C

norme AFNORXP-T90-721. Les analyses écotoxicologiques sont réalis® conformément a la
norme AFNOR XRT90-722.



C. Protocole de mesure

x - AOOOA AO OAO®tdAIGAA AO ARG EOROET# E %

Quatrecages (ou réplicats) ontenant 20 gammares ont été exposés situ pendant 7 jours. Lors

AA 1 8AoDl OEOETTh 1TAO TOCATEOI AO O1 10 T EOG AT AlTTCZC
AA AEAOEI] IFilue 3R BahdHdhdque cgge, les organismssnt en contact avec 20 disques

AA EAOGEI T AO AGAOITA A6OT AEAI 1T OOA i CAIT A U ¢¢ 118
(sans gammares) est réalisée pour mesurer la consommation qui pourrait avoir lieu dans le milieu

et qui ne serait pas attribualbe aux gammares encagés. Pour limiter I'influence du poids, de la
croissance et du sexe des organismes sur ces réponses, seuls des gammares males matures de

i 6i A Al AOOA ABYCA (10 i0i A@BiOio jiiUAITA AAO
coefficientA A OAOEAOGEI 1 16A@AT AATO PAO pnbQs 1 POTO 1AO
AA AEAGEITAG 1106 101 i1AEATOEIIi1171AO Al OOA AA

encagés. En paralléle, les gammares ont été récoltés, triés pour élimines brganismes morts ou
moribonds, comptés pour la détermination du taux de survie, séchggesésuis congelés a80°C




3. BILAN DES DEPLOIEMENSIN SITU

~ -

A. Parameétres physico-AEEI ENOAO 11 00indtd 1 6 Aadbil OEC

, 6 AT OAT AT A AAO -chindiqDés 0cAlidéesbest Ph@derd dank Tableau 1. Pour la

températurehn E1 OB ACEO AAO OAlI AGOO dbtenuesi pattidd®rhesdres UAT T A C
Al AT 1 OET Oh O1 OO6AO 1 A0 EAOOAOR AOOAT O O1 6OA 1T A
conductivitéh oxjgéne dissouset le pH, les mesures ohété réalisées loradesinterventions : JOet

J7. 8 1 A0 OAI AGOO O1T OOAT O A O inkctitds ArErdude., A &A BDERAIOEOMAA OEIT T
*t AT OOAOPITA AO 1 AT AAT AT O AO OAOGO AA O1 gEAEOI
récupération dutest de toxicité générale.

Tableau 1 : Paramétres physico-A E E1 E N O A Oexpokitdi®© ded damrades

3 . Température (°C)  Conductivité (uS/cm) pH (unité pH) Oxygéne (mg/L)
Numéro Station de mesure )
min moyenne max JO J7 JO J7 JO J7
Station 1 9,7 10,9 13,4 335 351 8,5 7,6 11,2 13
Station 2 9 10,5 14,4 310 328 84 7,7 11,3 12
Station 3 8,7 9,9 12,7 317 343 8,6 7,8 11,5 11,3
Les paramétres physico-AEET ENOAO OOEOEO 111 OOAT O NGdnt 1 AO Al

compris esdans la gamme optimale pour 1 8 AT AACAT AT 6. AA CAI 1 AOA

B. Taux de survie des gammares encages

x AAO@ AB8AIL EI AT OAOQEI I

Conformément a la norme Afnor XH90-722-3, les taux de survie sont supérieurs a 70% sur

1 6A1T OAT AT A AAO OOAOCETT Oh AA NOE DAOIAO OT A EI
A8 Al Ei AT OAOEI T 8

Conformément a la norme Afnor XPr90-722-1, cing réplicats de cing organismes ont été analysés

000 AEANOA OOAOEI1T DI OO 1 AOOOAO 1 86AAOEOGEOI AT UUI
une interprétation fiable des effets neurotoxigies (liesU 1 A D Oi OAT AA -AGhET OAAQE
carbamates et organophosphorés).



4. RESULTATSS % , 0 %453 %

s s Ve

ASEACI T OOEA AA 1 86EI PAAO i Al Ol gENOA

La Figure 4 présente les résiltats des mesures biologiquesbtenues au ours de la campagne
réaliséeenjuillet 2021 sur trois stations. Les niveaux de réponse biologiqusont comparés pour
chaque marqueuraux valeurs seuils présentées dans la partieTraitement des resultats» (Page
16).

Figure 4 : Résultats de tests de toxicité
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des valeurs de référence) jaune, impact modéré ;orange, impactfort ; rouge, impact trés fort
a: alimentation (toxicité générale) / n: neurotoxicité (toxicité spécifique)



En termes de toxicité spécifigue h 171 7617 AOGAOOA AOAOI EIi PAAO
au cours de cette campagne de mesure. Lesrédud O | AOOAT O AT i OEAAI
a une exposition a des insecticides de la famille des carbamates et des organophosphorés.

En termes de toxicité générale (alimentation) :

- Guiers mort : on observe NOA 1T A OAOZ AB8AI Ei AT OAOEdes
1 8 Alde ladille de SaintLaurent-du-Pont (station 3) avecun impact toxique fort. Les
effets sontsimilaires sur la station stuée en aval de laville de SaintLaurent-du-Pont
(station2) AOAA O1 1T EOAAO AGEI PAAO AI 00

- Guiers vif : par rapport au Guiers mort,on observe un impactplus marqué sur le Guiers
OEAL AOAA O1 (tregf@ridsiv Cettelstation (S1akidh ).

AR



5. CONCUSIONS % , 0 %453 %

, 61 OOAA OEOA U Ai OAAOGAO AA bl OAdQiErdvifét dAGE®EA OO OF ¢
Mort dans le secteur de SainLaurent-du-Pont/Entre -DeuxGuiers(Figure 1). Une campagne de

mesure a été lancée I3 juillet 2021. Des gammares ont été transplantés via notre méthode

A8 AT AACAI AT O EOONOGU ¢p ET OO0 000 AEANGRIiIeOOAOET 1
2021. Un test de toxicité (toxicité généralee OA OO A8 Al a2ié Ais énpladé bur I€ois

stations.

Figure 5: Localisation géographique des stations
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, 100 AR AAOOA AAIDPACI A AA i AGhédefuipeudade (dnbldss AT OOC
d@&ventuelles contaminations diffuses et/ ou ponctuelle9 U 1 81 OECET A A8 ADPDPI OO0 /

supplémentairesdans le milieu (par exemple, par remise en suspension de sédiments contamineés, s
DAO APPI@®G OABEMA RO DT OAT OEAT T AT AT O AT T OAIT ETT7 AOh

x DEACI 1T OOEA uGhiers MoET PAAO A

En termes de toxicité on observe un impact toxique fort en amont(Station 3) et en aval(Station

2) de laville de SaintLaurent-du-Pont OEA 1T A T AOOOA AO OAO@ AGAI EI A
(marqueur de toxicité générale). Ces résultats montrenll O8 E1 1 Shdusséde Dx¥cité ed A

AOAT DPAO OA B&d viddnaid que dedsodrcesle toxié sont présentes plus en amont

sur le Guiers Mort.

En revanche, & 1 81 ADGAOO OMG A A££EA O Osurl Ids @éuk Sratiahg BeOdlipermet

A1 AAOOAO 1 8APPT OO AA DPOAOGOEIT O O1 ENOAOG 1 EiT AO
organophosphorés).

x $EACI T OOEAduédersivio EI DAAO

Al E

Qu

On observeun impact toxiquetrés fort sur les gammaresviasA | AOOOA AO OAO@D A
effet est plus marqué par rapport aux deux stations suivies sur le Guiers Mort.

Comme pour le Guiers Mort,o T @refpa3non plusA 6 A £F£A O 1 Ailcérie SdtiahE N O A

11
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1.LABORATOIRE BIOMAE

"ET T AA AOO Ol

I AAT OAOT EOA Adpodeldésibidassainhovats A A O i

robustes, intégrateurs,normalisés AFNOR et issus deplus de10 années de recherche au sein

AA 16ET OOEOOO

(INRAE).

BIOMAE développe et propose desioessais in sit~uf| T O 000 I o0AlA
espéceddA OAOAOOA A8 AAOD IefeinnAnkasie].# A @1 ©ARIT IOEBAA Oh

I AOET 1T Al

AAOGiI O 000

AA OAAEAOAEA bi 0O

contrélé, sontcalibrés puisencagés pour étre exposés directement dans le milieu naturgiviéres,
fleuves, canaux et lacg)lusieurs jours/semaines au contact desmicropolluants.

A partir des organsmes encagémsitun " ET I AA i1 OA ic@amidabod chifniqu2 A&hO

s o~ o~ s

i AOGOOAT O 1 A0 OOAOOAT AAO AEEI ENOAO AAA Gnpért i

écotoxicologique A1

1

Les gammares sont prélevés dans une
zone d'élevage controlée (contréles
chimigue et physiologique).

AT AV o e alEEa ¥ o

[T
O

% : [ 1]

4

Les gammares sont exposés pendant
plusieurs jours au contact
des micropolluants, directement dans le
milieu récepteur (exposition in situ).

Ai O0i AOAT O

Les gammares sont conditionnés en
laboratoire pendant 2 semaines,

période de stabulation (pH, conductivité,

température, oxygéne, etc.).

5

Les gammares sont rapatriés et
échantillonnés aux laboratoires avant
d'étre analysés. Analyses de
bioaccumulation et/ou d'écotoxicité.

I # E %h

16AEEAO AA [T EAOT BT dqued
1A OAPOI AGAOGEI

Les gammares sont calibrés et triés, puis
encagés avant d'étre envoyeés vers les lieux
d'exposition.

6

Les résultats obtenus sont interprétés a
partir de référentiels co-construits avec les
chercheurs de I''NRAE sur des données
agences de I'eau.

Pour en savoir plus sur le laboratoire Biomae, cliquez ICI.

13
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https://www.youtube.com/watch?v=pltMficnO6Y&t=12s

2.MESURES BIOLOGIQUES

A.MesOOA AO OAOQ@ AGAI EI AT OAOET 1

Apres les7 jours d'exposition, les gammares ont été récoltésiiés pour éliminer les organismes
morts ou moribonds etcomptésafin de déterminer le taux de survie.Les résidus de disques de
feuilles sont échantillonnésPour chaquecage lesrestesde disques de feuillesont déposés sur du

papier absorbant puisplacer a plat surune feuille transparenteau format A4U | 6 AEAA A6 OT A
6 Oé [

(Figure 6). Les disques et/ou résidus de disques somumérisés al ASE A A A & Oén ndr AtA
blanc.

@)
AO

Figure 6 : Préparation des résidus de disques de feuille

est exprimée en nombre de pixels? (pxI?) puis convertie en millimetres? (mm?2) Figure 7).

Figure 7 : Mesure de la quantité de feuilles consommées pour une cage

2¢ ¢ 08900
=~ 309060000

Enfin, le taux A Al ET AT OAQET 1 & ipditiA te laA hiface Acllé Aebdisques
consommée en mm?2 etdu nombre moyen de gammares vivant A OAO@ ABd.

exprimé enmm2 consonmeés par individu et par jour (mm?/i nd|V|du/jou r) puis converti en

DIOOAAIOA(}A ABET EEAEQET 1 PAO OADPDPTI OO U 1
contrdles (sans contaminants).

14



Cryotube
(5 gammares congelés)

] —— (=) ——— . 4 - |E .

N Broyage Centrifugation

N Récupération de la fraction 59
\

Tampon de broyage  Billes de broyage

330 pl de tampon phosphate

——a

e P o 20pl de S9 en triplicat e ; . ‘ -
g P NN Remplissage de la
e 5.%,%,%,%,%,"4: 8 microplague

) . | Dt e \
Q e 20pl de DTNB par puits 0,0 e e A
N P A s : A

Lecture au spectrophotométre
Cinétique : 7 lectures & 30 secondes d'intervalle e
(0 & 3 minutes)

i‘[‘lul d"ATCi par puits

Des broyats de gammares entiers sont préparés (horgénéisation) et le surnageant (fraction S9)
est récupéré par centrifugation.

, 6AAOEOEOi ! #E% AOO i A GéddiakéttbdeRdodrmekique dédriteipak £OA A C
Ellman et al. (1961). Cette méthode utilise la réaction entre la thiocholineformée au cours de

I EUAOT T UOA AAO ADsitatde dyhithedef EIT AEA 11 EGUIAOBET AET 1 ET A
01 OOAOOOAO OAAT -bidnkrabenkdiqud (DTAB)ELAsResteksEd® thigcholine sont

des analogues structuraux auxsubsk OO0 T AOOOAT 6 AA 16! #Ew8 , AOO EUA
thiol (-SH) qui réagit avec le DTNB. Le produit final de cette cascade de réactions,-tetid -5-
OEEITTTAATUI AGA j4."qh AiT17TOA DPOI COARAOGOEOGAI AT O 1A
TNBeOO OOEOEA A1 11T AA AET i OENOA PAO AAO 1 AAOOOAO |
AA OAI PO Oi ¢cOI EAOO AO 11T UAT A601 .OPAAOOI PET OT i1 C
01 60 AEANOGA AT TAEOGEIT OAOGOIi Ah EI AOO oHEsArsi 1 AT A

réplicats de mesure correspondant chacun a un échantillon composite de 5 individus males

calibrés par leur poids.Lesi AOOOAO AA 1 6AAOEOEOiI !'#E% OI 1O Oi A
transparentes en polystyrene de 96 puits a fond plat.

15



3. TRAITEMENT DES RESULTATS

A. Mesures biologiques : seuil de toxicité et échelle de gravité

x - AONOAOOO AEODPTI OAT O AG601T OAOGEI AA O1 gEAEOQI

Des valeurs de référence ou modéle de prédiction (standard) sont disponibles poles réponses

biologiqgues mesurés chezle gammare La méthode de définition devaleurs de référencea été

proposé par el AAT OAOT EOA Adi AT Ol oé& All 2009,Qdeffardédt &l) 2001 % j 8 O 4
Coulaudet al.,2011). Ellese T 07 COAT O 1T A OAOEAAEI EOi 1T AOOOAIT A A,
caractéristiques des milieuxe. 8 h OAl b1 OAOOOAQ8 #AO OOAT AAOAO AT O«
doit observer si les gammares sont exposés en milieux non toxigues.

x - AONOAOOO AEODI OAT O AG01T OAGELI AA O gEAEOQI

Pour certains maqueurs, ces classesle toxicité complémentaires ont été défines par Biomae, en
collaboration avec INRAHclasses tvert, 2jaune, 3-orangeet 4-rouge) et permettent de classer )
| 6EI PAAO AT A TAOGEIT AA O11T Fgn®ORAO AA COAOEOiT AA

o
o

=]
o

s
=

)
=

Pourcentage d’inhibition (%)
o

P
(=1

A
=

Sites

NOTEd, mnh AT 1T &£ Oi A AO@ OAI AGOO AA Oi & OAT AA
(proche des valeurs de référence) 2, impact modéré 3, impact fort; 4 impact trés fort

T 4A008 AGAILEI AT OAOQET I

, A OAO@ AB8AI Ei AT OAOGET1T Di 060 AEANOA 0Oi I EAAO AOO
vivants lors de la mesure (calculé pour chaque réplicat comme la moyenne entre le nombre de
gammares au début et a la fide la mesure), de la surface de nourriture consommée (exprimée en

mm?2) et de la duréeA 8 A @B la®edsde laquelle la nourriture a été proposée aux gammares.

Un réplicat témoin est préparé en disposant de la nourriture sans gammares. Le taux

A& Al Btibrdebt éxprimé en mmz.individuljourtD OEO AT T OAOOE AT bl OOAAT O4

16



1 Activité enzymatique AChE (Neurotoxicit€)
AGO AAT AOGI i A Al

17

| # E%
résultat obtenu est compaé aux valeurs de référencd O AT T OAOOE Al















