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Introduction

Contexte général

Les éléments radioactifs, et notamment ['uraniumntfparti des contaminants
capables d’induire des risques pour le fonctionmgnues écosystemes et la santé de
'Homme. En effet, en plus de posséder les caratigires d’un métal lourd, 'uranium est
doté d’'une activité radioactive, qui se manifestassla forme de I'émission de particules
alpha pour I'ensemble de ses isotdp8sen qu'il soit naturellement présent & I'étattoeces
dans les écosystemes aquatiques et terrestresnilion est utilisé dans différents secteurs
industriels, notamment dans le cycle du combustibigéaire, dans le milieu médical, dans
'armement, et il est aussi retrouvé dans l'agtim@. Sa présence dans ces divers domaines
d’activités, associée a des processus natureladgport tels que I'érosion et le lessivage des
sols par les eaux de pluies, contribuent a accetdsecas de pollutions dans les écosystemes
aguatiques d’eau douce.

La prise en considération de I'importance de pmté@gnvironnement contre les
effets des rayonnements ionisants a fait émergeretiain nombre de recommandations et
travaux au cours des deux dernieres décennies. Danzremier temps, la Commission
Internationale de Protection Radiologique (CIPRjoatulé que 'Homme est I'étre le plus
radiosensible et que le protéger revient donc @gase mettre en danger les autres espéeces
(CIPR, 199)). Ce postulat, sans étre remis fondamentalemectese, est discuté en 1992
par un rapport technique de '’Agence Internatiomid’'Energie AtomiquelAEA, 1992) qui
indique "qu’il n'existe pas d’évidence, a partir lddlittérature scientifique, que des débits de
doses inférieurs & 1 mGy3affecteront les populations animales ou végétaRsis en 1996,
un rapport a 'assemblée générale du Comité stigundi des Nations Unies sur les effets des
rayonnements atomiquetINSCEAR, 1996 conclut que pour les organismes aquatiques,
une irradiation chronique & des débits de dosenmmaxk de 400 Gy:happliqués & une faible

proportion d’individus occasionnerait un débit dese moyen plus faible a I'autre partie de la

! Nucléides ayant le méme nombre de protons audgeieur noyau mais un nombre de neutrons différémts
isotopes d'un méme élément se comportent de mardergique d'un point de vue chimique, mais leurs
caractéristiques radioactives (période radioactisetivité spécifique, mode de décroissance, etont s
spécifiques de I'isotope considéré.

2 e gray (Gy) est I'unité du Systéme Internatiogal permet de mesurer la quantité de rayonneméstsriaés
par un organisme ou un objet exposé aux rayonnemigatremplacé le rad en 1986. 1 gray = 100 ratigoule
par kilo de matiere irradiée.
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population. Par conséquent, une exposition de pe te produirait pas de dommage au
niveau de la population. Sur la base de ces canstaist apparu nécessaire de changer la
perception que protéger ’'Homme, face aux radiagidek, était censé garantir la protection

de Tlenvironnement. De ce fait, des méthodes diatadn du risque adaptées a

I'environnement ont été mises en place.

Dans ce contexte, des programmes européens tel$ABEET Framework for
Assessment of Environmental Impact, 2003t ERICA Environmental Risk for lonising
Contaminants: Assessment and Management, 2006, 20@nt été elaboreés. Ils ont donné
lieu & la mise a jour d’'une base de données coacttes effets des rayonnements ionisants
sur les organismes non-humains. De plus, I'exgioitade cette base de données a permis de
définir des criteres de protection des écosystéeetesle concevoir une méthode de
caractérisation du risque écologique. La mise eteplde ces programmes a néanmoins
souligné les lacunes importantes subsistanteasiarinaissance des effets des radionucléides
sur les organismes vivants dans un contexte ctuenig faibles doses. L’Institut de
Radioprotection et de Slreté Nucléaire s’attachne @oéclaircir cette facette dans le cadre du
volet "environnement" du programme ENVIRHOM (Radupection de 'ENVIRonnement a
'HOMme). Son objectif est d’apporter des connaises scientifiques en support de
I'évaluation du risque pour I'environnement li€’éxposition chronique aux radionucléides a
faibles doses.

Enfin, I'évaluation des effets liés aux contamisastappuie généralement sur des
expérimentations de laboratoire dans lesquellesefésts observés vont des dommages
cellulaires aux effets sur les traits de vie dedividus. Néanmoins l'interprétation ciblée
porte sur des niveaux d’organisation biologiqugsesieurs (populations, écosystemes). C'est
la raison pour laquelle I'écotoxicologie se toude plus en plus vers la modélisation pour
étudier I'influence de contaminants sur la dynareige population. Elle est en effet un outil
incontournable pour extrapoler les effets obseraés niveau individuel aux échelles

d’organisation supérieures, criteres plus pertmehin point de vue écologique.
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Objectifs de recherche

Dans ce contexte général, ce travail de doctorae \a apporter de nouvelles
connaissances relatives a la toxicité de I'uranappauvri sur une espéece représentative des
écosystemes aquatiques d’eau doDamhnia magnalLa démarche consiste dans un premier
temps a mettre en évidence, sous différents séed&kposition a l'uranium, des
perturbations sur la biomasse et la physiologiel'melividu. Les effets sur ces traits
physiologiques sont ensuite intégrés dans un mateleudget énergétique, permettant ainsi
de faire le lien entre traits physiologiques ettsra’histoire de vie. Par la suite, pour une
meilleure pertinence écologiquedrbes et Calow, 1999 les perturbations au niveau des
grandes fonctions biologiques de lindividu (survége de reproduction, fécondité...) sont
implémentées dans des modeéles de dynamique deatiopulLes conséquences au niveau
populationnel des effets au niveau individuel son$es en évidence par des analyses de

sensibilité aux variations des différents traitsistoire de vie.

Articulation du document

Cette these s’organise en trois grandes parties.

La partie A présente 'étude bibliographique, dontchapitre est un état de l'art sur
I'uranium, avec notamment un descriptif de ses fétgs physico-chimiques, de sa présence
dans I'environnement et de sa toxicité. Les deuapithes suivants concernent le modele
biologique retenuDaphnia magnaet les effets toxiques de I'uranium et autrestammants
sur cette espécenfin, un dernier chapitre présente la modélisation eto&mmlogie avec un
descriptif des modéles de budget énergétique ebudiils permettant d’extrapoler les effets
observés au niveau individu a la population.

La partie B est dédiée aux expérimentations réaaiséir les effets de I'uranium avec
un premier chapitre illustrant les techniques desures développées au laboratoire et les
scenarii d’exposition a l'uranium mis en ceuvre. Ddes chapitres suivants, les résultats
expérimentaux sont présentés. Chaque expérimentgicaccompagnée d’une discussion.

La partie C est consacrée a modéliser le modeidracte I'uranium a l'aide d’un
modeéle de budget énergétique, puis a extrapoleeftets observés du niveau individuel a la
population via des modeles matriciels. Pour cette extrapolatidelix approches sont
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développées : la premiere se fonde directementlesirdonnées observées, a chaque
concentration d’'uranium testée, et la deuxieme agiy@ combine les sorties du modéle de
budget énergétique aux modeles matriciels, en déresit la concentration d’'uranium comme
une variable continue. Une discussion conclue ohatude.

Ce travail de thése se termine sur une conclus@rérgle avant de présenter les

perspectives sur lesquelles ces travaux de reahsmntt susceptibles de déboucher.

Note au lecteur :
Des encadrés ont été insérés dans la synthéseodpibphique. lls offrent au lecteur des
informations complémentaires sur les concentrat@emsiranium retrouvées dans les eaux de

consommations, sur son comportement et ses affdtslsmme.
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Chapitre 1. Etat de l'art sur I'uranium Partie A

Chapitre 1. Etat de I'art sur I'uranium

En 1896, Henri Becquerel découvre que des selamium sont capables d’émettre
des rayonnements ayant comme propriété de noesirplaques photographiqueSefet,
1996. Cette découverte marque le début de I'histogdadradioactivité. L'uranium devient
rapidement un élément trés important pour I'adgiitumaine, a partir de 1939 notamment,
aprés la découverte de sa fission. Il est d’abdilisés dans la fabrication de la bombe
d’Hiroshima, puis dans la production d’énergie &lgae. Aujourd’hui, I'uranium est exploité
par de nombreuses activités industrielles et spedsgon dans I'environnement et dans la
chaine alimentaire génére des inquiétudes pouratdéshumaine et la protection de

I'environnement.
1.1. Propriétés physico-chimiques de l'uranium
1.1.1. Propriétés physiques de l'uranium

Quatre vingt douzieme élément de la table périagidiuranium est I'atome le plus
lourd présent naturellement sur la Terre. A I'giat, c’est un métal gris et dur, trés dense
(masse volumique de 19.1 g&mavec un point de fusion de 1130°C. Il est forteme
électropositif (c'est-a-dire qu'il a tendance adperdes électrons), trés réactif a 'oxygéene et,
sous la forme de fines particules, il est capables’dnflammer spontanément a température
ambiante, il est dit pyrophoriqu&/HO, 2001).

L’'uranium naturel est composé de trois isotopesis toadioactifs. Les isotopes
primordiaux >°U et % sont présents depuis l'origine de la planétey ia environ
4.5.10 ans. Le troisiéme isotofé’U, issu de la désintégration alpha®d®J, ne représente
gu’une infime partie de la masse totale en uraniamrevanche, il est plus radioactif que les
précédents et contribue pour 50% approximativeraelat radioactivité totale de I'uranium

naturel (Tableau 1).

Dans le cycle du combustible nucléaire, 'uraniwmbisdifférents traitements depuis
'extraction du minerai jusqu’'a lI'entreposage dumtwstible nucléaire usé. Parmi ces

traitements, on trouve I'étape d’enrichissement'w@nium qui vise a accroitre la teneur en
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23U (seul isotope capable de subir la fission nutéagt de libérer de I'énergie). La
production d'uranium enrichi entraine la productdoranium appauvri contenant de plus
faibles proportions dé*U (0.2% & 0.3%) et d&U (Tableau 1). L'uranium appauvri peut
aussi étre issu de la filiere de retraitement dmlmgstible usé des réacteurs et étre, dans ce
cas, composé d'isotopes non naturels de I'uranelsnque™®U et?*U. Quelle que soit son

origine, 'uranium appauvri est environ 40% moiadioactif que I'uranium naturel.

Isotope 238U 235U 234U 238U 235U 234U 238U 235U 234U

U naturel 99.27 0.72 0.005 48.2 2.3 49.5 12 400 580 12 474

U appauvri 99.80 0.20 0.0008 86.1 11 12.8 12 400 158 1843

Tableau 1 : composition isotopique en masse et en activité'wanium naturel et de
I'uranium appauvri & 0.2% effU (Aigueperse et al., 2001)

1.1.2. Propriétés chimiques de I'uranium

Cet élément se positionne dans la classe A dassitication des éléments définie par
Niebder et Richardson (198Q)qui regroupe les éléments métalliques ayant arte &ffinité
pour I'oxygéne et ayant tendance a former des cexeaglstables.

L'uranium peut adopter quatre états de valence cassoaux formes ioniques
suivantes: &F(+111), U*(+IV), UO, (+V) et I'ion uranyl UQ*(+VI), fortement électropositif
(Ribera et al, 1996. Les formes prépondérantes retrouvées dans f@mvement sont celles
caractérisées par les degrés doxydation (+IV) €¢I En solution aqueuse, I'état
d’oxydation de l'uranium va dépendre des conditiorgdoréductrices du milieu, ainsi que
du pH.

1.2. Origine et redistribution de I'uranium dans I'environnement
1.2.1. Spéciation et distribution dans les écosysgeterrestres
La répartition de l'uranium est tres hétérogenescamne teneur tres faible dans le

noyau et le manteau terrestre. Au niveau de laterrestre, il est largement dispersé dans

les différentes roches. Les teneurs les plus imptes sont retrouvées dans les roches acides,

12
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type roche sédimentaire saturée en silice, on ergans les granites (3 & 4 mgU*Kget les
roches phosphatées (20 & 120 mgU)kdpes concentrations moindres sont retrouvées dans
les roches basiques, comme les basadli@sgmuir, 1978).

Des mécanismes tels que le transport par le bessedux de pluies (lixiviation), des
phénomenes de diffusion, le transport par des @gms biologiques ou encore la
resuspension par I'eau et l'air peuvent influeneedistribution de l'uranium dans les sols
(Ribera et al, 19969.

Le comportement de l'uranium dans les écosysterse®stres peut aussi étre
influencé par les conditions d’oxydoréduction ddieni (Gueniot et al, 1988a,h. Lorsque
les conditions oxydantes du sol prévalent, I'uremige trouve sous la valence +VI (ion
uranyle, UG®") qui est la forme la plus mobile. Sous cette fqrihganium se complexe
facilement avec la matiere organique, les carbsndes phosphates et les sulfates. Ces
composés plus ou moins solubles déterminent poairguande part la mobilité de I'uranium
dans les sols. Ces phénoménes conduisent a l'exéstde zones d’'accumulation dans les
horizons riches en matiéres organiques. En comd#tiaérobie, il peut étre réduit a I'état +IV
en U(OH), ou U(OH}, ou encore réagir avec les sulfures. Sous cetteefoil a alors

tendance a précipiter.

Le FOREGS (Forum of the European Geological Suiveyspublieé un atlas
géochimique a I'échelle européenne recensant lesngdres physico-chimiques de différents
compartiments, tels que l'eau, les sédiments etdk ainsi que la répartition d'une
cinquantaine d’éléments chimiques, notamment pasr éléments tres rarement dosés
(Salminen, 200%. Il détermine ainsi des concentrations médiamegranium retrouvees dans
les sous-sols de 2.03 mgUkéavec des concentrations s’échelonnant de 0.1 kggfth 30.3
mgU.kg") et de 2.00 mgU.k§dans les couches supérieures des sols (avec umaeyde
concentrations variant de 0.21 & 53.2 mgU)kg

" Dans le présent document, la notation des corat@ms en uranium n’a pas suivi les régles typdujaes du
Systéme International d’unités. Par commoditéctascentrations en uranium retrouvées ou mesuréaslien
aquatique et terrestre ont été abrégégld.L™* d’eau etx gU.kg" de sédiment, respectivement.
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1.2.2. Spéciation et distribution dans les écosysteaquatiques

Au sein du compartiment aquatique, I'uranium esisabien retrouvé dans les eaux de
surfaces que dans les eaux profondes. De la mémméenmague dans les écosystemes
terrestres, la mobilité de l'uranium dans les east gouvernée par les conditions

d’oxydoréduction du milieu.

Si les conditions sont oxydantes, I'uranium estamigirement sous la forme d’ion
uranyle UQ?*(VI) pour des pH inférieurs & 6. Pour des pH swés a 6, les formes
hydroxylées apparaissent (LOH),) puis, pour des pH supérieurs a 8, les formes
carbonatées (USCOs)s") (Figure 1).

07 @yu=03pglt 1 M U=30 gL

LOAOH) LO5(0OH)

(O )(0OH);C04

80 —

60 —

LO»COy (L0530 CO5

% Uranium

40 —

20 —

(L0, ),(C 0551

(U005

Figure 1 : distribution de I'uranium en fonction du pH poun immodéle d’eau douce a (a)
0.3 ugU.L* et (b) 30 pgU.I' sans substance humique. Par mesure de clartéfoleses
représentées a moins de 2% ne sont pas rapporEExciation modélisée par HARPHRQ
pour la composition ionique d’une riviére australiee (cabonates : 40 mg'L sulfates :
9.4 mg.L%, chlorures : 5.1 mg.t, force ionique : 0.002 M, & 25°C, d’aprés Markig002)
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En conditions réductrices, dans les eaux anoxigtidans les sédiments, I'uranium se
trouve dans un état tétravalent (U(+1V)). Sousecétrme, I'uranium a une solubilité plus
faible (Colle et al, 2001 ; Denisoret al, 2004.

En plus du pH et du potentiel d’'oxydoréduction,sf@ciation de l'uranium en eau
douce peut étre influencée par la concentrationligasds organiques. La matiére organique
dissoute, et notamment les substances humiquegsmpant jusqu'a 75% du carbone
organique dissous dans les hydrosystémes fluvitauqrise la formation de complexes
organiques stables de l'ion uranyle et contribugsiab sa migration dans les systemes

aguatiquesolle et al, 2007).
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Figure 2 : distribution de I'uranium dans les cours d’eau digpe (Salminen, 2005)

Dans les eaux de surfaces oxygénées, l'uraniunmesile et les concentrations

retrouvées sont variables bien que généralemeet dales. A titre d’exemple, les valeurs
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en uranium dans les cours d’eau européens varied drdres de magnitude, allant de
concentrations inférieures & 0.002 & 11.1 pgyJavec une valeur médiane en Europe de
0.32 pgU.L* (Figure 2).

La répartition de l'uranium dans les cours d’eatopéens est tres hétérogene, avec
les valeurs les plus faibles retrouvées généralemerNord et a 'Ouest de I'Europe et les
augmentations des concentrations en uranium (pdW.L?) se retrouvent plutot au Sud et &
'Est de I'Europe.

La géochimie du terrain environnant, la proximiténg zone impactée par l'activité
humaine, couplées a des processus naturels telbégosion et le lessivage des sols par les
eaux de pluies peuvent expliquer I'élévation logaat importante des teneurs en uranium

dans les écosystémes aquatiqu&d|é et al, 2007).

Uranium dans les eaux de consommation :

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recomneadés valeurs-guides pour la
concentration des radionucléides dans l'eau de otomsmtion humaine. D’une fagon
générale, ces valeurs correspondent & une doseacsffiannuelle de 0.10 mSwsous
'hypothése d’'une consommation quotidienne der2did’eau. Dans le cas de l'uranium, la
valeur guide est fondée sur la toxicité chimiqueast sur la toxicité radiologique et est égale
a 15 pgu.r* (WHO, 2004).

Néanmoins, dans certaines régions du monde, lesentations en uranium
retrouvées dans les eaux de consommation peuvens@bérieures a cette valeur guide,
comme par exemple dans des zones ou des puitgatgefont été creusés dans des roches
uraniféres, comme en Finlande, ou certains puitgprcontiennent en moyenne 28 pugt.L
(Kurttio et al, 2002 ; 200% et au Canada, ou des puits peuvent contenir jasqu
700 pgu.r* (WHO, 2004).

" Le sievert (Sv) est la grandeur utilisée en radigztion humaine pour exprimer la dose efficackaatose

équivalente afin de tenir compte respectivemeniaddifférence de nocivité des divers rayonnemermatsr p
produire le méme effet biologique stochastique drengment de référence ou X) et de la différence de
radiosensibilité des organes ou tissus.

16



Chapitre 1. Etat de l'art sur I'uranium Partie A

1.2.3. Applications et impacts anthropiques

Avant la découverte de sa radioactivité, 'uraniétait principalement utilisé comme
colorant dans la verrerie, la céramique et la f@eisous forme de diuranate de sodium et
d’ammonium WHO, 2001). Jusque dans les années 1980, il était ausséupbur colorer
des céramiques dentaires a trés faibles concemtsafivHO, 2001). L'uranium était aussi
employé comme catalyseur dans certaines réactlunsques spécialisées et dans des films
photographiques//HO, 2001).

Aujourd’hui, l'uranium est présent dans différerdecteurs industriels. Dans le
domaine de l'agriculture, la production d’engraaspartir de roches riches en phosphates
contenant I'élément uranium, et sa dispersion |®& t@rres agricoles, peuvent augmenter
localement les teneurs en uranium dans les solpli3e le phosphogypse, gypse non naturel
issu du traitement industriel de la roche phosghptéir la fabrication d’engrais phosphatés et
de l'acide phosphorique, pose de sérieux probledmdogiques. Seulement 15% de la
production mondiale est recyclé, tandis que 85%teské a proximité des industridgagibi
et al.,, 2009. Or ces terrils contiennent encore des élémenates et des radionucléides.
Luther et al. (1993) déterminent des teneurs en uranium de 6 & 13 thgdems des
phosphogypses stockés dans I'Etat de l'ldaho sanlewainsi de sérieux problemes
ecologiques.

Le fonctionnement normal d’une centrale nucléamaéne la production de déchets
radioactifs et non radioactifs. Parmi les déchatbaactifs, de nature gazeuse ou liquide, on
retrouve des métaux, I'iode, #éCarbone {’C), le tritium, des aérosols ou encore des gazes
rares. Difféerents systemes de récupération exjstdat facon a extrémement limiter,
reglementer et controler leurs productions. Néansjoiles accidents peuvent survenir. En
2008, le débordement d’'une cuve d’entreposage dealkion de traitement des effluents
uraniferes de l'usine de Socatri du Tricastin aané la fuite d’'une solution contenant de
l'uranium. La surveillance sur le lieu méme de ¢i@ent a permis de mesurer une
concentration transitoire maximale en uranium dei§3.. Les expertises n'ont pas mis en
evidence de transfert significatif vers les eauxitewaines, confortant I'hypothese d’'un

transfert majoritaire par les eaux de surfagagnaire et al, 2011J).
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L’exploitation des mines d’uranium, en amont duleydu combustible nucléaire,
contribue largement a l'augmentation des conceatrst de cet élément dans les
hydrosystemes. Par exemple, les concentrationsuretes en mer d’Aral, peuvent atteindre
141 pgU.L™. Ces élévations anormalement importantes provignassentiellement de la
riviere Syrdarya contaminée par I'activité mini€Feiedrich, 2009). De plus, a proximité de
certains sites miniers aux Etats-Unis, des conatoms allant de 10 mgUL jusqua
20 mgU.L* ont été mesuréeRégnarsdottir et Charlet, 2000.

Du fait de sa haute dureté et forte densité, I'wranappauvri, un sous produit de
'enrichissement de I'uranium, est utilisé dansséeteur de I'armement en rentrant dans la
fabrication des munitions. Ainsi des obus a baseatiium appauvri ont été utilisés lors des
guerres du Golfe (guerre du Koweit et guerre €k)len Bosnie-Herzégovine et au Kosovo
(WHO, 2001). On le retrouve aussi dans la composition de ilessgapables de perforer
aisément les blindages et de s’enflammer lors deirspact avec un batiment ou veéhicule.
L’'uranium appauvri est également utilisé pour fales plaques de blindag&/KHO, 2001).
L’équivalent de 300 tonnes d’'uranium appauvri audtlsé lors de la guerre du Golfe, 10
tonnes au Kosovo et 2 tonnes en Boshie-Herzégolioms. des tirs, I'uranium se disperse
sous forme de fines particules d’oxydes d’uraniugn polubles qui se déposent rapidement
sur le sol Bem et Bou-Rabee, 2004 Il est aussi utilisé comme contrepoids dansagest
avions, comme sur les premiers Boeing 747, les Mecieth Douglas DC-10les Lockheed

L1011 TriStar(WHO, 2001), ce qui pose, aujourd’hui, le probleme du reoyelale ces
avions qui, pour beaucoup, arrivent en fin de kes propriétés de I'uranium appauvri font
gu'il est également utilisé dans le milieu médipalr faire des écrans de protection contre les
rayonnements ionisants.

La gestion des déchets contenant de I'uranium e pas de souci quand les rejets
sont contrélés. Néanmoins, les rejets accidentets $ocatri) ou résiduels(g. terrils des
mines uraniféres ou de phosphogypse, ou résidugpldgon de bombes et de missiles)
peuvent engendrer des concentrations en uraniumaleloent importantes dans les

eécosystemes aquatiques et terrestres.
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1.3. Facteurs influencant la toxicité de I'uranium
1.3.1. Spéciation et biodisponibilité

La connaissance de la distribution de [l'uranium npasses multiples formes
physicochimiques est fondamentale pour compreniingeraction de l'uranium avec la
surface des cellules des organismes. En effet, d@nsystémes aquatiques, l'uranium se
trouve sous une variété de formes physicochimignekjant I'ion métal libre (¢ ou UG")
et des formes complexes. Pour gu’il exerce un eflietles organismes vivants, il doit étre
sous une forme chimique ayant la capacité d’atteirlds cibles biologiques. En d’autre
terme, il doit étre biodisponible.

Deux modeéles sont couramment utilisés pour évddutxicité chimique de métaux :
le modéle de I'ion libre (FIAM, Free-lon Activity btlel) et le modéle BLM (Biotic Ligand
Model). Ces deux modéles, assez proches, propd&hibuer la toxicité d'un métal a sa
concentration sous forme d’ion libre plutét qu’acsacentration totale. Dans le modele de
l'ion libre (FIAM), formulé parMorel (1983), la toxicité ou la biodisponibilité d’'un métal
varie en fonction de la concentration de l'ion rigpae libre en solution. Le modele BLM,
guant a lui, integre la spéciation de I'élément @iution, la formation du complexe
métal/ligand biotique et la réponse toxique indyite le complexel¥e Schamphelaere et
Janssen, 2002; Paquin, 2002 ; Denison, 2004

Selon ces modeles, les différentes substances npeéselans le milieu peuvent
interagir avec la biodisponibilité du métal en famh des complexes métalliquese(
réduisant I'activité de I'ion libre) owia une compétition pour le site de liaison surfacique
Concernant 'uranium, I'application de ces modéemble plus complexe dans la mesure ou
les études sont partagées quant a la corrélatitne ém concentration de lion libre, la
biodisponibilité et la toxicité. En effédlarkich et al. (2000) trouvent que les mouvements
valvaires develesunio angasiun bivalve d’eau douce, en réponse a la présdicanium,
sont fortement dépendants du pH et/ou de la coratent en matiere organique dissoute.
Nakajima et al. (1979) et Greene et al. (1986) montrent que les taux d’absorption de
'uranium pour deux types d’algues vertes unicalhals, Chlorella regularis et Chlorella
vulgaris diminuent avec la concentration en carbonatenhdjua pH et la dureté sont

maintenus constants. Les auteurs en concluent aju®rhplexation de l'uranium par les
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carbonates réduit I'activit¢ de U® et donc I'absorption de I'uranium par les algues.
Nakajima et al. (1979) et Ebbs et al. (1998)tirent les mémes conclusions en présence de
phosphate. De plu§harles et al. (2002) montrent que I'augmentation de la dureté de I'eau
(passant de 8 & 400 mg Cagl0") diminue la toxicité de I'uranium chez I'algu€hlorella

sp. L'explication de cette réduction de toxicitéldeanium avec I'augmentation de la dureté
de I'eau reposerait sur une compétition entre Hiwan et le calcium et/ou le magnésium pour
les sites de fixation a la surface des cellulesotganismes.

Ainsi, la biodisponibilité et toxicité de l'uraniundans les eaux douces seraient
fortement influencées par une multitude de parasgihysicochimiques, incluant notamment
le pH, la teneur en matiéres organiques, la dypetécentrations en Ca et Mg généralement
exprimées en équivalent Cag)Cet l'alcalinité de I'eau (concentration en caraten aussi

généralement exprimée en équivalent CgCO

1.3.2. Voies d’exposition

L’entrée d’'uranium chez un organisme aquatique petaire selon différentes voies :
- la voie trophique, par l'ingestion et I'assimitat de la nourriture contaminée ;
- la voie directe, au contact du sédiment ou dieminvironnants ;

- la voie maternelle, par un transfeid les parents contaminés.

La contribution de chacune de ces voies est ent@aeconnue, mais les données
existantes montrent que le transfert de I'uraniwansdles chaines alimentaires est considéré
comme faible et diminue quand le niveau trophiqugnaente Poston, 1982 ; Swanson,
1982 ; Ahsanullah et Williams, 1989 ; Riberaet al, 1996. Parallélement a cette diminution
du facteur de concentration (grandeur évaluantid@doumulation d’'un polluant par un
organisme vivant, défini comme le rapport entre clancentration du polluant dans
'organisme et sa concentration dans I'eau), umeirdition du facteur trophique (facteur
défini comme le ratio des concentrations de raditende dans le prédateur et dans la proie)
est egalement observ€dlle et al.,2001). En effetSimon et Garnier-Laplace (2004, 2005)
montrent que les niveaux d’'uranium accumulés desptédateurs sont moindres par rapport
a ceux retrouvés dans les proies, indiquant gtyilanpas de bioamplification de I'uranium a
partir de la nourriture, cette absence résultam drés faible taux d’assimilation de I'uranium
lors de l'ingestion (1 a 13%). De pluBpurrachot (2005) révele peu d'effets sur les taux

d’ingestion et la reproduction ch@&aphnia magnaprés une exposition a I'uranium par voie
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trophique en contaminant la source de nourritueda G’explique par le tres faible niveau de
bioaccumulation en uranium des algues (3.7 pgUrétrouvé dans les algues pour un
marquage a 100 pgUlLpendant 3 heures). De plus une perte de plus #ees0uranium

contenu dans les algues se retrouve dans le mikpugs 24 heures, suggérant une
contamination potentielle des individus par voieedie. Cette étude révele la complexité de
mise en ceuvre et d’interprétation des résultatstedés par contamination indirecte a

I'uranium.

Le sédiment étant un des compartiments du systéunatigue qui peut comporter de
tres fortes concentrations en uraniuRailt et al., 1986 ; Lottermoseret al, 2009, cette
source de contamination pourrait se révéler plysmante pour des especes benthiques qui,
soit ingérent du sédiment pour trouver leur nouref soit vivent au contact direct de ce
sédiment $wanson, 1985 ; Riberaet al., 1996. Lagauzere et al. (2009) retrouvent des
concentrations en uranium dans le corps de vergedveTubifex tubifexvariant de 38 a
3070 pgU.g de poids sec, pour des concentrations d’exposititiale en uranium allant de
0 & 5980 uguU.gde masse séche de sédiments. Considérant le reode de cet animal, les
auteurs suggerent deux modes possibles de voipab#ion : 'uranium pourrait s'incorporer
par ingestion de particules de sédiments et/ouifusion passive au travers de I'épiderme
au niveau de la partie caudale restée au contacit die I'eau.

D’aprés I'étude deChassard-Bouchaud (1988)I'entrée d’'uranium chez la moule
marine,Mytilus edulis apres exposition par voie directéa I'eau du milieu environnant se
fait au niveau des branchies, palpes labiaux ehia@au du manteau. Chez les poissons,
'entrée d’'uranium s’effectue principalement, comtoat élément en eau douce, par la voie
branchiale, parallelement au processus de respifasmorégulation et par ingestion de

nourriture Colle et al, 2001)).

Pour ce qui est de la contamination par transfemtqtal,Bourrachot (2009) montre
un transfert significatif de I'uranium de la meénexaeufs déanio rerio, aprés exposition des
parents. L'uranium se situerait a 90% a l'intériderl’ceuf et non sur le chorion (enveloppe
externe) avec des concentrations de 2.96 et 9.6lgjtgle poids sec d’'ceufs aprés 20 jours
d’exposition des parents & 20 et 250 pgt) laissant ainsi présager des dommages a I'’ADN
dans ces embryons.

21



Chapitre 1. Etat de l'art sur I'uranium Partie A

1.3.3. Bioaccumulation

Passé les différentes barrieres biologiques, liurara la capacité de se concentrer au
sein de l'organisme. D’aprdsabrot et al. (1999) la masse viscérale et les branchies de
Corbicula flumineasont les sites d’accumulation prédominants deafiwm chez ce bivalve.
Ces résultats sont confirmés p&mmon et Garnier-Laplace (2004)qui examinent la
distribution de I'uranium dans les organes cheméene bivalve apres 42 jours d’exposition a
100 pgU.L* et trouvent les niveaux d’accumulation les plesés dans la masse viscérale et
les branchies. D’apreRibera et al. (1996) les glandes digestives et les gonades des
mollusques sont un lieu de stockage, I'activitéatérassurant I'excrétion. Par la suiB&non
et Garnier-Laplace (2005) découvrent chez des écreviss&3rcpnectes limos)sque
l'uranium s’accumule dans l'estomac et plus paligcament au niveau de la glande
digestive.

Swanson (1985gt Waite et al. (1988) montrent chez des poissons sauvages que les
sites majeurs d’accumulation de I'uranium sontdssle tractus gastro-intestinal, les reins et
le foie. Suite a plusieurs études mendessitu dans un bassin versant influencé par
I'exploitation de minerais d’uranium au Cana@dulow et al. (1998)montrent que le niveau
moyen d’accumulation d’'uranium dans les os est @legé par rapport a ceux retrouvés dans
les muscles pour 3 especes de poissons. Plus réaenherebours et al. (2009)ont exposé
Danio rerio & des concentrations moyennes en uranium de 230eigU.L* et ontmesuré
des concentrations en uranium dans les branchkiesrVveau, le foie et le muscle. Les niveaux
d’accumulation en uranium retrouvés étaient 10 $oigérieurs dans le foie et les branchies

gue dans le cerveau et le muscle aux deux contensal’exposition.
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Comportement de l'uranium chez ’lHomme

Une contamination & I'uranium chez I’homme se &sisentiellement par I'ingestion
de nourriture ou d’eaux. L'OMS estime I'apport gdan en uranium par l'ingestion a 1-4
HgU.L?, soit 1000 fois plus que la quantité inhaléHO, 2004).

Le comportement et la distribution de I'uranium zif@omme sont dépendants a la
fois de la voie d’exposition et de la forme chineqde l'uranium. En effet, les sels
d’'uranium insolubles sont retenus de maniere plysortante au niveau des sites d’entrée,
comme les poumons apres inhalatibegch et al, 1970, alors que les composés solubles
entrent dans le sang et sont tres rapidement éa@sstiux organes cibles. Quelques jours
aprés absorption ou injection d’'uranium dans legsda majeur partie de l'uranium se
retrouve principalement fixée sur les os, une pdrgaucoup plus faible dans le foie et les
tissus mous Nlétivier et al, 200). Les reins sont aussi le siege d'effets déléteres

prédominantsKurttio et al, 2005.
1.4. Toxicité de I'uranium

Du fait de ses caractéristiqgues de métal lourdrafiium est considéré comme
chimiotoxique. Mais, les propriétés radioactives sles isotopes en font un composeé
potentiellement radiotoxique, notamment lorsqu'dt eenrichi en®*U, beaucoup plus

énergeétique.
1.4.1. Toxicité chimique et toxicité radiologique

La toxicité radiologique de l'uranium est donc li@esa composition isotopique et a
l'activité spécifigue de ses isotopes. L’émissi@nrddiations ionisantes dans les cellules est
susceptible de créer des interactions avec lesamek® de facon directe ou indirecte. Dans le
premier cas, il s'agit d'un dépot d’énergie (exiiia) et de I'arrachement consécutif d’'un
électron (ionisation) sur la molécule. Des étuiakegitro ont montré que les particules alpha
eémises par I'uranium peuvent causer directementddesmages a I’ADN, aux protéines et
aux lipides Miller et al, 200). Dans le deuxieme cas, les rayonnements ionigemtgent
augmenter la production de radicaux libres parotgsle de I'eau, ce qui peut conduire a

I'altération des macromolécules biologiques.
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Les résultats récents déathews et al. (2009)corroborent de précédentes études qui
suggerent que la toxicité chimique de l'uraniumageplus dangereuse que sa toxicité
radiologigue. Chimiguement, la présence d’'uraniuamsdles cellules peut entrainer la
production d’espéces réactives de lI'oxygene (ER®@)vant étre a l'origine d'un stress
oxydant cellulaire. Celui-ci se caractérise par detions d’oxydation, d’hydroxylation, de
désamination, de réduction, de rupture de chaiagsonatées et de polymérisation, ayant
pour cibles principales les macromolécules tels tpge protéines, les phospholipides

membranaires et les acides nucléiquibéra et al, 1996.

Dans le but de mettre en évidence quels sontffetsdiés a la chimiotoxicité de
l'uranium par rapport a sa radiotoxicité chez laspon zébreDanio rerio, Bourrachot
(2009) a conduit des expériences avec de |'uranium appati I'isotope 233 de l'uranium
(**U), ayant une activité radiologique 14 000 fois é&igur & l'uranium appauvri. Le
comportement de bioaccumulation de l'uranium n’pat dépendant de la composition
isotopique Barrillet et al, 2007. Par conséquent, les éventuelles différencesfetsef
observées entre une exposition & I'uranium appaeiviine exposition a%*U, pour une
méme concentration d’exposition, sont attribuééss part de radiotoxicité si ces differences
d'effets n’apparaissent que dans les expériences E&°U. En étudiant les effets sur le
temps nécessaire pour que 50% des ceufs éclosent ¢ pourcentage de dommages a
I'’ADN, les résultats permettent de conclure qulfaconcentration massique (20 pgd)L
la difference d’effets entre les deux compositiaigranium est due a la radiotoxicité

supplémentaire dans le cas d&U.
1.4.2. Toxicité au niveau cellulaire, moléculaitgigsulaire

Les dommages moléculaires et cellulaires précedamijours les effets
macroscopiqueR(bera et al, 1996.

Labrot et al. (1999)montrent cheLorbicula flumineaet Brachydanio rerig que des
concentrations de 0.56 et 3000 mi§.d'acétate d’uranium, sur une durée de 4 & 11 jours
déclenchentin vitro des mécanismes de peroxydation lipidigue memkmaret inhibent
lactivité catalytique de diverses enzymes inteargndans les défenses antioxydantes
(superoxyde dismutase, catalase, glutathion péese/@t réductase...). Plus récemment, les
travauxin vivo de Barillet et al. (2007) montrent une perturbation du systéeme antioxydant

hépatique de poissons zébres males avec des dibmauties niveaux d’activités de la
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catalase et de la superoxyde dismutase, ainsi guaogmentation de [Iactivité

acéthylcholinestérase, pour une concentration @sitipn en uranium de 100 pgU'L

1.4.3. Toxicité de I'uranium au niveau individudlez les organismes aquatiques

1.4.3.1. Toxicité aigué

La majorité des travaux sur les effets de l'uraniconcernent des données acquises
dans le cadre dexpositions aigués a forte conagotr en uranium. Elles sont
majoritairement axées sur des modeles pélagiqumesediébrés et de vertébrés, type poissons

et elles visent & déterminer des concentrationspd'gtion entrainant 50% de mortalité chez

les organismes étudiés ()-(Tableau 2).
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Phytoplancton | Chlorella sp. Ce72h 0.044 — 0.07¢ 2-4 mg'lCaCQ Franklin et al, 2000
Chlorella sp Ck72h 0.137 - 0.238 25 uS ém Hoganet al, 2005
. . 53-7.6 66-73 mg [ CaCQ
Cladoceéres Daphnia magna ClL548 h 30 - 44 126-140 mg [ CacQ Postonet al, 1984
Diaphanosoma excisuf
Latonopsis fasciculata
Dadaya macrops Clsp24 h 0.4-6.4 3.3 mgLHCO; Bywater et al, 1991
Moinodaphnia
macleayi
Moinodaphnia Clso48h | 016-039| 350mgicCacQ | Semaanet al, 2001
macleayi %0 ' ' "
Ceriodaphnia dubia CLsx96 h 10.50 182 mg'LCaCQ Khune et al,, 2002
Daphnia magna CLs048 h 58-254 91 - 180 m¢@'lCaCQ | Barata et al, 1998
Daphnia magna CLs048 h 0.39-7.8 Zemanet al, 2008
Daphnia magna 0.71 .
Daphnia longispina Clso48 h 0.40 1000 pS crit Antuneset al, 2007
Bivalves Corbicula fluminea CLsx96 h 1872 178 mg'f_CaCQ Labrot et al, 1999
Velesunio angasi CE48h | 0.117—1208 25MILHCO+- | g 0 ctal, 1004
0 ' ' 7.5 mg L' COD ’
Cnidaires Hydra sp. LOEC 96 h 0.15-0.44 12 - 20 uS'cm | Hyne et al, 1992
0.114 6.6 mg Lt CaCQ .
Hydra sp. CE, 96 h 0.177 165 mg L' CaCQ ;‘%{‘m“”er et al,
0.219 330 mg [* CaCQ
Poissons Brachydanio rerio CLsx96 h 3.05 178 mg'tCcacQ Labrot et al, 1996
. ) Tarzwell et
Pimephales promelas CLsx96 h 28-31 20 mg ECaCQ Henderson 1960
. 135 400 mg L* CaCQ Postonet al, 1982
Pimephales promelas CL5096 h 16.7 66 — 73 mg [ CaCQ
Melanotaenia nigrans
Melanotaenia
splendida inornata
Craterocephalus Clsy9 | 073-346|  3.3mglHCO, | Bywater etal, 1991

marianae
Pseudomugil tenellus
Ambassis macleayi
Mogurnda mogurnda

Tableau 2 : synthese des différentes valeurs de toxicité aigtréuvées dans la littérature,

en fonction de la chimie de I'eau, chez des orgaasaquatiques d’eau douce

Pour les invertébrés aquatiques, la toxicité aigeél'uranium varie de 0.16 a

44 mgU.L*! chez les cladocéres, de 0.117 & 1872 mglthez les bivalves et de 0.1 &
0.4 mgU.L* chez les cnidaires (Tableau 2). Cette variatiotogité est fonction de I'espéce
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considérée et des concentrations en Cadxds le milieu d’exposition. Cette variabilité dan
les résultats montre I'importance de contrélerdenposition du milieu d’exposition dans les

expériences.

Comme pour les invertébrés aquatiques, la toxaEtduranium chez les poissons se
trouve étre fortement dépendante de la duretéede Idu milieu d’exposition. Les valeurs de
Clsp & 96 h chez les poissons sont comprises entre @785 mgU.[* (Tarzwell et
Henderson 1960 ; Postoet al, 1982 ; Bywateret al, 1991 et Labrotet al, 1999

Dans une revue de données issues de la littéragimeppard et al. (2005)
développent une relation pour prédire la conceptragntrainant 50% de |étalité a 96 h chez
les poissons. Cette relation est fonction de llalda et dureté du milieu d’exposition :

log,,[U] = - 052 + 096l0g,,[CaCQ)]

ou [U] et [CaCQ@] sont exprimées en mg-L
1.4.3.2. Toxicité chronique

Peu de travaux concernent les effets d’'une expasdhronique a l'uranium pouvant
entrainer des effets sub-létaux chez des organiamestiques. Parmi les études relatives a la
toxicité chronique de I'uranium chez les cladocgtes valeurs de toxicité déterminées par
Pickett et al. (1993)seraient les plus drastiques. Ainsi, ces autegéteriohinent une Ck chez
Ceriodaphnia dubiaa 7 jours, surla reproduction, égale a 2.7 jigle nitrate d’uranyl.
Poston et al, 1984 reportent une LOEC (Lowest Observed Effect Cotraéion) pour le
critére de reproduction a 21 jours cHeaphnia magnaégale & 0.52 mgUl Une LOEC
reproduction a 5 jours chedoinodaphnia macleaya été déterminée p&emaanet al.
(2001) & 20-49 mg.U.L*. ChezCeriodaphnia dubiales effets sur la reproduction montrent
une LOEC de 3.91mgUt avec une NOEC de 1.97 mgU-l(Kuhne et al, 2009. Plus
récemmentZeman et al. (2008)déterminent une G et une Chg sur la reproduction, chez
Daphnia magnaégales & 91 + 15 et 14 #gU.L™, respectivement. Ces valeurs de toxicité
plus faibles sont dues a une réduction du pH et dte l'alcalinité, augmentant ainsi la

proportion d’ion libre UG,
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En ce qui concerne les poissons, le nombre d’étadeses effets d’une exposition
chronique a l'uranium au niveau de l'individu s@sisez limitéesBourrachot et al. (2008)
étudient les conséquences d’'une exposition chrenayliuranium sur la reproduction et le
développement du poisson zebre. Les résultatsemrévgle I'uranium affecte I'éclosion des
ceufs, la survie des ceufs et des larves ainsi queidees reproducteur des adultes des
20 pgu.Lh

Les sédiments peuvent représenter un compartimeportant de stockage pour
l'uranium dans les écosystemes aquatiques d’eageddia présence d’'uranium dans ce
compartiment peut avoir des effets toxiques sumasro-invertébrés benthiques ou encore
les poissons qui s’en nourrissent. Il existe paiuties sur les impacts de I'uranium sur les
macro-invertébrés exposgm le sédiment. L'étude dBias et al. (2008) montre des effets
toxiques significatifs sur la survie, le temps da@&loppement et la croissance de larves de
Chironomus ripariusdés 2.97 pgU:§de poids sec de sédiments. De pliagauzéreet al.
(2009) observent des malformations, des réductions dsutaie, de la biomasse et de
I'activité de bioturbation chez le va@ubifex tubifexpour des concentrations599 pgu.g de
poids sec de sédiments, aprés 12 jours d’exposiiletie résistance relativement plus élevée,
en comparaison aux effets mis en évidence coBezriparius s’expliquerait par des
modifications morphologiques comme I'autotomigéclenchée dans le cas des sédiments les
plus contaminésl. tubifexserait aussi capable d’augmenter sa productianut®is, limitant
ainsi les échanges entre son corps et le sédirmatdrainé. Un effet hormeésis sur la biomasse
est aussi observé. Le mécanisme qui induit une antation de la biomasse pour de faibles
concentrations en uranium est inconnu, mais I'hyps¢ d'une augmentation de la
consommation de nourriture et/ou augmentation assimilation dans ces conditions n’est
pas a écarter. Il est aussi probable que les vens modifié leur comportement et se soient
enfoncés plus profondément dans le sédiment ptandent. En 1998, BEAK Internatioal Inc.
évalua la toxicité d’'un sédiment contaminé en wnanisur un amphipode épibenthique :
Hyalella aztecaAprés 14 jours d’exposition, une décroissancaiogtive de la survie des
juvéniles deH. aztecaa été observée pour des concentrations d’uramiubrl pgu.gt de

poids sec de sédiments.

" L'autotomie est la capacité d’un animal & perds®ntairement une partie de son corps.

28



Chapitre 1. Etat de I'art sur I'uranium Partie A

Toxicité de I'uranium chez les vertébrés supérieurs

Concernant les expositions de particules uranifegees inhalation, des études
révelent que des expositions aigués a de fortestitgg d’'uranium induisent principalement
une inflammation interstitielle de I'épithélium alaire conduisant éventuellement a une
fiborose pulmonaire ATSDR, 1999, Coggleet al, 1986, Cooperet al, 1982. Des
expositions chroniques a l'uranium, chez différergepéces animales, induisent des cedemes
pulmonaires, une inflammation des bronches et deéolas, des emphysémes, une
prolifération cellulaire (carcinomes et adénomdsjles zones de fibrose et/ou de nécrose
(ATSDR, 1999.

Une fois l'uranium internalisé, les reins et lesstis osseux constituent les cibles
majeurs Morrow et al, 1982 ; La Toucheet al, 1987 ; Diamondet al, 1989 ; Walinder,
1989. Le rein est considéré comme faiblement radiabémsil constitue I'organe le plus
touché par l'effet chimiotoxique de l'uraniunDi@mond et al, 1989, Leggett, 1989,
Taulan, 20094. Chez diverses especes animales, linhalationcdmposés uraniferes
relativement solubles induit une néphrotoxicitéraeluisant par I'apparition de nécroses de
I'épithélium tubulaire, de protéinuries ou encoeeglucosuriesATSDR, 1999, Morrow et
al., 1982. Le tissu osseux est 'organe majeur de fixaddong termel(eggett, 1994. En
effet 15 a 30% de la quantité initiale dans le ssmgetrouve dans les 0s au niveau desquels
'uranium peut exercer un effet radiologique. Diast organes, incluant le foie et la rate,
accumulent aussi 'uranium apres une expositionralque.

Les effets observés au niveau des organes soefld¢ d’actions de I'uranium aux niveaux
cellulaires et moléculaires. Principalement par daslesin vitro, il a été montré que
'uranium est capable d’interagir avec des prot®imiinduire des dommages de I'ADN et de

moduler I'expression de génes conduisant a la owo#é la transformation de cellules.
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1.5. Valeurs guides pour la protection de I'environement

Dans la directive cadre européenne sur I'eau ddé22mbre 2000, les Etats membres
ont décidé de mettre en place des approches combéeaontréle de la pollution a la source
avec la détermination de valeurs limites de regitda prévention par détermination de
Normes de Qualité Environnementale pour les substadangereuses (NQE). Une circulaire
du 7 mai 2007 DCE/23 définit ainsi les "Normes dealé Environnementale provisoires
(NQEp)" de plusieurs substances chimiques, parsqjuielles se trouve I'uranium. La NQEp
proposée pour l'uranium est égale a la somme deraentration définissant le bruit de fond
géochimique et de la PNEC (Predicted No Effect @atration, concentration en dessous de
laquelle aucun effet inacceptable n'est attendup.8epgU.L* dans I'eau filtrée & 0.45 pm
pour les eaux continentales de surface. Les résultatenus ces dernieres anngmsdes
travaux sur le devenir et les effets biologiqued'd&nium au sein des écosystemes d’eau
douce ont amené & une révision de la PNEC. Uneivdie PNEC chronique de 5 pgd.&
utiliser en incrément du bruit de fond géochimigiwemilieu est ainsi proposéBdaugelin-
Seiller et al, 2009

Pour I'évaluation du risque radiotoxique, le promiropéen ERICA a émis la
recommandation d’adopter une valeur de 10 pGgrtant que PNEDR (Predicted No Effect
Dose Rate)KERICA, 2004).

D’autres organismes internationab@EE, 1994; ANZECC et ARMCANZ, 2001;
Environnement Canada, 2003,2008; Saskatchewan Engmment, 200§ ont émis des
critéres de protection des milieux d’eaux douceas fiaranium, basés principalement sur des
critéres de toxicité chimique (Tableau 3). Ces waearient de 0.5 & 28@U.L ", mettant en

evidence la nécessité d’'une homogénéisation desingagjuides au niveau international.

Toutefois, a cause des différences de toxiciténsimature de 'uranium considérée
et de sa double toxicité (chimique et radiologigu&)anium présente un challenge pour
I'évaluation du risque environnementilathews et al. (2009)révélent que les écosystemes
aguatiques d’eau douce ne sont presque jamaisgpsotiar la valeur de référence chimique.
Ces reésultats soulignent I'importance de détermates valeurs de référence chimique et
radiologique pour I'évaluation du risque environeenal dans le cas des écosystémes

aguatiques contaminés en uranium.
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. . Valeurs de screening pour
Oak Ridge National Laboratory .16 || e |a méthode 2.6 Suter, 1996
(ORNL) z ; .
d’évaluation du risque
Valeurs de référence pour
prioriser les polluants et les
2.6 Friday, 2005

sites a considérer pour la
remédiation dans une étape de
screening

SRS Remediation Programme

Valeurs estimées sans effet
observé

Environment Canada et
Canadian Water Quality

Canadian Council of Ministers

Poissons : 280
Daphnia pulex22

of the Environment (CCME) guidelines for the Protection of Ceriodaphnia dubia 3

Aquatic life

Environment
Canada, 2003

Valeur guide pour la protection

14 (20-100 mg X
CaCQ)

Boudreau et

Quebec Regional Water Quality de la vie aquatique (CVAC,
Objective provisional aquatic life chronic 100 (100-210 mg Guay, 2002
value) CaCQ)

Saskatchewan Surface Water Valeur guide pour la protection Saskatchewan
Quality Objectives for the de la vie aquatique 15 Environment,
Protection of Aquatic Life 2006
Ontario Interim Provincial Valeur a employeren cas

Water Quality Objective d’'urgence, avec précaution 5 MOEE, 1994
Canadian Water Quality
guidelines for the Protection of 19 Environnement

Environment Canada C o
Aquatic life — exposition a

long terme

Canada, 2008

Australian and New Zeland
Environment and Conservation
Council (ANZECC) et
Agriculture and Resource
Management Council of
Australia and New Zeland
(ARMCANZ)

Valeurs guides pour la qualité
de I'eau ou WQG

0.5 (valeur provisoire)

ANZECC et
ARMCANZ,
2001

Tableau 3: synthése des valeurs guides définies par les osgas nationaux ou

internationaux dans la détermination de criterespietection des milieux aquatiques vis-a-

vis de 'uranium
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Chapitre 2. Daphnia magnacomme modele biologique

Daphnia magnaest un microcrustacé planctonique d’eau douce,|'atdre des
Cladoceres, recommandée en tant que modele biolegde référence dans difféerents
bioessais standardisés pour I'évaluation des dff@iques potentiels de substances chimiques
(ASTM, 2004, ISO, 1996, OCDE, 2004 et 20D&n effet,D. magnaest facile a manipuler
et a étudier en laboratoire du fait de sa petitletason cycle de vie court, son mode de
reproduction asexuée et sa fécondité élevée. Bngtam consommateur primaire, I'espece
occupe une place importante dans les transfertmatere et d’énergie dans les chaines

alimentaires des écosystemes aquatiques d’eau.douce

Figure 3 : Daphnia magna

2.1. Anatomie et physiologie d®aphnia magna

Comme tout crustacd). magnapossede une carapace, a double paroi constituée de
chitine et de polysaccharides. La longueur du cegoe de 0.5 mm a 6 mm, suivant le stade
de développement. La daphnie posséde 10 pairepatidires, qui sont, du haut vers le
bas (Figures 3 et 4):

- les antennules, munies d’organes sensopeisentant un dimorphisme sexuel ;

- les antennes, pourvues de soies natatoires, gannk& nage ;

- les maxillaires ;

- les mandibules
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- 5 appendices thoraciques foliacés (ou phylloppdesnies d’appareils branchiaux,
au niveau desquelles se font les échanges gaz&sxp&@tes thoraciques assurent aussi la
filtration du plancton. A I'extrémité de I'abdomee trouve une paire de pinces.

Les méles se distinguent des femelles par une talills petite, des antennules plus
larges, et une modification des premieres pattéssqat armées d’'un crochet servant a
étreindre les femelles. Les embryons présentent deauches d’ceil brunéatres qui fusionnent
pendant la derniére partie de leur développememntnaht chez les juvéniles et adultes un ceil
unique, composeé, meédian, de taille importante, taalns une cavité sans communication

vers I'extérieur. Cet ceil composeé aide I'animalagienter au cours de la nage.

Les daphnies se nourrissent de petites particulesuspension dans l'eau, et en
particulier d’algues vertes. La nourriture est eciée avec les phyllopodes qui assurent le
courant d’eau dans 'organisme. Les particules sansféréesia un sillon alimentaire muni
de poils spéciaux, jusqu’a la bouche.

Le systeme digestif est plus ou moins tubulairese@tcompose de trois parties :
'cesophage, une partie médiane et une partie tatemibeux petits diverticules, visibles au
niveau de l'intestin médian, ont un réle de productde fluides assurant la digestion. La
partie médiane de lintestin est constituée de utadl épithéliales, possédant des
microvillosités au niveau desquelles se font laesligpn des aliments et I'assimilation des
nutriments Ebert, 2005. La nourriture non assimilée est expulsée dde&tin par des

mouvements péristaltiques du corps.

Les daphnies ont un systeme circulatoire sanguerbuLe transport de I'oxygene est
assuré par des protéines d’hémoglobine extra-aeths. Le coeur se situe au niveau dorsal et
il est antérieur a la chambre de ponte. A une teatpee de 20°C, il bat environ 200 fois par
minute Ebert, 2005. Les cellules sanguines, circulant rapidementf $acilement visibles

au travers du corps transparent.

Le systeme nerveux est caractérisé par un gangéogbral, localisé entre I'ceil et le
début du tube digestif.

33



Chapitre 2Daphnia magnaomme modéle biologique Partie A

CEil composé avec 22
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Figure 4 : anatomie de Daphnia magna femelle adulte (Ebe@520

2.2. Cycle de vie de la daphnie
La daphnie a deux modes de reproduction (Figure 5):

Accouplement

=7

Ephippie

Lo ‘

Eclosion Q
apreés parthénogénétiq
diapause

\
Fil Formation

parthénogénétique

d’ceufs
haploides

parthénogénétique

d

Figure 5 : schéma du cycle de vie de la daphnie (Ebert, 1995)
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- une reproduction asexuée, lorsque les conditiengie sont favorables. Une femelle adulte
produit une ponte d'ceufs parthénogénétiques aiggue éveénement de mue. Les ceufs sont
déposés dans la chambre incubatrice, localiséealdatent sous la carapace. Le
développement des ceufs est direct. Les embryonsedtiapres un jour mais restent dans la
poche incubatrice ou ils se développent. Aprésstjours de développement, de jeunes
daphnies (stade néongtesont libérées par des flexions ventrales. Lesnags sont
morphologiquement proches des adultes de daphinigssception de la chambre incubatrice
non développée. Avant de devenir des individus ldagade se reproduire, les juvéniles
passent par quatre a six instars (période sépaeumt évenements de mue). Dans des
conditions optimales, les daphnies sont maturex d Jour, et déposent leur premiere ponte
(B1)" dans la poche incubatrice. Une femelle adulte peaduire une ponte tous les 3 & 4
jours, jusqu’a sa mort (Figure 6). La taille desfes varie d’environ 10 a 30 ceufs selon 'age
de la mere.

- quand les conditions de vie deviennent défavesshine génération sexuée est produite. Les
males apparaissent. Les femelles produisent alesscodufs haploides qui requiérent une
fertilisation par les males. Ces ceufs de résistasm@ encapsulés dans une structure
protectrice, appellée éphippium, contenant générahe 2 gros ceufs, issus de chaque ovaire.
L’éphippie est expulsé a la mue suivante. Ces aifisistance n’éclosent que lorsque les
conditions sont de nouveau favorables. lIs donnargsance a une population génétiquement

différente des daphnies méres.

Néonates

agés de
momszjﬁ ‘ 6 jours g 3 jours 5 3jours Q 3jours > ’ 3 jours > g 3 jours 5
Ponte 1 / Ponte 2 / bonte 3 / Ié’onte 4 / Ponte 5 / 'Ponte 6

o ' t o v

Libération Libération L1beratlon L1beratlon L1berat1on
juvéniles de la juvéniles de la juvéniles de la juvéniles de la juvéniles de la
ponte 1 (B1) ponte 2 (B2) ponte 3 (B3) ponte 4 (B4) ponte 5 (B5)

Figure 6 : reproduction de la daphnie par parthénogénése enlitions favorables, d’'aprés
Zeman, 2008.

" Le termenéonate®st un anglicisme faisant référence aux daphmiasellement écloses expulsées de la poche
incubatrice de leur mére. Dans notre étude, n@wolis préféré a sa traduction littéralerteiveau-nésplus
adapté au cas de I'Humain.

T Dans la suite de ce document, I'dentification gesites aura souvent recours a l'anglais sous teetete
"Brood ", réduit a la lettre B, suivi du numéromlante (i.e. B1, B2...).

35



Chapitre 3. Toxicité de I'uranium et autres contaanits Partie A

Chapitre 3. Toxicité de l'uranium et autres contamnants

chezDaphnia magna

En tant que modele biologique standdddphnia magnaa permis de caractériser les
effets de nombreux contaminants. Néanmoins, ledeétdédiées a la toxicité chronique de
l'uranium surD. magnasont plus rares et limitéesRoston et al. (1984) Antunes et al.
(2007) et Zeman et al. (2008) Ce chapitre est consacré aux altérations de yaighbgie
(nutrition, maintenance, croissance en taille etn@sse) et I'histoire de vie (survie, fécondité,
age de maturité) induites ch®z magnapar I'exposition a l'uranium et, a titre compafati

aux autres contaminants.
3.1. Effets de contaminants sur le métabolisme d#zaphnia magna
3.1.1. L’hypothese des colts métaboliques

La présence d’uranium et autres contaminants dangironnement peut induire des
perturbations du fonctionnement de l'organismeraénant des dommages moléculaires,
génétiques, histologiques mais aussi des pertorisatiu métabolisme, de la physiologie et du
comportement de lindividu. Face a un stress, legamismes mettent en place des
mécanismes de compensation (réparation de '’ADNeran place de systémes anti-oxydants,
maintien de I'homéostasie, etc). Or ces mécanisteesiéfense ont un colt énergétique.
Cependant en raison de la limitation de la nouwitdans le milieu environnant et des
contraintes propres aux organismes, toute augn@mtdes coldts métaboliques associée a
'exposition a un contaminant intervient aux dépees processus importants requérant de
I'énergie Calow et Sibly, 1990; Calow, 1991 notamment la survie et la reproduction qui
jouent un réle crucial dans la pérennité des espece

Ainsi, examiner les perturbations du métabolismergétique est apparu comme une
bonne approche pour évaluer les effets de contamsinsur les organismes. Différents
marqueurs d’effets en lien avec le métabolisme gétigjue peuvent étre étudies, selon le
niveau d’organisation biologique, tels que :

- la charge énergétique en adénylates, calculgartr des concentrations en ATP,
ADP et AMP. Elle permet d’estimer I'état physiolqge des cellules ;
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- l'allocation énergétique cellulaire (AEC), basser I'évaluation biochimique de
changements des réserves énergétiques (compositisncres, protéines et lipides) et de la
consommation d’énergie (respiration cellulaire)e€t’ un parameétre qui intégre I'énergie
disponible et aussi I'énergie dépensée par lesngees Durou et al, 2008 et qui permet
d’évaluer les effets d’'un facteur de stress subudget énergétigudde Coen et Janssen
(1997) montrent clairement que I'exposition Be magnaa des concentrations de lindane et
de chloride de mercure (Hggkntrainant des effets sub-létales diminue I'AEC ;

- les réserves énergétiques en lipides ou glyaaggun sont les principales formes de
stockage de I'énergie chez les animaux ;

- le Scope For Growth qui témoigne de I'énergigpdnible pour la croissance et la

reproduction des individus.

Toute variation de ces indices témoigne d'une mcatibn réelle du métabolisme
énergétique, mais les conséquences a un niveagadisation supérieur, comme l'individu,
s’averent plus difficiles a appréhender. Parmi eseulle I'étude du budget énergétique,
dérivée du concept de Scope For Growth, donne uedleore appréciation du statut
physiologique des individus et donc de I'énergieuyamt étre réellement allouée aux
fonctions vitales en présence de facteur de stress.

3.1.2. Notions de Scope For Growth

Warrens et Davis (1967)sont les premiers a établir le concept de ScopeSFowth
(SFG), défini comme la différence entre I'entréérargie dans un individu et ses pertes
meétaboliques totales, liées a son fonctionnemenSEG est calculé selon I'équation :

SFG=A-R-E
ou A est I'énergie assimilée issue de la nourrjtRest I'énergie métabolisée au travers de la
respiration et E est I'énergie perdue dans I'exanétDans ce type de modéle, I'énergie
assimilée est immédiatement disponible pour la taaance, I'énergie restante étant utilisée
pour la croissance et/ou la reproduction. Un SF8tpandique que les organismes prennent
plus d’énergie gu’ils n'en consomment pour leurckiomnnement métabolique normal et donc
gue lindividu est capable d'allouer de I'énergieup sa croissance et sa reproduction. Un
SFG négatif signifie que plus d’énergie est métabel qu’assimilée et donc que les réserves

énergétiques de I'organisme sont en train d’étrescomées.
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Le concept de SFG est tres utilisé dans la litiéeasur diverses espéces, comme par
exempleRiisgard et Randlov (1981)et Okumus et Stirling (1994)qui montrent une bonne
corrélation du SFG avec la croissance somatiqueMgilus edulis ou encore avec la
reproduction deGammarus pulexMaltby et Naylor, 1990. De ce fait, Widdows et
Johnson (1988) quantifient, surMytilus edulis les effets d'un gradient de pollution
environnementale sur les taux de nutrition, deiraspn et d’excrétion et ils se servent du
SFG pour déterminer I'énergie potentiellement a la croissance et a la reproduction,

criteres d’'effets difficilement mesurablessitu.

Zeman et al. (2008) étudient les effets chroniques de l'uranium s fienctions
physiologiques (ingestion et respiration), la seiret la reproduction deaphnia magnales
résultats montrent une réduction significative d&GS masse-spécifique pour des
concentrations en uranium 25 pgU.L* aprés 21 jours d'exposition. A la plus forte
concentration d’exposition de 100 ugU,le SFG représente seulement 10% de la valeur
mesurée en condition témoin. Cette forte réduatstnprincipalement associée a la réduction

d’ingestion et a 'augmentation de la demande rasgre pour faire face au facteur de stress.

Smolders et al. (2005) examinent si des daphnies avec des niveaux devedse
énergétiques élevées sont capables de mieux affrontfacteur de stress. Pour c&aphnia
magna est nourrie a différents niveaux de nourriturespakposée a des concentrations
croissantes de cadmium. Les résultats montrentgsielaphnies avec des statuts énergétiques
plus importants ne sont pas forcément plus rédegaa un stress en comparaison a des
daphnies avec un plus faible niveau de réservesgétigues. Sur certains aspects, les
daphnies nourries avec des niveaux de nourrituus @levés sont plus sensibles aux
augmentations de Cd que des daphnies ayant euusnf@ble régime alimentaire. Un
mécanisme pouvant expliquer cette augmentatioredslslité serait que dans des conditions
ou les niveaux de nourriture sont élevés, les daghallouent une large proportion de leur
énergie a la reproductiorP@rter et al, 1983 ; Barry, 1996 ; Glazier, 1998 ; Hanazato,
1998. Cette augmentation de I'allocation a la repraiducse ferait au dépens de I'énergie
allouée aux mécanismes de maintenance, et donc2gisiance de la présence potentielle de

stresseurs.
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3.1.3. Altérations indirectes du statut énergétique

D’aprés les concepts généraux des modeles de badgeagétique, I'assimilation de
nourriture et la respiration sont corrélés a l#egales organismes. Généralement, les taux
d’assimilation et de consommation absolus augmeatest la taille tandis que I'assimilation
et la respiration masse-spécifiques diminuétdtérs, 1984 ; Kooijman et Bedaux, 1996 ;
Kooijman, 2001). Tout facteur de stress environnemental induisen@ croissance réduite
conduit & un organisme de plus petite taille e¢c# donc le budget énergétique a la fois
directement (coUt énergétique) et indirectementr@ers de cette réduction de taille).

A titre d’exemple,Knops et al. (2001) étudient la relation entre les modifications
énergétiques et les altérations de croissance, &elappement et de reproduction de
D.magna exposées a des meétaux lourds et un détergent, blemure
d'hexadécyltriméthylammonium. Les résultats suggewpe la diminution du SFG est
principalement due a une réduction de I'ingestioette réduction de SFG est a corréler & un
retard de croissance des individus, induit partdes d’ingestion significativement réduits en

présence de contaminants.

En présence de contaminants, les taux métaboligheslus et masse-spécifiques
varient donc avec la taille des organismes. llasts difficile de savoir si les variations
observées chez les individus exposés sont duesfiairdirect du polluant ou bien seulement
le résultat d’une réduction de taille suite a l'egpion. Pour cela, les taux physiologiques
peuvent étre recalculés en fonction de relatiotmmaitrigues dépendantes de la taille des
individus Withers, 1992 ; Kooijman, 2000 ; Baillieulet al, 2005. Cette approche permet
de prendre en compte l'effet de la taille et deed@&r de réelles différences sur les taux

physiologiques.

3.1.4. Effets de contaminants sur les traits phggiques debaphnia magna

Le principe des modeles de budget énergétique siezebétudier plus en détail les
processus d’acquisition d’énergie. L’entrée d’éreesy sein d'un organisme se fait au travers
de lingestion et de l'assimilation. L'ingestion reespond a la prise de nourriture par
l'individu. L'assimilation est, quant a elle, dééncomme la fraction de nourriture ingérée qui
passe réellement dans I'organisme, au travers dasvitlosités de la paroi du tube digestif

apres hydrolyse par des enzymes digestives. Ciespracessus important a prendre en
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compte pour faire des bilans énergétiques carriespond a I'énergie réellement disponible

pour le fonctionnement des organismes.

Le rapport entre I'énergie assimilée par l'individti celle qui est contenue dans la
fraction de nourriture ingérée définit I'efficacidéassimilation. Son calcul permet d’avoir une
idée de la fagon dont un toxique affecte la natnitiL’efficacité d’assimilation est toutefois
dépendante de la taille des individus, ce qui rend étude plus complexélrabe et
Watanabe (1991)montrent que l'efficacité d’assimilation deaphnia galeata augmente
avec la taille, mais diminue graduellement apreddmier instar juvénile ou premier instar
adulte, quel que soit le niveau de nourriture. @& @efficacité d’assimilation pourrait
s’expliquer par des modifications métaboliques ltdatid’'une initiation a la reproduction. En
effet, certaines espéces de crustacés sont copnuesugmenter leur demande nutritionnelle
guand elles commencent leur activité de reprodndi@utter et Theilacker, 1971). De la
méme maniéereSchindler (1968)montre que les taux d’assimilation sont dépendamti&tat
de reproduction dans lequel se trouvent les daphneés taux étant plus importants chez des
daphnies portant de plus grosses pontes. Skdggieret al. (1983) les daphnies juvéniles
dépensent 55% de leur assimilation nette a la sanie, alors que les adultes investissent

70% de leur énergie assimilée dans la reproduction.

Récemment,Zeman (2008) étudie les effets de l'uranium sur I'état des udeb
intestinales de daphnies exposées pendant 21 & et 100 ugU:L par microscopie

optique.

Figure 7 : observations au microscope optique de tube digéstidbaphnia magna contrdle et

exposées & 50 et 100 pgU.lavec L: Lumiére du tube digestif; Mv: Microvilleés, A:
Algues, D : Diverticule (Zeman, 2008).

40



Chapitre 3. Toxicité de I'uranium et autres contaanits Partie A

Alors que les daphnies témoins présentent une patestinale assez réguliere malgré
I'absence de quelques cellules de I'épithéliunpdeoi du tube digestif de daphnies exposées
a 50 pgU.r* révéle des espacements beaucoup plus importanisnebreux. En ce qui
concerne les daphnies exposées & 100 LiUlly a des perturbations importantes dans la
structure de la paroi intestinale avec I'apparittbnn nombre d’'important de vacuoles et un
gonflement des cellules épithéliales (Figure 7).

Ces dommages au niveau de la structure de la parestinale suggerent donc que
'acquisition de I'énergie cheBaphnia magnaen présence d’uranium pourrait étre affectée

au niveau de I'assimilation mais des mesures disecont jusque-la jamais été effectuées.

Les perturbations affectant la nutrition vont auair effet prépondérant dans le budget
énergétique des individus. En effet, la réalisatd®n toutes les fonctions vitales dépend
directement de I'énergie préalablement acquisertir ke la nourriture. A titre d’exemple,
Bodar et al. (1988) montrent que les taux d’assimilation & 14 joursDd#phnia magna
exposées a 5 pgCdildiminuent fortement, sans affecter I'efficacit@stimilation, car les
taux d’ingestion sont aussi réduits. Donc, les aninexposés au cadmium ne semblent pas
étres capables de maintenir les mécanismes datibtret collectes des particules ou encore
la digestion et absorption de la nourriture audravdes cellules épithéliales a des niveaux
contréles.Gulati et al. (1988) confirment ces résultats en montrant des tauxsoitakation
fortement inhibés a des concentrations beaucoupipiportantes en cadmium (10, 25, 50 et
100 pgCd.0).

Face a un facteur de stress, les daphnies peuvgnteater leur allocation d’énergie
aux meécanismes de maintenance, prolongeant legévie et donc leur durée de vie pour se
reproduireBaird et al. (1990)montrent une augmentation de la demande énergégbiour la
maintenance pour faire face a une exposition amead ou au 3,4 dichhloroaniline. Ces
résultats sont en accord a\Rarber et al. (1990) Cette augmentation des colts métaboliques
pour faire face au stress est a corréler avec ifeungation du temps de développement et une

réduction du rendement reproductif des daphnies.
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3.1.5. Effets de facteurs environnementaux sugli&ition d’énergie

Schindler (1968)montre que la température du milieu ambiant medigttement les
taux d’assimilation mais pas les taux d’ingestiOptte observation pourrait s’expliquer par le
fait que l'activité des enzymes digestives est ddpate de la température et donc, que toute
perturbation de la température du milieu ambiantrggat modifier I'activité des processus
chimiques.

Porter et al. (1982) montrent que les taux d’assimilation nets augmenséeec le
niveau de nourriture dans le milieu, jusqu’a ungatee concentration, puis diminuent.

Une corrélation négative entre I'efficacité d’asgation et la concentration de nourriture est
frequemment observée chBaphnia (Richman, 1958 ; Schindler, 1968 ; Lei et Armitage
1980. Ce phénomene est appelé "Superfluous feediBgklémischev, 196 En fait, la
diminution de I'efficacité d’assimilation avec I'gmentation des concentrations de nourriture
semble étre liee a une maximisation du taux d’atsion pour une concentration de
nourriture donnée. En supposant le volume du tuligestif constant, l'efficacité
d’assimilation divisée par le temps de rétentioadeourriture dans le tube digestif donne un
indice du gain d’énergieS{bly, 198). Si le temps de rétention de la nourriture dansibe
digestif diminue plus rapidement que I'efficacit@gbimilation avec les concentrations de
nourriture croissante, la diminution de l'efficacit’assimilation n'est pas désavantageuse.
D’aprés Geller (1975) le temps de rétention de la nourriture dans lee tdigestif des
daphnies diminue de plus de 5 fois avec des coratemts de nourriture variant de 0.05 a
2.50 mgC.L*. Cependant, I'efficacité d’assimilation estiméezrbrabe et Watanabe (1991)
diminue de plus de 3 fois avec des concentratiensadirriture similaires. Cela suggere que
'augmentation des taux d’ingestion avec les cotreéinns de nourriture est énergétiquement
avantageuse cheRaphnia galeata bien que la diminution du temps de turn-over de |

nourriture dans le tube digestif montre une dimomutle I'efficacité d’assimilation.
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3.2. Effets de contaminants sur les traits d’histoe de vie deDaphnia magna

Antunes et al. (1997) évaluent la toxicité chronique d’échantillons digarélevés a
proximité d’une mine d’'uranium abandonnée au ceshir®ortugal. Un mélange complexe de
métaux, tels que le manganese, le cobalt et I'aliwmi sont présents a des concentrations
supérieures aux recommandations de l'eau utilis@er g'irrigation des cultures. Les
concentrations moyennes en uranium sont de 1200-]4U.LY. Les tests de toxicité
chronique suD. magnamontrent une réduction de la fécondité et du @eicroissance des
individus. Ces effets délétéres entrainent desrditians significatives du taux de croissance
de la population. Bien que ces effluents minierigrdgoun mélange complexe de métaux et

autres composés, une &@eproduction avoisinant les 500 pgU.a été déterminée.

En condition chronique, les résultats deman et al. (2008) montrent un taux de
mortalité de 10% cheR2. magnaexposée & 100 pgU'LLa fécondité et la reproduction sont
affectées dés 25 pgULsuggérant que ce sont les paramétres les plsibken Une Cip &

21 jours pour la reproduction est déterminée eleégd4 + 7 ugU.L. De plus, le suivi des
daphnies exposées a l'uranium a permis de montred’granium entraine une réduction de
la masse seche des ceufs. Ces effets sur la crmgssaifa reproduction sont a associer a une

diminution de I'ingestion et une augmentation deelspiration significatives.

En présence de contaminants et/ou dans des milp@uxres en nourriture, les
daphnies sont capables de produire des pontegpgtiles mais avec des néonates de masse
plus importante. Ces néonates, contenant de pamigrquantité de lipide&igserink et al,
1993, sont supposeés étre capables de mieux résisttrems Enserink et al, 1990; Gliwicz
et Guisande, 1992; Ebert, 1993; Enserinkt al, 1995; Cleuverset al, 1997; Coorset al,
20049).
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3.3. Recommandations de 'OCDE dans le cadre desste d'écotoxicité

Dans le cadre de la gestion des risques liés aodufis chimiques pour la santé
humaine et I'environnement, des organismes tels'@Q@DE (Organisation de Coopération
et de Développement Economique) ont mis en plaserdghodes d’évaluation sur lesquelles
sont fondées les décisions. Ces méthodes d’évatuptissent par des essais pour évaluer la
toxicité de ces produits, notamment sur des inbed et plus particulierement sur le genre
Daphnia Parmi eux se trouve l'essai n°202 (OCDOHE04 qui évalue I'immobilisation
immédiate ddaphnia spet I'essai n°211 (OCDER008 qui est un test sur la reproduction de
Daphniasur 21 jours, apres exposition aux substanceset®sbDans les lignes directives des
essais n°202 et n°211, il est fortement recommaledée pas utiliser les néonates issus de la
premiere ponte, pour réaliser le test.

En fait, les néonates de daphnies issus d’'une prerponte sont plus petits en masse
et en taille. Or, les néonates de petite tailleycdootentiellement issus d’'ceufs de masse plus
faible, montrent une plus grande sensibilité adeteftoxiques apres une exposition parentale
a I”*Américium €*Am) (Alonzo et al, 20083, une irradiation gamma extern@ilpin et
al., 2009 ou encore une exposition au cadmiugngerink et al, 1990Q. Dans le cas de
'uranium, Zeman et al. (2008)révélent une réduction significative de la masseatufs de la
ponte B1 pour des concentrations en uraniamb0 pgU.L", laissant pressentir une
augmentation de la séverité des effets de ce camaaipour les individus issus de cette

ponte.

3.4. Le cas d’exposition multigénérationnelle che2aphnia magna

Dans I'environnement, les expositions a des pothigeuvent étre supérieures a la
durée de vie et a la longévité des organismesrfaepparaitre des phénomenes rarement pris
en compte dans les études de toxicité chroniqumned I'acclimatation (modifications
phénotypiques) et [l'adaptation  (modifications  g&paues). Les  études
multigénérationnelles mettent en évidence des g®des organismes variables sur le long

terme, a des échelles de temps beaucoup plusgrggmdans un contexte écologique.

A titre d’exemple,Miinzinger (1990) montre, cheDaphnia magnaun phénomeéne

de résistance au nickel des organismes exposeésameidgénérations, avec un taux de
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croissance intrinséque de la population augmentaggré une diminution de la durée de vie
et une réduction de la taille des descendants.ddnkmatation au cuivre chd2. magnaa
aussi été révélée pheBlanc (1982) En effet, des néonates issus d’'individus pré-s&p@u
cuivre sur 12 générations montrent des taux ddesgignificativement plus élevés dans des
tests de toxicité aigué au cuivre en comparaisdesanéonates issus de parents non exposes.
D’apresLeBlanc (1982) cette résistance au cuivre ne serait pas héiréditaais serait le
résultat d’'une modification physiologique de chagéeérationMuyssen et Janssen (2004)
acclimatent 7 générations d2 magnaau cadmium et révelent une augmentation de la
tolérance aux concentrations aigués sur les deex@ntroisieme générationBodar et al.
(1990) montrent eux aussi une augmentation de la tolérang concentrations aigués apres
acclimatation.

Apres 7 générations acclimatées au cadmium, legtaes deMuyssen et Janssen
(2004) montrent une absence d’augmentation de la toléraux expositions chroniques,
suggérant que I'effet potentiel positif d’'une ag@itation au cadmium disparait au travers des

générations successives.

D’autres effets peuvent étre observés. Par exerRplee et al. (2004) montrent une
augmentation de la sensibilité d& magnaapres une exposition au nickel. La masse
d’individus issus d’une exposition parentale seorete étre significativement réduite (20%).
Chez d'autres especes aquatiques d’eau d@loeira-Filho et al. (2009)étudient les effets
d’un pesticide, I'endosulfane, sur un escargot u'@auce Biomphalaria tenagophilaexposeé
sur trois générations successives. A la plus footecentration, de 0.1 mg?la production
d’'ceufs est inhibée, la mortalité et les malformai@augmentent et le succes d’éclosion des
embryons diminuentWhite et al. (1999) ont aussi montré une réduction de la survie de la
deuxieme génération chez le poissdimephales minnow apres exposition au
benzo[a]pyréne. Il a aussi été révélé que la capae reproduction et la survie des larves
étaient significativement plus faibles dans la déuome génération.

Au travers de ces études, il s’avere que I'expmsit un contaminant (endosulfane,
benzo[a]pyréne et nickel) sur plusieurs générataarggnente la sensibilité des individus, avec
notamment une augmentation de la mortalité et @uiation de la croissance et de la
reproduction. Ces effets pourraient étre dus atetsefle I'exposition du contaminant de la
descendance pendant 'ovogenése et le développernamyonnaire. En effetAbe et al.
(2001) suggerent une exposition directe des embryons ldgomsche incubatrice de meéres de

daphnies, apres exposition a des contaminantgjuelsles dérivés d’aniline. Cette hypothése
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repose sur la base que les daphnies échangergraetiv des fluides entre I'eau environnante
et la chambre incubatrice dans le but d’assurdefaande en oxygéene des embryons en cours
de développementKpbayashi et al, 1987. Ainsi on peut supposer des altérations
importantes des individus pendant leur développéreetbryonnaire supposant a un niveau

d’organisation supérieur des conséquences irréfiédia

Sanchezet al. (1999) étudient les effets d’'une exposition parentalan gesticide, le
diazinon, sur la descendance@emagnatransférée en milieu non contaminé. Il s’avére que
la reproduction de la descendance est plus élewéeloez les parents exposés au diazinon.
Une augmentation de la reproduction a aussi été emsévidence pataffrey et Keating
(1997)sur cing générations d@aphnia pulexprécédemment exposé a une période de carence
de zinc qui retournent en milieu contréle. Ces ltassimontrent que le transfert en milieu non
contaminé de descendants issus de parents miduaticsi de stress ont une capacité a se
rétablir, révélant que la toxicité est peu ou pasgmise a la descendance et que les effets ne
sont pas irrémédiables.

Ces études multigénérationnelles ne sont pas ot issnffisamment prises en
considération dans I'évaluation du risque écologjcpien que les réponses des organismes
puissent étre modifiées au travers des génératmmsjui est susceptible de changer les

réponses au niveau populationri€lefks et Weiss, 198Y.
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Chapitre 4. Modélisation des effets d'un contaminainde

I'individu a la population

4.1. Généralités

L’évaluation du risque écologique lié a la présemgeawux rejets de contaminants dans
'environnement, requiert une quantification derléxicité sur les écosystemes. D’un point
de vue écologique, les niveaux d’organisation les pertinents sont les populations et les
communautés (Forbes et Calow, 1999). Des essaimsésncosmes permettent d’étudier les
effets de contaminants a ces niveaux d’organisa@s essais sont réalisés le plus souvent a
I'extérieur avec des dispositifs expérimentauxaiketimportante, visant a travailler dans des
conditions les plus proches du milieu naturel. éalisation de telles études est généralement
compliqguée a mettre en ceuvre, colteuse et complaxerpréter. Des essais en microcosmes
de laboratoire (systéme clos ou semi-clos de voduimiérieurs a 20 litres d’eau, ensemencés
par au moins trois classes de plancton : bactémapbn, phytoplancton et zooplancton),
concus pour simuler des caractéristiques fonctitemearticulieres, peuvent étre un bon
compromis, en terme de colt et de pertinence éicplegentre les tests monospécifiques et
les mésocosmes. Néanmoins, avec ce type d’approeseprobléemes d’espace persistent
pour les especes macroscopiques. Des limitatioisteax pour les especes qui ont des cycles
de vie longs et dont la production du nombre deceledants est faible. De plus, ce sont
parfois des systemes instables et leur réplicapient étre problématiqueBfandt et al,
2004). Par conséquent, I'analyse de l'intensité destgffle contaminants est généralement
meneée au travers d’expériences réalisées en lalrerah condition contrélées, a des niveaux
individuel (e.g. physiologie et traits d’histoire de vie) et subkinduel (.g. moléculaire,
cellulaire ou histologique), I'évaluation de lewenséquences écologiques étant appréhendée
au travers de la modélisation. De ce point de \uilisation de modeéles de budget
énergétique est un outil puissant par rapport atirnations traditionnelles de concentrations
d’effet basées sur des criteres individuels comégié&éparément. En décrivant les flux
d’énergie au sein d’un organisme en absence etésepce de contaminant, ils établissent le
lien entre les traits physiologiques et les trditsstoire de vie des individus et permettent

d’estimer les conséquences sur la croissancereptaduction, parameétres fondamentaux en
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dynamique de population. Couplés aux matrices ddid,dls offrent la possibilité d’intégrer
tous les effets toxiques mesurés expérimentalemééthelle de I'individu dans des critéres
démographiques, assurant la prise en compte de ilgeractions a un niveau d’organisation
et une échelle de temps écologiquement pertinentspmparaison aux tests de toxicité basés

sur le court terme.

4.2. Modéles de budget énergétique

Dans les modeles de production nette, type Scope@towth (cf. §3.1.2.), la
reproduction et la croissance sont prédites arpdetila différence entre I'assimilation et la
respiration. Or la croissance et la reproductiont steux processus qui demandent de
I'énergie pour leur maintenanckdoijman, 2000; Nisbetet al, 200Q. Vanoverbeke (2008)
propose d’ajouter au SFG un terme correctif, prioanel a I'assimilation, et donc a la
reproduction et a la croissance. Néanmoins, lesétasdd’assimilation nette sont plus
pertinents du point de vue mécaniste. Aingboijman (1993) proposent la théorie DEB
(Dynamic Energy Budget) décrivant les flux d’énergiu sein d’un organisme. Dans cette
approche, la reproduction et la croissance soneruhiées directement a partir de
'assimilation et elles intégrent les colts descpssus de production de croissance et
reproduction, indépendamment de I'énergie consomawéé&ravers de la respiration. Cette
théorie a lavantage supplémentaire de décrire tgatmement, par des modeles
mathématiques meécanistes, les grandes fonctionsgltjoes des organismes (nutrition,
assimilation, croissance, reproduction, maintenaegeillissement).

La Figure 8 présente schématiquement les flux digeelans un organisme.

Nutrition

Réserves

Maintenance
somatique

--_, Maintenance
de la maturité

Croissance Reproduction

Figure 8: représentation schématique de la répartition d'@werdans la théorie DEB
(Kooijman, 2000)
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L’énergie issue de la nourriture est assimilée awet¢aux proportionnel a la surface
du tube digestif. Le modéle suppose que I'énerggindlée entre dans un pool de réserves. La
théorie DEB repose ensuite sur I'existence d’'uméKkppaqui répartit I'énergie, stockée en
réserves, de la maniere suivante : une porkappa est affectée a la croissance et a la
maintenance somatique, alors que la fraction restdn— Kappa)est affectée soit a la
maturation des juvéniles soit a la reproductiora éd maintenance de la maturité pour les
adultes. Le rapport d’énergie allouée a la croissast a la reproduction est constant. Une
large variété de formulations des modeles DEB adéeeloppée, variant des modeles
génériques a des modeles incluant plus de détaltsgimues et pouvant étre spécifiques a un
taxon (Kooijman, 1993; van Haren et Kooijman, 1988pijman et Bedaux 1996; Nisbet
al., 1996; Lika et Nisbet, 2000; Nisbet al, 2000). Parmi ces modéles, Kooijman et Bedaux
(1996) proposent une version modifiee des éequatiDB8 en présence de substances

toxiques, connue sous le nom de DEBtox (Dynamia@nBudget in toxicology).
4.2.1. Modéle toxico-cinétique

Les modeles DEBtox permettent de coupler cinétiglescontamination et effets
(Kooijman et Bedaux, 1996. Pour relier la concentration dans le milieu ghesition et la
concentration interne dans I'organisme, un modiléticue a un compartiment est utilisé. Le
taux d’accumulation du toxique est proportionnelaaconcentration externe et le taux
d’élimination est proportionnel a la concentratinterne du contaminant. Le modeéle prend en
compte la dilution de la concentration du toxique [a croissance des individus. Ainsi la
relation entre toxique et effet sur 'organisme dpendante non seulement de la quantité de
composé toxique a lintérieur de l'organisme, maisssi de la croissance en taille de
l'individu, selon I'équation:

dC K,

k d
it =G x—L1—C._ x(—=2+—In/?3 Eqg. 1
dt ext E int (f dt ) ( q )

ou Gn(t) est la concentration interne du toxiquex{® la concentration dans le milieu
d’exposition,¢ est la taille normalisée par la taille maximalg,lau temps t, ket k les taux

d’accumulation et d’élimination du contaminant parganisme, respectivement.

. N . . .k .
La concentration interne peut étre normalisée @dadteur de bloconcentratloknl—, ce qui
2

permet d’obtenir I'’équation suivante :
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dCt kzc t k2 d 3
—nt = 27ext _ o (22 4 Ty Eq. 2
dt / '”‘(z dt ) (Fa.2)

4.2.2. Modéles d’effets sur la croissance et laaayction

Pour décrire I'effet de contaminant sur la croisgaat la reproductioriKooijman et
Bedaux (1996)considerent la fonction de stresselle que :
{a(c) =0 sic< NEC
o(c)=b{c-NEC) sic=NEC
ou c est la concentration interne (ou externe datn’hypothése d’une cinétique rapide), b le
coefficient d’effet et NEC (No Effect Concentratjoast la concentration sans effet. Ce
parametre correspond a la plus forte concentratiayant pas d’effet sur I'organisme étudié,

guel que soit le temps durant le bioessai.

Kooijman et Bedaux (1996)proposent 5 modes d’actions possibles du toxicue p
expliquer les effets sur la reproduction, deux nheslé’effet directs, ou seule la reproduction
est affectée, et trois modeles d’action indirects, la croissance et la reproduction sont
simultanément affectées. Concernant les effetetdifgossibles, soit le toxique provogue une
mortalité pendant 'ovogenés®i¢dele Hasaryl soit le colt énergétique pour la production
d'ceufs est augmentéMpdele des Codls Pour ce qui est des effets indirects sur la
reproduction, les effets proviennent de colts d@ssance supplémentairesddéele de
Croissancg d'une entrée d’énergie réeduitdlddele d’Assimilationp ou de colts dans la
maintenance additionnelsifdéle de Maintenange

Les équations proposées pémoijman et Bedaux (1996) ont été re-dérivées par
Billoir et al. (2008) Le récapitulatif des équations décrivant lesédéhts modes d’action sur

la croissance et la reproduction est présenté ldarasbleau 4.
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de _ f+g B _ R +/
Assimilation | 4 ‘Vm(f(l og@)-0) 3 | R(/)= 1_"23 ((1—J(c)ézg+?_a(c)-€ij 4
p
i Loy 129 sy R =_Ru_[,29A+0@)+E,
crossance | ™1+ gt o10) R e ) B
dr_ R 1+0(C)™"+/
Maintenance | gt _ Nt —LQ+0()) 7 | R(O)= 1_“23 (1"'0(0))[1:’52(%) —f:;J 8
p
N %:y(f—f) R(/) = Ru fzg"'g 3 | -1
Co(ts dt 9 (f)—l_gg ! ng—Kp L+0o(c) 10
p
ar_ R
Hasard at ni=10) 11 | R(¥) = 1_“23 (ffz(gif) _f?)je_a(c) 12
p

Tableau 4: récapitulatif des équations des différents modastidn d’'un contaminant sur la
croissance et la reproduction d’aprés Billoir et. §2008) ou f est la réponse nutritive
fonctionnelle, g est le taux d’investissement d'giee ¢ est la taille normalisée par la taille
maximale kax ¢p est la valeur dé a la pubertéy est le taux de croissance, R est le taux de
reproduction journalier d’'une daphnie de tailfgRy est le taux de reproduction maximal et ¢
est la concentration externe ou la concentratioterine calculée selon le modéle toxico-

cinétique décrite dans cette partie § 4.2.1.

D’aprés Kooijman et Bedaux (1996) I'action du cadmium sur la reproduction des
daphnies serait directe : les équations des moddéesiasard et Colt s’ajusteraient
relativement bien avec les données expérimentaespodeles d’'effets indirects étant écartés
a cause d'une absence d’effet sur le délai de it@atsexuelle. Ces auteurs ont aussi étudié
I'action du phénol sur la reproduction Be magnavia des modéles avec effets indirects sur
la croissance, la maintenance et I'assimilatios,dfets directs étant exclus sur la base d'un
retard induit par le phénol au début de la reprodac Ainsi, les trois modéles avec effets
indirects s’ajusteraient relativement bien aux vedeexpérimentales. Les auteurs sont tout de
méme confrontés au choix du mode d’action le plppraprié pour expliquer les effets

occasionneés par les toxiques.
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4.2.3. Apport des modéles DEBtox dans I'évaluatanisque pour I'environnement

Un des objectifs majeurs en écotoxicologie estodeniir une estimation de valeurs de
référence, tels que des NOEC (No Observed Effectc@uration) et E (concentration
entrainank% effet). L’estimation de NOEC pour un polluant géhéralement réalisée sur un
seul critére d’effet (mortalité, croissance ou ogjuction), sans modele, uniquement a partir
de tests d’hypotheses sur les valeurs. En conttalHeNOEC, les EXsont déterminés par
interpolation de courbes dose-réponse, mais lelesdtilisés ne reposent généralement pas
sur des hypothéses biologiques réalistes, remetiasiten cause leur pertinence. L'utilisation
statistigue de NOEC a été sévérement critiquéepaertain nombre d’auteurs, a la fois pour
des motifs pratiques et théoriqu€&hapman et al. (1996)font une synthese de ces critiques
et concluent que l'utilisation de NOEC dans la $é&gion est inappropriée. Au contraire,
'approche DEBtox permet d’estimer une concentratsans effet, NEC, pour les effets
toxiques sur l'organisme testé. La NEC prend enptensimultanément les effets sur la
survie, la croissance et la reproduction. Elle indépendante des conditions d’exposition

(temps et concentration) en contraste aux NOECQgtdti dépendent de la durée des tests.

En conclusion de ce paragraphe, l'utilisation dededes DEBtox présente de
nombreux avantages. Premiérement, ils permetteamatiser simultanément les effets de
différents processus comme la survie, la croissabda reproduction. Deuxiemement, avec
ce type d’approche, les modeéles sont des fonctiontinues du temps et de la concentration
d’exposition. Donc, théoriqguement, les NEC ne dépeh pas de la durée du test,
contrairement aux NOEC et KC Cela fournit plus d’informations pertinentes, car
indépendantes des conditions des tests, pour ligtiah du risque écologiqu®€ry et al,
2002 ; Billoir et al, 2008. Troisiemement, I'approche DEBtox fournit desoimhations sur

les modes d’actions de contaminants.
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4.3. Extrapolation des effets au niveau populatiored

La dynamique des populations se caractérise padeédes tailles de populations au
cours du temps. Elle est dépendante de nombreaxng#ires, tels que les taux de natalité et
les taux de mortalité, eux-mémes soumis a d'aufimeseurs, ce qui en fait une étude

relativement complexe.

4.3.1. Modeéles démographiques

De nombreux modéles mathématiques ont été progmsésdécrire I'accroissement

des populations. Quelques-uns sont cités a tigrethple (Tableau 5).

— —rt

1= sttnte - nécessite la construction de tables de survie-

t=0
. fécondité
r: taux d'accroissement de |a
. - ne prend pas en compte les phénoménes densité-
Modele d’Euler (1760) | population ;
" . dépendants
S, : probabilité de survie ;
] » . - integre des variables qui ont chacune leur vagan
n, : efficacité de reproduction |,
rarement prise en compte

S : sex-ratio
dN(t) = r.N(b) - néglige les variations d'age, de taille, de pidité
d de la natalité et mortalité, les phénoménes deitdens
Modéle malthusien N
N : nombre d'individus ; dépendance

Malthus (1789) . .
r: taux de croissance de [a suppose que les taux de reproduction sont ideegif

population pour tous les individus de la population

N rN(t)(l—wj
dt K

N : nombre d'individus,
Modéle logistique r: taux de croissance de [la suppose que les taux de reproduction sont ideegig
Verhulst (1840) population pour tous les individus de la population
K': capacité limite du milieu

c'est-a-dire la taille limite qu

D

peut atteindre la population

Tableau 5 :récapitulatif de modeles mathématiques utilisés gbudier la croissance d’'une

population
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Le modele malthusien suppose une croissance expelier_e fait que la population
augmente de maniere exponentielle n'est pas biplegnent satisfaisant, car méme si une
population arrive dans un environnement contenauties les ressources nécessaires, ce qui
n‘est le cas que pour les especes invasives, unaulgimn ne peut augmenter
exponentiellement jusqu’a l'infini. Des phénoméxé&sutorégulation vont se mettre en place.
Ces phénoménes sont pris en compte dans le moal®ertulst, avec l'intégration de K dans
le modéle, correspondant au nombre d’individus maxique le milieu peut accueillir en

tenant compte de I'espace et des ressources.

Enfin, bien queForbes et Calow (1999)concluent que le taux de croissance de la
population soit un meilleur critere d’effet aux o@yges de polluants que les effets sur les traits
d’histoire de vie et que ce critere soit une mesuedinente au niveau écologique, ces
différents modeles, cités ci-dessus, sont appligudss populations non structurées en age.
Or en dynamique de population, la plupart des panas (taux de reproduction, taux de
survie) dépendent de I'dge des individus. Il estsahécessaire de construire des modéles de

population structurées en age.

4.3.2. Les modeles matriciels

Une alternative aux équations analytiques précédeest d’utiliser des modeles
matriciels [eslie, 1945. Ces modeles ont prouvé leur efficacité premiémnen incluant
une structure interne dans les populatiddasvell, 200} et deuxiemement en décrivant les
effets de contaminants sur la dynamique des papotatCaswell, 199¢. Cette approche
permet de modéliser la dynamique de populationgtstrées en classes d’age en fonction de
leur cycle de vie. Dans ce type de modéle, les thusgurvie et les taux de fécondité sont age-
spécifiques, et ils permettent, pour chaque cladgei, de calculer sa contribution a la
future classe d’age 1 et l'effectif de la classage’ i+1 au pas de temps t+1. La population
évolue de la fagon suivante :

N(t+1) =A xN(t)
ou N(t) est un vecteur colonne contenant les effedesm classes d’age de la population au
temps t, et A est une matrice carrée (de taillen), appelée matrice de Leslie:
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FF R .. Fu Fn
S 0 0 0 0
A=| o S, 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0 Swi O

Elle contient sur sa premiere ligne les taux deriédé de chaque classe d’age (dé ), et
sur la sous-diagonale les1 probabilités de survie (de & Sy1), tous les autres termes de la
matrice étant nuls.

Le théoreme de Perron-Frobénius permet de déterrarvaleur propre dominante de
A, appelée), correspondant au taux asymptotique d’accroisserdenla population. Ce
paramétre, de dimensioft,treprésente le facteur par lequel la populatiannastipliée a
chaque pas de temps.

La dynamique de la population dans son ensembldeethaque classe d’age en

particulier est une dynamique malthusienne ouug the croissance r est egal aJjn(

4.4. Influence des différents critéres d’effets ingiduels sur la dynamique de population

Le modele matriciel décrit au 4.3.2. est appligaé $tark et al. (2004)au cas de 7
especes d’'arthropodes exposées a un stress eatt@tmpour analyser I'impact de différents
effets sur les traits d’histoire de vie sur la dyigue de population. En imposant 50% de
mortalité ou 50% de réduction de reproduction,esudeux a la fois, ils comparent les retards
de croissance de population de ces especes d@hwést Les résultats des simulations
montrent qu’'un méme niveau du facteur de stresBoaggpaux criteres individuels induit un
impact sur la dynamique de population qui diffémere les especes testées en fonction de leur
stratégie d’histoire de vie. Cette observation it clairement I'hypothése selon laquelle
un niveau d’effet donné est comparable d’'une espetautre et montre I'importance de
prendre en compte des caractéristiques d’histoérerid propres a chaque espéce dans la
dynamique de population.

Dans le domaine de la radioprotectiolpnzo et al. (2008b) aboutissent a une
conclusion similaire en examinant le retard de ssance de population de vers de terre,
Eisenia fetida exposés a une irradiation gamma externe et dbnieg Daphnia magna
exposées a une irradiation alpha interne. L'imgactla croissance de population d’'un méme

niveau d’effet differe au sein des espéeces selaoritiere affecté :
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- E. fetidaetD. magnasont plus sensibles a un retard de reproductiGntqut autre effet.

- D. magnaest plus sensible a une réduction de fécondité gae réduction de la survie
tandis qQU'E. fetidaprésente une méme sensibilité pour ces deuxesitér

De plus, pour un effet équivalent touchant le méen&ere individuel, I'impact sur la

croissance de population differe enrefetidg espéce a croissance relativement lent®. et
magna espece a croissance comparativement plus rapide.

De plus, chez des pucerons exposés a un insectigd®&largosan-O,Stark et
Wennergren (1995)mettent en évidence l'importance de prendre enpteta sensibilité des
différents stades de vie. Ainsi, les populationpomées au stade juvénile montrent des taux
de croissance beaucoup plus faibles que les pamsagxposées au stade adulte. Parce que
les différents stades ou ages d'une espece peawveitt des sensibilités différentes, il est
essentiel que ces stades critiques soient consid@var estimer la susceptibilité d’une

population a un toxique.

La dynamique de population peut étre affectée atets de nombreux effets mesurés
(mortalité, fécondité, age de la maturité, retagddsponte, taille a la naissance, exposition
pendant le développement embryonnagte,..). Se restreindre a évaluer les conséquences
d’'une exposition chronique a un polluant, en salfsant uniguement sur le dénombrement
des individus comme critere d’effet sur la popwalatne va pas permettre d’appréhender les
conséguences du stress toxique sur la biomassaocmueela structure en taille. En effet, la
population ne représentera pas la méme masse selale qu’elle sera composée d’individus
sains de grande taille ou d’individus stressésaidlte tréduite. Il est donc indispensable de
prendre en compte les perturbations des fonctitiysiplogiques en présence de polluants.
Cette complexité dans les études de populationgsmula nécessité d’élargir nos perspectives

sur 'importance écologique de différents critedéffets observés au niveau individuel.
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4.5. Prise en compte de modéles DEBtox en dynamigde population

La prise en compte des modéles DEBtox dans destle®dle dynamiques de
population permet de faire des comparaisons deségoiences au niveau populationnel de
plusieurs hypotheéses sur les modes d’action duaotinnt au niveau individuel et, les taux
de croissance de la population peuvent étre obtdauscon continue dans le temps et en
fonction de la concentration d’exposition. A cerjopeu d’études se sont intéressées aux
changements d’échelle en utilisant une telle coaibon de modeles DEBtox et de modeles
de populationJager et al, 2004; Lopeset al, 2005 ; Klok et al, 2007; Ducrotet al, 2007 ;
Billoir et al, 2007.

Lopes et al. (2005) combinent un modele DEBtox avec un modéle de pbjoul
matricielle chezChironomus riparius mais ils considerent seulement les effets |étdux
pesticide et ne considérent pas les modes d’actiipoontaminant. En 200Rilloir et al.
considerent non seulement les effets Iétaux maisi ées effets sub-létaux sur la croissance et
la reproduction ddaphnia magnaapres exposition au cadmium et integrent cessetiat
niveau populationnel en utilisant des modeles miats. Cette combinaison de modeles
permet ainsi de déterminer des valeurshdees similaires pour les cing modeéles d’effets
testés en présence de cadmium. En dessous de lgpblECa reproduction, déterminée aux
alentours de 4.2-4.5 pgCd-Lle contaminant affecte seulement la survie ddius. Au-
dessus de cette NEC reproduction, le taux asyngpitile croissance de la population chute,
car le toxique affecte aussi la reproduction. Rdes concentrations de cadmium beaucoup
plus élevées, les modeles de colt énergétiquelagquoduction d’ceufsModele des Codfs
et de colts supplémentaires pour la croissaMwoeléle de Croissangeexpliquent les effets
au niveau populationnel, ce qui est en accord #®aésultats d&ooijman et Bedaux
(1996)

De tels modeles peuvent donc étre de grande uliditss la rédaction de "guidelines”
pour I'évaluation du risque environnemental, mémal’autres mécanismes tels que les
phénomeénes de densité-dépendance, la températumecote la prédation, doivent étre pris
en compte pour extrapoler les criteres d’effetaholatoire au niveau de la population, dans

un contexte écologique réaliste.
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4.6. Apport des études multigénérationnelles en dgmique de population

Difféerentes études portent sur les effets dexpmst multigénérationnelles,
néanmoins les implications en dynamique de populaie sont que trés rarement examinées.
De plus, les études de dynamique de populationsespiotrés rarement sur les données
d’exposition multigénérationnelle et les modélepliquent I'’hypothese sous-jacente que les
effets observés au niveau individuel sur une gdioérssont représentatifs de toutes les

générations subséquentes exposees.

Pourtant, Alonzo et al. (2008b) montrent que les effets sur la dynamique de
population sont fortement contrastés entre des latioos faites a partir de données
originaires d’expositions sur une seule générabndes données issues d’expeériences
multigénérationnelles. Pour atteindre 1 million ndiividus par exemple, le retard de
croissance de population par rapport au témoim)i&tar les données d’'une seule génération,
est de 1 & 2 jours sur la gamme de débits dos&ét(@i3 a 15 mGy.H). Ce retard augmente
de 3 a 8 jours en prenant en compte les donnéagssisiune exposition sur trois générations,
suggérant une combinaison d’effets directs surHhgsiplogie des organismes et d'effets
maternels, impliquant une réduction de la fitheses descendants aprés exposition de la
génération parentale.

De plus, Salice et al. (2009) montrent, chez un gastéropode d’eau douce,
Biomphalaria glabrata exposé au cadmium, que les effets observés surdeiére
génération sont du méme ordre que ceux retrouvas dautres études, en revanche les
réponses des générations suivantes divergent fermtemiune dynamique de population
classique réalisée sur les données de la preméee ation.

Ces premiers résultats mettent en avant le fait lggeeffets d’exposition a un
contaminant sur une ou plusieurs générations mpast les mémes conséquences sur une
dynamique de population et que les tests de téxiciassiques, réalisés sur une seule
génération, peuvent sous-estimer ou surestimeroiite de polluants retrouvée dans

I'environnement.
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Comme nous venons de le voir, l'uranium est nadement présent dans
I'environnement. Néanmoins sa distribution, darss deosystéemes aquatiques d’eau douce,
peut étre influencée par les activités anthropiguasnduisant ainsi a des élévations
localement importantes dans certaines zones géugregs. Parmi les nombreuses especes
représentatives des écosystemes aquatiques d'esme ddilisées pour étudier les effets de
contaminants, nous avons sélectiorid&phnia magnaqui est un modeéle biologique trés
répandu dans la littérature, dont la morphologee, biologie et le cycle de vie sont

relativement bien connus.

De récentes étudegdgman et al, 2008 ; Zeman, 200Bayant révelé que I'exposition
a l'uranium chedD. magnaentrainait des réductions significatives des @ingestion et des
altérations de la paroi du tube digestif, il seri@iessant d’examiner si en plus de ces effets,
'uranium peut affecter I'acquisition de I'énergae travers de réductions de I'assimilation du

carbone de la nourriture

L’approche DEBtox permet de faire des estimations lss données mesurées en
laboratoire, indépendamment des conditions d’exjposiDe ce fait, les prédictions de survie,
croissance et reproduction peuvent étre réaliséearse gamme compléte de concentrations
en contaminant. L'utilisation de modéles DEBtox met de caractériser la réponse d'un
individu soumis a un facteur de stregs les parametres de toxicité, comme la NEC
correspondant au seuil de concentration a partjueluun effet est observé sur 'ensemble des
processus, et le coefficient d’intensté, b. Pasu#e, le recours a des modeles DEBtox
permettra d’intégrer les effets observés a la $uis la physiologie et I'histoire de vie de
Daphnia magnaet d’examiner si une réduction de la nutritiontp&welle seule expliquer les

effets observés sur la croissance et la reproductio

Les résultats établis pademan et al. (2008)ont révelé une réduction significative de
la masse des ceufs, produits par des femell&s deagnaexposée a l'uranium. Ces résultats
suggerent donc une augmentation potentielle dévargé des effets de I'uranium dans les
générations suivantes. De plus, le cas d’expositiaitigénérationnelle est rarement pris en

compte dans I'évaluation du risque pour I'envircmeat. Or I'exposition a un contaminant
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sur plusieurs générations peut faire apparaitre mleSnomenes de résistance ou un

affaiblissement de la progéniture. De plus, legtsfiobservés sur une premiere génération
sont généralement différents des effets observdssgénérations suivantes. Par conséquent,
il sera intéressant d’étudier les effets de I'unamisur les traits physiologiques et les traits

d’histoire de vie sur trois générations successidd3. magna

Mais, I'exposition a des contaminants sur plusieggaérations implique forcément
une exposition des individus pendant leur ovogéeé&ee développement embryonnaire.
De ce fait, les conséquences d'une exposition radium pendant le développement

embryonnaire sur la descendancddenagnaseront étudiées.

Dans I'environnement, les expositions aux contantmapeuvent aussi étre
transitoires, soumettant les individus a un stpessager. Nous chercherons donc a savoir, si
les effets de l'uranium sont réversibles cHg@z magna apres exposition parentale puis

transfert en milieu non contaminé.

Parmi les méthodes d'évaluation concernant lesu@sqgliés aux contaminants,
'OCDE a mis en place des tests d’écotoxicité, canlm test reproduction 21 jours chez
Daphnia sp Au travers des directives, il est fortement reoc@mndé de ne pas utiliser les
individus nés de premiéres pontes pour réalis¢éeste Néanmoins, ce sont des organismes de
plus petite taille et donc potentiellement plussiigies a la toxicité des polluants. Face aux
recommandations de 'OCDE concernant les test®xieité surDaphnia spet la sensibilité
des individus issus de premiéres pontes expos@&sramilm n’ayant jamais été prise en
compte, nous examinerons par la suite les effetsedexposition chronique a I'uranium sur

des daphnies nées d’une premiére ponte.

Pour finir, le cas d’exposition multigénérationeedit la sensibilité des individus sont
trés rarement pris en considération dans des dypeside population, mais sont cependant
susceptibles de changer les réponses au niveauagiopnel. De ce fait, les effets de
'uranium quantifiés au niveau de lindividu seroaktrapolés a la population, niveau

d’organisation plus réaliste d’'un point de vue égajue.
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Les deux prochaines parties de ce manuscrit sodiee® a la présentation des
expérimentations mises en ceuvre au laboratoirsi qire des résultats obtenus sur l'individu
et des modélisations faites aux niveaux individigiopulationnel, dans le but d’apporter des

réponses a ces différentes questions.
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Partie B

PARTIE B. EFFETS DE L’'URANIUM SUR L'INDIVIDU

EXPERIMENTATION ET DISCUSSION
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Rappels des objectifs

L’'objectif général de cette thése est de mieux cemgre les effets toxiques de
'uranium sur une espece représentative des é@wsgst aquatiques d’eau douce. Suite a la
recherche bibliographique et aux questions qu&lEpulevé, trois expérimentations ont été
conduites dans le cadre de ce travail.

Dans un premier temps, et en accord avec les reeoations faites dans les tests
d’écotoxicité par 'OCDE, les effets d'une expamitia I'uranium sur trois générations
successives, commenceées avec des néonates nésafe Bg etudiés.

Dans un deuxieme temps, la sensibilité a I'uranadendaphnies nées de Bl a été
analysée sur deux générations successives.

Et pour finir, dans le but d’expliquer les difféoes de sensibilité qui pourraient
exister entre deux générations successivement égpokes conséquences d’'une exposition a
'uranium uniquement pendant le développement eorbrgire des daphnies ont été

examinées.
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Chapitre 1. Matériels et Méthodes

1.1. Conditions d’élevage d®aphnia magnaau laboratoire

D. magnaStraus (clone A, INERIS, France) est maintenuplterse de reproduction
parthénogénétique conformément aux lignes diresstradi1 de TOCDEQCDE, 2009
depuis plusieurs années au laboratoire. L’élevagecalisé dans des bouteilles de Pyrex® de
2 litres couvertes de leur bouchon mais non ferpreéase densité d’'un organisme pour 50
mL. Les bouteilles sont maintenues dans un incubatenatisé assurant ainsi des conditions
stables et optimales (20 +@°éclairement de 3@mol photons A s*, photopériode 16
heures de lumiere/8 heures d’obscurité, Figur€Baque bouteille contient au démarrage 45
a 50 néonates. Au bout de 4 jours, le nombre dénjies est réduit a 40 par bouteilles. Les
bouteilles sont gardées jusqu’a I'age de 5 a 6 serva

‘\J?m
| ——

\ CECCLITTreET T TORSAN

Figure 9 : élevage de daphnies dans l'incubateur

Les bouteilles sont triées deux fois par semaioey garder une densité d’individus
optimale, grace a deux tamis superposes permektarécupérer séparément les meres (tamis
de 1 000 um) et les néonates (tamis de 180 um)miéess sont replacées dans les bouteilles
et les néonates sont soit éliminés, soit utilisgis pancer les tests ou de nouvelles bouteilles
d’élevage.

Les daphnies sont nourries avec des algDeemydomonas reinhardticultivées au

laboratoire, selon un protocole décrit en annexeakation quotidienne pour une daphnie est
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de 100 pgC, soit 80 000 cellules.th(sur la base d’'un contenu en carbone de
25 pgC.cellulé deC. reinhardti). Pour cela, les algues sont centrifugées & 2500
pendant 15 min avant d’étre remises en suspensiaos lé milieu d’élevage, aprées élimination

du milieu de croissance des algues.
1.2. Composition des milieux artificiels

L’élevage de daphnies est maintenu, en permaneaos, deux eaux de composition
artificielle différente : le milieu M4 Elendt et Bias, 199), et le milieu M4-pH7, modifié
selonZeman etal. (2008)

1.2.1. Milieu M4

Le milieu M4 (Elendt et Bias, 1990) est le milien¢ponisé dans les normes OCDE
pour la réalisation des essais chroniques. Sasaittdn permet de répondre aux exigences
des organismes vis-a-vis des parametres de I'eaurspH voisin de 8, un apport d’oligo-

éléments et de vitamines. La composition de ceemidist reportée dans le tableau suivant :

Eléments Ca Mg Na K Cl SQ NO; PO, HCO;

M4

. 80 12 20 3.2 140 49 0.2 02 0.47

(mg.L™)
Eléments NH, SiO; B Mn Li Rb Sr Br Mo

b 8.9.10° 2.7 05 01 0.05 0.05 0.05 0.012 0.029
(mg.L™)
Eléments Cu Zn Co I Se \Y, Fe EDTA C1gH14N2Og
(m'\é"l‘__l) 0.0062 0.0032 0.0025 0.0025 940 | 2510 0.4 3.9
Eléments Thiamine By Biotine

ClZH 17N4OSl H C63H 88N 14O 14P ClOH lGN 2038

M4

(mg.LY) 0.047 9.6.1¢ 7.5.10%

Tableau 6: composition du milieu M4 (Elendt et Bias, 1990)

Le mode de préparation de ce milieu est décritnemexe 2.
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1.2.2. Milieu M4-pH7

Le milieu M4-pH7, modifié seloiZeman etal. (2008) est utilisé pour exposer les
organismes a l'uranium. Il permet d’augmenter tadisponibilité de I'uranium tout en restant
compatible avec les conditions vitales des daphriascomposition du milieu M4 a été
corrigée au niveau de la concentration en Cl (170" dans le milieu M4-pH%s 145
mg.L* dans le milieu M4), et au niveau des NaHGPportés (42.05 mgidans le milieu

M4-pH7 vs 64.8 mg.L* dans le milieu M4) pour avoir un pH égal a 7.
1.3. Exposition a I'uranium

L’'uranium appauvri utilisé pour toutes les expécemna été obtenu par Sigma-Aldrich
(Saint Quentin Fallavier, France) sous forme des s nitrate d’uranyle hexahydraté
(UOx(NOs),, 6H,0). Une solution stock a été fabriquée & une cdraion de 1 gU.L* en
milieu acidifié (0.2% HNGQ). La composition isotopique de cette solution & ddéterminée
aprés dosage par ICP-MS®®%U (99.79%), 2°U (0.202%), >*"U (0.00069%) et*%U
(0.0036%). Les concentrations testées sont: 0,260et 75 pgU.L. Cette gamme de
concentrations a été choisie en-de¢a du seuibdeittd déterminé dans les mémes conditions
d’expositions paZeman et al. (2008) & savoir, une Gig de 91 pgU.L* pour la reproduction
a 21 jours chePaphnia magna

L’ajout d’'uranium dans le milieu d’exposition appant lui-méme des ions NQ des
ajouts de N@ ont été réalisés pour atteindre une concentraionitrate de 0.2 mgtdans
toutes les conditions d’exposition, valeur de m@&h€e retrouvée dans le milieu témoin
(Tableau 1).

Pour toutes les expériences, nous avons respeetdamsité de 1 individu pour 50 mL
de milieu d’exposition (contaminé et témoin). Tdes jours, les milieux d’exposition ont été
renouvelés afin d’avoir une concentration en unanralativement constante tout au long des
expériences. Aprés renouvellement des milieux, tEphnies sont nourries avec
Chlamydomonas reinhardtipréparée de la méme fagcon que pour les dapheibélevage, a
raison d’une ration journaliére de 100 pgC.daphnie
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1.4. Plans expérimentaux mis en ceuvre

Quelle que soit I'expérience décrite ci-dessous,nhesures de croissance somatique
en taille et en masse, de la masse des ceufs &wkede nutrition et respiration se sont faites
a des temps clés du cycle de vie de la daphn&ydairssur trois pontes, quelques heures apres
que les ceufs soient fraichement déposés dans lee pacubatrice. Tout d’abord la ponte 1
(7-8 jours, en condition témoin) a été sélectionréea’agit d’'une période ou la daphnie
investit beaucoup de son énergie dans la croissdmaceonte 3 (13-14 jours, en condition
témoin) constitue le temps fort suivant. Il s'agfiin stade ou la daphnie a quasiment atteint
sa taille maximale et commence a investir plus e’éie dans la reproduction. Et pour finir la
ponte 5 (19/21 jours, en condition témoin) a étéigih. A ce stade, la daphnie ne grandit
plus, elle investit la quasi-totalité de son énem@ns la reproduction, lorsque les conditions

le permettent.

1.4.1. Etude d’'une exposition a lI'uranium sur 3égéations successives débutées avec

des néonates issus de ponte 5 (B5)

Cette étude a été réalisée a trois concentratiomardum : 10, 25 et 75 pgU}, plus
une condition témoin. L’exposition commence aves déonates issus d'une ponte 5 de
daphnies de I'élevage (Figure 10), en accord aescecommandations de 'OCDECDE,
2004 et 2008 Ces individus sont suivis pendant 21-23 jourénfgation FO0), jusqu’a
I'éclosion des néonates de I&™S ponte. Une fraction des néonates est utilisée pour
commencer la génération suivante, exposés dansné&ses conditions que les parents
(génération F1 et F2). Une autre fraction est @@daen milieu non contaminé pour évaluer la

capacité des néonates a se rétablir apres uneigxp@arentale (génération F'1 et F'2).
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Néonates
(<24h) ponte 5

Elevage

Exposition U Exposition U Exposition U

(21-23 jours) (21-23 jours) (21-23 jours)

Génération Génération Génération
FO F1 F2

Libération
néonates de la
ponte 5

Libération
néonates de la
ponte 5

Milieu propre Milieu propre
(21-23 jours) (21-23 jours)
Génération Génération
F1 F2

Figure 10: schéma du plan expérimental de I'exposition @dhium (0, 10, 25 et 75
ngU.L'Y) sur 3 générations successive débutées avec demted issus de ponte 5 chez

Daphnia magna

Concernant, les générations exposées a l'urani@nHE et F2), chaque traitement est

composé de 6 unités expérimentales d'un litre @gcarbonate pour limiter 'adsorption de
I'uranium sur les parois), contenant chacune 2Widds. Trois unités expérimentales sont
utilisées pour le suivi quotidien de la survie @tproduction des néonates pendant les 23
jours. Les trois unités expérimentales restantes stilisées pour mesurer la respiration, la
croissance somatique en taille et en masse, l&dioaulation en uranium dans le corps des
daphnies et dans les ceufs. Ces mesures sont eSafigé des daphnies ayant fraichement
déposé les pontes 1, 3 et 5. Les taux d’ingestiaiassimilation ont été mesurés lorsque les
daphnies déposent les pontes 1 et 5.
Concernant le retour des générations F'1 et F’nédieu non contaminé, chaque traitement
est composé de 5 unités expérimentales de 500 nplolgnarbonate, contenant 10 néonates,
issus de parents exposeés. Trois bouteilles sdigéats pour le suivi quotidien de la survie et
de la production des descendants, pendant 23 jbassdeux bouteilles restantes servent a
mesurer la croissance somatique en taille et eserdess individus, ainsi que la fécondité et la
masse des ceufs fraichement déposés aux pontet 4, 3
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1.4.2. Etude d’'une exposition a I'uranium sur 2égétions successives débutées avec

des néonates issus de ponte 1 (B1)

Des néonates issus d’'une premiere ponte de ménesambaminées (origine élevage)
ont été exposés a 2 concentrations d’'uranium :tZ%ei1gU.L*, plus une condition témoin,
pendant 21-23 jours. La deuxiéme génération estrmée a partir des descendants issus de

la ponte B1 des individus contaminés, exposés Enmémes conditions que leurs parents
(Figure 11).

Néonates
(<24h) ponte 1
Elevage

Exposition U (21-23 jours)

Génération FO B1

Libération néonates
de la ponte 1 de FO
B1 au 108™e jour

> Exposition U (21-23 jours)

Génération F1 B1

Figure 11 : schéma du plan expérimental de I'étude d’'une exiposi l'uranium sur 2
générations de Daphnia magna successives, débatéas des néonates issus de ponte 1,

exposées a 0, 25 et 75 pgU.L

Au fur et & mesure des expérimentations, les vatudes unités expérimentales ont
été revus a la baisse pour limiter les rejets bieffts radioactifs, tout en respectant la densité
des animaux recommandée par 'OCBKECOE 2004 et 2008 Par conséquent, pour chaque
concentration d’exposition, 5 unités expérimentae$00 mL (en polycarbonate), contenant
chacune 10 individus sont utilisées. Trois unitégéeimentales sont utilisées pour le suivi
quotidien de la survie et la production des néanaendant les 22 jours d’exposition. Les

deux unités expérimentales restantes sont utilipéas mesurer la croissance somatique en
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taille et en masse et la bioaccumulation en urardams le corps des daphnies et dans les

ceufs.

1.4.3. Etude des conséquences d'une exposition ueanium au cours de

'embryogénése

De nouvelles pontes B5 ayant été fraichement dépas&ns la poche incubatrice de
leurs méres en condition témoin, sont exposéesua dencentrations d’uranium : 25 et 75
ngU.L?! pendant tout I'instar 5 (age des méres : 20-28s)oln suivi de la bioaccumulation
en uranium, de la masse et de la taille des embnyainsi que des méres, est réalisé tout au

long de l'instar 5 et aussi au début de I'instgo6r d’éclosion des néonates {22our).

Les prélévements au cours de linstar 5 sont sls intervalles de temps de 24
heures. Ces prélevements correspondent aux difééseades embryonnaires décrits igast-
Hutchesonet al. (2001)(Figure 12) :

- le stade 1 (~0-15 heures) correspond, apréggdétdians la poche incubatrice
des ceufs, a des embryons parfaitement sphériques;

- le stade 2 (~15-25 heures) est I'étape d'orgdins et de différenciation
cellulaire. L’embryon devient asymétrique ;

- le stade 3 (~25-35 heures), correspond a I'éti@pmaturation embryonnaire précoce,
avec une différenciation de la capsule de la téte ;

- le stade 4 (~35-45 heures) est I'étape de madarambryonnaire moyenne avec

I'apparition de la seconde paire d’antennes, ajuside la pigmentation des yeux ;

.

stade 1 stade 2 stade 3 stade 4 stade 5 stade 6

Figure 12 : observations sous loupe binoculaire des différesitales de développement
embryonnaire jusqu'au stade néonate chez Daphnignanaen condition témaird’apres
Kast-Hutchesomt al. (2001).
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- le stade 5 (~ 45-50 heures) correspond a la @a@ar embryonnaire tardive avec
notamment I'extension de la seconde paire d’antegoeservira apres I'éclosion a la nage ;
- le stade 6 (~50 heures) correspond a des jugécibenplétement développés et

libérés dans le milieu.

Le jour de l'éclosion, les néonates, ayant été sé&poa I'uranium pendant leur
développement embryonnaire, sont soit transférés da milieu propre, soit maintenus aux
mémes concentrations d’exposition qu'avant leumsioh, & savoir 25 et 75 ugU'L
Parallelement, des néonates, de ponte 5, issuardatp non exposés (origine élevage) sont
exposés a 0; 25 et 75 pgU.I(Figure 13). Ces individus sont suivis pendant23ljours,

avec des préléevements aux pontes 1, 3 et 5.

Exposition pdt le
développement
embryonnaire

age meres Instar B5
(élevage) 20 24
|| Exposition U
v (21-23 jours)
Libération néonates
de la ponte 5 au
248me jour
Milieu propre
(21-23 jours)
Pas d’exposition pdt
le développement
embryonnaire
age meres Instar BS
(élevage) 20 24|
1 || Exposition U
(21-23 jours)

Libération néonates
de la ponte 5 au
24¢me jour

Milieu propre
(21-23 jours)

Figure 13 : schéma du plan expérimental de I'étude des effetburanium chez Daphnia
magna aprés exposition au cours de I'embryogénégs at 75 ugU.L puis transfert en

milieu propre ou en milieu contaminé des néonats at 75ugU.L.
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1.5. Critéres d’effets mesurés

1.5.1. Survie

La survie est évaluée pendant toute la durée s, ten comptant tous les jours le

nombre de daphnies survivantes.

1.5.2. Reproduction

L’age de dépdét de la ponte, ainsi que I'age deibdaration des néonates sont
déterminés. Le nombre d'ceufs et de néonates, @irgsieur masse sont aussi mesures. Les

données de fécondité sont exprimées en nombre éutieutiescendants par femelle au cours
du temps.
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1.5.3. Taux d’'ingestion et d’assimilation

Les taux d’ingestion et d’assimilation ont été miésuau cours de I'expérience
examinant les effets de I'exposition a I'uraniunt 8ugénérations successives, commencees
avec des néonates issus de B5. Les feceBagnia se désintégrent rapidement dans le
milieu, elles ne peuvent donc pas étre collectéssreent. Il est ainsi impossible d’estimer
I'assimilation comme la différence entre lingestiet la défécation Lampert, 1977).
L'utilisation d’une technique de marquage-tracagdainourriture ad*C, selon le protocole
de Peters (1984)et Lampert (1987), nous a semblé une bonne méthode pour déterminer
I'ingestion et la quantité de carbone assimiléa funcipe est représenté en Figure 14.

| MAROUAGE i | DEPURATION et ECHANTILLONNAGE
]
_ Algues marquées E
== | Algues NON
au "C ' marquées
ey 5y
]
+ +
Wy — Ny —
w, Cl mydomonasi
Daphnia reinhardtii ] : S
] » " 5
magna
¢ i “a® feces .0., , . «
| défécation >
Ingestion pendant 30 min Ingestion pendant 3 hr d’algues
d’algues marquées non marquées

Figure 14: schéma simplifié du processus de mesure de ltiogest de I'assimilation chez

Daphnia magna

Des algues, du genr&Chlamydomonas reinhardtiien phase de croissance
exponentielle, sont marquées en incubant 300 mtuttere avec une solution de bicarbonate
de sodium (NatfCOs) dans un erlenmeyer fermé, agité a 100 rpm, peén2ldaurs. Les
concentrations de NafCO; radioactif proposées dans la littérature pour mardes algues,
équivalentes a 10 000 Bqg.ml(Porter et al, 1982 ; Bailleulet al, 2005 ; Nielsen et Olsen,
1989 ; Lampert et Bohrer, 1984 ont été testées lors du développement de la itpofinLe
calcul, a l'aide du logiciel EDEN-v2.2 (procédure dalcul 81.5.7.), des débits de dose
radiologiques délivrés aux daphnies pal*@ assimilé aboutissait & des valeurs supérieures a
2 mGy.ht*. Une division par 10 de la concentration de KN&D;, soit environ 900 Bg.mil,

a donc été réalisée par la suite pour rameneéleissdde dose & 120 pGy*hr
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Les algues marquées sont ensuite rincées par fogation (1 500 rpm, 15 min) et
élimination du surnageant. Le culot est remis espsaosion dans du milieu M4-pH7 propre.
Cette étape est réalisée trois fois. La concentraies algues est ajustée a une densité de
80 000 cellules.mt (densité cellulaire correspondant & un apport@ie ligC.daphni& sur
la base de 25 pgC.celltfle Dans le but de déterminer la radioactivité conee dans les
algues, des échantillons de 5 mL, dont la densiiélaire a été mesurée au Coulter Counter,
sont prélevés et filtrés sur des membranes (0.2quonacétate de cellulose.

Une expérience préliminaire a montré que la vaditabdes mesures se stabilisait a
partir de 5 individus. Par conséquent, 5 daphnigg gansférées par unité expérimentale.
Pour chaque condition d’exposition, 6 unités expéritales de 70 mL sont utilisées. Ces
unités sont ensuite placées sur une roue a plandorpm), pour s’affranchir de la
sédimentation des algues qui constituerait un biaxsmesures.

Pendant 30 minutes, les daphnies vont se nourricedealgues radiomarquées. Ce
temps relativement court a été choisi pour évies pertes de matériel radioactif par
défécation, car d’apréeters (1984)e temps de passage de la nourriture dans ledigestif
chezDaphnia magnavarie entre 25 et 50 minutes. Les daphnies sonées et une partie de
ces individus est collectée pour mesurer les tdingektion. Les daphnies restantes sont
transférées dans des unités expérimentales comntdnamilieu M4-pH7 et des algues non
radiomarquées. Ces unités sont placées sur la @aopdancton. Au bout de 3 heures

d’incubation, les daphnies sont rincées et ser@enésurer les taux d’assimilation.
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Pendant les 3 heures d’incubation avec les algoasnmarquées, une fraction de la
nourriture nouvellement assimilée est rapidemeniabwtisée et se retrouve sous forme de
dioxyde de carbone marqué dans le milf€CQ,). Cette fraction doit étre prise en compte et
mesurée dans des échantillons de milieu filtrépiatocole de quantification est présenté en
Figure 15. Le milieu de dépuration est filtré ehB de filtrat sont transférés dans des tubes de
scintillation contenant 1 goutte de NaOH (10M),rpettant de fixer 1&*CO, par formation
de carbonate de sodium. Huit autres mL de filtcatt sacidifiés avec une goutte de HNO
concentré et aérés pendant 10 minutes par un bullagpureux. Douze mL de cocktail
scintillant sont ajoutés dans les 2 types d’écHantavant analyse en scintillation liquide. La
différence de radioactivité entre le traitementldig@ et le traitement alcalin est attribuée au
“CO, (Bohrer et Lampert, 1989.

Une quantification de la défécation en matérielaactif des daphnies est réalisée en
récupérant les filtres. Ces filtres subissent lanméraitement que les filtres ayant servi a

quantifier la radioactivité dans les algues.

1/ Filtration du milieu de 2/ Traitement alcalin
dépuration sur membrane (Fixe le 14CO,)

Milieu de Filtre en

acétate de

dépuration \
/ cellulose - 8 mL filtrat
- 1 g" de NaOH (10M)

Algues non - cocktail scintillant
contamines (Ultima Gold XR)

+ féces Pompe &
radioactifs vide

manuelle

4/ Mesures en
scintillation liquide

3/ Traitement avec
acide + bullage
(Libére le #CO,)

Bullage du filtrat
contenant HNO, (14M)
- 8 mL filtrat

- cocktail scintillant
(Ultima Gold XR)

transfert du filtrat aéré

Figure 15 : schéma représentatif du protocole de quantificaties pertes etfC dues a la

respiration des daphnies
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Les échantillons de daphnies et les membranesgétata de cellulose, sur lesquelles
se trouvent les algues radiomarquées sont placésdis tubes a scintillation contenant 1 mL
de solubilisateur de tissu (Soluene 350, PerkinElBeston, USA) et incubés toute une nuit
a 55°C. Apres solubilisation, 19 mL de cocktailnsidiant (Ultima Gold XR, PerkinElmer,
Boston, USA) sont ajoutés et la radioactivité diboae 14 est mesurée avec un compteur en
scintillation liquide (Quantulus 1220, Wallac-Perkimer, Finland) avec une limite de

détection de 30 mBq.

Le taux d'ingestion (ngC-hdaphnié") est calculé selon I'équation suivante :

| — Aldaphnie
Aalg ue X At

ou Algaphnie €St I'activité des daphnies (Bg.daphbieprésAt = 0.5h, Aigue €St l'activité
spécifique des algues (Bq. ).

Le taux d’assimilation (ugChdaphnié") est calculé selon I'équation suivante :

A = Azdaphnie + 'A‘CO2
A x At

alg ue
ou AZyapnnie €St l'activité dans les daphnies (Bg.dapHhiaprés 3 heures d'incubation,

A, est l'activité en dioxyde de carbone respire (Bglohie") aprés 3 heures, e l'activité

spécifique contenue dans les algues (B4GietAt = 0.5 h.
L’efficacité d’assimilation est calculée comme d@port :

AEZ?

1.5.4. Taux de respiration

Les taux de respiration ont été mesurés au courgtdde des effets de I'uranium sur
3 générations successives de daphnies. Au momemegdat des pontes 1, 3 et 5, trois
daphnies par condition sont placées individuellem#sns des chambres de respiration
(Unisense S/A, Arhus, Danemark) contenant 1 mL desund’exposition, maintenues dans
un bain marie de 20°C.

76



Chapitre 1. Matériels et méthodes Partie B

Figure 16: chambre de respiration del mL et électrode a axggé

Le suivi des concentrations en oxygene dissous ldarchambres est réalisé sur 40-60
minutes, a I'aide d’électrodes a oxygene de ty@mekél miniaturisées (Figure 16), connectées
a un pico-amperemetre, (Unisense S/A, Arhus, Darlem&ne calibration du signal
électrique est réalisée en utilisant un milieu IaRN oxygene dissous (100% dj@btenu
par bullage rigoureux et solution exempte d'oxygémecorbate de sodium 0.1 M dans un
milieu NaOH a 0.1 M, 0% d’@).

Le signal mesuré, correspondant au pourcentagatdeason, est converti en concentration
d’oxygene en utilisant la concentration d’'oxygenkeguilibre dans I'eau de 282.3 pmol O
L™ (20°C, 1 atm). Le taux de consommation d’oxygéstecalculé comme :
R =[O x(@—exp ™) xV
At

ou [Oy]o est la concentration d’oxygéne dissous (umblinesurée &t = 0, V le volume (L)

de milieu de la chambre de respiration et k le ficieht de consommation { obtenu en
ajustant un modele exponentiel aux concentratiamsygéne mesurées :

[0,]=[O,], xexp™

1.5.5. Croissance somatique en masse et en taille

La masse séche et la taille des néonates (au corement de chaque génération) et
des adultes (au moment des pontes 1, 3 et 5) sasurdes dans chaque condition
d’exposition. Cing réplicats composés de 5 a 8 atamou d’un adulte (incluant ceux utilisés
pour mesurer la respiration) sont rincés avec eaul’ultra-pure (eau UHQ) et la taille est
mesurée depuis I'apex de téte jusqu'a I'épine daustzus loupe binoculaire équipée d’'une
regle micrométrique. Les ceufs sont ensuite déheate disséqués de la chambre incubatrice
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des femelles et comptés. Les néonates, les adtltes pontes disséquées sont transférés dans
des coupelles en aluminium pré-pesées (FigureLeg)échantillons sont séchés pendant 24 h
a 55°C, puis refroidis dans un dessiccateur etspesénédiatement a l'aide d’'une ultra
microbalance de type SE2 Sartorius (Gottingen, @agnavec une précision de 0.1 ug
(Figure 17).

Figure 17 :ultra-microbalance (Sartorius AG, Gottingen, Gergpet coupelle en

aluminium avec son échantillon séché
1.5.6. Bioaccumulation

La bioaccumulation en uranium a aussi été mesuafe tbutes les expériences. Elle
permet de rendre compte de I'entrée de l'uraniumsdes individus, d’'un éventuel transfert
de l'uranium a la progéniture mais aussi de carzetélintensité des effets de I'exposition
des daphnies.

Les échantillons de daphnies, ceufs et néonated, lde masses séches ont été
préalablement mesurées, sont minéralisés sur lagable a 90°C apres ajout successif d’'1
mL d’HNO3 (69%) et d’1 mL d’HO, (30%). Les échantillons minéralisés sont reprissdeD
mL d’HNO; ultra-pur (2%). Des dilutions sont réalisées avanalyse par ICP-MS
(Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry, 7880 Agilent Technologies, Tokyo,
Japan) avec une limite de détection d’environ agf%U.L™.
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Les facteurs de bioaccumulation (BAF) observéstdtalculés comme le rapport :

Cor anisme
BAF = —9aneme

eau
ou Gganisme €St la concentration en uranium bioaccumulée danganisme (MgU.kg de
poids frais, calculé en supposant que la masse skrka daphnie représente 10% de la masse
fraiche) et Gaula concentration en uranium du milieu d’exposit{pgU.kg?).

Les facteurs de bioaccumulation théorique ont ékéerchinés a partir des constantes

d’accumulation (k) et élimination (k) issus du modeéle toxico-cinétique (cf. § 1.7.5.).
1.5.7. Calculs des débits de dose

Au cours de ces travaux les doses ont été estiawdesle logiciel EDEN (Elementary
Dose Evaluation for Natural Environment, EDEN B@augelin-Sellieret al, 200§ concgu
pour le calcul de la dose radiologique recue parelgpeces non humaines exposées a une
substance radioactive. Les estimations des débkitslase recus par les daphnies suite a
I'exposition a I'uranium sont basées sur (1) largétrie des organismes ramenée a une forme
ellipsoidale définie par la longueur de ses traissa(2) la description du systéme organisme-
milieu d’exposition (composition du milieu extérfeu volume interne et composition
élémentaire de I'organisme) et (3) les doses p#é ule concentration (DCC en GY.Bq
1 mL), calculés pour chacun des isotopes dans F&retits compartiments d’exposition et
pour les trois principaux types de rayonnement idénés. Concernant nos expériences,
'ensemble des isotopes de I'uranium mesurés pBMS et de ses premiers descendants
jusqu’au ***Thorium ont été pris en compte pour le calcul débitd de dose interne et
externe.

L’activité volumique de I'uranium dans I'organisrtq.mL™Y) est calculée & partir de
la concentration en uranium mesurée (ngUdg poids frais en supposant que le poids sec
d’'une daphnie représente 10% du poids frais) rameanévolume de la daphnie, multipliée
par I'activité spécifique de I'uranium égale & 118 Bq.g* U. L’activité de I'uranium dans
le milieu d’exposition est calculée de la méme fagwec la concentration maximale en

uranium retrouvée dans le milieu.

Les résultats de DDC sont résumés dans le Tablepaur le milieu d’exposition et
dans les tissus de la daphnie en fonction della tis individus allant de 1 a 5 mm.
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1.0 2.64.10°

1.36.10°
2.0 2.70.107 6.84.10°
3.0 2.72.10 4.61.10"
4.0 2.73.10° 3.46.10"
5.0 2.74.10° 2.77.10°

Tableau 7: coefficients de conversion (DCC) pour l'uranitappauvri dans les tissus de
daphnie et dans le milieu extérieur, calculés emcfion de la taille des daphnies (mm) et
utilisés pour convertir les activités volume spéciés (Bg.mL) en débits de dose délivrés

aux daphnies (MGyH

Les débits de dose (DR, mGy)délivrés sont ainsi calculés comme :
DR =) DCC, x[activité],
ol DCG (mGy.h*.Bg.mL?) sont les coefficients de conversion de dose etivigé]; est

I'activité volume-spécifique (Bq.mt) dans les deux types de compartiments, & saveir le

tissus et le milieu extérieur.
1.6. Suivi des conditions des milieux d’exposition

Chaque jour, le pH de chaque condition d’exposjtionompris la condition contréle,

a éete vérifié et si nécessaire ajusté avant leunsgilement des milieux.

Des échantillons de milieux d’exposition et témswont prélevés tous les jours au
moment du renouvellement des milieux et tous ldg@irs apres 24 heures d’exposition pour
quantifier les pertes en uranium dans les unitggrxentales.

L'uranium et les cations, 3 K*, Mg®" et N&, ont été dosés par ICP-AES
(Spectrométrie d’Emission Atomique a Source Plaar@auplage Inductif, Optima 4300 DV,
PerkinElmer, Welleslay, MA, USA) avec une limite détection de 10 pgUlet de 0.5

mg.L* pour les cations.
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Les anions majeurs, & savoir,O,, NOs, SQ%, PQ>, F et Bf ont été dosés par
chromatographie ionique (ISC 3000, Dionex) avec limite de détection de 50 pg'Lpour

tous les ions dosés.

Dans les milieux d’exposition de chaque expérint@ma graphiquement, les suivis
des cations et anions majeurs n’ont pas révéléatedg écarts par rapport a la composition du
milieu artificiel en condition témoin.

Le suivi des concentrations en uranium dans legemxild’exposition a montré des
pertes moyennes en uranium apres 24 heures vandare 20 et 36% selon les conditions
d’exposition (Tableau 8). Le renouvellement quatiddes milieux d’exposition a permis de
maintenir les concentrations d’exposition relatieemproches des concentrations nominales
(avec un écart maximal de — 27 % pour la conditibexposition 25 pgU.l dans la
génération FO). Par la suite, I'ensemble des ré@sustera représentée en faisant référence aux

concentrations d’exposition nominales.

Génération FO (23 jours) 0 n.d. n.d.

10 n.d. n.d.

25 18,20 4,26 12,40 0,55 32
Exposition & 75 66,75 3,60 49,39 4,40 26
I'uranium sur 3
générations Génération F1 (23 jours) 0 n.d. n.d.
successives 10 n.d. n.d.
débutées avec des 25 23,87 2,10 15,39 3,62 36
néonates issus de
B5 75 77,25 3,70 52,81 13,90 32

Génération F2 (23 jours) 0 n.d. n.d.

10 n.d. n.d.

25 19,96 3,91 15,67 3,07 21
Exposition & Génération FO B1 (22 jours) 0 n.d. n.d.
I'uranium sur 2 25 23,1 2,9 18,1 3,8 22
generan_ons 75 72,1 10,4 56,2 12,6 22
successives
débutées avec des  Génération F1 B1 (22 jours) 0 n.d. n.d.
néonates issus de 25 21,8 3,6 14,2 3,5 35
Bl 75 70,3 84 50,0 12,8 29
Effets de I'uranium  Instar BS et début instar B6 0 n.d. n.d.
au cours de (5 jours) 25 25,9 21 18,7 0,3 28
rembryogénése 75 774 6.2 55,3 2,7 29
Effets de I'uranium 0 n.d. n.d.

. i

323?: jzpos' oA g jours) 25 21,05 3,11 14,16 3,49 33
Fembryogénése 75 68,91 7,73 49,97 12,84 27

Tableau 8: synthese des concentrations d’exposition noragiat mesurées en uranium dans

le milieu, pour chaque expérience
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1.7. Ajustements réalisés sur les différents crités d’effets mesurés
1.7.1. Reproduction

La masse des ceufs (ug) est exprimée en fonctida tiglle des meres (mm), selon
I'équation :
W,=f%xL, +w (Eq. 13)
ou, 8 (ug.mm') etw (1g) sont la pente et 'ordonnée & I'origine dedgression linéaire, et L

la taille de l'individu au temps t.
1.7.2. Taux d’'ingestion et d’assimilation

Les données d'ingestion (ugC.daphhie’) ont été ajustées en fonction de la taille
(Ly) au carré des individug6oijman, 2000) :
|, =al’ (Eq. 14)
ou L est la taille de I'individu (mm) au temps t,ete taux d’ingestion surfacique (ugC.mm
2hr?.

Les données d’assimilation ont, elles aussi, étét@gs en fonction de la surface des
individus Kooijman, 2000), selon I'équation :
A, =uxL? (Eq. 15)
ou L est la taille de l'individu (mm) au temps t,cele taux d’assimilation surface spécifique

(LgC.mn%.hrh). On retrouvel qui est I'efficacité d’assimilation.
a
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1.7.3. Taux de respiration

Les codts pour la maintenance peuvent étre décarapms fractions proportionnelles
au volume et a la surface des individé®dijman, 2000. Par conséquent, les données de
respiration ont été ajustées selon I'équation :

R, =rxL%+r,xL} (Eg. 16)
avec L, la taille au temps t; te taux de respiration surface spécifique (ng@i>.h?) etr le

taux de respiration volume spécifique (gm>.h?).
1.7.4. Croissance somatique

Les valeurs de taille ont été ajustées selon I'éguae von Bertalanffy (1960), selon
I'équation :

L = Ly = (Lo — L) xexp ™9 (Eq. 17)

max
oU Lmax €st la taille maximale (mm),,lla taille a la naissance (mm);ele taux de croissance
de Von Bertalanffy (}).

La daphnie est un organisme isomorphe tout au Bgon cycle de vie, ce qui
signifie que le rapport entre son volume et sa mas constante tout au long de son
développement. Par conséquent, la masse des aorgen(d)) reste proportionnel au cube de
leur longueur :

M, =0xL3 (Eq. 18)

ou J est le coefficient de forme (ug.ninet L la taille de 'individu au temps t.
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1.7.5. Concentration en uranium dans le corps dphrdes

Les valeurs de bioaccumulation ont été ajustées awvenodele toxico-cinétique a un
compartiment, prenant en compte la dilution deolacentration en uranium par la croissance
des individus Kooijman et Bedaux, 1996, selon I'équation 1 décrite dans la partie A (8
4.2.1):

d N k k, d

—C. =C_ x—-L1-C x(=2+—InL3 Eqg. 19
dt t ext Lt t Lt dt t) ( q )

oU G est la concentration externe en uranium (ugQ.k; le taux d’accumulation {) et k
le taux d’élimination (f) en uranium.
La concentration d’uranium accumulée dans l'orgaeis(ngU.puLl!) est calculée selon

I'équation:

avec Q la quantité d’'uranium mesurée par daphnie (ngthda?), V, :gHX(xyz), le

volume de la daphnie estimé (uL), ou x, y et z demtdemi-axes respectifs de la longueur,
largeur et épaisseur d’'une daphnie. Clezmagna Alonzo et al, (2008a)a déterminé

Le
2
V, = 0047rx LS.

X ;. y = 06x et z = 0.4 x, permettant de simplifiééquation précédente en

1.8. Analyses statistiques

L’analyse des effets de I'uranium sur les traitygablogiques (taux d’ingestion, taux
d’assimilation et taux de respiration) et les gaithistoire de vie (taille, masse seche des
meres et des ceufs) des daphnies est un probleroentggaraison de courbes. En effet, les
grandeurs d’intérét ont des dynamiques liées goadeurs quantitatives (age/taille) dont il
faut s’affranchir pour déceler l'influence des raue d’'un facteur qualitatif décrivant les
conditions d’exposition.

Les effets de I'uranium ont donc été testés pastajnent (une courbe par traitement)

et de tests d'identité de courbes. Les relationksésgs et décrites dans le paragraphe
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précédent sont conformes a la théorie DEBdjjman, 2000). La solution de I'équation
différentielle pour la bioaccumulation;@ été résolue algébriguement avec le logiciel
Mathematica 6 (Wolfram Reseach Inc., Champaign, JJ8As analyses statistiques ont été
conduites avec le logiciel R (R Development Corarig2006). Dans un premier temps, les
modeles linéaires et le modéle non-linéaire de Bertalanffy ont été ajustés aux données,
pour chaque condition d’exposition, avec les ragiim et gnls en suivant la méthode des
moindres carrés ordinaires. Les hypotheses de rhitgnaes résidus et d’homogénéité des
résidus ont été évaluées. Six tests différenttmappliqués pour appréhender la normalité
des résidus : Shapiro-Wilk, Lilliefors, Anderson+liag, Cramer-von Mises, Shapiro-Francia
et Jarque-Bera. On a considéré les résidus nornsaaxec au moins un test, I'hypothésg H
est vérifiee (p-value > 0.05). L’homogénéité desidés a été vérifiée avec les tests de
Levene, Bartlett et Filgner-Killeen. Quand I'homaogéé des résidus a éte rejetée, I'emploi de
la matrice de variance-covariance des résidusigéarmpar la méthode "sandwichZe(leis,
2006 a autorisé a faire des tests d’hypothéses.

Pour finir, I'existence d'effet de I'uranium surseourbes a été analysée selon des
tests de comparaison multiples. Il s’agit de coraphas courbes deux a deux et de décider si
au moins une différence est significative avec isgue global. Les différentes méthodes
existantes consistent a corriger le risque attridughacun des tests (en le diminuant), afin
d’assurer un risque global maximum La procédure séquentielle d&olm (1979) a été
retenue car elle est la plus puissante. Elle eejettmaximum de tests tout en attribuant des
risques faibles pour les tests ayant des p-vahibkes.

Lorsque les courbes n'ont pas pu étre ajustéessamearaison des traitements sur la base de
leur effet moyen a été réalisée par analyse darance. C’est le cas de certaines données de
bioaccumulation qui n’ont pas pu étre ajustéesudede données insuffisantes pour identifier

les paramétres de croissance.
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Chapitre 2. Etude des effets d’'une exposition a lhanium

sur 3 générations successives

Les objectifs de cette expérimentation sont d’exa&m(1) si I'exposition chronique a
'uranium affecte I'assimilation du carbone de laurriture cheD. magna (2) si la toxicité
de l'uranium difféere au travers des générationscesmivement exposées, (3) si les
descendants issus de parents exposés a l'uraninintagoables de se rétablir dans un milieu
non contaminé. Suivant les recommandations de 'BQe. ne pas utiliser des néonates de
premieres pontes pour réaliser les tests), towssgénérations sont débutées avec des
néonates issus de ponte 5, supposés représentatifs.

Cette étude fait I'objet d’'une publication dansdaue Aquatic ToxicologyMassarin

et al, 2010, présentée en Annexe 3.
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2.1. Survie

La survie dans la premieére génération (FO) n'est affiectée par I'exposition a

'uranium, quelle que soit la concentration d’expios.

F1 F2
l o o ;\A_A%; ; ; —$-3-%

o —+— 0 pgu.Lt

e —+—10 pgu.L?*

3 25 ugu.Lt
—e— 75 pgu.L?

0.0 T T - T T T T T
1 6 11 16 21 1 6 11 16 21
age (jours) age (jours)
E1 F2

—o- 0 pgu.L?

~-a- exposition parentale a 10 ugu.L*
0 exposition parentale a 25 ugu.L*
—o- exposition parentale a 75 ugu.L*

survie

1 6 11 16 21

age (jours) age (jours)

Figure 78 : survie des daphnies dans les générations F1 etX¥pdsées a 0, 10, 25 et 75
ngU.L?! et dans les générations (F'1 et F'2) transférérsmalieu non contaminé (n=3 avec
20 individus par réplicat en conditions exposéesGeindividus en milieu non contaminé)

Dans les générations F1 et F2, les daphnies expas&8 pgU.L* montrent une trés
faible mortalité qui n'excede pas 3% aprés 22 jaliexposition (Figure 18). Il en est de
méme pour les individus issus de parents expod@siegU.L* qui retournent en milieu non
contaminé (générations F'1 et F'2).

Une faible mortalité est observée dans F1 apré®urs d’exposition & 25 pgul,
elle est de 15% apreés 22 jours d’exposition. Destatites de 3 et 7%, a 22 jours, sont
observées dans F'1 et F'2 ou les descendants ssos id’'une exposition parentale a
25 pgu.Lh
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Ces faibles mortalités contrastent fortement aedlex observées pour la condition 75
ngU.LL En effet, dans F1, une mortalité de 52% est oseaprés 4 jours d’exposition et
passe a 100% aprés 16 jours d’exposition. Pouncesy des individus qui sont transférés en
milieu non contaminé (F'1), les résultats montnemé extinction des individus apres 17 jours
(Figure 18).

2.2. Croissance somatique en taille

L’exposition a l'uranium induit une réduction de taille des daphnies avec la
concentration d’exposition et au travers des gdioérm (Figure 19 et Tableau 9). Les
ajustements du modéle de Von Bertalanffy révelem téduction significative de la taille
maximale dés 10 ugUl Bien qu'assez faible, 6% par rapport a la coaditémoin dans FO,

cette réduction est statistiqguement significatimasitoutes les générations.

F2

*%%

—+— 0 pgu.Lt

—+— 10 pgu.L?*
25 pugu.Lt

—+— 75 pgu.L?!

taille (mm)

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30
age (jours) age (jours) age (jours)

—o 0 ugu.L?
& exposition parentale & 10 pgu.L!
o exposition parentale & 25 pgu.L!
| | | | | | | . . . —o- exposition parentale a75pugu.Lt
o 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30

age (jours) age (jours)

taille (mm)

Figure 19: taille (mm) des daphnies en fonction de l'dge d#s trois générations
successives exposées a 0, 10, 25 et 75 pg (BQ, F1 et F2) et dans les générations (F'1 et

F’2) transférées en milieu non contaminé (n = 5¢ *< 0.001 ; ** p < 0.01 et * p < 0.05)
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- Ly Lmax Y 3 B ® a u f1 I2
Hgu.L* - r:ni it P pg.mmd P pg.mmt ug P pg.hL.mm? pg.ht.mm? P pug.Hmm?  pg.hH.mm?®
FO 0 0.99 4.42 0.13 3.92 3.03 -3.57 0.20 0.21 0.033 0.035
10 0.99 4.18 0.14 * 4.27 3.88 -5.75 0.17 0.19 .100 0.025
25 0.99 4.05 0.14 ok 3.06 rxk 3.05 -3.75 0.19 1a. *x 0.125 0.016
75 1.00 3.92 0.14 ok 3.04 ok 2.01 -0.91 0.08 ok 0.04 rxk 0.120 -0.008
F1 0 1.07 4.20 0.14 4.85 2.76 -1.37 0.32 0.26 0.219 -0.008
10 1.02 4.30 0.11 *k 4.10 ok 1.44 3.02 0.23 k¥ .06 rxk 0.443 -0.071
25 1.01 3.55 0.16 ikl 3.78 *hk 2.11 -0.03 0.21 * 0.16 0.231 -0.034
75 0.93 2.34 0.12 ok 3.61 *x 3.32 -3.41
F2 0 1.02 4.45 0.12 4.63 2.29 -0.68 0.37 0.31 0.146 0.011
10 0.99 4.34 0.11 * 4.84 1.63 1.25 0.27 *k 0.20 *** 0.121 0.349
25 0.96 3.46 0.13 whk 4.45 1.83 0.92 0.18 *k a1 ¥ 0.591 -0.122
F1 10 1.04 4.28 0.10 *k 5.34 4.43 -6.65
(exposition 25 1.01 4.22 0.12 457 2.39 -0.72
parentale) 75 échet 3.28
F2 10 0.96 4.60 0.08 ikl 5.27 *x 2.91 -2.47
(exposition 25 0.98 4.03 0.10 bkl 5.56 *x 3.02 -3.05
parentale)

Tableau 9: paramétres de croissance (taille et masse sechggstion, assimilation, respiration et masse séd® ceufs estimés pour les

différentes conditions d’exposition (0, 10, 25 BtpiyU.L*) pour les trois générations successives (FO, FEXtet pour les générations qui

retournent en milieu non contaminé (F'1 et F'2) {fy*< 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05).F Echec de I'ajustement avec le modgtés sous R.
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La croissance en taille est beaucoup plus affeztéd ugU.L*, avec des longueurs
maximales réduites de 9%, 16% et 23% comparéesa@uditions controles dans FO, F1 et
F2. A 75 pgU.LY, Lnax est réduite de 11% dans FO et de 44% dans Fliapaort aux
conditions témoins (Figure 19 et Tableau 9).

Dans les générations de descendants transféréagiem non contaminé, la taille est
significativement réduite aprés une exposition pile a 25 pgU.t dans F'let aprés une
exposition parentale 10 pgU.L* dans F'2 (Figure 19 et Tableau 9).

2.3. Croissance somatique en masse

La masse somatique est fortement affectée pamiumadans FO et F1 (Figure 20 et
Tableau 9). Cet effet est principalement le résulfane réduction de la taille avec les
concentrations croissantes en uranium. Néanmaasgjlstements de masse en fonction des
tailles montrent des différences significatives;, f@pport aux conditions témoins, dans FO, a
partir de 25 pgU.L et & partir de 10 pgUtdans F1 (Figure 20 et Tableau 9), suggérant un

effet direct de I'uranium sur la masse des daphiessi, a taille égale, la masse seche des

FO F1 F2
4001 1 ;
g
=300 , s
§ /o ——0pgu.L?
% 200 ek N ——10 ugu.Lt
0 *kk a K AN
< 1001 . . 25 pgu.Lt
€ : —e 75 pgu.Lt
0- —— —————— ——
1.0 2.0 3.0 4.0 1.0 2.0 3.0 4.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
taille (mm) taille (mm) taille (mm)
F1 F2

400 -

—— 0 pgu.L?

-~ exposition parentale a 10 pgu.L?*
o exposition parentale a 25 pgu.L?t
—o— exposition parentale a 75 pgu.L?

masse séche (ug)

1.0 I 2j0 I 310 I 4j0 ll.O I 2I.0 I 3I.0 I 4I.0 5.0

taille (mm) taille (mm)
Figure 20 : masse séche individuelle (ng) des daphnies etidonde la taille (mm) dans les
trois générations successives exposées a 0, 16t 25 pgU.[* (FO, F1 et F2) et dans les
générations (F'1 et F'2) transférées en milieu mamtaminé ( *** p < 0.001 ; ** p < 0.01 et
*p <0.05)
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daphnies est réduite d’environ 22% pour les comutti25 et 75 pgU:t dans FO et F1 et de
16% & 10 pgU.1* dans F1. Aucune différence significative n’estergs évidence dans F2.

Dans les générations de descendants transféréslien non contaminé, des masses
plus importantes a taille égale sont observéessapmé exposition parentale & 10 ugt.L
dans F'1 et & 10 et 25 pgUtldans F'2, par rapport & des individus témoins. @#érences
ne sont toutefois pas statistiguement significatiiffegure 20 et Tableau 9).

2.4. Taux d’ingestion et d’assimilation

Du fait d’'une mortalité importante, suivie d’unetiextion des individus exposés a

75 pgU.L*, aucune mesure d'ingestion et d’assimilation méaréalisée & 75 pgUidans F1
et F2.

—— 0 pgu.L?
—+— 10 pgu.L?*
FO 25 pgu.L?t
N F1 F2 e 75pugULY
T
= : '
= *
® B .|
o 2 5 1 $
2 E 4 : Kk | ok
587 N *kk N .\
<o 3 A 1 A
S , | A
IS 92 27 i ] ] e ek
=1 A I
0 T T T T T T T T T T T T 1
2.0 25 3.0 35 4.0 2.0 25 3.0 35 4.0 20 25 3.0 35 4.0 45

taille (mm) taille (mm) taille (mm)

Figure 21 : taux d’'ingestion des daphnies (ugC.dapHrtie') en fonction de la taille (mm)
dans les 3 générations successives exposées acent@tions d’'uranium de 0, 10, 25 et 75
ngU.L* (FO,F1 et F2) (n = 10, *** p < 0.001 ; ** p < 0.0kt * p < 0.05)

Les ajustements montrent une réduction importaagetaux d’ingestion, résultant en
majeure partie d'une réduction de la taille desvidds (Figure 21 et Tableau 9). Néanmoins,
les différences significatives mises en évidenademajustements a 75 pgU-.dans FO et &
partir de 10 pgU.L! dans F1 et F2 montrent un effet direct de I'uremisur les taux

d’ingestion, indépendamment de la taille des dagshni
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Figure 22 : taux d'assimilation des daphnies (ngC.dapHrie®) en fonction de la taille
(mm) dans les 3 générations successives exposgem@acentrations d’'uranium de 0, 10, 25
et 75 pgU.r* (FO,F1 et F2) (n = 10, *** p < 0.001 ; ** p < 0.0kt * p < 0.05)

Les taux d’assimilation suivent les mémes tendamnges les taux d’ingestion. Les
réductions d’assimilation avec la concentrationralium et au travers des générations,
s’expliquent a la fois par un effet indired une réduction de la taille et un effet direct de
I'uranium. En effet, & partir de 25 pgUldans FO et dés 10 pgUldans F1 et F2 les
ajustements sur les taux d’assimilation révéelestdiférences significatives par rapport aux
conditions témoins indépendamment de la tailleddgdnies (Figure 22 et Tableau 9).

Par rapport aux contréles, les efficacités d’adaioin montrent des réductions de 26
et 43% & 25 et 75 pgULrespectivement dans FO et de 21 et 24% & 10 pgRbL™ dans
F1, apres 22 jours d’exposition (Figure 23).

100
0 pgu.L?

10 pgu.L?
25 pgu.Lt
75 pgu.Lt

80 -

60 7

40

efficacité d'assimilation (%)

20 A

FO F1 F2
générations

Figure 23 : efficacité d’assimilation (%) dans les trois géam#mns successives exposeées a 0,
10, 25 et 75 pgU.L(FO, F1 et F2) (n= 10, moyenne et écart type)
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FO F1 7 F2

B R e e
oN b O
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(umol O, hrtind?)
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20 25 30 35 40 45 20 25 30 35 40 45 20 25 30 35 40 45 50
taille (mm) taille (mm) taille (mm)

Figure 24 :taux de consommation d’'oxygéne des daphnies (phoftdnd™) en fonction de

la taille (mm) dans les 3 générations successixpesEes aux concentrations d’'uranium de
0, 10, 25 et 75 pgUL(FO,F1 et F2) (n = 3 pour B1, B3 et B5, *** p <@1 ; ** p < 0.01 et
*p <0.05)

Les relations ajustées pour les daphnies exposgekffarent pas significativement
des conditions contrdles, quelle que soit la géimgra(Tableau 9), d’ou un ajustement
commun pour toutes les conditions d’exposition é'unéme génération (Figure 24). Par
conséquent, les réductions des taux de respirabearvées avec la concentration d’'uranium

sont principalement le résultat d’'une réductiorediille des daphnies.
2.6. Reproduction

L’exposition a I'uranium induit des perturbatiorsnd la reproduction avec des retards

de ponte, des diminutions de fécondité et des t@mhscdans la masse investie dans les ceufs.

A 10 pgU.L*, aucun effet nest observé sur le délai de liiénatles pontes et de la
fécondité dans les générations FO et F1 tandisnguréduction significative de la fécondité
cumulée de 20% apparait dans la F2 (Figure 25)r Rsuindividus de FO de la condition
25 pguU.L*, le retard de ponte varie de 0.7 & 1.9 jours apdtléles pontes 1 et 4,
respectivement (Figure 25). Ce retard de ponter petie condition d’exposition, augmente
au travers des générations atteignant 1.9 et 5 jaurdépdbt des pontes 1 et 4, dans F2. En
paralléle, la fécondité & 25 ugUtldiminue au travers des générations, avec une tiédute
21 et 52% a I'éclosion des néonates de la pontdads F1 et F2, respectivement. Les
individus exposés a 75 pgULprésentent, dans FO, un retard dans la libératésnpontes,
allant de 1.3 & 2.5 jours, au dép6t des pontesAlrespectivement. La fécondité cumulée est

93



Chapitre 2. Effets de I'uranium sur 3 génératiamnscessives rtiedd

—+—0 pgu.L?t
—+— 10 pgu.L?
25 ugu.Lt
80 Fo F1 F2 —s— 75 pgUu.L*
o~ 70
©.Q 60
v E /& Kk I %
E 850 . * ¥
3 40 x T ¥ b
2L *kk *
-
58 20 ¥ .
c
10 F E x *
0 *kk *% o *kk
5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 25
age (jours) age (jours) age (jours)
F1 F2
80 1
*k%k
- 70 1 L kkk
87 g s
w £ .
g 807 A .
3 g 40 1 —o— 0 pugu.L-
g % 30 1 —&— exposition parentale a 10 pgu.L?
g § 20 1 o —o— exposition parentale a 25 pgu.L?
S 104 L3 o exposition parentale & 75 ugu.L?!
0 T T T T T T ]
5 10 15 20 5 10 15 20 25

age (jours) age (jours)

Figure 25: nombre cumulé de néonates produits par daphmides 4 premiéres pontes en
fonction de I'age dans les 3 générations succesaxposees aux concentrations d’'uranium
de 0, 10, 25 et 75 pgUL(FO,F1 et F2) et dans les générations (F'1 et Ri&nsférées en
milieu non contaminé (n = 3, avec 20 individus péplicats en conditions exposées et 10
individus en milieu non contaminé, *** p < 0.00%* p < 0.01 et * p < 0.05, astérisque
horizontal dans le cas d’une différence significatdu temps de libération des néonates par
rapport aux témoins, astérisque vertical pour urnigetence significative de fécondité par

rapport aux témoins)

réduite de 48% par rapport a la condition témdiast a noter que les daphnies exposées a 75
ngU.L* dans F1 ne se reproduisent quasiment pas, eequguklques néonates produits ne
sont pas viables.

Le retour en milieu non contaminé des descendaméli@ent la reproduction,
seulement aprés une exposition parentale & 25 jigdans F'1 (Figure 25). Cette
amélioration concerne principalement la féconditécaune production de néonates de 28%
supérieure aux daphnies témoins entre F'1 et Flret&d de ponte dans F'1 et F'2, a

25 pgU.L%, reste du méme ordre que dans les générationsé@mo
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Figure 26 : masse séche d’'un ceuf en fonction de la taillaldpbnies dans les 3 générations
successives exposées aux concentrations d’uranéuéy 0, 25 et 75 pgUL(FO,F1 et F2)
et dans les générations (F'1 et F'2) transféréesrelieu non contaminé (n = 5 pour B1, B3
et B5, ***p<0.001;* p<0.01let*p<0.05)

Concernant la masse investie dans les ceufs, ledtatés montrent que celle-ci
augmente linéairement avec la longueur des méreguré~ 26). Aucune différence
significative n'a été mise en évidence entre lasddmns d’exposition (Tableau 9), d’'ou des
ajustements communs entre les conditions pour ehaggnération. Par conséquent, la
diminution de masse investie dans les ceufs, obsarmre les conditions d’exposition, est

uniquement le résultat d’'une diminution de la ¢ailles méres avec la concentration
d’uranium.

2.7. Bioaccumulation et débits de dose
Les mesures de bioaccumulation réalisées danselgfs fraichement ponduse(
guelques heures apreés leur dépbt dans la pochieaitnme), révelent des quantités en uranium

inférieures aux limites de quantification de I'lGFS quels que soient la concentration, le

temps d’exposition et la génération.
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Figure 27 : bioaccumulation de I'uranium dans le corps des lfdes (ngU.daphnid en
fonction de 'age dans les 3 générations successagosees aux concentrations d’'uranium
de 0, 10, 25 et 75 pg U(FO,F1 et F2, n=5)

Les quantités d’'uranium, mesurées dans le corpsddpbnies et ajustées selon le
modele biocinétique, augmentent avec I'age et texentrations d’exposition (Figure 27).
Des teneurs moyennes maximales de 17 + 1; 32 £ B et 13 ngU.daphnit ont été
mesurées aprés 20 jours d’exposition & 10, 25 etgf6L", toutes générations confondues.
Aucune différence de quantité d’uranium bioaccumulians le corps des daphnies n’est
observée dans la génération F1 entre les condifibret 75 pgU.L. Ce résultat s’explique
par les importantes réductions de taille a cettedition. Les ajustements permettent de
déterminer une constante d’accumulation,=10.223 ' et une constante d'élimination,
kp=1.327 ', pour des concentrations en uranium25 pgU.' et k =0.043 | et
k, = 0.126 j* & 75 ngU.[}, indépendamment des générations.

Les facteurs de bioaccumulation, calculés a pdef teneurs en uranium mesurées
varient de 417 & 870 L.Kgde poids frais de daphnie & 25 ugtiét de 348 & 658 L.Kgde
poids frais de daphnie & 75 pgU.LCependant, ces valeurs ne sont pas déterminédssida
conditions a I'équilibre. Les facteurs de bioacclatian a I'équilibre, prédits a partir des
constantes d’accumulation et d’élimination du meddliocinétique, atteignent 690 et
1410 L.kg" de poids frais de daphnie, pour des concentragonsranium< 25 pg.L' et de
75 pg.L?h, respectivement.

Les valeurs de bioaccumulation, exprimées en ngitimia’, ont été converties en
ngU.mg" de poids frais, permettant ainsi d'obtenir desitdétie dose maximaux de 5, 12 et
20 uGy.htt, 4 10, 25 et 75 pgut
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2.8. Discussion
2.8.1. Aspects techniques de la quantificationassimilation cheD. magna

Les mesures des taux d'ingestion et d’assimilatidisolus (pgC.individih™),
montrent clairement que la variabilité individuetet importante. Toutefois, en amont des
mesures, une phase doptimisation de la techniqugéaréalisée pour minimiser cette
variabilité.

Une hypothése pouvant expliquer cette variabik&is que les individus sont stressés
(Rigler, 1971) ou plus voraces en début d'expérimentation. Het.efampert (1977)
propose une acclimatation des daphnies aux conditexpérimentales avant les mesures
d’assimilation. Nous avons voulu savoir si une phabadaptation des daphnies aux
conditions de mesures était nécessaire. Pour @edat de quantifier les taux d’assimilation,
les daphnies ont été nourries avec des algues awioactives sur une période de 1 h ou
2 h 30. Les résultats ont révélé une augmentatola dariabilité de la mesure d’assimilation
avec l'augmentation des temps de la phase de geStion d’algues non marquées en début
d’expérience, suggérant que les daphnies pouvalarit un comportement différent apres
2 h 30 d’'ingestion d’algues non contaminées. Paulee, nous avons fait le choix de ne pas
adapter les daphnies avec des algues non marqueggdamesure d’assimilation.

Un autre aspect a prendre en compte dans cetteiqeehde mesure, et qui pourrait
expliquer cette variabilité observée, est le tentss marquage des algues car une
hétérogénéité du marquage de la nourriture peudieet des déterminations incorrectes du
taux d’assimilation. Pour tester '’homogénéité darquage des alguekampert (1977)
incubent des algues av&€ sur différents temps d’exposition, de 2 & 48 ésube grandes
différences d’activité spécifigue sont mises endénce pour des algues marquées sur de
courtes périodes (2 et 16 heures), en comparaisam darquage sur 48 heures. Dans nos
expériences, nous avons donc fait le choix d’incutes algues sur 48 heures, permettant
ainsi d’avoir une activité spécifique des algueseaslevée et homogene. De plus, les algues
sélectionnées pour ces expériences étaient agekesdeurs, c'est-a-dire en pleine phase de
croissance exponentielle, évitant ainsi de potEngéfets inhibitoires de la sénescence de la
nourriture sur les taux de filtration des daphnies.

Un autre probleme a considérer est qu'une partieastbone marqué et assimilé est
rapidement métabolisé et se retrouve sous formeialeyde de carbone marqué dans le

milieu. Il s’agit d’'une composante non négligeadlerendre en compte dans la détermination
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des taux d’assimilation. En effet, les résultatsLdempert et Gabriel (1984) révélent que
plus de 20% de la fraction de carbone assimilé¢ éteel excrétée sous forme YE€O, dans

le milieu aprés 3 heures d’incubation des daphanes des algues marquées. Ce pourcentage
de carbone assimilé perdu au travers de la regpirast dépendant du temps de I'expérience,
de la température, de la taille des organismes ¢ doncentration de nourriturdsafnpert,
1977. Lampert et Gabriel (1984) montrent que les pertes de traceur peuvent déja leu

20 minutes apres le début de l'exposition e magnaexposée a des algues du genre
Scenedesmus acutmarqué ad*C. Mais,Peters (1984)étermine un temps de passage de la
nourriture dans le tube de digestif demagnade 25 a 50 minutes selon I'espéce de I'algue,
sa concentration dans le milieu et la masse degpdrde. Nous avons donc fait le choix
d’exposer les daphnies pendant 30 minutes avealgess marquées et de mesurer les pertes
en 'C, une fois les daphnies transférées dans le milietenant les algues non marquées,
dans le but de maximiser la proportion de carbossndlé par les individus tout en
minimisant les pertes dues a la respiration. D&utravaux, tels que ceux de et Wang
(2002) Baillieul et al. (2005) exposent les daphnies aux algues marquées ardpste30
minutes. Un autre biais a la mesuredD présent dans le milieu est di & la respiraticn de
algues. Dans les expérimentations ou la mesuréadsirilation est faite sur des individus
exposés continuellement & des algues marqué&Cala détermination di'CO, libéré par

les algues est calculé a partir de bouteilles 6tedr ne contenant pas de daphnie. Dans nos
expériences, 1&'CO, dissous dans le milieu a été quantifié aprés feandes daphnies dans

le milieu contenant les algues non marquées, neusgitant ainsi de nous affranchir des
pertes en“C dues aux algues. L'activité bactérienne pousdaitsi influencer la quantité de
dioxyde de carbone dans le milieu, mais les résuttaLampert (1977) indiquent que les
bactéries ne jouent pas de role dans la produdgdfCO,.

Une derniére remarque sur l'assimilation concem@résentation des résultats. De
nombreuses études présentent leurs résultats \eergrdes efficacités d’assimilation. Nos
résultats montrent des écarts types relativemepoiitants. L'efficacité d’assimilation étant
calculé comme le ratio de deux valeurs expérimestdh variance de la moyenne se trouve
étre largement amplifiée. De ce fait, les valeulasgmilation sont indéniablement tres
variables (par exemple de 8 a 100%enover (1964); Peters (1972). Par conséquent,
I'assimilation doit étre plutdt représentée comnmetaux et non comme un rati®dters,
19849).
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2.8.2. Chimiotoxicitévs radiotoxicité de I'uranium

Les particules alpha sont atténuées par le millenpdsition et ne transférent donc
leur énergie que sur une trés courte distance. IDg plles ne passent pas au travers de
I'exosquelette des organismes aquatigWéki¢ker et Schultz, 1982. Le risque radiologique
dd a l'exposition externe est donc minimal et seules concentrations en uranium
accumulées dans le corps des organismes constitimedianger radiologique. Dans cette
expérience, les débits de dose calculés a padircdacentrations moyennes maximales en
uranium mesurées dans le corps des daphnies ebdesntrations d’exposition, varient de 5
a 20 pGy.ht, toutes générations confondues. Ces valeurs diésdfb dose sont du méme
ordre de grandeur que celles retrouvées dans €éle¥Zeman et al. (2008) dans laquelle
Daphnia magnaest exposée a une gamme de concentrations emmratei 0 & 100 pgut
pendant 21 jours. Une exposition Be magnaa un émetteur alph&*tAm), doté d'une
activité spécifique élevée, induit & des débitsidse 15 fois supérieurs (300 pGyhrdes
effets moins importants que ceux reportés dansrétrde. Les résultats révelent une faible
réduction de la croissance et de la fécondité aprgmsition sur plusieurs générations
(Alonzo et al., 20089, et aucun effet sur les taux d’ingestiohlgnzo et al, 2009. Par
comparaison, les fortes réductions de la croissaog®tique, des taux d’assimilation et de la
fécondité ou encore les retards dans la libératies pontes, induits chez la daphnie par
I'exposition a l'uranium sont majoritairement dbables a sa toxicité chimique. Ceci
confirme que la chimiotoxicité de l'uranium appduest beaucoup plus importante en
comparaison a sa radiotoxicité, ce qui est en dcawvec les résultats ddiller et al. (2002)
Sheppardet al. (2005)et Mathews et al. (2009)

2.8.3. Effets de I'uranium sur le budget énergétidaD. magna
2.8.3.1. Toxicité de I'uranium pour la nutrition

L’adaptation de la technique de radiomarquage-gracte la nourriture atfC (Peters,
1984 ; Lampert, 1987 a permis de mettre en évidence que l'uraniumupeetles processus
clé d’acquisition de I'énergie. Les expériencestént des diminutions importantes des taux
d’ingestion et d’assimilation du carbone de la mibwre, en présence d’uranium. Ces résultats

s’expliquent par des réductions de la taille debvidus exposés a l'uranium mais aussi par
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un effet direct de l'uranium sur l'ingestion etdamilation de la daphnie. Le pourcentage
d'effet sur I'assimilation quantifié & l'aide de fachnique ad’C demeure relatif et s’avére
beaucoup plus important que celui déterminé ad’ald modele DEBtox aux données de

croissance et de reproduction, et qui sera étudggn détails dans la partie C.

Les travaux deZeman (2008) confortent notre hypothese d’une inhibition de
I'assimilation par I'uranium cheB. magna En effet, les observations de microscopie optique
montrent des dommages dans la structure de I'épithéntestinal de daphnies exposées. Les
dommages observés sont une réduction du nombrecltldes de la paroi intestinale et
I'apparition de nombreuses vacuoles & 50 pgUEN plus de ces effets, une désorganisation
de la structure et la disparition des microvillésisont observées a 100 pgtl.lsuggérant
par conséquent que l'uranium affecte les procedfassimilation par le biais d'altérations

importantes de la structure du tube digestif déalahnie en présence d’uranium.

La toxicité chimique de l'uranium est liée a saunatde métal lourd. Il semble donc
intéressant de comparer les effets observés sumlesde nutrition avec ceux induits par
d’autres métaux. Certains travaux suggéerent quke $éngestion deD. magnaest affectée
par une exposition aux métaugodar et al. (1988) montrent que les taux d’ingestion sont
réduits de 40% par rapport aux témoins apres 14 gexposition au cadmium, alors que les
effets sur I'assimilation sont minimes. Ces aut@arscluent que les processus de digestion et
d’absorption de la nourriture par les cellules @pithélium intestinal ne sont pas affectés
aprés I'exposition au cadmium (1 et 5 ugCH.LL’étude deGulati et al. (1988)contredit les
résultats ddBodar et al. (1988) En effet, ces auteurs étudient les effets a deame d’'une
exposition au cadmium sur les taux d’assimilatien abmmunautés zooplanctoniques. Il
ressort de cette étude d’'importantes diminutions t@eix d’assimilation et des efficacités
d’assimilation, aprés 48 heures d’exposition aurdach, chez le genr®aphnia suggérant
que l'absorption de nourriture digérée pourraie étrthibée par I'action du cadmium sur
I'épithélium de la paroi du tube digestif. Ces té&ss complémentaires a I'étude Hedar et
al. (1988) s’expliqueraient par l'utilisation d’'une gamme dencentration en cadmium

beaucoup plus élevée, variant de 10 & 100 pg€d.L

L’étude deGulati et al. (1988)suggéere qu’une perturbation de l'activité des emzy
digestives est en cause dans I'inhibition de Iadation par le cadmium. De plus, il a été mis

en évidence que les activités de la trypsine, dstdrase et de If-galactosidase, trois
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bY

enzymes participant respectivement a la digesties grotéines, des lipides et des
carbohydrates, sont inhibées chBz magnaexposée sur de courtes périodes (50 min a
6 heures) & des concentrations en cadmium de 0286 mg.L* (De Coen et Janssen,
1998. A de plus faibles concentrations d’expositior8(@ 570 ugCd.t), les activités de la
B-galactosidase et la trypsine, sont réduites p@srtémps d’exposition de 48 heur&se (
Coen et Janssen, 1997De telles mesures n'ont pas été réalisées datne étude, il serait
intéressant d’examiner si une perturbation desvitEti des enzymes serait en cause dans
I'effet de I'uranium sur I'ensemble du processugediif nécessaire a I'acquisition d’énergie.
L’ensemble de ces effets (altérations importantedadstructure de la paroi du tube
digestif et inhibitions potentielles des activitémzymatiques) pourraient expliquer les

réductions des taux d’assimilation mesurées panoaét radiotracante.

2.8.3.2. Toxicité de I'uranium pour la maintenance

Les perturbations de la nutrition observées dars expériences n’excluent pas la
possibilité que l'uranium, puisse aussi induire @gmentation des codts de maintenance.
Néanmoins, nos mesures montrent que les taux dmeonation d’oxygene taille-spécifique
ne sont pas significativement altérés par I'expasit I'uranium par rapport aux conditions
témoins, suggérant par conséquent que la croissiscdaphnies est principalement affectée
par des réductions d’activité de nutrition.

De la méme maniéeraaillieul et al. (2005) montrent, cheD. magnaexposées a
différentes concentrations de nourriture ou de ¢aomque I'énergie réellement disponible
pour la croissance et la reproduction, estimée ramets du Scope For Growth, est
principalement déterminée par I'énergie assimitéadis que la respiration montre peu de
différences entre les conditions testées. De fatos générale, d’autres études montrent que
la présence d’'un stress affecte beaucoup plusrtesegsus d’acquisition d’énergie que la
consommation d’énergie (e.Gammarus pulexxposés au zinc, au 3,4-dichloroaniline et a
deux gaz dissous, oxygene et ammonhdaltby et al, 1990; Daphnia magnaexposées au
cadmium et au 3,4-dichloroanilin®aird et al, 1990 Barber et al, 1990; Dreissena
polymorphaexposées a des variations de quantité et qualilé dourriture et a un gradient
de pollution d’'un ruisseau fortement impacté pardaux usées de vill&chneideret al,
1998 ; Smolderset al, 2002)
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2.8.3.3. Conséguences des perturbations du budgegétique

L’exposition a l'uranium réduit significativementassimilation du carbone de la
nourriture. Parallelement, nos résultats expérimenmettent en évidence des réductions de
la croissance somatique pour toutes les conditibegposition indépendamment de la
génération considérée. Des effets significatifslaweproduction sont aussi observés soit en
terme de réduction de la fécondité, ou de réduatieria masse investie dans les ceufs ou
encore d’augmentation dans le temps de libératesmeéonates.

Ces résultats sont en accord avec de précédentisséjui montrent que I'exposition
a des contaminants affectent les activités de tiartrien réduisant la proportion d’énergie
allouée a la croissance et a la reproducti®air@l et al, 1990 ; Knopset al, 2001 ; Barata
et al, 2004 ; Reynaldiet al, 200§. Ces résultats sont aussi en accord avec lescpoid
des théories de production nette et DEBsbet et al, 2000 ; Kooijman, 2000, dans le cas
d’'une acquisition d’énergie réduite, due a uneaes® nutritive faible ou a une exposition a
un contaminant. Une stratégie mise en place saifetl’ d’une faible disponibilité de la
nourriture, et qui pourrait expliquer nos résultatpose sur la réallocation des ressources
énergétiques de maniére a favoriser la survie dptrdes au détriment de la reproduction
(Smolderset al, 20035.

2.8.4. Effets d’'une exposition multigénérationnélleuranium ched. magna

L’examen de la toxicité de l'uranium sur trois gexiins successives d@ magna
met en évidence une augmentation de la sévéritéeffiets sur la survie, la nutrition, la

croissance somatique et la reproduction au tralesgénérations exposées.

2.8.4.1. Effets d’'une exposition multigénératiolenslr la survie

Concernant la survie, les résultats ont montréfarte mortalité des individus dans la
deuxiéme génération exposée & 75 pgu.L

Sanchezet al. (2000)a montré de la méme maniére que la mortalité B&sticoup
plus importante dans la deuxieme génération expdsiss concentrations en diazinon sur 21
jours d’exposition, en comparaison a la génératiarentale, suggérant que les descendants
étaient beaucoup plus sensibles que les parerdgs iasecticide organophosphoré. Plusieurs

auteurs Allan et Daniels, 1982 ; Ingersoll et Winner, 198Pont suggéré que la survie était
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un critere moins variable que la reproduction dhasstests de toxicité chronique et par

conséguence un bon indicateur de la toxicité.

2.8.4.2. Effets d’une exposition multigénératiolesur la croissance

Les résultats de nos expériences montrent destiédsicle taille avec 'augmentation
des concentrations d’exposition et au travers degigtions exposées.

Munzinger (1990) montre une réduction de la taille des daphniestravers de
7 générations successives exposées a des conioastra80 pg.L* de nickel.Paneet al.
(2004) exposent une génération parentale a des condengratroissantes de nickel et les
résultats montrent que la croissance somatique@ssendants est réduite de 20% par rapport
a la condition témoin. Les auteurs soulignent I'artance de conduire des expérimentations
sur plusieurs générations pour évaluer la toxid#e métauxSanchezet al. (2000) montrent
des réductions significatives de la taille moyean2l jours des daphnies de la génération

parentale et de la génération de descendants eegagéliazinon.

2.8.4.3. Effets d’une exposition multigénératiotesur la reproduction

Concernant la reproduction, nous avons mis en gealdes retards dans la libération
des pontes, des réductions significatives du nordbreéonates produits par femelle et des
réductions de la masse investie dans les ceufsl@veoncentrations en uranium et au travers
des générations.

Sanchezet al. (2004)montrent un retard dans la libération de la preenponte de la
deuxieme génération exposée a des concentrationssantes en molinaté&lonzo et al.
(2008a)observent que I'exposition #*Am, & un débit de dose de 15 mG{ hretarde le
début de la reproduction de 3 jours dans les deigt troisieme générations exposées, chez
D. magna Cleuverset al. (1997)suggeérent que le retard de reproduction seraitstragégie
assurant la naissance de la descendance unedaisalévaises conditions environnementales
passées. Une autre hypothése pouvant expliqueetkesls de ponte serait que plus de temps
est nécessaire pour fabriquer des ceufs de taille iphportante présentant une meilleure
capacité a survivre dans des conditions de stedss{, 1993. Une derniere explication, plus
plausible dans notre cas, est que les daphnielsesinin d’atteindre une taille minimale pour
commencer la reproductiorM¢Cauley et al, 1990 ; Ebert, 1992 Par conséquent, tout

retard de croissance des juvéniles, di a une timitale la nourriture, a un stress toxique ou
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encore a des ceufs de masse plus petit induit ardréé maturation de la descendance et de la
premiére reproductiorPprter et al, 1983 ; Ebert, 1991 ; Reynaldet al, 200§. D’autres
études ont rapporté une augmentation de I'age depladuction che®. magnaexposée sur

de courtes périodes a un insecticide, le fenvaeReynaldi et Liess, 2005, Pieterst al,
2005 ; Reynaldiet al, 2006, comme chez d’autres especes telles Gaenmarus pulex
(Cold et Forbes, 2008 ou encore chez un insectamnephilus lunatugLiess et Schulz,
1996.

Les réductions de fécondité, s’intensifiant avesx dencentrations en uranium et au
travers des générations, sont en accord avec hedtsen d’une reproduction réduite dans la
seconde génération de daphnies exposée a un ¢ffhgeistriel, contenant des niveaux éleves
de chloride et cadmiunBervoetset al, 1996, a un pesticide comme le molinagfchezet
al., 2009, a un insecticide tel que le tétradifoxfilfaroel et al, 2000 ou encore a un
xénobiotique estrogéniquBdldwin et al, 1995. Mais d’autres études examinant la toxicité
de métaux indiquent des résultats différents. Bamele, Bossuyt et Janssen (2003)
montrent que I'acclimatation a de faibles niveaexcdivre n’a pas d’effet sur la reproduction
et le taux de croissance intrinséqueRemagna Dans les expériences dsui et Wang
(2005) I'exposition maternelle de daphnies au mercumgfere un niveau de tolérance aux

concentrations aigués dans la descendance sanBankadi performances reproductives.

2.8.4.4. Affaiblissement de la progéniture lorsr@iexposition multigénérationnelle

Les deuxieme et troisieme générations de daphmipesées a l'uranium montrent
donc une plus grande sensibilité aux effets léetusub-létaux suggérant un affaiblissement
de la descendance au travers des générations espasge hypothése pouvant expliquer ce
phénomeéne serait que les individus sont exposésaiium dés leur développement dans la
poche incubatrice des méres.

Cet affaiblissement pourrait aussi étre a rappnodeela réduction de la masse des
ceufs induite par I'uranium, comme conseéquence geula petite taille des meres. D’autres
études montrent qu’en condition de faibles resssuratritives, bien qu’une diminution du
nombre de descendants produits par daphnie ait liBwestissement par descendant
augmenteBradley et al, 1991 ; Sibly et Calow, 19856 Cette stratégie de réduire la taille des
pontes et d’augmenter la masse des ceufs, dansiléas<mou la ressource nutritive est faible

ou bien lorsque la densité d’individus est élevédegmente la probabilité de survie des
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néonatesGliwicz et Guisande, 1992 ; Guisande, 1993 ; Cleugeet al, 1997 ; Tessiert
al., 1983 ; Tessier et Consolatti 1989 ; Burns 1993Une telle stratégie n'est pas mise en

place dans le cas d’'une réduction de I'assimilatioiite par I'exposition a I'uranium.

Nos résultats montrent I'absence de développenephdnoménes d’adaptation ou de
tolérance, mais une augmentation de la toxicitd'wr@nium sur trois générations. De la
méme maniereRaneet al. (2004) montrent une augmentation de la sensibilit®ddenagna
aprés une exposition au nickel. D’autres étudesle@v I'apparition de tolérance apres
exposition sur plusieurs générations au cadmiueBlanc, 1982 ; Bodaret al, 1990 ; Guan
et Wang, 2006 ; Muyssen et Janssen, 2004au cuivre [(eBlanc, 1982 ; Bossuyt et
Janssen, 2008 au mercure Tsui et wang, 200% et a différents pesticides tels que le
fenoxycarb, le tetradifon et le molinatélgsmer et al, 1998 ; Sanchezet al, 1999 ;
Villarroel et al, 2000 ; Sancheet al, 2009. Ces développements de tolérance se traduisent
par une meilleure survie en réponse a des contiensaaigués de contaminants, ou une plus
forte longévité, ou encore une augmentation deéltzoridité au travers des générations
exposees. L'étude deuan et Wang (2006)évele une réponse biphasique a la tolérance au
cadmium ouD. magnaaugmente ses performances reproductives a un wnimeximal
jusqua la 4™ génération. Par la suite, le développement de taitirance n’est pas maintenu
et les animaux deviennent plus sensibles dans®f€se66™ générations. Notre exposition
multigénérationnelle s’est déroulée au maximumtspis générations. Il serait intéressant
d’étudier si les daphnies sont capables de s’adapferanium sur un plus long terme et a
partir de combien de générations le développenianedolérance serait observee.

Dans nos expériences, l'absence de production dellotbionéines, capables de
séquestrer l'uranium, pourrait expliquer l'affagdement des daphnies. En effésui et
wang (2005)montrent que des daphnies pré-exposées a desnt@ticas sub-létales de
mercure seraient significativement plus tolérardes toxicité aigué du mercure que des
daphnies contrlles. Et, cette augmentation delésatoce serait attribuable a une proportion
plus élevée de mercure piégé par des métallotmieaéiToutefois, I'état actuel de nos
connaissances ne nous permet pas d’étayer cetbthidge.
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2.8.5. Effets d'un transfert en milieu non contagnapres exposition a I'uranium

Dans l'environnement, les conditions d’exposition d&s contaminants sont
susceptibles de changer. Il a donc été intéresbaxaminer la capacité des organismes a se
rétablir aprés une exposition a I'uranium. Notredéta montré que la progéniture replacée
dans un milieu non contaminé aprés une expositaenale de 23 jours & 75 pgU.he
survit pas, suggérant que les effets sont irrévkesia cette concentration. Une amélioration
de la survie et la reproduction n’est observée damescendance replacée en milieu propre
(en comparaison a celle exposée a la méme contentrgue les parents) qu'aprés une
exposition parentale a des concentrations inféeou égales & 25 pgU.LSanchezet al.
(1999) montrent que la descendance issue de parents éxpos diazinon, transférée en

milieu non contaminé présente une fécondité plesé& que leur mere exposée a ce pesticide.

Dans nos expériences, les daphnies qui retournenmidieu propre apres une
exposition parentale a 25 ugU.lpendant 23 jours montrent, & taille égale, unesmatus
importante que les témoins. Ce phénomene estitificinterpréter mais suggere la mise en
place d’'un processus, tel qu’'un stockage d’énesgmplémentaire pour compenser les effets
de la toxicité de l'uranium. Ce stockage supplémieatperdurerait dans la descendance,

malgré le retour en milieu non contaminé.
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Chapitre 4. Etude de la sensibilité a 'uranium dedaphnies

issues d’'une ponte Bl

L’évaluation de la toxicité de [l'uranium dans le scad’'une exposition
multigénérationnelle a été réalisée sur des indwitssus de %*° ponte (B5). Or dans
I'environnement, toutes les pontes sont suscegtill&tre exposées a l'uranium. La
sensibilité de la premiére ponte (B1) est rareneg@aminée bien que les néonates, de masse
plus faible, sont potentiellement plus sensiblasa exposition a I'uranium. L'objectif de
cette expérimentation est d'examiner (1) si la &éité d’individus issus de ponte Bl
exposés a l'uranium est différente d’individus sgle ponte B5, et (2) si la toxicité de

'uranium différe au travers des générations conuées avec des individus de ponte B5.
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3.1. Survie
F1 (B1)
1.0¢
0.81
2 06- —— 0 pgu.L?
7 0a] [TIIppy  o2oveuy
' —— 75 pugu.L?
0z T T
0 T 7I7 SRR 7I7 — T 1
1 6 11 16 21 26
age (jours)

Figure 28 : survie des daphnies de la génération F1(B1), comsge avec des néonates issus
de la ponte B1 des individus de la génération FP@dosées & 0, 25 et 75 pgl.(n =3,

avec 10 individus par réplicat)

Les résultats montrent que la survie de la géregref0 débutée avec des néonates
issus d’une ponte B1 n'est pas affectée par I'eitiposa 25 et 75 ugU.t. En revanche, la
survie de la génération F1 est fortement affectée'mranium (Figure 28). La mortalité

observée est de 82% aprés 18 jours & 75 |igetide 77% aprés 23 jours & 25 pgtl.L
3.2. Croissance somatique en taille

L’exposition & l'uranium induit une réduction de deoissance des daphnies avec la
concentration d’'uranium et au travers des géndmatif-rigure 29 et Tableau 10). Une
réduction significative de 34% de la taille maximakt observée a 75 pgth.dans FO. Les
résultats montrent que la taille est beaucoup atiectée chez les individus de la génération
F1 exposés dans les mémes conditions que leuratpates mesures ne permettent pas de
réaliser des ajustements selon I'équation de VomaBmffy, sous R. Les tailles moyennes
sont de 2.5 + 0.3 mm aprés 20 jours & 25 pglet de 2.2 + 0.3 mm aprés 18 jours a
75 pgu.Lh
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FO (B1) F1 (B1)
3
P —— 0 pgu.L?
-E ~= 25 pugu.L?
—— 75 ugu.L?
0 5 10 15 20 25

age (jours)

age (jours)

Figure 29 :taille (mm) des daphnies en fonction de I'age dd&isx générations successives,

FO(B1) et F1(B1), débutées avec des néonates dssns ponte Bl, et exposées a 0, 25 et 75
HgU.L* (n =5, ** p < 0.001 ; ** p < 0.01 et * p < 0.05)

_ Lp Limax Y 3 B Q)
u.L? h p 3 " p
Hg o o j Hg.mm Hg.mm Hg
FO(B1) 0 0.67 3.92 0.10 4.57 3.44 -3.16
25 0.67 3.53 0.14 3.86 *) 1.64 1.54 *k
75 0.68 2.58 0.14 Fkk 3.48 xk -0.44 5.42 rkk
F1(B1) 0 0.87 3.97 0.12 453 3.42 -3.13
25 échet 5.63 3.76 -3.47
75 échet 5.58 3.80 -4.19

Tableau 10.paramétres de croissance (taille et masse séchepsse séche des ceufs estimés
pour les différentes conditions d’exposition (0,€25/5 ugU.L-1) pour les deux générations
successives commencees avec des néonates B1 (EOBIB1)) (***p < 0.001, **p < 0.01,

*p < 0.05)." Echec de I'ajustement avec le modghds sous R.
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3.3. Croissance somatique en masse

FO (B1 F1(B1

3007 (B1) q (B1) —+—0pgu.L?
— —=— 25 pgu.L?
2 2501 —— 75 pgu.Lt
(5]
= 2001
T
£ 1501
(2]
2 1001
@
£

507

0 f T T T T T T T
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 5
taille (mm) taille (mm) Fig

ure 30 : masse somatique (ug) des daphnies en fonctionadmille (mm) dans deux
générations successives, débutées avec des némmates’'une ponte B1, et exposées a 0, 25
et 75 ug U [* (FO(B1) et F1(B1); n =5, *** p < 0.001 ; ** p < M1 et * p < 0.05))

Les ajustements de masse en fonction de la tadke iddividus montrent des
réductions significatives de la masse volumiquesdanpremiére génération (FO) exposée a
25 et 75 pgU.L par rapport aux témoins, reflétant un effet diget’'uranium sur la masse
somatique (Figure 30 et Tableau 10). Dans la gépnér&l, les ajustements ne révelent pas
de différence significative. Les réductions de reasisservées a 25 et 75 pgU.par rapport

aux témoins sont principalement le résultat d’udduction de la taille induite par I'uranium.
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3.4. Reproduction

Dans les générations FO et F1 débutées avec dewmtaéoissus de ponte B1,
I'exposition a l'uranium induit des retards de pmntles réductions de fécondité et des

réductions dans la masse investie dans les ceufs.

601 FO (B1) - F1(B1)
50 - ——0pgu.L?

40 —4+— 25 pugu.L?
5 30+ —o— 75 ugUL-l

20 -

104
0 NPy S i

10 15 20 10 15 2 25
age (jours) age (jours)

* *

nombre cumulé de
néonates.femelle

Figure 31: nombre cumulé de néonates produits par daphnidesud premieres pontes en
fonction de I'dge dans 2 générations successivébutées avec des néonates issus d’'une
ponte B1, et exposées a 0, 25 et 75 pgWHO(B1) et F1(B1) ; n = 3, avec 10 individus par
réplicat, *** p < 0.001 ; ** p < 0.01 et * p < 0.05 astérisque horizontal dans le cas d’'une
différence significative du temps de libération deSonates par rapport aux témoins,

astérisque vertical pour une différence signifiecatde fécondité par rapport aux témoins)

Dans FO, la reproduction ne montre aucun retaedioiune réduction de fécondité a 25
ngU.L* (Figure 31). A 75 pgU.L, un retard de reproduction d’environ 1.8 joursastervé
par rapport a la condition témoin pour les 3 preaesepontes. Ce retard est néanmoins
quasiment rattrapé a la production de $%°4onte. Une forte réduction de la fécondité, de
plus de 45%, est mise en évidence a partir deUaiélme ponte. La fécondité des individus
appartenant a la génération F1 est tres fortenffatt@e par I'uranium. En effet, les daphnies
exposées ne se reproduisent quasiment plus, le reombximal de néonates produits
atteignant 5 néonates par femelle aprés 22 jo@s jagU.L"* et aprés 18 jours & 75 ugd.L

(contre 50 néonates par femelle chez les indiviciusexposes).

111



Chapitre 3. Effets de I'uranium sur une ponte B1 Partie B

FO (B1 F1(B1
12- (B1) ) (B1)
*
alo' * T
=3
< 81 T
>
8 61 - + 0pgu.Lt
§ 4 - s 25pugu.Lt
: 27 . * 75pgu.L?
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15 20 25 30 35 40 15 20 25 30 35 40 45

taille mére (mm) taille mére (mm)
Figure 32 : masse seche d’un ceuf en fonction de la longueudaghnies dans 2 générations
successives, débutées avec des néonates issuspamigre ponte, et exposées a 0, 25 et
75 pgu.L* (FO(B1) et F1(B1); n = 5, *** p < 0.001 ; ** p < M1 et * p < 0.05)

Dans la génération FO, les ajustements de la nsasbe investie par ceuf en fonction
de la taille des meres montrent des différencesifgigtives entre les daphnies témoins et
exposees (Figure 32 et Tableau 10). Les réductiemaasse seche des ceufs observées a 25 et
75 pugU.L* ne sont donc pas uniquement dues & la réductide @éle des méres, mais sont
aussi la conséquence d’'un effet direct de I'uranikm revanche dans F1, aucune différence
significative n’est mise en évidence entre lestajugnts, la réduction de la taille des meres

expliquant a elle seule la masse plus faible ingektns les ceufs en présence d’uranium.
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3.5. Bioaccumulation et débits de dose

Le modele biocinétique requiert des valeurs derpaties de croissancep(lLmax et
v). Compte tenu du fait que les ajustements deilie taont pas pu étre réalisés avec le
logiciel R sur les données de la génération F1sm@wons choisi de présenter les résultats de

bioaccumulation (en ngU.rifgdaphnie) sous la forme d’histogramme (Figure 33).

FO(B1) F1(B1)
600 - q
2 500 E 25pugu.Lt
-cc% 400 - B 75pugu.L?
©
= 300
(=] *kk
E 200 .
(@]
o [
0- B . . .
Bl B3 B5 néo B1 B3 B5
ponte ponte Fig

Figure 33 : bioaccumulation de I'uranium dans le corps des hades (ngU.daphnid a
différents ages (au moment de la libération desgwB1, B3 et B5, au stade néonate) dans
les générations FO(B1) et F1(B1) débutées avecndesmates issus de premiere ponte, et
exposées a 0, 25 et 75 pgU;ln = 5, barre d’erreur = SE, *** p < 0.001 ; ** p< 0.01 et *

p < 0.05)

Dans la génération FO, les concentrations en uramesurées dans le corps des
daphnies augmentent avec I'age. Des concentratitmsmales de 500 + 23 et 284 = 90
ng U.mg" de daphnie, sont ainsi observées aprés 23 joespaosition & 25 et 75 pguiL
respectivement. Il est a noter que les valeurs@icbumulation mesurées sont presque 3 fois
plus élevées aux pontes B3 et B5 que dans I'expegi@récédente commencée avec des
néonates issus d’une ponte 5. Dans la générati@xpdsée & 25 pgU?L. les concentrations
en uranium mesurées (221 + 41 ngUnag daphnie) sont plus de 50% plus faibles quesell
rapportées dans la génération FO. Cette différestéée a la taille beaucoup plus faible des
daphnies de la génération F1 a cette concentration.

La conversion des valeurs moyennes de bioaccuronjatixprimées en ngU.nigle
poids frais de daphnie, aboutit & des valeurs deitsléle dose & 25 et 75 pgU,L
respectivement de 20.9 et 11.8 pGy.Hans la génération (FO) et de 9.2 et 8.1 pGydans

la génération F1.
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3.6. Discussion

Les recommandations deOCDE (2004, 2008)sur les tests dimmobilisation
immédiate et de reproduction Baphniasp. (Essais n° 202 et n° 211) pour étudier lactti
de substances chimiques requiérent de faire leériexgntations avec des néonates issus au
minimum de la troisieme ponte. Notre étude confirmnec des daphnies issues de ponte B1,
que I'exposition a l'uranium affecte tres forteméatsurvie, la croissance et la reproduction.
Ces effets augmentent entre la premiere et la dn&igénération de maniere beaucoup plus

importante que chez des daphnies issues de ponte B5

Ainsi, la survie dans la premiére génération nfest affectée par I'uranium quelle que
soit la ponte (B1 ou B5) dont sont issues les dishibes résultats obtenus dans la deuxieme
génération montrent que la survie des descendssitis id’'une qe ponte est beaucoup plus
sensible & I'uranium que celle des individus issume 5™ ponte. Une forte mortalité des
individus nés de B1 est ainsi observée dés lesiprefjours d’exposition & 25 pgU*Lalors
gu'une forte mortalité des daphnies issues de Bfstnvisible qu’'a la concentration de
75 pgU.LL Peu d’études se sont intéressées a la sensibgkiténdividus issus de premiéres
pontesSanchezet al. (2000)étudient les effets d’'une exposition parental@iaainon sur les
descendants en fonction de la ponte dont ils sssusi Les résultats montrent que les
individus issus de la ponte B1 survivent plus lengps a des concentrations de diazinon que
les individus issus de la ponte B3. Une autre énégéle que la survie de la descendance
issue de pontes Bl et B3 exposée au molinate astgkvée que celle de la génération
parentale $anchezet al, 2004. D’aprésBalwin et al. (1995) les organismes néonatals,
issus d’'une exposition parentale, seraient capaldedévelopper une capacité a métaboliser
les xénobiotiques, dans le cas d’'une expositiom &sirogéne. L’exposition a un pesticide
entrainerait ce méme meécanisme de défense. Cémtesontrastent donc avec ceux obtenus

lors de I'exposition a I'uranium.

Notre étude montre que la croissance somatiquaile des daphnies issues de ponte
B1 est significativement réduite & 75 pgU.dans la premiére génération et dés 25 pgu.L
dans la deuxiéme génération. De plus, les effet§udenium sur la croissance s’averent
beaucoup plus sévéres chez les individus issusldguB chez ceux issus de B5, aussi bien
dans la génération FO & 75 ugW.gque dans la génération F1 & 25 pgb.Le fait que les

néonates B1 présentent une taille et une massenmait plus petites a leur éclosion en
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comparaison a des néonates B5 pourrait étre ere @arss la différence de sensibilité. En
comparant les Glg a 48h [Enserink et al. (1990)montrent que des néonates de petite taille
sont trois fois plus sensibles a une expositiocadmium que ceux de taille plus grande. La
détoxification implique des mécanismes colteuxrergie. Des lors, les auteurs considerent
que les individus de grande taille, dont les réserenergétiques sont plus importantes,
seraient plus aptes a faire face a un stress gumdiévidus plus petits dotés d’'un contenu
éenergétique plus faible. De la méme maniere, léwinhus nés d’ceufs de petite masse, suite a
I'exposition parentale & #'Am ou & une irradiation gamma externe, survivaiertins
longtemps a une période prolongée de jelne, en a@ispn aux témoinsA(onzo et al,
2006 ; Gilbin et al, 2009§.

La reproduction suit la méme tendance que la @ois somatique avec une réduction
de fécondité observée a 75 pg.dans la premiére génération et a 25 et 75 pgdans la
deuxiéeme génération. L'intensité de I'effet confarnta plus forte sensibilité des daphnies
issues de la ponte B1 par comparaison a cellesssigila ponte B5. L'exposition a I'uranium
réduit significativement la masse investie dansdmass, ce qui pourrait constituer un bon
indicateur d’'une forte réduction de la viabilité te descendance, reflété dans la forte

mortalité observée dans la génération suivante.
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Chapitre 4. Etude des conséquences d'une expositian

I'uranium au cours de I'embryogénese

Les deux études multigénérationnelles précédemiesontré, quel que soit le critere
mesuré, une aggravation des effets de l'uraniuntramers des générations. Les mesures de
bioaccumulation dans les ceufs fraichement pondtisnontré des quantités en d’uranium
inférieures aux limites de détection de I'lCP-M§)gérant 'absence d’un transfert maternel
(Chapitre 2. Etude d’'une exposition a lI'uranium Suyénérations successives). L’exposition
des embryons pendant les 3 jours de développena# ld poche incubatrice des meres
pourrait étre en cause dans la différence de géttsientre les générations, et tout
particulierement dans la faiblesse relative destefflans la génération FO, exposée a partir de
I'éclosion des ceufs. L'objectif de cette expérina¢ion est d’examiner (1) si 'exposition a
'uranium pendant la phase de développement desyemb entraine des effets plus sévéres
par rapport a ceux observés chez des individusségpa partir du stade néonate ; (2) si ces
effets sont réversibles lorsque les individus garisférés en milieu non contaminé au stade
néonate et (3) si les effets de I'exposition emhnaire expliquent a eux seuls la différence
observée entre les générations FO et F1 (résydtatentés dans le chapitre 2). Ce dernier
point sera abordé en discussion en comparantdefiats de ces deux expériences.

Pour répondre a ces questions, les ceufs sont expeselant leur développement
embryonnaire dans la poche incubatrice des mérés &t 75 pgU.I' et les néonates
fraichement éclos sont maintenus a la méme comtiemtird’exposition ou replacés dans du
milieu non contaminé. En paralléle, des individaetexposés a partir du stade néonate aux

mémes concentrations d’exposition.
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4.1 Masse séche des ceufs au cours de l'instar B5

Le développement des embryons dans la poche in@éatles meres, au cours de
I'instar B5, a duré 4 jours (au lieu de 3 jourgdhquement), quelle que soit la concentration
d’exposition. Du fait d’'un nombre d’individus linéis, des prélevements supplémentaires au
4°™ jour d’exposition n'ont pas été possibles. La#tidn des néonates correspond S5

jour d’exposition.

20 7

15 - B Opgu.L?
E 25pugu.L?

W 75pgu.L?
10 4 Hg

masse séche (pg.individu')

ler 2eme 3eme 5eme
jour : d'exposition

Figure 34: suivi quotidien de la masse séche des ceufs (ngdo™) de la ponte & I'éclosion
et des néonates & 0, 25 et 75 pgtii.= 5, barre d’erreur = SE, *** p < 0.001 ; ** p <0.01
et *p <0.05)

La masse seche des ceufs ne varie pas au counsstigr IB5 (Figure 34). En revanche,
lorsque les néonates éclosent et commencent awérnone augmentation de masse est
observée, de 9.1, 10.0 et 9.6 pg.detfl1.6, 11.3 et 13.3 pg.néonhtespectivement a 0, 25
et 75 ug U [

117



Chapitre 4. Conséquences d’une exposition a I'urarau cours de 'embryogénese Partie B

4.2. Bioaccumulation d’'uranium au cours de l'instarB5

900 ~
800 -
700 A
600 -
500 -

E 25pgu.L?
400 - Ho

H 75pgu.Lt

ngU.mg individd®

300 -
200 ~
100 ~

ler 2éme 3éme 5éme
jour d'exposition
Figure 35 : suivi quotidien de la bioaccumulation d’uranium daes ceufs (ngU.individy
de la ponte & I'éclosion des néonates a 25 et 78.Li{(n = 5, barre d'erreur = SE,
***pn<0.001;*p<0.0let*p<0.05)

Les mesures d'uranium aux®,12°™ et 3™ jours d'exposition montrent une
bioaccumulation faible dans les ceufs contenus @apeche incubatrice des meres exposées
a 25 et 75 uguU. En comparaison, les quantités d’uranium mesudées les néonates
fraichement éclos {8°jour d'exposition) sont environ 18 fois plus grasdFigure 35). De
plus, elles différent significativement entre lemcentrations de 25 pgU’let 75 pgU.L.
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Figure 36 : suivi quotidien de la bioaccumulation d'uraniumndale corps des daphnies
(ngU.mg* daphnie) exposées durant linstar B5 & 25 et 73Jug (n = 5, barre
d’erreur = SE, ** p < 0.001 ; * p < 0.01 et * p <0.05)

Les concentrations d'uranium mesurées dans lesndEgplexposées au cours de
l'instar B5 augmentent avec le temps d’expositiBigre 36). La difféerence entre les deux
concentrations n’est significative qu'ati"3jour d’exposition. Aprés 5 jours d’exposition, les
valeurs moyennes avoisinent 120 ngU’nguelle que soit la concentration considérée
(Figure 36). Il est intéressant de noter que lédswa de bioaccumulation mesurées dans les
daphnies sont, apres seulement 5 jours d’expositiorméme ordre de grandeur que celles
retrouvées aprés 13 jours d’exposition (100.3 4 28U.mg" de daphnie & 25 pgUidans
la FO). Ces résultats suggérent que les cinétigigebioaccumulation de l'uranium sont
rapides et principalement limitées par la croiseades individus lors d’'une exposition

débutant au stade néonate.

Les valeurs de bioaccumulation permettent de détemues débits de dose dans le
corps des daphnies de 15.9 et de 19.7 pGyaur 2™ jour d’exposition et de 48.3 et
50.0 pGy.ht* aprés 5 jours d’exposition aux concentrations atiium de 25 et 75 pgUl,

respectivement.
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4.3. Conséguences pour la survie

ropee st LOPretitatrattiiiiiiiig
0.81 0.81
2 2
< <
3 0.6 2 0.61
—&— Témoin —— Témoin
0.4 Embryogénése a 25 pg U L + transfert en 0.41 Embryogénése a 25 ug U L1 + transfert en
milieu non contaminé a I'éclosion milieu contaminé & I'éclosion & 25 ug U Lt
0.21 Embryogénése a 75 pg U L + transfert en 0.21 Embryogénése a 75 pug U L1 + transfert en
milieu non contaminé & I'éclosion milieu contaminé a I'éclosion & 75 pg U Lt
0 T T T T 0 T T T T
1 6 11 16 21 1 6 11 16 21
age (jours) age (jours)

Figure 37 : survie des daphnies aprés exposition pendant I'gog#neése a 25 et 75 pgUd.L
puis transfert en milieu non contaminé ou contandeé néonates (n=3, avec 10 individus

par réplicat)

Une faible mortalité est observée chez les daphexpssées pendant 'embryogénese
puis transférées en milieu non contaminé, avecsunge de 97% aprés 12 jours a 25 pgt.L
et 97% aprés 6 jours a 75 pgU.(Figure 37). La différence observée entre lesemaénts et
le témoin n’est cependant pas significative. Desiltéts similaires sont observés lorsque les
néonates sont transférés apres leur éclosion damséme milieu d’exposition que leurs
parents, suggérant que I'exposition a I'uraniumdaen le développement embryonnaire n'a
pas d’effet sur la survie des individus. Des régslsur la survie comparables sont observés

dans le cas d’une exposition a I'uranium & pandisthde néonate.
4.4. Conséquences pour la croissance somatique aitlé

Les ajustements du modele de Von Bertalanffy rétalae réduction significative de
taille pour les individus exposés a 75 pgUpendant le développement embryonnaire puis

transférés en milieu non contaminé au moment ddobén, avec une .y réduite de 18%

par rapport a la condition témoin (Figure 38 etl&ab 11).
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Figure 38: taille (mm) des daphnies en fonction de I'dge apexposition pendant
I'embryogénése & 25 et 75 pgU.puis transfert en milieu non contaminé ou contandes
néonates (n =5, ** p <0.001 ; * p < 0.01 et * g 0.05)
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milieu NON contaminé 75 1.02 3.26 0.18 rkk 4.79 3.22 -2.07
Exposition pendant

|'embryogénése Transfert en 25 1.03 3.73 0.08 Fkk 5.12 2.35 0.40
milieu contaminé 75 échet 5.55 1.95 0.36
NON Exposition pendant 097 349 0.16

, J 25 : : : rxx 4.26 x 3.76 -1.62
'embryogénése Transfert en

miIieu%o?\taminé 75 0.98 3.09 0.15 rkx 4.03 i 2.22 -0.04

Tableau 11 : paramétres ajustés sur la croissance et la massbeséles ceufs pour les
individus exposés ou non pendant I'embryogénése et 25 pugU.L puis transfert en milieu
non contaminé ou contaminé des néonates (***p O0,6*p < 0.01, *p < 0.05). Echec de

I'ajustement avec le modéfmissous R.
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Dans le cas d’une exposition & 25 pgt prendant et aprés I'embryogénése, la taille
est significative diminuée par rapport au témoiakf€au 11). Vis-a-vis des individus exposés
seulement depuis le stade néonate, la réductidailtben’est pas significativement différente.
Les données acquises sur les individus maintenu@5augU.l* pendant et aprés
I'embryogénése ne permettent pas d’ajuster le neodél Von Bertalanffy, mais une taille
moyenne de 2.48 £ 0.09 mm a 20 jours est mesuréeofparaison aux individus exposés a

partir de I'éclosion a la méme concentration, ibet@st réduite de 20% (Tableau 11).

4.5. Conséquences pour la croissance en masse

Chez les individus exposés pendant I'embryogénasis pransférés en milieu
contaminé ou en milieu propre, I'ajustement de Esse en fonction de la taille ne met en
évidence aucune différence significative entreclasditions (Figure 39). Par conséquent, les
réductions de masse somatique observées sont umgtiedues aux réductions de taille
induites par I'uranium. Ces résultats contrastesiawis de ceux obtenus chez les individus
exposés uniquement & partir de stade néonate at 7% qugU.L* ou des différences

significatives ont été mises en évidence (Tabldgu 1

& Témoin # Témoin
Embryogéneése a 25 pg U L1 + transfert en o Embryogénése a 25 ug U L + transfert en
milieu non contaminé a I'éclosion milieu contaminé a I'éclosion a 25 ug U L
300+ Embryogénése a 75 pug U Lt + transfert en 3001 A Embryogénése a 75 pug U L1 + transfert en
milieu non contaminé a I'éclosion milieu contaminé a I'éclosion a 75 ug U Lt
—
3 2501 D 250-
=1
~ Nt
o )
S 200+ S 200
g o
< T
E 1501 £ 1501
@ 3
% 100 @ 1007
< @
€ 50- € 501
0 ) 0 )
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
taille (mm) taille (mm)

Figure 39 : masse somatique séche individuelle (ug) des daplamefonction de la taille
aprés exposition pendant 'embryogénése a 25 endgB.L* puis transfert en milieu non

contaminé ou contaminé des néonates (n =5, **@.601 ; ** p < 0.01 et * p < 0.05)
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4.6. Conséguences pour la reproduction

Le suivi de la fécondité jusqu'a 1€ ponte aboutit & un nombre cumulé de 51
néonates par femelle en condition témoin. Sur Wreoge de temps comparable (19 jours),
des réductions de 30% du nombre de néonates psosiiitt observées pour les daphnies
exposees pendant I'embryogénese puis transféréemilgu non contaming, a 25 et
75 pgU.LL Celle-ci résulte d’un retard de 1.9 a 2.8 jownstie la premiére et la quatriéme
ponte) & 25 pgUt et & une réduction de fécondité sans retard dsngsdntes & 75 pgUL

par rapport a la condition témoin (Figure 40).

¢ Témoin ¢ Témoin

Embryogénése a 25 pg U L1 + transfert en Embryogénése a 25 pg U L + transfert en

milieu non contaminé & I'éclosion milieu contaminé & I'éclosion & 25 ug U Lt

Embryogénése a 75 pg U L1 + transfert en Embryogénése a 75 pg U L1 + transfert en

milieu non contaminé a I'éclosion 60- milieu contaminé a I'éclosion a 75 pg U L2

- L=l
o7 0 " 8 o 50;
T o 501 % * N %
ROT) * = 401
S £ 401 * ook 2540
E 0 5 =
=R | o ¢ 301
ouw 30 o0 x
o3 =] ¥
5 G 20 a & 201
Qo = £ 0 *kk
§3 g2 101
c C 10+ *%k% c i***
O T T T 1 0 T Kok ++* T S 1
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25
age (jours) age (jours)

Figure 40 : nombre cumulé de néonates produits par daphnidesud premiéres pontes en
fonction de I'age (n = 3, avec 10 individus par liéat) apres exposition a 0, 25 et 75 pgU.L

! pendant I'embryogénése puis maintien dans les smiéprelitions ou transfert en milieu non
contaminé au moment de I'éclosion (*** p < 0.001*;p < 0.01 et * p < 0.05, astérisque
horizontal dans le cas d’une différence signifiecatdu temps de libération des néonates par
rapport aux témoins, astérisque vertical pour urnigetence significative de fécondité par

rapport aux témoins)

Chez les daphnies exposées pendant I'embryogémnénaimtenues dans les mémes
conditions apres I'éclosion, la réduction du nomtbeenéonates produits sur 19 jours atteint
77% et 87% respectivement & 25 et 75 pgy.par rapport aux daphnies contrdles. Ces
réductions sont dues a une fécondité tres affextt@edes retards de ponte de 2 a 3 jours a

25 pgU.L* aux dépots des pontes B1 et B4 et de plus derd joid5 pgU.L au dépot de B1.
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Ce type d'exposition a des effets beaucoup pluoitapts sur la fécondité en comparaison a
une exposition a l'uranium débutée au stade népnader laquelle, des réductions
significatives de la fécondité de 54 et 60% sorseobées a 25 et 75 pgUiLsans retard dans

le dépbt des pontes.

¢ Témoin #Témoin
A Embryogénése a 25 pg U L + transfert en - Embryogénése a 25 pg U L1 + transfert en
milieu non contaminé & I'éclosion milieu contaminé & I'éclosion & 25 pg U L1
Embryogénése a 75 pg U L + transfert en Embryogénése a 75 pg U L1 + transfert en
127 "~ milieu non contaminé a I'éclosion 12+ = milieu contaminé & I'éclosion & 75 pg U L1
=) =)
= 104 210 LI
N N
N— Y— =]
>
8 8 g8
=]
Q
26 261 =
D .
2] 4 % 4 - A tA *
2 2 ;
@ 2. @ 2
(S 0 S
T T T T | 0 . . . : !
15 2 25 3 35 4 15 2 25 3 35 4
taille mére (mm) taille mére (mm)

Figure 41 : masse séche d'un ceuf en fonction de la taille dgdrdes (n = 5) apres
exposition & 0, 25 et 75 pgU'Lpendant I'embryogénése puis maintien dans les miéme
conditions ou transfert en milieu non contaminén@aament de I'éclosion (*** p < 0.001 ; **
p<0.01let*p<0.05)

Les résultats montrent que la masse investie @snselfs augmente linéairement avec
la taille des méres (Figure 41). Aucune différesmmificative entre les ajustements n’est
observée quelle que soit la condition d’expositigeffet de I'uranium sur la masse des ceufs
est donc lié a la réduction de la taille des dagghriDes résultats similaires sont obtenus dans

le cas d’'une exposition a l'uranium débutée auestagbnate (Tableau 11).
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4.7. Bioaccumulation et débits de dose

B Embryogénése a 25 ug U L' + transfert en

400 - milieu contaminé a I'éclosion & 25 pg U L

m Embryogénése a 75 pg U L + transfert en
milieu contaminé a I'éclosion & 75 ug U L

300 +

200 +

100 ~

bioaccumulation (ng U.mg * daphnie)

Bl B3 B5
ponte

Figure 42 : bioaccumulation en uranium dans le corps des dash(ngU.mg daphnie),
exposées pendant 'embryogénése et maintenues&7351gU.I[* au moment des pontes B1,
B3 et B5 (moyenne £ES, n =5, ** p <0.001 ; *$0.01 et * p < 0.05)

Comme précédemment, nous avons choisi de présele®r résultats de
bioaccumulation en ngU.rifgdaphnie, sous la forme d’histogramme (Figure 4@sque
'ajustement de la croissance de Von Bertalanffyg@oué pour certaines conditions
d’exposition. Les quantités d’uranium mesurées dart®rps des daphnies augmentent avec
I'age et les concentrations d’exposition pour BBBt Aucune différence significative n'a été
mise en évidence entre les deux conditions d’etipasiDes teneurs moyennes de 212 et 238
ngU.mg" de daphnie, ont été mesurées aprés 20 jours diitiquo (ponte B5) 25 et 75
ngU.Lh Ces valeurs de bioaccumulation permettent deilealces débits de doses moyens
maximaux & 20 jours de 87,5 et 98,3 uGy,taprés exposition pendant 'embryogénése et
maintien & 25 et 75 pgUl, respectivement.
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4.8. Discussion

Les quantités d'uranium mesurées dans les ceufs dpm@u 2 jours d’exposition
demeurent faibles. Ces résultats sont a rappratdsenbservations de Zeman (2008) qui n’a
montré aucune malformation des ceufs disséquésaeé®la 0.4 mgUl Zeman (2008)
suggere que la présence d’'une membrane peu peereraldloppant les ceufs conférerait une
protection pendant une grande partie de leur dppelment par rapport aux néonates. Les
dosages en uranium dans les individus apres 3 jdersiéveloppement dans la poche
incubatrice des méres (embryons au stade E+2) égpas 25 et 75 pgUL ont révélé la
présence de quantités d'uranium de 27 et 33 ngl.digmbryon, respectivement. Ces
quantités représentent environ 30% des quantitésamium retrouvées dans le corps des
meres au méme temps de préléevement. De la mémematall et al. (1982) détectent la
présence de nickel dans les ceufs de meres de daplexiposées quelques heures a 250
ugNi.L'Y. Cette accumulation ou cette adsorption est duwkesiéchanges entre la poche
incubatrice des daphnies et le milieu extérieurgoeremet en cause l'idée que la poche
incubatrice des daphnies puisse étre indépendasteahditions externesd@x, 1949. Les
travaux deKobayashi et al. (1987)montrent que I'oxygéne doit étre présent a desuesr 6
mgQO,.L ™ dans la poche incubatrice pour assurer un tauwé éiéclosion des ceufs. Ces
résultats impliqguent que les daphnies échangenveawent des fluides entre la poche
incubatrice et le milieu environnant pour satigda demande en oxygene des embryons. Par
ce processus, les embryons peuvent étre exposésartain nombre de contaminants dont

['uranium.

Chez les daphnies exposées a I'uranium pendanbigrgénése et transférées dans
un milieu non contaminé, les résultats montrent ndweiction de la taille pour les individus
exposés a 75 pgULet une diminution de la fécondité des individuargyété exposés a 25 et
75 pgU.L% Ces effets sont en accord avec lirréversibilies effets dans F1 & la plus forte
concentration mais contrastent avec la réversibdbservée a 25 pgU'L(chapitre 2). La
différence pourrait étre liée au fait que la gétiéraF0 était exposée des I'ovogénese, ce qui

rend possible I'occurrence de processus compenssitibansférés aux descendants.

Cette expérience rend également possible une caimpardes effets de I'uranium
entre des individus exposés depuis I'embryogénedesindividus exposés au stade néonate.

L’issue de cette comparaison doit permettre d'éaki I'aggravation des effets observés
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entre FO et F1 est uniquement due aux effets couads pendant le développement
embryonnaire des individus. Les résultats ont donatré que le maintien des néonates a 25
et 75 pgU.L* aprés I'exposition & I'uranium pendant I'embryogga entraine une croissance
somatique et une reproduction tres fortement rédutix deux concentrations. Ces effets sont
en accord avec ceux mis en évidence dans la g@réFdt, au niveau de la croissance, tandis
que la reproduction est beaucoup plus affectée jag5L™" qu'attendu d'aprés la génération
F1 (chapitre 2). Ainsi, I'exposition pendant I'ergbgénese pourrait, au moins partiellement,
expliquer l'aggravation des effets sur la croiseastzservée entre les générations FO (exposée
seulement a partir du stade néonate fraichemenbs)eckt F1 (exposée pendant
I'embryogénése, lors de l'incubation des ceufs de EBpendant, la différence observée au
niveau de la reproduction suggere une influence ¢&e descendants de I'exposition subie
pendant I'ovogénese, I'embryogénese et apres B@mtodes individus. Dans le cas du
bromure de sodium et 3,4 dichloroanilirigaird et al. (1991) démontrent que I'exposition
d’embryons deDaphnia magnaa ces deux toxiques pendant leur phase de déestapyp
dans la poche incubatrice entraine une augmentsigioificative de la mortalité des juvéniles
apres transfert en milieu non contaminé.

L’exposition & I'uranium pendant le développemembeyonnaire suivi d’un transfert
des néonates en milieu propre ou contaminé n'&fpas la survie. De ce point de vue, les
daphnies présentent des caractéristiques plus gsalds générations FO que des générations
F1 exposées a l'uranium. La mortalité des indiviegMposés s’accroit brutalement dans la
deuxiéme génération (& 75 pgU.thez des daphnies issues de ponte B5), 'augnemtes

effets sur la survie ne pouvant donc pas étrebattg a I'exposition embryonnaire.
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CONCLUSIONS DE LA PARTIE B

Effets de l'uranium sur I'individu

Les résultats expérimentaux ont mis en évidencel'genium affecte I'assimilation
du carbone contenu dans la nourriture, chaphnia magnaavec de graves conséquences

sur la croissance somatique et la reproduction.

De plus, les effets toxiques de l'uranium s’aggra\vau travers des générations, quel
que soit le numéro de ponte (B1 ou B5) utilisé poammencer les générations. Des
perturbations importantes de la croissance etaiesde nutrition sont visibles dés 10 pgd.L

a partir de la deuxiéme génération exposée.

La progéniture présente une capacité a se restdareyr un milieu non contaminé
lorsque les individus sont issus de parents expadésanium & 25 pgU.t, mais pas a 75
HgU.LL Cette capacité pourrait toutefois étre dépendaleteprocessus compensatoires,
intervenant au plus tard au cours de I'ovogénéssyrant une meilleure capacité a faire face
au stress toxique. Ces processus auraient pud@iaeit chez les individus exposés a partir de

I'embryogénese.

Les effets toxiques de I'uranium dans le cas d'exgosition pendant I'embryogénése
et apres I'éclosion des néonates pourraient exglifaggravation des effets sur la croissance
et la reproduction observeés entre la premiere delxieme génération. Néanmoins, la méme
conclusion ne peut étre tirée concernant la surdant la réduction dans la deuxieme

génération ne semble pas résulter de I'expositemdant 'embryogénese.
La survie, la croissance et la reproduction desvidds issus d’'une ofe ponte sont
beaucoup plus sensibles & l'uranium que cellesimtigidus issus d’'une %8 ponte. Ces

effets sont particulierement visibles sur la demaégénération exposée.

L’ensemble de I'étude expérimentale menée au nidealindividu a montré l'intéret

crucial () d’étudier la toxicité des polluants tels que dnum au cours d’expositions
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multigénérationnelles|ij d’'identifier les stades critiques, tels que letbeyons dans le cas
de I'uranium, dont I'exposition entraine des effeéaucoup plus sévéres sur la croissance et
la reproduction, mais pas sur la survie ig) @’identifier des cohortes plus sensibles a la
toxicité, telles que les individus issus de premiponte dans le cas de l'uranium. Les

conséquences de ces différents points au niveala g@pulation demeurent a examiner.
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PARTIE C. EFFETS DE L'URANIUM DE L’'INDIVIDU
A LA POPULATION

MODELISATION ET DISCUSSION

130



Chapitre 1. Application du DEBtox au cas de l'utani rirkaC

Chapitre 1. Application du DEBtox au cas de 'uranum

Pour étudier les modes d’action possibles de liuransur Daphnia magna les
modeles DEBtox ont été appliqués aux données empétales des trois générations : FO, F1
et F2, commencées avec des néonates B5. Commecantams |la synthése bibliographique,
les modeles DEBtox n’avaient jamais été appligués @as d'une exposition
multigénérationnelle auparavant. En revanche, datre étude, 'approche DEBtox n’est pas
appliguée aux jeux de données des générations cood@e® avec des néonates B1 car ils ont
été seulement acquis & 25 et 75 ugt).te qui représente une gamme de concentration

insuffisante pour paramétrer le modéle.
1.1. Choix des hypotheses

Dans le modéle DEBtox proposé piooijman et Bedeaux (1996),une fois la
concentration seuil dépassée (NEC), le niveaurdgstoxique (b) est supposé étre dépendant
de la concentration interne. Néanmoins, certaissotd mis en évidence que les effets de
toxiques peuvent aussi bien étre liés a la conagotr externe qu’a la concentration interne.
Dans la situation particuliere ou la fonction dies est affectée, les effets peuvent ainsi
apparaitre aussitét que les contaminants ont ge&rés. A l'issue de nos expérimentations,
'uranium s’est avéré fortement réduire le tauxsdieilation des daphnies. De plus, des
observations par microscopie optique ont mis edeide de graves dommages de la paroi du
tube digestif des daphnies, en présence d’uran@mpeut donc s’attendre a une induction
rapide des effets, des le contact de I'épithélintastinal avec I'uranium ingéré. L'ajustement
du DEBtox aux données est, par conséquent, réafiseonsidérant le modéle avec et sans

module cinétique.

Sur la base de nos observations, seuls les modelésts indirects sont valables car
I'uranium s’avere fortement réduire la croissanomatique, en réduisant a la fois le taux de
croissance de Von Bertalanffy et la taille maximd@ans I'approche DEBtox, trois modes
d’action sont proposés pour expliquer les effetslaicroissance avec effets indirects sur la
reproduction. Parmi ces modes d’action, un effdfudanium sur les colts énergétiques pour
la croissance est peu probable car il prédit quionéene taille maximale est atteinte quelle

gue soit la concentration d’exposition, ce qui été observé dans aucune génération testée
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lors de nos expérimentations. Les deux modes diaatbnduisant a une taille maximale
réduite sont liés, soit a 'augmentation des cqiotsr la maintenance, soit a la réduction du
taux d’assimilation. Dans ces modes d’action, &e8ur la croissance et la reproduction est
respectivement obtenu selon les équations 7 etBeaiwl du tableau 4 présenté dans la partie
A 8§ 4.2.2. Billoir et al, 2008. Le taux d’investissement d’énergie g est égal éhez la
daphnie en condition optimale. De plus, les daghritaient en conditions nutritivesd
libitum lors des expérimentations, ce qui permet de fiaeréponse nutritive fonctionnelle
fal.

1.2. Ajustements

Les équations ajustées sont donc :

ds

Croissance o =y@-/(1+0(c)) (Ea.7)
-1
Reproduction R(/) = Rmax @+ J(C))(EZ d+ J(;)) e f?;} (Eq. 8)
p

cro eyt o)~ .9
roissance —= :
dt ( ) !

Reproduction R(/) = Rmax @-o(c ))fz(ﬁ) - ﬁ‘; (Eq. 4)

Ep 2-0(c)

ou ¢ est la taille normalisée par la taille maximéig, ¢, est la valeur dé a la puberté (mm),

vy est le taux de croissanc&)(jR est le taux de reproduction journalier d’'uaglthie de taille

¢ (nombre de descendants.femé)leRnax est le taux de reproduction maximale (nombre
maximal de descendants.fem@é)et c est la concentration externe ou la concéotrinterne
(LgU.L™Y calculée selon le modéle toxico-cinétique (pakti&4.2.1,).

Dans un premier temps, les paramétres qui ne dépepds de la toxicité, a savéir

(valeur def a l'éclosion),fp, {max ¥ €t Rnax SONt estimés en condition témoin pour chaque

génération. Ensuite, les parametres de toxiciteQNE et k) sont estimés a partir des
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données, sur chaque génération, pour toute la gademeoncentration en uranium. Les
ajustements sont réalisés en utilisant la méthedentbindres carrés. Pour chaque groupe de
traitement (concentration et temps d’expositioa)noyenne des carrés des écarts des criteres
d’effet i (mce), i étant la croissance ou la reproduction, elstud@e comme la différence entre

les valeurs simulées et observées selon I'équation

. Z(Simi,t -obs, )’
mceg = » x—
s ; o’ obs, n,

ou sim; et obs; sont les données simulées et observées a un teppsrtie critere d’effet |
et pour le test j et obs; la variance des données observées au temps tepotitere d’effet
i. Comme le nombre d’observations pour la croissagtcla reproduction n’est pas le méme,

la somme des carrés est divisée par le nombredatagervations (.

Comme la reproduction est une fonction en "escafies daphnies se reproduisent
tous les 3 jours, avec une forte synchronisatianeeles organismes), le poids relatif de la
reproduction dans la moyenne globale des carrégamss (MCE) est supérieur a celui de la
croissance. Pour éviter la surpondération de leodeetion, la moyenne des carrés des écarts
des critéres d’effet i (mgeest divisée par la moyenne totale des carrégckass des critéres
d’effet i (mceo), Selon I'équation :

n, z (ObS,t,j - ﬁ)z

_ mce _ i
MCE = avec mc = X ——
iz mCe,tot qvmt ; 02 Obs,t nt

ou obs est la moyenne des données observées sur sdesigs.

Cette normalisation permet d’ajuster simultanémantroissance et la reproduction.
La reproduction étant liee de pres a la croissanwax des parameétres communs dans le
modele, il est préférable de ne pas traiter sépaméchaque paramétrdager et al, 2009.
Les intervalles de confiance sont déterminés disautk la méthode Bootstrap. Pour cela, les
données de chaque concentration et temps d’expositint simulées en faisant des tirages
aléatoires avec remises dans les observationssett lde données est analysé comme décrit
précédemment. Cette procédure est réalisée 10d0Lfestimation des parametres et des

intervalles de confiance ont été réalisés sous R.

133



Chapitre 1. Application du DEBtox au cas de l'utani

1.3 Résultats

Les valeurs des parametres et leur intervalleoddiance pour la condition témoin de

chaque génération sont présentés dans le tableau 12

1.0009 [0.9868-1.0163]

1.0745 [1.0428-1.1044

13DE19820-1.0480]

6, 0.5856 [0.4960-0.6698] 0.6715 [0.5911-0.7399 0%E54143-0.6277]
b 4.4238 [4.2336-4.6448] 4.2160 [4.0148-4.4403 413[720982-4.8299]

v 0.1346 [0.1139-0.1577] 0.1365 [0.1177-0.1598 03LEB80902-0.1603]
Rinax 82.4822 [58.0080-110.8413]  73.2009 [56.8788-93.93[7098.4032 [72.4545-150.1754]

Tableau 12 : paramétres estimés en condition contrdle pour3degenérations successives

(FO, F1 et F2).

Les parameétres estimés en condition contrble s@st similaires entre les 3 générations

(Tableau 12). Les parametres de reproduction, eirsda taille a la puberté, et le taux de

reproduction maximale Rx montrent une plus grande variabilité entre legdions que les

parameétres de croissance, mais les intervalles aidiance pour ces parametres sont

relativement grands. Les paramétres estimés enitmndémoin pour la croissance et la

reproduction sont utilisés dans les analyses deséls de toxicité de chaque génération.

Le tableau 13 présente les parameétres de toxdit@és sur les données de croissance

et de reproduction pour les trois générations FAOet F2), en fonction du mode d’action et

de l'utilisation ou non du module cinétique.
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Avec module cinétique

Assimilation
FO

F1

F2
Maintenance

FO

F1

F2

0.1919 [0.0000-16.8031]

7.7693 [0.5779-16.0819]
2.3211 [0.0000-10.5406]

5.9260 [0.0000-181875]
12.4677 [3.3070-18.1218
8.9505 [0.0000-11.8097]

0.0654 [0.0002-0.0057]

0.0068 [0.0062-0.0207]
0.0137 [0.0098-0.0230]

0.0056 [0.0005-0.0076]
0.0141 [0.0100-0.0270]
0.0334 [0.0143-0.0556]

BD[D.1118-547.2185]

34[0.0619-623.7027]
8934 [0.6353-694.027(

023[B1874-578.3780]
2348[0.0976-631.6547]
8924 [2.7446-712.0915

1

1

0.0761 [0.0025-1.0696]

0.0285 [0.0109-0.1569]
0.0416 [0.0072-0.1685]

0.0794 [0.0025-1.0214]
0.0280 [0.0106-0.1301]
0.0438 [0.0071-0.1848]

Sans module cinétique

Assimilation

FO

F1

F2
Maintenance

FO

F1

F2

9.3701 [0.0000-25.0000]
8.2133 [1.2988-15.8916]
2.3181 [0.0000-8.2914]

9.3795 [0.0000-24.9371]
13.2301 [4.5095-18.6871
4.3497 [0.0000-8.2924]

—

0.0027 [0.0006-0.0086]
0.0068 [0.0059-0.002]
0.0137 [0.0103-0.0212]

0.0046 [0.0009-0.0064]
0.0142 [0.0060-0.0180]
0.0292 [0.0164-0.0531]

/
/

08a0 [0.0027-1.0856]
26/[0.0118-0.1403]
409[0.0079-0.2259]

0826 [0.0029-1.0613]

.0261 [0.0120-0.1569]

680[0.0086-0.2203]

Tableau 13: parametres de toxicité estimés pour les 3 gémaratsuccessives exposées a I'uranium (FO, F1 gtdffonction des deux modes

d’action possibles et avec ou sans le module ¢jnétiMCE correspond a la moyenne des carrés dessématre les données observées et les

modeles.

135



Chapitre 1. Application du DEBtox au cas de l'utani rirkaC

Pour les deux générations FO et F1, il y a peuiffiérehce entre les modes d’action
sur les parametres. En revanche, pour la troisigémération, les MCE pour les 2 modeles
sont plus petits lorsque I'uranium a un effet sagsdimilation en comparaison a un effet sur la
maintenance.

Pour ce qui est de l'utilisation du module cinééqil y a peu de différences entre les
paramétres des modeéles en prenant en compte lelencdétique ou pas. De plus, pour les
générations F1 et F2, les taux d’élimination déteés, k, correspondent a des cinétiques tres
rapides. Par conséquent, au pas de temps d'un gotnespondant aux observations
expérimentales, le module cinétique n’apporte pasodmations supplémentaires. L'effet de
'uranium peut dés lors étre considéré comme imatéflie. maximal des le premier jour
d’exposition) et étre corrélé aux concentrationgemes en uranium. Cela renforce donc
I'hypothese d’'un effet de I'uranium agissant locaémt au niveau de la paroi du tube digestif,
et donc sur le processus d'assimilatidncontrarig les effets sur la maintenance sont des
effets systémiques qui impliquent une toxicité &k concentration interne en uranium. De
plus, 'augmentation prédite des colts de maintemalevraient se refléter au travers de taux
de respiration beaucoup plus élevés que ceux ngesargrésence d’'uranium.

En supposant un effet sur I'assimilation, directehwrrélé a la concentration externe
en uranium, les valeurs de NEC diminuent et leswal du coefficient d’effet, b, augmentent
au travers des geénérations reflétant I'hypotheasnal’ augmentation de la toxicité de
'uranium au travers des générations. Les inteegatle confiance sont [0.0000 ; 25.0000],
[1.2988 ; 15.8916] et [0.0000 ; 8.2914] pgU.pour les valeurs de NEC, et [0.0006 ; 0.0036],
[0.0059 ; 0.0082] et [0.0103 ; 0.0212] hb pour les valeurs de b, pour les générations FO,
F1 et F2 respectivement. Ces résultats montrent’gugmentation de la séveérité des effets
d’'une génération a la suivante est essentielletidnia une augmentation significative dans

le coefficient d’'intensité d’effet, une fois la NE{&passée.
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Les figures suivantes présentent les ajustememtéesudonnées avec le modéle de

croissance (Figure 43) et le modéle de reprodudfigure 44) avec effets de I'uranium sur

, T — 0 pgU.L"
['assimilation. — 10 pgU.L"!

25 pgU.L!
FO F1 F2 — 75pgu.L!

3
1

2
L

taille (mm)

Temps () Temps (j) Temps ()

Figure 43 : ajustements des données de croissance en taille lavenodéle de croissance
avec effets de l'uranium sur I'assimilation sur tesis générations successives exposées a 0,
10, 25 et 75 pgU.L(FO, F1 et F2)

D’un point de vue graphique, le modele de croissaanec effets de I'uranium sur
I'assimilation s’ajuste relativement bien aux doemébservées a I'exception d’'une croissance

légérement sous estimée a 25 pgU.L dans la F2r@-4).

— 0 pgU.L!
= 10 pgU.L""
25 ugU.L!

FO F2 — 75pgu.L’

0 100 200 300 400 500 E00

masse cumulée des ceufs (ug)

Temps (j) Temps ()

Figure 44 : ajustements des données de reproduction avec leélende reproduction avec
effets de I'uranium sur I'assimilation sur les sajénérations successives exposées a 0, 10,
25 et 75 pgU.L (FO, F1 et F2)

De la méme maniere, le modele de reproduction aaféet de l'uranium sur
I'assimilation sous estime les données de masseiléentes ceufs & 25 pgd.ldans F2,
tandis qu'il les surestime pour cette méme conaéntr d’exposition dans FO (Figure 44).
Dans I'ensemble, ces résultats montrent que I'eféekuranium sur I'assimilation suffit a lui

seul pour expliquer les effets observés sur lassamice et la reproduction.
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1.4. Discussion

1.4.1. Mode d’action de I'uranium ch®aphnia magna

Un toxique qui affecte la croissance de lindividatrainera automatiquement des
perturbations sur la reproduction, car la taillardbrganisme détermine les taux de nutrition
et par conséquent I'énergie disponible pour laaepction. Par conséquent, cette relation
étroite entre croissance et reproduction impliqugré ces deux criteres d'effets ne peuvent
pas étre traités indépendamment. De ce fait, laaé&ks de croissance et de reproduction ont
été ajustées simultanément. L’ajustement est é2abfon le critere des moindres carrés, qui
ne permet que dans certains cas de discrimineragerd’action de I'uranium plutét qu’'un
autre sur la base du modéle qui minimise la MCEy@gnae des carrés des écarts entre les
données observées et le modeéle). La situation whseavec I'uranium est intéressante : les
MCE ne permettent pas de choisir entre un moddidiade I'uranium sur la maintenance ou
sur I'assimilation dans les deux premiéres géramatiSur la troisieme génération, les MCE
déterminées, plus faibles sous I'hypothése d’'uatefé I'uranium sur I'assimilation, restent
relativement proches de celles obtenues sous lthgge d'un effet sur la maintenance. Ce
sont donc les résultats issus de nos expérimensatd de travaux déeman (2008)qui
confortent le choix du mode d’action, a savoir): Iés réductions significatives des taux
d’assimilation en présence d’'uranium mesurées gdihode radiotracanteij)les dommages
importants des cellules intestinales de la paroitahe digestif en présence d’uranium
observés au microscope optiqudi;) ('absence d’effet de I'uranium sur le taux reajoire
taille spécifigue. Néanmoins, les mesures physigloegs et les ajustements DEBtox
fournissent des informations complémentaires, ledéte montrant qu’une réduction de
'assimilation induite par l'uranium est suffisanfwur expliquer I'ensemble des effets

observés sur la croissance et la reproduction.

De la méme maniére, la sélection du mode d’actionadimium chebaphnia magna
peut étre discuté. Les résultatskKimijman et Bedaux (1996)évelent une diminution de la
fécondité deD. magnaen présence de cadmium mais I'absence d’'effetlessuiemps de
maturité sexuelle. De ce fait, les modeles d’effetirects sur la reproduction sont écartés.
Par conséquent, le mode d’action qui expliqueestréductions de fécondité serait dd a un

effet direct du contaminant sur la reproductiorit aa travers d’une mortalité des individus
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pendant I'ovogenéséModele Hasar)l soit d'une augmentation des co(ts énergétiqoes p

la production d’ceufsModéle des Col}s A partir des résultats des ajustements selon les
moindres carrés, les auteurs concluent que ces medes d’action pourraient expliquer les
effets observés sur la reproduction. Or en préseeceadmium,Baillieul et al. (2005)
montrent des réductions significatives de la ta@lade la masse des daphnies et, donc une
taille de puberté retardé®¢ Cauley et al, 1990 ; Ebert, 1992 Par conséquent, les résultats
expérimentaux et la sélection du mode d’action adndum chezZDaphnia magngpeuvent
étre remis en cause. De plus, plusieurs étu@Gedati et al, 1988 ; Allenet al, 1995;
Barata et Baird, 2000; Baillieul et al, 2009 révélent que le cadmium affecte I'acquisition
d’énergie au travers d'une réduction de l'assingtatchezD. magna En appui de ces
résultats expérimentauiilloir et al. (2007) qui étudient les effets du cadmium chez
magna font le choix de ne pas sélectionner un modetidacplutbt qu'un autre, apres
analyses des ajustements fournis par le DEBtox. digeurs décident de continuer leurs
analyses au niveau de la population avec les ciodesd’action, permettant ainsi de faire
une comparaison entre eux au niveau de la popnla#insi, pour des concentrations
<7.5 ugCd.r*, les valeurs du taux de croissance asymptotique pepulation sont similaires
qguel que soit le mode d’action. Passé ce seuilmbzléle avec effet du cadmium sur
I'assimilation induit une diminution plus importansur le taux de croissance de la population

en comparaison aux autres modes d’action.

1.4.2. Cinétique et transfert de I'uranium cibEgphnia magna

D’aprés les travaux d&ooijman et Bedaux (1996)le taux d’élimination k peut
déterminer trois vitesses de cinétiques d’'un palluauand ktend vers l'infini, la cinétique
du toxique dans I'organisme est rapide, quanteRd vers zéro, la cinétiqgue du toxique est
tres lente et pour des valeurs intermédiaires gdakcinétigue du toxique est normale.
D’aprés nos résultats présentés dans cette pgtti8.), les taux d’élimination de l'uranium
des générations F1 et F2 correspondent a desairétiapides (k18 j*), suggérant un effet
immédiat a I'échelle de la journée, ce qui est tguaent fort en faveur de I'hypothése de
dommages opérés au niveau de la paroi du tubetifliges daphnies par I'uranium ingéré.
Ces éléments nous permettent de ne pas considémesdule cinétique dans nos simulations
car il n‘apporte pas d’informations supplémentaietsde corréler le stress toxique a la

concentration externe, ce qui apporte une simptifim non négligeable du modele. Il serait
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néanmoins intéressant d’examiner si a d’'autresanixele nourriture, les valeurs estimées des
constantes cinétiques ne seraient pas influen@¥da peponse ingestive.

De la méme manierd®eéry et al. (2003a)ajustent des modeles avec effets du cuivre
sur les codts de la croissance et sur I'ingestioguhtrieme instade Chironomus ripariuset
ils observent des taux d’élimination qui tendentsJénfini, suggérant des cinétiques rapides
d’élimination. D’apres I'étude dBilloir et al. (2008)concernant la toxicité du cuivre et du
zinc sur D. magna les analyses statistiques montrent clairement lgse données de
reproduction ne sont pas suffisantes pour estimetalx d’élimination d'un toxique.
Cependant, les données de survie peuvent aussiléiritces par des modeles impliquant le
taux d’élimination. Par conséquent, I'utilisation méme temps des données de survie et de
reproduction pourrait potentiellement nous aideeséimer le k mais cela implique des
ajustements simultanés.

Les concentrations de polluants sont rarement rdesudans les organismes. Elles
permettraient, pourtant, d’avoir une estimationlaeconstante d’élimination. A partir des
mesures de bioaccumulation d’uranium présentées tarpartie B (8 2.7), nous avons
déterminé des constantes d'élimination égales &71j3 pour des concentrations 25
HgU.L" et de 0.126 } & 75 pgU.L}, toutes générations confondues. Ces valeurs se
rapprochent des valeurs dgeédites par les modéles DEBtox dans la premiéreigtion
(F0O), mais elles sont trés largement inférieuresli@s prédites dans les deuxiéme et troisieme
générations (F1 et F2). De telles différences suggéjue I'accumulation de I'uranium chez
la daphnie ne suit pas une relation de proportiiténantre la quantité d’uranium totale
bioaccumulée (dont la cinétique lente est obseda®s nos expériences) et la fraction
biologiquement active induisant le stress toxiqien( la cinétique rapide est prédite dans les
ajustements DEBtox). En outre, l'utilisation d’'urodele toxico-cinétique simple comme le
modele linéaire a un compartiment, pour décrire bi@aaccumulation de ['uranium,
représenterait une vision trop simpliste du fomgtement d’'un organisme tel que la daphnie.
S'’il a 'avantage d’étre communément employé dansllipart des approches de modélisation
des effets et de disposer de méthodes classigassndation des parametreSshauer et al,
2006, ce modele considére uniquement la bioaccumulaties polluants dans les tissus
internes et suppose une croissance continue dasisngesDaphnia magnaqui appartient a
'embranchement des arthropodes, est caractériséupa croissance discontinue et une
physiologie marquée par le cycle de mue. Cettagodatité a été examinée dans une étude
récente Bouafif, 2010. La bioaccumulation d’'uranium chez la daphniesprée ainsi des

teneurs élevées au cours des intermues. A causerdyon ionique proche de celui du
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calcium, I'uranium dans sa forme libre (L) s'échangerait avec Iion &a(Cooley et
Klaverkamp, 2000). Cette affinité avec les sites de fixation dwcitah de la cuticule pourrait
expliquer les teneurs transitoires de l'uraniumzcle daphnie. Néanmoins, les mesures de
bioaccumulation dans la cuticule n'ont pas suffiteapliquer les valeurs transitoires
observées. L'implication de la masse des gonadest pas confirmée par les mesures dans
les ceufs fraichement pondus. L'ensemble des résulim cette étude suggére donc une
bioaccumulation en uranium importante dans lesisissternes cheP. magnaau cours du

cycle de mue.

1.4.3. Vers la détermination d’une concentratiamlsans effet au niveau individuel

L’approche classique en écotoxicologie consisté dodéterminer des NOEC (No
Observed Effect Concentration) en utilisant detstdhiypothéses, soit a prédire des B0
Effect concentration) en interpolant des courbesedéponse. Cependant, les NOEC ef EC
dépendent des caractéristiques des bioessais, ctaarogteres d’effets mesurés ou encore la
durée d’exposition. Par conséquent, ils ne peupastétre facilement extrapolés, ni compareés
entre especes ou contaminants. Les modeles DEBtogij(nan et Bedaux, 199§, en
décrivant la maniére dont l'individu alloue son kgie a la survie, la croissance et la
reproduction en présence de contaminant, permetientliier les perturbations de la
physiologie et leurs conséquences sur 'histoireideSon application permet de déterminer
le seuil de concentration (NEC) a partir duquédblectionnement de I'organisme est perturbé
et ce, en tenant compte simultanément des effeté&esgemble des processus clés. La valeur
obtenue est indépendante des concentrations tettdes temps d’exposition. De ce fait, une
comparaison entre NEC et NOEC n’est pas possible.

Nos valeurs de NEC avec effet de I'uranium sursliagation sont de 9.37, 8.21 et
2.32 pgU.L[* dans le cas ou les ajustements sont faits sur dewe et trois générations.
Jusqu'a présent, les modeles DEBtox n’avaient g appliqué a des données issues de
tests de toxicité multigénérationnels. Nos réssiltabnfirment une augmentation de la
sensibilité¢ des daphnies d’'une génération a laastév Il serait intéressant de prendre en
compte I'exposition des individus a l'uranium pentlddembryogénése dans les modéles
DEBtox. En effet, nos résultats expérimentaux oohtré gu’une exposition a I'uranium des
daphnies pendant leur développement embryonnapkgerrait partiellement I'aggravation

des effets au travers des générations.
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Chapitre 2. Extrapolation des effets de [l'uranium ¢

I'individu a la population

Ce chapitre est dédié a l'extrapolation des effexsques de I'uranium du niveau
individuel ou ils sont mesurés au laboratoire, areau de la population, plus pertinent du
point de vue écologique. Ce changement d’écheflese sur des modeéles de populations de
type matrice de Leslie. Dans un premier tempss# @ extrapoler directement les données de
survie et de reproduction observées dans les donslitparticulieres testées lors des
expérimentations. Dans un second temps, l'utitieatd’'un modéle DEBtox au niveau
individuel va permettre d’extrapoler les effets aiweau populationnel aux valeurs

intermédiaires de la gamme de concentrations emwmra
2.1. Choix du modéle de dynamique de population

Les différents modéles démographiques ont été miEse dans la synthese
bibliographique (Partie A). Parmi eux, les modalespopulations matriciels type Leslie se
sont avérés étre des outils puissai@asivell, 200} et ont été récemment appliqués en
écotoxicologie au cas de la daphnBallbir et al, 2007, Duchetet al, 2010, Bghnet al,
2010 pour déduire différents critéres d’effet démodpigpes, tels que le taux de croissance
de la population et la distribution en age asynigtats (c'est-a-dire en conditions constantes
quand la structure en classes est stabili€&swell, 200). Ces modeles supposent que la
population est constituée de plusieurs classesd'dgférentes. Les classes peuvent étre de
véritables stades biologiques, comme les instans pes arthropodes ou étre choisies
arbitrairement, par exemple en fonction de la makese individus. A intervalles de temps
discrets, les effectifs de chacune des classe®s!'@goluent de facon indépendante et sont
calculés a partir de leurs taux de survie et derfdité respectifs. En comparaison, les
modeles logistiques et malthusiens supposent cgi¢alex de reproduction sont identiques
pour tous les individus de la population, ce qesh’pas réaliste d’'un point de vue biologique

chez la daphnie.
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2.2. Fonctionnement des modéles matriciels de poptibn

2.2.1. Hypotheses des modeles

Nos modeles matriciels de population reposentrsis hypotheses :
- le systéme est fermé, sans migration, ni de phéne densité-dépendant ;
- a linstant t, la population est représentée yrarvecteur N(t) structuré en générations et
cohortes de nombre variable selon le scénario déétuconsidéré (population
multigénérationnelle ou non, avec ou sans difféale sensibilité entre les pontes Bl et B5)
et de 22 classes d’age chacune ;
- la population varie de facon discrete au couirgtefvalle de temps de 1 jour.

En introduisant A la matrice de transition, ausppelée matrice de Leslie, la
dynamique de population peut s’écrire sous uneddrés simple :

N(t+1) = A xN(t)

ou N(t) et N(t+1) sont les vecteurs d’effectifs damps t et t+1.

La dynamique de population, en régime asymptotigeeat étre décrite a partir de la
plus grande valeur propre de la matrice Aget qui correspond au taux de croissance
asymptotique de la population.

A > 1 signifie que la population va croitre surdad terme.

A = 1 signifie que la population va se stabilisarlsuong terme.

A <1 signifie que la population va décroitre sutdeg terme, ce qui est synonyme

d’extinction de la population.

2.2.2. Scenarii d'études et origine des données

L’extrapolation, a partir des données observéegesutaphnies exposeées a 0, 10, 25 et
75 pgU.LY, au niveau populationnel est menée selon troisd#ade considérant les effets
toxiques sur une génération (B@énario J}, sur deux générations (FO-Fskénario 3 ou sur
trois générations (FO-F1-F&cénario 3. Quelle que soit la génération, les expérimeonati
sont effectuées avec des individus issus de pdatd® travers des simulations, nous faisons
I'hypothese que les daphnies nées des autres pontame sensibilité analogue a la ponte
B5. Cette hypothese est également sous-jacenteléarissts écotoxicologiques standards,
qui recommandent I'étude de la toxicité sur deshdags issues de ponte 3 au minimum.
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Cette hypothése est néanmoins réfutée par nodatssekpérimentaux qui mettent en
évidence une plus grande sensibilité des individsiss de la premiére ponte exposés a 0, 25
et 75 pgU.L*. Dans un second temps, une modélisation tenanpteode la différence de
sensibilité observée entre les pontes est conduiiatroduisant deux cohortes (de sensibilité
respectivement équivalente aux individus issus tieBde B5) dans chaque génération. Les
simulations correspondantes sont menées sur uréagim (FOscenarii 4aet 4b) ou deux
générations (FO-F&cenarii 5aet 5b), les cohortes étant notées FO(B1), FO(B5), F1@@&1)
F1(B5). Lesscenarii 4aet 5a supposent que les individus issus de ponte B2uoet
sensibilité équivalente a celle des cohortes isdedd5, et dans lescenarii 4bet 5b, que les
individus issus de ponte B2 ont une sensibilité\éjente a celle des cohortes issues de Bl.
Dans tous les cas, les pontes B3 et B4 sont suppa@ée équivalentes en sensibilité a la
ponte B5.

La comparaison des prédictions des simulationssdesarii 2, 5aet 5b va permettre
d’estimer I'impact sur la dynamique de populationng distinction entre la sensibilité des

différentes pontes.
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2.3. Construction des matrices de population

e Scénario 1. exposition sur une génération (FO, sans distinatle sensibilité entre B1 et

B5)

A ce sceénario correspond le cycle de vie schémdéie8 la figure 45.

Figure 45 : schéma représentatif du cycle de vie de Daphnignaaur une génération (FO0),

ou fo; et $o;i sont les taux de fécondité et survies age-spéesicet p la premiére classe

d’age ou les néonates éclosent

La population est représentée par un vecteur (221 classes d’age. La matrice de

Leslie A, de 22 par 22, prend la forme :

0 0 0 frop froprr .. frozr froae ny(t)
Se¢ 0O 0O 0O 0O 0 0 © ny(t) N(t + 1) — A x N(t)
0 Se2» 0 0O 0O 0O 0 O
A=l o o .. o o o o o N(t) =| n ni+1(t +1) = Sg XN, (t)
0 0 0 S¢ O 0 0 0 Npsa(t) - 22
0 0 0 0 Sgpuu O 0 O nl(t + 1) = ZfFO;i xn, (t)
o o ©o0 ©O0 0 .. 0 o0 Npa(t) i=p
0 0 0 0 0 0 Sro21 Sro2 n(t)

ou fro;i et S sont les taux de fécondité et survie de la clakége i et p est I'age de la

premiére classe ou les néonates sont libérés.

La premiére ligne de la matrice de transition At@nt les taux de fécondit@of de
chaque classe d’age i, en considérant que les gapbammencent a libérer des néonates a

partir de la classe d’age p. Pour tout i<p, cedfiobents de fécondité sont nuls. Sur la sous-
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diagonale de la matrice se trouvent les taux deiesi, ., de la classe d’'age i a la classe
d’age i+1. Au cours d’un pas de temps :

- le nombre d’individus de la classe d’'age i+liasfant t+1 est calculé a partir du nombre
d’individus de la classe d’age i a I'instant t ettdux de survie Qi ;

- on considere que tous les individus de la clasé&ge 22 meurent apres s’étre reproduit.
Pour ce faire, une valeur quasi-nulle f1@st assignée a la probabilité de sureS;

- le nombre de néonates libérés par chaque cldage &p, calculés a partir du taux de
fécondité o et du nombre d’individus de la classe d’age i aboe a I'effectif de la classe

d’age 1 au temps t+1.

* Scénario 2 exposition sur deux générations (FO et F1, slistgiction de sensibilité entre
Bl et B5)

FO;1 FO0;2 FO;p FO;p+1 F0;22
FO
— 4

fFO;p a fFox

Figure 46 : schéma représentatif du cycle de vie de Daphnignaaur deux générations (FO
et F1) ou &, et & sont les taux de fécondité et survie de la cld&sge i dans la génération
G et p la premiére classe d’age ou les néonatasséant

La population est représentée par un vecteur (4l classes d’age réparties dans
deux générations (Figure 46). Dans ce scénariondemates produits par I'ensemble des
classes d’age>p des générations FO et F1 contribuent a I'effaddifla classe d’age 1 de la
génération F1 au pas de temps suivant.

La matrice de Leslie A, de 44 par 44, prend la form
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0 o0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 Ne;(t)
So1 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 NeoAt)
0 S O 0 O O O0O O 0 0O O O 0 0 0 O
0 0 .. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Neoyeft)
0 0 0 S, 0 o0 o0 o0 0 O O O 0 0 0 O Neg;p+1()
0 0 0 0 Spu O O O O O O 0O O 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Neo;2(t)
A=l 0 0 0 0 0 0 SoxuSom 0 0 0 0 0 0 0 0N =| oA
0 0 0 fFO‘p fFOp+l oo Trozr froget O 0 0 fFl;p fFl;p+1 fF1;21 fraz Neza(t)
o o 0O O 0O 0O 0 0;S; O 0o 0 0O 0 0 O NegAt)
o0 0 o0 o0 0 0 0 0/ 0 S O 0 0 0 0 ©
o 0o o o o0 o0 o O0, 0 O .. 0O 0O 0 0 O Ne1g(t)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Sqp O 0 0 0 Neg;pe®)
0o 0o 0 ©0O 0 0 0 0; 0 0 0 O0Sywm 0O 0 0
0 0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 .. 0 0 Neg24(t)
0o 0 0 0O 0 0 0 0; 0 0 0 0 0 0 Siz Sz Ne12At)

N(t+1)= A xN(t)
nG;i+l(t +1)= S X Ng; (t)

22 22
nFl;l(t + 1) = ZfFO;i X r]FO;i (t) + ZfFl;i x nF1;i (t)
1=p 1=p

ou s, fei et S sont I'effectif et les taux de fécondité et surdiela classe d’age i dans la

génération G.
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» Scénario 3. exposition sur trois générations (FO, F1 et &Rssdistinction de sensibilité

entre Bl et B5)
La population est représentée par un vecteur N(tp@l classes d'age, réparties sur

trois générations.

FO;1 F0;2 FO;p FO;p+1 F0;22
FO
\— 4
fFO;p a fFOI

fFZ;p a fFZI

Figure 47 : schéma représentatif du cycle de vie de Daphnignaastructurée en 3
générations (FO, F1 et F2) og.ffet & sont les taux de fécondité et survie de la cladssge
i dans la génération G et p la premiere classe d'ag les néonates éclosent

Dans ce cas d’étude a trois générations, les népabduits par les classes d’age i
de la génération FO contribuent a I'effectif declasse d’age 1 de la génération F1 au pas de
temps suivant tandis que les néonates des gémérdiib et F2 contribuent a I'effectif de la

classe d’age 1 de la génération F2 (Figure 47).
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La matrice de Leslie A, de 66 par 66, prend la ®rm

o o o o Oo O O 0 O O O0O O O O 0 O0 0 O0O 0 0O 0 0 0
S+ O 0 O0O O O ©0o O0 0O ©O0 o ©O0 o0 ©Oo o0 ©0 O ©0o o0 O0 o0 0o o0 d
0 S, 0 o ©O0 o0 ©0 o0 O O O0O O O0O 0 O0O 0 0O 0 0 0 0 0 0 (
o o . o0 o O OoO O O O O O0O O O0O 0 O0 0 O0O 0 0O 0 0 0 d
06 0 0 S, 0 0O 0 o0 0 O0O O O0O O O O0 0 O O 0 0 0 0 0 0
06 0 0 0 Sgpsu O O 0 O O o O o 0 0O O0 0O O0O 0 O0 0 0 0 0
o o o o O .. 0O 0 0 O O OoO O O0O O 0 O O O 0 0 0 0 0
06 0 0 0 0 0 So»So» O O O O o0 O0 0 O0, 0 O 0 O 0 0 0 O
0 0 0 frop frops . froms fro»r O O O O O O O O O O O O 0 0 0 0
o o o o ©O0O 0 O 0/S,; 0O o o0 O O O o0, 0O O O 0 0 0 0 0
o o o o O0O O O 0 0 S, O 0 O 0 O0O O0/ 0 O O O 0 0 0 O
Asl o o o o o0 o O 0O 0 O .. O O O O ©0 O O0 o0 o0 o0 0o o0
o o o o ©0o O O O O O 0S8, 0 0 O O O O O O O O O O
o o o o o O O 0 O 0 O 0Sypa O O 0, 0 O O 0O 0 0 0 O
o o o o0 O0O 0 0O ©O0 0O O 0 0 0 o o o o ©0 0 0 0 0
0o o o o ©O0O 0 O0O 0 O 0 O 0 0O 0SumSiw 0 0O 0 0 0 0 0 0
06 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 fap frpa - fram fragel 0 0 0 frop fropun o froor from
0o o o o O0o O O 0 O 0 O 0 O 0 0O 0Sm O 0O 0 0O 0 0 0
o o o o ©0o O OoO O O O 0O O O 0O 0 0 0Sm 0O 0O 0 0 0 O
o o o o 0O O O O0 O O O O o0 O0O O O0 0 O0 . 0 0O 0 0 0
o o o o ©o0 O OoO O 0O O O O O 0O 0 0 0 0 0S, 0 0 0 O
o o o o O0 O O0O 0 O 0 O 0 O 0 0O 0 0 0 0 0Syu O 0 O
o o o o 0O O O O O O O0O O O O0O 0 0 0 0 0 0 0 0o o
o o o o0 O0O 0 OoO 0 O O O O O 0 0 0 0 0 0 0 0 0Suu S

Au cours d’'un pas de temps :
N(t+1)= A xN(t)

Mot +1) = Sg; XN (t)

22
= ne(t+1)= ZfFO;i X Ny (t)
i=p

22 22
Mega (t+2) = D Fra XNy (8 + Dy XNy (t)
1=p =p

ou s, e et S sont l'effectif et les taux de fécondité et surdiela classe d’age i dans la

génération G.

» Scenarii 4a et 4b exposition sur 1 génération (FO) avec prise enpte des cohortes (B1

et B5) ou les individus issus de la ponte B2 o sensibilité équivalente a celle des cohortes

issues de B1 ou B5

Dans ces deux cas d’études, la génération FOiasée en deux cohortes FO(B1) et
FO(B5) présentant des sensibilités distinctes wissale I'exposition a I'uranium, en accord
avec les résultats expérimentaux. L'appartenansendenates libérés a I'une ou l'autre des
cohortes dépend de 'age i de la daphnie qui ledut. Les daphnies libérent leurs pontes
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tous les 3 jours, en rythme avec leur cycle de rhadibération des pontes 1 et 2 correspond
donc respectivement aux classes d'age p a p+23®apH5, p étant la premiére classe d’'age
ou des néonates sont libérés.

Scénario 4a ponte 1 pontes 2a5

Sro@1):1 SFO(Bl) 2 FO(BL):p FOBL):p+ Sro1)p+s SroE1y22
o {}@ - &=
N T @

FO(Bl) & fro@a); p+2
|

FO(BS);p (55) p+3 @FO(BS):ZZ
af

fro@sypra @ fFO(BS) 22

p & Trog B5)p42

Scénario 4b : pontes 1 a2 : pontes 345

SFO(Bl) 1 SFO(BI) 2 FO(B1);p 0(51> p SFO(Bl) p+6 SFO(Bl);ZZ
FO (B 1) % @ _________
[
N g

FO(Bl) & fro@a); p+5 : N
i | froiyprs @ fromi)22
|
T
I

1
T
|
FO(B5);1 FO(B5);2 FO(B5);p Fo B5> FO(B5);p+6 FO(B5);22
FO (BS) ‘@@ @ @ @ _________ @
|
/)

fFO(BS) p6 & fFO(BS) 22

|

fro@syp  froms) p45
|
I

Figure 48 : schéma représentatif du cycle de vie de Daphnianmasfructurée en 1
génération (FO) divisée en 2 cohortes FO(B1) etBB)(ou fom)i €t SFow); sont les taux de
fécondité et survie de la classe d’age i dans chagphorte FO(B). Les individus nés des
pontes 2 présentent une sensibilité a I'uraniurcénario 4a) identique a FO(B1) ou scénario
4b) identique a FO(B5)

Ainsi :
- dans lescénario 4ales néonates issus de la pontesi{p+2) vont contribuer a 'effectif de
la classe d’age 1 de la cohorte Bl, les néonatesldsses d'age>ip+3 a l'effectif de la
classe d’age 1 de la cohorte B5 ;
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- dans lescénario 4b les néonates issus des pontes 1 et<i<fp-5) vont contribuer a
I'effectif de la classe d’age 1 de la cohorte Bds héonates des classes d'agep+6 a

I'effectif de la classe d’age 1 de la cohorte B5.

Les populations sont représentées par un vectauddl@4 classes d’age, reparties en

2 cohortes. Leurs matrices de Leslie A, de 44 gapdennent selon le scénario, la forme :

Scénario 4a

0 0
Sroe1)1 0

0 Sro(B1)2
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
A=| o 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

Scénario 4b
0 0
Sroe1)1 0

0 Sro(B1)2

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0
A=| o 0
0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0

0

o

o

fro@1)p

Sro@1)p
0

O O O O O 0O O O O o o o o o

fro@1)p
0
0
0
&O(Bl);p
0

O O O O O 0O O O o o o o o o

fro@iyprz O
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
Sroe1)p+ 0
0 Sro@y)p+
0 0
0 0
0 fro@yyp+s
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
frogypss O
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
Sroe1)p+ 0
0 Sro@yyp+
0 0
0 0
0 fro@up+s
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0

[=)

©O 0o 0o oo oo o o * © © o oo oo

(=}

© © © o o o o

©O 0o oo oo oo o *

=)

© © o oo oo o

Sroe1y21 Sro(e1y22

fro@u21 fro@y22

0

©O O ©O O O © o o

o

O © 0o o o o o

0

Sroe1):21 Sroery:2z

fro@u21 fro@y22

0

o O O O O © © o

0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0
0
0 | Sroes)1
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0
0
0 | Sros)1
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
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* Scenarii 5a et 5b exposition sur 2 générations (FO et F1) aveemiscompte des cohortes
(B1 et B5) ou les individus issus de la ponte B2 uwme sensibilité équivalente a celle des

cohortes issues de B1 ou B5

Ces cas d’étude correspondent a la version a déragtions du jeu dscenarii 4a et
4b. La population est structurée en 88 classes d'@garties sur les 2 générations FO et F1
comportant chacune 2 cohortes, I'ensemble étagtF@{B1), FO(B5), F1(B1) et F1(B5).

Scénario 5a ponte 1 pontes2a5

FO(B1);1 FO(B1);2 FO(B1);p FO(Bl) p+ FO(Bl) p+3 SFO(Bl);ZZ
FO (Bl) @_’@ @ _________ @
i \ 5%

FO(Bl) p@ frogay, p+2 : Y
| fro@iypa @ fro@iye2
T
|
I

FO(B5);1 FO(B5); FO(B5); ‘3" FO(B5);p+3 FO(B5);22
F 0 ( B 5) @_@ p ) _p: ______ @
| \ _/

fFO(B5> p @ froes)

Sr1es); F1(@5); F1(B5);p Fl(Bs) P F1(B5);p+3 Sr1(es)22
F1 (B5) , =2 +{p+2je)-—{p+3jry - -~
L i \

fFl(BS) p @ fries); p+2 :
T i Traesypad fFl(BS);ZZ
|

[__ O
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Scénario 5b : pontes 14 2 ! pontes 3 a5

fFO(Bl) »@ feogay, p+5

fro@y:pre & fFO(BlX

I
|
|
FO(B5);1 FO(B5);2 FO(B5);p W(Bb p+5 FO(BS5);p+6 FO(B5);22
FO (B5) @_’@ I I @ _________ @
| |
| |
\L N _/

H](BH H] B5);p+! L:
T

fro@s)yp+e a fFO(BS):ZZ

OF1(E5): F1(85); F1(B5)p FLES)PY F1(B5);p+6 Sr1@s)22
F1 (B5) , —=—~{p+5jr}——{p+6jr} ——-------
\L N \

fFl(BS) pa frigs) p+5

Figure 49 : schéma représentatif du cycle de vie de Daphnianmasfructurée en 2

fe1@s)pre & fFl(BS):ZZ

générations (G=FO0 ou F1) divisées en 2 cohortecuha G(B1) et G(B5) o) et &@:
sont les taux de fécondité et survie de la clas&gedi dans chaque cohorte G(B). Les
individus nés des pontes 2 présentent une setsikilfuranium :scénario 53 identique a
G(B1) ouscénario 5 identique a G(B5)

Dans lescénario 5a les néonates issus des classes d’'age i compris gret p+2
(pontes 1) contribuent, quelle que soit la cohdedéa mere, a I'effectif de la classe d’age 1 de
la cohorte F1(B1), tandis que les néonates desedatage> p+3 contribuent a I'effectif de
la classe d’age 1 de la cohorte F1(B5). Danscknario 5h les néonates issus des classes
d’age i compris entre p et p+5 (pontes 1 et 2) rdmnent, de la méme maniéere, a I'effectif de
la classe d’'age 1 de la cohorte F1(B1), tandislgsi@éonates des classes d'age+6 sont
alloués a l'effectif de la classe d’age 1 de lacctd F1(B5) (Figure 49).
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Les matrices de transition A sont de dimension 88 xde forme suivante:

Scénario ba

Sro1) 0 0 0
0 Sroes) 0 0
A=
RFO(Bl); p ap+2 RFO(BS); pap+2 SFl(Bl) + RFI(Bl); pap+2 RF1(BS); pap+2
Rro@1) praa22 Rro@s): p+3 222 Reiei) pr3az2 Srues)t Reesy praaz
Scénario 5b
Sro) 0 0 0
0 Sroes) 0 0
A=
RroB1): pap+s Reo@s)paps | Sriey + Rrew) papss Re1es) papss
Rro@1); p+6 a 22 Rro(s); p+6 4 22 Rei@eiypreaze | Sries)t Reaes) pro a2

ou chaque sous-matrice de A est une matrice 22tgl22que :
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0

SG(B);Z

Se@)n

0

SG(B): p+2

0

0

SG(B); p+3

Se@y2r See)22

0

fo@yp fom)p+ foe)pr2

0

0

0

fe@zr fo@)2e

fG(B); p+3

0

0

0

0

fG(B): p+5

fe@)p

0

0

See)

<z

RG(B); p ap+

RG(B); p+3 a2z

=

RG(B); p ap+
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fG(B); p+6 fG(B);21 fG(B);22
0

Ra(); pt6 a2~

O O O O O O o o o o
O O O O O o o o o o
O O O O O o o o o o
O O O O O o o o o o
O O O O O O o o o o
O O O O O O o o o o
O O O O o o o o o
O O O O o o o o o
O O O O o o o o

O O O O O o o o o

2.4. Estimation de l'intervalle d’'incertitude du lambda, par Bootstrap, sur les données

observées

Dans tous les cas d'études, la distribution du Eanést déterminée en utilisant une
méthode de Bootstrap, qui consiste a ré-échamidofes observations. Pour les 2 types de
données expérimentales mesurées (survie et féépnditchague concentration et temps
d’exposition, on réalise 3 tirages aléatoires, ak@mises, parmi les 3 réplicats de nos
observations. La construction des matrices de ¢.esli réalisée a chaque concentration testée
a partir de la moyenne quotidienne de ces tiraGette procédure est réalisée 5 000 fois,
permettant ainsi d’obtenir une distribution des0B ®aleurs de lambda dans chaque scénario

et & chaque condition d’exposition.

2.5. Implémentation du DEBtox dans la dynamique dpopulation

L'extrapolation des effets de I'uranium de l'indivi a la population est également
réalisée sur la base des sorties du modele DEBttimé suivant les données issues des 3
générations (FO, F1 et F2 commencées avec destaédB) exposées aux conditions de 0,
10, 25 et 75 pugU.L L'approche DEBtox permet des prédictions sur lavie et la
reproduction pour toute concentration en uraniumpmise entre 0 et 75 pgUlLintégrées
ensuite dans les matrices de Leslie dansdesarii 1 2 et 3.

L’approche DEBtox n’est pas appliquée aux sceragt 5, les jeux de données des
générations commencées avec des néonates B1 &yaeuément acquis a 25 et 75 pgt).L

ce qui représente une gamme de concentration isanif pour paramétrer le modéle.
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2.5.1. Hypothéses d’application du DEBtox

Nous nous appuyons sur les conclusions des ajustendu DEBtox réalisés
précédemment dans le chapitre 1 de cette pardeargjue:
- la cinétique rapide de I'uranium dans les tisseda daphnie permet de corréler la fonction
de stress directement a la concentration extemgs permettant ainsi de nous affranchir du
modele cinétique a compartiment ;
- parmi les différents mécanismes d’action possiblénhibition de I'assimilation par
'uranium est privilégiée pour décrire les effetsr da croissance et la reproduction des
daphnies.

2.5.2. Effet de I'uranium sur la survie

Pour décrire I'effet direct de I'uranium sur la gigr des daphnies, nous considérons
une fonction de stress; telle que :
o.(c,.)=0 sic,, < NEC,
{as(cext) =b; e, - NEC;) sic,, 2 NECg
OU Gy est la concentration externe en uranium, NEESt la concentration sans effet sur la
survie et B le coefficient d'effet, estimés pour chaque gét@na Par simplicité et
homogénéité avec la fonction de stress appliqgu@ssimilation, on choisit d’exprimess en
fonction de la concentration externe.
La fonction os est appliguée aux taux de survig.Sdes classes d'age i de la
génération G, de sorte que :
Se; (Con) =1-m(1+ 05 (C..))
ou m (compris entre 0 et 1) est le taux de moéaldii témoin (pour toute concentration
d’uranium ¢x < NEGCg).

2.5.3. Estimation de lambda et de son intervailecdttitude par Bootstrap
A partir des valeurs observées de taille, de ramtioh et de survie, des tirages
aléatoires avec remises en nombre équivalent abmode réplicats sont réalisés pour chaque

concentration et temps d’exposition. Ceux-ci petemttde recréer 5 000 jeux de données par

génération sur chacun desquels les parametres BtoREont ajustés. Les ajustements sont

157



Chapitre 2. Extrapolation des effets de I'indiviia population taC

effectués selon le critere des moindres carréssgmadération par la variance des données
observées et le nombre d’observations pour doeneréime poids aux données de taille et de
reproduction dans le calcul de la somme des cdeg®carts. Pour chaque set de données, les
parametreg), {o, {max ¥ €t Rnax SONt estimés a partir des valeurs de taille eboktion des
daphnies non exposées, puis les paramétres dendticio de stress de l'assimilation,b
NEC, a partir des valeurs mesurées chez les daphrpeséss. Les paramétres de la fonction
de survie (m, § NEGCs) sont ajustés en méme temps sur les valeurs islgesontroles et
daphnies exposeées.

A partir de la distribution conjointe des paramgtagistés, on alimente les matrices de
Leslie desscenarii 1, 2 et 3avec les prédictions de reproduction et surviecdaque
génération & toute concentration d’uranium compdise75 pgU.L* (avec un incrément de
1 pgu.LY). Dans chaque scénario et & chaque concentraticanéim, on obtient ainsi 5 000
valeurs du taux de croissance asymptotique donttien la moyenne et les valeurs
correspondantes aux 2,8t 97,5 percentiles, ainsi que la probabilité d’extinctide la

population correspondant a la proportion des valdeh inférieures a 1.

2.6. Résultats

2.6.1. Dynamique de population dans le cas d'up@sikon a l'uranium sur 1, 2 ou 3
générations successives (sans distinction de klskté entre les individus B1 et B5)

Pour chaque condition d’exposition et chaque si@érmbétude, le taux de croissance

asymptotique de la population est supérieur a dgésant un accroissement des populations
sur le long terme (Figures 50 et 51, Tableau 14).
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Figure 50 : distribution du taux de croissance asymptotiquelad@opulation {) lors d’'une exposition a l'uranium sur une, deux tois

générationsgcenarii 1, 2 et 3 4 0 et 10 pguU.t
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Figure 51 : distribution du taux de croissance asymptotiquéadeopulation {) lors d’'une exposition a I'uranium sur une, deuxtmis

générations (scenarii 1, 2 et 3) & 25 et 75 pg.L
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0 ugu.L? 1.352¢ 1.333: 1.367¢
Scénariol 10 pgu.L” 1.367¢ 1.362¢ 1.372: 0.959¢
(FO) 25 pgu.L? 1.323¢ 1.308¢ 1.336¢ 0.006¢
75 pgu.L™ 1.282( 1.263( 1.299¢ 0
o 0 ugu.L? 1.285¢ 1.280¢ 1.291:
S 2
iﬁga,:”lo) 10 pgu.L* 1.286; 1.278( 1.204; 0.574¢
25 ugu.L? 1.223( 1.199¢ 1.240° 0
A 0 ugu.L™ 1.362¢ 1.355¢ 1.368¢
S 3
(FCg_nFalr_'cF)z) 10 pgu.L? 1.324: 1.311¢ 1.336: 0
25 pugu.L? 1.195:¢ 1.181: 1.209( 0

Tableau 14 :récapitulatif des moyennes, intervalles de comiéaa 95% et seuil de rejet du
test unilatéral des taux de croissance asymptotiqaela population dans le cas d'une
exposition & l'uranium & 0, 10, 25 et 75 pgU.lsur une, deux ou trois générations

successives (scenarii 1, 2 et 3) sans distinct@sanhsibilité entre individus B1 et B5

Dans lescénario 1(exposition sur une génération, F0), en absenoawium, le taux
de croissance asymptotique de la population esi.@ j*. Ce taux diminue pour des
concentrations en uranium supérieures a 10 pgetlil devient significativement différent
de la condition témoin & 75 pgULDans lescénario 2(exposition sur 2 générations, FO et
F1), le taux de croissance de la population edt 2@ j* en condition témoin. Cette réduction
du taux de croissance de la population, chez hasités, entre lescenarii 1 et 2s’explique
par un retard de reproduction observé dans la geoérF1. En effet, dans la génération F1,
les daphnies liberent leurs premiers néonates jaut® en moyenne contre 9.6 jours dans la
génération FO. Cette réduction de croissance dpofaulation est rattrapée lorsque I'on
considére la croissance de la population dassémario 3(exposition sur trois générations,
FO, F1 et F2)). étant égal & 1.36'

L’extrapolation des effets observés au niveau iiddi®l au niveau de la population en
utilisant des matrices de Leslie a partir des desrbservées montrent une réduction du taux
de croissance asymptotique de la population, sigiife a des concentrations de plus en plus
faibles avec 'augmentation du nombre de génératammsidérées. Ainsi, dansdeénario 2
un retard du taux de croissance asymptotique gepalation, significativement différent de
la condition témoin, est observé pour une conctairal’exposition de 25 pguUl, tandis
que celui-ci devient significatif dés 10 pgU.ldans lescénario 3 (exposition sur 3

générations).
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2.6.2. Dynamique de population dans le cas d’'ummgkon a I'uranium sur 1 ou 2

géneérations successives, avec distinction de kilsbte entre individus Bl et B5

La prise en compte de la sensibilité des cohos®ses de Bl dans la dynamique de
population met en évidence une réduction plus itapée du taux de croissance asymptotique
avec la concentration en uranium et au traverggdagrations (Figure 52 et Tableau 15), par

rapport au cas ou la sensibilité de tous les iddwiest considérée identique a celle de B5.
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Scénario 4a
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Scénario 4 0 pgu.L* 1.3211 1.3129 1.3291
cenario 4a 1
(F0, B2=B5) 25 MOU.L 1.2904 1.2787 1.3006 0
75 pgu.L* 1.2423 1.2279 1.2564 0
) 0 pgu.L* 1.2921 1.2852 1.2986
Scénario 4 4
(F0, B2=B1) 25 MOU.L 1.2707 1.2587 1.2833 0.0022
75 pgu.L* 1.1938 1.1804 1.2068 0
Scénario 5a 0 pgu.L™ 1.2815 1.2711 1.2934
(FO-F1,B2=BS) 75 gu.I* 1.1916 1.1642 1.2126 0
Scénario5b O pgu.L™ 1.2750 1.2577 1.2935
(FO-F1,B2=Bl1) 75 gu.|* 1.1187 1.1037 1.1329 0

Tableau 15 :récapitulatif des moyennes, intervalles de comiéaa 95% et seuil de rejet du
test unilatéral des taux de croissance asymptotiqaela population dans le cas d'une
exposition & I'uranium & 0, 25 et 75 pgU.kur 1 ou 2 générations (scenarii 4 et 5), ou les
individus issus de la ponte B2 ont une sensil#liféivalente a celle des cohortes issues de B5
(scenarii 4a et 5pou B1 6cenarii 4b et 5p

Lorsque I'on considere une exposition a I'uraniwm gne génératiors¢enarii 4a et
4b), le fait de considérer la sensibilité des daphmées de B2 comme équivalente a celles
des individus Bl ou B5, induit une différence sigaitive du taux de croissance
asymptotique de la population & 25 et 75 pgtulles valeurs prédites sont logiquement plus
ou moins faibles selon que 'on attribue aux indidd B2 une sensibilité égale a celle des
daphnies issues de B1 ou & celle issues derB51.19 j* contre 1.24°F & 75 pgu.rd).
Quand on considére une exposition a I'uranium suxdgénérationss¢enarii 5a et 5p
I'attribution aux individus B2 d’'une sensibilité &g a celle des daphnies issues de B1 induit
une réduction significative du taux de croissarsgretotique de la population & 25 pgU.L
(» = 1.12 ) par rapport a celui déterminé sous I'hypothése kgs individus B2 ont une
sensibilité similaires aux individus B5 € 1.19 j*). Ce taux de croissance asymptotique de la
population égal a 1.12'jest le plus faible de toutes les conditions d’asigian de tous les
scenarii. Les valeurs de lambda n'ont pas été miétées a 75 pgU:t dans le cas de
simulations sur deux générations, du fait d'uneénekibn des individus dans la deuxiéme
génération.

Ces différents cas d’étude montrent I'importanceptendre en compte les individus
les plus sensibles et I'exposition a un contaminsut plusieurs générations dans les

dynamiques de population chBaphnia magna
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2.6.3. Etude de la dynamique de population en coambvimodeles DEBtox et modeles

matriciels

L’intégration des modéles DEBtox dans la dynamigeepopulation, en prenant en

compte la sensibilité des daphnies nées de poriesoBime représentative de toutes les

pontes, permet de déterminer I'évolution du tauxméssance asymptotique de la population

sur un continuum de concentrations en uranium, d&@ ©5 pgU.[*, avec un pas de

concentration de 1 pgUL(Figure 53). Les résultats montrent que la vakdurlambda

décroit avec la concentration en uranium, la désevice S’accentuant au travers des

générations. Ainsi, celle-ci varie de 1.36§ 1.27 J dans la génération FO, de 1.29§ 0 j*
dans F1 et de 1.38 p 0 j* dans la génération F2.
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Figure 53: évolution du taux moyen de croissance asymptetie la population et de son

intervalle de confiance a 95% sur les trois générs de Daphnia magna (FO, F1 et F2) en

fonction de la concentration d’exposition en uranjuavec effets de l'uranium sur
I'assimilation et la mortalité

165



Chapitre 2. Extrapolation des effets de I'indiviia population taC
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Figure 54 : Probabilité d’extinction de la population sur leis générations de Daphnia
magna (FO, F1 et F2) en fonction de la concentratiexposition en uranium, avec effets de

['uranium sur I'assimilation et la mortalité

Dans la génération FO, la population survit quellee soit la concentration
d’exposition en uranium sur la gamme testée. Damghération F1 en revanche, I'extinction
de la population)( <1) a lieu & des concentrations en uranium vadensl & 59 ugu.t
(Figure 54). A partir de 62 pgUlL la population meurt instantanément=< 0). Dans la
troisieme génération (F2), I'extinction de la papidn survient a des concentrations en
uranium comprises entre 39 et 41 ugtét la mort instantanée de la population a lieu a

partir de 44 pgU.L.
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2.7. Discussion

2.7.1. Apport de I'étude des effets au niveau pajparhnel

Les modeéles de dynamique de population ont I'aygntiintégrer les effets |étaux et
sub-létaux de contaminants observés au niveauithotlv (Forbes et Calow, 1999; Caswell,
2007). Forbes et Calow (1999t Stark et al. (1997) montrent que le taux d’accroissement
de la population intégrant les réponses indivigiset’'un toxique au niveau de la population
est un meilleur critere d’effet écotoxicologiquesdéponses de population en comparaison a
un critére d’effet au niveau individuel.

Dans le cas d'une exposition a I'uranium clizzmagna les critéres affectés sont
multiples. A titre d’exemple, une mortalité de 115386 est observée & 25 pgU.dans les
deuxieme (F1) et troisieme générations (F2). Carargrla reproduction des daphnies a cette
méme concentration d’exposition, des retards daribération de la premiere ponte de 0.7,
1.9 et 5 jours sont constatés dans FO, F1 et R@istgue la fécondité est réduite de 25 et 42%
dans F1 et F2. Si les expérimentations permettemteterminer quel trait de I'individu est le
plus sensible au toxique, il est toutefois difecde savoir dans quelle mesure il contribue le
plus a la réponse de la population et ce, plusqodigrement sur plusieurs générations. Des
analyses de sensibilité permettent de détermineordibution relative de chaque parametre
au taux de croissance de la population. AiBdlpir et al. (2007) montrent que les taux de
survie deD. magnaexposée au cadmium ont un effet modéré sur le thuxroissance
asymptotique de la population tandis que le tauxfa®ndité contribue fortement a la
variation du taux de croissance de la populationr pes concentrations en cadmium
supérieures a la NEC pour la reproductidlonzo et al. (2008b) montrent qu’une réduction
de fécondité et un retard de reproduction ont pleffet sur la croissance de la population
qu'une augmentation de la mortalité chez la dapheiposée a *'Am. Ces études
confirment donc que l'impact d’'un stress au nivelaula population dépend, en condition
chronique, du trait d’histoire de vie qui est aféeace qui remet en cause la validité du trait
individuel le plus sensible comme seul critére detgrtion d'une espéce vis-a-vis d'un

toxique.
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2.7.2. L'apport des études multigénérationnellessdiextrapolation des effets au

niveau populationnel

Bien que de nombreuses études recourent a la reati@l pour extrapoler les effets
de contaminants de l'individu a la population, & yrés peu d’exemples ou ces extrapolations
reposent sur des données d’effets obtenues lorspabéions continues sur plusieurs
générations. Pourtant les expositions dans I'enmiement peuvent excéder la longévité des
individus, ce qui implique que plusieurs généraiosuccessives sont soumises a la
contamination. La plupart des études multigénématities se limitent & étudier les altérations
de profils génétiques ou le développement de phénes d’acclimatation ou adaptation
(Vandegehuchteet al, 2010 ; Muyssen et Janssen, 2004 ; Postma et Dayi@99%. Or ces
processus sont susceptibles de modifier les répoamseniveau de la populatioKlérks et
Weiss, 1987, ce qui n’est jamais évalué. En effet, certaip@gulations d’espéces répondent
a des pressions de sélection en augmentant leistarg® aux contaminants. D’autres au
contraire montrent une sensibilité accrue au fils dgénérations. Ainsi, les études
multigénérationnelles appréhendent une échelleenigps beaucoup plus pertinente vis-a-vis
des réponses a long terme de populations devaetfémie a un stresdgnssenet al, 2000 et
devraient étayer toute prise de décisions conceteamiveaux acceptables de contaminants
assurant la protection des écosystemes.

Nos simulations montrent une augmentation de leitéxde I'uranium au travers des
générations, au niveau de la population. En eféetaux de croissance asymptotique de la
population est significativement réduit & 75 ugtour la premiére génération (FO), et &
partir de 25 et 10 pgUl pour les deuxiéme (F1) et troisitme générationg), (F
respectivement. Cette réduction du taux de crotEsasymptotique pour des concentrations
en uranium de plus en plus faibles est le résditate aggravation des effets de I'uranium sur
les traits physiologiques, la survie, la croissaatda reproduction. De la méme maniere,
Alonzo et al. (2008b) utilisent des matrices de Leslie pour modélisecraissance de la
population deD. magna exposée a 1*Am. Les auteurs mettent en évidence une
augmentation du retard de croissance de la popuolgur atteindre 1 million d’individus
dans le cas de simulation sur trois générationsoenparaison a des simulations sur une
génération. Ces résultats soulignent donc I'impmeade reconnaitre que les conséquences au
niveau de la population sur le long terme ne peugtr prédites par les effets observés sur la

premiére génération.
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2.7.3. Lintégration des modeles de budget énaygétidans des dynamiques de

population

Connaitre le mode d’action d’'un contaminant estciatuen écotoxicologie pour
améliorer notre connaissance des effets de poHiusunt les écosystémes et pour construire
des outils pertinents a appliquer dans I'évaluationrisque écologique de toxiques et de sites
pollués Escher et Hermens, 2002 En couplant les modéles DEBtox aux matrices efié,
nous avons eu la possibilité de lier les effetd’'awl@nium sur la survie, la croissance et la
reproduction a la dynamique de population. De piette combinaison permet de déterminer
le taux de croissance de la population aux valéotermédiaires de la gamme de
concentrations en uranium.

L’approche nous a ainsi permis d’évaluer, avec suervalle d’incertitude, la
concentration en uranium a laquelle I'extinction ldepopulation a lieu lorsque les valeurs
prédites de lambda deviennent inférieures a 1.tlretion n’intervient pas dans la génération
FO, mais elle est prédite pour des concentrationg@nium comprises entre 51 et 59 pgt.L
et entre 39 et 41 ugUl dans F1 et F2 respectivement. Ces résultatsesfléne nouvelle
fois I'aggravation de la toxicité de I'uranium aavers des générations.

Billoir et al. (2009) utilisent les données d’effet de cyanobactériesleicladocere
Moina micrura (Ferrdo-Filho et Azevedo, 2008 Ces derniers déterminent, a partir des
valeurs expérimentales un taux de croissance dpofaulation de 1.0437j pour une
concentration d’exposition en cyanobactéries deglLihde carbone organique. Mais, la
combinaison des modéles DEBtox et matrice de Lestiployée paBilloir et al. (2009)
aboutit a des prédictions plus pessimistes. Erm,aftdles-ci indiquent une extinction de la
population a cette méme concentration d’exposiéinrutilisant les modéles de maintenance
et d’assimilation. Ces auteurs suggérent que Himétation de données acquises a une
concentration d’exposition déterminée pourrait &meins fiable que les prédictions de
'approche DEBtox, qui prend en compte toutes lesncentrations d’expositions
simultanément. De plus, d’apres les auteurs lexctioimode d’action influence fortement la
concentration au-dela de laquelle la population sestceptible de s’éteindre, le seuil de
concentration variant de 0.75 & 1.2 myde carbone organique selon le mécanisme d’action
considére. Le recours a l'inférence Bayésienneesigwependant, indispensable pour ajuster
simultanément I'ensemble des parameéetres du modeldeg conditions d’exposition (y

compris le contr6le). Dans notre étude, I'estimatibes paramétres de croissance et de

169



Chapitre 2. Extrapolation des effets de I'indiviia population taC

reproduction a été réalisé avant celui des paraséwxicocinétiques, ce qui conduit a

considérer la situation témoin et les conditiorexgosition séparément.

2.7.4. L'importance de la sensibilité des individiasms des dynamiques de population

La sensibilité des individus étant variable sel@s Istades de développement
(Ingersoll et al, 1995, les contaminants vont avoir des effets difféseat fonction du stade
de vie de I'organisme, suggérant que la réponda gepulation peut étre différente avec la
structure en age de la populatioBn{len et Springman, 200). Dans ce contexte, les
modeéles matriciels sont en effet particulieremesttipents car la structure de la population
peut étre découpée en classe d’age ou les tauxx\igarrvie et fécondité) sont spécifiques a
chaque classe d’age.

Au travers de nos simulations, nous avons morntripfrtance de faire une distinction
entre les individus nés de premieres pontes desesayiontes plus agées. En effet,
I'introduction de cohortes de sensibilité équivadsnaux individus nés de Bl et de B5 dans
les dynamiques de population révele une réductiotadx de croissance asymptotique de la
population. Dans le cas de simulations sur unergéné (FO), une diminution de 2.5% éu
est observée a 25 pgULorsque I'on considére la sensibilité des indigidués de B2
identique aux daphnies issues de B&ario 43, par rapport au cas ou la sensibilité de tous
les individus est analogue a celle de BEéhario ). Ces effets sont beaucoup plus
importants lorsque les individus de B2 sont supp@séir une sensibilité égale a celle des
individus de B1. De fait, une diminution de 4% &t de croissance asymptotique de la
population est observée a 25 pglgn comparant lels déterminés dans lasenarii 4b et 2
De plus, les taux de croissance asymptotique gmpalation sont beaucoup plus impactés
dans le cas de simulations sur deux générations-1-0Ainsi, une réduction de 2.6% est
observée & 25 pgUlLdans le cas ou les individus de la ponte B2 org sensibilité
équivalente a B5s¢énario 53 en comparaison au cas ou la sensibilité de tesisndividus
est considérée identique a celle de B&éfario 3. En confrontant led calculés dans le
scenario 5b(sensibilité B2 = B1) et lscénario 2une diminution de 8.5% du taux de
croissance asymptotique de la population est obsen25 pgU. L.

Nos résultats montrent donc I'importance de comsidées individus de premiéres
pontes, plus sensibles a un toxique comme l'uranidams les dynamiques de population

d’'une espece comnizaphnia magna
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Différentes études ont mis en évidence que la sutes stades juvéniles d’especes est
le critere auquel la population est la plus sessil@’est le cas dans la population du
gastropodéValvata piscinalisexposé au zincDucrot et al, 2007. Des résultats similaires
ont été obtenus pour d’autres gastropodes expasésadmium commePotamopyrgus
antipodarum(Jensenet al, 200 et Biomphalaria glabrata(Salice et al, 2003 suggérant
que le taux de survie des juvéniles pourrait étr@arameétre clé pour comprendre la réponse

de ces populations aux contaminants.

La probabilité d’extinction, prédite en utilisargsl modeles DEBtox, n'a pas été
déterminée aux dynamiques de population ou unndisin de sensibilité entre les individus
nés de premiéres pontes des autres pontes plus agé@rise en compte. Toutefois, une
réduction de 8.5% du taux de croissance de la ptipol(cas d’une exposition & 25 ug0.L
sur deux générations ou les individus B2 ont ungsibdité analogue aux individus B1)
entrainerait I'extinction des populations a des cemtrations plus faibles en uranium,
comprises entre 43 et 48 pgU.pour F1 et 34 et 37 pgU'ipour F2.
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CONCLUSIONS DE LA PARTIE C
De I'individu a la population

L'intégration des données de croissance et de deptmn, acquises
expérimentalement dans le cadre de I'expositidaraium sur trois générations successives
de Daphnia magnadans des modeles DEBtox confirme qu’une inhibitite I'assimilation
peut a elle seule expliquer I'ensemble des effetaits par I'uranium.

D’apres nos ajustements, les taux d’éliminationI’'deanium correspondent a des
cinétiques rapides, suggérant un effet immeédidtudenium ingéré au contact de la paroi du
tube digestif des daphnies.

La comparaison des constantes d’élimination deufiwm prédites par les simulations
DEBtox et des constantes d’élimination détermiriéesirtir des données de bioaccumulation
montre que la fraction biologiquement active derdhium n’est pas proportionnelle a
'uranium total bioaccumulé. De plus, la cinétigdeccumulation de l'uranium chez la
daphnie n’est pas aussi simple que supposée dahédde DEBtox qui utilise un modele
toxico-cinétique simple, a un compartiment.

Indépendante du temps d’exposition, commune ardiffé processus biologiques et
ne correspondant pas forcément a une des condensrééstées, la NEC est une alternative a
la détermination de concentrations sans effet. \Wdsurs moyennes de NEC de 9.37, 8.21 et
2.31 pgU.L* et de b de 0.0027, 4.0068 et 0.0137 Jiyjlestimées, respectivement, pour les
générations FO, F1 et F2, refletent 'augmentatieria toxicité de I'uranium au travers des

générations.

Au niveau populationnel, les simulations montrem augmentation de la sévérité des
effets de I'uranium au travers des générations; des taux de croissance asymptotique de la
population significativement réduits & 75 pgd.dans FO, & 25 pgUldans F1 et dés 10
ngU.L! dans F2. Ces résultats soulignent que les efteenfiels au niveau de la population
prédits pour des expositions a long terme ne sastrgcessairement prédits par les effets

observés sur la premiere génération.

172



Conclusions Partie C

La prise en compte des données acquises sur desidsajssues des premieres pontes
montre I'importance de considérer les individus pass sensibles dans des dynamiques de
population.

Les traits d’histoire de vie ayant une sensibiifé&rente a un contaminant, la réponse
de la population face a un stress n'est pas fornéme reflet des effets du toxique sur le
parametre le plus sensible. Il est nécessaire deirsdans quelle mesure chaque critére
individuel contribue au taux de croissance de laufation.

La combinaison des modeéles DEBtox et des matriedsedlie montre la réduction du
taux de croissance de la population pour des caratEms en uranium variant de 0 a 75
ngU.L™. Avec I'aggravation des effets de I'uranium awés des générations, I'extinction de
la population a lieu & partir de la deuxiéme géi@ma une concentration de 51 pugUd.et

dans la troisiéme génération & une concentratic9degU. L.

Sous l'effet d'un stress toxique, des facteursqels :
-le trait d’histoire de vie qui contribue le plus #¢aux de croissance asymptotique de la
population ;
- 'aggravation des effets au travers des génératio
- la prise en considération des individus les pkrssibles
jouent des rbles importants dans la déterminatetadéponse des populations. Néanmoins,
tous ces effets peuvent étre intégrés dans un e@mquametre, le taux de croissance de la

population, qui est le critere d’effet le plus retmidans I'évaluation du risque écologique.
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Ce projet de recherche visait a apporter de noeswatbnnaissances relatives a la
toxicité de l'uranium appauvri sur une espéce gméative des écosystémes aquatiques
d’eau doucePaphnia magnalLa démarche a consisté a mettre en évidencedfiésentes
conditions expérimentales d’exposition a l'uraniuwhes perturbations de I'histoire de vie et
de la physiologie de I'individu. Les effets obsexit ensuite été intégrés dans un modéle de
budget énergétique DEBtox. Enfin, les altératioms la survie et de la reproduction de
lindividu ont été extrapolées a l'aide de modéteatriciels a I'échelle de la population,

niveau d’organisation plus pertinent d’un pointvidie écologique.

1. Conclusions sur les effets de I'uranium cheaphnia magna

1.2. Au niveau de l'individu

Nos mesures physiologiques (réductions signifiestides taux d’assimilation du
carbone et absence d’'effet de I'uranium sur leg tagpiratoires taille spécifique) viennent
confirmer les observations par microscopie optiglemmages importants des cellules de la
paroi du tube digestif). Ces éléments nous ont gewfidentifier le mode d’action de
l'uranium chezD. magna L'uranium affecte donc l'acquisition d’énergie @avers de
perturbations de l'assimilation de la nourrituresLajustements DEBtox ont montré qu’'une
réduction de la nutrition est suffisante pour expdir I'ensemble des effets observés sur la
croissance et la reproduction des daphnies.

L’exposition des daphnies sur trois générationsasgives a révélé une augmentation
de la sévérité des effets de I'uranium sur la tiatrj la survie, la croissance somatique et la
reproduction au travers des générations exposées @ue D. magnasoit capable de
développer une résistance face a une expositi@ntairts métaux ou pesticides, nos résultats
révelent que les daphnies ne peuvent pas s’adapter présence d’uranium sur trois
générations. Ces conclusions montrent la nécedsitbnduire des tests multigénérationnels
pour I'évaluation du risque écologique et suggemprd la toxicité chronique de l'uranium
évaluée sur une génération de daphnies (tests %) jsous-estime largement le risque

encouru sur un plus long terme. Nos résultats assiamontré que la progéniture née de
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meéres exposées en continu & des concentrationsaeium<25 uguU.L* a une capacité a se
restaurer dans un milieu non contaminé.

L’exposition des ceufs a l'uranium pendant I'emb@ogse pourrait expliquer
partiellement l'augmentation de l'intensité desetff mise en évidence au niveau de la
croissance somatique et de la reproduction ensrggdaérations FO et F1 exposées dans les
mémes conditions. Toutefois, elle n’explique pagdravation de la mortalité observée dans
la deuxieme génération. Alors que les mesuresacbimulation ont montré que les ovaires
agissent comme une barriere contre un transferiermelt d’'uranium, ces conclusions
suggerent que la poche incubatrice n'est pas totle imperméable a I'uranium pour les

ceufs pondus, du fait d’échanges avec le milieurenmant.

Nos résultats ont enfin mis en évidence que legvithts de la ponte Bl étaient
beaucoup plus sensibles a la toxicité de I'urangua les individus issus de la ponte B5. De
méme, les effets sont beaucoup plus séveres dadsu&eme génération que dans la
premiére génération et ce, aussi bien sur la suevieroissance que sur la reproduction. Ces
observations remettent en cause la pertinence giqa® des recommandations de 'OCDE,
qui imposent de ne pas utiliser les néonates dmipres pontes pour les tests d’écotoxicité

chezDaphnia
1.2. Au niveau de la population

L’application de nos données de survie et de féitbralux modeles matriciels a
permis de quantifier les conséquences de I'augrientde la toxicité de I'uranium au travers
des générations, a I'échelle de la population. praphe souligne le fait que l'impact au
niveau de la population ne peut pas nécessairea@tenpreédit par les effets observés sur la
premiére génération. De plus, la prise en condidérales individus issus des premieres
pontes a révélé linfluence des individus les phensibles sur le taux de croissance
asymptotique de la population. Ces résultats monhiignportance de ne pas négliger les
individus les plus sensibles dans la déterminat®raleurs de référence pour la protection de

I'environnement.

La combinaison des modéles DEBtox et des matrieekedlie a permis de faire un
lien entre les perturbations des fonctions phygigloes et les conséquences sur la dynamique

de population. Elle prédit une réduction du tauxcdBssance asymptotique de la population
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dans la premiére génération, et l'extinction de plapulation pour des concentrations
d'uranium de 51 pgUL et de 39 pgU.l dans les deuxiéme et troisiéme générations,

respectivement.

2. Perspectives de recherche

Des mesures d’activités d’enzymes digestives tajles la cellulase, I'amylase, la
B-galactosidase, la trypsine et [I'estérase pourtai@apporter des informations
complémentaires sur les cibles de l'uranium adioe de la diminution d’assimilation de la

nourriture cheD. magna

Les effets de I'uranium ont été étudiés dans desliions de nourritured libitum
correspondant a un taux d’ingestion de la nougittnaximale. Dans I'environnement, les
organismes sont pourtant constamment soumis atetieas de I'abondance de la nourriture,
facteur environnemental rarement pris en compa gu'il joue un réle prépondérant dans la
capacité des individus a faire face a un stresguex Afin de gagner en réalisme écologique,
cette variabilité pourrait étre incluse dans lesadigns du DEBtox au travers du parameétre f
qui a été fixé a 1 dans nos ajustements. L'uraragiesant au niveau de la nutrition, il serait
intéressant d’étudier expérimentalement les effetfuranium combinés a des variations du
niveau de nourriture, afin d’examiner au préalabléa toxicité de I'uranium est influencée

par la réponse ingestive @ magna

Faute de données suffisantes, le modele DEBtopasgou étre ajusté aux générations
commenceées avec des néonates Bl plus sensibéesaill intéressant de compléter le jeu de

données dans le but de paramétrer le DEBtox simd@sdus les plus fragiles de. magna

L’application du DEBtox a d'autres radionucléideint la toxicité radiologique
prédomine sur la toxicité chimique, apporterait desnaissances supplémentaires et serait un
outil puissant pour I'évaluation du risque écolagiqlié a la présence ou au rejet de
substances radioactives.

Dans notre étude, les simulations en régime asyigpto ont été réalisées en

considérant une exposition continue des daphniesisO’environnement, les rejets de
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contaminants peuvent étre épisodiques. C’est léocagle I'accident de I'usine de Socatri du
Tricastin Gagnaire et al, accepté ou le pic de concentration d’'uranium dans la ©&df a

été mesuré 6 heures apres le déversement. Dewsxgptas le début de I'accident, la totalité
de l'uranium déversé avait disparu de la rivier@urRetre plus réaliste, il serait intéressant de

d’étudier le régime transitoire de la dynamiquepdpulation lors d’un tel événement.

Dans le cas d®aphniaexposée a I'uranium, I'utilisation de l'inféren8ayésienne
permettrait d’ajuster simultanément I'ensemble pasametres du modele DEBtox en tenant
compte de I'ensemble des conditions d’expositiosdmpris le contrdle) afin de déterminer
l'incertitude sur les parameétres en vue d’'une @diation robuste des effets toxiques de
I'individu a la population.
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Une partie des travaux présentés dans ce mémdag Bobjet de publications ou de

communications :

* Publications
Massarin S., Alonzo F., Garcia-Sanchez Let al. (2010) Effects of chronic uranium
exposure on life history and physiology of Daphm@gna over three successive generations.
Aquatic Toxicology99(3): p. 309-319.
Massarin S., Beaudouin R., Zeman Fet al. (en préparation) Biology-based modelling to
assess mode of action and effects of uraniurDa@phnia magnan a multi-generation study.
Environmental Science and Technology.
Billoir E., Biron P.A., Massarin S. et al. (en préparation) A population model to

extrapolate uranium effects observed in Daphniamaayer three successive generations.

« Communications orales

Massarin S., Alonzo F., Dutilleul M. et al. (2009) Effects of multigenerational uranium
exposure on life history and energy budgebaphnia magnal4" International Symposium

on Toxicity Assessment. (Metz, France)

Massarin S., Alonzo F., Garcia-Sanchez Let al. (2010)Effets d’une exposition chronique a
P'uranium sur les traits d’histoire de vie et layplologie deDaphnia magnasur trois
générations successives. Colloque Société d’Ecaitngie Fondamentale et Appliquée.
(Versailles, France)

Massarin S., Alonzo F., Garcia-Sanchez Let al. (2010) Effects of chronic uranium
exposure on life history and physiology@&phnia magnaver three successive generations.
Society of Environmental Toxicology and Chemist®ETAC Europe 20 Annual Meeting.
(Séville, Espagne)
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« Communications affichées

Massarin S., Alonzo F., Gilbin R. et al. (2008) Effects of feeding conditions on
physiological processes and energy budgeDaphnia magnaexposed to radionuclides.

SETAC Europe 18 Annual Meeting. (Varsovie, Pologne)

Dutilleul M., Massarin S., Alonzo F.et al. (2009) Modeling the effects of uranium on the
physiological processes, energy budget and popualatynamics of Daphnia magna. DEB
Symposium. (Brest, France)

Massarin S., Alonzo F., Dutilleul M. et al. (2009) Effects of multigenerational uranium
exposure on life history and energy budgebDaphnia magnaSETAC Europe 19 Annual
Meeting. (Géteborg, Suede)

Alonzo F., Massarin S., Billoir E., et al. (2010) Modelling individual and population

dynamics ofDaphnia magnaexposed to uranium. SETAC Europe™28nnual Meeting.
(Séville, Espagne)
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Annexe 1 : Composition et caractéristiques du milie M4

Le milieu M4 Elendt et Bias, 199D est utilisé en tant que milieu d’essai, de dilnti
mais également en tant que milieu d’élevage.
Toutes les solutions sont préparées a partir d#4Q et conservées au réfrigérateur a

4°C sauf la solution de vitamines qui est conseatéeongélateur.

Acide borique
H.BOs 57 190 1
Chlorure de Manganeése
MnC|2,4HzO 7210
Chlorure de lithium
LiCl 6 120 1
Chlorure de rubidium
RbCI 1420 1
Chlorure de strontium
hexahydraté 3040 1
SrCh.6H,0O
Bromure de sodium 320 1
NaBr
Sodium molybdate
N&MoO, 1260 1
Chlorure de cuivre
CuCh,2H,0 335 1
Chlorure de zinc
ZnCl, 260 1
Chlorure de cobalt
CoCl, 200 1
lodure dEIpotassmm 65 1
Sodium sélénite
N&,SeQ, 43,8 1
Ammonium monovadate
NH4\V0s 11,5 1
NaEDTA.2H,0 a) 5 000
Sulfate de fer
FeSQ,7H,0 a) 1991
a) les solutions N&EDTA et FeSQ sont préparées séparément, puis rassemblées et
immédiatement mises a I'étuve a 120 °C pendantiBQee qui donne
Solution Fe-EDTA 20

Tableau 16 :préparation de la solution mere |
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Chlorhydrate de thiamine 750
Cyanoccobalamine (B 10
Biotine 7,5

Tableau 17 préparation de la solution de vitamines

Cette solution est a conserver en petites poratigaotes au congélateur. Les ajouter

au milieu juste avant emploi.

Solution mére | 50
Solutions méres de macro-nutriment
Chlorure de calcium
CaCh.2H,0 293 800 1,0
Sulfate de magnésium
MgS 0y, 7H,0 246 600 0,5
Chlorure de potassium 58 000 01
KCI
Hydrogénocarbonate de
sodium 64 800 1,0
NaHCO
Sodium métasillicate
N2SiOs, 9H,0 50 000 0,2
Nitrate de sodium
NaNO 2 740 0,1
Potassium
dihydrogénophosphate 1430 0,1
KH.PO,
Di-potassium
Hydrogénophosphate 1840 0,1
KoHPO,
Solution mére de vitamines 0,1

Tableau 18 préparation du milieu M4

Avant utilisation, le milieu est saturé en @ar bullage pendant 24 h (air filtré <0,2 pm).
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Le milieu ainsi préparé doit posséder les carastigries décrites dans le tableau 18.

Dureté totale d250+ 20 mg/L exprimé en CaC®

Il doit étre aéré jusgu’a obtenir une concentrateon oxygene dissols
voisine de la saturation dans l'air ssitpérieure a 7 mg/L
8.0 £ 0.3 sinon ajuster le pH avec soit une solution dloygde de
sodium ou d’acide chlorhydrique.

A 4 °C pendani semaine

Tableau 19 caractéristiques du milieu M4
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Annexe 2 : Protocole de préparation des algue€lamydomonas reinhardtjipour les

daphnies

Souche utilisée 11/32B

Lieu d’'approvisionnement: "Culture Collection of Algae and Protozoa", Cumbria

Royaume-Uni

concentration cellulaire
(108 cellules.mL1)
N

2 o valeurs observées
1 —— modéle
0 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

temps (jr)

Figure 55 : culture de Chlamydomonas reinhardtii au laboratoie¢ sa dynamique de
croissance, inoculée & 2 000 cellules’mlAjustement des données avec le modéle de
N (o)

N(°°)_ (—pt)
1+(7N(O) 1e

Delignette-Muller N(t) =
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60

5 %
o . 50 - s 7
Sy 40 =777y =4,6037x +9,6415
s = -3 R?=0,9198
% g 301 /?/,r
59 s
5 220
g =
) 10
(&)
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
temps (jr)

Figure 56 : concentration en Carbone Organique Totale dansa@lydomonas reinhardtii en

fonction du temps

Le lancement de nouvelles cultures algales egttifim de la quantité de daphnies a

nourrir. Les daphnies sont nourries avec des algmephase de croissance exponentielle,

c'est-a-dire avec des cellules agées en moyenné-Glgours (Figure 55). En phase de

croissance exponentielle, le diamétre moyen ddgleglest de 4-5 um et la teneur moyenne

en carbone est de 28-35 pgC.celfule

Les cultures asynchrones sont maintenues sousimedsité et agitation constante (40 pumol

photon nfs', 24 + 1°C, 100 rpm)

Préparation du milieu de culture HSM (High Salt Medum, Harris, 1989) :

Le milieu HSM est préparé a l'aide de 3 soluticiogls :

Phosphates #2 25 mLL
Beijerink 5 mL.L"
AAP 1mLL?t
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Composition et proportion des solutions stock s@néala préparation du milieu de
culture HSM :

Phosphates #R KH.PO, 29.6

K,HPO, 57.6

Beijerink NH,CI 100
MgSQs, 7H0 4
CaCh, 2H,0 2

AAP HsBO; 186

Mn (10 g.L'%) 115

FeCk, 6H,0 160

NaEDTA, 2H,0 300

ZnSQ, 7H,0 3.5

Co (1 g.'" 0.64

Na;MoOy, 2H,0 3.63

CuSQ, 5H,0 8.79
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Annexe 3 : Article paru dans Aguatic Toxicoloqy
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
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Accepted 8 May 2010

Daphnia magna was exposed to waterborne uranium (U) at concentrations ranging from 10 to 75 pgL-!
over three successive generations (F0, F1 and F2). Progeny was either exposed to the same concentration
as mothers to test whether susceptibility to this radioelement might vary across generations or returned
to a clean medium to examine their capacity to recover after parental exposure.

Maximum body burdens of 17, 32 and 54 ng U daphnid-! were measured in the different exposure

K?J’WO’:"S-' conditions and converted to corresponding internal alpha dose rates. Low values of 5, 12 and 20 pGy h~!
Daphnia magna d th li ligibl d I icity. Al ITET e4EinE SERSIEIVi .

Uranium suggested that radiotoxicity was negligible compared to chemotoxicity. An increasing sensitivity to toxi-
Multigeneration city was shown across exposed generations with significant effects observed on life history traits and
Recavery physiology as low as 10 pgL~! and a capacity to recover partially in a clean medium after parental

exposure to <25 pglL-1.

Using a '#C-labelled food technique, the study showed that uranium affected carbon assimilation in
FO at concentrations of 25 and 75 wgL™! (34 and 80% reduction respectively) and as low as 10 pgL~! in
F1 and F2 (40 and 36% reduction respectively). Consequences were strong for both somatic growth and
reproduction and increased in severity across generations. Maximum size was reduced by 12% at 75 pg L~}
in FO and 23% at 25 ugL-! in F2. Reduction in 21-day fecundity ranged from 27 to 48% respectively at
25 and 75 gL~ in FO and from 43 to 71% respectively at 10 and 25 pgL~" in F2. Growth retardation
caused a delay in deposition of first brood of 1.3 days at 75 pgL~! in FO, of 1.9 days at 25 pg L-! in F1 and
of 5 days at 25 pg L1 in F2. Differences in respiration rates and egg dry mass between the control and
exposed daphnids were mainly an indirect result of uranium effect on body size.

The observed increase in toxic effects across generations indicated the necessity of carrying out multi-
generation tests to assess environmental risk of uranium in daphnids.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

Energy budget

1. Introduction

Uranium (U), a naturally occurring radioactive metal, is present
in freshwaters at trace concentrations from 0.02 to 6 pgL-! and
may increase up to 2mgL-! in the vicinity of uraniferous sites
(Bonin and Blanc, 2001; WHO, 2001). Anthropogenic activities
mainly associated with the use of uranium as nuclear fuel (uranium
mining, milling and refining as well as spent fuel reprocess-
ing) contribute to uranium redistribution in freshwaters and may
cause water concentrations to exceed background concentrations

* Corresponding author. Fax: +33 4 42 19 91 43.
E-mail address: frederic.alonzo®@irsn.fr (F. Alonzo).

0166-445X/$ — see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aquatox.2010.05.006
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(Ragnarsdottir and Charlet, 2000). As a consequence, uranium has
become of increasing concern for biota protection over the past
decades (Environment Canada, 2003; Sheppard etal., 2005). In fact,
natural uranium causes both a chemical and radiological hazard
to aquatic ecosystems, because of its toxicity as a metal and as a
mixture of three alpha-emitting radioisotopes along with their pro-
genies (234U, 235U and 238U, in relative abundance of 0.005, 0.720
and 99.275%; Weigel, 1986).

To address these hazards, toxicity of uranium has been inten-
sively studied in a wide range of freshwater species, including
benthic and pelagic invertebrates as well as fish. Reported effects
have covered many different endpoints which concern levels of bio-
logical organisation from subcellular damages to perturbations in
physiology and life history of organisms: reduced hepatic antiox-
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idant activities and increased levels of neurotoxicity biomarker in
the zebrafish, Danio rerio, after 20 days of waterborne exposure to
100 g UL~! (Barillet et al., 2007); at an organism level in D. rerio,
increase in mortality and a reduction in hatching success and lar-
val growth at 250 g UL-! (Bourrachot et al., 2008 ); reduced larval
survival, development time and growth in benthic insect Chirono-
mus riparius, after 10 days at 3 g U g~! dry wt sediment (Dias et al.,
2008). Toxicity data in cladocerans concern mainly acute exposure
whereas studies on chronic toxicity remain scarce. Both acute and
chronic toxicities vary among tested species (Semaan et al., 2001;
Pickett et al.,, 1993; Kuhne et al., 2002) and have been shown to
depend strongly on water conditions (Trapp, 1986; Bywater et al.,
1991; Barata et al., 1999; Semaan et al., 2001; Kuhne et al., 2002).
Alkalinity, hardness and pH modify uranium speciation, changing
concentrations of free uranyl ion and inorganic uranium complexes
(e.g., carbonate complexes) and allowing potential competition for
biotic ligands with other cations such as calcium and magnesium
(Markich, 2002). In Daphnia magna, water concentrations causing
50%-lethality at 48 h range from 0.39 to 51.9mgUL~! and 50%-
effect on 21-day reproduction has been reported to vary from 91
to 520 pgUL-! (Poston et al., 1984; Barata et al., 1998; Zeman et
al., 2008). Differences in uranium toxicity resulted from changes in
uranium bioavailability because water parameters varied among
studies (Sheppard et al., 2005; Zeman et al., 2008).

Consequences of toxicity of uranium for the population demog-
raphy were not evaluated although higher levels of organisation
are ecologically more relevant than the organism level. Several con-
cepts, such as the Scope for Growth (SFG) and the Dynamic Energy
Budget (DEB) theory have been used to link effects at the individual
level with population level effects (Widdows and Johnson, 1988;
Kooijman, 2000). These approaches assume that toxic exposure
might cause perturbations in nutrition and/or induce compen-
satory processes which are energetically costly (Calow and Sibly,
1990). Decrease in energy acquisition and/or increase in metabolic
costs associated with toxicity come at the expense of growth and
reproduction, which are fundamental processes for population
dynamics. Zeman et al. (2008 ) addressed effects on various compo-
nents of energy budget in daphnids exposed to uranium for 21 days
at a controlled pH of 7 to enhance uranium bioavailability. Pertur-
bations in physiological processes were reported at 25 gL~ with
strong consequences for SFG, body mass and fecundity. Observed
damages in intestinal epithelium at 50 ug L-! indicated assimila-
tion inhibition as a possible mode of action (Zeman, 2008).

Assessing population responses to pollutants requires examin-
ing toxic effects on a long-term basis, as a population might be
exposed for a period of time which exceeds individual lifespan. This
issue is of major importance because biological effects have been
shown to differ from a generation to the next during exposure to
the radionuclide 24! Americium (Am-241) and other metals (Bodar
et al., 1990; Muyssen and Janssen, 2004; Pane et al., 2004; Guan
and Wang, 2006; Alonzo et al., 2008). Multigenerational differences
between parent and progeny included increase in sensitivity (as a
result of toxicant transfer from mothers to offspring and/or expo-
sure during early stages of development) and increase in tolerance
to toxicants {(on a longer term basis by adaptive responses). As
observed for Am-241, an increase in sensitivity of offspring to ura-
nium was strongly suggested by the observed reduction in egg mass
above 25 ugL~! (Zeman et al., 2008). This hypothesis remained to
be investigated as effects of uranium were studied over one gener-
ation only.

In this study, D. magna was exposed to waterborne uranium at
concentrations ranging from 10 to 75 pgUL~! over three succes-
sive generations. The objectives were to examine: (1) how chronic
uranium exposure might affect food assimilation; (2) whether
uranium toxicity for D. magna might differ between generations.
Simultaneously, recovery from uranium stress was investigated

in offspring returned to a clean medium after parental expo-
sure.

2. Materials and methods
2.1. Culture conditions

D. magna cultures were maintained in laboratory for several
years in continuous parthenogenetic reproduction following OECD
guideline 211 (1998). Daphnids were cultivated in freshwater arti-
ficial medium M4 (Elendt and Bias, 1990) at pH 7 over several
generations so as to increase uranium bioavailability during ura-
nium tests (Zeman et al., 2008). A pH of 7 was obtained with
a modification in Cl concentration and maintained by renew-
ing medium twice a week. Daphnids were reared at a density
of 1 animal per 50mL in 2-L bottles at 204+ 1°C under a 16:8-
h light:dark photoperiod and a light intensity of 30 pEm~2s-1,
Axenic cultures of unicellular green algae Chlamydomonas rein-
hardtii were grown at 24°C in high salt medium (HSM, Harris,
1989) under fluorescent light with gentle shaking. Algal cultures
were centrifuged, resuspended in M4-pH7 and fed to daphnids at
a concentration of 80,000 cellsmL~! equivalent of a daily ration of
100 jug C daphnid~". Culture conditions met the OECD requirement
of >60 neonates produced per adult over 21 days.

2.2. Exposure conditions

Uranium was obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
Fallavier, France) as uranyl nitrate hexahydrate (UO3(NO3 ), 6H,0)
and stored as a stock solution of 1gL~! in 0.2% HNO3. Daphnids
were exposed in polycarbonate bottles at a pH of 7 to four differ-
ent conditions, including three nominal U concentrations of 10, 25
and 75 pgL~1 and an unexposed control. In all conditions, NaNO3
concentration was adjusted to 3.2 LM (without consequence for
survival in the control) so as to eliminate differences in NO3~
concentration associated with uranium spikes. The tested concen-
trationrange was selected in agreement with an ECyg of 14 pg U L-!
and an ECsg of 91 wgUL~! for 21-day reproduction reported in
M4-pH7 (Zeman et al., 2008).

Test and control media were renewed every day before
food addition. Animals were fed daily with C reinhardtii
(80,000 cellsmL~!) at a ration of 100 jng C daphnid="!. Bottles were
changed every week to limit U adsorption on bottle walls. Sam-
ples of freshly renewed medium were collected on a daily basis.
Samples of medium after daphnid exposure were collected twice
a week and filtrated on 2-jum membranes. All water samples were
stored at 4°C in darkness until U and ion analyses. Uranium con-
centrations in freshly renewed medium remained within 10% of
nominal concentrations. Decrease in uranium concentration after
24 h exposure never exceeded 30% of nominal concentrations.

2.3. Experimental design

All generations were started with neonates of the brood 5
(within 24 h of release). Offspring were either exposed to the same
concentration as their parent (Experiment A: Exposure of genera-
tions FO, F1 and F2) or returned to a clean medium to asses their
capacity torecover from a parental exposure (Experiment B: Recov-
ery of generations F'1 and F'2).

(A) Exposure experiment (generations F0, F1 and F2): Each treat-
mentwas composed of six 1-Lbottles containing 20 neonates. Three
bottles were used to monitor daily survival and neonate production
for 23 days. The three remaining bottles were used to measure res-
piration rate, body length and dry mass, brood size and dry mass
and uranium bioaccumulation in daphnid tissues and eggs upon
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deposition of broods 1, 3 and 5. Ingestion and assimilation rates
were measured upon deposition of broods 1 and 5.

(B) Recovery experiment (generations F'1 and F 2): Each treatment
was composed of five 500-mL bottles containing 10 neonates. Three
bottles were used to monitor daily survival and neonate production
for 23 days. The two remaining bottles were used to measure body
length and dry mass, brood size and dry mass upon deposition of
broods 1,3 and 5.

2.4. Ingestion and carbon assimilation rates

In generations FO, F1 and F2, ingestion and carbon assimilation
rates were measured in adult daphnids upon deposition of broods
1 and 5 using the radiocarbon method described by Peters (1984)
and Lampert (1987).

Radiolabelled algae were prepared by incubating 300 mL of log
phase culture with 925BqmL~! NaH'#CO3 in a closed flask for 2
days. Algae were centrifuged and washed three times with M4-pH7
to remove traces of radioactivity in the solution. *C-labelled algae
were adjusted to a concentration of 80,000 cellsmL~! in M4-pH7
of each uranium concentration. Triplicate samples of 5mL were
collected and filtered on acetate cellulose membranes (0.2 um) in
order to measure radioactivity in algae.

Six polycarbonate vials per exposure condition, each contain-
ing five daphnids in 70 mL of radiolabelled food, were placed on a
plankton wheel (1 rpm). Daphnids were allowed to feed on labelled
algae for 30 min only, to prevent losses of 14C by defecation (Peters,
1984). Then, daphnids were rinsed and half were collected to mea-
sure ingestion rate, whereas the second half were transferred into
vials filled with 70mL of unlabelled food at respective uranium
concentration. Daphnids were placed onto the plankton wheel for
3 additional hours, then rinsed and used to measure carbon assim-
ilation.

Daphnid and membrane samples were placed individually in
scintillation vials with 1mL of tissue solubiliser (Soluene 350,
PerkinElmer, Boston, USA) and incubated overnight at 55°C. After
solubilisation, 19 mL of scintillation cocktail (Ultima Gold XR,
PerkinElmer, Boston, USA) were added and radioactivity of 14C
was measured with a liquid scintillation counter (Quantulus 1220,
Wallac-PerkinElmer, Finland; detection limit: 30 mBq). Carbon
ingestion rate (g Ch~! daphnid—")was calculated by the following
equation:

[= A1daph|\id
Aalgae x At

where Algapnnia Was the activity in daphnids (Bq daphnid-1) after
30min, Aggee Was the specific activity in algae (Bq g1 C) and
At=0.5h of incubation time.

During the 3 h-incubation, a fraction of the newly assimi-
lated food was turned over and respired as '#CO,. This fraction
was taken into account by measuring dissolved '4C0O; in sam-
ples of filtered medium from each vial (0.2 um acetate cellulose
membrane) following Bohrer and Lampert (1988). A first 8-mL
subsample was transferred into a scintillation vial containing one
drop of 10 M NaOH. Another 8-mL subsample was acidified with
one drop of concentrated HNO3 and aerated for 10 min to remove
CO5. Both vials were added with 12 mL of scintillation cocktail and
counted by liquid scintillation analysis. The difference in radioac-
tivity between the acidified and alkaline subsamples was attributed
to 14C0, (Bohrer and Lampert, 1988). Carbon assimilation rate
(g Ch~=! daphnid—1) was calculated by the following equation:

Ao A24aphnid +Aco,
Aalgae x At
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where A2q,pnnig Was the activity in daphnids (Bq daphnid=") after
3 h, Ao, was the “respired” fraction of activity (Bq daphnid—!) after
3 h,Agae Was the specific activity inalgae (Bq Lg~!C)and At=0.5h
of incubation time. Assimilation efficiency AE (dimensionless) was
calculated as: AE =A/I.

2.5. Respiration rate

On deposition of broods 1, 3 and 5, three daphnids per condi-
tion were placed individually into respiration chambers containing
1 mL of the test medium, maintained at 20 °C. The decrease in oxy-
gen partial pressure associated with respiration was recorded for
40-60min using the Unisense microrespiration system (Unisense
S/A, Arhus, Denmark). Sensor signal was calibrated using vig-
orously bubbled clean medium (100% of Oj-saturation) and a
solution of sodium ascorbate (0.1M) in NaOH (0.1 M) (0% of
0;-saturation). The percentage saturation was converted into oxy-
gen concentration using an equilibrium concentration in water
of 282.3 umol 03 L= (20°C, 1atm). Oxygen consumption rates R
(wmol Oy daphnid=! h~1) were calculated as:

_ [Oalox (1 —exp™®At) x v

R At

where [0,]p was the oxygen concentration (pumolL~1) measured
at t=0, V the volume (L) of medium in the respiration chamber,
At=1h and k was the consumption coefficient (h~!) obtained
by fitting exponential models to observed oxygen concentrations:
[02]¢ = [02]g x exp~*t,

2.6. Body length and dry mass

Body length and dry mass were measured in each condition in
neonates (<24 h) upon start of a new generation and in adult daph-
nids within 24 h of deposition of broods 1, 3 and 5. Five replicate
samples composed of 5-8 neonates or individual adults (including
those used for respirometry in FO, F1 and F2) were also collected.
Samples were rinsed with ultra-pure water and body length was
measured from the apex of the helmet to the base of the tail
spine under a binocular microscope equipped with a micrometer. In
adults, eggs were carefully dissected out from the brood pouch and
counted. Neonates, dissected females and pooled eggs were trans-
ferred into pre-weighed aluminium pans. Samples were dried for
24h at55°C, cooled in a desiccator and weighed immediately with
an SE2 ultra-microbalance (Sartorius AG, Gottingen, Germany) at a
precision of 0.1 p.g.

2.7. Uranium and major ion analyses

Water samples were acidified with 0.2 mL HNO3 (69%) prior to
the quantification of U and major cations by inductively coupled
plasma-atomic emission spectrometry (ICP-AES Optima 4300DV,
PerkinElmer, Welleslay, MA, USA; detection limit of 10 p.g L-!and
0.5 mgL~! for Uand cations respectively). Major anions were quan-
tified by ion chromatography (ILC DX-120, Dionex, detection limit
of 50 pgL-1).

Dry daphnid, egg and neonate samples were mineralized on
sand bath (90°C) until evaporation in 1 mL of HNO3 (69%) and
1 mL of HyO7 (30%) successively. Mineralised samples were taken
in 10mL of HNO3 ultra pure 2% (v/v) and diluted before analysis by
inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS 7500Cx,
Agilent Technologies, Tokyo, Japan; detection limit~0.11ng UL~1).
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List of equations and parameters used to describe daphnid physiology and life history in agreement with the DEB theory (Kooijman, 2000; Kooijman and Bedaux, 1996).

States variables (units) Equations

Parameters, definitions (units)

Body length (mm)

Body dry mass (pLg) BW; =34 BL?
Ingestion rate (g Cdaphnid=—! h-1) L=a- BLE
Assimilation rate (g Cdaphnid='h~") A =¢.BL}

Respiration rate (p.g Oz daphnid-! h-1) M; =ry-BL} 4+ 1y BL}

Egg dry mass (pg) EW: =p-BL +@

d k-
—Cr = Coxt - BTL -

Internal [U] in daphnid (ng U pL~1) ==

o

BL; = BLy — (BLy — BLp) - exp(—y - t)

ka

B, Tar

(1) BL,,, Maximum body length (mm); BLy, body
length at birth (mm); y, von Bertalanffy
growth rate (d~1)

& form coefficient (jLg DW mm~—2)

BL;, Body length at time t (mm); e, surface
specific ingestion rate (ng Cmm=2h-1)

&, Surface specific assimilation rate
(hgCmm=2h")

ry, Surface specific respiration rate
(pg0z mm=2 h=1); ry, volume specific
respiration rate (ug O, mm—3 h)

B (pgDWmm="), @ (pe DW), slope and
intercept of the linear regression

(6)

d .
Cext, External [U] (ugUL"); ki, accumulation

rate (d="); ka, elimination rate (d=")

In BL?) (7)

2.8. Bioaccumulation and calculation of dose rates

Uranium was considered to be homogenously distributed in
daphnid tissues. Internal uranium concentration C; (ng U pL-1) was
calculated as:

Q

Ce= =
L=y,

where Qr is the amount of bioaccumulated uranium measured per
daphnid (ngUdaphnid—") and V; = 0.047. BL} is the estimated body
volume (L) assuming an ellipsoid shape with constant axial ratio
of 1:0.6:0.4 (Alonzo et al., 2008).

Bioaccumulation factor (BAF) was defined at equilibrium as
the amount of uranium in daphnids (jLgkg~! fresh weight, here-
after “fw"; calculated assuming that daphnid dry weight represents
10% of fresh weight) relative to the concentration in the medium
(pgL~1). Values at equilibrium were calculated, using the coeffi-
cients kq and k; of the fitted biokinetic model (Table 1).

Grams of U were converted to activities (Bq) based on depleted
uranium specific activity of 1.43 x 104Bqg~!U measured in the
stock solution. Delivered dose rates DR (mGyh~!) were obtained
from the following equation:

DR = Zucci - [activity);

i

where DCC; (mGyh~!Bq~'mL) are dose conversion coefficients
calculated for uranium in the medium and in daphnid tissues
(Table 2) by EDEN-v2 software (Beaugelin-Seiller et al., 2006),
[activity); are volume-specific activities (BqmL=!) in daphnid tis-
sues and in the medium. Uranium daughters down to 23! Thorium
were accounted for in the dose calculations.

Table 2

Dose conversion coefficients (DCC) for depleted uranium in daphnid tissues and in
the medium calculated inrelation to body length (mm) and used to convert volume-
specific activities (BqmL™") to dose rates (mGy h~") delivered to daphnids.

Body length (mm) DCC(mGy h~' Bg~! mL)

Daphnid tissues Medium
1.0 264 x 1072 13.6 x 104
2.0 270 x 10-2 6.84x 1074
3.0 272 x 1072 461 %1074
4.0 273 x 1072 3.46 % 107*
5.0 274 x1072 2.77 x 1074

2.9. Statistical analyses

Effects of uranium exposure on body length, body dry mass,
ingestion rate, assimilation rate, respiration rate, egg dry mass
and bioaccumulation were tested after accounting for the coin-
cident influence of body length and/or time (Table 1). Used
relationships conformed to the DEB theory (Kooijman, 2000). The
analytical solution of the differential equation for bioaccumula-
tion Qr was solved algebraically with Mathematica 6 (Wolfram
Research Inc., Champaign, USA). Statistical analyses were con-
ducted with the statistical computing software R (R Development
Core Team, 2006), linear and non-linear models being fitted with
routines Im and glm following the least-squares criterion. Errors
normality assumption was tested with statistics of Shapiro-Wilk,
Lilliefors, Anderson-Darling, Cramer-von Mises, Shapiro-Francia
and Jarque-Bera. Errors homoscedasticity assumption was tested
with statistics of Levene, Bartlett and Filgner-Killeen. In case of het-
eroscedasticity, sandwich covariance matrix estimators, provided
by the R package sandwich, were used for hypothesis testing of
linear models (Zeileis, 2006). Finally, multiple comparison tests
were achieved with the sequential Holm procedure (Holm, 1979),
to ensure 5% error of first kind.

3. Results
3.1. Survival

Survival of daphnids in generation FO was not affected by ura-
nium exposure whatever the tested concentration. In F1 and F2,
daphnids exposed to 10 g L~ or recovering from a parental expo-
sure to this concentration exhibited a very low mortality, never
exceeding 3% after a 23-day period.

A slight mortality was also observed in F1 after 15 days at
25 pg L' and reaching 15% on day 23 (Fig. 1A). Comparable effects
were observed at this concentration among F'1, F2 and F'2 genera-
tions, with mortality ranging from 3 to 7% after 23 days in offspring
exposed or recovering from parental exposure.

This contrasted with generation F1 exposed to 75ugL-!
(Fig. 1A), which showed a mortality of 52% after 4 days of exposure
and 100% on day 16. A strong mortality was similarly observed on
day 11 in F'1 offspring transferred to clean medium after a parental
exposure to 75 pgL~! (Fig. 1B). No F2 and F'2 generations could
be studied at 75 pgL~!, in absence of reproduction in F1 at this
concentration.

221



Annexes

S.Massarin et al. / Aquatic Toxicology 99 (2010) 309-319
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Fig. 1. Daphnid survival in the successive generations exposed to uranium concentrations of 0, 10, 25 and 75 wg L~ (F1 and F2) and in recovering generations (F'1 and F2).

3.2. Somatic growth in length and mass

Uranium exposure induced a reduction in body length with
increasing concentration (Fig. 2 and Table 3). Observation sug-
gested that the effect on somatic growth in length might increase
over generations. This reduction was significant in FO at a con-
centration as low as 10 ugL~! as shown by fitting von Bertalanffy
curves (Table 1—Eq. (1)). At this concentration, fits yielded a reduc-
tion in maximum length L, of 6% compared to the control in
FO (p =0.05). This reduction in body length remained very slight,
although statistically significant, in F1 and F2 exposed to 10 pgL~!
aswell asin F'1 and F'2 recovering from parental exposure. Growth

inhibition was strong at 25 p.gL~! with maximum length reduced
by 9, 16 and 23% compared to the control in FO, F1 and F2 respec-
tively. At 75 pg L1, L, was reduced by 11% in FO and 44% in F1
compared to the control. This strong effect was also observed in F'1,
showing that offspring returned to a clean medium did not recover
after parental exposure.

Body dry mass was strongly affected by uranium exposure
mainly as a result of the reduction in size observed with increas-
ing concentration (Fig. 3 and Table 3). Furthermore, body dry mass
as a function of body length (Table 1—Eq. (2)) significantly dif-
fered in FO at concentrations > 25 p.g L1 and in F1 at concentrations
>10 pgL-! compared to the control. In fact, at equal body length,

(A) Exposure

body length (mm)

-o--QpguUL!
—a-10pgu Lt
—m—25pguL?
——75pugulLt

F1

(B) Recovery

4.0
3.0
20
1.0

body length (mm)

0.0+

10 15 20

age (days)

25

5 40 15 29 25 D 5 40 45 20 25
age (days) age (days)
F'2
a4
e -
~e-OpguL?

—a-from 10 pg U L'
—a— from25 ug U L'
—e— from 75 pg U L'

age (days)

25 0

5 10

15 20
age (days)

25

Fig. 2. Daphnid body length (mm) in relation to age in the successive generations exposed to uranium concentrations of 0, 10, 25 and 75 pgL~! (FO, F1 and F2) and in
recovering generations (F'1 and F'2). Statistics: ~"p< 0.001, " p<0.01, 'p<0.05.
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Fig. 3. Daphnid body dry mass (jLg) in relation to body length (mm) in the successive generations exposed to uranium concentrations of 0, 10, 25 and 75 pgL~! (F0, F1 and
F2) and in recovering generations (F'1 and F'2), Statistics: ""p<0.001, "p<0.01.

the control and exposed daphnids was observed in F2 while off-
spring returned to a clean medium exhibited significantly greater
body mass than the control in F'2.

daphnid dry mass was 22% smaller at 25 and 75 ugL~! than in the
control in both FO and F1 and 16% smaller at 10 ugL~! than in the
control in F1. No significant difference in body dry mass between
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Fig.4. Daphnid ingestion rate (p.g Cdaphnid=! h=')in relation to body length (mm) in the successive generations exposed to uranium concentrations of 0, 10, 25 and 75 pg L~!

(FO, F1 and F2). Statistics: "' p<0.001.

223



Annexes

Table 3

315
309-319
uatic Toxicology 99 (2010} Lo
> Massarin et at.{Aq imilation and respiration
3.3. Ingestion, assimil ibed as linear func-
. imilation rates were descri nd (4)). Because
Ingestion and assim th (Table 1—Egs. (3) a concentration
kA a . uare body leng id size, increasing . hips
E tions of sq ly affected daphni ition (Fig. 4). Relations
2 o uranium 'str()l'l% zng reduction in nutriti d to the control in or(;ler
2 £ resulted in a str daphnids were compare ount. Surface-specific
£ = oo fitted in exposed dap ffect on size into acc the control in FO
2 L 22 253 £28 the indirect e id not differ from d inges-
g EXEE S5 858 223 to take a (Table 3) did no ing that the reduce o
g 21255 T IS ! ingestion rates s <25pgl-! suggesbtmg ed reduction in daphni
= fay tions < observi ol ata
£ at concentra ence of the n the contr
= _ . s only a consequ ‘ 'ﬁcantly smaller tha ' 10 g -1
nw ni s=10p.
= |9 tlo lues of a were sig t concentration: = ion
& S|k size. The valu -1 in FO and a ¢ ffected ingestion,
2 HE oncentration of 75 jLg that uranium directly a
] E = o Ci 'ng
N E-RE = @ : 2, suggesti d and
= |2|E oo ERaE n F1 and F2, h. alculate
= s | ¥ RS8R 2 g S SSe ;ndependent of body lel;igr;ilatjon rates & V\frf ai concentration
= |22 ScS o cific as the contro . d
= Slic|les Surface spe ifference from . L-'inFlan
£ howed a significant diff as concentrations >10 e g1 (74%)
£ s ~1in FO and as low d in FO at 25 in F1
g >25pgLllin efficiency was reduce trol (80-100%) and in 1
g & - imilation e con -
& G F2. Assim 1 (57%) compared to th days of exposure to 0pg
$ 5|k and 75 pgl f brood 5, e.g., after 24 day »
% |E|E ition o , ibe
g = . - % at depOSltlos L1 (57%). ; F1 and F2, were descri 5
AR Y g 822 aRE (60%) and 25 ng tes, measured in FO, length (Table 1—Eq.
> |53 NESS Sco= Respiration rates, re and cubic body ids did not signif-
E U@ as functions of Sq;:red for exposed daphmium concentration
5 . i an e
£ o e e ot an o individual variability he
2 ) ioh i .
£ & icandy differ eration, due to a hlfo’ in respiration rates wit|
= (T’: and in any gen he observed reduction in FO. from 2.77-3.69 to
L 2 consequence, t tration (as an example 1ln in the control and at
E 2L = mn® increasing concen hnid=! h-1 respecnvevy] aresult of the reduc-
2 2|2|gros 235 383 2.01-2.54 g0y da-gonofbmod5)"“&‘5mal;l example, from 40 to
ElZ|a== . > i : in the \
g |S15]3553 75l ! atdeposition of by uranium (in t
g a tion in body size in
uE e 1o [; S 7 mm).
5 Blopeg 533 843 R 5
& S[E58 2453 < 34. Reproduction les with brood
=] 1. i CyCl .
2 , ly followed moulting | within a few
= w |~ duction closely in the contro turba-
2 KB Repro ring every 3 days sure induced perturb:
£ E|E 22 o deposition occurl 1. Uranium expo reduction in
>|E =8 838 38 58§ cp icle renewal. in brood release, i
RS g 8¥z8 R@a 2] hours of cuticle r using delay in brc ing concentration
=l =1 - . -
Eﬁ Fls|n8R8 ] i tions in rCPrOd‘-‘CUOTl casted per egg with increasing
o 2 . d mass inve -t
an ,
K fccuﬂd‘tyd 6) e were greatest at 75 g -
& a (Figs. 5 and 6). in brood rclea§ ds 1 and 4, respe
) P In FO, average delayS tdeposition of broo o mpared to
g |E|e ing from 1.3 to 25daysa reduced by 48% co L-1 did
a = | e ~ e S © ranging Ir ndlty was N dto 75 g
g |z|E £z B39 354 58 ively. Furthermore, fecun f daphnids exposed cach the
5 |3 flansz g E R FEF G40 tE/C v trol. The vast majorltly‘;) cause daphnids did not rerC pro-
= G + Mo n - i e :
2 |1g|2|85g3 the co in F1, possibly tive eggs w
= @ |« duce in F1, p ) ry few abor -1 ranged
z not reprod roduction. Very to25pgl~! ra
Eg = equired size for rep Delays in FO exposed d 4, respectively.
23 =0 ) E]uced in this COndlthn;] osition of broods 1 an hingl 9and 5.0
LV —_ —-m oo 2 = €] : C - .
B = I S-en o i S from 0.7 to 1.9 days at dep urse of generationsrea ively. Fecundity
=R S23¥ X ScScSs S5oo ro increased over the co 1 and 4, ICSPCCUVE,y' duction
g2 N|osoS S Delaysin sition of broods rations, with 1:6
i days in F2 at depo r the course of gene 2, respectively. The
= ; e h r -
4 e E e Ry 89 decreased in paHHFI 0Vf25 and 42% in F1 and F 1 was a reduction
EZ & 2g8y gy e IdD IE € e brood size of - edat 10 pgl
=8 HEEEER dRN F¥a in averag reproduction observ body
= o 5 =+ ton . (0]
< 7 BlFse . only effec % in F2 . ith mother
g~ o ityof 20%inF2. ed linearly w ved
g, = 5 5 in fecundity increas X ip was obser
28| $ 352 532 ey mass imvested o relationship uently,
2|5 |E 858 888 353 So |3 Dry ignificant difference ids (Fig. 6). Conseq i
= & = 2888 &8 35 25s =328 E length. No signific I and exposed daphnids een exposure condi-
EE g Bldsoc = = 3 between the control dry mass observ?d bEfered with increasing
= 0 Ssulg he decrease in egg ease in size obse
28|~ =88 283 the as a result of the decr duction
22 |L §68 §5|2 tions w ation. ium improved reproduct
E2 0y 2 o28 2RE Er g uranium concentr ing to a clean mcd“llm 1mi]?_11prgvementmaln}y
R SRR oR2HE o2R = Returning Ofmlar pgosure to25>pgl” 'Th: tion 28% greater in
2 © = = ntal ex| roduc . in F
53 g only after pare ndity, with a neonate p ificantly different in F'2
ST | e s concerned fecu fol F1 and not sign
2 E |8 o | , in the contr
el g oz 8 |3 F1 than
g o E = b=
ET | c o &
£8|°

224



Annexes

316 S. Massarin et al. / Aquatic Toxicology 99 (2010) 309-319
-1
(A) Exposure -UHgiL
~a—-10pg U L
FoO F1 —=25uguL’ F2
- 80 —e—T75ug U L?
G - g
5 o 70 o5
ac 80 [
ES = e i g
@ ; s "
3w x * " )
o Q P P / A
E ‘g gg /“‘Ar//' B &
3 - . -
EQ 10 A A o
3 c e 3 Fr 8
o 04 | | Lt S
5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 25
age (days) age (days) age (days)
(B) Recovery 1 F'2
5. 80
$o 70
2E 60
2 S 50 <~ 0pg U LT
BE 40 ; —-a-from 10 yg U L
R 30 S —a— from 25 pg U L
E & 20 ni/ - —e—from 75 pg U L'
32 10 Ca o
5 10 15 20 5 10 15 20 25
age (days) age (days)

Fig. 5. Cumulated number of neonates produced per daphnid over four broods in relation to age in the successive generations exposed to uranium concentrations of 0, 10,
25 and 75 pg L~ (FO, F1 and F2) and in recovering generations (F1 and F2), Statistics: "~ p<0.001, " p<0.01.

compared to the control F2. Delays in brood release remained of
the same magnitude in both F1 and F'2 as in exposed parents at
25 g L-1. Coping with exposure to 10 jug L~! might have metabolic
costs which become visible only once offspring are returned to a
clean medium. In fact, delays of 1-2.3 days in brood release were
observed after parental exposure to 10 pgL~! although no signifi-
cant delay was detected in daphnids exposed to 10 ugL~!.

3.5. Bioaccumulation and dose rates

Uranium amounts in freshly deposited eggs were below
quantification limit of ICP-MS, in every exposure condition and gen-
eration. In agreement with the biokinetic model (Table 1—Eq. (7)),
uranium content in daphnids increased with age and with increas-
ing concentration in the medium (Fig. 7), reaching average maxima
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Fig. 6. Dry mass per egg (p.g) in relation to body length (mm) in the successive generations exposed to uranium concentrations of 0, 10, 25 and 75 pg L=! (FO, F1 and F2) and

in recovering generations (F'1 and F2).
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Fig. 7. Uranium bioaccumulation in daphnids (ng Udaphnid=') in relation to age in the successive generations exposed uranium concentrations of 0, 10, 25 and 75 pgL~!

(F0, F1 and F2). Lines represent to fitted curves.

of 174+ 1,32+ 6 and 54+ 13 ngU daphnid=! after 20 days of expo-
sure to 10, 25 and 75 pgL~!, respectively. However, no difference
in the amount of bioaccumulated uranium was observed between
exposures at 25 and 75 pgL~! in F1, due to the strong inhibition
in somatic growth observed at the highest concentration in F1.
Best fits (least sums of squares) were obtained with accumulation
and elimination rates differing between exposure conditions, with
ky=0.223d-! and k, =1.327d~! at concentrations <25 p.gL~! and
k;=0.043d-! and k;=0.126d-! at 75 gL' independent of the
generation.

Bioconcentration factors based on measured burdens ranged
from417 to 870 Lkg~! fwat 25 pg L' and from 348 to 658 Lkg~! fw
at 75 pg =1, However, measurements were not performed at equi-
librium. Bioaccumulation factors at equilibrium predicted from
ki and k; reached 690 and 1410Lkg~! fw at <25 and 75 ugL-!,
respectively.

Average dose rates were calculated in each exposure condi-
tion based on uranium uptake predicted by the biokinetic model,
yielding maxima of 5, 12 and 20 pGyh=' at 10, 25 and 75 pgL~!
respectively. Alpha particles from uranium in daphnid tissues
contributed >99.9% to total dose rates whereas beta-and gamma-
emissions from uranium in daphnids or in the water remained well
below 0.1% of total dose rates.

4. Discussion

The low penetrating power of alpha particles, which are atten-
uated by water and do not pass through exoskeletons of aquatic
organisms (Whicker and Schultz, 1982) resulted in minimal radio-
logical hazard of external exposure to uranium. Levels of internally
accumulated uranium were used to calculate bioaccumulation fac-
tors (BAF) and address the associated radiological hazard (Blaylock
et al., 1993; Whicker and Schultz, 1982). Values of BAF estimated
at equilibrium were from 690 to 1410 Lkg~! fw at 25 and 75 pgL~!
but showed some variability among sampled daphnids. BAF values
for uranium in freshwater invertebrates were recently reviewed
in the literature and ranged over five orders of magnitude (from
3.6 to 60,000 Lkg~! fw) with a mean of 170 Lkg~! fw (IAEA, 2009).
Internal dose rates were evaluated based on maximal average bur-
dens observed at the different concentrations independent of the
generation. Maximum values obtained in the different exposure
conditions ranged from 5 to 20 pGy h~!. These values were of the
same order of magnitude as those found by Zeman et al. (2008)
under similar exposure conditions. In Alonzo et al. (2008), slight
reduction in growth with no effect on ingestion and fecundity
rates was observed after exposure of several generations to internal
alpha delivered by exposure to Am-241 at a 15-fold higher dose rate
(300 wGyh~1) than in the present study. Thus, effects of uranium
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in daphnids were only attributable to chemical toxicity, confirming
that chemotoxicity of depleted uranium is of much greater concern
in comparison to its radiotoxicity, in agreement with Miller et al.
(2002), Sheppard et al. (2005) and Mathews et al. (2009).

In D. magna exposed to uranium, structural damages on intesti-
nal epithelium were observed at 50 g L~! suggesting that uranium
might cause some functional perturbations in assimilation (Zeman,
2008). This hypothesis was confirmed in this study with a signifi-
cant reduction in surface specific assimilation rates detected at 25
and 75 igL-! in FO and at concentrations as low as 10 ugL=! in
F1 and F2. Metabolic rates are known to vary with organism size.
Observed respiration rates were affected only through the reduc-
tion in size induced by uranium, since no significant difference in
oxygen consumption was visible between the control and exposed
daphnids of equal size. Baillieul et al. (2005) similarly found that
cadmium mainly affected energy budget through a reduction in
assimilation, whereas respiration showed little response to this
metal. Other studies similarly showed that stress affects energy
intake to a greater extent than energy consumption in a wide range
of species including Gammarus pulex (Maltby et al., 1990), D. magna
(Baird et al., 1990; Barber et al., 1990) and Dreissena polymorpha
(Schneider et al., 1998; Smolders et al., 2002).

In the present study, observed effects on growth and reproduc-
tion were in good agreement with predictions of net production
and DEB theories (Nisbet et al., 2004; Kooijman, 2000), in case of
a reduced energy intake, due to low food availability or exposure
to toxicants. In fact, daphnids exposed to uranium showed reduced
fecundity, body size and mass. Furthermore, a delay in the release
of the first brood was observed at 75 g L= inFO and at 25 pg L' in
F1 and F2. This observation might partly result from growth retar-
dation under toxic stress (Reynaldi et al., 2006) because daphnids
need to reach a size threshold in order to mature. It might also be
caused by the reduced size at birth observed at >25 jugL~! as small
neonates are known to grow smaller, reach maturity later and pro-
duce fewer eggs than large neonates (Ebert, 1991, 1992, 1994). At
10 g L1 the slight reduction in size observed in F2 caused only a
small reduction in fecundity and no delay in reproduction. Age and
size at maturity are among key life history traits in Daphnia (Ebert,
1992), delay in first reproduction having critical consequences for
population dynamics (Alonzo et al,, 2008).

In our study, increasing uranium concentration was shown to
induce a reduction in egg mass in agreement with Zeman et al.
(2008). This observation was mainly a consequence of the reduced
size of mothers, in agreement with Tessier and Consolatti (1989).
Small egg mass might be a good indicator of a strong and irre-
versible reduction in offspring viability at 75 pgL~!, as suggested
by the very strong mortality observed in the following generation
either under the same uranium exposure or after neonates were
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returned to a clean medium. Similarly, neonates of small size or
born from eggs of small mass showed a greater sensitivity to toxic
effects after parental exposure to Am-241 contamination, external
gamma irradiation and cadmium (Alonzo et al., 2008; Gilbin et al.,
2008; Enserink et al., 1990). Those results highlight the necessity to
consider offspring quality as an additional endpoint in chronic 21-
day tests (Hammers-Wirtz and Ratte, 2000). A reduction in energy
reserves deposited in eggs, as reflected in egg mass, might explain
the increased offspring sensitivity to uranium. This observation
might also result from an exposure of eggs in the brood pouch,
during 3 days of embryogenesis. A direct exposure of embryos
in the brood chamber to environmental pollutants, such as ani-
line derivatives, was suggested by Abe et al. (2001) on the basis
that daphnids actively exchange the fluid in the brood chamber
for environmental water in order to support embryonic oxygen
demand (Kobayashi et al., 1987). In our results, the absence of ura-
nium in freshly laid eggs, even at the highest tested concentration,
suggested that ovaries acted as a barrier against a direct mater-
nal transfer of uranium. Further experimental tests are required to
investigate uranium contamination during embryonic stage.

In this study, effects of uranium were shown to increase in sever-
ity across exposed generations. This result might differ depending
on which brood number is used to start subsequent exposed gen-
erations. Using 5th brood in our experiments allowed uranium to
accumulate in mothers and potentially increased effects across gen-
erations whereas 3rd brood is often regarded as the fittest offspring
in D. magna. At 75 pgL=!, sublethal effects on reproduction and
growth were observed in FO whereas daphnids did not survive in
F1. Like Brennan et al. (2006) observed with daphnids exposed to
four environmental oestrogens for two generations, results with
uranium suggested that a weakening of the offspring might occur
in the first generation leading to a higher susceptibility to lethal
effects in the progeny. Toxicity of uranium for reproduction also
increased across generations at 10 and 25 g L1, causing delay in
brood deposition and reduction in number of eggs per brood. Sim-
ilar observations were reported in the third generation exposed
to internal alpha irradiation at 15mGyh~! (Alonzo et al., 2008)
or to 50mgL-! estrogen diethylstilbestrol (Baldwin et al., 1995).
Daphnid reproductive capacity mainly declined across generations
exposed to alpha irradiation at 0.3 and 1.5mGyh~!, through a
decreased proportion of breeding daphnids (Alonzo et al., 2008).

The observed increase in toxic effects of uranium across gener-
ations contrasted with results obtained during long-term exposure
to other stable metals such as cadmium, nickel and copper. In
fact, D. magna exposed to sublethal concentrations of copper for
12 successive generations or cadmium for three generations was
shown to become more resistant to acute toxicity (LeBlanc, 1982;
Bodar et al., 1990). D. magna exposed to 160 p.g L~! nickel for seven
successive generations showed an increase in intrinsic rate of pop-
ulation growth despite decreased mean life span and body length
of primiparous daphnids (Miinzinger, 1990). These results sug-
gested the development of an adaptive response which was shown
to involve the induction of metallothionein-like protein (MTLP)
(Stuhlbacher et al., 1992; Guan and Wang, 2004; Bodar et al., 1990).
This mechanism controlling the homeostasis of essential metals
and sequestering toxic metals in the cell might protect organisms
against chemotoxicity but not radiotoxicity. In our study, toxic
resistance was not observed over three exposed generations sug-
gesting that uranium might not induce MTLP or might induce MTLP
after a longer multigeneration exposure, or that MTLP does not
protect against uranium chemotoxicity.

Continuously changing conditions in ecosystems require taking
an interest in recovery ability of organisms after a stress situation,
which determines the population resistance to episodes of toxic
stress in the environment. This study showed that once returned to
aclean medium, progeny did not survive after parental exposure to

75 g L-1 uranium suggesting irreversible effects at this concentra-
tion whereas effects on survival and reproduction decreased after
parental exposure to <25 pgL-1. A similar increase in reproduc-
tion rates was observed in D. magna whose parents were previously
exposed to diazinon below 0.5 ngL~! (Sanchez et al., 1999). Daph-
nids returned to a clean medium after parental exposure to uranium
<25 ngl-! exhibited a greater body mass than the control. This
difference was more complex to interpret and might involve some
compensatory process such as additional energy storage in F2 to
counterbalance effects of uranium toxicity. This process might also
take place in daphnids returned to a clean medium despite the
absence of toxicity and resulted in an increased body mass com-
pared to the control.

5. Conclusion

In D. magna, uranium affects carbon assimilation with strong
consequences for somatic growth and reproduction. Moreover,
increased effects on life history traits and physiology were observed
across exposed generations as low as 10wgL~!, with potential
capacity to recover in a clean medium after exposure to <25 ugL-1.
Results presented in this study illustrate the necessity of carrying
out multigeneration tests or examining offspring quality to assess
environmental risk of waterborne uranium and other pollutants
and suggest that chronic toxicity measured over one generation of
Daphnia (21-day tests) might lead to underestimating risk.
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Résumé

Ce travail avait pour objectif d'étudier les effetle I'uranium sur le budget
énergétique et la dynamique de population d’'un oricustaceé représentatif des écosystémes
aquatiques d’eau doucBaphnia magnal’étude expérimentale de la toxicité de I'uranium
sur la physiologie (nutrition, respiration) et Bloire de vie (survie, croissance, reproduction)
de D. magnaa été realisee au travers d’expositions sur ueex cbu trois génerations
successives (FO, F1, F2), commencées avec destegadssus de®f ou 5™ ponte, a des
concentrations de 0, 10, 25 et 75 pgll.Les résultats ont mis en évidence I'aggravaties d
effets au travers des genérations (en partie liékexposition des daphnies pendant
I'embryogénése) et la sensibilité plus forte deivildus issus de °F ponte. Des réductions
significatives des taux d’assimilation mesurésméthode de marquage-tracage"4li de la
nourriture nous ont permis d’identifier un effetr $lassimilation comme mode d’action de
'uranium, en accord avec les altérations impodante la structure de la paroi du tube
digestif révélées par microscopie optique. L'ingdgm des résultats dans un modele de
budget énergétique (DEBtox) a abouti a I'estimatienconcentrations seuil sans effet (NEC)
de 9.37, 8.21 et 2.31 pgU'lau-dela desquelles le fonctionnement de I'orgaeisst altéré
dans les générations FO, F1 et F2, respectivenh@ntombinaison du DEBtox avec des
modeles matriciels a permis d’extrapoler les conegges sur le taux de croissance
asymptotique de la populatioi)( critére plus pertinent dans un contexte écologid-es
simulations ont prédit une augmentation de I'impdet’'uranium au travers des générations
avec une réduction dedans FO et une extinction des populations pouicdasentrations de
51-59 pgU.L* dans F1 et de 39-41 pgU'Ldans F2. Les simulations ont souligné
I'importance de prendre en considération les irtligiles plus sensibles dans la détermination
de la réponse des populations.

Abstract

This work aimed to study effects of uranium on ggebudget and population
dynamics inDaphnia magnaa representative microcrustacean of freshwatesystems. An
experimental study of uranium toxicity on physiojogputrition, respiration) and life history
(survival, growth and reproduction) &f. magnawas carried out, based on exposures over
one, two or three successive generations (FO, BIFah started with neonates frorfi dr 5"
brood, at 0, 10, 25 and 75 pgU.LResults showed that toxic effects increased acros
generations (partially due to daphnid exposurengugmbryogenesis) and that individuals
from 1% brood were more sensitive than individuals frofhbBood. Significant reductions in
assimilation rates, measured using a radiotraciethod with**C-labelled food, allowed us to
identify an effect on assimilation as the mode oficm for uranium, in agreement with
important damages in the integrity of intestinaltlegium observed by optic microscopy.
Integrating results in a dynamic energy budget rh@dEBtox) yielded estimated no effect
concentrations (NEC) of 9.37, 8.21 and 2.31 pgabove which organism functions were
altered in generations FO, F1 and F2, respectiv@bmbining DEBtox with matrix models
allowed us to extrapolate consequences on asymgiofulation growth raté\), a relevant
endpoint in an ecological context. Simulations predl an increase in uranium impact across
generations with reduction afin FO and population extinctions at 51-59 pgtih F1 and
39-41 pgU.r' in F2. Simulations emphasized the importance afsictering the most
sensitive individuals while determining populati@sponse.



