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Avant-propos

Cette these déposée a 1’école doctorale Science et Environnement (EDSE) de 1’Université de
Bordeaux résume le travail réalise depuis Octobre 2011.

Ces trois années de thése ont été financées par une bourse doctorale issue d’une collaboration
entre 1’universit¢ de Bordeaux et 1’université Laval a Québec, couplée a un contrat de
moniteur qui m’a permis de faire une activité d’enseignement au cours de ces trois années.
Les ¢études ont été financées par I’Agence National de la Recherche (ANR IMMORTEEL) et
la région Aquitaine (programme MICANG/Gagilau). Ce travail a donné lieu a la rédaction de
quatre articles, a trois communications orales lors des symposiums organisés dans le cadre du
projet GAGILAU (GIronde, GAronne, saint LAUrent) et a la journée de ’EDSE, ainsi qu’un
poster au congres PRIMO en Mai 2013 au Portugal. J’ai également encadré une étudiante en
Master 2°™ année « sciences technologie, santé Mention STEE et chimie » au cours de ma
derniére année de thése.

Cette thése m’aura également permis de découvrir le monde de I’enseignement ou si se
retrouver de ’autre coté du tableau semblait au départ impressionnant, il en est resté une belle

et enrichissante expérience.

Liste des articles présentés dans ce manuscrit :

Article 1: Transcriptome profile analysis reveals specific signatures of pollutants in Atlantic
eels (2015). Ecotoxicology, 24(1), 71-84.

Article 2: Gene transcription profiling in wild and laboratory-exposed eels reveals common
responses to low temperature and chronic pollution exposure. En préparation

Article 3: Detecting the exposure to Cd and PCBs by means of a non-invasive transcriptomic
approach in laboratory- and wild-contaminated European eels (Anguilla Anguilla). Soumis

Article 4: Gonadal transcriptome analysis of wild contaminated female European eels during
artificial gonad maturation. Soumis
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Introduction générale

Depuis la révolution industrielle a la fin du XIXe si¢cle, ’homme a considérablement
augmenté ses rejets dans 1’environnement, générant une pollution trés importante qui s’est
étendue sur la majorité des écosystémes terrestres et aquatiques. La contamination de
I’environnement due a I’activité humaine a été reconnue par I’ensemble de I’opinion publique
au début des années 1960 avec la parution du livre « Silent Spring » écrit par la biologiste
Rachel Carson. L’écotoxicologie est née de ce constat et se décrit comme étant la science qui
a pour objectif majeur d’évaluer et de prédire I’impact des contaminants sur les organismes,
populations, communautés et in fine sur les écosystémes.

Au cours de la deuxieme moitié du vingtieme siécle, des tests toxicologiques ont été
développés dans le but d’évaluer les effets des contaminants sur les organismes et de
déterminer notamment les concentrations pour lesquelles aucun dommage n’est observé
(Dauer, 1993 ; Vighi et Villa., 2013). Ces tests sont généralement basés sur une relation
fondamentale en toxicologie, la relation dose-effet. Cependant, le caractére réductionniste de
ces tests souléve bon nombres d’interrogations notamment par leur manque de
représentativité et de réalisme écologique (Van straalen, 2003 ; Vighi et al., 2006, Vighi et
Villa, 2013). En effet, dans le but d’harmoniser les tests toxicologiques entre les laboratoires
et de contrdler plus aisément divers parameétres, ces études sont généralement réalisées dans
des conditions expérimentales largement simplifiées par rapport a la complexité des
conditions naturelles.

Par exemple, la forme chimique des polluants (e.g. spéciation chimique des métaux),
les voies d’exposition (dissous ou trophique), 1’effet d’une pollution a long terme (plusieurs
mois ou années par exemple), I’effet de cette pollution sur les réseaux trophiques ainsi que les
possibles interactions entre différents polluants sont rarement pris en compte. Dans
I’environnement, un contaminant se retrouve rarement seul et peut étre en interaction avec
d’autres contaminants. Un effet antagoniste (annulation ou diminution de l’effet d’une
molécule), synergique (augmentation de 1’effet) ou simplement additif peut étre alors observé.
A cela s’ajoute la présence de facteurs naturels comme la présence de pathogenes, la
température, la salinité, 1’oxygénation de 1’eau ou encore les rayons UV qui peuvent modifier
la biodisponibilité ou la toxicité du contaminant mais aussi la sensibilité de 1’organisme a ce
contaminant (Wang, 1987 ; Baines et Fisher, 2008). De plus, si une molécule peut agir
directement sur les organismes (effet direct), en inhibant par exemple 1’activité¢ d’une enzyme
jouant un réle clé dans la cellule, les polluants peuvent agir indirectement (effet indirect) sur
les écosystemes en entrainant par exemple, la disparition de certains maillons trophiques

sensibles a la pollution (Rasmussen et al., 2008).



Introduction générale

Plus tard, pour évaluer plus spécifiquement les effets d’une molécule, i.e. ses
mécanismes d’actions sur un organisme, de nouveaux outils, appelés biomarqueurs, ont été
développés (Clements et Rohr, 2009; Moore et al., 2004; Zhou et al., 2008). Un biomarqueur
est un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire,
physiologique ou comportemental, qui révele, en théorie, I’exposition présente ou passée d’un
individu & au moins une substance chimique a caractére polluant (Depledge et Fossi, 1994). Si
ces biomarqueurs permettent de détecter un changement global au sein d’un organisme
exposé a un contaminant ou un cocktail de contaminant, ces derniers restent néanmoins
limitants dans 1’apport de connaissances sur I’effet spécifique d’un contaminant.

La question soulevée aujourd’hui est alors de savoir, parmi [’ensemble des
contaminants dans le milieu naturel, quelles sont les substances qui générent le plus de
toxicité au sein des organismes ? En d’autres termes, comment déterminer les molécules les
plus nocives pour I’environnement ? Dans cet objectif, comment alors identifier les effets
propres d’une substance en interaction avec d’autres facteurs anthropiques et naturels ? Le but
final de I’écotoxicologie étant de prédire les effets d’une substance sur un écosysteme,
comment extrapoler les effets observés sur un individu a une population ?

Parmi les méthodes utilisées en écotoxicologie, la toxicogénomique est basée sur le principe
qu’une molécule peut influencer de maniére directe ou indirecte 1’expression des genes
(Nuwaysir et al., 1999, Waters et al., 2003, Waters et Fostel, 2004, Waters et Merrick 2009).
La toxicogénomique est définie comme I’étude de la réponse d'un génome exposé a des
substances toxiques, en quantifiant par exemple le niveau de transcription des ARNm
(transcriptomique), le niveau d’expression des protéines dans les tissus et les cellules
(protéomique), et les profils métaboliques (ensemble des métabolites produits par un
organisme ; métabolomique) (Waters et Fostel, 2004, Waters et Merrick, 2009), en
combinaison avec des outils bioinformatiques et de toxicologie. En relation avec I'évaluation
des dangers et des risques des produits chimiques, ces méthodes émergentes en
écotoxicologie possederaient I’avantage d’aider a déterminer les mécanismes moléculaires
engendrés par I’exposition aux contaminants. L’identification des modes d’action permettrait
d’évaluer la toxicité spécifique d’une substance mais également le risque cumulatif de
contaminants en utilisant les effets toxiques individuels de chaque substance in fine (U.S.EPA
2000, Borgert et al. 2004). La toxicogénomique permettrait ainsi d’accroitre les connaissances
des impacts spécifiques d’un polluant sur les organismes et une meilleure évaluation des

risques environnementaux (Snape et al., 2004).
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L’objectif genéral de ces travaux de these était de mieux comprendre les mécanismes
de toxicit¢ des contaminants présents dans [’environnement, tout en considérant
I’environnement aquatique en tant que systéme complexe, ou contaminants et facteurs
naturels sont en interaction permanente avec les communautes biologiques.

Pour tenter de déterminer les effets propres des contaminants, nous avons choisi deux
écosystemes aquatiques, caractérises tant par des variations physico-chimiques (comme la
salinité ou la température) que par leur imprégnation historique en contaminants, les
hydrosystémes du Saint-Laurent au Québec et de la Gironde en France. Le travail a la fois en
milieu estuarien et fluvial permettait d’avoir une large gamme de conditions biotiques et
abiotiques.

En effet, ces hydrosystéemes sont complexes car ils sont constitués de rivieres et
fleuves en amont (eaux douces) et d’un estuaire en aval. Ce dernier est alimenté en eau saline
en aval par la remontée de I’océan et en eaux douces par I’apport des riviéres affluentes. Ce
continuum riviére-estuaire offre ainsi différentes niches écologiques et est caractérisé par une
large gamme de températures, de salinités et de concentrations en oxygene dissous
particulieres (Beaugrand et al., 2001). A cette mosaique de milieux, s’ajoute la présence non
négligeable de contaminants métalliques et organiques, d’origines anthropiques provenant
notamment du fait que les estuaires constituent le réceptacle final de toutes les pollutions
générées sur le bassin versant. Ces écosystemes sont alors caractérisés par une large gamme
de polluants et de facteurs naturels (Borja et al., 2000).

Dans [D’estuaire du Saint-Laurent, les principaux contaminants sont les
polychlorobiphényles ~ (PCBs), des  pesticides organochlorés tels que le
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), le dieldrine et le mirex provenant des activités
humaines pratiquées au niveau des rivieres affluentes (Couillard et al. 1997 ; Gagnon, 1998).
La présence des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS), des dioxines, des furannes
et du mercure (Gagnon, 1998) avait également été décrite tant dans les sédiments que dans les
organismes aquatiques.

L’estuaire de la Gironde est quant a lui historiquement contaminé en cadmium (Cd),
un métal non-essentiel (sans propriété biologique essentielle a 1’organisme) qui provient de
I’ancienne activité industrielle miniére, située 450 km en amont de 1’estuaire, a proximité de
Decazeville (Aveyron) (Shafer et al., 2002). Plus récemment, la présence de polluants
organiques tels que les PCBs et les polybromodiphényléthers (PBDE) a été rapportée (Tapie,
2006).
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Le choix du modele biologique pour cette thése s’est porté sur I’anguille Européenne

(Anguilla anguilla, Limnaeus 1758) et Américaine (Anguilla rostrata, Lesueur 1821). Ces
deux especes ont un cycle de vie particulier et semblable, caractérisées par deux migrations
océaniques et deux métamorphoses. Les anguilles naissent en mer des Sargasses sous forme
de larves leptocéphales puis se métamorphosent en civelles durant leur migration vers les
cotes Atlantiques. Une fois au niveau du plateau continental, la civelle se pigmente pour
devenir une anguille jaune et se sédentarise. Le stade « jaune » correspond a la phase de
croissance somatique des anguilles. Cette phase somatique peut durer entre 3 et 20 ans selon
les individus (Tesch, 2003). L’anguille jaune va ensuite subir une métamorphose pour se
transformer en anguille argentée. Ces dernieres, devenues sexuellement matures, dévalent
alors les cours d’eaux pour rejoindre ’océan Atlantique et entamer leur migration atlantique
pour rejoindre leur lieu de reproduction commun en mer des Sargasses.
Par sa position au sommet de la chaine alimentaire, 1’anguille intégre non seulement les effets
directs des contaminants (contamination via 1’eau et la nourriture) mais également les effets
indirects engendrés a des niveaux trophiques inférieurs (Rasmussen et al., 2008). En outre,
par sa longue phase de croissance, son régime alimentaire varié et son mode de vie benthique,
I’anguille est une espéce particuliecrement exposée aux polluants, propice a une
bioaccumulation importante et qui, en conséquence, intégre parfaitement les niveaux de
contamination locaux en polluants a la fois métalliques (Durrieu et al., 2005) et organiques
comme les PCBs (Tapie et al., 2011) ou les pesticides organochlorés (Couillard et al., 1997 ;
Hoff et al., 2005). Le caractére panmictique® enfin de ces deux espéces empécherait
I’apparition de sous-populations locales génétiqguement différentes entre elles. Par
conséquence le transcriptome ne serait pas ou peu influencé par les divergences génétiques
entre ces sous-populations. L’absence de divergence génétique permettrait alors de
comprendre les mécanismes liés & la contamination a 1’échelle d’une génération. Depuis les
trente dernieres années, un déclin massif de leurs populations a été observé. La population
d’anguilles Européennes est actuellement considérée en danger majeur d’extinction (ICES
2001, 2007, Dekker 2003a, 2003b, IUCN 2013) et les anguilles Américaines du fleuve Saint-
Laurent sont quant a elles menacées d’extinction (COSEPAC, 2012). La pollution des
écosystemes aquatiques est parmi 1’une des nombreuses causes supposées pour expliquer leur
disparition (Feunteun, 2002, Belpaire et al 2009, Geeraerts et Belpaire 2010).

' Une population ou tous les individus se reproduisent au hasard.
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Nous avons vu que les hydrosystémes du Saint-Laurent et de la Gironde sont
caractérisés par la présence historiqgue de contaminants liée aux activités humaines.
Cependant, les données de contaminations, des anguilles vivants dans ces deux
hydrosystémes, mais aussi d’impacts sur la santé de ces derniéres sont relativement anciennes.
Il était alors nécessaire de caractériser dans un premier temps les différents facteurs naturels et
anthropiques retrouvés actuellement le long de ces systémes. Un échantillonnage d’anguilles
au stade jaune (A. rostrata pour le Saint-Laurent et A. anguilla pour la Gironde) a ainsi été
réalisé au niveau de quatre sites situés dans I’estuaire et leurs affluents pour chaque
hydrosystéme.

Pour tenter de caractériser les mécanismes d’action des contaminants sur un organisme
et de déméler leurs effets propres sur ces animaux en milieu naturel, la stratégie du
séquengage haut débit du transcriptome du foie d’anguilles échantillonnées sur le terrain a été
adoptée. Cette stratégie a permis d’établir le transcriptome (niveau de transcription de
I’ensemble des génes d’un individu) pour chaque individu des deux espéces. Des analyses de
corrélation ont été effectuées entre 1’ensemble des genes séquencés et le niveau de
contamination des organismes dans le but d’associer un ensemble de génes a un contaminant
ou un facteur naturel particulier. La réalisation et I’étude du transcriptome étant une approche
relativement nouvelle en écotoxicologie, il était primordial de valider les liens établis entre
des génes et un facteur. En effet, ’association entre un gene et un facteur ne reposait que sur
des analyses de corrélations. De plus, ces analyses ayant été réalisées a partir de données
provenant du terrain, i.e., de sites naturels, tous les facteurs pouvant agir sur le transcriptome
n’ont alors pas été pris en compte. Certaines corrélations obtenues pourraient par conséquence
étre erronées. En d’autres termes, les génes pouvaient étre influencés par d’autres facteurs non
mesurés. Il était alors primordial d’approfondir et valider cette approche. Des expositions en
laboratoire a des contaminants de fagon séparée ont alors été réalisées. L’établissement des
profils transcriptomiques pour chaque contaminant demandant un nombre trop important
d’analyses pour étre réalisées par s€quencage, nous avons développé une puce a ADN. Cet
outil transcriptomique déja bien utilisé dans cette discipline (Lettieri, 2006 ; Denslow et al.,
2007, Poynton et al., 2007, 2008a, 2008b) confére un plus faible codt et sa rapidité de mise en
ceuvre permet de réaliser un plus grand nombre d’études transcriptomiques. La puce a ADN,
développée dans cette these, a été construite a partir de 1000 genes candidats qui ont été
identifiés comme étant associés aux différents facteurs mesurés sur le terrain.

L’application de cette puce sur des anguilles exposées en laboratoire a différents

contaminants de facon séparée et sur des anguilles prelevées sur le terrain a permis ensuite de
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comparer I’ensemble des réponses transcriptomiques obtenues. Cette comparaison a permis
de valider ou invalider les liens établis entre un ensemble de genes et un facteur a partir des
données de terrain. Dans un second temps, cette analyse comparative avait pour objectif de
hiérarchiser les effets des contaminants sur les anguilles sauvages. Cette hiérarchisation avait
pour but de déterminer quel contaminant engendre le plus d’effets toxiques chez les animaux.

Si la puce a d’abord été développée a partir du foie des anguilles, dans une perspective
de tester une méthode non-invasive, nous avons choisi d’utiliser la puce a ADN sur des
échantillons de nageoire caudale dans le but d’éprouver la capacit¢ de ces dernieres a
« répondre » & la contamination. Pour cela des individus exposés en laboratoire et issus du
terrain ont été utilisés et les profils de transcription des genes obtenus a partir de la nageoire
de chaque individu et de la puce a ADN ont été comparés de la méme facon et dans le méme
but que 1’étude menée sur le foie.

Au cours de ces travaux, nous avons tenté de i) comprendre les mécanismes d’actions
propres a chaque contaminant et ii) hiérarchiser les effets des contaminants en milieux
naturels. Cependant, ['ultime but de 1’écotoxicologie est d’appréhender I’impact des
contaminants sur les populations naturelles. La disparition massive des anguilles Européennes
depuis plusieurs décennies nous a alors conduits a évaluer I’implication potentielle de la
contamination dans le déclin de cette espece. Dans 1’objectif d’investiguer la contribution de
la pollution au déclin des anguilles, le stade argenté de I’anguille a été choisi car il
représentait les futurs géniteurs. Pour cela, des anguilles argentées provenant de 1’estuaire de
la Gironde considéré comme « contaminé » et d’autres provenant de Certes, considéré comme
un site « propre », ont ét¢ maturées artificiellement en laboratoire. Les profils d’expression
des génes obtenus via la puce a ADN a partir des gonades maturées ont été établis. La
comparaison de I’expression des geénes entre les individus issus des deux sites a été réalisée
dans le but de comprendre dans quelle mesure la contamination affecterait les capacités de
reproduction des géniteurs. Le possible impact sur les gonades des futurs géniteurs pourrait
étre extrapolé au niveau de la population. Cette extrapolation permettrait de comprendre dans

quelle mesure la contamination jouerait un réle dans le déclin de ces deux especes.

La demarche générale des travaux réalisés dans cette these est illustrée en figure 2.

La présentation de cette thése se décline en sept chapitres, le premier chapitre sera
alloué¢ a la description du contexte général dans lequel ce travail s’inscrit dont une
présentation plus explicite du cycle de vie des anguilles et la présentation des deux

écosystemes.
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Le chapitre 2 présentera I’ensemble des méthodes utilisées dans cette thése.

Le chapitre 3 sera dédié a 1’étude du transcriptome du foie des anguilles jaunes (stade
somatique) prélevées dans les deux systéemes par séquencage haut débit. Au cours de ce
chapitre nous tenterons de répondre a la question : Comment détecter et de déméler les effets
propres de chaque contaminant chez des individus sauvages ?

Si dans le chapitre 3, I’étude s’est basée sur des données du séquencage d’animaux de terrain,
le chapitre 4 sera quant a lui dévolu a 1’é¢tude des profils transcriptomiques établis avec la
puce a ADN a partir du foie d’anguilles exposées en laboratoire a des contaminants de fagon
individuelle. Ces profils obtenus en condition de laboratoire seront ensuite comparés a ceux
¢établis a partir du foie d’anguilles au stade jaune prélevées in situ. La comparaison de
I’ensemble de ces profils aura d’abord pour but de valider et de renforcer les liens entre un
groupe de genes et un facteur. Le second objectif de ce chapitre tentera de répondre a cette
seconde question :

Ces groupes de geénes peuvent-ils étre utilisés pour déméler et hiérarchiser les effets des

contaminants chez des individus prélevés in situ ?

Le chapitre 5 décrira I’étude menée sur la nageoire caudale sur des anguilles exposées en
laboratoire et prélevées sur le terrain pour tester la troisieme hypothése de travail : Peut-on

détecter les effets des contaminants au moyen d 'une méthode non-invasive ?
Le chapitre 6 sera consacré a 1’¢tude menée sur les anguilles argentées femelles (stade
mature) et ou nous tenterons de répondre a cette derniére question : La pollution anthropique

peut-elle compromettre la capacité de reproduction des anguilles ?

Enfin une synthése de I’ensemble des résultats sera proposée au chapitre 7 soulevant de

nouvelles perspectives de travail de recherche.
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Contexte de I’étude

1. Implication des technologies « omiques » en écotoxicologie

La prise de conscience de la contamination des écosystemes au déebut des années 1960
a amené la question des effets de ces contaminants sur la santé des organismes vivants dont
I’homme, pourtant a I’origine de cette pollution. L’écotoxicologie, basée sur les concepts de
la toxicologie et mélant également 1’écologie et la chimie se définit comme la science ayant
pour objectif d’évaluer et de prédire I’'impact des contaminants sur les organismes,
populations, communautés et in fine, sur les écosystémes.

Outre [’échantillonnage de sédiment et d’eau pour mesurer les quantités de
contaminants présents dans les milieux aquatiques, l'utilisation d’organismes aquatiques et la
mesure de leurs réponses biologiques en tant qu’outils de diagnostic de contamination et de
gestion du risque toxigue ont ensuite été mis en avant pour la surveillance de la qualité des
écosystemes aquatiques (Allan et al., 2006 ; Galloway et al., 2006 ; Hagger et al., 2008). En
effet, la mesure de la réponse au niveau cellulaire et moléculaire des organismes face a des
stimuli extérieurs apparaissent comme des indicateurs sensibles et précoces pour mesurer une
dégradation potentielle d’un écosysteme (Galloway et al., 2004).

Cependant les approches et les modeles classiquement utilisées en écotoxicologie, sont
jugés aujourd’hui insuffisants pour établir un effet d’un contaminant sur un écosystéme et sur
ses populations (Miracle et Ankley, 2005). De plus, les organismes sont en interaction
dynamique avec leur environnement et le risque d’une vision restreinte de ces organismes
dans leur niche écologique pourrait amener a de mauvaises interprétations des réponses chez
I’organisme étudi¢ (Luhmann, 2004 ; Steinberg et Ade, 2005). Les questions aujourd’hui
souleveées sont alors : Comment réduire les incertitudes dans la compréhension des impacts
des contaminants sur 1’environnement ? Comment définir le stress par rapport a un systéeme
dynamique ? Comment évaluer I’impact d’un contaminant sur un organisme dans un
environnement multi-contaminé ? Quel est le mode d’action spécifique d’un contaminant en
milieu naturel ? Comment déterminer quelle substance engendre le plus d’effet nocif sur les
communautés naturelles ?

Pour répondre a ces questions complexes, I’utilisation des technologies dites
«omique » a été mise en avant par Miracle et Ankley en 2005 puis plus tard lors d’un
consortium sur I’évaluation des risques en écotoxicologie aquatique tenu en 2008 a
Vancouver (van Aggelen et al., 2010). Ces technologies offriraient une image dynamique des
systemes biologiques. Les «omiques » englobent de nombreuses technologies comme la

génomique, la protéomique, la métabolomique ou encore la transcriptomique.
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Pour exemple, au cours des années 2000, ’avénement de la génomique a permis
d’améliorer les connaissances du génome d’espéces aquatiques modeles comme la daphnie
(Daphnia magna ; Watanabe et al., 2005), le medaka (Oryzias latipes ; Matsuda et al., 2001)
ou encore le poisson zébre (Danio rerio ; Broughton et al., 2001). De la génomique a ensuite
découlé la transcriptomique qui consiste a établir les niveaux de transcription de 1’ensemble
des génes d’un individu donné a partir du séquencage et de la quantification des molécules
d’ARNm.

Tous les organismes vivants, des plus simples aux plus complexes, sont composés
d’une a plusieurs millions de cellules. Ces derniéres présentent des caractéristiqgues communes
en termes de structure mais également de fonctionnement. Trois types de macromolécules
fondamentales sont impliqués, I’ADN, les ARN et les protéines. Un géne est une portion
d’ADN dont la séquence code I’information nécessaire a la synthése d’une protéine et ’ADN
est localisé dans le noyau de la cellule chez les eucaryotes. Au sein de ce compartiment, un
brin d’ADN est lu et copié en un transcrit que I’on appelle ARN messager (ARNm), capable
de sortir du noyau pour aller dans le cytoplasme. Ce processus est appelé transcription. Il
existe également les ARN ribosomiques (majoritaires) qui forment avec des protéines les
ribosomes qui traduiront les ARNm en protéines, et les ARN de transfert (ARNt) dont le role
est d’amener les acides aminés jusqu’aux ribosomes. Les cellules sont constamment soumises
a de nombreux signaux extracellulaires (hormones, parasites, stress physiques ou chimiques)
et induisent des voies de signalisation pour assurer de nombreuses fonctions comme la
croissance et le cycle cellulaire, le métabolisme énergétique ou encore la réponse au stress
(Pearce et Humphrey, 2001 ; Brauer et al., 2008). Cela permet dans un second temps une
adaptation des cellules aux conditions extérieures via par exemple une réponse
transcriptionnelle (Wenger, 2002). En d’autres termes, 1’augmentation ou la diminution du
processus de transcription des geénes permet a I’organisme de s’adapter et de lutter contre la
toxicité des polluants. A I’inverse, un polluant, en perturbant certaines voies de signalisation,
peut aboutir a la dérégulation du niveau de la transcription de certains génes. La mesure de
ces changements de transcription pourrait permettre de détecter si 1’organisme est soumis ou

non a un stress et d’identifier les mécanismes d’action de ce stress.

1.1. La toxicogénomique

L’approche de la génomique appliquée a la toxicologie, nommée toxicogénomique
(Aardemaa et MacGregor 2002) a permis de mieux évaluer en laboratoire les effets des

molécules toxiques présentes dans I’environnement (Snape et al., 2004). L’expression des
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génomes induite par une substance toxique peut étre utilisée pour identifier les impacts de
cette substance sur l’organisme. Elle permettrait de mesurer les réponses cellulaires a
différentes doses de polluants, d’évaluer ses mécanismes d'action, et d’estimer enfin la
variabilité interindividuelle de la sensibilité aux substances toxiques.

Dans la méme optique, le recours a la transcriptomique en écotoxicologie est basé sur
le fait que la majorité des contaminants induisent des changements sur le niveau de
transcription d’un certain nombre de genes. Cet ensemble de genes, spécifique d’un facteur,
constitue une « signature » biologique du contaminant et reflete le mécanisme ou le mode
d’action de ce dernier sur 1’organisme (Merrick et al., 2004 ; Miracle et Ankley, 2005).
L’utilisation de la méthode SAGE (Serial Analysis of Gene Expression ; Velculescu et al.,
1995) permettant une analyse de 1I’expression des génes sans la connaissance au préalable des
séguences géniques avait permis en laboratoire d’associer certains génes a un contaminant
particulier chez la crevette Palaemonetes pugio (Griffitt et al., 2007). Cette étude avait permis
en effet de distinguer un ensemble de génes dont le niveau d’expression était affecté par une
exposition au cadmium qui était distinct de deux autres patterns plus similaires et reliés a
deux pesticides, le fipronil et I’endosulfan. Cette approche transcriptomique a travers ces
« signatures » de genes avait permis la distinction des différents modes d’action des
contaminants. De tels génes constituent de potentiels biomarqueurs rapides et probants
(Griffitt et al., 2007).

1.2. Les puces a ADN

Ces « signatures » des contaminants ont été également appréhendées a 1’aide de la technologie
des puces a ADN (Neumann et Galvez, 2002). Une puce a ADN est une surface de verre
inerte sur laquelle sont déposés jusqu’a plusieurs milliers de séquences d’ADN qui sont
complémentaires de la séquence des ADNc (simple brin) de génes d’intérét et qui permet la
lecture simultanée du niveau de transcription de plusieurs milliers de génes. Une étude menée
sur la truite arc-en-ciel Oncorhynchus mykiss exposée a différents contaminants en laboratoire
avait permis, via une puce & ADN, de déterminer le mode d’action spécifique de chaque
contaminant étudié. En effet, un lien avait été établi entre un profil de génes et le mode
d’action d’un contaminant particulier, constituant des biomarqueurs potentiels de ce polluant
(Hook et al., 2006). Poynton et al. a la fin des années 2000 (Poynton et al., 2007, 2008a,
2008b) ont également développé une puce a ADN sur la daphnie exposée a des métaux. Ces
travaux ont ainsi permis d’associer un métal comme le cuivre ou le cadmium & une signature

transcriptomique spécifique. En outre, des études ont montré que les niveaux de transcription
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d’un géne étaient souvent fonction de la concentration de la molécule étudiée (Owen et al.,
2008). Le changement du niveau de transcription d’un géne est considéré comme une réponse
adaptative possible de 1’organisme exposé (Gentry et al., 2010). L’établissement d’un profil
transcriptomique en tant que « signature » d’un contaminant au travers de la réponse d’un
individu a pour but de mieux connaitre les voies métaboliques affectées et mieux évaluer ainsi
la toxicité d’un polluant sur I’organisme.

Cependant, les puces ADN se limitent @ un nombre parfois restreint de génes du fait
du peu de connaissance des sequences du génome des espéces. Plus récemment I’avénement
d’outils d’analyses a haut débit du génome et du transcriptome a permis une exploration de
I’ensemble des ARNm d’un individu (Schirmer et al., 2010) et d’élargir ainsi 1’exploration
des effets d’une molécule sur un individu. Ces outils a large spectre, en ne ciblant pas une
fonction ou un gene en particulier permettent ainsi une approche sans a priori pour étudier

I’impact d’une substance sur un organisme (Qian et al. 2014).

1.3. Application en écotoxicologie aquatique

Ces outils a haut débit ont donné une perspective nouvelle pour des espéces modeéles et non
modeles dont le génome reste peu ou pas séquencé d’une part et dans 1’évaluation des effets
des contaminants dans les milieux naturels d’autre part (Van Aggelen et al., 2008). Les
systemes aquatiques sont en effet des systemes complexes ou les contaminants issus des
activités anthropiques sont en mélange et ou il demeure difficile d’évaluer leurs effets propres
sur les individus (Falciani et al., 2008). L’utilisation de ces technologies a haut débit
appliquée a des espéces « clés » de leur environnement offre une perspective nouvelle dans la
compréhension des effets des contaminants sur les écosystemes (Schirmer et al., 2010,
Ekblom et Galindo, 2011). Dans une démarche d’évaluation écotoxicologique des milieux
naturels, il est en effet nécessaire d’utiliser des espéces considérées comme « sentinelles »
d’un environnement donné. L’anguille Européenne et Américaine sont deux especes
colonisant des milieux trés diversifiés par leurs capacités exceptionnelles d’adaptation et qui
sont situées au sommet de la pyramide des biomasses et qui sont donc susceptibles
d’accumuler les contaminants transferés le long du réseau trophique. En effet, I’anguille par
sa longue phase de croissance, son régime alimentaire varié et son mode de vie benthique, est
une espéce particulierement exposée aux polluants, et sujette a une bioaccumulation
importante. Ces deux especes integrent alors le niveau de contamination de leur écosysteme

tant en polluants metalligues (Durrieu et al.,, 2005) et organiques comme les
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PCBs (Bordajandi et al., 2003, Tapie et al., 2011), les HAPs (Roche et al., 2002) ou encore les
pesticides (Hoff et al., 2005). De plus, par sa position au sommet de la chaine alimentaire,
I’anguille intégre non seulement les effets directs (contamination via 1’eau et la nourriture)
mais également les effets indirects engendrés a des niveaux inférieurs, tels qu’une

modification des chaines alimentaires (Rasmussen et al., 2008).

2. L’anguille Américaine et Européenne, un cycle de vie unique

L’anguille Américaine (Anguilla rostrata, LeSueur 1821) et I’anguille Européenne (Anguilla
anguilla, Limnaeus 1758) occupent de larges aires de répartition géographique. L’anguille
d’Amérique se distribue le long des cOtes Est de I’Amérique du Nord et s’étend jusqu’au
Groenland au nord et jusqu’au Vénézuéla au sud (Scott et al., 1974 ; Boetius, 1985 ; Tesch,
2003). Au Canada, A. rostrata se retrouve dans les eaux douces qui lui sont accessibles
incluant les rivieres, les marais et les lacs, mais aussi les estuaires et les eaux cOtieres de
I’océan Atlantique. L’anguille d’Europe quant a elle se retrouve le long de la cote Ouest du
continent européen, tout autour de la mer Méditerranée et s’étend jusqu’en Islande et au Nord-
Ouest de I’Afrique (Bertin 1951 ; Avise, 2003). Les anguilles d’Atlantique (européenne et
américaine) sont des poissons catadromes avec un cycle de vie tres particulier et relativement
identique (Figure 1.2). En effet, ces deux especes se caractérisent par deux phases de
migration transatlantique, deux métamorphoses et par une reproduction unique au cours de

leur vie en Mer des Sargasses.

2.1. Lalarve leptocéphale

La capture de larves leptocéphales par Schmidt en 1922 en mer des Sargasses, localisée entre
les Bermudes et les Bahamas, a permis de désigner ce lieu comme le site supposé de
reproduction des anguilles atlantiques. A I’heure actuelle, aucun individu adulte (stade
argenté) ou ceuf n’ont été recueillis en mer des Sargasses, leur zone de reproduction et de
naissance exacte restant aujourd’hui encore un mystere pour les scientifiques (Bertin, 1951;
van ginneken et Maes, 2005). Concernant la migration des larves leptocéphales vers les cotes
respectives de chaque espéce, I’hypothése la plus soutenue Serait que ces dernieres se
déplaceraient de maniere passive par le biais des courants marins du Gulf Stream et de la
dérive Nord Atlantique. Cependant, il ne serait pas impossible que les larves soient capables
d’effectuer une nage active les amenant a faire des migrations verticale dans la colonne d’eau

(Castonguay et Mc Cleave, 1987, van ginneken et Maes, 2005). Le temps nécessaire pour
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achever leur migration vers les cotes seraient de 7 a 12 mois pour A. rostrata et de 21 mois
pour A. anguilla (Wang et al., 2000 ; Bonhommeau et al., 2009 ; Bonhommeau et al., 2010).
Une fois a proximité des cotes, les larves leptocéphales subissent une premiére

métamorphose, elles deviennent des civelles transparentes (Tesch 2003).

2.2. Le stade civelle

L’individu prend une forme beaucoup plus proche du stade adulte. Des changements
importants ont lieu au cours de cette étape : la civelle est plus petite que la larve leptocéphale,
les dents larvaires disparaissent, I’cesophage, le tractus digestif et I’intestin de la civelle sont
moins différenciés qu’au stade précédent et la civelle pése entre 0,2 et 0,3 g (Tesch, 2003). A
cette période elle ne se nourrit plus, et ce n’est que plus tard qu’elle recommencera cette
activité. A 1’abord du plateau continental, la civelle atteint les eaux douces situées en amont
des estuaires. Sa principale période de migration en estuaire a lieu en hiver et deux types de
migrations peuvent étre distingués (Tesch, 2003). Dans les estuaires, soumis a la marée, les
civelles utilisent les courants tidaux ascendants pour migrer et si le courant s’inverse (période
de jusant), ces dernicres peuvent s’enfouir dans le sédiment en attendant la prochaine marée
ascendante. En eau douce, les civelles ne sont plus soumises aux marées et adoptent alors une
nage active a contre-courant et remontent ainsi les cours d’eau. Cette migration se caractérise
par une pigmentation noire qui s’intensifie au niveau dorsal et dans un deuxieéme temps une
coloration jaune qui apparait au niveau ventral (Durif et al., 2003). Ces derniéres deviennent

des anguillettes puis anguilles jaunes.

2.3. Le stade jaune

Cette phase n’intervient qu’une fois la migration terminée. Les civelles devenues anguillettes
vont se sédentariser et adopter un mode de vie benthique, nocturne et solitaire. Cependant, des
études ont montré que certaines espéces du genre Anguilla, dont A. rostrata et A. anguilla
montraient une catadromie facultative. En effet, I’analyse chimique du ratio Strontium :
calcium (Sr:Ca) dans les otolithes d’individus prélevés dans différents estuaires d’Europe et
d’Amérique du Nord (Canada et Etats Unis) a mis en évidence différentes histoire de vie :
résidence unique (eau douce, saumatre ou marine), soit multiple avec notamment un
déplacement d’un habitat dulcicole vers un habitat saumatre et inversement lors des premieres

années de vie (Jessop et al., 2002 ; Arai et al., 2006 ; Daverat et al., 2006). Pour exemple,
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100% des individus échantillonnés dans la riviere de la Garonne (France) étaient sédentaire,
contre 23% échantillonnés dans la riviére Saint-Jean (Canada) (Daverat et al. 2006).

Durant cette phase de croissance, de maniére générale, les individus de grande taille
vont privilégier les zones profondes, en comparaison des petits individus, qui vont eux se
loger dans des zones au contraire peu profondes (Tesch, 2003). Ce stade dure entre 3 et 20 ans
pour I’anguille Européenne et jusqu’a 30 ans pour I’anguille Américaine, et est
majoritairement consacré a la recherche de nourriture. En effet, il correspond a la phase de
croissance somatique de 1’anguille au cours de laquelle le stockage de réserves lipidiques est
considérable, afin de préparer les individus a leur migration de reproduction (Tesch 2003).
Durant cette phase, les anguilles peuvent passer jusqu’a 74% de leur temps au fond des cours
d’eau, i.e., & proximité du sédiment (Tesch 2003 ; Tomie et al., 2013). Leur régime
alimentaire est essentiellement constitué de petits crustacés, de mollusques bivalves et de
petits poissons pour les individus d’eaux saumatres, et de larves d’insectes et de petits
poissons pour celles d’eaux douces (Tesch 2003). Lors de cette étape de développement, les

anguilles restent immatures et difficilement identifiables sexuellement.

2.4. Le stade argenté

Au terme de leur croissance, les anguilles réalisent une derniére métamorphose appelée
« argenture ». Ce processus de métamorphose se caractérise par plusieurs changements
externes de I’individu : 1’anguille se revét d’une couleur sombre (presque noire) en face
dorsale, blanche et argentée en face ventrale, la peau s’épaissit, la sécrétion de mucus
augmente, le diametre des yeux s’accroit de maniére importante (en paralléle avec le
développement des cellules en batonnet) et les nageoires pectorales s’allongent (Tesch, 2003).
A la fin de D’argenture, 1’anguille cesse de se nourrir, le tractus digestif régresse
progressivement (Durif, 2003) et I’anus se ferme. Les anguilles dévalent les cours d’eaux pour
entamer leur seconde migration transatlantique en groupe sur une période trés courte et ce
phénoméne serait da a des facteurs environnementaux. Le cycle lunaire et la pluviométrie

pourraient faire partie des facteurs déclenchant leur migration aval (Tesch, 2003). La
maturation de leur appareil reproducteur se réalise lorsque ces derniéres quittent les cotes et
migrent en direction de leur lieu supposé de reproduction (la Mer des Sargasses). A 1’heure
actuelle, la forte pression due a la nage en profondeur (Sébert et al., 2007 ) et ’exercice
natatoire (van Ginneken et Maes, 2005) pourraient étre des parametres pouvant induire la

maturation.
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L’individu utilise alors ses réserves lipidiques accumulées durant sa phase de croissance
somatique afin d’assurer sa longue migration vers les Sargasses, ou 1’anguille d’Amérique
doit parcourir 2000 km (5000 km pour les plus éloignées) et 5000 km pour 1’anguille
Européenne (8000 km pour les plus éloignées). Les appareils reproducteurs (gonades) vont
¢galement se développer progressivement durant la migration jusqu’au moment de la
reproduction (Vidal et al., 2004) en utilisant également les réserves énergétiques. Si les deux
espéces Ameéricaines et Européennes ont leur lieu de reproduction commun en Mer des
Sargasses, il a néanmoins été proposé que les deux especes utilisent des lieux de reproduction
distincts. Une autre hypothése serait que ces dernieres ne se reproduiraient pas durant la
méme période dans I’année évitant ainsi les rencontres entre les espéces (Wirth et al., 2003,
Van Ginneken et Maes, 2005). L’anguille Américaine se reproduirait entre Février et Avril et
I’anguille Européenne entre Mars et Juin (McCleave et Kleckner, 1987 ; Van Ginneken
etMaes, 2005 ; Bernatchez et al., 2011). Il existe toutefois des hybrides entre les deux espéces
malgré leurs aires et leurs périodes de reproduction distinctes (Albert et al., 2006). Pour ces
deux espéces leur reproduction se fait de maniére aléatoire entre les individus, elles sont alors
panmictiques (Dannewitz et al., 2005 ; Gagnaire et al., 2012 ; Pujolar et al., 2014). Enfin, une

fois que les anguilles se sont reproduites, ces dernieres mourraient d’épuisement.

2.5. Les anguilles d’Atlantique, deux espéces fragiles ?

Depuis le début des années 1980, ces deux especes ont vu leurs populations s’effondrer, avec
une chute de 40 a 80% des stocks de péches au Canada (Fig. 1.2) (Haro et al., 2000) et un
recrutement de nouveaux individus qui a subi une baisse de pres de 98% dans le fleuve Saint-
Laurent et dans le lac Ontario (Tomie et al., 2013). Quant aux anguilles d’Europe, ces
derniéres ont vu leur taux de recrutement en civelle diminuer de 90 a 99% (Fig. 1.3) (Dekker,
2003a, Stone 2003, Westin 2003, Pierron, 2007a). L’anguille A. rostrata est aujourd’hui
considérée au Canada comme menacée depuis 2012 (COSEPAC 2012), quant a 1’espece
d’Europe, A. anguilla, cette derniére est inscrite sur la liste rouge des especes en danger
critique d’extinction de I’Union Internationale pour la Conservation de la Nature (IUCN,
2014). La disparition massive des populations d’anguilles d’Atlantique serait fortement li¢e
au cycle de vie particulier de ces deux espéces. Selon de nombreux auteurs, la baisse des
stocks des populations d’anguilles d’Atlantique pourrait étre liée a différents facteurs tels que
la surpéche, la prédation des larves leptocéphales, ou encore les pertes d’habitats (ICES,
2009). Les changements climatiques et océaniques également provoqueraient une dérive et un

ralentissement du courant emprunté par les larves leptocéphales lors de leur migration et
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diminueraient leur capacité a atteindre les cotes (Castonguay et al., 1994 ; Knights, 2003 ;
Friedland et al., 2007). Les obstacles a la migration continentale en seraient également la
cause, avec la construction de barrages hydroélectriques notamment, empéchant 1’avalaison
des civelles et anguillettes dans les rivieres et la dévalaison des anguilles argentées pour se
rendre aux Sargasses (McCleave, 2001; Feunteun et al., 1998). Pour exemple, au Canada,
40% des anguilles argentées passant du Lac Ontario vers le fleuve Saint-Laurent seraient
tuées par les turbines des barrages hydroélectriques. La production aquacole d’anguilles
japonaises (Anguilla japonica) en Europe a entrainé 1’apparition et la prolifération de
parasites comme le nématode Anguillicola crassus qui est détecté chez les anguilles d’Europe
depuis les années 1980 (Palstra et al., 2007).

Plus récemment, la dégradation de la qualité des eaux a été avancée comme I’une des causes
possible, pour expliquer le déclin de ces populations (Larsson et al., 1990, Feunteun, 2002).
En effet le cycle de vie des anguilles, notamment leur longue phase de croissance, leur régime
alimentaire varié et carnivore, leur place au sommet de la chaine alimentaire ainsi que leur
mode de vie benthique les exposeraient de fagon trés importante aux contaminants présents
dans les écosystémes aquatiques. Plusieurs contaminants pourraient ainsi s’accumuler dans les
tissus des anguilles comme les branchies, le foie, les reins, les muscles ou encore les gonades
et causer des effets déléteres de facon individuelle ou synergique (Geeraert et al., 2010).

La contamination des eaux de surface et des sédiments en métaux comme le cadmium (Cd), le
mercure (Hg), le plomb (Pb), le cuivre (Cu) ou le nickel (Ni), et les composés organiques
comme les pesticides, les HAPs et les PCBs pourraient contribuer en effet au déclin de ces
deux espéces (Hodson et al., 1994 ; Couillard et al., 1997 ; van Ginneken et Maes, 2005 ;
Pierron et al., 2007a, Belpaire et Goemans, 2007, Maes et al, 2008 ; Pierron et al, 2009;
Geeraerts et al., 2010, Belpaire et al., 2011, Van Ael et al., 2014). Ces contaminants ont une
présence ubiquiste dans les écosystemes aquatiques tant en eaux douces que saumatres et
leurs biodisponibilités varient selon la physico-chimie du milieu. Alimentés en eau douce par
leurs rivieres affluentes en amont et en eaux salées par la remontée de la mer en aval, les
estuaires sont des systemes hydrologiques complexes particulierement exposés aux
contaminants (Even et al., 2007).

Aujourd’hui peu de données existent concernant les concentrations et les effets de ces
contaminants sur les anguilles Américaines. Des études ont cependant montré une forte
corrélation entre la concentration en composés organochlorés (notamment le pesticide Mirex)
et la présence de malformations vertébrales et de foyers basophiles au niveau du foie des
anguilles du Saint-Laurent (Hodson et al., 1994 ; Couillard et al., 1997).
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Contrairement a 1’anguille Américaine, 1’'impact des contaminants sur 1’anguille
Européenne a été plus largement étudié. Une étude avait mis en évidence une diminution de
I’ordre de 7 % en 13 ans du stock de lipides accumulé dans le muscle d’anguilles jaunes
vivant dans les bassins de I'Escaut, de la Meuse et du Rhin. (Belpaire et al., 2009). Les causes
avancées pour expliquer cette perte de réserves lipidiques étaient notamment les PCBs
retrouvés en forte concentration dans les muscles (Maes et al., 2008). Une diminution des
stocks d’énergie chez les individus au stade jaune pourrait influencer négativement la
reproduction des individus au stade argenté (Boetius 1980, Palstra et al. 2007, van den Thillart
et al. 2007, Belpaire et al., 2009).

Des effets immuno-toxiques par une contamination au Hg ou au Pb, la réduction d’hormones
thyroidiennes et 1’accroissement du glucose sanguin par le Cr et le Cu, ont déja été décrits
dans la littérature (pour revue Geeraerts et al, 2010). Dans I’estuaire de la Gironde, des
concentrations élevées de Cu, Zn, Hg et Cd ont été relevées dans les reins et le foie de
anguilles (Durrieu et al., 2005) plagant I’anguille comme la seconde espéce la plus
contaminée en métaux apres le mulet porc (Liza ramada). De nombreuses études se sont
penchées sur les effets du Cd sur ’anguille et ont révélé que ce métal perturbait la chaine
respiratoire mitochondriale (Pierron et al., 2007b), la défense contre le stress oxydant dans les
branchies d’organismes au stade civelle. Il induirait également une consommation accrue des
réserves lipidiques avec une réduction de I’indice corporel (Fulton?) chez les anguilles jaunes
et pourrait avoir un effet délétéere sur les capacités de maturation des anguilles argentées
(Pierron et al., 2007b,c). Les travaux de Palstra et al. (2006) ont également mis en lumiére,
par la maturation artificielle d’anguilles argentées femelles, la remobilisation des PCBs
« dioxin-like » contenus dans les tissus adipeux vers les ceufs. Ce transfert serait a 1’origine

d’une augmentation du taux de malformation des larves.

? Indice de condition des poissons (indice de Fulton = (poids en g x 10°) / (longueur en mm)?
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3. Etat des lieux des estuaires du Saint-Laurent et de la Gironde
3.1 L’estuaire du Saint-Laurent

Un estuaire est le trongon ou les eaux douces des fleuves se mélangent avec les eaux salées de
I’océan. L’estuaire du Saint-Laurent mesure 150 km de long, a une largeur moyenne de 22 km
et couvre une superficie de 3470 km?. Il est caractérisé par une topographie sous-marine
complexe, des marées de grande amplitude et une forte variabilité de conditions physico-
chimiques (Couillard, 1982). Le débit annuel moyen du Saint-Laurent & Québec est d'environ
11 000 m® par seconde. Les riviéres majeures qui débouchent directement dans I'estuaire sont
les rivieres du Gouffre, Malbaie, du Sud, Ouelle et du Loup mais n'augmentent pas
significativement le débit du fleuve en eau douce. Le fleuve Saint Laurent se trouve en sortie
des Grands Lacs et est exposé aux polluants présents dans le bassin versant. Au bord de ses
rives (Figure 1.4), sur prés de 400 km, cing millions de personnes y vivent et la décharge des
eaux usées domestiques et industrielles représente une source importante de pollution (Pham
et al., 1999). Plusieurs métaux traces sont présents a des niveaux importants dans les eaux de
surface et les matiéres en suspension du fleuve Saint-Laurent (Cossa et al., 1998) ainsi que
dans les organismes tels que les plantes (Hudon, 1998), les moules (Metcalfe et Charlton,
1990; Metcalfe-Smith et al, 1992) et différentes especes de poissons (lon et al., 1997; Chan et
al., 1999; de Lafontaine et al., 2000).

Des études portées sur la bioaccumulation de métaux traces dans la moule zébrée Dreissena
polymorpha ont été realisées le long du fleuve Saint-Laurent et une forte variation
d’accumulation dans la moule en fonction de la saison et du profil hydrologique a été décrit
pour le Ca, Cd, Cr, Cu, Ni et Zn (Kwan et al., 2003). Concernant les composés organiques
dans les sédiments, I’apport en PCBs, pesticides organochlorés (OCPs),
dichlorodiphenyltrichloroéthane (DDT) et ses métabolites, héxachlorobenzéne (HCB) et en
Mirex proviendrait essentiellement des lacs fluviaux et du lac Ontario comparativement a
I’apport atmosphérique (Lebeuf et Nunes, 2004). La présence de ces composes reste
cependant trés inférieure aux lacs fluviaux (entre 12 et 39 fois moins importante) et

diminuerait en direction de 1’océan.
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3.2. L’estuaire de la Gironde

L’estuaire de la Gironde a une superficie de 635 km? et est influencé par I’océan Atlantique
jusqu’a 150 km en amont de son embouchure. Il draine un bassin versant alimenté
principalement par trois cours d’eau : la Garonne, la Dordogne et la riviére Isle (Schifer et al,
2002). Les principaux apports et les flux de matiéres dans I’estuaire de la Gironde proviennent
de la Garonne qui apporte une grande quantité de matiéres en suspension et de particules de
carbone organique. Par la superficie importante de son bassin versant, 1’estuaire de la Gironde
subit fortement les activités anthropiques. La majeure partie de ce systéeme est depuis
longtemps polluée en Cd, Zn, Hg, Cu et Pb par le cours d’eau nommé « Riou Mort » qui
pendant 50 ans a été soumis aux pollutions des activités minieres et notamment de 1’usine
« Vieille montagne » située a Decazeville-Viviez (Schafer et al.,, 2002). Le Cd s’est
particulierement révélé comme un contaminant important provenant des activités d’extraction
du zinc qui ont eu cours entre 1837 et 1986 en bordure de la riviere du Lot, pres de
Decazeville en Aveyron, et laissant échapper d’énormes quantités de Cd (Figure 1.5).
Aujourd’hui le Cd se retrouve toujours en fortes concentrations dans les sédiments du Lot et
de la Garonne mais aussi dans ceux de la Gironde. De plus les travaux de Tapie et al. en 2006
ont montré que I’estuaire était aussi marqué par une pollution organique notamment par les
polybromodiphényléthers (PBDES) utilisés comme retardateurs de flammes et par les PCBs.
Interdit depuis la fin des années 1980s, les PCBs sont des composés issus exclusivement de
I’industrie, ils sont chimiquement stables et donc peu biodégradables. Leur nature lipophile
leur confére également un fort potentiel d’accumulation dans les tissus riches en lipides des
organismes aquatiques et pouvant atteindre de tres fortes teneurs dans les organismes situés au
sommet de la chaine trophique comme observé chez I’anguille Européenne (Tapie et al.,

2011).
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1. Choix des sites d’échantillonnage

L’objectif de I’échantillonnage in situ était de capturer des animaux sur des sites présentant un
large panel de conditions tant anthropiques que naturelles. En effet, le but de ce travail était
d’appréhender les effets des contaminants sur des individus « sauvages », i.e. issus du terrain,
soumis a une pression anthropique. Ces animaux étant également prélevés dans des sites
présentant des différences en terme de facteurs naturels comme la température, la salinité ou
encore la présence de certaines maladies, 1’objectif était en outre d’évaluer I’effet de ces
facteurs sur le transcriptome afin de pouvoir les éliminer des patterns établis pour les
contaminants.

I était alors indispensable de réaliser des prélévements d’individus a différents sites dans les
estuaires et leurs affluents pour retracer toute la complexité du continuum. Comme décrit dans
le chapitre 1, le continuum Lot-Garonne-estuaire de la Gironde est largement caractérisé par
de fortes teneurs en métaux, tant dans les sédiments que dans les espéces y demeurant (Shéfer
et al., 2002, Baudrimont et al., 2006 ; Durrieu et al., 2005, Pierron, 2007a) et décrit plus
récemment pour les PCBs (Tapie et al., 2006, Tapie et al., 2011), produits pourtant interdits
d’utilisation depuis plus de vingt ans. Le fleuve Saint-Laurent est quant a lui le siege d’une
contamination d’origine organique (PCBs, pesticides et HAPs) et & moindre mesure en
métaux avec le Hg sous sa forme méthylée (Gagnon, 1998 ; Abdelouahab et al, 2008). Pour
chaque estuaire, quatre sites ont été sélectionnés pour leurs caractéristiques géochimiques et
anthropiques particuliéres, illustrant ainsi tant un gradient de contamination que de conditions
naturelles. Ainsi au Québec, la riviere Saint-Jean et la riviere Sud-Ouest ont été sélectionnées
pour leur qualité de sites « propres » et le lac Saint-Pierre et le lac Saint-Francois ont quant a
eux été sélectionnés car considérés comme « contaminés ». Pour les mémes raisons, en
France, les sites de Certes et Dordogne ont été choisis pour leur faible présence en
contaminants et les sites au niveau de la Garonne et de la Gironde ont été considérés comme
« contaminés ». L’ensemble des sites sont répertoriés sur la figure 2.1. Le travail en paralléle
sur deux hydrosystémes a permis d’élargir en outre la gamme de contaminants et de facteurs
naturels, pour une méme période d’échantillonnage.

La campagne d’échantillonnage des anguilles jaunes s’est déroulée au printemps de I’année
2011 et cela en parallele dans les deux pays dans le but notamment de limiter un effet de la
saison sur la physiologie des poissons et sur la pollution (Alberto et al., 2001). Il est important
de souligner que lors de la campagne d’échantillonnage, les paramétres physico-chimiques de

chaque site ont été relevés, i.e., la température, la salinité et le taux d’oxygeéne dans I’eau. Une
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Figure 2.1 : Cartes des sites d’échantillonnage au Canada (en haut) et en France (en bas). Les
sites considérés comme « propres » sont encadrés en vert, les sites considérés comme

contaminés sont encadres en orange.
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attention particuliére s’est portée sur la caractérisation de la condition de santé générale de
chaque individu (Fulton, Kn, HSI®; données présentées dans I’article du chapitre 3). Pour
chaque site, un total de 15 anguilles jaunes ont été prélevées. Suite a leur capture, les poissons
¢taient conservés dans de grands bacs a 1’abri de la chaleur et de la lumiére avec de 1’eau
provenant de leur site de capture. Des bulleurs électriques assuraient un apport continu en
oxygene aux poissons. Aprés avoir noté les différents paramétres morphométriques et
anatomopathologiques externes de I’anguille (longueur, poids, 1ésions externes..), le sacrifice
a été fait par décapitation, sans anesthésie. L’utilisation d’anesthésiants a en effet montré une
influence sur I’expression des geénes (Renault et al., 2011), ce qui pouvait induire un biais
pour les futures analyses. Le détail des données géographiques des sites et des informations
sur les méthodes de péches et les dates des prélevements sont décrits en tableau 2.1.

Tableau 2.1 Informations générales sur les sites d’échantillonnage

) Coordonnées Période 2011 ) Saturation en
Sites ) . ) . Méthode de capture ~ T°C S%o .
géographiques d'échantillonnage oxygene %
48 51 40N -
St Jean 14-15 juin verveux 17 19 NA
64 28 47 0
48 22 27N - _
Sud-Ouest 28-29 juin péche électrique 19,1 16,5 96,8
68 43 02 0
45 09 19 N
St Pierre 5-6 juillet verveux 12 0,11 NA
74 23 050
St 46_19 74N
. 20-21 juillet verveux 22 0 60
Francois 72_32_300
44 41 18N
Certes 24 Mai Verveux 21,9 19,9 74,65
11390
44 54 30 N _
Dordogne 7 Juin Verveux 22,2 0,32 86,5
015010
_ 4512 07N _
Gironde 8 Juin Chalut 21,3 7,78 86,5
043 350
44 43 51N
Garonne 10 juin Verveux 21,4 0,13 82,62
028 050

® L’indice de Fulton et du Kn sont des indices de condition de santé générale basé sur le rapport Taille/Poids
Le HSI est I’indice hépato-somatique, basé sur le rapport masse foie/ masse individu
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2. Exposition en laboratoire
Dans le but d’attribuer une signature transcriptomique pour chaque contaminant et facteur

naturel, des expositions d’anguilles au stade jaune ont été réalisées.

2.1. Choix des anguilles jaune de Certes

L’ensemble des expérimentations en laboratoire a ét¢ réalisé a la station marine d’Arcachon et
a partir d’individus sauvages prélevés sur le domaine de certes, i.e. sur le site le moins
contaminé. En effet, il n’existe plus en France depuis le début des années 1980 d’unités de
grossissement de civelles du fait notamment des problemes sanitaires difficilement
contrélables dans les bassins aquacoles. De plus, des signes de dérives physiologiques
sexuelles, ou une forte prédominance de males, avaient été observés (Rapport du Ministére de
I’agriculture, de 1’agroalimentaire et de la forét, 2012). En outre, [’objectif de
I’expérimentation en laboratoire était de refléter les conditions naturelles. Nos avons ainsi
choisi d’utiliser des d’anguilles sauvages issues de la méme population échantillonnée pour
I’étude du séquengage du transcriptome.

Le choix du site de péche des anguilles destinées aux expérimentations s’est légitimement
tourné vers le site de Certes, site considéré comme « propre » de notre étude dans le but
d’obtenir des individus en bonne santé et le plus faiblement contaminés. Ce site est une
ancienne propriété piscicole située dans la commune d’Audenge, aujourd’hui classé comme
une aire de gestion des habitats et des espéces par I’'UICN (Union International pour la
Conservation de la Nature, Commission mondiale des aires protégées) et géré par le
conservatoire du littoral. Un seul pécheur est autorisé sur ce site, Monsieur J-F Guiese, a qui

nous avons demand¢ de pécher les anguilles jaunes pour I’ensemble des expérimentations.

2.2. Mise en conditions expérimentales des anguilles
2.2.1. Stabulation des anguilles

Une fois les anguilles péchées sur le site, ces derniéres étaient ramenées a la station marine
dans des bacs contenant des tissus humides et recouverts de sacs noirs pour les préserver de la
lumiere, les anguilles étant des animaux lucifuges. Les anguilles étaient ensuite mises en
acclimatation a I’animalerie de la station dans des bacs alimentés directement par 1’eau
provenant du bassin d’Arcachon, par des pompes situées a proximité de la station marine.
L’objectif de les maintenir en eau de mer était de limiter dans un premier temps un choc

osmotique trop important du fait qu’elles venaient d’un milieu saumatre (autour de 17 %o a
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Certes) mais aussi pour diminuer la prolifération de parasites potentiels dont Anguillicola
crassus se développant moins aisément en milieu salin (Kirk et al., 2000). Les anguilles n’ont
été nourries qu’au bout d’une semaine apres leur date d’arrivée au laboratoire. Durant cette
période de stabulation, un trés faible taux de mortalité a été observé, période durant laquelle
¢galement, la salinité a été progressivement abaissée (5%0 en moyenne tous les 3 jours) pour
les acclimater aux futures conditions expérimentales. Durant cette période, les anguilles ont
été nourries ad libitum avec des moules décortiquees et congelées, et cela, tous les deux jours.
Le reste de la nourriture était enlevé chaque lendemain de nourrissage. Aprés 30 jours de
stabulation dans les bacs de 1’animalerie, les animaux ont été transférés dans les bacs

expérimentaux.

2.2.2. Présentation générale des conditions expérimentales

Le systeme expérimental était composé de bacs constitués de fibre de verre, matiere inerte
pour limiter I’adsorption des contaminants sur les parois. La hauteur d’eau dans les bacs était
fixée a 25 cm pour un volume total de 216 litres. La salinité¢ a été fixée a 5%o (salinité
moyenne observée dans les sites d’échantillonnages), établie par un apport contrélé en eau
saumatre (provenant du bassin d’Arcachon) et en eau douce (eau de la ville préalablement
déchlorée par bullage). Le mélange eau douce et saumatre s’effectuait dans une colonne en
PVC (H=170cm ; R=8cm), équipée de bulleurs pour assurer 1’oxygénation de I’eau. L’eau
était ensuite distribuée dans I’ensemble des différents bacs d’expositions au moyen de tuyaux
en PVC raccordés a la colonne et aux bacs. Le systeme d’alimentation en eau était ouvert,
renouvelant les bacs en eau «propre» 1 fois par jour. Concernant le maintien de la
température, celle-ci a été assurée par une résistance chauffante au fond de chaque bac réglee
d’abord a la température des bacs de l’animalerie puis amenée progressivement a la
température souhaitée, soit 23°C. Cette température correspondait a celle retrouvée en
moyenne dans les sites d’échantillonnages. L’oxygénation des bacs étaient assurés par des
bulleurs placés dans chaque bac. L’oxygénation et le nettoyage de 1’eau des bacs étaient
également assurés par des pompes filtrantes internes Eheim® assurant une filtration
mécanique et biologique (ensemencement de bactéries dénitrifiantes). Enfin, du fait de son
caractére lucifuge, au fond de chaque bac se trouvaient des tubes en PVC qui constituaient des
caches pour les anguilles et les protégaient ainsi de la lumiere artificielle de la salle

experimentale.
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La nourriture destinée aux anguilles en expérimentation était constituée de vive, un
poisson de mer acheté a la criée au port d’Arcachon. La vive a été privilégiée par rapport aux
moules décortiquées du fait que ces derniéres n’étaient disponible que sous la forme congelée.
La préparation de la nourriture standardisée pour 1’ensemble des expositions impliquait la
décongélation puis la re-congélation des moules. Ce processus n’était pas envisageable du fait
du risque de prolifération de bactéries dans la nourriture.

Pour la préparation du poisson, les viscéres étaient retirés du fait de leur potentiel a
accumuler les polluants, ainsi que la téte et la nageoire caudale. Le reste était broyé avec une
préparation d’agar-agar (0,8%) et d’huile de colza (1,3%) pour former une patée homogene.
Cette patée, réservée a -20°C, était ensuite distribuée au fur et a mesure du temps de
I’expérimentation. Tous les individus étaient soumis a un régime alimentaire correspondant a
7.5 % (nourriture humide) de leur masse totale. Durant la phase d’acclimatation les anguilles
ont été nourries le soir, avec la méme patée «témoin » i.e., non contaminée, durant 3
semaines avec une alternance jour/nuit de 12h. L’ensemble du dispositif expérimental est

illustré a la figure 2.2.

2.2.3. Suivis des parameétres physico-chimiques et de prise de nourriture

Le suivi physico-chimique a été effectué tous les deux jours a I’aide d’un conductimétre
300iWTW pour le controle de la salinité et de la température et d’une sonde pH 3151WTW
pour le controle du pH dans I’eau.

Concernant le suivi de la prise de nourriture, les animaux étaient nourris le soir. Le
lendemain matin, les restes de nourriture non consommeés par les anguilles étaient récupérés
puis déshydratés et pesés pour controler le taux d’ingestion des animaux. Le calcul était basé
sur la masse seche de la quantité de nourriture introduite au départ dans chaque bac auquel
était soustraite la masse seche de la nourriture récupérée aprés nourrissage, donnant ainsi la

masse de nourriture consommée par le groupe d’anguille de chaque bac.

2.3. Expositions des anguilles jaunes aux contaminants métalliques et organiques

L’ensemble des contaminants utilisés pour les expérimentations en laboratoire ont été choisis
en fonction des gradients de concentrations retrouvees dans les organes des anguilles

échantillonnées dans les huit sites Canadiens et Frangais. Chaque exposition a duré 45 jours.

2.3.1. Exposition au cadmium — Cd
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Comme décrit dans le chapitre précédent, si dans I’estuaire du St Laurent la contamination au
Cd reste peu marquée, a contrario la présence du Cd en Gironde est historique.

La contamination au Cd a été réalisée via la voie directe, en d’autres termes, via le métal
dissous dans I’eau. La biodisponibilit¢ du Cd sous sa forme Cd** (sa forme la plus
biodisponible; Calamari et al., 1980, Paquin et al., 2000) a une salinité fixée a 5 %o est de 26
%, calculée a partir du modeéle de I’ion libre. Dans le but de se rapprocher des conditions
naturelles (soit ~ 0,1 ug.L™ au niveau de la Gironde (Baudrimont et al., 2006)), et compte tenu
de sa biodisponibilité pour les organismes, les concentrations appliquées ont été de 0,4 pg.L™
et 4 pg.L™. Le facteur 10 entre ces deux concentrations permettait d’obtenir une valeur haute
et basse de concentration en Cd dans le but de couvrir une gamme des différentes
concentrations pouvant étre retrouvées sur le systeme fluvial de I’estuaire de la Gironde. La
contamination de 1’eau en Cd a été réalisée a 1’aide d’une pompe péristaltique, diffusant en
continu une solution mére (une pour chaque concentration), dans le tuyau d’alimentation en
eau saumatre du bac. Les anguilles ont été nourries avec de la nourriture non contaminée
(nourriture témoin), et la quantité fixée selon la masse moyenne des anguilles de cette

condition.

2.3.2. Exposition au méthylmercure — MeHg

La forme méthylée du mercure (MeHg) est la source majoritaire de la contamination des
poissons. En effet, le MeHg s’accumule dans les organes lipophiles comme le muscle et se
bioamplifie le long de la chaine trophique (pour revue Downs et al., 1997).

Le choix des concentrations en MeHg s’est fait a partir des données de concentrations dans les
huitres (proies potentielles des anguilles) issu du réseau ROCCH* (http://envlit.ifremer.fr), la
nourriture a été contaminée a 0.5 pg.g™ et 5 pg.g™ en poids sec (PS) de nourriture. La
contamination a été réalisée a partir d’une solution mere de methylmercure et diluée a la

concentration souhaitée avec de I’huile de colza puis mixée avec la vive broyée et 1’agar-agar.

2.3.3. Exposition aux polychlorobiphényles - PCBs

La forte présence de PCBs dans le muscle des individus échantillonnés dans la Gironde et
dans la Garonne, a conduit a réaliser des expositions d’anguilles a ces substances. Une
solution de pyraléne, regroupant les 7 PCBs classés prioritaires (PCB 28, 52, 101, 138, 153,

180 et 209) a été utilisée. Ces derniers sont utilisés dans 1’évaluation de la norme de la

* Réseau d'Observation de la Contamination Chimique du littoral
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qualité environnementale en France. Compte tenu du caractére fortement lipophile de ces
composés et de la place de I’anguille dans la chaine alimentaire, la voie trophique a été
choisie. La quantité de pyralene pour contaminer les boulettes de poissons a été calculée a
partir de la concentration du PCB 153, les concentrations appliquéees se sont appuyées sur les
concentrations en PCB retrouvées dans les proies présumées des anguilles au niveau de la
Gironde (Tapie et al., 2011) soit une concentration fixée a 50 ng.g™ PS de nourriture pour la
concentration basse et 300 ng.g” PS pour la valeur haute. Pour cette exposition, leur
nourriture a été mixée avec et de 1’agar-agar et une solution de PCBs qui avait été
préalablement mélangée dans de I’huile alimentaire puis conservée a -20°C. La quantité de

nourriture a été fixée selon la masse moyenne de I’ensemble des anguilles de cette condition.

2.3.4. Exposition aux pesticides organochlorés - OCPs

La source des pesticides organochlorés est principalement I’agriculture et représentent un
groupe important des polluants organiques persistants. Le choix de la contamination aux
pesticides organochlorés a été motiveé par leur forte présence dans les deux estuaires.

Ainsi, pour notre étude, les concentrations choisies pour la contamination a été de 13 ng.g™
(valeurs retrouvées dans les huitres en aval de 1’estuaire de la Gironde ; données du ROCCH)
et 130 ng.g™ PS de nourriture afin de représenter une large gamme de concentration pouvant
étre retrouvées en milieu naturel. La solution d’exposition a été réalisée a partir de solutions
pures des différents metabolites de I’insecticide DDT (Dichlorodiphényltrichloroéthane), le
2,4' DDE, 4,4' DDE + dieldrin, 4,4' DDD, 2,4' DDT, 4,4' DDT, ainsi que le lindane et le
transnonachlor qui sont également des insecticides organochlorés. Cette solution a été
mélangée au préalable avec de 1’huile de colza puis mixée a la chair de vive et de 1’agar-agar
et conservee a -20°C. De la méme fagon que pour les autres conditions, la quantité de

nourriture a été fixée selon la masse moyenne des anguilles.

2.3.5. Exposition a la sous-alimentation

Les anguilles étant soumises aux variations de leur apport en nourriture en milieu naturel,
nous avons choisi de les soumettre a un régime restrictif pour tester son impact sur
I’expression des geénes. L’apport alimentaire (en masse humide) a été fixé a 2% de leur poids
total contre 7.5% pour les autres conditions expérimentales soit 3,75 fois moins nourries que
les autres groupes. Les anguilles ont été nourries avec la nourriture non contaminée, la

quantité de nourriture a été fixée selon la masse moyenne des anguilles pour cette condition.
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2.3.6. Exposition a la salinité

Etant donné les changements de salinité d’amont en aval dans les deux estuaires, le choix
d’exposer les anguilles a une salinité différente s’est imposé. De plus, il a déja été montré que
chez certains poissons euryhalins, la salinité pouvait influencer 1’expression des génes, tel que
I’expression du géne hsp70 (heat shock protein 70) tant au niveau des branchies que du foie
(Deane et Woo, 2004). L’exposition a une eau douce n’a pas été retenue du fait du risque trop
¢levé d’une prolifération de parasites dans les anguilles et conduisant a des maladies
difficilement maitrisables sans [D’intervention d’antibiotiques. L’ensemble des bacs
expérimentaux ayant été soumis a une salinité fixée a 5%o, nous avons choisi d’exposer les
anguilles a une salinité de 18%o pour cette condition. Cette valeur a été choisie en fonction des
sites Sud-Ouest et Certes dont la salinité atteignait 16,5 et 19,9%o respectivement. Une
colonne d’eau a été dédiée par conséquent exclusivement pour ce bac expérimental, le reste
des bacs étaient alimentés en eau par une seule méme colonne d’eau maintenue a 5%o. Les
anguilles ont été nourries avec la nourriture témoin a 7.5% de la masse moyenne des anguilles

de cette condition.

2.3.7. Exposition a une faible température

Alors que les oiseaux et les mammiféres maintiennent leur température constante de facon
indépendante aux variations extérieures, les poissons sont des animaux ectothermes (a sang
froid) et ont une température corporelle égale a celle du milieu dans lequel ils vivent. La
température joue alors un réle prépondérant sur leur métabolisme général (Hazel et al., 1995 ;
Dolomatov et al., 2013). Il était donc pertinent d’exposer les poissons a une température
différente. Etant donné que la température choisie pour I’ensemble des conditions
expérimentales était de 23°C, leur température optimale de croissance (Sadler, 1979), il était
difficile d’exposer a une température excessivement plus chaude. De plus, les valeurs de
température mesurees lors de la campagne de péche en 2011 montraient des températures plus
basses notamment pour les sites de Québec autour de 12°C, nous avons alors choisi d’exposer

les anguilles a 13°C. Les anguilles ont été nourries avec la nourriture témoin a 7,5% de la

masse moyenne des anguilles présentes dans ce bac.

2.4. Maturation artificielle d’anguilles femelles au stade argenté

2.4.1. Préambule
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Pour mieux comprendre les démarches qui seront décrites dans les deux prochains
paragraphes, il était juste de donner des informations sur les processus hormonaux régissant la
maturation sexuelle des anguilles femelles argentées. Chez I’anguille, comme chez I’ensemble
des vertebres, la maturation des gametes est contrdlée par le systeme nerveux et endocrinien,
le long de I’axe cerveau-hypophyse-gonade. Plusieurs hormones interviennent dans la
maturation des gonades : I’hormone GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone), la FSH
(Follicle Stimulating Hormone), la LH (Luteinizing Hormone) et enfin des hormones
sécrétées par les cellules folliculaires, comme 1’estradiol. Ces cellules entourent les ovocytes
et permettent leur maturation. Cependant, les évenements naturels conduisant a la maturation
sexuelle de 1’anguille restent, a ce jour encore, mal connus et la capture d’anguilles argentées
sexuellement matures dans I’océan Atlantique demeure un échec. Pour 1’anguille européenne,
les mécanismes entrainant leur maturation sexuelle restent mal connus et encore a ce jour, les
expériences de maturation et de fertilisation artificielle n’a donné que des larves restant
viables quelques jours seulement (Pedersen, 2003 ; Pedersen, 2004).

Des études de maturation des gonades des anguilles femelles européennes au moyen
d’injections d’extraits hypophysaires de carpe avaient mis en évidence une augmentation de la
testostérone, de 1’oestradiol, de la LH et de la GnRH. Néanmoins cette sécrétion n’est pas
directement due a la stimulation directe du cerveau par I’injection de CPE, mais plut6t par un
rétrocontréle négatif des stéroides (notamment 1’estradiol) sécrétées par les gonades au cours
de la maturation (Dufour 1989, Dufour, 1994, Vidal et al., 2004, Schmitz et al., 2005).
L’anguille argentée, au niveau des cotes européennes, est encore a un stade pré-pubére et
deviendra sexuellement mature seulement durant sa migration transocéanique vers son lieu de
reproduction. L’injection d’hormones en laboratoire est donc indispensable pour induire la
maturation de ces poissons.

La maturation sexuelle d’anguilles argentées femelles en laboratoire a été réalisée a la
station expérimentale de Saint-Seurin sur 1’Isle, station rattachée a I’IRSTEA de Bordeaux-
Cestas. Cette expérience a €té mise en ceuvre par Sarah Bureau du Colombier dans le cadre de
son post-doctorat au cours du projet IMMORTEEL. Au sein de ce travail, j’ai participé a
I’ensemble des dissections des anguilles, réalisées au cours des 4 mois de 1’expérience de
maturation et travaillé sur I’aspect transcriptomique au moyen de la puce ADN sur les

gonades des anguilles maturées
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2.4.2. Stratégie d’échantillonnage

L’¢échantillonnage des anguilles argentées a été réalisé au cours de I’hiver 2012-2013 au
moment de la dévalaison des anguilles vers 1’océan Atlantique. Les anguilles ont été prélevées
au niveau du site de Certes, le site de référence de notre étude, mais également au niveau de
I’estuaire de la Gironde, site considéré comme le plus contaminé. Au total 40 individus ont été
¢chantillonnés a Certes et 23 au niveau de ’estuaire de la Gironde. Tous les individus ont été

ensuite ramenés a la station expérimentale de Saint Seurin sur I’Isle.

2.4.3. Mise en conditions expérimentales

Une fois les anguilles arrivées a la station expérimentale, ces dernieres ont été identifiées a
’aide d’un pit-tag (une micro-puce fournissant un code unique pour chaque individu). A cette
étape les anguilles ont été anesthésiées puis placées ensuite dans une eau saline proche de la
salinit¢ de leur site d’échantillonnage respectif. La salinité a ensuite été progressivement
augmentée apres deux semaines de stabulation dans les bacs pour atteindre une salinité
supérieure a 30 %o, salinité de 1’océan. La température a ét¢ fixée a 15°C, (température
relevée lors de 1’échantillonnage) et ce, jusqu’a la fin de I’expérience. A la fin de la période
d’acclimatation des anguilles, ces derniéres ont été redistribuées dans différentes unités
expérimentales, mélangeant les anguilles provenant des deux sites afin de s’abroger de tout
« effet bac ». Une activité de nage a été simulé par un courant d’eau, dont la vitesse variait
entre 13 et 15 km/h, vitesse correspondant a la vitesse moyenne mesurée chez des anguilles
européennes suivies par des émetteurs durant leur migration (Aarestrup et al.,, 2009). Chaque
bac était équipé d’un filtre biologique et mécanique muni en sortie d’un appareil UV assurant
la stérilisation de 1’eau. Tout au long de I’expérience, les paramétres physico-chimiques tels
que la température, la salinité et le taux d’oxygénation ont été relevés en continu. Dans le but
de recréer les conditions de leur migration transocéanique, les anguilles ont été maintenues
dans le noir complet et n’ont pas été nourries durant les 4 mois de I’expérience.

Afin d’induire le processus de maturation artificielle, une injection intra-peritonéale
(sans anesthésie) hebdomadaire d’extrait hypophysaire de carpe (CPE) a été nécessaire. La
concentration en CPE, fixée a 20 mg de poudre par kilogramme d’anguilles, a été établie en
accord avec la littérature (Dufour et al., 1983 ; Dufour et al., 1989 ; Dufour, 1994 et Durif et
al., 2003).

Pour Certes et Gironde, huit et cing individus respectivement ont été prélevés et

disséqués a TO, marquant le début de I’expérience. Le reste des individus a été ensuite préleveé
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au bout de 11 semaines, soit apres 10 injections de CPE. Les échantillons de gonades destinés

a I’analyse transcriptomique ont été conservés dans du RNAlater et placés a -20°C.

3. Les méthodes d’analyses
3. 1. Stratégie de construction de la puce ADN
3.1.1. Le séquencage haut débit

L’avénement au milieu des années 2000 du sequencage haut débit a permis de démocratiser
leur utilisation dans différents domaines dont I’écotoxicologie. Dans ce travail de these, le

séquencage du transcriptome des anguilles a été réalisé a 1’aide de la technologie Illumina

HiSeq 2000.

3.1.1.1. Principe

Cette méthode de séquencage est réalisée sur un support solide contrairement a la méthode de
Sanger qui se faisait en solution. Dans les deux cas, le séquencage est réalisé par une
amplification par polymérisation du fragment ADN. L’amplification du fragment se fait alors
directement sur le support solide pour la méthode Illumina. L’ADN va subir différentes étapes
avant d'étre amplifi¢ et séquencé. L’ADN est tout d’abord fragmenté puis ramené¢ a bout franc
(générer des extrémités non cohésives). Une base A est ajoutée a I’extrémité 3’ et des
adaptateurs doubles brins (ayant un T a leur extrémité 5°) sont fixés au fragment ADN. Ces
ADN modifiés constituent une « librairie » qui va ensuite pouvoir étre séquencée dans un
appareil de séquengage automatis¢€. Les fragments sont d’abord dénaturés (simple brin) puis
hybridés sur une lame pour pouvoir étre séquencés. Les adaptateurs préalablement ligués
permettent (i) la fixation de fragments d’ADN simple brin a des amorces, elles aussi simple
brin, qui sont fixées sur le support solide et (ii) d’initier I’amplification de ces fragments.
L’¢longation par I’ADN polymérase de 1’amorce liée au fragment simple brin va permettre
I’obtention d’un fragment double brin qui va a nouveau étre séparé. Le simple brin d’ADN
nouvellement formé va ensuite se lier a une autre amorce fixée sur le support en formant un
pont et va subir une nouvelle étape d’amplification suivie d’une étape de dénaturation pour
former un autre pont. Cette étape d’amplification des fragments d’ADN, appelée « Cluster
Generation », va étre réalisée 35 fois afin d’obtenir une quantité suffisante de chaque
molécule d’ADN pour réaliser le séquencage. Le séquencage commence par la liaison sur les
fragments simple brin d’une amorce. L’ADN polymérase va alors venir se fixer sur le duplex

formé et va ajouter a cette amorce un nucléotide modifié portant un fluorochrome et un
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terminateur réversible permettant le blocage de 1’ajout d’un autre nucléotide. Chaque
nucléotide est doté d’un fluorochrome spécifique et I’excés de nucléotides non incorporé est
¢liminé par lavage. Le fluorochrome est ensuite excité par des lasers, I’émission de la lumiere
est enregistrée par une camera, lumiere qui sera traduite ensuite par traitement informatique
en un nucléotide et in fine permettra de reconstituer la séquence nucléotidique du fragment. A
la fin de chaque étape d’incorporation d’un nucléotide et de 1’excitation du fluorochrome
associé, le clivage du terminateur réversible et du fluorochrome permet la poursuite du
séquencage. Une fois I’ensemble des séquences identifiées, 1’assemblage de ces séquences va

permettre la construction du génome.

3.1.1.2. Séquencage du transcriptome des anguilles

La démocratisation du séquencage par son colt de plus en plus faible a permis le
développement du séquencage du transcriptome (Ekblom et Galindo, 2011), c¢’est-a-dire de
I’ensemble des ARNm chez un individu a un instant t. En effet a partir d’'un ARNm,
précurseur des protéines, il est possible de le rétro-transcrire en une molécule d’ADN simple
brin appelé ADN complémentaire (ADNCc) puis de le transformer en ADNc double brin pour
pouvoir y insérer les adaptateurs et réaliser le séquencage de cet ADNc double brin de la
méme fagon que pour une molécule d’ADN décrit précédemment. Dans une démarche
écotoxicologique pour comprendre les réponses des individus face a une contamination, ces
technologies a haut débit ont été utilisées pour €tudier le transcriptome d’especes prélevées
dans leur milieu naturel comme la perchaude (Pierron et al., 2011). La force et I’originalité de
cette approche est d’explorer I’ensemble des expressions géniques sans a priori et
sélectionner les genes qui seront, chez des individus de terrain, affectés pas les facteurs
environnementaux, anthropiques ou naturels. Plus précisément, dans la présente étude, dans le
but de comprendre les effets des contaminants sur des individus vivant en milieu multi-
contaminé et soumis aux variations physico-chimiques, nous avons utilisé cette technique
pour séquencer en simultané le transcriptome d’anguilles Américaines et Européennes issues
de différents sites naturels présentés plus t6t dans ce chapitre. Le principe du séquencage par
la méthode Illumina et son application aux deux especes d’anguilles sont illustrés en figure
2.3.

Dans notre démarche, le foie a été choisi car il est le siége d’un grand nombre de réactions
métaboliques (métabolisme des xénobiotiques, détoxication, métabolisme énergétique) et est

le siege d’une importante accumulation de métaux non essentiels comme le cadmium (Al-
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Yousuf et al., 2000, Gonzalez et al., 2006). Cet organe est également la cible privilégiée des
composés lipophiles comme les PCBs (Bachour et al., 1998). Le stade somatique de ’anguille
a été choisi pour cette étude car il représente la phase de croissance de I’anguille, ou cette
derniére va accumuler des graisses qui serviront plus tard a son développement sexuel, mais
aussi des contaminants métalliques et organiques présents dans les écosystemes aquatiques
(McHugh et al., 2010). Pour le séquencage du transcriptome, 48 individus ont été
échantillonnés, soit six individus par site. Les echantillons de foie destinés au sequencage ont
été conservés a -20°C dans du RNAlater.

La construction de la librairie des ADNc des 48 individus se différencie de celle présentée
précédemment par ’ajout, a la fin des séquences fragmentées des ADNc, de code-barres
(petites séquences nucléotidiques ajoutées a la fin de la séquence des ADNC) qui ont permis
I’identification a la fin du séquencage des fragments issus de chaque individu. De cette facon,
nous avons obtenu les niveaux d’expression de I’ensemble des génes pour chaque individu par
la quantification du nombre de fois ou la séquence d’'un ARN a été séquencée chez un
individu donné. La construction de la librairie a été réalisée par Fabien Pierron au laboratoire
du Pr Louis Bernatchez a I'université Laval a Québec. Le séquengage a été réalisé¢ a Genome
Quebec innovation Center (Université McGill a Montréal, Québec, Canada). L’assemblage et
I’annotation du transcriptome ont quant a eux été réalisés par un bioinformaticien, Eric

Normandeau (Université Laval, Québec).

3.1.2. Elaboration de la puce 8 ADN

La technologie des puces a ADN a été développée a la fin des années 1990 sur des lames de
verre, un support inerte, sur lequel sont fixées des séquences d’ADN simple brin.
L’application majeure de ces puces est dédiée a 1’analyse de du niveau de transcription des
géenes. Les puces ADN ou « biopuces » ou encore DNA microarrays reposent sur le principe
de la complémentarité des séquences d’ADN. Les séquences d’ADN simple brin déposées
sur la lame de verre (appelées « sondes ») vont étre en contact avec un ensemble d’ADN
simple brin (appelés « cible ») extrait d’un individu. Une cible va s’hybrider spécifiquement
avec la sonde qui lui est complémentaire. Ces cibles vont étre marqués par des fluorochromes
tels que les cyanines (rouge : Cy5 et vert: Cy3). L’hybridation de la cible sur sa sonde et
I’excitation par des lasers des fluorochromes va permettre I’émission d’une lumiere qui sera

enregistrée et traduite en niveau d’expression du géne correspondant a la sonde.
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Chaque sonde est présente en millier de copies sur une méme zone (appelée « spot »), et la
fluorescence émise a un spot donné sera proportionnelle au nombre d’hybridations formée a
ce spot, en d’autres termes, au nombre de copies de la cible présentes initialement dans
I’échantillon déposé sur la puce. L’utilisation de deux fluorochromes permet de déposer sur
une méme puce deux échantillons différents et les cibles de chaque échantillon vont entrer en
compétition pour s hybrider sur leur sonde correspondante. Ainsi si un spot, apres excitation
des fluorochromes, apparait rouge, cela signifie que les cibles de 1’échantillon marqué en
rouge se seront hybridées en plus grand nombre comparativment aux cibles de 1’échantillon
marqué en vert. Cela suggére ainsi que pour ce gene, correspondant a cette sonde, ce dernier
était plus exprimé dans 1’échantillon marqué en rouge par rapport a 1’échantillon marqué en
vert. Si le spot apparait jaune, cela signifie que pour ce gene donné, son expression est
identique chez les deux échantillons testés. Les puces ADN permettent ainsi de détecter et de
quantifier simultanément le niveau de transcription de plusieurs milliers de génes chez un
individu donné. Le nombre de génes (sondes) présents sur la puce différe selon les objectifs
du projet. Pour exemple, sur les puces ADN utilisées dans le cadre médical, le nombre de
genes présents varie entre un millier a une dizaine de milliers de génes (Lee et al., 2004). Plus
récemment, les puces a ADN ont été utilisées en écotoxicologie pour étudier les impacts de
contaminants sur ’expression des genes. Ces derniéres ont été d’abord établies chez des
espéces modeles comme la daphnie (Daphnia magna) afin d’étudier les impacts de la toxicité
de différents métaux tels que le cuivre ou le cadmium. Ces puces ont également permis la
recherche de nouveaux biomarqueurs de toxicité (Poyton et al., 2007, Poyton et al., 2008 a,
b).

Au cours de notre étude, nous avons sélectionné 1000 genes, 1000 génes de fonction
biologique connue et dont le niveau de transcription était fortement corrélé a un facteur
particulier, de nature anthropique ou naturel comme la température ou la salinité. La sélection
de ces génes appelés « génes candidats » a eté realisée a partir d’une étude statistique sur le
transcriptome des anguilles d’Amérique et d’Europe issu du séquengage décrit plus tot dans
ce chapitre. La stratégie adoptée a été d’établir un lien statistique entre le niveau de
transcription de I’ensemble des génes séquencés chez les 48 poissons et les niveaux de
contaminations individuels en contaminants métalliques et organiques mesurés dans les
différents organes de chacun des individus. Pour cela une collaboration avec un étudiant en
doctorat en mathématiques appliquées, Raphaél Coudret a été initiée. Nous avons ainsi
appliqué la méthode statistigue FAMT (Factor analysis for multiple testing ; Friguet et al.,

2009) au jeu de donneées (thése Coudret R. 2013). De fagcon simplifiée, ce test réalisé sous R
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(http://www.r-project.org/) en utilisant le package FAMT (Causeur et al., 2011) a permis
d’établir des liens statistiques entre le niveau de transcription d’un gene et un facteur avec une
pvaleur indiquant la force statistique du lien. Pour chaque facteur étudié, deux seuils ont été
utilisés, le premier seuil permettait d’indiquer la pvaleur maximale acceptée du lien entre le
facteur étudié et un gene, le second seuil indiquait la pvaleur maximale acceptée du lien entre
tous les autres facteurs et ce gene. Par conséquent la pvaleur fixée pour le premier seuil était
la plus faible possible et au contraire pour le second seuil, la pvaleur était la plus grande
possible. Ainsi cela a permis d’obtenir un lien entre un geéne et un facteur avec un lien
statistique fort. Une valeur B était également donnée illustrant le sens du lien entre le géne et
son facteur associé. Mon travail a consisté en premier lieu a sélectionner les facteurs a inclure

dans le modele FAMT puis a établir les listes de genes associés aux différents facteurs testés.

3.1.3. Protocole des puces a ADN

Les sondes oligonucléotidiques des 1000 génes choisis pour la puce ont été générées par
informatique dans un premier temps. Il était en effet nécessaire de choisir une partie de la
séquence du gene d’intérét qui était la plus conservee entre les deux especes. Une des
propriétés importante d’une sonde est la température de fusion (Tm) qui correspond a la
température a laquelle 50 % des brins sont associés avec la sonde. Les liaisons entre les bases
nucléiques de chaque brin complémentaire peuvent étre rompues par une élévation de
température. Dans un souci de spécificité de la sonde pour un géne, il était alors primordial
que la sonde ait un Tm élevé soit 60°C en moyenne pour I’ensemble des sondes. La longueur
choisie était liée au Tm puisque celle-ci augmente avec le nombre de paires de bases et fut
fixée a 60 mers (60 bases oligonucléotidiques). En outre une grande taille de sonde permettait
de diminuer le risque d’une hybridation non spécifique entre deux molécules d’ADN simple
brin relativement proches. En effet, plus la longueur de la séquence est longue, moins le
risque d’une liaison non spécifique par similarité partielle de séquence peut arriver. Le
logiciel ProDesign (Feng et Tillier, 2007) a été utilise pour le choix des séquences les plus
appropriées. Il permet notamment de prendre en compte la similarit¢ éventuelle d’une
séquence avec une autre présente dans le transcriptome. Une fois le « design » des sondes
réalisé, ces derniéres ont été synthétisées chimiquement par une entreprise de biotechnologie
Eurofin Genomics en France. La construction de la puce a ADN c’est-a-dire la fixation
(spotting) des sondes oligonucléotidiques sur les lames de verre a éteé réalisée a la plateforme

Génomique et protéomique « Genotoul » de Toulouse (France). Sur chaque lame de verre,
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deux puces ont été spottées. Chaque puce était composée des 1000 génes déposés chacun en
triplicat. Une fois la puce construite, chaque étape du protocole a été mise au point au

laboratoire, de la préparation des ARNm a la lecture des lames au scanner.

3.1.3.1. Extraction des ARNm et préparation des ADNc

Pour chaque individu, les ARN totaux ont été extraits a partir de 20-25 mg de tissu (foie,
nageoire ou gonade) a 1’aide du kit d’extraction d’ARN « SV total RNA extraction kit » de
PROMEGA modifié pour la puce a ADN. Le tissu a été inséré dans un tube contenant 450ul
de tampon de lyse et 2 billes en métal puis passé a la broyeuse pendant 1 min a 30m/s. Apres
centrifugation pour éliminer de potentiels débris, le lysat fut récolté puis 400uL de
phénolchloroforme ont été ajoutés pour séparer les composés hydrophiles (ARN et ADN) et
hydrophobes (lipides). La phase supérieure (phase aqueuse) a ensuite été prélevée et placée
dans un nouveau tube. Un ajout d’éthanol a 75% a été réalisé afin de rendre les ARN et ADN
davantage négatifs (charge électrique) et donc d’optimiser leur fixation sur les colonnes
d’affinités qui ont ensuite été utilisées pour isoler et purifier les ARNtotaux. Une fois le
melange éthanol-lysat déposé sur la colonne d’affinité, I’ensemble est centrifugé 1 min a
13000 rpm et le lysat qui a traversé la colonne est éliminé, le mélange ADN/ARN maintenant
fixé sur la colonne. La colonne est ensuite nettoyée avec 600ul de tampon de lavage et a
nouveau centrifugé pendant 1 min a 13000 rpm. La colonne est ensuite mise a incuber
pendant 15 min a 37°C, en présence de DNAse I (enzyme capable de dégrader ’ADN) pour
ne récupérer ensuite que I’ARN. Aprés 2 lavages, I’ARN purifié a été récupéré par élution de
la colonne avec de 1’eau ultra-pure (50ul). La concentration en ARN a été mesurée par
spectrophotométrie (Epoch microplate spetrophotometer, Biotek). La méthode de marquage
au fluorochrome des ARNm a ¢été réalisée par la méthode indirecte. En d’autres termes,
I’étape du marquage débute au moment de la rétro-transcription (RT) des ARNm en ADN
simple brin (ADNc) par D’incorporation d’une base nucléotidique modifiée. Cette base
modifiée va permettre la fixation, dans un second temps aprés 1’étape de la RT, des
fluorochromes.

La retro-transcription des ARN totaux en ADNc a été réalisée avec 15 pg d’ARN totaux et
auxquels ont été ajouté 3 pl (1pg/pl) de random primer, et 2 pl (1pg/ul) d’oligodT et de I’eau
ultra-pure pour ajuster le volume a 20 ul. Aprées incubation 5 min a 70°C pour linéariser les

ARN et les amorces, un mix de réactifs pour démarrer la réaction de RT a éte ajouté (8 pL de
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1. Puce a ADN 2. Ensemble de la chambre 3. Insertion du coverslip dans la chambre et
d’hybridation et du coverslip dépdt du mélange d’ADNc dans les
espaces rectangulaires

|

5. Ajout des piéces de la chambre pour
enserrer I’ensemble coverslip/puce et

4. Insertion d’une puce pre-hybridée sur

. . R I’ensemble coverslip/ADNCc, le coté
hybridation sur une nuit dans le four a sDotté en contact avec les ADNC
hybrider a 55°C P

Figure 2.4 : Tllustration des étapes d’hybridation des puces ADN.
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tampon Goscript, 4 uL de DTT, 4,8 pL MgCl,, 1 uL de dNTPmix 50x (sigma), 1 pL de dUTP
(posséde un groupement aminoallyle et remplace une partie des bases dTTP et permet a
posteriori la fixation de fluorochrome sur la molécule d’ADNc) et 2 uLL de I’enzyme Goscript
RT). Le mélange a été ensuite soumis a deux températures différentes pour optimiser la
réaction de transcription inverse ; 12 h a 20°C puis 3h a 42°C et 4°C en continu. Pour ne
garder que ’ADN complémentaire, I’ARN a été ensuite hydrolysé par ajout de 4 pL d’EDTA
20,2 M pH 8 et 6 uL de NaOH (1M) 10 min a 70°C puis un ajout de 6 uLL d’HCI (1M) a été
réalisé pour rééquilibrer le pH. Pour finir ’ADNc a été purifié¢ sur des colonnes QIAGEN
PCR purification kit selon le protocole recommandé par le fournisseur excepté pour 1’étape
d’élution des ADNc, ou ces derniers ont été élué de la colonne avec du sodium bicarbonate a

0,1 M, pH 9 (60ul).
3.1.3.2. Marquage

L’ADNc a ensuite été marqué avec des fluorochromes. Ces fluorochromes étaient les
cyanines 3 (Cy3) et cyanines 5 (Cy5) modifiées et possédant un groupement NHS-ester. Ce
groupement réagit avec le groupement aminoallyle de la base dUTP ; ils sont alors incorporés
dans I’ADNc. Chaque fluorochrome posséde une longueur d’onde particuliere, le Cy5 émet a
une longueur d’onde de 635 nm et le Cy3 a 532 nm. Les Cy5 ont servi a marquer la référence,
qui correspondait a un pool d’ADNc provenant du foie de 15 individus de Certes
échantillonnés au printemps 2011 et de 15 individus de Certes échantillonnés au printemps
2012. Cette référence avait pour objectif de normaliser toutes les puces de facon identique et
ainsi de pouvoir réaliser des comparaisons entre toutes les puces (méthode dite du « common
reference design »). Le couplage des Cye avec I’ADNc¢ (un mélange des ADNCc avec un
aliquot de Cye anhydre) a été réalisé en mélangeant la totalité¢ de 1’aliquot (60ul) d’ADNc
(soit 1,5-2 pg d’ADNc) et 40 nmol de cye pendant 1h30, a température ambiante et a
I’obscurité. Une solution d’hydroxylamine hydrochloride 4M est ensuite ajoutée au mélange
(15 pl) puis incuber dans le noir pendant 15 min dans le but de stopper la réaction. Le
mélange ADNCc-Cye fut ensuite purifié sur colonne Qiagen selon le protocole du fournisseur.
Aprés marquage, les échantillons ont été dosés au spectrophotométre pour mesurer leur
concentration en ADNc ainsi que leur FOI. Le FOI (fréquence d’incorporation) permet de
calculer le taux de fluorochromes incorporé par molécule d’ADNc est bas¢ sur le calcul

suivant :
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FOI = pmol Cye incorporé / Quantité totale d’ADNc
= (ACye/ A260) x (324,5/ 37 x Ecye)
Soit pour le Cy3: FOI= ACy3/A260 x 58,47
Cy5: FOI = ACy5/A260 x 35,08

Le FOI, mesuré au spectrophotométre Epoch, devait étre compris entre une valeur de 15 et 30,
soulignant une bonne incorporation des fluorophores dans I’ADNCc, soit un bon marquage. Le
dosage de la quantité d’ADNc pour chaque échantillon est également effectué afin de prélever

la quantité nécessaire pour 1’étape d’hybridation sur les puces.

3.1.3.3. Dépbt sur la puce a ADN

Les lames ont été préalablement pré-hybridées avec un tampon de pré-hybridation (50 ml)
contenant 0.1% (v/v) de BSA (bovine sérum albumine) afin de saturer tous les sites de
fixation non spécifiques et diminuer le bruit de fond sur les puces ainsi que du SSC (5X) et du
SDS (0.1%). L’ensemble fut chauffé a 55°C pendant 1h puis les lames ont été transférées
dans un tampon constitué de 0,1 X SSC et mis sous agitation pendant 5 minutes a température
ambiante. Apres renouvellement de cette étape, la lame fut transférée dans de 1’eau ultra-pure
et agitée 30 secondes puis séchée a la centrifugeuse a lame pendant 2 minutes. Une référence
et un échantillon d’intérét marqués ont ét¢ mélangés ensemble a une quantité égale (800 ng
d’ADNc de chaque) et ’ensemble a ét¢ mélangé a un tampon d’hybridation composé d’ADN
de thymus de veau (100ug/ml) dans le but de minimiser le bruit de fond, de 5X SSC (v/v) et
de 0.1% SDS (v/v) puis déposés sur les puces a ADN. Un mélange échantillon-tampon de 240
uL (120 ul d’ADNCc et 120 pl de tampon) au total fut déposé sur la lame et cette derniére a été
insérée dans une chambre d’hybridation. L’assemblage de la lame dans la chambre
d’hybridation est illustrée en figure 2.5.

L’étape d’hybridation a été réalisée sur une nuit a 55°C avec une rotation de 10
tours/min dans un four & hybridation (les étapes d’hybridation sont illustrées en figure 2.5). Le
lendemain la lame a ensuite été lavée dans 3 tampons successifs de plus en plus astringents
pour éliminer les hybridations non spécifiques (responsables d’un fort bruit de fond): tampon
1 (2X SSC ; 0,1%SDS), tampon 2 (0,1X SSC ; 0,1%SDS) et tampon 3 (0,1X SSC), puis elle a
été lue dans un scanner pour puce a ADN (Innoscan 710, Innopsys).

Les données des puces ont été¢ normalisées tout d’abord par le calcul du ratio (fluorescence/

bruit de fond) pour la référence et 1’échantillon. Si ce ratio était supérieur a 1,5, la valeur pour
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le gene correspondant était sélectionnée pour la normalisation. La normalisation et les
analyses statistiques ont ¢été réalisées a [I’aide du logiciel BRB-array Tools
(http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html) développé par Simon et al., 2007.

Les analyses de puce ADN ont été réalisées sur I’ensemble des conditions de laboratoire ainsi
que sur les anguilles péchées sur les 8 sites Québécois et Frangais avec 5 réplicas par
condition et site de péche. Un schéma explicatif du fonctionnement des puces ADN dans le

contexte de notre étude se trouve en figure 2.5.

3.2. Dosages des contaminants des expérimentations en laboratoire

Au cours de ces travaux de théese, le dosage du Cd et du Hg dans les échantillons
expérimentaux ou dans 1’eau a été réalisé par spectrophotométrie d’absorption atomique. Le
principe de cette mesure repose sur la loi de Beer-Lambert ou les éléments a doser sont portés
a I’état d’atomes libres sous forme de vapeur grace a un atomiseur (source de chaleur). Les
atomes a I’état fondamental vont alors absorber de fagon spécifique le rayonnement émis par
une source lumineuse. La mesure de 1’absorption (intensité incidente/intensité transmise) est
proportionnelle a la quantité d’atomes présents dans I’échantillon et permet de déterminer la
concentration de 1I’élément (Cd ou Hg, dans notre cas) contenu dans 1’échantillon par rapport

a une gamme étalon.

3.2.1. Dosage du cadmium

Concernant le dosage du Cd, I’appareil utilisé était le M6 solaar (Thermo Elemental®) dont la
limite de détection était de 0,1ug/L pour cet élément. Pour cet appareil, un capillaire monté
sur un passeur d’échantillon permettait de prélever I’échantillon a doser et de le déposer dans
un four en graphite cylindrique de 2,5 cm de long ou ce dernier subissait différentes phases de
températures croissantes pour permettre la désolvatation (le séchage), la pyrolyse, la
minéralisation (décomposition des molécules), ’atomisation de 1’élément et enfin le
nettoyage du four. Dans le but d’améliorer ces différentes étapes, des modificateurs de
matrice ont eté ajoutés aux échantillons. Parmi ces modificateurs de matrice, le palladium a
été utilisé, qui en alliage avec le Cd, lui permet une meilleure stabilisation thermique et
permettant ainsi une augmentation des températures pour éliminer plus efficacement les
molécules qui pourraient absorber de maniére non spécifique une partie du rayonnement émis.

Le nitrate de magnésium a également été utilisé rendant certains éléments contenus dans

56



Méthodologie

I’échantillon décomposables a de plus faibles températures, améliorant ainsi les étapes de
pyrolyse et de minéralisation.

Pour le dosage des échantillons biologiques, ¢’est-a-dire le foie, les reins et les branchies, ces
derniers ont été d’abord séchés a 45°C durant 3 jours a I’étuve et leur poids sec a été
déterminé. Les échantillons une fois secs, sont mélangés a de I’acide nitrique (HNO3) dans le
but de les minéraliser (digestion) a 100°C durant 3h. Le volume en HNO3 varie selon le poids
de I’organe sec, soit 1 ml pour des tissus inférieurs a 50 mg, 2ml pour des tissus inférieurs
a100 mg et 3 ml pour des tissus supérieurs a 100 mg. Les éléments digerés sont ensuite dilués
six fois avec de 1’eau ultra-pure (MilliQ, Millipore®). Le volume en eau variant selon la
quantité initiale d’acide nitrique. En effet, le dosage d’échantillons au M6 Solaar ne peut se
faire que sous une forme liquide. Des échantillons témoins (ou « blanc) sont ajoutés,
correspondant a de I’eau ayant subi les mémes étapes de digestion et dilution que les
échantillons biologiques, ainsi que des échantillons certifiés (ayant subi les mémes étapes de
digestion et dilution). Ces échantillons certifiés sont au nombre de quatre, soit 2 TORT
(hépatopancréas de homard) et 2 DOLT (foie de chien de mer) tous deux fournis par le
NRCCC-CNRC (Conseil National de Recherches Canada) et permettent de contréler la
validité du dosage.

Concernant le suivi dans I’eau de la contamination en Cd dans les bacs expérimentaux, les
étapes sont légérement différentes concernant la préparation et le dosage en tant que tel, du
fait que ces échantillons d’une part sont liquides, contiennent un pourcentage de sel élevé,
I’eau des bacs étant saumatre. La préparation des échantillons a consisté en I’ajout de 2%
d’acide nitrique aprés chaque prélévement dans les bacs afin de décomposer les couples Cd-
CI* et Cd-Cl, en Cd?* et maintenir le Cd en solution. Le dosage de ces échantillons d’eau
(préalablement dilués pour obtenir une salinité a 2%o) a consisté en 1’ajout d’une troisiéme
matrice en plus du palladium et du nitrate de magnésium, le nitrate d’ammonium (NH4NO3).
En mélange avec I’échantillon, cette solution abaisse I’effet matrice du NaCl, en d’autres
termes, a permis d’abaisser la température de volatilisation des espéces présentes dans
I’échantillon d’eau saumatre. Les blancs, comme les échantillons, ont été acidifiés avec de
I’acide nitrique et dilués avec de ’eau de mer synthétique (préparée avec du sel de mer

« instant océan® »).

3.2.2. Dosage du mercure

Concernant le dosage du Hg dans les individus de laboratoire, le muscle des anguilles a été

utilisé. L appareil utilisé¢ était le AMA 254 (Leco®) qui lui dose exclusivement le mercure
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total avec une limite de détection de 0,01ng.g™*. Contrairement au M6 solaar, ce dernier peut
doser des échantillons tant liquides que solides. Afin d’éviter un biais avec le contenu en eau
dans chaque échantillon, les échantillons ont été préalablement séchés pendant 48h a I’étuve a
45°C puis pesés afin de déterminer leur poids sec. Les valeurs de poids secs ont permis
d’obtenir une concentration en ug de mercure total par gramme de poids sec de 1’échantillon.
Les échantillons de muscle, contenus dans des nacelles, sont introduits dans ’appareil a 1’aide
d’un passeur automatique. L’échantillon est ensuite chauffé a 200°C d’abord pour étre séché
puis a 600°C pour étre décomposé sous un flux d’oxygene permanent. Tout comme le M6
solaar, les composants de 1’échantillon, chauffé a 600°C, vont étre atomisés et volatilisés. Le
métal alors sous forme élémentaire et gazeuse (Hg®) passe ensuite dans un tube catalytique
permettant d’éliminer les composés volatiles halogénés pouvant perturber la mesure en Hg.
Le métal est ensuite pré-concentré sur un piége d’or et libéré par chauffage de I’alliage Hg’-
Or. Un flux d’oxygene va permettre de diriger le Hg gazeux vers les cellules de lecture ou

I’absorbance est déterminée a 253,65 nm.

3.2.3. Dosage des polychlorobiphényles et des pesticides organochlorés

Les dosages des PCBs et des pesticides organochlorés ont été réalisés par 1’équipe de Toxico
et Physico-Chimie de I'environnement (LPTC) du laboratoire EPOC a Talence (Gironde),
dosages auxquels je n’ai pas participé et dont les protocoles sont décrits dans les articles du

chapitre 4 et 5 et dans Tapie et al., 2008, 2011 et Labadie et al., 2010.

3.3. Dosages des contaminants des individus de terrain

L’ensemble des dosages des contaminants métalliques et organiques sur les individus de
terrain sont décrits dans I’article du chapitre 3. Les dosages en métaux ont été réalisés dans le
laboratoire de Patrice Couture au sein de I'INRS-ETE (Québec) et les dosages en

contaminants organiques par D’équipe d’Héléne Budzinski au LPTC (France).
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Etude in situ par séquencage haut débit

1. Introduction

En écotoxicologie, la démarche couramment utilisée pour étudier I’impact d’un contaminant
en milieu naturel est de réaliser un échantillonnage d’individus dans un milieu contaminé et
de comparer les réponses biologiques a des individus échantillonnés dans un milieu
« propre ». Cependant, il reste difficile d’attribuer a la contamination 1’ensemble des réponses
mesurées chez ces individus. En effet, si les milieux comparés ne présentent pas les mémes
conditions physico-chimiques, I’interprétation des résultats obtenus peut devenir erronée si
ces parametres ne sont pas pris en compte. L’évaluation de ’impact des contaminants en
milieu naturel reste donc encore une tache difficile pour les écotoxicologues. L utilisation des
technologies dites « omiques » permettent aujourd’hui de développer une large approche sans
a priori et pourrait permettre une meilleure compréhension du mode d’action d’un
contaminant anthropique sur un individu. Ce type d’approche permettrait également
d’identifier de nouveaux biomarqueurs d’exposition (Van Aggelen et al, 2010). Ainsi, ces
technologies a large spectre pourraient s’avérer particulierement pertinentes pour évaluer les
impacts des activités anthropiques sur un systeme naturel. Le séquencage haut débit est un
exemple d’outil qui, appliqué a la transcriptomique, permettrait de mieux répondre aux
questions environnementales d’aujourd’hui, i.e., de détecter et déméler les effets des
contaminants chez les organismes sauvages vivants dans un écosystéeme dynamique.
L’¢établissement du niveau de transcription de 1’ensemble des geénes chez des individus
sauvages via le séquencage et son étude en regard des teneurs en polluants dans les
organismes représenterait une grande opportunité de comprendre les effets de chaque
contaminant dans de tels milieux complexes. A cela s’accompagne des défis bioinformatiques
et statistiques ou de simples analyses de corrélation ne permettraient pas de déméler les

relations entre génes et contaminants.

L’objectif de ce chapitre est ainsi de répondre a la question suivante : Comment détecter et de
déméler les effets propres de chaque contaminant chez des individus sauvages ? En d’autres
termes, peut-on trouver des marqueurs spécifiques a un contaminant ou un facteur naturel
particulier ? Pour répondre a ces questions, un échantillonnage d’anguilles américaines
(Anguilla rostrata) et européennes (Anguilla anguilla) a été réalisé le long de deux estuaires,
le Saint-Laurent au Québec et la Gironde en France. Le séquencage haut débit du
transcriptome du foie de ces animaux a été réalisé ainsi que le dosage des contaminants

métalliques et organiques dans les tissus cibles. Une analyse FAMT a été ensuite réalisée en
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confrontant le transcriptome des individus et la teneur de chaque individu en contaminants
ainsi que certains parametres morphométriques et physico-chimiques naturels de leur site
d’échantillonnage respectif. La méthode FAMT est une méthode qui a été congue pour
sélectionner les génes exprimés de maniere différentielle dans les données de puce a ADN,
soit pour des gros volumes de données (Friguet et al., 2009). En effet, cette méthode permet
de réduire I'impact negatif de la dépendance liée a des corrélations multiples et de réduire
ainsi le risque d’obtenir des faux positifs. Dans le cas présent, la méthode FAMT a été
utilisée afin de réduire le risque de corréler un géne a une variable alors qu’il ne I’est pas et
d’identifier et éliminer les geénes dont le niveau de transcription était corrélé a plusieurs

facteurs.
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Abstract Identifying specific effects of contaminants in a
multi-stress field context remain a challenge in ecotoxi-
cology. In this context, “omics” technologies, by allowing
the simultaneous measurement of numerous biological
endpoints, could help unravel the in situ toxicity of con-
taminants. In this study, wild Atlantic eels were sampled in
8 sites presenting a broad contamination gradient in France
and Canada. The global hepatic transcriptome of animals
was determined by RNA-Seq. In parallel, the contamina-
tion level of fish to 8 metals and 25 organic pollutants was
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determined. Factor analysis for multiple testing was used to
identify genes that are most likely to be related to a single
factor. Among the variables analyzed, arsenic (As), cad-
mium (Cd), lindane (y-HCH) and the hepato-somatic index
(HSI) were found to be the main factors affecting eel’s
transcriptome. Genes associated with As exposure were
involved in the mechanisms that have been described
during As vasculotoxicity in mammals. Genes correlated
with Cd were involved in cell cycle and energy metabo-
lism. For y-HCH, genes were involved in lipolysis and cell
growth. Genes associated with HSI were involved in pro-
tein, lipid and iron metabolisms. Our study proposes spe-
cific gene signatures of pollutants and their impacts in fish
exposed to multi-stress conditions.

Keywords Transcriptome - Multi-pollutant - Wild fish
populations - Atlantic eels

Introduction

Identifying and predicting the specific impacts of contam-
inants on wild organisms still remains a huge challenge.
Indeed, aquatic ecosystems not only present a variety of
man-induced stressors but also vary spatially and tempo-
rally due to variations in natural factors (Thrush et al.
2009). Moreover, in a multi-stress context, the effects of a
given factor can be modulated or amplified in interaction
with another, and organisms can be more vulnerable if
additive or synergistic effects occur (Lapointe et al. 2011).

In this context, particular emphasis was placed in
recent years on the potential use of “omics” technologies
in ecotoxicology. By allowing a global approach,
“omics” technologies have indeed the potential to dis-
cover new mechanisms of toxicity and to classify the
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toxicity of contaminants. In molecular medicine, where
these technologies (i.e. genomic, transcriptomic, epige-
nomic, proteomic or metabolomic) are already widely
used, successful prospective and diagnostic cases studies
were conducted with such approaches (Vlaanderen et al.
2010). In 2008, the fish toxicogenomics consortium thus
proposed to use “omic” technologies in the aquatic risk
assessment process (Van Aggelen et al. 2010). Among the
“omics” technologies, the recent development of next
generation sequencing (NGS) technologies and bioinfor-
matic tools to analyze these large datasets offers the
opportunity for ecotoxicologists to investigate the effects
of contaminants on genome-wide evolution or on tran-
scriptome-wide response in non-model but environmen-
tally relevant species (Webster and Bury 2013; Regier
et al. 2013). Gene expression profiling using RNA-seq
(also called whole transcriptome shotgun sequencing)
could play a key role to identify new biomarkers of
exposure and adverse effects and to discover new toxicity
pathways.

In the present study, we thus used RNA-seq technology
on two threatened species, the European eel (Anguilla
anguilla) and the American eel (Anguilla rostrata), to test
whether changes in transcriptome profiles in wild fish
may be used to detect and unravel the toxicity of pollu-
tants in a context of in situ exposure. Atlantic eels are
catadromous fish species with a complex life cycle
including marine (spawning, larval phase and sexual
maturation) and continental (feeding and somatic growth)
environments. Historically abundant and widespread in
Europe and North Ame