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Présentation de la structure d'accueil

Ce stage de master 2 a été réalisé dans l'Unité Mixte de Recherche Milieux Environnementaux,
Transfert et Interactions dans les hydrosystémes et les Sols (UMR 7619 METIS) a Sorbonne
Université a Paris. Cette UMR a ete créée en 2014 et est dirigée par Jean-Marie Mouchel. Au sein de
LUMR se trouve le département de Biogéochimie (BIOGEO) et le département Hydrologie,
Hydrogéologie et Géophysique de Sub-Surface (H2GS2). Un des objectifs de cette unite est
dapprofondir les connaissances sur la circulation générale de leau et les transferts des elements
associés (nutriments, contaminants organiques et minéraux) dans des environnements plus ou

moins dégrades par les activités humaines.

Ce stage sest déroulé dans la premiere eéquipe (BIOGEO) dont les principaux axes de recherches
sont les suivants: () la dynamique temporelle: paléoreconstructions et trajectoires, (i) la
caractérisation des environnements naturels et anthropisés, (iii) les interactions biogéochimiques et
réle du vivant (iv) le continuum Sol-Eau/Terre-Mer : de lexpérimentation a la modélisation. Le projet
CISTOX visant a caractériser les voies dexposition aux pesticides chez difféerentes populations de
Cistude d'Europe, Emys orbicularis, en France et les effets a différents niveaux physiologiques et
ecologiques en fonction du contexte environnemental, agricole et hydraulique est lun des projets
de recherches du troisieme axe. Ce projet est financé par le plan Ecophyto Il et est en collaboration

avec la Tour du Valat et le Centre d'Etudes Biologiques de Chizeé (CEBC).

La Tour du Valat a été créée par Luc Hoffman en 1954 et a pour objectif de participer a la
conservation des zones humides de la Méditerranée ou de nombreuses activités humaines
viennent quotidiennement polluer lenvironnement et dégrader les écosystemes. Le CEBC, quant a
lui, a été créé en 1968 et a pour objectif de comprendre comment les espéces sont capables de
sadapter a un environnement en perpéetuel changement, dans un contexte d'utilisation importante

des ressources naturelles par l[Homme.

Ce stage a donc été encadre principalement par Aurélie Goutte et Leslie-Anne Merleau (UMR 7619
METIS). Héléne Blanchoud et Fabrice Alliot (UMR 7619 METIS), Anthony Olivier et Marion Vittecoq

(Tour du Valat) et Olivier Lourdais (CEBC) ont également fait partie de lencadrement.
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bentazone, B : Somme des concentrations de tous les residus sans la bentazone, C : Concentration

en bentazone uniquement.
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Introduction

Lintensification des activités humaines depuis les derniéres décennies saccompagne dune

utilisation de plus en plus importante de produits biologiques et chimiques introduisant alors de

grandes quantites de contaminants dans lenvironnement tels que des métaux lourds (mercure,
arsenic, cadmium, ..), des polychlorobiphényles (PCBs) ou encore des pesticides (

). Les industries chimiques viennent se placer a la seconde place mondiale

des industries avec plus de 350.000 produits chimiques estimes, présentes sur le marche (figure 1,

). Les activités anthropiques sont la cause principale de lérosion de la

biodiversité ( ) en raison de la surexploitation des écosystemes, de la

degradation des habitats, de lintroduction despeces ou encore de la pollution de lenvironnement

(

présentent des risques de toxicité chronique liés aux contaminants organiques chez les invertébres,

). Ainsi, en Europe, plus de 40% des cours deau

les poissons et les algues et plus de 14% des cours deau a risques de toxicite aigué (
).

Capacité de production mondiale
—m@— Industries chimiques totales

~m~ Plastiques
#- Pesticides
1.75 . Capacité de production par habitant
Ethyléne

Propyléne
Butadiene
Benzene

1.5

* Toluéne
Xyléne

Consommation

—&— Antibiotiques

1.25

Production mondiale normalisée sur 'année 2000

2000 2005 2010 2015

Figure 1 : Tendance globale actuelle de laugmentation de la production industrielle chimique depuis

)

Lagriculture fait egalement partie des activités qui se développent rapidement a la fois en termes

dintensification des pratiques et daugmentation des surfaces cultivées en vue de subvenir aux
besoins alimentaires de populations humaines croissantes. Ces changements sont accompagnés
dune utilisation plus importante des produits phytopharmaceutiques (PPs), avec notamment les

herbicides, les fongicides et les insecticides, regroupés sous le nom de pesticides, se retrouvant

). Certains de ces contaminants

) a difféerentes échelles

'
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biologiques et peuvent contribuer au déclin des populations animales non-cibles.
ont montre, en Europe, que lutilisation des pesticides est la principale cause du déclin des
populations doiseaux devant la perte dhabitats et les changements de température. Une étude
expérimentale a montré que les pesticides sont responsables de 81%, 87% et 96% des
dépassements observes du seuil de risque de toxicité aigué pour les poissons, les invertebres et les
algues respectivement ( ). Les contaminants agricoles peuvent avoir divers impacts,
tels que des effets cancérigénes, des déficiences du systéme immunitaire ou des impacts
neurotoxiques ( ) sur les organismes non cibles,
comme les reptiles et les amphibiens ( ). Certains pesticides seront plus ou moins
persistants dans lenvironnement comme par exemple, les pesticides organochloreés, faisant partie
de la classe des polluants organiques persistants (POPs) qui sont, a des degreés variables resistants
a la dégradation chimique et biologique ( ). En revanche, dautres pesticides ne sont
pas persistants dans lenvironnement et sont dégradés au bout de quelques heures. Ainsi, les
especes integrent a différents niveaux et par difféerentes voies les contaminants présents dans leur

environnement.

Les espéces exposees aux PPs peuvent étre contaminees de différentes facons, via les transferts
cutanés, les muqueuses respiratoires ou encore par lalimentation (

, figure 3). Une fois dans lorganisme, certains pesticides peuvent étre stockes
dans les tissus adipeux -notamment les molécules lipophiles- tandis que dautres seront
transportés par le sang jusquau foie afin dy étre métabolisés ( ). Lors de leur
meétabolisation, les pesticides sont dans un premier temps transformés en métabolites
intermédiaires par ajout de groupements hydrophiles. La métabolisation des molecules permet de
les rendre plus solubles afin de faciliter leur excréetion, jouant alors le role de détoxification dans
lorganisme ( ). Cependant, certains métabolites intermédiaires
peuvent étre plus toxiques que leurs molécules meres et generer des effets supplémentaires dans
lorganisme ( ), dou lintérét de les prendre en compte également. Ces derniers
commencent seulement a étre pris en compte grace au développement des techniques

analytiques.

Les zones humides, sont des écosystémes remarquables abritant une forte biodiversité avec plus
de 100.000 especes différentes ( ). Ces derniéres sont particulierement
exposees aux activités humaines et a la pollution agricole. Parmi celles-ci, la Camargue, située au
sud de la France, qui constitue le deuxieme plus grand delta méditerranéen, le delta du Rhone, est
la plus grande zone humide de France avec dimportantes superficies en lagunes, marais et
roseliéres ( ). Cette zone humide représente une zone
dimportance internationale pour la préservation et la conservation de lenvironnement et de la
biodiversite ( ). De ce fait, la Camargue bénéficie de nombreux statuts de
protection (figure 2) : le Parc Naturel Regional de la Camargue classé site RAMSAR, Réserve de

Biosphere et site Natura 2000 ( ), dans lequel se trouve la Réserve Naturelle
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Nationale de Camargue, la Réserve Naturelle Régionale de la Tour du Valat et plusieurs sites acquis

par le Conservatoire du Littoral.

La Camargue concentre de multiples activités humaines, notamment agricoles, utilisant de grandes
quantités de pesticides pour le maraichage, la viticulture, la riziculture et dautres grandes cultures
entrainant une forte pollution environnementale. La Societé Nationale de Protection de la Nature
(SNPN) réalise des suivis réeguliers de la contamination par les pesticides, grace a des prélevements
deau, notamment dans le canal du Fumemorte au niveau de lembouchure avec létang du
Vaccares, ou, les concentrations mesurees sont supérieures aux seuils autorises.
ont montré que le déclin des herbiers de zosteres de létang du Vaccares était en partie cause par
la multiple contamination par les pesticides. La pollution par les pesticides représente donc lune
des plus grandes menaces pour la biodiversite au sein du Parc Naturel avec une grande diversité
de résidus de pesticides retrouves frequemment dans lenvironnement et notamment dans leau
( ). Par exemple, la riziculture nécessite lutilisation de canaux de drainage afin de
réaliser les difféerents cycles dimmersion des cultures entrainant alors les divers PPs dans les
canaux, ce qui augmente leur dispersion ainsi que les processus de lixiviation. Les pesticides
provenant de ce type de culture comptent pour Q0% des pesticides détectés (

). Grace au développement de nouveaux outils tels que les préleveurs passifs, il est maintenant

possible daméliorer les limites de détection actuelle permettant daffiner les résultats.

1
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Figure 2 : La Camargue et ses espaces proteges (Vincent Heurteaux)

La Camargue abrite lune des plus importantes populations francaises de Cistudes d'Europe, Emys
orbicularis ( ). Il sagit de lune des tortues deau douce les plus menacées en Europe
( ). Cette derniére est protégée dans ['Union Européenne par lannexe Il de la Directive

Habitat (92/43/EEC) de la convention relative a la conservation de la vie sauvage et du milieu naturel
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de [Europe. Par ailleurs, selon la liste rouge des espéces menacées de Union Internationale pour
la Conservation de la Nature, UICN, la Cistude d'Europe est classée dans la catégorie « Quasi
menaceée ». Cette tortue deau douce fait face a un declin de sa population en raison de la profonde
modification de son environnement ( ). En effet, le changement
climatique, les captures accidentelles, laltération des habitats ou encore lintroduction de
contaminants dans le milieu naturel représentent les principales menaces auxquelles la Cistude
d'Europe, comme de nombreuses especes de reptiles, est confrontée (

). Bien que de nombreuses études dans le domaine de lécotoxicologie se soient intéressees
aux effets des contaminants chez les mammiferes ou les poissons, les etudes réalisees chez les
reptiles et les amphibiens restent beaucoup plus limitées ( ).
Pourtant les sources dexposition sont multiples notamment pour une espéce semi aquatique

(figure 3)

Les tortues deau douce sont des espéces sedentaires pour la plupart possedant des domaines
vitaux de faibles superficies, qui peuvent étre utilisées comme bioindicateurs afin dobtenir des
informations sur la contamination de lenvironnement au niveau daires géographiques restreintes
( ). La cistude d'Europe est donc une candidate idéale afin de connaitre la
contamination locale en pesticides au niveau de la Camargue. Par ailleurs, il sagit dune espéce
opportuniste omnivore longévive -en vieillissant les tortues semblent avoir également un régime
herbivore ( )- se nourrissant de poissons, de vers, dinsectes et
principalement d'écrevisses de Louisiane, Procambarus clarRii (

). Enfin, la facilité daccés aux individus a travers leur capture grace a des filets, et la
possibilité de leur prélever du sang de maniéere peu invasive ( ) permet daccéder

facilement a leur niveau dexposition et ainsi le comparer a la contamination de leur milieu.

o Sy g3 st ~ N,—\NH
X Mok RNO;

cr N
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&
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Figure 3: Les voies dexposition aux pesticides chez la Cistude d'Europe (. )
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Le projet CISTOX piloté par le CEBC-CNRS (UMR 7372) et financé par le plan Ecophyto Il vise a
évaluer lexposition de la Cistude d'Europe aux pesticides en fonction du contexte agricole et
environnemental et les effets a difféerents niveaux physiologiques et ecologiques. Lors de la
premiére saison de capture en 2022, 5 populations ont été échantillonnées en Camargue : Draille
Marseillaise, Esquineau, Faisses, La Belugue et Grand Badon, présentant des contextes
hydrauliques et paysagers variés (figure 4). Ce stage a donc comme objectif dévaluer les niveaux
dexposition et doccurrence de 40 résidus de pesticides chez la Cistude d'Europe en Camargue en
fonction du contexte agricole et environnemental. Les problématiques auxquelles cette étude

répond sont les suivantes :

(i) Existe-t-il des differences de contaminations et doccurrence aux résidus de pesticides entre les
sites et notamment ceux les plus exposeés aux pratiques agricoles ? Hypothese : les sites les plus

contaminés sont attendues sur les sites de drainage, tels que le site des Faisses.

(i) Est-ce que le niveau de contamination des cistudes dEurope reflete les niveaux de
contaminations retrouvés dans leau, les sédiments ou leurs proies, les écrevisses ? Hypothese : les
concentrations retrouveées dans le plasma des cistudes devraient coincider avec les concentrations

mesurees dans leau et les sediments a la méme période.

(iii) Est-il possible dexpliquer les variations interindividuelles des niveaux de pesticides circulants
avec des parametres individuels ? Pour cela, difféerents facteurs, a savoir le site, le sexe, la condition
corporelle et le stade dusure de la carapace (proxy de lage) ont été étudiés afin dévaluer leur
influence sur la contamination des cistudes. Hypothése : des différences devraient étre observees
entre les males et les femelles en raison d'un possible transfert des contaminants dans les ceufs

diminuant alors la contamination des femelles.

Dans un premier temps, une description de la contamination du milieu sera présentée grace a
lanalyse des contaminants retrouvés dans leau et les sediments. Par la suite, [étude se concentrera
sur la contamination des cistudes en fonction des difféerents sites. Enfin, létude se focalisera sur la
comparaison des niveaux de contamination retrouvés dans leau, les sédiments, les écrevisses de

Louisiane et les cistudes d'Europe.
Il. Materiels et méthodes

A. Présentation des sites détude

Les cistudes ont été capturées lannée précedant le présent stage en Camargue sur 5 sites selon
cet chronologique : Esquineau, Draille Marseillaise, Faisses, Grand Badon et La Bélugue (figure 4,
figure 5 et tableau 1). Chaque site a été prospecté sur une période de deux semaines, soit une
campagne de terrain qui sest deroulée du 17 mai au 27 juillet 2022. En parallele des captures de
cistudes pour la collecte dechantillons biologiques, la contamination de lenvironnement sur
chacun des sites a été caractérisée via des préeléevements ponctuels deau, de sédiments, ainsi que

le déploiement déchantillonneurs passifs (Polar Organic Chemical Integrative Samplers ou POCIS)
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pendant deux semaines sur chaque sites afin dintégrer la contamination par les pesticides présents
dans leau et améliorer les limites de détection. Lalimentation représente lune des voies dentrée
des pesticides au sein dun organisme (figure 3). Ainsi, pour chaque site échantillonné, des
ecrevisses de Louisiane (Procambarus clarkii) ont été attrapees dans les verveux afin de mesurer
leur teneur en pesticides. En effet, cette espece constitue une des proies principales des cistudes

en Camargue ( ) et possiblement une voie de contamination pour ces dernieres.

Figure 4 : Répartition des différents sites déchantillonnage en Camargue

Les sites dEsquineau et de la Draille Marseillaise sont situés au sein de la Réserve Naturelle
Régionale de la Tour du Valat tandis que Faisses se situe également sur le domaine de la Tour du
Valat, mais en dehors de la Réserve Reégionale. Le site d'Esquineau, est alimenté par le canal de
lAube de Bouic, canal dont leau est pompée dans le Rhdne plus en amont et qui est utilisé par les
agriculteurs pour irriguer leurs cultures. Deux préleveurs passifs POCIS ont ete déployes sur ce site.
La Draille Marseillaise se situe a proximité de deux canaux difféerents, un canal secondaire de
drainage qui se jette dans le canal du Fumemorte, qui draine leau depuis les parcelles agricoles, et
le canal du Japon dont leau provient du Rhéne et qui est utilisé pour lirrigation. Le canal du
Fumemorte quant a lui, se deverse dans létang du Vaccares. Un POCIS a été placeé au niveau du
canal du Japon et un autre au niveau du bras du Fumemorte en aval. Ce dernier a été déplacé apres
trois jours du fait de lassechement temporaire du canal et a été reposé au niveau de ce méme canal
plus en amont. Le site des Faisses est irrigue par deux canaux secondaires du canal du Fumemorte.
Deux POCIS ont éte deployes, lun se situant au niveau d'un des deux canaux secondaires du
Fumemorte et le second au niveau de lembouchure du Fumemorte (en noir figure 4) au niveau de

létang du Vaccares. Le site du Grand Badon se trouve dans le domaine prive du Grand Badon drainé
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par le canal du Fumemorte. A proximité du site, il y a des parcelles cultivées en agriculture
biologique. Il ny a pas eu de pose de POCIS car le site se situe sur une propriete privee. Pour finir, le
site de La Beélugue, propriéeté du Conservatoire du Littoral, se trouve prés dun des canaux
secondaires du canal du Japon, un POCIS a été déployé et déplacé au bout de six jours en raison
de labaissement du niveau deau (figure 4). Il a éte repositionné en amont du ce méme canal. Les

dates precises de déploiement des POCIS sont indiquées dans le tableau 1.

Figure 5 : Les différents sites de captures des cistudes d’Europe pour cette etude. A et B La Bélugue. C

et D : La Draille Marseillaise. E et F: Esquineau. G et H . Faisses. | et J : Canal du Fumemorte

12

——
| —
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Figure 6 : Occupation des sols en Camargue ( )

La Camargue représente une zone deétude idéale quant a la contamination de lenvironnement et
des organismes aux pesticides. En effet, cette derniere est majoritairement occupée par une activité
agricole importante (figure 6, ). Sur les 101 243 ha que

représente le parc naturel regional de Camargue, 24% (soit 24 000 ha) sont utilisés pour lagriculture.
B. Collecte des cistudes, des écrevisses et échantillonnage environnemental

Pour chacun des sites, des cistudes d'Europe ont été capturées a laide de verveux (figure 7). La
periode de capture sest étendue entre mi-mai 2022 et fin juillet 2022 (tableau 1), période qui
correspond a lutilisation des pesticides pour lutter contre les adventices et diverses especes
dinsectes et champignons ravageurs de cultures ainsi qua la principale période dactivité des
cistudes d'Europe ( ). Pour chaque site, les captures sont faites
le matin. La pause des verveux a lieu le lundi matin et ces derniers sont retires le vendredi. Les
verveux sont des filets présentant deux chambres les unes a la suite des autres en entonnoir (figure
7) afin dentrainer lindividu a lextrémite du filet, dont une partie de la derniére chambre se situe en

dehors de leau afin de permettre aux tortues de respirer.
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Figure 7 : Les filets, verveux, servant a capturer les cistudes

Une fois capturées, les cistudes sont transportées dans les locaux de la Tour du Valat et un
prélevement sanguin est effectué au niveau de la veine coccygienne dorsale (figure 3) pour les
individus dont le poids est supérieur a 300 g. Pour ce faire, lindividu est place entre les genoux du
manipulateur et une extension de la queue est realisee afin de faciliter lintroduction de laiguille
BD® (Franklin Lakes, Etat-Unis). La seringue utiliseée, Terumo Company® (Somerset, Etats-Unis), est
imbibée d'héparine pour éviter la coagulation du sang. Environ 1,5 mL de sang sont prélevés. Les
echantillons sont ensuite passeés a la centrifugeuse pendant 3 minutes a 3000 rotations par minute
(rpm) pour seéparer les cellules sanguines du plasma. Un sous-échantillon de plasma est preleve et
congelé a -18°C avant analyse pour déterminer les teneurs en pesticides. Apres exposition, les
pesticides sont transportés dans le sang (Walker et al. 2012). Ce dernier représente donc une
matrice dintérét pour mesurer la charge en contaminants au niveau individuel. Il sagit de plus d'un

preléevement non léthal et peu invasif pour les individus.

Tableau 1 : Preésentation des sites detude et des echantillons collectes

Date
Date Males Femelles Ecrevisses POCIS
Domaine Sites i . i i i . i déploiement
d’échantillonnage capturés capturées collectées installés
POCIS

) Du 17/05/2022 au Du 18/05/2022

Esquineau 12 11 5 2
25/05/2022 au 01/06/2022
Draille Du 30/05/2022 au Du 30/05/2022

Tour du Valat 10 12 11 2
Marseillaise 10/06/2022 au 13/06/2022
; Du 14/06/2022 au Du 13/06/2022

Faisses 9 11 8 2
23/06/2022 au 27/06/2022

Mas du Grand Grand Du 27/06/2022 au
7 9 9 0 -
Badon Badon 15/07/2022

Conservatoire ) Du 19/07/2022 au Du 18/07/2022

. La Bélugue 1 10 7 1
du Littoral 27/07/2022 au 01/08/2022

(=)




Mickaél Charriot, M2 Gestion de Environnement et Ecologie du Littoral
La Rochelle Universite, 2022-2023
Des données biométriques sont relevées tels que le poids, la longueur de la dossiere, la longueur
du plastron ou la largeur de la dossiere. Un pied a coulisse est utiliseé pour les difféerentes mesures
de taille. Le sexe est détermine sur la base du dimorphisme sexuel. Les males ont un plastron
concave, liris orangé et une queue plus courte tandis que les femelles ont un plastron plat, liris
jaune et une queue plus fine et allongée. La classe dage est estimee en fonction du stade d'usure
des écailles (4 stades, ). Au total, 102 cistudes d'Europe et 40 écrevisses de
Louisiane ont éte captureées, 25 échantillons deau ponctuels et 22 échantillons de sédiments ont
éte prélevés et 7 préleveurs passifs, POCIS (Polar Organic Chemical Integrative Samplers), ont éte

deployés.
C. Analyse des pesticides provenant du plasma des cistudes d’Europe

Dans le but dextraire et quantifier les pesticides circulant dans les cistudes, 102 échantillons de
plasma ont été analysés a lUMR METIS 7619, Sorbonne Université. Le choix des pesticides
recherchés sest effectuée sur la base des analyses de contaminants effectuées dans le canal du
Fumemorte par la SNPN (Société Nationale de Protection de la Nature) et en extrayant les données
de la Banque Nationale des Ventes Distributeurs (BNV-d) afin dobtenir une liste des pesticides

achetés par les agriculteurs des sites etudies dans le cadre du projet CISTOX.

Les dates d'utilisation des pesticides pour les differents traitements effectues par les agriculteurs ne
sont pas connues, tout comme les quantités et les pesticides utilisés. Les pesticides qui ont donc

éte recherchés durant les analyses sont les suivants :

1) Pesticides utilises comme herbicides/fongicide dans la riziculture . bentazone, carbendazime,
oxadiazon, penoxsulam, propanil, tébuconazole, tébufénozide, terbuthylazine et un de ses

meétabolites ( terbuthylazine desethyl).

2) Autres pesticides: 3,4 dichloroaniline, ametoctradin, atrazine et ses trois métabolites
(deisopropylatrazine (DIA), diethylatrazine (DEA) et hydroxyatrazine), boscalid, chlortoluron,
cyazofamide, cymoxanil, cyprodinil, DEET, diflufenican, imidaclopride et ses deux meétabolites (
imidaclopride olefin et imidaclopride urée), irgarol, isoproturon, metazachlore, métolachlore et ses
trois métabolites (métolachlore ESA, meétolachlore NOA et meétolachlore OXA), nicosulfuron,

pendiméthaline, prosulfuron, simazine, spiroxamine, tétraconazole, trifloxystrobine et zoxamide.
a. Extraction des pesticides présents dans le plasma des cistudes d’Europe

Dans un premier temps, les échantillons sont préparés afin de pouvoir les analyser en
chromatographie en phase liquide couplée a un spectromeétre de masse en tandem (LC-MS/MS,
LC (1260) triple Quad (6465), Agilent). Les 102 échantillons ont été répartis aléatoirement
(Randomisation sur R avec le package OSAT) en six lots afin déviter la perte de tous les échantillons

dun méme site en cas de probleme de manipulation, de matériel ou de contamination.

Les analyses sont realisees sous sorbonne afin déviter tout risque de contamination et tout risque

sur la santé. Ces derniéres sont issues du protocole utilise par . Un lot
( = )
L =)
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déchantillons est décongelé et chaque échantillon est vortexé quelques secondes. Pour chaque
échantillon, 100 pL de plasma sont preleves et déposes dans un nouveau tube eppendorf. Par la
suite, 10 pL de chaque mix détalons internes (tableau 2) a 5 ng.uL™, soit 50 ng de chaque composé
sont ajoutés dans les tubes eppendorf a laide dune pipette automatique eVol® (SGE Analytical
Science, Australie). Les mix vont permettre de quantifier les teneurs en pesticides présents dans les

echantillons. Les échantillons sont vortexes quelques secondes puis laisses une nuit a 4°C.

Le lendemain, 200 pL dacétonitrile sont ajoutés dans chaque tube eppendorf contenant les
echantillons qui sont par la suite passes au vortex pendant 30 secondes. Les échantillons sont
ensuite centrifugés a 6000 rpm pendant 3 minutes. Aprés centrifugation, le surnageant des
échantillons est récupéré et transfére a laide d'une micropipette dans des filtres-tubes en nylon (0,2
pm, VWR). Les filtres vont permettre de retenir de potentielles particules encore présentes dans
léchantillon. Les échantillons sont a nouveau centrifugés a 6000 rpm pendant 1 minute. Les extraits
sont transférés dans des vials de 2 mL dans lesquels sont placeés des inserts droits de 400 L.
Lorsqu'un échantillon est transféeré dans un vial, le filtre-tube de nylon est rincé avec 75 pL
dacetonitrile afin de récupérer un maximum dextraits. Les vials sont par la suite conserves a -18°C

avant leur analyse en LC-MS/MS,

En plus des échantillons, un échantillon contréle (blanc) a été préparé pour quatre des six séries

suivant le méme protocole en remplagant le plasma par 100 pyL dacetonitrile.

Tableau 2 : Composition des mix détalons internes et des mix natifs

Mix El 14 pesticides Mix EL 5 pesticides Mix Natifs Mix Natifs Mix Natifs 13
« Camargue » pesticides 20 pesticides 10 pesticides
« Camargue »
Atrazine 13C, Boscalid d4, Chlortoluron, DEA, 3, 4-Dichloroaniline, Fludioxonil,
Carbendazime D3, DEA Cyprodinil d5, DEET DIA, Bentazone, Boscalid,
13C, Diflufenican D3, d7, Azoxystrobin d4, Hydroxyatrazine, Carbendazim, Azoxystrobin,
Hydroxyatrazine 13C, Trifloxystrobin d6 Imidaclopride, Diflufenican, Ametoctradin,
imidaclopride D4, Imidaclopride olefin, Oxadiazon, Chlorpyrifos
meétaldéhyde D16, Imidaclopride urea, Penoxsulam, methyl,
Metformine D6, Irgarol, Isoproturon, Propanil, Cyazofamid,
Nicosulfuron D6, Metazachlor, Tebufenozide, Cymoxanil,
Tébuconazole D6, Metolachlor, Terbuthylazine, Cyprodinil,
Bentazone D6, Metolachlor OXA, Terbuthylazine Spiroxamine,
Métolachlore D6 Metolachlor ESA, desethyl Trifloxystrobi,
(propyl D6), Metolachlor NOA, Tetraconazole,
Terbuthylazine D5 Nicosulfuron, Zoxamide, DEET
(ethyl D5), Isoproturon Prosulfuron,
D6 (dimethyl D6) Simazine,
Tebuconazole,
Pendimethaline

b. Analyse en chromatographie en phase liquide couplée é un spectrométre

de masse en tandem

En bref, 10 pyL de léchantillon sont injectés dans le systéme puis séparés sur une colonne de type

C18 (Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1 x 150 mm ; 3,5 um, Agilentithermostatée a 40°C via un gradient de
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phase mobile constituée deau ultra pure (EMQ) et dacetonitrile avec 0,1% dacide formique (voir
tableau a en annexe). Le débit utilisé est de 0,3 mLmin™ avec un temps danalyse de 15 min. Le
spectrometre est equipée avec une source electrospray utilisee en mode positif. Les caractéeristiques

de la source sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Parametres de la source electrospray

Parameétre Valeur
Température gaz (°C) 300
Débit gaz (L min™) 7
Néebuliseur (psi) 15
Capillaire (V) 4000
Température Sheath gaz (‘C) 250
Débit Sheath gaz (*C) 11
Nozzle (V) 1500

Lacquisition du signal en MS/MS (mode dMRM) permet dobtenir deux transitions pour chaque

compose analyse avec des énergies specifiques pour chaque molécule (voir tableau b en annexe).

Apres analyse en LC-MS/MS, les reésultats sont traités grace au logiciel Agilent MassHunter
Workstation Quantitative Analysis for QQQ (version 10.0) afin dobtenir les quantités pour chacun des
composeés, par la méthode de létalonnage interne, en prenant en compte les limites de
quantifications (LOQ), qui sont différentes pour chaque compose et chaque matrice (voir tableau ¢

en annexe).
D. Analyse des pesticides provenant des écrevisses de Louisiane
a. Broyage des écrevisses

Dans un premier temps, les 40 écrevisses congelées et conservees a -18°C sont lyophilisees
pendant 48 h (Lyophilisateur Alpha 1-4). Le taux dhumidité est détermine a partir de leur poids avant
et apres lyophilisation. Les cistudes ne consommant a priori pas lexosquelette des écrevisses, celui-
ci a donc éteé retiré avant les analyses. A laide dune pince fine, un maximum de tissus mous et
dorganes internes sont retirés délicatement et déposés dans une coupelle propre puis broyes dans
un mortier en quartz jusqua obtention d'une fine poudre. Le broyat est ensuite pesé et transfére
dans son tube initial. Entre chaque échantillon, le materiel utiliseé est nettoyée a laide déthanol afin

déviter la contamination de léchantillon suivant.
b. Extraction des pesticides présents dans les écrevisses

Deux méthodes sont appliquées (Quechers et ASE/SPE), et leur rendement et leur répétabilite
compares, pour determiner la plus adéquate pour extraire et doser les teneurs en pesticides sur les
echantillons décrevisses : la méthode Quechers (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe,
Agilent: 50982-1010) et la methode ASE/SPE (Accelerated Solvent Extraction/Solid Phase
Extraction). Pour cela, deux écrevisses provenant du site Esquineau et prélevees en 2019, sont

utilisées. La méme liste de pesticides que pour le plasma des cistudes a été recherchée.
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Méthode Quechers

Environ 500 mg de léchantillon sont déposés dans chacun des quatre tubes Falcon de 50 mL
auxquels sont gjoutés environ 500 mg de NaCl et 2 g de Na,SO, anhydre. Par la suite, 10 pL des
deux mix détalons internes -utilisés pour lextraction des pesticides dans le plasma des cistudes-
sont ajoutés dans chacun des tubes et 10 pL des trois natifs, a 5 ng.uL™ soit 50 ng de chaque
composeé (tableau 2), sont gjoutés dans les tubes falcon. Les tubes sont ensuite placés une nuit a
4°C.

Le lendemain, 6 ml dacétonitrile sont ajoutés a laide d'une micropipette dans chaque tube, qui sont
ensuite vortexeés 1 min puis passes aux ultra-sons (Branson 3800) pendant 5 min afin de permettre
une meilleure extraction. Les eéchantillons sont ensuite centrifugés pendant 5 min a 4350 rpm. Le
surnageant est recupére et dépose dans des flacons ambrés de 15 mL puis 6 mL dacétonitrile sont
a nouveau deposes dans les tubes des echantillons et les mémes étapes sont realisées afin de
maximiser lextraction. Ensuite, l[échantillon est transféré du flacon ambré au tube phase dispersive
de 15 mL (Agilent 5982-1010, SPE dispersive EMR), il est vortexé 1 min et centrifuge 5 min a 4350
rpm. Apres centrifugation, le surnageant est recupére et transfére dans de nouveaux flacons
ambrés. L'échantillon est reconcentreé sous N, en faisant évaporer lacétonitrile a 40°C (figure 8A, 8E),
puis dépose dans un filtre tube en nylon et le flacon ambre est rincé deux fois de suite avec 100 pL
dacetonitrile. Aprés lavoir passe a la microcentrifugeuse 2 min a 6000 rpm, léchantillon est mis en

vial dans un insert droit de 400 pL et placé a -18°C en attendant les analyses en LC-MS/MS.
Méthode ASE/SPE

Pour la méthode ASE/SPE, un filtre en fibre de verre de 27 mm de diamétre préalablement passe
au four a 400°C, est depose au fond de la cellule ASE de 10 mL. Ensuite, dans un bécher, environ
500 mg déchantillon sont ajoutés, 1 g de dispersant préalablement passe au four a 400°C et 1 g de
NA.EDTA sont egalement agjoutés. A laide dune spatule le tout est mélange et disposé grace a un
entonnoir ad hoc, nettoyé a lacétone, dans la cellule ASE. Pour finir, 10 ul des mix détalons internes
et des natifs, soit 50 ng de chaque compose, sont ajoutés dans la cellule et cette derniere est
complétée avec du dispersant avant détre refermée. Une feuille daluminium est placée de chaque
cote de la cellule, qui est placée a 4°C pendant une nuit. Tout comme pour la méthode Quechers,

quatre réplicas sont faits pour le méme échantillon afin de tester la répétabilite.

Le lendemain, les cellules sont deposees dans IASE (ASE 350, ThermoFisher, Figure 8B) avec les
parametres suivants : méthanol a 70°C, deux phases statiques de 10 min, un volume de ringage de
60% et une purge de 100 s. Une fois lextraction terminée, les échantillons sont récupéres dans des
flacons de 60 mL et ces derniers sont déposés dans un EZ-2 (GeneVac®, figure 8C) pendant environ
25 min afin de reconcentrer les échantillons et déliminer le méthanol. Pour maximiser la
concentration des échantillons, ceux-ci sont déposeés sous N, a 40°C. Pour terminer, les échantillons

sont transféres dans des erlens dans lesquels ont eteé prealablement ajoutés 0,2 g de Na,EDTA. Les
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flacons sont rincés deux fois avec de 'EMQ et 100 mL sont ajoutés dans chaque erlen. Les

échantillons peuvent étre extraits en SPE.

Afin de réaliser la SPE, des cartouches OASIS HLB de 6 mL (Waters) sont disposées sur le systeme
Visiprep 12 postes et des aiguilles en métal sont placées au niveau des pores utilises. Le systéme
est ensuite mis sous vide grace a une pompe. Les cartouches sont conditionnées avec 5 mL de
méthanol puis 5 mL dEMQ en nallant pas a sec pour ne pas faire sécher les cartouches. Apres le
conditionnement, des cartouches de 60mL sont disposeées par-dessus les cartouches de 5 mL
grace a des adaptateurs et les échantillons y sont transférés pour étre filtrés (Figure 8D). A la fin de
la filtration, 15 mL d'EMQ sont utilisés pour rincer les cartouches et ces dernieres sont laissees 20
min afin qu'elles séchent. Par la suite, des flacons ambrés sont déposés sous chaque cartouche et
10 mL de meéthanol sont ajoutés dans chaque cartouche OASIS HBL pour faire une élution
permettant de transférer les pesticides pieges dans les cartouches. Les échantillons sont par la
suite concentrés avec EZ-2 puis sous N,. Ensuite, les échantillons sont transférés dans des filtres
tubes en nylon et les flacons ambrés sont rincés avec 100 pL du melange EMQ/Méthanol (50/50)
puis avec 70 pL de méthanol deux fois. Puis, les échantillons sont centrifugés 1 min a 5000 rpm et
le filtrat est transfere dans des vials contenant un insert droit de 400 uL. Le tube est rince une fois
avec 50 uL dEMQ/Meéthanol (50/50). Les vials sont préserves a -18°C en attendant lanalyse en LC-
MS/MS.

Figure 8 : Postes de travail des différentes étapes des méthodes dextractions. A : Poste de travail de la

meéthode Quechers. B : ASE. C: EZ-2. D : Visiprep 12 postes pour la SPE. E : Concentration sous N..
c. Validation de la méthode

Les résultats suggerent que la méthode Quechers est la plus appropriée car cette derniere offre un
meilleur rendement pour un grand nombre de composes ainsi gu'une répétabilité plus élevee que
la méthode ASE/SPE (tableau 4).
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Tableau 4 : Comparaison des rendements entre la méthode Quechers et la méthode ASE/SPE

Quechers ASE
Composés

Rendement SD Rendement SD

3,4 dichloroaniline 60.4 36,0 50,1 8.9
Ametoctradin 118,2 10,2 140.,4 6,3
Atrazine 92,7 24,3 109,9 10.3
Bentazone 80,1 394 117,0 10,9
Boscalid 723 14,0 48,5 235
Carbendazime 49,8 30,0 62,0 7.4
Chlortoluron 100,2 14,9 119,2 6.9
Cyazofamide 88,0 17.8 08,9 24,0
Cymoxanil 5.6 831 91,3 34.2
Cyprodinil 100,3 16,2 108,8 57
DEA 1071 24,0 108,2 26,0

DEET 126,6 20,9 111,0 3.8
DIA 82,7 3.0 406.,6 56,0
Diflufenican 88,0 314 149.9 57.6
Hydroxyatrazine 114,6 24,8 1031 58
Imidaclopride 1176 111 118,8 41,2
Imidaclopride olefin 60.3 37.9 168,6 46,3
Imidaclopride urea 67.9 6.8 1524 10,6
Irgarol 103,0 20,0 o11 54
Isoproturon 126,7 21,4 140,0 3.1
Métazachlore 112,8 3.9 310.4 11,7
Métolachlore ESA 031 21,9 16,5 175
Métolachlore NOA 5.2 18,2 10,2 57.6
Métolachlore 129,6 214 126,0 25
Métolachlore OXA 144.3 22,6 248.5 10.4
Nicosulfuron 116,0 17.8 122,1 22
Oxadiazon 69,6 45,2 76,2 10,9
Pendimethaline 48,1 381 29,2 11,2
Penoxsulam 92, 304 76.3 3.4
Propanil 57,0 36,0 65,0 6.8
Prosulfuron 1021 22,3 741 101
Simazine 79.9 10.3 146,8 84,7
Spiroxamine 1537 15,2 04,6 4,6
Tébuconazole 99.4 251 111,5 15
Tébufénozide 74.3 38,8 554 6.4
Terbuthylazine 82,4 321 03,6 10,3
Terbuthylazine desethyl 73.8 24,6 63.0 71
Tétraconazole 101,6 14,6 1293 4,7
Trifloxystrobin 113,1 357 104,6 2,6
Zoxamide 64.4 23.3 22,4 6.9

Les pesticides provenant des échantillons d'écrevisses ont donc été extraits grace a la méthode

Quechers selon les etapes decrites precedemment. ILest a noter que seuls les mix détalons internes
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sont utilisés pour doper les échantillons, que des lots déchantillons sont randomisés manuellement
afin de répartir les différents sites dans différents lots. Enfin, les échantillons sont analysées en LC-
MS/MS et les résultats sont traités grace au logiciel Agilent MassHunter Workstation Quantitative
Analysis for QQQ.

E. Extraction des lipides présents dans les échantillons décrevisses

Durant létape de broyage, certains broyats (9 sur les 40) avaient un aspect encore humide apreés
broyage, ils ont donc éte a nouveau lyophilises pendant 48 h pour éliminer toute humidite residuelle.
Cet aspect persistant apres la deuxieme lyophilisation, des extractions de lipides ont été réalisées
sur tous les échantillons afin de déterminer les teneurs en lipides qui pourraient avoir un effet sur

laspect des broyats et sur les analyses. Les analyses realisées sont issues du protocole de

Pour cela, environ 100 mg déchantillon (Mecn) sont déposes dans un tube Falcon et 5 mL du mélange
hexane/Isopropanol (60/40) sont gjoutés. Léchantillon est ensuite vortexé 30 s, passe aux ultra-
sons 15 min et centrifuge 10 min a 2500 rpm. Le surnageant est récupére dans un flacon ambré et
5 mlsont a nouveau ajoutés et les etapes sont repétées. Léchantillon est concentré sous flux dazote
et sur plaque chauffante, puis lextrait est transféré dans un eppendorf avec une membrane 0,8 um
(Vivaclean centrifugal filters, Sartorius). Le flacon ambreé est rincé deux fois avec 200 pl du mélange
et leppendorf est centrifugé 5 min a 6000 rpm. Par la suite, 200 Pl du mélange sont déeposés dans
leppendorf qui est a nouveau centrifuge. Le filtrat est transféré dans des tubes ambrés
préalablement pesés sans le bouchon (Mt) puis mit sous flux dazote jusqua évaporation a sec. Le
tube est pese (M1) et est de nouveau mit sous flux dazote quelques minutes pour étre a nouveau
pese (M2). Si M1 et M2 sont différents, une nouvelle pesée (M3) est réalisée aprés passage sous flux

dazote. Le taux de lipide est ainsi calculé : ((M2-Mt)/Mecn)"100.
F. Analyse des pesticides provenant des échantillons d'eau et des sédiments

Les échantillons de sediments sont lyophilisés et tamisés et les pesticides sont extraits a laide de
la méthode ASE/SPE sachant que seuls les mix détalons internes sont utilisés. Ils seront exprimeés
en ng.g™ de poids sec. Concernant les échantillons deau, 500 mL deau sont filtrés sur des filtres en
fibre de verre de type GF/F de 0,7 um puis, dans un erlen, les 10 pL des deux mix détalons internes
sont gjoutés et laissés une nuit a 4°C. Les pesticides sont extraits grace a la méthode SPE en utilisant
des cartouches OASIS HBL de 60 mg. Pour finir, les échantillons sont analyses en LC-MS/MS et les
résultats sont traités grace au logiciel Agilent MassHunter Workstation Quantitative Analysis for
QQQ.

G. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques et les figures ont été réalisees grace au logiciel R Studio (Version
RStudio 2021.09.2+382). Les packages utilisés sont les suivants : car, DHARMa, emmeans, flextable,

ggeffects, readxl, rstatix, scales, stats et tidyverse. Les tableaux ont été reéalises grace au logiciel R
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Studio et Excel. Une analyse en composante principale (ACP) a été réalisée pour obtenir un apercu
genéral des donnees et comparer les resultats selon les sites, le sexe des individus, leur stade et

leur condition corporelle.

La condition corporelle est estimée en utilisant les résidus de la régression linéaire du log du poids
en fonction du log de la longueur de la dossiere et du sexe des individus (Log(Poids) ~ Sexe +
Log(LoD), LoD : Longueur de la Dossiere). Cela a eégalement permis de mettre en evidence le

dimorphisme sexuel observable chez cette espéce (figure 9).

Un modele linéaire genéralise (GLM) est réalise afin didentifier les facteurs influengant la condition
corporelle nouvellement créee. Les résultats indiquent que seul le stade d'usure influence la
condition corporelle, avec les stades 1 et 2 difféerents du stade 4 ainsi quentre le stade 1 et 3. Cela
montre donc que les individus de stade 4 ont une condition corporelle plus élevée que les autres

stades. Ainsi, les GLM utilisés par la suite tiendront compte de ce lien entre les deux variables.
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Figure 9 : Mise en evidence du dimorphisme sexuel chez la Cistude d’Europe

Afin de comparer les differences de contamination chez les cistudes d'Europe, des GLM (famille =
binomiale pour loccurrence et famille = gaussienne pour les concentrations) sont réalises pour
comparer loccurrence (Présence/Absence) ou la somme des concentrations des résidus de
pesticides des individus en fonction du site, du sexe, de la condition corporelle et/ou du stade. Les
conditions de normalitée et dhomogenéiteé des variances sont veérifiees. Les variables non-
significatives sont supprimees progressivement du modele global jusqua ce quiil ne reste que des

variables explicatives et statistiquement significatives (p <0.05). Lorsque la variable site est identifiee
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comme explicative, des tests Post-Hoc Tukey sont réalisés afin didentifier les différences entre sites

deux a deux.
H. Autorisation éthique animale et autorisation de capture

Les captures ont fait lobjet dune autorisation dérogatoire a larticle L.411-1 du Code de
LEnvironnement, par arrété préfectoral de la Direction départementale des Territoires et de la Mer
des Bouches-du-Rhéne. Le projet a éte autorise par le ministere de 'Enseignement Supérieur et de

la Recherche apres avis favorable du comité déthique COMETHEA Poitou-Charentes.

lll. Resultats

A. Description de la contamination du milieu en Camargue
a. La contamination de leau

Les 40 résidus de pesticides ont éte recherchés dans la phase dissoute de 25 prélévements
ponctuels deau. Les résultats de ces prélevements deau montrent que des différences de
contaminations sont observables entre les 5 sites (p = 0,003, tableau 5). En effet, les sommes des
concentrations des résidus de pesticides avec la bentazone sont les plus €levées au niveau du canal
du Fumemorte (12954,3 ng.L?), aux Faisses (7083,1 ng.L™ et a La Bélugue (2271,6 ng.L™) et les plus
faibles au niveau de la Draille Marseillaise (Canal Japon, 36,9 ng.L™ et Esquineau (18,1 ng.L?, Figure
10A). En supprimant les valeurs de la bentazone, les sommes de tous les composes diminuent
drastiquement pour trois sites : le canal du Fumemorte (200,3 ng.L™), le site des Faisses (119,3 ng.L
) et a la Bélugue (47,9 ng.L? Figure 10B). En ne considérant que la bentazone, les résultats sont
similaires (p = 0,023, tableau 5) avec le canal du Fumemorte, le site des Faisses et la Belugue, les
sites les plus contaminés (Figure 10C). Il est a noter que les concentrations en bentazone sont, pour
les sites les plus contaminés, supérieures a 1000 ng.L? alors que pour le reste des residus de
pesticides, les concentrations sont majoritairement comprises entre 1 et 10 ng.L™?, soit de lordre de

grandeur des LOQ dans leau (entre 0,52 et 8,00 ng.L™?, voir tableau ¢ annexe).

Tableau 5 : Resultat des tests de Kruskal-Wallis pour la comparaison de la contamination entre les

sites dans leau, avec df le degré de liberte et p la p-value

. Site
Test de Kruskal-Wallis
X2 df P
L Avec la bentazone 20,014 6 0,003
Contamination
, Sans la bentazone 14,115 6 0,028
de l'eau .

Uniquement la bentazone 13,046 5 0,023

Des résultats similaires aux prelévements deau ont été observés pour les préleveurs passifs. Les
concentrations en nglL™ pour les POCIS sont des valeurs estimées a partir des taux
déchantillonnage (RS, Lj* de chaque compose issus de la littérature. Pour la bentazone, des

concentrations sont seulement mesurées pour le canal du Fumemorte, le site des Faisses et la
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Bélugue, respectivement 2976,5 ng.L? 7870 ngL™ et 393,8 ng.L™ Ces concentrations sont bien

supérieures a celles des autres composes qui, dans la majorité, sont comprises entre 0.01 ng.L™* et

10 ng.L* Par ailleurs, les limites de quantifications des POCIS étant plus faibles que celles des autres

matrices, il a donc été possible de quantifier certains composés nayant pas été détectés dans leau

ou le plasma comme lametoctradin, latrazine ou encore le chlortoluron.
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Figure 10 : Concentrations des réesidus de pesticides en ng.L™ dans les prelevements deau ponctuels

(échelle logarithmique) en fonction des sites détude. A : Somme des concentrations de tous les residus

avec la bentazone, B. Somme des concentrations de tous les réesidus sans la bentazone, C:

Concentration en bentazone uniquement.
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b. La contamination des sédiments
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Figure 11: Moyenne des teneurs des résidus de pesticides (en ng.g™ técart-type) sec dans les
sediments en fonction des sites détude. A Somme des concentrations de tous les residus avec la
bentazone, B : Somme des concentrations de tous les résidus sans la bentazone, C : Concentration en

bentazone uniquement.

Les résultats indiquent que, pareillement a la contamination de leau, les sites les plus contamines,
en somme des résidus, sont le site des Faisses, le canal du Fumemorte, et la Bélugue et les sites
les moins contaminés sont Esquineau et la Draille Marseillaise (Figure 11A). De méme, tout comme
pour leau, les teneurs en bentazone uniquement sont supérieures a celles des autres composes,
ici, 21,8 ng.g™ dans le canal du Fumemorte et 16,6 ng.g™* pour Faisses (Figure 11C). A noter, la non-
detection de la bentazone dans les sediments a Esquineau et Grand Badon. Lorsque la bentazone
nest pas considérée, les résultats montrent que cette derniere ne compte que pour moitie dans la
contamination des sediments comparé a la contamination de leau. En effet, les concentrations en

oxadiazon retrouvees aux Faisses (15,0 ng.g™ sont semblables a celles de la bentazone (Figure 11B).
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B. Quantification des pesticides dans le plasma des Cistude d’Europe en Camargue
a. Nombre de pesticides quantifié et frequence de détection

Les analyses révelent que sur les 40 pesticides recherchés, 8 dentre eux sont détectes et quantifies
sur au moins un individu et les 32 restants ne sont pas détectés ou sont inférieurs aux limites de
quantification. Sur les 102 cistudes capturées, 58 n'ont aucun composé détecte, soit 56,9%, tandis
que pour 35,3% dentre elles seul 1 résidu de pesticides est détecte, quel quiil soit. Le nombre de
composes maximal retrouvé sur une méme tortue est de 4 (tableau 6). Parmi les 8 composés
detectés et quantifies, la bentazone, un herbicide utilise en riziculture, montre la frequence de
détection la plus €levée (35.3%, tableau 10) tout site confondu. En comparaison, les autres
composes ont des frequences de détection allant de 0 a 5,9%. De ce fait, lorsque la bentazone nest
plus considérée, le nombre dindividus pour lesquels aucun pesticide n'est détecté est de 91, soit
89.2% des individus (tableau 6). Ainsi, pour la suite de létude, les analyses ont éte effectuées soit en
considérant tous les résidus de pesticides, soit en considéerant tous les résidus de pesticides hormis

la bentazone, soit en ne considérant que la bentazone.

Tableau 6 : Nombre de résidus de pesticides quantifiés par individu avec et sans bentazone

Nombre de composés

quantifiés 0 1 2 4 [Total

Avec bentazone Nombre de_qstudes 58 36 5 3 102
contaminées

Pourcentage de

cistudes contaminées 569 353 49 29 |100

Nombre de composés

quantifiés 0 1 2 4 [Total

Sans bentazone Nombre de_qstudes o1 6 2 3 102
contaminées

Pourcentage de

cistudes contaminées 892 59 20 29]100

b. Occurrence des pesticides en fonction des sites

En considérant la probabilité détre contaminé par au moins un pesticide, les résultats révélent que
des différences apparaissent entre les sites (tableau 9). En effet, il savere, lorsque tous les
composes sont considéres (p < 0,001), que les tortues vivant au niveau du site des Faisses sont plus
contaminées (90%) que les cistudes venant de la Draille Marseillaise (22,7%), de Esquineau (13%) et
du Grand Badon (31,3%, tableau 7). En revanche, lorsque la bentazone est retirée, il n'y a plus de
difféerence doccurrence des pesticides dans le plasma des cistudes (p = 0,169 , tableau 9). Il est a
noter que seul 10% des individus sont contaminés lorsquiil Ny a pas de bentazone au niveau des
Faisses. De plus, les résultats indiquent que le pourcentage de tortues contaminées avec et sans
bentazone varie peu pour le site de Grand Badon (31,3 % et 18,8% respectivement) et tres peu a

Esquineau (13% et 8,7% respectivement, tableau 7). Cela indique que peu de cistude sont
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contaminées par la bentazone pour ces derniers. Pour ce qui est de la bentazone seule, des
différences apparaissent entre les sites (p < 0,001, tableau 9). Cest aux Faisses que les cistudes sont
les plus contaminées (85%) tandis qua la Draille Marseillaise, Grand Badon et Esquineau il y a

respectivement 22,7%, 12,5% et 4,3% de cistudes contaminées.

Tableau 7 : Pourcentages dindividus contaminés par site avec n le nombre d'individu total par site

Site Tous les composes Tous les composes Bentazone
avec bentazone sans bentazone uniquement
Draille Marseillaise
(n=22) 227 45 227
Esquineau
(n=23) 130 8.7 43
Faisses
(n = 20) 90,0 10,0 85,0
Grand Badon ] 188 -
(n - 16) 313 : 5
La Bélugue
(n=21) 619 14.3 52.4

c. Concentration des pesticides plasmatiques en fonction des sites détude

La moyenne des sommes des concentrations globales des résidus de pesticides varie
significativement en fonction des sites. Elle est la plus élevée pour les individus du site des Faisses
(23,59 + 30,08 ng.g™ et la plus faible pour ceux de La Belugue (3,75 + 2,28 ng.g™, tableau 8, figure
12A). Les concentrations en bentazone sont bien supérieures a celles des autres résidus de
pesticides. Ainsi, en soustrayant la bentazone, les moyennes diminuent légerement a lexception de
Faisses, chez qui la moyenne diminue drastiquement passant de 23,59 + 30,08 ng.g™a 592 * 7.24
ng.g™ (tableau 8). Si la bentazone nest pas prise en compte, aucune différence de concentration
nest observée entre les sites. Enfin, si seule la bentazone est considérée, les concentrations sont
respectivement de 24,3 + 30.9 ng.g™ (Faisses), 7.4 + 8.8 ng.g™ (Grand Badon), 4.2 + 1,9 ng.g™* (La
Belugue), 6,2 ng.g* (Esquineau) et 3,2 = 1,3 ng.g™ (Draille Marseillaise, tableau 8). Ici, les difféerences

sont significatives entre Faisses-Draille Marseillaise et Faisses-La Bélugue (tableau 8, figure 12B).

Il est a noter que les cistudes capturées au niveau de la Draille Marseillaise proviennent de deux
réseaux hydrauliques : lun appartenant au canal du Japon, le second est un canal secondaire du
Fumemorte (figure 4). Les cing individus chez qui la bentazone a éte quantifiée ont tous éteé capturées

dans le canal de drainage.
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Figure 12 : Concentrations des résidus de pesticides en ng.g™ dans le plasma des cistudes d’Europe
(echelle logarithmique) en fonction des sites détude. A : Somme des concentrations de tous les résidus

avec la bentazone, B . Concentration en bentazone uniquement

Tableau 8 : Moyennes globales de la somme des concentrations des résidus de pesticides en ng.g™
retrouvees dans le plasma des cistudes d'Europe et nombre moyen de composes quantifies par individu

en fonction du site, avec et sans bentazone

Moyenne & SD Nombre d_e 'c ompc_:se_s !noyen
quantifiés par individu
Site
Avec Sans Avec Sans Bentazone
Bentazone Bentazone Bentazone

Draille
Marseillaise 871+13.10 27.63 0.3 0.05
Esquineau 4,82 £142 414 £ 1,11 0.2 01

Faisses 23,59 *+ 30,08 502 * 7.24 11 0.3

Grand

Badon 6,46 t 555 580 t 4,57 0,8 0,6
La Béelugue| 3,75+2.28 1,01+ 0,18 0.7 01

Les sessions de capture se sont déroulées durant deux semaines consecutives pour chacun des
sites (tableau 1). En regardant les concentrations mesurees dans le plasma des cistudes pour la
bentazone en fonction des jours de capture pour chaque site aucune difféerence napparait.
Cependant, il est a noter que pour le site des Faisses, bien quil ny ait pas de différence de
concentration au cours du temps, une tendance a laugmentation des concentrations semble se

dessiner au cours des deux semaines de captures.
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Tableau 9 : Resultat des modeles lineaires genéralisés en fonction du site, du sexe, de la condition
corporelle et du stade dusure, avec LR le rapport de vraisemblance, df le degre de liberte et p la p-

value. En vert, les p-value <0,05.

Site Sexe Conglition Stade
Modeéle corporelle
LR X2 df p LR X2 df p LR X2 df p LR X2 df p

Tous lescomposeés:|38051 4 <0001 | 4055 1 0044 | 0407 1 0523 | 3685 3 0298
GLM(Occurrence)

Tous les composés
sans bentazone: 6,439 4 0,169 2638 1 0,104 1519 1 0,218 4,064 3 0,175
GLM(Occurrence)

Bentazone : 42,608 4 <0001 | 2414 1 0,120 2016 1 0088 | 1966 3 0,580
GLM(Occurrence)

Tous les composés : 10,852 4 0,001 01290 1 0,720 0,000 1 0,343 5430 3 0,43
GLM(Somme)

Bentazone:
GLM(Concontratiom| 18348 4 0001 | 3022 1 008 |ou8 1 073t | 2147 3 0542
GLM(Condition | 5565 4 0687 | 1326 1 0,249 - - - 20,352 30,0001
corporelle)

d. Effet du sexe, du stade et de la condition corporelle sur les niveaux de

contamination

Aucun effet significatif du sexe ou du stade des individus na éte observe, que ce soit en considérant
la somme des concentrations des résidus de pesticides ou loccurrence y compris pour la
bentazone seule (tableau 9) a une exception. En effet, quand tous les composés sont pris en
compte, il apparait que les males vivant au niveau de La Beélugue ont une probabilité plus elevee
détre contaminés que les femelles (p = 0,012) puisque 10 males sur 11 sont contaminés contre 3
femelles sur 10. Lorsque la bentazone n'est plus considéréee, il n'y a plus de différence entre le sexe
au niveau de ce site, avec 3 males contaminés sur 11 et aucune femelles contaminées. Cette relation
nest pas significative (p = 0,059) en considéerant que la bentazone méme sil semble que les males
soient plus contaminés que les femelles (8 males sur 11 contaminés et 3 femelles sur 10). Pour ce
qui est de la condition corporelle, il n'y a pas de difference doccurrence ou de probabilité détre
contaminé. Les individus capturés aux Faisses semblent avoir une probabilité plus importante d'étre

contaminés par la bentazone que ceux venant du site de l'Esquineau.
C. La contamination chez U'Ecrevisse de Louisiane

Au total, 40 écrevisses de Louisiane ont été capturées et les 40 résidus de pesticides ont été
recherchés. Les résultats montrent que les écrevisses sont trés peu contaminées. En effet, seuls 5
individus (12,5%) présentent une contamination a lametoctradin (de 2,5 a 58,9 ng.g™. Aucune
ecrevisse nest contaminée a la bentazone quel que soit le site. Par ailleurs, les écrevisses presentant
des taux de lipides supérieures, a savoir entre 15% et 36%, ne montrent pas de contamination plus

importante comparé aux autres écrevisses.
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D. Comparaison des niveaux de contamination de l'environnement et des cistudes
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Figure 13: Pourcentage dindividus contamines en fonction des concentrations des résidus de
pesticides de leau (échelle logarithmique, en ng.L™). A : Somme des concentrations de tous les résidus
avec la bentazone, B: Somme des concentrations de tous les résidus sans la bentazone, C:

Concentration en bentazone uniquement.

Les analyses des sommes des concentrations des résidus de pesticides des prélévements deau
ponctuels avec la bentazone indiquent que plus leau est contaminée et plus la probabilité de
détecter des pesticides dans les tortues est élevee (figure 13A). Cette méme relation est encore
plus nette lorsque la bentazone seule est considéerée (figure 13C). En considérant uniquement les
composes autres que la bentazone, la relation reste globalement la méme puisque les sites les plus
contaminés au niveau de leau, ici, Faisses, Grand Badon et La Bélugue ont un pourcentage
dindividus contaminés plus élevé compare a ceux de [Esquineau et de la Draille Marseillaise (figure

13B). A noter tout de méme que malgre labsence de différence significative, cest au niveau de
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Grand Badon quily a le plus dindividus contaminés alors que clest aux Faisses que la concentration

dans leau est la plus élevee.

Des résultats similaires sont observés lorsque les concentrations considérées sont celles retrouvees
dans les échantillons de sédiments (figure 14). En effet, les sites les plus contaminés, Faisses et La
Belugue (figure 14A) présentent le plus dindividus contaminés en comparaison avec les autres
sites. Comme indiqué précédemment, seuls les sédiments prélevés au niveau des Faisses, de la
Draille Marseillaise et de La Bélugue sont contaminés par la bentazone. Ici aussi, cest aux Faisses
que le plus grand nombre dindividus est contaminé par ce composg, la, ou les sediments sont les

plus contaminés.
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Figure 14 : Pourcentage dindividus contaminés en fonction des concentrations des réesidus de
pesticides dans les sédiments (en ng.g™. A: Somme des concentrations de tous les résidus avec la
bentazone, B : Somme des concentrations de tous les résidus sans la bentazone, C : Concentration en

bentazone uniquement.




Tableau 10 : Concentrations moyennes des résidus de pesticides en ng.g™ (Moyenne + SD ; Maximum) retrouvées dans le plasma des Cistudes d’Europe en
fonction du site, leur limite de quantification (LOQ, en ng.g™) et leur frequence de détection en pourcentage. Ni:: Nombre total dindividu capturé par site, n :
Nombre d'individu contaminé par site ayant servi a calculer les concentrations moyennes. En jaune le pesticide avec la frequence de détection la plus €levee.
Nb : Aucune contamination na éte detectéee pour les composes suivant : 3-4 dichloroaniline, atrazine, boscalid, cyazofamide, cymoxanil, cyprodinil, DEA, DEET,
DIA, diflufenican, hydroxyatrazine, imidaclopride, imidaclopride olefin, imidaclopride urea, irgarol, isoproturon, metazachlore, métolachlore ESA, métolachlore
NOA, meétolachlore OXA, oxadiazon, pendiméthaline, propanil, prosulfuron, simazine, tebufenozide, terbuthylazine, terbuthylazine desethyl, tetraconazole,

trifloxystrobin et zoxamide.

Réserve naturelle régionale de la Tour du Valat Domaine de la Tour du Valat Mas du Grand Badon Consi;’t\;z::ilre du
Draille Marseillaise Esquineau Faisses Grand Badon La Bélugue
Niot = 22 Nitot = 23 Nitot = 20 Nitot = 16 Niot =21

Composé LOQ MoyzSD ; Max n MoyzSD ; Max n Moyz:SD ; Max n Moyz:SD ; Max n MoyzSD ; Max n Friqe.;‘::t?snde
Ametoctradin 1,70 - o] 2,7 1 2,52 1 2,05 1 - o] 2,94
Bentazone 1,16 318+1,31; 4,77 5 6,19 1 24.28£30,86 ; 125,87 17 7.44£8,84 ;13,69 2 4,1641,86 ; 7,11 11 35.29
Carbendazime 25,00 27.63 1 - 0 - 0 - 0 - 0 0,08
Chlortoluron 143 - 0 3.35 1 5,67 1 6,29 1 - 0 2,94
Métolachlore 111 - [¢) - o) - 0 145 1 - o] 0,08
Penoxsulam 0,79 - 0 - 0 0.8 1 0,92 1 0,91£0.05 ; 0,95 2 3.92
Spiroxamine 0,80 - 0 - 0 1,09 1 0,92+0,08 ; 0,97 3 - 6] 3.92
Tébuconazole 0.80 - [¢) 2,22 1 1,76 1 1,31£0,36 ;1.7 3 121 1 588




1V. Discussion

Ce stage vise a caractériser les voies dexposition de 40 résidus de pesticides dans cing populations
de Cistude dEurope en Camargue sur des sites choisis pour leur contexte hydrologique,
environnemental et agricole. Les résultats de lanalyse des pesticides dans le plasma des cistudes
montrent que cest aux Faisses que les individus sont les plus contaminés et ce, principalement par
un herbicide tres employé en riziculture : la bentazone. Cela vient confirmer la premiere hypothése
qui était que les tortues qui vivent dans les canaux de drainage, qui bordent les parcelles agricoles
seraient les plus contaminées par rapport a celles vivant dans le méme type de canaux mais situes
plus loin des parcelles agricoles (Draille Marseillaise, La Bélugue), et a celle se trouvant dans les
canaux dirrigation, dont leau est pompée du Rhone (Esquineau). Par ailleurs, les concentrations
mesurées dans leau et les sediments sont les plus élevées au niveau du site des Faisses. Plus le
site est contaming, plus il y a une forte probabilité que les cistudes capturées sur ce site soient
contaminées. Cela confirme la seconde hypothése concernant les concentrations retrouvées dans
les cistudes qui devraient refléter les concentrations retrouveées dans leau et les sediments. En
revanche, le sexe des individus, leur stade et leur condition corporelle ne semblent pas expliquer

les variations interindividuelles de contamination des tortues en Camargue.

Le premier objectif était de comparer la contamination des populations de cistudes entre les sites,
en fonction du contexte hydrologique et agricole, qui est assez complexe, en raison de la gestion
de leau (canaux dirrigation et de drainage) et des difficultés a récupérer des donnees sur
loccupation des sols et la période de traitement par des substances phytosanitaires. La
comparaison des teneurs en résidus de pesticides dans le plasma des cistudes provenant des cing
sites a permis de mettre en évidence que les individus vivant au site des Faisses ont une probabilité
plus élevee détre contaminés et présentent les concentrations les plus fortes. Sur les quarante
résidus de pesticides recherchés, la bentazone représente le composé majoritaire par laquelle les
tortues sont contaminées. Les résultats sont similaires a ceux obtenus par

ou la concentration moyenne en bentazone retrouvée dans le plasma des cistudes dEurope aux
Faisses est de 27,17+31,08 ng.g™ (cette étude : 24,3¢30,9 ng.g™). En Camargue, une grande partie du
territoire est utiliseée pour lagriculture comme indiqué par la figure 6 avec approximativement 10
400 ha utilisés pour la riziculture sur les 24 000 ha destines a lagriculture (

). Pour une saison de récolte, la riziculture nécessite le pompage de prés de 23 000
m3.ha* d'eau par riziére, ce qui représente jusqua 11 000 m3 d'eau évapotranspirés et 12 000 m3 d'eau
déversée dans les canaux de drainage. En étant drainée, cette eau exporte les pesticides épandus
dont la bentazone -pesticide majoritairement utilisé en riziculture- dans les canaux de drainage
( ), comme le canal du Fumemorte (figure 4,

). Or, les cistudes vivant dans le site des Faisses se situent a proximité directe
(quelques metres) de parcelles agricoles, notamment en riziculture, dans des canaux secondaires
du canal du Fumemorte, qui concentre les eaux de drainage et dont les mesures dans leau révelent

des concentrations les plus élevees en bentazone. Pour le site de Grand Badon, bien que les
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concentrations en bentazone des cistudes soient les plus élevées derriére Faisses, cela ne
représente que deux individus sur les seize individus capturés, les 14 autres individus ayant des
niveaux inférieurs a la LOQ. Ce site se trouve inclus dans une propriété en agriculture biologique,
mais aussi a proximité du canal du Fumemorte. Il est tout a fait possible que les deux cistudes
présentant de fortes contaminations aient été captureées aprés un passage dans le Fumemorte. En
effet, la contamination par la bentazone de leau au niveau de Grand Badon est la seconde plus
faible et se trouve non loin de la source du Fumemorte. Contrairement a Grand Badon, La Bélugue
presente plus dindividus contaminés (52,5%) mais avec des concentrations plus faibles quaux
Faisses. Ce site se trouve a laval du canal du Japon, dont leau est pompée du Rhone afin de
permettre aux agriculteurs dirriguer leurs parcelles. Etant dans un canal dirrigation, les tortues ne
devraient pas étre exposées a une contamination importante. Or, la concentration de bentazone
mesuree dans leau est la seconde plus elevee derriere le site des Faisses. Le site se trouve a laval
du canal, il est possible que ce dernier ait accumulé une certaine quantité de pesticides et
particulierement de la bentazone en transitant dans les zones agricoles. Les cistudes capturées au
niveau de la Draille Marseillaise proviennent pour moitié du canal du Japon (irrigation) et pour moitié
d'un canal secondaire du canal du Fumemorte (figure 4). Bien que tres proches lun de lautre (les
deux canaux sont distants de 4 m au plus proche), seules les cistudes ayant eté capturées au niveau
du Fumemorte sont contaminées par la bentazone. Par ailleurs, la bentazone na pas ete détectee
ni dans les prélévements deau ni dans les POCIS au niveau du canal du Japon. Cela montre donc
que les cistudes sont exposees aux pesticides en partie par leau. Enfin, les cistudes vivant dans
lEsquineau sont les moins contaminées avec seulement 1 individu sur 23 contamine par la
bentazone. Le site est irrigué par leau provenant du canal de lAube de Bouic dont leau pompée
vient du Rhéne plus en amont. Les cistudes vivent dans des marais et des roubines dirrigation et
aucune parcelle agricole nest située a proximité immediate. Bien que le canal du Fumemorte passe

aux abords des canaux secondaires dirrigation, les cistudes restent peu contaminées.

Il est important de noter que les sessions de captures au sein de chacun des sites ne se sont pas
effectuées en méme temps, en raison des contraintes logistiques et techniques. Le préléevement de
divers échantillons (eau, POCIS, sédiments, cistudes) a éteé privilégié sur un méme laps de temps de
deux semaines, en échantillonnant les sites de mi-mai a fin juillet. Ainsi, les difféerences observables
entre les sites pourraient étre dues a la temporalité des captures. Lors détudes préecedentes sur les
sites d'Esquineau et de Faisses, le suivi des cistudes a été realise davril a debut aolt et il a ete
constaté que la date de prélevement sanguin était un facteur prépondérant sur loccurrence et les
niveaux de bentazone chez les cistudes ( ). Comme indiqué préecédemment,
les dates exactes dépandage des pesticides ne sont pas connues. Or, selon la SNPN, un pic de
concentration en pesticides est observable entre juin et juillet. ont mis en
evidence deux pics de concentrations dont un en juin causé majoritairement par deux herbicides :
le MCPA (2-méthyl-4-chlorophénoxyacetique) et la bentazone. Ce pic a été observé environ 1 a 2
semaines aprés lépandage et les concentrations ont drastiqguement diminué au cours des 2

semaines suivantes, indiquant alors que les organismes deau douce nont été exposes a des
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grandes concentrations que pendant un maximum de deux semaines. Les cistudes des sites
d'Esquineau et la Draille Marseillaise ont été capturées du mois de mai au début du mois de juin
2022, probablement avant le pic annuel de bentazone. Les autres sites ont été echantillonnés de
mi-juin a fin juillet, soit pendant la période présumee dépandage ou durant les deux semaines
suivantes. Ainsi, les fortes concentrations retrouvées au niveau des Faisses pourraient également
provenir dune augmentation saisonniére de l'utilisation de la bentazone et donc de la contamination

de leau.

Cette étude a mis en évidence une corrélation entre la contamination des cistudes et les
concentrations en résidus de pesticides retrouvées dans leau, avec une relation encore plus
marquee pour la bentazone (figure 12). Cette relation est également visible par la contamination
des sediments bien que moins importante. Ainsi, il apparait que lune des voies principales
dexposition aux pesticides recherchés dans cette étude chez ces tortues vienne de leau, soit par
diffusion, soit par ingestion. Elles sont, dans une moindre mesure, exposees par lingestion et/ou le
contact avec les sediments. En effet, les sols ont plus ou moins la capacite dadsorber les residus
de pesticides, cette capacité étant plutdét mauvaise pour la bentazone ( ), ce qui
peut donc expliquer la relation moins marquee. Au cours de cette etude, seuls leau et les
sédiments ont été analyseés, cependant, une contamination atmosphérique aurait également pu
étre une source dexposition supplémentaire. En effet, les cistudes ont une respiration pulmonaire,
ce qui implique une possible contamination par des composeés plutdt volatiles. Toutefois, pour ce
qui est de la bentazone, celle-ci est tres peu volatile suggérant alors une absence de contamination
par lair. Enfin, les différences de contaminations entre les sites pourraient étre expliquées par des
différences de contaminations des écrevisses de Louisiane. En effet, les cistudes se trouvent au
sommet de leur chaine trophique et pourraient ainsi bioamplifier les pesticides en se nourrissant.
Cependant, cela ne savére pas le cas pour cette espéce puisque les écrevisses, principales proies
des tortues en Camargue ( ), ne sont pas contaminées par la bentazone. Par
consequent, lalimentation chez cette espéce ne semble pas représenter lune des principales voies
dexposition aux pesticides recherchés dans cette étude. Bien que se nourrissant principalement
d'Ecrevisses de Louisiane, la Cistude d'Europe est une espéce omnivore ( )

impliquant alors une possible contamination via dautres proies.

Les difféerences de niveaux de pesticides entre les males et les femelles ont egalement éte testees,
en partant de lhypothese dune moindre contamination des femelles, en raison du transfert
maternel. ont montré chez le Moineau Domestique (Passer domesticus) qu'un
transfert de tebuconazole, un fongicide, est observable de la mere a lceuf, lorsque cette dernierey
est exposee de facon chronique. Il est donc envisageable que chez la Cistude d'Europe les femelles
soient capables elles aussi de transférer certains résidus de pesticides lors de la ponte des ceufs
comme cest le cas chez de nombreux reptiles y compris chez les tortues ( ). Par
ailleurs, ont montré que chez les grenouilles, le transfert maternel permet
aux femelles de diminuer la concentration des polluants de leurs tissus et preférentiellement des

composes ayant un faible coefficient de partage octanol-eau (Kqw). Cependant, les résultats de cette
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etude ont montré quiil ny avait pas de difference entre les males et les femelles concernant les
concentrations mesurées ni méme pour loccurrence des pesticides. Ce qui suggere une potentielle
absence de transfert maternel pour ces pesticides, et notamment pour la bentazone chez cette
espece. ont également mis en évidence labsence de difféerence de
contamination entre le sexe des individus chez cette espéce venant des sites d'Esquineau et de
Faisses au cours des annees 2018 a 2020. Une difference a tout de méme éte observee a La Belugue
avec plus de males contamines par la bentazone que de femelles. Il est possible que cette
difféerence soit due (i) aux déplacements réalisés par les males en recherche dune partenaire pour
laccouplement, bien que la taille du domaine vital des males et des femelles nest pas
significativement différente ( ) ou (i), a des difféerences de regime alimentaire ou de

meétabolisme.

La condition corporelle et le stade dusure des individus ont également été pris en compte durant
ces analyses. De nombreux polluants, autres que les pesticides comme le mercure, peuvent étre
bioaccumulés et bioamplifies au sein des organismes ( ). En effet, il a éte
montré, chez la Tortue Serpentine (Chelydra serpentina), que les concentrations en mercure
retrouvees dans les muscles et le sang etaient similaires, suggerant une possible bioaccumulation
( ). Ainsi, les cistudes plus ageées pourraient potentiellement présenter des
concentrations de résidus de pesticides plus éleveées. Cependant, aucune différence na éte
observee entre les 4 stades dusure soulignant labsence de bioaccumulation. Les composes
etudiés sont majoritairement hydrophiles, peu persistant dans lenvironnement avec des temps de
demi-vie cours. La bentazone est faiblement métabolisée mais est en revanche rapidement
excrétée par les urines et donc peu bioaccumulable ( ). ont
egalement montré que des cistudes capturées plusieurs années de suites présentaient des
concentrations en bentazone variables, indiquant labsence de bioaccumulation. La condition

corporelle napparait pas comme un facteur influengant la contamination des cistudes.

Lutilisation des POCIS a permis de mettre en évidence que certains composes sont présents dans
leau alors quiils nN'ont ni éte detectes dans les prelevements d'eau ponctuels, ni dans les sediments
ni dans le plasma des cistudes. Leur utilisation permet ainsi daméliorer les limites de détection des
composes. Par exemple, latrazine, un herbicide interdit en France depuis 2003 a été détecté grace
aux préleveurs passifs, mettant en evidence la persistance de certaines molecules dans
lenvironnement. Les divers autres résidus de pesticides autre que la bentazone retrouvés dans les
échantillons deau et de sédiments montrent que lenvironnement est contaminé par une large
gamme de pesticides. Malgré cette contamination, les cistudes ne présentent une importante
contamination que par la bentazone et une contamination plus anecdotique par quelques autres
pesticides indiquant soit une dégradation rapide des molécules, soit une possible rapide excrétion
de celles-ci chez les tortues. Labsence de détection des résidus de pesticides dans le plasma des
cistudes ne signifie pas pour autant quelles ne sont pas affectées. En effet, il est possible que
certains composes soient plus toxiques que dautres, pouvant alors impacter la physiologie des

tortues sur une courte période.
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V. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en lumiére lune des voies principales dexposition aux pesticides
chez la Cistude d'Europe, a savoir leau, tout en montrant que le site des Faisses présente les
individus les plus contaminés. Le contexte hydraulique de la Camargue permet de mieux
comprendre les raisons de cette forte contamination. En effet, le canal du Fumemorte représente
une interface dexposition aux pesticides entre les parcelles agricoles et les cistudes. Les grandes
quantités de pesticides transportées par ce canal de drainage compare au canal de Aube de Bouic
(irrigation) mettent en avant les flux importants de polluants dans les zones agricoles. Par la suite,
le projet va slintéresser aux effets physiologiques et écologiques des pesticides chez cette espece

afin de mieux rendre compte des impacts que peuvent avoir une exposition sur le long terme.

Actuellement, une campagne de capture de Cistudes d'Europe se déroule dans trois nouvelles
zones : le Grand Port Maritime de Marseille (en Camargue), en Nouvelle-Aquitaine et en Brenne. Ces
nouveaux sites presentent des contextes agricoles et environnementaux différents de ceux
retrouves dans cette présente étude. Lobjectif étant daméliorer létat des connaissances de la
contamination par les produits phytopharmaceutiques a une plus large echelle et des difféerences
de contaminations en fonction des aires geographiques en France. La Cistude d'Europe benéficie
dun plan de protection national. Ainsi, dans une optique de gestion et de conservation de la
biodiversité et plus particulierement de cette tortue deau douce, il serait possible denvisager des
mesures de sauvegardes specifiques en fonction des sites en partie grace aux connaissances

apportees par cette étude.
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Tableau a : Gradient de la phase mobile

Temps (min)

Débit (mL.min?)

% Solvant

0
05
10
14
15
17,5

0.3
0.3
0.3
03
0.3
0.3

95
95
0
0
95
95

Tableau b : Parametres des analyses en LC-MS/MS (en orange : les étalons internes, en vert . les natifs)

Nom composé lon lonfils Fragmenteur (V) Ene'rgie de  Temps de.rétention Tran_sitior_i
parent collision (V) (min) Quantification
3,4 dichloroaniline 162 127 100 15 9,16 X
3,4 dichloroaniline 162 74 100 60 9,16
Ametoctradin 276.4 175.9 170 41 9,76
Ametoctradin 2764 149 170 41 9,76 X
Atrazine 216,6 173.9 120 13 8,89 X
Atrazine 216,6 96,3 120 25 8,89
Atrazine 13C 219.7 106 110 30 8,88
Atrazine 13C 219.7 70 110 42 8,88 X
Azoxystrobine 404,4 372 110 9 10,03 X
Azoxystrobine 404,4 329 110 29 10,03
Azoxystrobine d4 408 .4 376 110 9 10,02 X
Azoxystrobine d4 4084 348,2 110 25 10,02
Bentazone 2413 199 80 5 8,72 X
Bentazone 2413 107 80 25 8,72
Bentazone d6 2473 200 80 5 8,7 X
Bentazone d6 2473 107.9 80 29 8,7
Boscalid 343 307 130 17 10,21 X
Boscalid 343 140 130 13 10,21
Boscalid d4 347 310,9 130 17 10,19 X
Boscalid d4 347 140 130 13 10,19
Carbendazime 192,2 160 110 17 4,92 X
Carbendazime 192,2 132 110 33 4,92
Carbendazime d3 195.2 160 110 17 4,9 X
Carbendazime d3 195.2 132 110 33 4,9
Chlortoluron 213,6 1401 110 15 8,6
Chlortoluron 213.6 719 110 21 8,6 X
Cyazofamid 325,8 108 80 9 10,94 X
Cyazofamid 325,8 441 80 20 10,94
Cymoxanil 199 128 100 9 547 X
(=)
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226,3 92,9 140
226,3 76.9 140
2313 93.9 150
2313 80 150
188,6 145.9 100
1886 103,8 100
101,6 149.1 110
101,6 1061 110
192,2 118,9 110
192,2 90.9 110
199.3 126 110
199.3 98 110
174.6 96 110
174,6 68,2 150
179 101 110
179 68.9 110
3953 266 140
395.3 246 110
3983 267.9 140
3983 248 110
249,2 170.8 90
249,2 92,8 90
1982 156 120
1982 68.9 120
201,2 159,2 60
201,2 70,9 60
256,6 210,2 90
256,6 1761 90
260,7 214.3 90
260,7 180,1 90
254.6 237.2 90
254,6 206 90
212,6 129,2 120
212,6 126 110
254.3 198 110
254,3 83 110
207,2 165,1 100
2072 72 100
213,3 78 110
2133 52 110
2787 210,9 80
2787 135 80
284.8 2529 80
284.8 176.9 80
290.8 259 110
290.8 183 110
(

39

37
53
41
45
13
25
14
25
17
33
17
33
16
29
17
33
25
38
25
38
9
53
17
41

17

41

13
17
13
21

5

9
17
22
17
29

9
21
21
17

5
21
13
25
13
29

95
9.5
9.44
9.44
674
6.74
674
674
8,94
8,94
8.9
8.9
576
576
572
572
11,66
11,66
11,64
11,64

547
547

547

547

6.74
6.74
673
6.73

6,13
6,13
8,92
8,02
8,01
8,01
8,88
8,88
934
934
10,73
10,73
10,68
10,68

X

X

——r
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40

330.4 2981 110 9 716 X
330.4 2021 110 29 716
330.4 284,2 110 9 6,71
330.4 162,2 110 21 6,71 X
330.4 132 110 65 6,71
280,3 212 80 5 9.34
280,3 134,1 80 21 9.34 X
4114 213 140 12 7,62
4114 182 110 17 7.62 X
417,4 1821 170 21 7.6 X
4174 83 170 65 7.6
345 3031 100 9 12,37 X
345 220 100 13 12,37
282,3 212 80 5 12,46 X
2823 193.8 85 12 12,46
484.4 195 170 29 9.2 X
484.4 124 160 53 9.2
218 162 100 13 9.6 X
218 127 100 25 9.6
420,4 167 110 17 9.74
420.,4 141,2 110 17 9.74 X
202 1321 100 20 8,03 X
202 1041 100 20 8,03
2085 144,1 120 17 8,42 X
2085 100 120 33 8,42
308,8 1259 120 45 10,31
308,8 69.9 120 21 10,31 X
314,8 1259 120 45 10,29
314,8 721 110 22 10,29 X
353.4 132,9 80 17 10,8 X
353.4 105,1 80 45 10,8
2307 1751 100 13 9,84 X
230,7 68,1 100 49 9,84
2357 179,1 110 13 9.82 X
2357 68,9 110 45 0.82
202,6 201,7 Q0 5 8,15
202,6 146,3 Q0 13 815
372 159 160 33 10,17
372 701 160 17 10,17
409.4 185.9 100 13 11,72 X
4094 145 100 53 11,72
415.4 185.9 110 13 11,69 X
4154 145 110 57 11,69
336 186,9 130 17 11,3 X
336 159 130 45 11,3
(

——r




Mickaél Charriot, M2 Gestion de Environnement et Ecologie du Littoral
La Rochelle Universite, 2022-2023

Tableau c : Limite de quantification des différents reésidus de pesticides en fonction de la matrice

LoOQ

Composés plasma LOQEau LOQPOCIS LOQ Sédiments LOQ Ecrevisses
(ng.g) (ng.L) (ng.L) (ng.g™) (ng.g™)
3.4-Dichloroaniline 4,74 3,06 0,01 0.33 2,50
Ametoctradin 1,70 2,00 0,02 0,19 1,05
Atrazine 1,89 1,48 0,01 0,37 2,50
Bentazone 1,16 0,59 0,27 0.48 2,86
Boscalid 1,54 0,84 0,40 1,47 348
Carbendazime 25 1,58 0,04 0.25 11,43
Chlortoluron 1,43 1,29 0,15 0.38 2.86
Cyazofamide 3.85 0,81 0,70 0,78 5,19
Cymoxanil 5,40 1,83 - 6.24 88,89
Cyprodinil 225 2,00 0,12 0,10 0,95
DEA 3,46 1,50 0,05 0,60 4,00
DEET 4,5 8,00 0,38 0,12 3.81
DIA 2,07 1,50 0,33 145 26,67
Diflufenican 2,00 1,00 0,09 0,12 2,06
Hydroxyatrazine 5,20 3,51 0,02 0,04 4,00
Imidaclopride 1,16 1,05 0,19 1,24 4,21
Imidaclopride Olefin 2,00 4,00 0,12 2.79 50,00
Imidaclopride Urea 156 4,00 0,06 1,61 80,00
Irgarol 1,26 1,39 0.40 0,06 0,91
Isoproturon 1,85 1,36 0,70 0,17 2,22
Métazachlore 8,89 3.77 0,38 0.49 6,67
Métolachlore ESA 1,00 3,50 0,15 0.48 1,54
Métolachlore NOA 2,07 5,95 0,05 1,34 100,00
Métolachlore 111 2,00 0,06 0,50 1,82
Métolachlore OXA 3.75 2,50 0,64 0.23 3,08
Nicosulfuron 6,60 2,50 0,02 0,15 1,74
Oxadiazon 2,02 532 0,01 0.33 1,82
Pendimethaline 1,00 1,05 0,05 0,80 597
Penoxsulam 0,79 0,52 0,001 0,26 2,00
Propanil 1,75 0,88 0,05 0,23 2,35
Prosulfuron 1,50 1,50 0,01 0,57 533
Simazine 580 2,00 0,005 0,28 2,22
Spiroxamine 0,80 2,50 0,05 0,03 0,95
Tébuconazole 0,80 1,20 0,20 0,14 2,67
Tébufénozide 0.75 2,00 0,16 0,19 3.81
Terbuthylazine 5,23 6,76 0,08 0,49 3,81
Terbuthylazine
desethyl 350 5.50 0,004 0,17 3.33
Tétraconazole 0,08 1,20 0,05 0.33 1,82
Trifloxystrobin 1,50 1,30 0,05 0,07 3,20
Zoxamide 2,10 143 0,05 0,21 2,00
(=)
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Contamination du milieu et niveau plasmatique de pesticides chez la Cistude d’Europe, Emys
orbicularis : une étude comparative entre cinq populations en Camargue

Les ecosystémes aquatiques sont exposes a de nombreux polluants, et notamment aux pesticides,
fortement utilises en agriculture. Les risques pour les especes non-cibles, et particulierement sur
les reptiles, restent trés peu évalués. La Cistude d'Europe, Emys orbicularis, est une espéce de tortue
aquatique, sédentaire vivant dans les rivieres et marais, longévive, omnivore, se nourrissant
d'Ecrevisse de Louisiane. Le projet CISTOX vise a évaluer lexposition aux pesticides chez cette
espece en fonction du contexte environnemental, agricole et hydraulique de sites
déchantillonnage ainsi que les effets a différents niveaux physiologiques et écologiques. La
premiere année du projet (2022) sest focalisée sur la Camargue, une région particulierement
concernée par lagriculture et les rejets dimportantes quantités de pesticides dans lenvironnement.
Cette étude vise a (i) explorer les difféerences de contaminations et doccurrence aux residus de
pesticides entre les sites d'étude, (ii) étudier la contamination de lenvironnement (eau, sédiments)
et la mettre en lien avec celle des cistudes, (iii) expliquer les variations interindividuelles des niveaux
de pesticides circulant dans le sang en fonction du sexe, des stades d'usure du plastron (age) et de
la condition corporelle des individus. Les résultats de cette étude montrent que les cistudes vivant
dans les canaux de drainage sont plus contaminées que les cistudes capturées dans les canaux
dirrigation. Cette contamination est principalement due a un herbicide, la bentazone, fortement
utilisé en riziculture. Aucun effet du stade d'usure du plastron (proxy de lage), de la condition
corporelle ou du sexe des individus na été observé sur la contamination des cistudes. Une
corrélation nette entre la contamination de leau et celle des cistudes a éte observée : plus leau est
contaminée plus le nombre de cistudes contaminées est grand. Cette étude met ainsi en avant la
voie principale dexposition au pesticide : leau. Lalimentation ne semble pas étre une voie de
contamination car aucune Ecrevisse de Louisiane nest contaminée par la bentazone. Le projet se
poursuit actuellement avec la recherche des effets potentiels a differentes échelles biologiques,
ainsi que le prélevement déchantillons dans dautres regions pour affiner les comparaisons entre
les sites.

Environmental contamination and plasmatic level of pesticides on the European pond turtle, Emys
orbicularis: a comparative study between five populations in Camargue

Freshwater ecosystems are exposed to several pollutants, and especially pesticides, which are
widely used in agriculture. Risk to non-target species, and especially reptiles are poorly assessed.
The European pond turtle, Emys orbicularis is sedentary, living in rivers and swamps, long lived, and
omnivorous species, feeding on the red swamp crayfish. The CISTOX project aims to evaluate
pesticides' exposure of this species depending on the environmental, agricultural, and hydrological
context of sampling sites, as well as the effects at different physiological and ecological levels.
During the first year (2022), the project was conducted in the Camargue wetlands, which are
characterized by agricultural activities and the environmental release of several pesticides. This
study aims to (i) explore the differences in contamination and occurrence of pesticides residues
among the five sites, (ii) study the environmental contamination (water, sediments) and their relations
with pesticides load of European pond turtle, (iii) test the effect of the sex, stage of wear of the
plastron and the body condition of the individuals to explain inter-individual variations in plasmatic
levels of pesticides. The study results show that turtles caught in sites close to drainage channels
are more contaminated than turtles caught in irrigation channels. This contamination is mainly due
to an herbicide, the bentazone, widely used in rice farms. No effect of the stage of wear of the
plastron (proxy of age), nor the body condition, nor the sex of individuals was observed. A clear
correlation between water contamination and European pond turtle contamination was observed:
turtle living in the most contaminated water, had the highest probability to be contaminated by
bentazone. This study highlights the main pesticides exposure routes: water. Food seems to not be
an exposure route because no red swamp crayfish was contaminated by bentazone. The next step
of this project is the investigation of biological effects, as well as new sampling in other areas to
improve inter-site comparison.




