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Abréviation

MP Microplastique

HAP Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques
PE Polyéthyléne

PP Polypropyléne

GST Glutathion-S-Transférase

SOD Superoxyde Dismutase

CAT Catalase

GPx Glutathion Peroxydase

AchE Acétylcholinestérase

KOH Hydroxyde de potassium

TBS Solution saline Tamponnée au Tris
BSA Albumine de Sérum Bovin
H202 Peroxyde d’hydrogene

DTNB Réactif d’Ellman

BET Bromure d’éthidium

DMP Phtalate de diméthyle

DEP Phtalate de diéthyle

DIPB Phtalate de diisobutyle

DBP Phtalate de dibutyle

DMEP Phtalate de bis (2-éthoxyéthyle)
DPP Phtalate de di-n-pentyle

DnHP Phtalate de di-n-hexyle

DnPP Phtalate de bis(2-butoéthyle)
DCHP Phtalate de dicyclohexyle
DEHP Phtalate de bis (2-éthylhexyle)
DNOP Phtalate de dioctyle

DINP Phtalate de diisononyle
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I - Introduction

Le plastique, par sa simplicité de production et son coiit peu important, est un élément mondialement
utilisé et dont la production ne cesse de croitre au fil des années (https://plasticseurope.org/fr/). Prés de 390,7
mégatonnes ont ¢té produits en 2021. De cette forte productivité découle un relargage massif dans
I’environnement, que ce soit par les activités industrielles, agricoles ou maritimes (Carney Almroth et al.,
2018% ; Zambrano et al., 2019’ ; Tian et al 2022* ; Garcia Rellan et al., 2023°). Ces composants sont classés
selon leur nature, leur forme et leur taille. Les plastiques, sous I’effet de facteurs physico-chimiques et
biologiques, se retrouvent fragmentés en différentes tailles dans 1I’environnement allant du niveau macro- au
nano-plastique (Ivar do Sul et al., 2014°). La contamination environnementale en plastiques est influencée
par de nombreux facteurs, tels que le dépot atmosphérique, le ruissellement par 1’érosion des sols ou par
I’écoulement des cours d’eau. Selon leurs propriétés structurales (densité, forme...) et la salinité du milieu,
les plastiques auront tendance a sédimenter ou a flotter jusqu’aux estuaires qui sont considérés comme des
puits a plastiques (Malli et al., 20227).

Les microplastiques (MP, plastiques < 5mm) sont des polluants a forte préoccupation
environnementale car ils pénétrent dans les tissus des organismes, flottent ou circulent sur de large distance
via les courants (atmosphériques et aquatiques). Les vents marins et les vagues les emportent a travers les
océans et les gyres ou leurs concentrations ont ét¢ estimées a 10 pg MP/L (en estuaire) a 100 pg MP/L (dans
les gyres) (Goldstein et al., 2012%). Il a été¢ démontré que cette distribution varie selon les courants, les
dégradations physico-chimiques voire le développement de biofilms (Bowley et al., 2021°). La bioturbation
peut d’ailleurs remettre en suspension ces éléments et permettre leur redistribution. Si ’ensemble de ces
éveénements influence la biodisponibilité des microplastiques pour la faune aquatique, leur toxicité est aussi
influencée par la présence d’additifs qui peuvent étre libérés dans 1’organisme aprés ingestion ou pénétration
dans les systémes respiratoire et cutané. Parmi les composants possibles, on compte les Hydrocarbures
Aromatiques Polycycliques (HAP), les métaux traces et les phtalates qui peuvent s’y adsorber (Avio et al.,
2015' ; Brennecke et al., 2016').

Les estimations récentes ont révélé que la charge en microplastiques dans les océans serait de 170
milliards de particules flottantes (Eriksen et al., 2023'?). Plus proche des cotes littorales, une importante
pollution a également été répertoriée dans les estuaires a travers le monde. Par exemple, dans les 17 estuaires
d’Iran, la présence dominante de fibres ou de films de polyéthyléne (PE) a été soulignée, tandis qu’en Chine,
le polypropyléne et le polyéthyléne sont surreprésentés sous forme de fibres (Ghayebzadeh et al., 2021 ). En
Afrique du Sud, les microplastiques flottants ou trouvés dans les sédiments sont majoritairement le
polyéthyléne basse densité, le polypropyléne (PP) et le poly-téréphtalate d'éthyléne (Preston-Whyte et al.,
2021'). Des fibres de PP et PE ont également été identifiées en grande quantité dans les eaux de surface en
Espagne, tandis que ce sont des fragments de PE qui semblent majoritaires dans les estuaires en France
(Frére et al., 2017"; Simon-Sanchez et al, 2019'). En zone littorale Nord-Ouest américaine, la
concentration en microplastiques dans les eaux de surface peut atteindre les 0,1 mg par meétre cube

(Goldstein et al., 2012%). La gamme de contamination dans ces différentes études est globalement de 0,97 a
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2052 particules/kg de sédiment sec voire de 3,5 a 154 particules/m? d’eau de surface.

En paralléle des estimations d’abondances des MP dans I’environnement, de nombreuses études de
bioaccumulation dans différentes espéces ont été réalisées. Par exemple, I’'une d’entre elles démontrent que
les fibres de microplastiques représentent la forme dominante dans les huitres en Chine, dans la moule bleue
en Europe ou dans diverses espéces de poissons dans ’estuaire de la Tamise (Vandermeersch et al., 20157 ;
Bessa et al., 2018" ; Li et al., 2018" ; McGoran et al., 2018%°). La méme problématique a été remarquée dans
des huitres en Argentine et en Géorgie (De Sales-Ribeiro et al., 2020*' ; Keisling et al., 2020%*). Pour
I’ensemble de ces taxa, les valeurs de contamination vont de 0,12 a 7,2 particules de microplastiques par
gramme de tissu, soit de 0,72 a 7,0 particules par individu. Diverses formes de MP ont été caractérisées mais
celle qui est majeure reste la fibre de PP et de PE. Ainsi, le PE est compté parmi les plus répandus dans les
milieux aquatiques, notamment en raison de 1’érosion des sols des agrosystemes dont le matériel plastique,
telles que les baches, sont composés de PE (Phuong et al., 2016%).

Des études de mesure de contamination en mer continuent d’émerger, largement focalisées sur les
bivalves (filtreurs) et poisson (prédateur). Toutefois, les approches de contamination dans des modéles
animaux assurant d’autres fonctions biologiques (brouteur, détritivore, fouisseur...) sont peu développées.
C’est le cas des crustacés, dont le mode de vie ferait d’eux un clade particuliérement exposé aux
microplastiques (Pisani et al., 2022*%). Par exemple, il a été démontré la présence de fibres de MP dans les
branchies et le tube digestif chez la crevette grise et le crabe vert (McGoran et al., 2020% ; Villagran et al.,
2020%). Dans une autre investigation environnementale ciblée sur des crabes (Pachygrapsus transversus),
47,4 % d’entre eux étaient contaminés de microplastiques, notamment de fibres bleues de nylon (De Barros
etal., 2020%).

De multiples effets toxiques des MP ont été caractérisés en laboratoire. Chez la moule de
Meéditerranée (Mytilus galloprovincialis), la bioaccumulation de PE & une concentration de 0,01 mg/ml est
associée a des histopathologies puis a la nécrose des branchies. Par ailleurs, la bioaccumulation serait plus
importante pour les MP artificiellement vieillis par rapport aux particules commerciales (Bréte et al., 2018%).
La réduction de la viabilité des cellules de ’hémolymphe et I’induction de I’immunotoxicité chez la palourde
(Ruditapes philippinarum) ont été notées apres une semaine d’exposition aux microspheres de PE (10-
25ug/L, Sikdokur et al., 2020%). Des réponses de types stress oxydant, réponse inflammatoire et apoptose
lors de I’exposition de PE a 1000 ng/L pendant 21 jours ont été démontrées dans les branchies de la carpe
(Cyprinus carpio) (Cao et al., 2023*°). Cependant, il est parfois difficile de différencier I’effet des MP de
celui des additifs (Alnajar et al., 2021°"). Du PE sans polluant associé peut aussi avoir des effets délétéres,
tel que génotoxique (Avio et al., 2015'"). De plus, les niveaux de réponse aux stress (peroxydation lipidique,

stress oxydant) sont aussi liés a la taille des particules de MP (Bobori, 2022°%).

Un autre aspect émergent est le potentiel effet du transfert trophique des MP (proie-prédateur). Une
étude portant sur le contenu du tube digestif de maquereaux et de féces de phoques a démontré une probable
contamination par voie alimentaire (Nelms et al., 2018*). Le dénombrement des MP dans I’estomac chez la

corbicule japonaise (Corbicula japonica), le crabe de vasieére (Chiromantes dehaani) et le canard morillon
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(Aythya fuligula) ont mis en avant un phénoméne de bioamplification (Nakao et al., 2020*%). Ce processus
trophique a également été démontré en laboratoire via la contamination par voie directe du modéle proie
qu’est la moule bleue (Mytilus edulis), ensuite consommée par le crabe vert (Carcinus maenas). Les
microsphéres de polystyréne ou les fibres de polypropyléne ont été retrouvées dans le tube digestif et
I’hémolymphe du crabe (Farrel & Nelson, 2013 ; Watts et al., 2015).

Parmi une dizaine d’études de contamination de transfert trophique réalisées sur des especes
estuariennes, le MP le plus utilis¢ est la microsphére de polystyréne fluorescent, permettant un comptage
rapide (Wang et al., 20217). Pour quelques autres, les types de plastique sélectionnés ont été choisis selon
des formes présentes dans les milieux aquatiques, mais presque aucune étude d’effet biologique n’a été
associée a ce transfert trophique (Setili et al., 2014 ; Xu et al., 2022%). La seule étude comportant des
espéces estuariennes et couplant le phénoméne de transfert trophique aux effets liés a cette ingestion est
relativement récente (Wang et al., 2021%7). En consommant du tissu de moule bleue (Mytilus edulis)
préalablement exposée & des microsphéres de polystyréne a forte dose (1000 particules/ml), le crabe des
mangroves (Charybdis japonica) contenait dans son tube digestif et ses branchies ces MP au bout de 7 jours,
aprés en avoir consommé quotidiennement. Le prédateur a réagi par I’augmentation de I’activité EROD et de
I’enzyme détoxifiante GST ainsi que par la réduction de ’activité de 1’acétylcholinestérase.

Le crabe marbré (Pachygrapsus marmoratus, Grapsidae), apparait comme un modéle estuarien
d’intérét dont I’aire géographique s’étend de la cote Atlantique frangaise jusqu’au Portugal, ainsi qu’en
Méditerranée (Flores et al., 2002 ; Yousef et al., 2022*"). Son régime alimentaire est de type prédateur, dont
la composition varie selon la disponibilit¢ des diverses ressources. Elle peut inclure des algues, des
cyanobactéries, des gastéropodes et des crustacés voire des morceaux de charognes. Les bivalves
représentent toutefois son type de proie majoritaire et préférée au printemps et en été (Cannicci et al.,
2007* ; Silva et al., 2009*). En écotoxicologie, Pachygrapsus marmoratus est proposé comme une espéce
sentinelle et a déja été utilisée pour évaluer les contaminations en métaux et HAP dans des zones portuaires
(Caliani et al., 2023* ; Fratini et al., 2008*). De plus, son transcriptome a été récemment caractérisé, ce qui
ouvre la possibilit¢ de développer des approches moléculaires pour évaluer 1’expression génique de
nombreux biomarqueurs (Pinosio et al., 2021*). Cependant, aucune étude d’exposition aux microplastiques
n’a encore été menée en laboratoire avec le crabe marbreé.

En tant que modele filtreur estuarien et potentielle proie de P marmoratus, la scrobiculaire
(Scrobicularia plana, Scrobiculariidae) représente un bivalve d’intérét en écotoxicologie : non seulement
pour sa répartition importante de la Grande-Bretagne jusqu’en Afrique sur Nord, mais aussi pour sa grande
densité dans les milieux sableux (Verdelhos et al., 2011*). Utilisée comme espéce sentinelle pour suivre la
contamination en milieu portuaire, la présence de microplastiques chez ce crabe a été relevée (Sol¢é et al.,
2009* ; Vital et al., 2021*°). Des études de leurs réponses biologiques révélent une bioaccumulation effective
des MP, menant a du stress oxydant, de la génotoxicité voire de la neurotoxicité (O’Donovan et al., 2018 ;
Ribeiro et al., 2017°' ; Rodrigues et al., 2022%%). De plus, il s’agit d’un modéle de bivalve robuste, et
relativement simple & maintenir en laboratoire.

L’objectif de ce stage a été d’évaluer les activités des enzymes antioxydantes (Catalase, GPx, SOD),
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la neurotoxicité (AchE) et la génotoxicité au niveau des tissus respiratoire (branchies) et digestif chez des
crabes P marmoratus contaminés en MP environnementaux (10 pg/L, 100 pg/L) par le biais de
consommation de proies (S. plana) préalablement enrichies en MP (100 pg/L) ou par voie directe
(balnéation) sur deux périodes (7 jours et 14 jours, contaminations sub-chroniques, 10 et 100 pug/L). En
parallele, une modélisation mathématique de la bioaccumulation a été entreprise, avec mon co-encadrant
Alexandre Popier (Laboratoire de Mathématiques du Mans, LMM ; Le Mans Université), en comparant nos
données de transfert de MP entre P marmoratus (crabe) et Scrobicularia plana (bivalve) avec celles
disponibles dans la littérature impliquant le mod¢le trophique Necora puber (crabe) et Mytilus edulis
(bivalve).
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II - Matériel et Méthode

Il — a) Récupération des organismes
Les Scrobicularia plana ont été échantillonnées le 26 Janvier 2023 au Port du collet (sortie

d’estuaire), localisé dans la baie de Bourgneuf (Loire Atlantique, 44). Le coefficient de la marée était de 90,
permettant de récupérer les échantillons vivants dans le sédiment sableux. Au total, 89 individus ont été
ramenés et acclimatés pendant une semaine. La température a été réglée sur 15 degrés avec une photopériode
de 12/12, de 7 heures a 19 heures. L’eau, préparée en amont pour &tre également a 15°C, avec une salinité de
25 g/L. Ces conditions standardisées se rapprochent de celles observées dans le milieu naturel en période
printaniere.

Les Pachygrapsus marmoratus ont été récupérés le 11 Avril 2023 a Noirmoutier (Vendée 85),
précisément au Vieil (coefficient : 63). Dans un milieu rocheux et sableux en médio- et infralittoral, une
soixantaine de crabes ont été capturés. Dés la premiére semaine dédiée a 1’acclimatation, les paramétres de
I’expérimentation ont été fixés a 34 g/L de salinité avec une température de 18 °C et une photopériode de

14/10.

11 — b) Contamination du modéle proie : Scrobicularia plana (bivalve)

Les individus contaminés par filtration a 100 pg MP/L et ceux controles, ont été disposés dans trois
cristallisoirs (contenance par cristallisoir : 3 litres). Au moins 15 individus ont été répartis de fagon
homogene dans chaque cristallisoir. Le bullage a été assuré par la mise en place d’une pompe pour chaque
cristallisoir. L’arrivée d’oxygene a été dédoublée par le biais de deux tubes en plastique et prolongés de
pipettes en verre pour limiter le contact entre I’eau des cristallisoirs et du plastique.

L’eau (25 g/L et 15 °C) a été renouvelée deux fois par semaine, le lundi et jeudi. Les individus ont
été alimentés chaque jeudi avec des microalgues (Zetraselmis spp) a une concentration de 70 000
cellules/individu/litre d’eau (Métais et al., 2023%).

Aprés 21 jours d’exposition en continu, chaque individu a été pesé en entier puis uniquement leurs
tissus mous. Pour chaque condition, 6 scrobiculaires ont été réservées pour 1’étude de la bioaccumulation
tandis que les 37 autres ont été broyées dans un mortier en vue d’homogénéiser les tissus car la distribution
et la bioaccumulation sont possiblement tissu-dépendants (Wang et al., 2021%"). Seuls deux individus sont

morts au cours de I’expérimentation.

1l — ¢) Contamination du modéle prédateur

1/ Contamination par voie trophique

Les crabes ont été distribués de fagon homogene (6 crabes/condition) dans les aquariums contenant
un volume de 10 litres. L’eau a été changée deux fois par semaine ; le mardi et le vendredi. Chaque bulleur
(un appareil par bac), assurant 1’arrivée en oxygene, a été prolongé par des pipettes en verre afin de
minimiser 1’arrivée de plastiques dans les aquariums (Figure 1). Faisant preuve d’une certaine agressivité

intraspécifique, les crabes ont été séparés par des grilles en fer. Ils ont été alimentés avec des tissus de
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scrobiculaires. Trois fois par semaine, des portions congelées ont été coupées et pesées, de facon a
homogénéiser les portions transmises a chaque crabe (572,7 mg de poids moyen, divisés en trois portions).
Un gavage a permis de permettre une consommation compléte des portions décongelées. Selon I’appétit, les
crabes ont été nourris avec le poids moyen d’une scrobiculaire au cours de la premiére semaine, puis de deux
scrobiculaires au cours de la seconde. Chaque jour, hormis le week-end, les féces ont été récupérés pendant

cinq minutes avec un siphon pour limiter une recontamination par coprophagie.

2/ Contamination par voie directe (balnéation)

Dans le cas de 1’exposition directe, cinq crabes par condition (contrdle, 10 MP/L, 100 MP/L) ont été nourris
les jours de changement d’eau avec du tissu de sardine. Les individus les plus agressifs ont été encagés dans
des boites grillagées individuelles en métal pour limiter le comportement cannibalisme.

A la fin de la premiére semaine (J7) puis de la seconde (J14), les individus ont été disséqués. Aprés
avoir mesuré la longueur et la largeur de la carapace, le tissu digestif et les branchies ont été pesés. Dans le
cas des individus de 14 jours pour les deux types d’exposition (trophique et balnéation), ’hémolymphe a été
prélevée en piquant au niveau de la jonction céphalothorax/abdomen ou dans la patte avec une seringue a

insuline (0,5x16 mm). De 60 a 160 microlitres ont été prélevés.

11 — d) Préparation des microplastiques
Pour la solution de microplastique mére, une concentration de 1 g/L a été préparée en amont puis

conservée au frigo pour limiter la photodégradation. Le volume total étant de trois litres pour 15
scrobiculaires, 300 pl de la solution mére ont été pipettés puis versés dans les trois cristallisoirs de la

condition contaminée. La dilution revient donc a une exposition de 100 pg/L.

1l — e) Mesure de la contamination
Les tissus récupérés ont été conservés au congélateur, puis digérés dans une solution d’hydroxyde de

potassium dilué a 10 %. Pendant 24h, les tissus plongés dans le KOH ont été chauffés a 50 degrés et agités.
Pour limiter la contamination atmosphérique, un verre de montre a été¢ déposé sur le bécher. Le jour suivant,
le milieu digéré a été récupéré sur un filtre en fibre de cellulose. Au microscope (x400), le nombre, la
longueur, la largeur, la forme et la couleur des microplastiques ont été relevés (protocole appliqué : Thiele et
al., 2019%).

Dans le cas des scrobiculaires, six individus par condition ont été entiérement digérés. Pour le crabe
marbré, deux tubes digestifs complets par condition ont été récupérés pour estimer la bioaccumulation, les
autres individus étant réservés pour les analyses biologiques. Les conditions expérimentales sont résumées

dans la Figure 1.
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Bioaccumulation é
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Figure 1 : Plan expérimental du transfert trophique avec pour mod¢le proie-prédateur (la scrobiculaire et le
crabe marbré). Les conditions expérimentales pour chaque espéce sont indiquées sous I’organisme

correspondant.

1l — f) Le dosage des enzymes du systeme antioxydant
Le dosage enzymatique permet de déterminer la production réelle et différentielle des protéines selon

les conditions. Pour cette raison, le dosage d’enzymes dans les branchies et le tube digestif pour chaque
individu de I’ensemble des lots a été fait par spectrophotométrie.

Le dosage des protéines totales a été effectué par la méthode de Lowry et al. (1951%). Suite au
broyage a I’azote liquide et la centrifugation des tissus, le surnageant correspondant au cytosol a été conservé
dans du TBS au congélateur a -80 °C. Le réactif de Folin, réagissant avec les acides aminés, produit un
complexe de coloration bleue visible a 700 nm. En utilisant une courbe de BSA (Bovine Serum Albumine), la
concentration protéique a été estimée pour chaque tissu ; ceci est nécessaire pour déterminer la concentration
des dosages protéiques.

Les diverses enzymes antioxydantes abordées lors de cette étude ont été : la catalase (CAT), la
Glutathion Peroxydase (GPx) et la Superoxyde Dismutase (SOD).

La Superoxyde Dismutase (SOD) transforme ’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (H20>).
Le mélange de riboflavine, de méthionine et de tert-butylamine produit une coloration bleue dont
I’absorbance est lisible a 560 mn. Elle correspond a la mesure indirecte de SOD.

La Catalase (CAT), ayant pour role de transformer deux molécules d’H,O. en dioxygene, est

complémentaire et fonctionne suite a I’action de la SOD. Sa mesure directe & 240 nm consiste a estimer
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I’absorbance différentielle dans un intervalle de temps lors de 1’ajout d’H»O, avec lequel il y a une réaction.
La Glutathion Peroxydase (GPx), assure le méme role que la CAT, réagissant avec I’H2O,. Elle

utilise le processus de réduction du GSH en GSSG afin de former des molécules d’eau. Son activité a été

mesurée a 412 nm, par le biais de I’estimation du taux de GSH transformé par rapport a un contréle au sein

duquel il n’y a aucune réaction enzymatique.

1l — g) Le dosage des acétylcholinestérases comme marqueur de neurotoxicité
L’analyse de la littérature indique que des potentiels effets neurotoxiques peuvent s’observer lors de

I’exposition d’animaux aux microplastiques par voie alimentaire, notamment par 1’inhibition de la dopamine
(Yu et al., 2022°%). Nous avons donc entrepris d’évaluer la neurotoxicité par un marqueur majeur du systéme
nerveux : I’acétylcholinestérase (AchE). Dans le cas de I’AchE, la dégradation de 1’acétylcholine en
thiolcholine permet, par réaction de cette derniere avec le DTNB, de produire une coloration jaune mesurable

405 nm (application du protocole indiqué par Ellman et al., 1961°").

1l — h) Le test de génotoxicité : le test Comete

Aprées récupération de I’hémolymphe, la viabilité et la concentration des hémocytes a été mesurée.
Ces derniers sont déposés sur gel d’agarose et lysées au détergent durant la nuit. Les lames contenant les
dépots de cellules ont été placées dans une cuve d’électrophorése réglée a 300 milliampéres pendant dix
minutes (application des protocoles indiqués par Sahlmann et al., 2017°* ; Akcha et al., 2003*°). En tant
qu’intercalant a I’ADN, le bromure d’éthidium (BET) a permis de mesurer le pourcentage de queue de

comete sur le logiciel Komet3.

1l — g) Analyses statistiques

La normalité de distribution des données et de leurs résidus ainsi que 1’homogénéité des variances
ont été vérifiés avec un test de Shapiro-Wilk et le test de Barlett. Si les conditions sont réunies, une Anova a
un facteur a été opérée, suivie d’un test de Tukey en cas de significativité. Dans le cas contraire, le test de
Kruskal-Wallis a été utilisé. Lorsque celui-ci était significatif, un test post-hoc de Dunnett a été fait afin de

réaliser des comparaisons multiples. A ’exception de la SOD, les analyses seront non paramétriques.
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III - Résultats

11l — a) Morphométrie
Pour I’ensemble des lots constitués pour les expérimentations, les crabes et les scrobiculaires n’ont

présenté aucune différence significative de taille et de poids entre les différentes conditions.

1I1 — b) Caractéristiques des microplastiques
Le pourcentage des additifs liés aux microplastiques environnementaux utilisés sont de 14 % de

métaux traces (Cadmium, Cuivre, Plomb et Zinc), 4 % d’HAPs 2 % d’alkylphénols ainsi que 80 % de
phtalates (Figure 2). Pas moins de 60 % de ces derniers correspondaient au phtalate de dibutyle (DBP),
dosés a 126,6 pg/g de microplastiques.

W Cu
EPb
B/n
mCd

B Métaux traces

E HAPs

DBP
® Phtalate de bis (4-méthyl-2-pentyle)
= DPP
= DnHP
m DCHP
= DNOP
= DMP
= DIBP
5 DMEP
= Phtalate de bis(2éthoxyéthyle)
= Phtalate de di-n-pentyle
= DnPP
= DEHP
DINP

Figure 2 : Pourcentage d’additifs dans les microplastiques utilisés pour les expositions trophique et directe.

M Alkylphénols

M Phtalates
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1Il — ¢) Mesure de la contamination
La mesure de la bioaccumulation par lecture de filtre a montré une présence de microfibres, parfois

enchevétrées (Figure 3). Les valeurs de contamination pour chaque individu ont été renseignées sur la

Figure 4.

Figure 3 : Photographies de fibres transparentes de microplastiques bioaccumulées dans les tissus de

scrobiculaires contaminées, prises avec le logiciel Focus (microscope x400).
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Figure 4 : Mesure de la bioaccumulation des six scrobiculaires par condition (Contréle et 100 pg/L). Le

nombre et la forme des microplastiques ont été reportés pour chaque individu.
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11l — d) Le dosage des enzymes du systeme antioxydant
Pour I’exposition directe aux microplastiques, des différences significatives de I’activité SOD ont été

mesurées dans la majorité des cas entre les branchies et le tube digestif. 11 y a donc un effet tissu dépendant.
Une réduction significative de I’activité SOD par rapport a la condition contrdle a été mesurée au bout de 14
jours (J14) pour la dose de 10 pg/L, dans le tube digestif (Figure 5). Une tendance a la réduction (non
significative) a été observée pour les individus exposés a 100 pg/L au bout de 14 jours. Le méme schéma est

observé pour les branchies au bout de 14 jours.

Pour D’exposition trophique, seule D’activit¢é GPx pour les crabes contaminés montre une différence
significative par rapport au contréle. Plus précisément, 1’effet a été mesuré au bout de 7 jours (J7) dans les
branchies (Figure 6). Cette augmentation significative ne se prolonge pas a 14 jours. Une légére tendance a

I’augmentation de la GPx est observée pour le tube digestif au bout de 14 jours.
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Figure 5 : Activité de la SOD (U/mg protéines) dans les branchies (B, en orange) et le tube digestif (TD, en
bleu) pour les crabes marbrés contrdles (C) et contaminés par voie directe (10 ou 100 pg/L), au bout de 7

(J7) ou 14 (J14) jours. N =4 individus par condition pour J7 et 5 pour J14.

11l — e) Le dosage des acétylcholinestérases

Pour I’AchE, le biomarqueur de neurotoxicité, les analyses statistiques ne sont pas significatives
pour les deux modes de contaminations. Dans le cas de 1’exposition trophique, seule une tendance a
I’induction de I’activité de I’AchE est remarquable pour le tube digestif au bout de 7 jours (Figure 7). Les
figures pour les autres résultats du dosage d’enzymes ont été placées en annexe. Une différence significative
tissu dépendant est de nouveau observée a J14 pour l’activité de 1I’AchE entre les branchies et le tube

digestif.
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Figure 6 : Activité de la GPx (umoles/min de protéines) dans les branchies (B, en orange) et le tube digestif
(TD, en bleu) pour les crabes marbrés contrdles (C) et contaminés par voie trophique (Tro), au bout de 7 (J7)

ou 14 (J14) jours. N = 4 individus par condition.
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Figure 7 : Activité de I’AchE (U/mg de protéines) dans les branchies (B, en orange) et le tube digestif (TD,
en bleu) pour les crabes marbrés contrdles (C) et contaminés par voie trophique (Tro), au bout de 7 (J7) ou

14 (J14) jours. N = 4 individus par condition.
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11l - f) Le test de génotoxicité : le test Comete
Le test cométe, rendant compte de la génotoxicité potentielle des MP dans I’hémolymphe, a été

effectué pour les crabes exposés par voie trophique ou directe au bout de 14 jours de contamination (Figure
8). Aucune différence significative n’a été relevée dans le cas de I’exposition trophique, tandis qu’il y a une
augmentation significative du pourcentage de queue de cométe pour 1’exposition directe de 10 ug/L par

rapport au controle.
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Figure 8 : Pourcentage de queue de Comete (génotoxicité) des hémocytes en fonction de chaque condition
pour I’exposition trophique (a) et directe (b). Pour I’exposition trophique, le nombre d’individus est de 4,
avec un total de 229 cellules pour le controle et de 300 pour la condition trophique. Pour 1’exposition directe,
n =4 pour le contrdle (261 cellules), n = 5 pour 10 ug MP/L (169 cellules) et n = 2 pour 100 pg MP/L (200

cellules).
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IV - Discussion

L’objectif de ce stage était d’évaluer les effets d’une contamination du crabe P. marmoratus en MP
environnementaux par voies directe (10 et 100 ug/L) et trophique (consommation de proies S. plana

préalablement contaminés) sur deux périodes de 7 jours et 14 jours.

1V — a) Etude de la contamination en microplastiques

1/ Contamination aux microplastiques

L’analyse de bioaccumulation des scrobiculaires contaminées par voie directe rend compte d’une
forte présence de fibres, puis de fragments et de trés peu de films. De la contamination naturelle a été non
seulement remarquée par la présence de particules de couleurs vert, rouge ou orange dans les filtres
contenant seulement la solution de KOH voire dans les individus non contaminés. La contamination en
microplastiques est planétaire, si bien qu’il est possible d’en trouver dans 1’eau courante et dans 1’air (Zhang
et al., 2020%). Ainsi, malgré les nombreuses précautions prises lors de nos expériences, une part de

10accumulation « parasite » (récupération de robablement aériens) n’a pu étre évitée.
b lat t tion de MP probabl t ’ tr t

2/ Sélection des microplastiques ingérés par la Scrobiculaire
Les MP de PE (inférieurs a 400 um de diametre) étaient majoritairement composés de petits

fragments et de fibres transparentes ou bleues. Par consommation entiére des portions, le crabe ne peut
effectuer une sélection des MP. Les bivalves, en revanche, par leur mode d’alimentation par filtration,
peuvent opérer une bioaccumulation sélective selon la taille et la forme des MP. La quantité et la taille
d’ingestion varient selon le taux de filtration et la taille du modéle bivalve, comme le montre I’étude de Ward
(2019°") ciblée sur la moule bleue (M. edulis) et ’huitre américaine (Crassostreas virginica). L huitre
absorberait davantage de fibres, mais aurait plus de mal a évacuer les plus grandes (75-1075 pm, exposées
pendant 2 heures) via les pseudoféces. Lors des analyses de scrobiculaires contaminées, des enchevétrements
de grandes fibres ont été remarquées. Celles-ci pourraient potentiellement ralentir leur avancée dans le
tractus digestif et limiter leur excrétion. La contamination du mod¢le prédateur (crabe marbré) serait de ce

fait conditionnée par la capacité d’absorption des MP par la proie (bivalve, filtreur).

3/ Fragmentation des microplastiques
L’analyse compléete de bioaccumulation des crabes marbrés n’a pu étre achevée dans les temps

impartis du stage. Cependant, I’analyse des premiers échantillons démontre une présence moins importante
de grandes fibres. Plusieurs études indiquent le role des crustacés benthiques dans la fragmentation des
microplastiques ingérés dans I’environnement. La langoustine (Nephrops norvegicus) aurait dans son tube
digestif des tailles de microplastiques significativement inférieures a celles identifiées dans son milieu,
suggérant une fragmentation dans le tractus digestif (Cau et al., 2020%%). De la méme maniére, il a été
démontré que le krill d’Antarctique (Euphausia superba), exposée a des microplastiques de 31,5 pum,

excrétait des MP inférieurs 4 1 pm (Dawson et al., 2018%),
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4/ Améliorer la mesure de bioaccumulation de microplastiques

Tout d’abord, I’identification des MP au microscope ne permet pas de prendre en compte les
microplastiques inférieurs a 6 um, ce qui peut biaiser le comptage. Une autre méthode plus précise que le
dénombrement sous microscope est la méthode FTIR (Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier).
Elle permet d’identifier et de qualifier la composition des microplastiques supérieurs a un diamétre de 0,2
wm par spectroscopie infrarouge (Corami et al., 2020°). Cependant, cette méthode présentant aussi des biais
d’analyses (mauvaise lecture des fibres fines), pouvant fausser 1’analyse quantitative. Coupler les deux
méthodes permettrait d’obtenir des résultats plus précis.Afin de s’affranchir de ces difficultés d’identification
et de comptage des MPs, les études de bioaccumulation de MP mentionnées dans la littérature utilisent
généralement des microsphéres fluorescentes commerciales, permettant un comptage simplifié. Toutefois,

ces microspheres ne sontpas resprésentatives des MP majoritairement présents dans 1’environnement

1V — b) Exposition des crabes par voies directe et trophique : le stress oxydant

1/ Effets des microplastiques

Lors de la mesure des réponses antioxydantes, des différences significatives ont été observées entre
les tissus (branchies / tube digestif). Pour les expositions directe et trophique, les branchies ont (par rapport
au tube digestif) une activité plus importante pour la SOD, moins importante pour la CAT et la GPx. Dans le
cas de I’exposition directe, une réduction significative de 1’activité de la SOD a été¢ démontrée a 10 pg/L au
bout de 14 jours dans le tube digestif. Dans le cas de 1’exposition trophique, une induction est observée dans
les branchies des crabes contaminés au bout de 7 jours. Il a aussi été remarqué une tendance non significative
a I’induction de I’activité de la SOD et de la CAT vis-a-vis du contrdle.

Il a été démontré que 1’exposition trophique a des microsphére de PE sur des crevettes juvéniles
Macrobrachium rosenbergii (1 a 10mg/g de nourriture pendant 6 jours) a provoqué 1’induction de ’activité
de la GPx, de fagon dose-dépendante (Jaikumar et al., 2020%). Le crabe chinois (Eriocheir chinensis), quant
a lui, exposé par voie directe a des microsphéres de PS pendant 21 jours, a réagi par une induction du
systéme antioxydant a faible dose (40 et 400 ug/L) et son inhibition a forte dose (4000 et 40000 ug MP/L),
(Yu et al., 2018%7). Ainsi, I’effet des microplastiques semblent dépendre de la dose, de leurs caractéristiques

et du modéle animal.

2/ Effets des polluants

Les effets toxiques observés peuvent également étre liés aux additifs présents sur les plastiques. Par
I’action des parametres physico-chimiques du tube digestif, les polluants peuvent étre dissociés du support
plastique et devenir biodisponibles pour 1’organisme. Il a ét¢ démontré que le poisson-zebre (Danio rerio),
aprés avoir consommé des larves d’artémias, a ingéré des microspheres contenant du Benzo[a]pyréne. Ce
dernier s’est ensuite détaché de son support (Batel et al., 2016*). Cette libération a provoqué I’activation du
systtme EROD et du CYP1A dans le foie, démontrant ainsi une absorption de HAP par 1’épithélium
intestinal et une distribution par le systéme circulatoire.

D’aprés les analyses de composition des MP utilisés dans notre étude, plusieurs classes de polluants

ont été reportées, a savoir des phtalates, des HAP et des métaux traces. Plus particulierement, une nette
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dominance du phtalate de dibutyle (DBP) est observé (126,6 ug/g de microplastiques). Celui-ci est reconnu
pour avoir un comportement de perturbateur endocrinien (van Wezel et al., 2000°%). Il a aussi été démontré
que le crabe bleu japonais (Portunus trituberculatus) pouvait le bioaccumuler (He et al., 2022%°). Des
néonates et des adultes de Daphnia magna (crustacé, Branchiopode) ont été exposés pendant 24 et 48 h a des
doses de DBP (3,48 mg/L, 4,92 mg/L), provoquant a plus faible concentration une réduction de 1’activité
SOD et son induction a plus forte concentration (Shen et al., 20197). En revanche, I’activité de la CAT a été
diminuée a la fois chez les adultes et les jeunes. L’effet varie au cours du temps et selon la dose.

A TP’inverse, la présence de métaux traces aurait tendance a induire une activation du systéme
antioxydant. Une des études environnementales (lagon de Obidos, Portugal) sur le crabe vert (Carcinus
maenas) a démontré une augmentation de 1’activité de la CAT et de la GPx dans son hépatopancréas (Pereira
et al., 2009™).

En raison de cet assemblage de polluants dans les microplastiques, un effet cocktail peut étre
envisagé. Une étude de contamination des scrobiculaires a été faite avec les méme MP environnementaux
que ceux testés dans notre étude (Métais et al., 2023%) a des doses comparables (0,008, 10 et 100 pg/L)
pendant 7 puis 21 jours. Dans cette étude, 1’activité de la CAT ne semble pas avoir ét¢ modulée dans le tube
digestif a 7 et 21 jours, quelle que soit la dose. Au contraire, elle a été¢ augmentée dans les branchies pour la
dose de 100 pg/L au bout de 21 jours. Dans le cas de la GPx, une réduction de son activité a été reportée

dans le tube digestif et les branchies au bout de 7 et 21 jours, a la dose de 0,008 pg/L.

Dans le cas de notre étude lors de I’exposition directe pour les crabes marbrés, il est d’abord possible qu’il y
ait eu I’ingestion de microplastiques qui seraient entrés dans le tube digestif. Comme cité précédemment, les
parameétres physico-chimiques ont pu provoquer la libération de ces contaminants (surtout composés de
DBP) qui auraient induit une modulation de ’activité de la SOD.

Lors de I’exposition trophique, 1’induction de la GPx dans les branchies au bout de 7 jours pourrait
étre expliquée par l’ingestion de MP qui seraient ensuite excrétés via les feces (malgré les nettoyages
journaliers), les rendant biodisponibles par ventilation. Dans 1’étude de Gray & Weinsteins. (20177%), des
crevettes (Palaemonoetes pugio) ont été exposées a différentes tailles de microplastiques (de 34 a 93 pm
pour les fibres et les fragments, a 50 000 particules/L). Il a été observé de la mortalité, suggérant des
ingestions, excrétions et contaminations par ventilation, le tout provoquant des effets déléteres.

Pour compléter les données et mieux comprendre le mécanisme de toxicité, il serait intéressant de
faire un suivi éventuel de la présence de ROS et de quantifier ’expression de geéne des enzymes

antioxydantes.

1V — ¢) Exposition des crabes par voies directe et trophique : la neurotoxicité

1/ Effets des microplastiques

Lactivité de 1’acétylcholinestérase n’a montré aucun effet significatif par rapport aux contréles pour
les deux expérimentations. Une tendance a I’augmentation de I’activité de I’AchE a été remarquée dans le

tube digestif des crabes contaminés par voie trophique au bout de 7 jours. Dans la littérature, des études de
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transfert trophique de microplastiques (0.1 particules de PE de 40 pm par mg de nourriture) ont démontré
une hyperactivité du systéme cholinergique chez le poisson-zébre au bout de 7 jours (Yu et al., 2022°%). Dans
le cas du crabe des mangroves (Charybdis japonica), une alimentation quotidienne (dose : 3 % de leur poids)
de moules contaminées (microsphére PS, 5 pm) a provoqué une réduction de 1’AchE au bout de 7 jours
(Wang et al 2021°").

La sélection du mod¢le animal, le type, la forme et la taille des MP choisis pourraient ainsi expliquer

la variation des réponses neurotoxiques au sein des études.

2/ Effets des polluants

Le DBP (0,17 a 1,42 mg/L) a provoqué chez le poisson-zébre (Danio reiro) une modulation de

I’activité de I’AchE au bout de 15 jours. Le DBP s’est révélé avoir une action temps-dépendant (Yuan et al
20227). Parmi les métaux traces, le zinc est trouvé en grande majorité (4 mg/g MP). Celui-ci provoquerait
une inhibition de I’AchE chez une crevette d’eau douce (Atyaephyra desmarestii) aprés 48 heures
d’exposition a 0,13 mg/L (Quintaneiro et al., 2014™). Ces ensembles de polluants aux multiples effets
pourraient en partie expliquer la difficulté de percevoir les effets des MP environnementaux dans le cas de

nos expositions.

1V — ¢) Exposition des crabes par voies directe et trophique : la génotoxicité

1/ Effets des microplastiques

Le test cométe n’a révélé aucun effet génotoxique des hémocytes des crabes marbrés exposés par
voie trophique. Malgré la bioaccumulation effective des MP par les scrobiculaires, le manque de
significativité pourrait étre en grande partie expliqué par un délai trop court d’exposition et 1’ingestion
insuffisante des portions contaminées. L’exposition directe a démontré de la génotoxicité au bout de 14 jours,
seulement pour les individus a 10 pg/L, tandis quune tendance est observée pour les individus a 100 pg/L.

Une étude d’exposition de microplastiques de PE seuls (10" particules/m?) ou associés a du pyréne
pendant 15 jours a révélé de la génotoxicité dans les érythrocytes chez le poison-zébre (Araujo et al., 20227).
Les deux types de microplastiques auraient un effet toxique comparable, démontrant que les MP sans

polluant peuvent étre génotoxiques au méme titre que les MP contenant des HAP.

2/ Effets des polluants

Parmi les polluants pouvant expliquer les résultats significatifs obtenus, la participation du DBP est a

privilégier. Une exposition de 0,08 a 2 mg/L de DBP pendant 28 jours a provoqué de la génotoxicité et de
I’apoptose dans le cerveau du poisson-zébre (Jiang et al., 20227). Dans le cas de cocktail de polluants,
I’exposition avec les mémes MP environnementaux chez la scrobiculaire a engendré des effets de
génotoxicité a 0,008 et 10 ug/L dans I’hépatopancréas du bivalve au bout de 21 jours. Comparable a nos
résultats, aucune différence significative n’a été obtenue quant a 1’exposition a 100 pg/L (Métais et al.,
2023%).

Comme il a été dit précédemment, des microplastiques ont pu étre ingérés et libérés dans le tube

digestif des additifs (tels que les phtalates) et contaminants (les métaux traces) absorbés. Leurs présences
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dans 1’hémolymphe auraient alors pu induire de la génotoxicité chez les hémocytes. Deux hypothéses
peuvent expliquer le résultat non significatif pour les individus exposés a 100 pg/L : soit les MP (dont I’effet
ne dépendait pas seulement de la dose) n’ont pas engendré de génotoxicité chez ces individus, soit la toxicité
est telle que les hémocytes endommagés seraient déja entrés en apoptose. Cela pourrait étre vérifié par une
évaluation de D’expression de divers éléments des voies apoptotiques (Bcl2 ou les caspases). Une étude
contamination de corbicule (Corbicula fluminea) aux nanoplastiques (1000 pg/L, 48h), aurait émis
I’hypothese d’une tendance d’agrégation des nanoplastiques présents en forte concentration (Baudrimont et
al., 20207"). Par cette observation, il est aussi possible de proposer cette hypothése dans le cas des
microplastiques dans la condition de 100 pg/L : leur forte concentration permet leur agrégation, les rendant
moins biodisponibles pour les scrobiculaires et les crabes. Cet état diminuerait donc les capacité a induire des
effets génotoxiques. Procéder a une mesure de 1’apoptose dans les tissus des crabes et I’examen de 1’état

agrégé ou non des MP permettrait de définir la véracité de ces hypothéses.

1V — d) Intéréts de cette étude en écotoxicologie aquatique

Les études de contaminations environnementales révélent une bioaccumulation sur différents taxa,
majoritairement de fibres, fragments voire de films (Latchere et al., 20217). Les sphéres restent minoritaires.
Pourtant, les études d’exposition en laboratoire ont souvent recours a des sphéres de PP et PE, la plupart du
temps sans additif. Dans ces études, les MP sont tres souvent parfaitement calibrés (taille et forme) tandis
que I’on trouve une grande diversité de taille et de forme dans les milieux aquatiques. D’autres études font
des co-expositions de MP et un seul type de polluant, sans que ce dernier ne soit associé¢ aux MP. Les études
utilisant des doses représentatives et des plastiques environnementaux ne sont pas assez nombreuses mais
compléteraient les données actuelles pour mieux simuler et comprendre les conditions réelles.

Comparer les résultats de 1’exposition trophique n’est pas aisé. Il existe peu d’études de transfert de
MP avec le modéle bivalve-crabe. Les doses et le temps d’exposition des proies (M. edulis) ne sont pas
standardisés, tout comme le nombre de portions ingérées par les prédateurs, les tissus ciblés pour la
bioaccumulation et le temps attendu avant I’analyse (Farrel & Nelson, 2013% ; Crooks et al., 20197 ; Wang
et al., 2021%). De plus, la taille et le type de MP (micropshéres) ne sont pas représentatifs. Citée
précédemment, 1’étude de Wang sur le transfert trophique (bivalve / crabe) a démontré 1’intérét de combiner
I’effet de la contamination par voie alimentaire et directe. La condition couplant les deux voies s’est avérée
étre significativement plus neurotoxique et hépatotoxique que les expositions directe et trophique séparées.

Dans le cas de I’exposition directe des crabes marbrés (P. marmoratus), du cannibalisme n’a pu étre
controlé malgré les précautions mises en place (encagement). Il est possible que les individus se soient
relativement contaminés par consommation de chair de crabe. Le nombre d’individus, initialement prévu a
huit, a été réduit a cinq (J7) et six (J14). Cela a pu contribuer a de la variabilité inter-individuelle (écart-types
importants), et a potentiellement masqué des effets. En vue de faire d’autres études d’effets plus
approfondies des microplastiques, P. marmoratus reste un modeéle robuste et d’intérét, mais qui nécessiterait
quelques recommandations : séparer les individus avec du grillage, préférer des bacs avec une grande surface

(50x25 cm pour quatre individus) et les nourrir trois fois par semaine.
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V - Conclusion et perspectives

L’étude du transfert trophique proie / prédateur avec nos deux modeles S. plana / P marmoratus auraient
nécessité une exposition plus longue, permettant davantage de consommation de tissus et de mieux
comprendre des effets sur le moyen ou long terme. D’autres biomarqueurs pourraient étre ajoutés aux études,
tels que le dosage de ROS, la mesure du taux d’expression de génes et la mesure de I’apoptose. Les résultats
des expositions, dont 1’effet global est difficile a estimer, sont potentiellement dues a la résistance du modele
et a la mixture d’additifs et de contaminants couplés aux microplastiques. Cependant, a dose
environnementale (estuaire : 10 pg/L), il y aurait une libération de contaminants dans le tube digestif et leur
distribution dans 1’hémolymphe, qui provoqueraient non seulement de la génotoxicité mais une réduction de
I’activité de la SOD. Si I’étude de transfert trophique n’a pu clairement démontrer un effet toxique clair lors
de I’ingestion de microplastiques environnementaux, 1’étude directe a quant a elle prouvé une réponse
relativement précoce avec des effets irréversibles (génotoxicité) et une modulation temporaire du systéme
antioxydant chez le crabe marbré en dépit de sa robustesse.

Pour compléter ces analyses, I’étude de 1’expression des génes des enzymes antioxydantes est en
cours ainsi que la finalisation de I’étude de la bioaccumulation des crabes. Egalement, a I’aide des données
générées par cette étude et par les publications disponibles, une collaboration avec le mathématicien
Alexandre Popier (Laboratoire de Mathématiques du Mans, LMM ; Le Mans Université) permettra
d’améliorer la modélisation du transfert trophique des microplastiques entre le mode¢le bivalve / crabe.

Pour les prochaines études, il serait intéressant de continuer des expositions d’espéces estuariennes
sur des temps plus longs avec des microplastiques environnementaux a dose environnementale. Pour mieux
comparer les études, il est important de standardiser les temps d’expositions trophiques. La méthode FTIR,
par son protocole permettant de procéder a des analyses quantitatives et qualitatives, apporterait des

informations complémentaires a I’étude de la bioaccumulation par analyse sur filtre.
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Résumé

Les plastiques représentent un aspect économique majeur. Leur importante production engendre une
contamination massive sous la forme de macro- et de microplastiques (MP) dans les systémes aquatiques. La
bioaccumulation fréquente de MP dans les tissus des organismes marins est communément confirmée, mais
les mécanismes de toxicité sont encore mal compris. Au cours de ce stage, deux expériences de
contamination par voie directe (10 et 100 ug MP/L) et trophique (bivalves contaminés avec 100 pg MP/L)
ont eu pour objectif de caractériser les effets de MP a des doses environnementales sur les tissus respiratoire
et digestif du crabe marbré (Pachygrapsus marmoratus). Une modulation du systéme antioxydant a été
démontrée dans les deux expériences. Des dommages a ADN ont été¢ mesurés pour 1’exposition directe a 10
ug MP/L. Les nombreux contaminants présents dans les MP environnementaux, dont le phtalate de dibutyle

(DBP), pourraient expliquer en partie les réponses observées.

Mots-clefs

Microplastiques, Pachygrapsus marmoratus, Transfert trophique, Bioaccumulation, Toxicité

Summary

Plastics represent an important economic asset. Their massive production lead to microplastic pollution in
aquatic systems. If bioaccumulation in marine organisms has been showed, toxicity mechanism of MP is still
not completely understood. During this internship, two experimentations have been done to characterize the
effects of environmental microplastics at environmentally relevant concentration to the gills and guts of the
marble crab (Pachygrapsus marmoratus): water contamination (10 and 100ug MPs/L) and trophic
contamination (bivalve contaminated in MPs). The antioxidative system showed modulations through both
studies. Significative DNA damage occurred for water exposition at 10 pg MPs/L. The numerous
contaminants contained in environmental MP, as the di-butyl phthalate (DBP), could be involved in the

organism’s response

Key Word

Microplastics, Pachygrapsus marmoratus, Trophic transfer, Bioaccumulation, Toxicity



Annexes

Caractéristiques des microplastiques

MP mixture PE PP PVC PET Total (ug.g™")
Mass composition (%) 40 40 10 10 -
Cu 2.0 35 47 13.8 -
Pb 49 9.0 786.0 19.5 -
Metallic trace
elements (ug.g" Zn 8.0 4169.8 4323 526 -
cd 6.0 123.2 <L0Q <l0Q -
Cr <L0Q 779 23.1 359.5 -
Naphthalene <LoQ
Acenaphthylene 0.178
Acenaphthene 0.066
Fluorene 0.255
Phenanthrene 0.659
Anthracene 0.537
Fluoranthene 0.471
Polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) Prrene 085 6.924
i Benzo[a]anthracene 0.041
(bgg™)
Chrysene 0.053
Benzo[b]fluoranthene 0.358
Benzo[K fluoranthene 0.090
Benzo[a]pyrene 0.356
Indeno[1,2,3] pyrene 0.695
Dibenzo[a, h]anthracene 0.233
Benzo[g,h.ilperylene 2.097
Bisphenol A 0.013
4-Nonylphenol 2.349
Nonylphenol monoethoxylate 0.451
Alkylphenals Nonylphe nol diethoxylate 0.093
(ugg™™ Nonyphenol carboxylic acid <LOD =988
Octylphenol 0.012
Octylphenol monoethoxylate 0.062
Octylphenol diethoxylate 0.008
Dimethyl phthalate 2.508
Diethyl phthalate 7.527
Diisobutyl phthalate 13.657
Dibutyl phthalate 126.612
Bis(2methoxyethyl) phthalate 5.706
Bis (4-methyl-2-pentyl) phthalate 0.633
Bis(2ethoxyethyl) phthalate 2.080
Phthalic acid esters
. . Di-n-pentyl phthalate 0.060 211.362
(bog ) Butylbenzyl phthalate 6.905
Di-n-hexyl phthalate 5.698
Bis(2-butoxyethyl) phthalate 2.365
Dicyclohexyl phthalate 0.900
Bis(2-ethylhexyl) phthalate 34.766
di-n-octyl-phtalate 0.694
Diisononly phthalate 1.251
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Figure A : Indice de condition des Scrobicularia plana pour les individus controles (Ctrl) et contaminés

(Conta). La p-value est a 0,95.
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Figure B : Morphométrie des crabes exposés par voie directe (contrdle, 10 et 100) pendant 7 ou 14 jours. La

p-value est a 0,89.
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Figure C: Morphométrie des crabes exposés par voie trophique (contrdle et trophique) pendant 7 ou 14

jours. La p-value est a 0,94.
Dosage des enzymes : exposition trophique
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Figure : Activité de la SOD (U/mg de protéines) des branchies (B, en orange) et du tube digestif (TD, en

bleu) pour les crabes marbrés contréles (C) et contaminés par voie trophique (Tro), au bout de 7 (J7) ou 14
(J14) jours.
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Figure D : Activité de la CAT (umoles/min/mg de protéines) des branchies (B, en orange) et du tube digestif

(TD, en bleu) pour les crabes marbrés contrdles (C) et contaminés par voie trophique (Tro), au bout de 7 (J7)
ou 14 (J14) jours.
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Figure E : Activité de la CAT (pmoles/min/mg de protéines) dans les branchies (B, en orange) et le tube

digestif (TD, en bleu) pour les crabes marbrés controles (C) et contaminés par voie directe (10 ou 100 pg/L),

au bout de 7 (J7) ou 14 (J14) jours.
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Figure F : Activité de I’AchE (U/mg de protéines) dans les branchies (B, en orange) et le tube digestif (TD,

en bleu) pour les crabes marbrés contrdles (C) et contaminés par voie directe (10 ou 100 pg/L), au bout de 7

(J7) ou 14 (J14) jours.
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