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Résumé

L’objectif principal de cette thése était d’étudiémpact de pesticides sur les communautés
naturelles de phytoplancton cétier et sur le nasdduitre creuse, en microcosmiessitu.

Les communautés microbiennes (<200 um) ont été s&gs0 a six pesticides (quatre
herbicides, un insecticide et un fongicide) a @,110 et 100 pg/L de substance active, lors de
dix expérimentationm situ. Le contenu des microcosmes a été analysé pamuéthodes :

—la «Temporal Temperature Gradient gel Electroggie » (TGE), ou gel
d’éléctrophorése avec gradient de température dansemps, permettant
d’obtenir les empreintes génétiques des commusgutEaryotes (avec I’ADN
codant pour I'ARN ribosomal 16S) et eucaryotes ¢aVADN codant pour
I’ARN ribosomal 18S) ;

—la cytométrie en flux, qui permet de discrimineertaines populations
photosynthétiques en fonction, notamment, de Isigreaux d’autofluorescence ;

—la Chromatographie Liquide Haute Pressiomri), permettant d’obtenir les
empreintes pigmentaires des communautés photosigntes.

Des observations microscopiques ont complété Naealde certaines expériences. Les
principaux résultats obtenus suggerent une medisensibilité de la fiGE pour la détection
d’effets sur la structure de I'ensemble des commtésaeucaryotes ou procaryotes, comparée
aux deux autres meéthodes qui concernent plus spéminent les communautés
photosynthétiques.

Parmi les six formulations commerciales testéeslau@/L, aucun effet n'est détecté. Par
contre, quatre formulations sont susceptibles ge2senter un danger pour les communautés
microbiennes a partir de 1 pg/L : les herbicidesaBaais (bentazone), Roundup (glyphosate),
Frontier (diméthénamide), ainsi que l'insecticidar§ban 4 (chlorpyrifos).

L’herbicide Basamais et le fongicide Opus ont égdéis sur le naissain d’huitre creuse, seuls
a 10 et 70 pg/L, et en mélange a 10 pg/L chacuopars d’'une expérimentation situ. Les
résultats obtenus démontrent un effet synergigseddex pesticides en mélange a 10 pg/L :
la croissance du naissain est réduite de moitiés afju’elle n'est pas affectée par les
pesticides seuls a 10 pg/L.

Cette thése permet d'illustrer les dangers potisntieprésentés par certains pesticides en
milieu cotier, en particulier par le Roundup dors | effets apparaissent pour des
concentrations testées proches des concentratirim@nementales. Les résultats obtenus
sur le naissain posent la question des interactatre molécules et donc de la pertinence des
seuils de toxicité réglementaires pour les subswrseules, alors méme que ces seuils
peuvent étre différents lorsque des interactionmaeduisent dans I'environnement.

Mots-clés: pesticides, phytoplancton, communautés microl@ennaissain, TGE, HPLC,
cytométrie en flux, microcosmes in situ.
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Abstract

The main goal of this work was the study of pedaceffects on natural communities of
coastal phytoplankton and oyster spat, usimgsitu microcosms. Microbial communities
(<200 um) were exposed to six pesticides (fourib&hbs, one insecticide and one fongicide)
at four concentrations (0.1, 1, 10 and 100 pg/Laofive substance) during tan situ
experiments. The microcosm content was analysed) tisree methods:
— Temporal Temperature Gradient gel Electrophor@Sise) provides prokaryote
(16S DNA) and eukaryote (18S DNA) community genétigerprints;
—flow cytometry allows the discrimination of pheymthetic populations
according to their scatter and fluorescence signals

— High Pressure Liquid Chromatographyr(ld) provides pigment fingerprints of
the photosynthetic communities.

Microscopic observations were carried out for s@rperiments in order to provide further
information. The main results suggestGE as the most sensitive method to detect pesticide
effects on the whole prokaryote and eukaryote comiystructure, compared with the two
others methods that only focus on photosyntheticroanities.

No effect was detected when communities were expdsethe lowest concentration

(0.1 ng/L) of each six pesticides. However, theee¢htherbicides Basamais (bentazon),
Roundup (glyphosate), Frontier (dimethenamid), #redinsecticide Dursban 4 (chlorpyrifos)

are likely to represent a danger for microbial camities from1 pg/L.

Young oyster spat was exposkdsitu to the herbicide Basamais and the fongicide Opus
separately at 10 and 70 pg/L, and to a mixture agaBnais and Opus at 10 pg/L each. The
results show a synergistic effect of the mixturespat growth, with treated spat growth being
half the control value, when no effects were detcivhen both pesticides were tested
separately at 10 pg/L.

This work shows that some pesticides can generssilje adverse effects in coastal areas.
Roundup effects must be pointed out as they wetecti®l at environmentally realistic
concentrations. The results observed using oyptrraise the issue of interactions between
chemicals in the natural environment. Therefore thlevance of reglementary toxicity
thresholds, that do not include such possible smiostinteractions, should be re-examined.

Keywords pesticides, phytoplankton, microbial communitiegster spat, TGg, HpLC, flow
cytometry, in situ microcosms.
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Avant-propos

La France est I'un des principaux pays utilisatelgrgesticides. De nombreux milieux sont
contaminés par ces substances, dont les eauxartates superficielles et profondes, mais
aussi les eaux estuariennes et cotieres. Faceansst, le Ministere de ’Aménagement du
Territoire et de I'Environnement a initié en 1998 programme de recherche visant a
I'évaluation et a la réduction des risques liésuilidation des pesticides. Ce programme
concerne trois domaines :

— Dynamique des pesticides dans I'environnement ;

— Evaluation des effets des pesticides sur dedmagst biologiques complexes ;

— Nouvelles approches visant a réduire les ristjées 'usage des pesticides.

Le sujet de cette thése s'inscrit dans le deuxidoneaine de I'appel & propositions initié en
2002, qui concerne notamment des expérimentatiorianp sur des assemblages d'especes
placées dans des conditions environnementalestegalCette these est une partie d’'un projet
plus vaste financé par le MinistéereeM (Impact des Pesticides sur I'Environnement Marin).
Ce projet est le résultat d’'une collaboration efgréaboratoire d’Ecotoxicologie d’lfremer
(Brest-Nantes), le Laboratoire de Biotechnologie Ritysiologie Végétales de Ho
(Université de Bretagne Occidentale, Brest), leotatoire Idhesa (Brest) et le Laboratoire
Universitaire de Biodiversité et d’Ecologie Micrebne (UBEM, Uso, Quimper). Un
financement complémentaire incluant mon salairethdse a été obtenu de la Région
Bretagne : c'est le projenbEsPHY(IMpact des PESticides sur le PHYtoplancton mabirec

et les jeunes stades de développement des bivalves)

La these (2004-2007) a été effectuée sous laidimede Denis de la Broise, awsem a
Quimper, laboratoire qui rassemble des thématiyaeges autour de linteraction des
organismes microbiens (champignons, phytoplantiacigries alimentaires et marines) avec
leur environnement. Cependant, I'équipement et skegoir-faire présents au laboratoire
correspondaient aux domaines de la microbiologissitjue et de la biochimie. Les études
écotoxicologiques en milieu marin étaient de dégymment récent (2000-2003) lors de mon
arrivée, c’est pourquoi les expérimentatiomsitu et certains des outils analytiques utilisés
(microcosmes, TIGE) ont été développés ou optimisés dans le cadpeojiet PEM et/ou de la
thése.

Les projets#EM et MPESPHYSe sont acheves en 2007.
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Introduction genérale et objectifs de I'etude

En milieu océanique, le phytoplancton joue un e3igentiel en tant que producteur primaire :
grace a I'énergie lumineuse, il métabolise le diexgte carbone atmosphérique pour fabriquer
de la matiére organique. Il est a la base desésephiques océaniques.

Dans le domaine hauturier, la production phytopanique est principalement limitée par les
concentrations en sels nutritifs de la couche digqpi®do En zones cétieres, les apports
continentaux véhiculés par les fleuves enrichidsemtilieu : si ces zones ne représentent que
8% de la surface des océans (Hoch, 1998), ellestjaun rble important dans la production
biologique océanique. Les concentrations €élevéesetn nutritifs favorisent la production
phytoplanctonique : elles permettent ainsi le dipm#ment de réseaux trophiques riches et
complexes. Les zones cotiéres regroupent des tsabitaques et variés, fournissant a de
nombreuses espéces aquatiques des espaces de defugproduction, de ponte, et des
nourrisseries pour les larves et les juvéniles. 88%ressources vivantes marines mondiales y
sont exploitées (Hoch, 1998). Elles fournissend Z0% du carbone organique marin (Hoch,
1998), mais sont soumises a une forte pressiomogighe : elles subissent les nuisances et
pollutions provenant des rejets urbains, des indastde l'agriculture, du tourisme et des
multiples usages (péche, aquaculture, activitéégoas) qui y coexistent. En effet, 39% de la
population mondiale sont concentrés sur une bar@@ree de 100 km (source:
http://earthtrends.wri.org).

Les rejets générés par les activités humaineseooetnt des contaminants nocifs pour
lenvironnement parmi lesquels figurent les pedtisi Ces substances peuvent se retrouver
dans les écosystemes aquatiques via les préoipitadt les phénomenes de ruissellement et
de lessivage des sols (Figure 1).
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Figure 1 - Cycle des pesticides
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Au niveau aquatique, les pesticides sont susceptibaffecter le phytoplancton, qui a un réle
majeur dans le maintien des écosystemes. Ces srganiphotosynthétiques ont des
caractéristiques physiologiques proches de celes \@gétaux supérieurs et sont donc
susceptibles d’étre impactés par certains herligitke phytoplancton peut aussi représenter
une cible inattendue pour dautres types de pastici comme les fongicides, les
insecticides...

Les organismes phytoplanctoniques ayant des temggeideration relativement courts (de
lordre du jour), des expositions méme breves &aiosr pesticides sont susceptibles de
modifier I'équilibre de ces communautés. Les comsgces possibles sont une perturbation
de la boucle microbienne, qui joue un réle tresotamt dans le recyclage des nutriments. Les
niveaux supérieurs des réseaux trophiques peurrdussi étre impactés, en particulier les
consommateurs primaires constitués par les brauteur

L'objectif principal de ce travail de these étalétddier 'impact de pesticides sur les
communautés naturelles de phytoplancton marinrcétiedéveloppant un outil basé sur des
microcosmesin situ et qui permette de maintenir les communautés dassconditions
proches de l'environnement naturel. Le but étaitr@diser des expositions a différentes
périodes de l'année, au cours du printemps etalé, len testant des concentrations de
pesticides allant de 0.1 ug/L a 100 pg/L. Les @dst testés, sous forme de formulations
commerciales, sont quatre herbicides (bentazomgtislenamide, glyphosate et nicosulfuron),
un fongicide (époxiconazole) et un insecticide qghyrifos-éthyl). Trois méthodes d’analyse
de la structure des communautés ont été appliqu&aricrocosmes :

—la TTGE (Temporal Temperature Gradient gel Etgatioresis) ;
— I'HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) gesgments ;
— la cytométrie en flux.

Une analyse microscopigue des communautés phybtgiggues a été effectuée sur certains
échantillons afin de compléter les données obteauggsles trois autres méthodes.

Afin d'appréhender les effets des pesticides sarnwllusques bivalves, un protocole
d’exposition de naissain d’huitres creu§gassostrea gigas été développé en utilisant les
microcosmem situ

Le premier chapitre de ce mémoire est consacréraaxte scientifique de I'étude. Il présente
le phytoplancton et son écotoxicologie, les méthatienalyses appliguées aux communautés
naturelles, I'huitre creuse et enfin les pesticidstes.

Le second chapitre présente les matériels et mexhasites expérimentaux, dispositif des
microcosmesn situ et analyses appliquées aux échantillons.

Le troisieme chapitre intégre, sous la forme dis t@dicles et d'une synthese générale, les
résultats obtenus suite a I'exposition des comntéaamicrobiennes et du naissain d’huitre
creuse a différents pesticides.

Une conclusion générale ainsi que des perspestivieprésentées a la fin du document.

Le Nouveau Chapitre de la These, réalisé en padeasec I'Association Bernard Gregory,
est présenté comme chapitre annexe : il s'agit éah des lieux extra-disciplinaire. Cet
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exercice de valorisation vise a faire le pointlearcompétences et savoir-faire professionnels
développés au cours des trois années de thesequainsur la répartition du temps et les
aspects financiers. La forme et le contenu correlgua & un modéle imposé qui incite le
doctorant a se mettre en valeur en tant que paire@beur dans le projet de these.
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Chapitre 1 — Contexte scientifique |

1. Phytoplancton

1.1. Présentation

1.1.1. Définition

Le phytoplancton (du grephuton plante, végétal eplagktos errant) correspond aux
organismes photosynthétiques, de taille microsaepigivant en suspension dans l'eau et
soumis aux mouvements des masses d’eau. Ces guE®gleuvent, grace aux radiations
photosynthétiguement actives (PAR) du rayonnementneux, métaboliser le dioxyde de
carbone atmosphérique pour fabriqguer de la matiéganique. C'est ainsi gqu’au niveau
aquatique et donc océanique, le phytoplanctoreqstiicipal producteur primaire, source de
matiere organique, qui soutient le développementrdgllons du réseau trophique océanique.

On distingue trois classes de taille en écologgoplanctonique (Sieburtt al, 1978) :
— le microphytoplancton : 20-200 pum
— le nanophytoplancton : 2-20 um
— le picophytoplancton : 0.2-2 um

Au niveau marin, on estime qu'il existe environ @@speces de phytoplancton (Souetia
al., 1991), réparties dans environ 490 genres. lissigmles classes rencontrées sont décrites
brievement ci-apres.

1.1.2. Principales classes algales
d’apres Sournia, 1986 ; Ricard, 1987 ; Chrétierioet, 1990 ; Jeffrept al, 1997 ; Lampert, 2001

Les communautés phytoplanctoniques sont constitiBassemblages d'especes aux
caractéristiques biologiques (taille, forme...) etygpblogiques (nutrition, croissance...)

variées (Smayda, 1997a), et forment un ensemblérogéhe. Les cellules sont

majoritairement autotrophes, mais certaines espgoesvent étre temporairement

hétérotrophes, chez les dinoflagellés notammestdeex classes de phytoplancton marin les
plus représentées sont les diatomées et les djelidin

Diatomées (Bacillariophycées)

Les diatomées représentent le groupe le mieux cpanmi les
microalgues. Elles font partie des fractions nanet
microphytoplanctoniques et sont constituées d’ustdie siliceux
avec deux valves, I'hypotheque et I'épithéque. riS&osymétrie du
frustule, on distingue deux ordres de diatomées: diatomées
Centrales et les Pennales. Les diatomées peuvprisanter sous |38
forme de cellules individualisées, mais elles peuxaissi former
des chaines.

Les diatomées sont représentées dans tous les aégiobe. Dans les zones tempérées, ce
sont généralement les premiéres a apparaitre rderpps, lorsque les conditions de lumiére
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et de température ne sont plus limitantes pour déueloppement. Elles profitent ainsi de
conditions nutritives idéales, les apports contsuenayant enrichi g
les zones cotieres durant I'hiver.

Les pigments majoritairement présents chez lesordéss,
déterminés a partir de 51 especes marines, sattl@sphyllesa,

c et ¢, et les caroténoides fucoxanthine, diadinoxanth
diatoxanthine et le3,p-caroténe. Chez un petit pourcentage
diatomées, la chlorophyltg remplace la&; (Stauber et Jeffrey, 1988).

Dinoflagellés (Dinophycées)

Les dinoflagellés sont des algues unicellulairageflées qui peuven
étre autotrophes ou hétérotrophes. Ces organisenésos/ent en
majorité dans les fractions nano- et microphytaptariques et son
equipés de deux flagelles. Certaines especes sontups d'une
theque cellulosique, d'autres sont nues. La plupamnt retrouvées
sous forme de cellules individualisées, mais cerfapeuvent auss
former des chaines.

Les dinoflagellés se rencontrent dans tous lesnecda globe, et peuvent étre responsables
d’efflorescences toxiques (ex: marées rougesugioigbles aux
activités de péche et d’aguaculture notamment.e®mefrouve dans
75% des efflorescences toxiques (Smayda, 1997Ins @3 zones
tempérées, le développement des dinoflagellés liti des
diatomées, lorsque l'acide silicique nécessairesadernieres pour |
constitution de leur frustule devient limitant.

SN
Copyright © 2001 ﬂennismﬁﬂmu\sw Y, Inc. / Dennis Kunkel
Peridinium sp.

Au niveau du contenu pigmentaire, la plupart desfldigellés photosynthétiques contiennent
les chlorophyllesa et c, et les caroténoideg,p-carotene, péridinine, dinoxanthine et
diadinoxanthine (Jeffrest al, 1997).

Prymnésiophycées

28

Les prymnésiophycees sont des flagelles unicetslappartenant a_

la fraction nanophytoplanctonique. On les retrodaes toutes led) - :" TR

eaux du globe, méme siils sont plus abondants bEn®céansgs m; ,w“
o2 <

tropicaux et subtropicaux. Les plus connus sont BE§ gt m

coccolithophorides équipés de plaques calcairqsieionstituent

Manche. Certaines prymnésiophycées interviennesgi alans dogaunn
efflorescences toxiques. Dans les zones tempéaesiéveloppement peut faire suite a celui
des diatomées, une fois que I'acide siliciqgue @gtialu limitant pour ces dernieres.

Quatre types de contenus pigmentaires ont étenddés a partir de 29 especes de
prymnésiophycées (Jeffrey et Wright, 1994). Lesngigts majoritaires sont les chlorophylles
a, C; oucs, ¢y, le B,B-carotene, la fucoxanthine et/ou la 19'-hexanoylasgxanthine, la 19'-
butanoyloxyfucoxanthine, la diadinoxanthine etiédackanthine.
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Chrysophycées

Les chrysophycées sont des algues unicellulairenloniales, le plus__
souvent flagellées. Il existe trois types de clpligoées marines : leg
silicoflagellés (microphytoplancton), les pélagapdes f

pigments majoritaires sont les chlorophytles;, ¢, la fucoxanthine,
la 19'-butanoyloxyfucoxanthine et la diadinoxanéhin

Raphidophycées

La classe des raphidophycées est peu fournieuavea deux genres
marins. Les raphidophycées font partie du micragighcton et ont
deux flagelles. Les cellules sont nues, fragiledéfbrmables. Leurs
pigments majoritaires sont les chlorophytes;, ¢, la fucoxanthine,
le B,p-carotene et la violaxanthine.

Cryptophycées

hroamonas

Les cryptophycées sont largement représentée
milieu marin. Ce sont des cellules nal
phytoplanctoniques, ovoides et asymeétriqg
possédant deux flagelles. Elles possedent
chlorophyllesa et ¢,, le B,e-carotene, I'alloxanthine
et la monadoxanthine.

Chlorophycées

Les chlorophycées sont des algues vertes largedpntdues, mais
peu de représentants sont a la fois unicellulapisictoniques etg-
marins. Les formes unicellulaires sont flagelléasbiles et nues, e/ = &
appartiennent en majorité a la fraction nanophgtagbnique. EIIesFF?"“'; ¥
contiennent les chlorophylles et b, le B,3-carotéene, la lutéine, Izi__'
violaxanthine et la néoxanthine. ‘

Prasinophycées

Les prasinophycées constituent un ensemble hétérate flagellés verty
primitifs, recouverts de petites écailles orgarsqugles sont unicellulaireg
ou en colonies. On les retrouve dans toutes lesadale taille. Elles peuve
contenir les mémes pigments que les chlorophydéesgres prasinophycéejs
peuvent aussi posséder la MgDVP, la prasinoxanthilaezéaxanthine.

Eugénophycées

Les euglénophycées sont peu répandues en milien. rhar plupart
des espéces marines sont de grands flagellés rifiastfo
microphytoplanctoniques. Elles peuvent utiliser le®mposés
organiques dissous pour leur croissance. Leurmréggeut donc étrd
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une indication de pollution organique. Elles comient des chlorophyllea et b, de la
diadinoxanthine d@,p-carotene, de la néoxanthine et de la zéaxantine.

Eustigmatophycées

Les eustigmatophycées sont des microalgues généraleoccoidess
appartenant au nanophytoplancton. Cette classeteedelibberd,

contiennent de la chlorophyle dup,3-caroténe, de la violaxanthine
de l'ester de vauchériaxanthine.

Cyanobactéries

Les cyanobactéries sont des procaryotes de ..
picophytoplanctonigue. On en trouve dans tousdéarss du globe. C{
sont les plus anciens organismes photosynthétiquiesont a l'origine (&
de l'apparition du dioxygene sur notre planete. tganobactérieq
peuvent étre unicellulaires, filamenteuses ou dallem Le genref
Prochlorococcus (Chisholm et al 1992) constitue le group
d'organismes photosynthétiques le plus abondarifeaue (Partensky”
et al 1999). Le genre dominant dans nos eauxSgsechococcusqui a été découvert
tardivement (Waterbury, 1979). Le contenu pigmentales cyanobactéries regroupe la
chlorophyllea, le ,3-caroténe, la zéaxanthine et des phycobiliprotéines

1.2. Phytoplancton et écotoxicologie

1.2.1. Ecotoxicologie : définition et principe

30

L’écotoxicologie recouvre les domaines de I'écadagfi de la toxicologie. Cette science étudie
les impacts des agents polluants sur la structurde éonctionnement des écosystemes
(Ramade, 2007).

L’écotoxicologie peut s'appliquer a différents raue d’organisation biologiques, allant de la
cellule a la communauté, voire a I'écosystéme. iBliegre ainsi les interactions entre ses
composants et les facteurs abiotiques (Boudoubstyf, 1997). Cela permet d’évaluer des
effets toxiques sur des systemes de complexité@bleyi selon le nombre de niveaux
trophiques intégrés d’'une part, et selon le degréedrésentativité environnementale d’autre
part, avec des conditions physico-chimiques cardgdbu naturelles.

L'écotoxicologie appliguée au phytoplancton faitemenir au minimum une population,
cultivée en conditions contrélées en laboratoitg péaliser des tests monospécifiques ; mais
limpact d’'une substance peut aussi étre étudi@sarcommunauté naturelle, en présence ou
non d’'autres éléments du réseau trophique.

Les études écotoxicologiques qui étudient les ioakt dose-effet permettent d'obtenir
certaines concentrations critiques qui peuvent @fenies de la maniére suivante (E.C.,
2003) :
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—la toxicité aigué d'un contaminant est exprimée €E, c'est-a-dire la
concentration efficace de la substance qui entraireeréduction du parametre
mesuré de X% par rapport a un témoin ;

— la concentration la plus faible provoquant ureteffu « Lowest Observed Effect
Concentration » (LOEC), est la plus faible concatidn testée pour laquelle un
effet de plus de 10% est observé (lorsque des sembtatistiques sont réalisées ;
sinon, la LOEC correspond a un pourcentage d’effetspris entre 20 et 30%) ;

—la Concentration Sans Effet Observé (CSEO) ouo «®bserved Effect
Concentration » (NOEC), est la plus forte conceiutnatestée pour laquelle le
résultat n'est pas significativement difféerent @tuicobtenu pour les témoins
(lorsque des analyses statistiques sont réalisgiesn, c’est la concentration la
plus forte pour laquelle 10% d'effets ou moins sdrgervés (Ck)).

1.2.2. Tests monospécifiques

Les tests monospécifiques représentent I'appraciptus simple et la plus pratique a mettre
en oeuvre lorsqu’il s’agit d’étudier la toxicitéudle substance sur le phytoplancton. En effet,
le principe consiste a cultiver une espece dansatestions physiques (lumiére, température)
et chimiques (pH, sels nutritifs, contaminant) pfiikes et contrblées. Quils soient
normalisés ou non, ces tests offrent les avantgeants : rapidité de réponse (24 a 96h),
possibilité davoir de nombreux réplicats et detetesacilement la reproductibilité des
résultats.

Les tests monospécifiques les plus simples consiatéester une substance sur une seule
espéce. Ces bioessais sont tres utilisés dansni@modes pesticides. Ainsi Soukupetal
(1999) ont testé le diuron sur la diatomée maRhaeodactylum tricornututandis que
Yang et al (2002) ont testé le 2,4-dichlorophénol (utilisgupla production de I'herbicide
2,4-D) sur la diatomée marirgkeletonema costatyumet Gonzalez-Barreiret al (2004) ont
testé l'effet de I'herbicide atrazine sur la cyamzibrie d’'eau doucgynechococcus elongatus

Certains auteurs (Pennington et Scott, 2001) omhanéalisé I'exposition répétée d'une
espéce Ravlovasp.) a l'atrazine, mettant ainsi en évidence lbntgnce de l'historique de
I'exposition des organismes. En effet, dans céttedeé 'exposition répétée dtaviovasp. a
une concentration d'atrazine sans effet obsenmestiune exposition aigué, aboutit a une
sensibilité plus marquée de I'espece a I'herbiciidte étude souléve d'importantes questions
guant aux limites des tests monospécifiques :daspestée va-t-elle réagir différemment en
fonction de son environnement d'origine (pollué sain) ? La sensibilité des organismes
soumis a des expositions répétées varie-t-elleumidans le méme sens ? Il semble que les
souches issues d’environnements contaminés puiskmlopper des mécanismes de
tolérance ou de résistance. Par exemple, Seqguith (2001) ont testé I'atrazine sur deux
souches d'une méme espeGhlbrella vulgarig, dont I'une provenait d'un site pollué. La
CEso de cette derniere s’est révélée 40 fois plus élqué celle de la souche provenant du site
non pollué. Parmi les autres facteurs susceptifilgfuencer la réponse des organismes a un
toxique, on peut citer la température : Bérardal (1999a) ont montré que la sensibilité
d’Oscillatoria limneticaa l'atrazine était deux fois plus importante asbagmpérature, en
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laboratoire comme en microcosmessity, soulignant I'importance de ce paramétre dans la
réponse d’'une espece a une exposition. Les camgitienrichissement du milieu de culture
jouent aussi un réle dans la sensibilité de I'espgestée : par exemple, Arzul et Durand
(1999) ont montré que le taux de croissance datandée marin€haetoceros graciligtait
réduit de 70% lorsque l'algue était exposée a QU@Pb d'atrazine, avec un enrichissement
nutritif pauvre correspondant a des conditionsvass. Par contre, 'espéce cultivée en
conditions d’enrichissement maximal, corresponddatfin de I'hiver, ne montrait un taux de
croissance réduit qua partir de 20 ug/L d'atrazi@ette étude illustre l'importance des
facteurs environnementaux, aussi bien physiqguesymeola température, que chimiques, dans
la réponse d’'un organisme a un toxique.

L'intérét de ces tests faciles a réaliser est alesgiouvoir tester plusieurs substances sur une
méme espéece, afin d'établir une « échelle » deitéxiour I'espéce considérée. Ainsi, 'algue
d’eau douceéscenedesmus quadricauelgposée a trois herbicides, le glyphosate, [©2t4ie
paraquat, s’est montrée plus sensible au pardgnatles conditions de I'expérience de Wong
(2000).Chlorella vulgarisest plus sensible au terbutryn qu’a l'isoproturrec une Clg.gen
deux fois plus élevée pour lisoproturon (Riobebal, 2002). D'autres auteurs (Santin-
Montanayaet al, 2007) ont démontré l'intérét des tests monoBgées pour faire une
évaluation comparative de la sensibilité d’'une espearineDunaliella primolectaa quatre
herbicides. lls ont développé un test optimisé enaplaques de 96 puits, ce qui permet donc
de tester plusieurs substances simultanément touwtorservant un nombre de réplicats
suffisants pour une exploitation statistique desltts.

Réalisés dans les mémes conditions d’expositienyidhissement et d’ensemencement, mais
sur differentes espéces de phytoplancton, cesagststent une comparaison des sensibilités
de ces derniéres. De cette maniére, plusieursrautetipu illustrer la grande variabilité inter-
spécifiqgue de la sensibilité aux contaminants.eRample, la toxicité comparée de l'atrazine
et du nicosulfuron sur sept espéces de microaltjgas douce révele que I'atrazine est bien
plus toxique que le nicosulfuron, les especeslissgensibles étafhlorella vulgarisLéman

et Scenedesmus acut(Seguinet al 2001). Cette étude a mis en évidence une grande
variabilité de la sensibilité des espéeces tedeespins sensible ayant une 4gEOO fois plus
élevée que la plus sensible. La toxicité plus itapbe de I'atrazine sur les microalgues d'eau
douce par rapport au nicosulfuron est confirméelpbpulangeet al (2001), qui ont testé
ces molécules sur quatre especes, les plus sensibt@Oscillatoria limneticaet Chlorella
vulgaris Dans la méme lignée, Bératlal (2003) ont testé l'irgarol 1051 et I'atrazine Sur
espéces d’eau douce, et en concluent que les sdpsiEes étaient beaucoup plus sensibles a
lirgarol 1051 gu'a l'atrazine. Les trois plus siates a lirgarol étaienNavicula accomoda,
Nitzschiasp. etChlamydomonas intermedibes plus sensibles a l'atrazine étai€htorella
vulgaris Chlamydomonas intermed@& Scenedesmus acut@ette étude illustre le fait que
les especes tres sensibles a une substance pavwienine sensibilitté moindre pour d’autres
substances. De nombreuses études ont été réadigstast plusieurs pesticides sur plusieurs
espéces de phytoplancton marin ou d'eau douce {&endNashet al, 2005 ; Gonzéalez-
Barreiroet al, 2006). Nystronet al (1999) ont testé l'inhibition de croissance deegpeces
d'algues d’eau douce et 20 especes marines phelbgides chlorsulfuron et metsulfuron.
Les Cky allaient de 0.045 uM a 770 uM pour le chlorsulfuohez les especes d'eau douce
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et de 5 a 1003 uM pour les espéces marines. HEiemtécomprises entre <0.001 et 320 uM
pour le metsulfuron chez les espéces d'eau douemtet <0.001 et >1000 uM pour les
especes marines. On voit ici I'étendue de la vilité@alinter-spécifique de la sensibilité qui,
dans ce dernier cas, couvre six ordres de gran@aucomprend aisément qu’en fonction de
espéce testée, la toxicité de la substance peilerihent étre sous-estimée, puisqu’il n'y a
pas une seule espéce qui serait trés sensibléea tes substances (Cairns 1986). En vertu du
principe de précaution, il vaut mieux se baserlasirsensibilités les plus marquées pour
évaluer les risques posés par une substance. Réogntatidou et Thomaidis (2007) ont
démontré que le diuron et l'irgarol 1051 représgntm risque environnemental, puisque les
CEso déterminées pour les especes maiiasaliella tertiolectaet Navicula forcipatasont
dans les gammes de concentrations retrouvees iem miarin pour ces substances. De plus,
les auteurs insistent sur lintérét d’étudier teidité des substances et/ou de leurs métabolites
en mélange, une exposition simultanée a plusiewrstaces pouvant générer des effets
additifs, antagonistes ou synergiques.

La sensibilité des espéces aux polluants est-gider@ent influencée par leur mode de
conservation (repiquages réguliers ou congélattonditions de lumiére, température et
nutriments) ? Dans le cas d’'une conservation glasgar repiquages, puisque I'évolution du
patrimoine génétique de la souche n'est plus seumis contraintes environnementales
naturelles, est-ce que la souche testée a ensoneélmes propriétés que la souche de départ
isolée a partir du milieu naturel ? Quelle estfllience des éventuels traitements anti-
bactériens sur la sensibilité des especes auxnoimatats ? Dans quelle mesure ces facteurs
interagissent-ils avec la réponse des cellules @xigue ? C'est parce que tous ces facteurs
ont une influence sur le comportement des cellgiés est nécessaire de bien définir les
conditions de I'expérience. Dans ce cas, quelléaestleur environnementale des sensibilités
ou des toxicités démontrées ?

Le but de l'écotoxicologie est d'évaluer Iimpacum contaminant dans I'environnement
naturel. Etant donné la complexité des phénoméneésfiyencent I'expression d’une toxicité
au niveau d'une population phytoplanctonique, theeche s'est tournée vers des systémes
simplifies a l'extréme : les tests monospécifiqaes conditions contrélées. Cependant, il
apparait évident que le seuil de toxicité démasmtréaboratoire et en conditions parfaitement
controlées, n'est pas forcément représentatif dill de toxicité qui peut intervenir en milieu
naturel, au niveau de communautés. C'est pourgaeguiSet al (2001) recommandent
l'utilisation de tests sur des communautés naggredh micro- et mésocosmes pour obtenir
des données fiables sur la toxicité d’une substmeéveau d’écosystemes aquatiques.

1.2.3. Tests plurispécifiques

Afin de pallier aux inconvénients des tests monuBgees, depuis 40 ans les
ecotoxicologues ont développé des approches plogpleres et plus intégratives. Les
systéemes expérimentaux mis en place, de tailleraplexité variables, ont pour objectif de
fournir une description plus réaliste du devenidet impacts des contaminants au niveau
d'écosystemes simplifies ou miniaturisés. Ces mietanésocosmes offrent la possibilité de
tester des xénobiotiques seuls ou en mélange, rearou plusieurs composantes des
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écosystemes naturels gu'ils tendent & mimer. lresete microcosmes et mésocosmes n'ont
pas de définition précise, la distinction entredeax peut étre faite en fonction de leur taille
et/ou de leur complexité. Caquedt al (1996) proposent I'emploi du terme « mésocosme »
pour les systemes artificiels placés en condiamméronnementales naturelles, et qui affichent
une complexité et une stabilité suffisantes paerdables et s’auto-entretenir. Dans ce travail
de thése, le terme mésocosme est employé poumiEs @xpérimentales volumineuses
situées a I'extérieur et incluant plusieurs nivefrophiques. Giddings et Eddlemon (1979)
décrivent les microcosmes comme des unités exp#afes uniques pour évaluer le
comportement de contaminants au niveau écologigueettant de combler les lacunes entre
les tests d’écotoxicité normalisés et les étudeendain. De plus, ces systemes préservent la
complexité écologique et la stabilité caracténstigles environnements naturels. Une grande
variété de systemes a été décrite dans la littératientifique, mais nous nous focalisons ici
principalement sur les systemes d'étude incluantdmpartiment phytoplanctonique ou
périphytique, si possible exposé a un pesticicewubiocide.

Microcosmes “indoor”

34

Les microcosmes indoor sont des unités expérinesntiuées hors du contexte écologique
naturel, en laboratoire ou en serres. Le volumeudiss, la durée de I'expérience, le nombre

de maillons trophiques, ainsi que l'origine desanigmes et de l'eau utilisée sont trés

variables et dépendent notamment des objectifétddes, mais aussi des facteurs logistiques,
financiers et humains.

Une approche assez simple du point de vue écob@tjgertainement peu colteuse, a été
mise en place par Gustavseiral (2003) pour évaluer 'effet du temps d’expositi@quatre
herbicides sur du périphyton. Aprés deux a troimasges de colonisation du périphyton
naturel de ruisseau sur des petits disques en esrdisques ont été incubés en tubes de 10
mL enrichis afin de favoriser la croissance dupgbéton. L'expérience, réalisée sur 48 h et a
deux moments de l'année, a permis de montrer uaedgrvariabilité de réponse des
communautés périphytiques, selon la saison et ldooomposition de la communauté, et le
temps d’exposition aux herbicides. Les auteurdgmaiit gu’un test de ce type réalisé sur des
communautés composées d'especes tolérantes ausidesripourrait conduire a une sous-
estimation du risque. En effet, des expériences étitréalisées sur des communautés
naturelles de phytoplancton et périphyton, prélesee plusieurs sites plus ou moins pollués
du Lac Léman (Béraret al, 2003). Ces communautés, maintenues en laberatoir
bouteilles de 500 mL et enrichies en nutriments,é&xé@ exposées a lirgarol 1051 pendant
cing jours. Ce systeme expérimental a permis déarat évidence une restructuration des
communautés provoquée par l'irgarol, certainescespétant stimulées, d’autres inhibées. Il 'y
a donc une variabilité especes-dépendante de daibiigd, avec une tolérance plus élevée
démontrée pour les communautés provenant dedesitpls pollués. Une autre étude sur du
périphyton et phytoplancton naturel de riviere,cameubation au laboratoire en bouteilles de
3 L et exposition au diuron pendant six jours, amge de démontrer la sensibilité de ces
communautés, avec une inhibition du développengal iatervenant & une concentration en
diuron réaliste du point de vue environnementak¢®et al, 2006). Les communautés
peuvent réagir assez rapidement a la présencecdihtaminant, mais elles peuvent aussi
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« récupérer » la fonction perturbée en quelques,jdiou I'importance du pas de temps pour
léchantillonnage. Ainsi, Larsert al (2003) ont exposé une communauté naturelle de
phytoplancton cétier a I'antifouling DCOI en micostes de 5 L pendant 16 jours. Les
échantillonnages intermédiaires ont permis auxuesitde constater, aux concentrations les
plus élevées, une inhibition de la photosynthese’dtait plus visible a la fin de I'expérience.
L'application de l'outil PICT (Pollution-Induced @umunity Tolerance) leur a en outre
permis de détecter une tolérance accrue de ceswummias, tolérance qui a persisté pendant
les 15 jours suivants.

Phytoplancton et périphyton peuvent aussi étre temis dans des systemes plus
volumineux, ayant peut étre une stabilité plus if@mbe et permettant un échantillonnage
régulier, sans risquer de perturber le fonctionmtroe la structure du micro-écosystéme par
des préléevements trop importants. Avec des aquariden22 L remplis d’eau de mer,
colonisés par du périphyton et soumis a un coa@mtinu d’eau de mer pompée du milieu,
Dahl et Blanck (1996) ont pu démontrer qu'une eitposau TBT pendant deux a trois
semaines, pouvait générer une tolérance accrueatesiunautés exposées. De plus, les
auteurs ont déterminé un seuil deffet a long terdie TBT sur les communautés
périphytiques marines (0.5 nM). Cette concentragiuil est identique a celle déterminée par
les mémes auteurs sur du périphyton marin lorsed@inde de terrain. Les auteurs concluent
donc que leur systeme de microcosmes indoor emiagpsaest suffisamment réaliste pour
produire des données fiables d’'un point de vueogmple. Méme si les systéemes indoor ne
permettent pas de mimer 'ensemble des conditiangetlles, il semble que dans certains cas
les résultats obtenus puissent correspondre aets elétectés dans le milieu naturel. On sait
gue les communautés naturelles, une fois confiséesicrocosmes, patissent de leffet
bouteille, qui peut agir comme une pression dectidte en éliminant certains taxons.
Cependant, dans certains cas l'exposition nécessite période d'acclimatation des
communautés aux conditions de laboratoire, ce euii @ncore accentuer la « dérive » de la
communauté par rapport a sa composition initisdgtaRt du postulat que les réponses de
microcosmes dérivés de communautés naturelles ieldvrétre indépendantes de leur
composition initiale, Stagt al (1989) ont appliqué un protocole d’expositionretuant une
longue période d’acclimatation. Les communautéscfibmiques prélevées dans quatre lacs
différents ont été acclimatées en aquariums de Péndant deux mois, puis en bouteilles
d’'1l L pendant six semaines avec un enrichissemerntifnL’exposition des communautés a
l'atrazine pendant les 42 jours suivants a monti€ lyne des communautés était moins
sensible a I'herbicide. Malgré cela, les valeurdadéité trouvées par les auteurs étaient du
méme ordre de grandeur que celles de la littérature

La sélection exercée par les étapes d'acclimatagaisque-t-elle pas de favoriser les especes
les plus tolérantes a des modifications physicotchies de leur environnement naturel ? En
modifiant la composition spécifique des communaydgés une telle procédure, peut-on
considérer que la communauté exposée est encoésaetative de celle prélevée dans le
lac ? Alors que les microcosmes sont censés pradimnieux les réponses des systemes
naturels a un contaminant, ne devrait-on pas émtemaximum de perturber ou modifier
I'équilibre des communautés prélevées, que cepsoitdes enrichissements nutritifs ou de
longues périodes d’acclimatation ? Quand ces mEEiednt nécessaires, leur durée devrait
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étre déterminée en fonction du temps de générdiiomphytoplancton, afin d'éviter une
pression de sélection trop importante sur la conanméravant 'exposition.

Les études portargur les communautés naturelles de phytoplanctordeoypériphyton,
peuvent difficilement s’affranchir du compartimdatctérien, méme si les mesures réalisées
n’en tiennent pas toujours compte. Par contreguer$on s’y intéresse de plus pres, les effets
des pesticides sur le phytoplancton peuvent awssi des conséquences sur la boucle
microbienne, si importante dans les flux de matiges substrats artificiels utilisés pour la
colonisation du périphyton, incluent forcément dastéries qui vont constituer le biofilm
permettant au périphyton de se développer. DelLorenal (1999a) ont utilisé des substrats
en mousse de polyuréthane, placés en estuaireppouettre la colonisation d'organismes
microbiens nageants et sessiles. Les supporiljésstn aquariums de 4 L au laboratoire, ont
ensuite été exposés a trois pesticides, qui aettéffa structure et les fonctions de la chaine
microbienne. Soulignant la possibilité d'impacts #&s niveaux trophiques supérieurs,
DeLorenzeet al (1999b) ont reproduit une expérience plus conepiexincluant ces derniers.
Toujours avec ces supports colonisés par les coautégimicrobiennes naturelles et validés
par de précédentes expériences, les auteurs sotimettre les communautés a des variations
de salinité et de courant de marée reproduitegres, sifin de simuler 'apport d’atrazine par
une source d'eau douce dans un estuaire. La el cle microbienne dans son ensemble
a été impactée de facon significative par I'hedeici

Le design des microcosmes peut devenir trés rapittesssez compliqué, selon le nombre de
niveaux trophiques a inclure, mais aussi selorotalbne de modalités d’exposition, ce qui
tend a complexifier les interprétations possibl&ans I'environnement naturel, les
organismes sont en général soumis a des cockéat®mtaminants, qui peuvent avoir des
effets additifs, synergiques ou antagonistes. Raudegs se sont risquées a tester plusieurs
pesticides en méme temps, bien que tout le moratemstde a en relever la nécessité.
Hartgerset al (1998) ont testé un mélange de trois herbicidgsdes communautés
comprenant des organismes planctoniques et des-meaertébrés, en microcosmes indoor
de 600 L pendant 28 jours. L'exposition chroniqueaaduit a un changement de la
composition de la communauté phytoplanctonique giia une perturbation temporaire de
son meétabolisme. Réalisant [I'exposition simultanée communautés zoo- et
phytoplanctoniques a deux insecticides en microessnmdoor pendant quatre semaines, Van
den brinket al (2002) ont aussi montré des atteintes de la csitgpode la communauté
phytoplanctonique aux plus fortes concentratioriasecticide.

Ces systemes de microcosmes indoor se veulentéallistes que les tests monospécifiques.
lls ont pour but de pouvoir contrdler un certairmboe de facteurs physico-chimiques
intervenant dans l'exposition a un toxique (tenmpéea éclairage, nutriments, pH, salinité,
etc). Toute une variété de systemes existe du pEntvue de la représentativité
environnementale : la température, la salinité @eugtre ajustées a celles du milieu naturel,
leau du milieu sert parfois a remplir les micraoes. La luminosité est plus rarement
représentative de I'éclairage naturel, car il 8tite de reproduire le spectre de la lumiére du
soleil en incluant les variations quantitatives a@alitatives liées aux conditions
météorologiques. Au niveau biologique, les micsooes peuvent étre colonisés par des
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organismes «de laboratoire » (poissons, macragphyteu provenant du site d'étude.
Concernant le phytoplancton et périphyton, il $'dgi plus souvent de communautés
naturelles.

Ces systéemes sont donc plus représentatifs desitimamdnaturelles que les tests
monospécifiques et plus simples que les écosystiralss Le contréle d'un certain nombre
de parametres permet aussi de simplifier les idttipns possibles des effets observés, mais
lextrapolation a dautres types d'écosystéemes tnjgas appropriée. Certains auteurs
considérent que leurs systemes peuvent suffire ggterminer des seuils de sécurité pour
certaines substances (Giddings et Eddlemon, 19@8 Wijngaarderet al, 2005),mais dans

les limites physico-chimiques et climatiques cqoesiantes.

Ces approches peuvent donc paraitre insuffisar¥ss,pourquoi de nombreuses études sont
faites sur des systemes de micro- ou mésocosmedcooo», c'est-a-dire placés a I'extérieur,
voirein situ

Microcosmes “outdoor”

Les microcosmes outdoor sont des unités expéritasntiacéed sity, dans des ruisseaux,
étangs, lacs, mais aussi au niveau marin cotiepeut aussi s'agir de bassins artificiels
expérimentaux placés a I'extérieur et exposéduarigre et a la température ambiantes.

En général, les études focalisées sur le phytdplanpeuvent étre réalisées avec des
contenants peu volumineux, le plus souvent deseilestde volumes variables, remplies
avec I'eau du milieu filtrée a 140-250 um, afinliddner les grands brouteurs, mais aussi les
débris divers.

Bérardet al (1999b) ont réalisé 12 expériences identigqéparties sur quatre années, au
printemps, début et fin d'été, avec le disposikpé&imental suivant: les communautés
phytoplanctoniques naturelles étaient prélevéesgsren bouteilles de 5 L et placéesitu
dans le Lac Léman pendant 10 a 21 jours. L'expemiegtait stoppée avant que les
communautés témoins n'atteignent la phase statfennaes microcosmes étaient sous
bullage continu afin d'éviter la sédimentation diegies et I'épuisement des carbonates. Selon
les expériences, il y avait trois a cing répligadeir les microcosmes témoins et pour les
microcosmes exposés a 10 pg/L d'atrazine. Cetie d@xpériences a permis aux auteurs
d’'observer des variations considérables dans t'efée 'herbicide sur les espéces et la
communauté entiere. Dans certains cas, les micrsogontaminés avaient une densité
cellulaire plus importante, due a des espécesaupes d’especes particulierement tolérants a
latrazine. Il a été montré que cet herbicide paumhiber les especes sensibles et augmenter
la croissance des especes plus tolérantes, rédaisan la compétition entre especes. Le
toxique peut donc exercer une pression de sélesliola communautdu cours des quatre
années d’'expérience, il y a eu des réactions oppacertaines especes et des variations de
la restructuration des communautés, qui semblemtag8sociées aux variations saisonnieres.
En effet, les variations saisonniéres des parasnéetreironnementaux vont conditionner la
composition et la succession des communautés,caieses interactions entre especes, le tout
pouvant affecter la réponse des communautés auapbllPar exemple, avec le méme
dispositif expérimental, Béraet al (1999a) ont montré que dans la communauté exposée
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l'atrazine, 'une des espécé3scillatoria limnetica était inhibée en conditions froides (début
du printemps) alors qu'elle était stimulée en dimu chaudes (ét€). Cela illustre qu'une
espéce donnée, en fonction des parameétres envitentaix et de la composition de la
communauté a laquelle elle appartient, peut se adenglifféeremment face a un toxique. Les
tests plurispécifiques peuvent inclure des intenast écologiques importantes et mieux
prédire le risque écotoxicologique des contamindatss les systémes aquatiques. Toujours
avec le méme dispositif expérimental appliqué férdiftes périodes de l'année, Bérard et
Benninghoff (2001) ont évalué la tolérance des canautés phytoplanctoniques induite par
l'atrazine. L'approche utilisée était celle du PIQPollution-Induced Community tolerance,
Blancket al, 1988 in Gustavson et Wangberg, 1995). Partapbdiwlat que la tolérance des
communautés exposées chroniquement a un herbgideugposée plus grande que celle
d’une communauté comparable n'ayant jamais étéséep@érard et Benninghoff (20Qi)t
testé le PICT sur les microcosmes témoins et egpp$étrazine. En associant le concept du
PICT avec des analyses microscopiques afin detéasac précisément la composition des
communautés, les auteurs ont constaté que l'atrazioonduit a une restructuration de la
communauté en perturbant sa composition spécifapex; un effet trés variable en fonction
des saisons. Parmi les communautés exposéesaditiafrl'induction d’'une tolérance chez
certaines d’entre elles est intervenue apres deroisdsemaines d’exposition. De hombreux
facteurs peuvent influencer la sensibilitté des camamtés a un toxique, mais aussi leur
tolérance.

Etant donné les variations de réponses des comidsnpaur un composé, il peut étre
difficile de classer les contaminants selon laditkidémontrée. Il est nécessaire de réaliser
plusieurs expériences sur des communautés, englaliérentes conditions physico-
chimiques et biologiques, pour mieux évaluer lacttex d’'une substance par rapport a une
autre. Par exemple, Leboulanggral (2001) avaient démontré une toxicité plus impibeta
de l'atrazine comparée au nicosulfuron, avec ds teonospécifiques. L'expérience a aussi
été réaliséan situ sur des communautés naturelles exposées a 10ayhzine ou de
nicosulfuron, avec le protocole expérimental deaBEet al (1999b) décrit plus haut.
L'analyse spécifique des communautés révéle umnatifférente des deux herbicides, avec
une perturbation plus importante de la composities communautés exposées a l'atrazine.
Cette derniére semble donc plus toxique que lesulitwon sur les communautés naturelles,
bien gu'aucun effet massif n'ait été détecté. lfmince de toxicité des deux composeés est
ici moins nette qu’en tests monospécifiques. Csglteds sont confirmés par Segeihal
(2001) qui ont réalisé cette expositionsitu & sept reprises : ils ont montré que l'atrazine
inhibait plus d’especes que le nicosulfuron, méntesscibles étaient différentes. Méme si la
variabilité importante des résultats obtenus &rmifftes saisons rend compte de la difficulté
de conclure avec ce type d'approche, ces expésigrarenettent de reproduire fidelement la
pression de sélection exercée par un toxique seircammunauté. Cependant, les auteurs
soulignent les biais induits par I'absence des anixetrophiques supérieurs comme les
brouteurs (dans cette étude, les brouteurs contlamssl’'eau filtrée a 250 um étaient éliminés
par un bullage a l'azote), qui exercent eux-ménmespession de sélection en consommant
préférentiellement certains taxons.
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Les systemes de microcosmies situ développés par Annette Bérard sont relativement
simples et semblent pratigues a manipuler. Ceperidasont limités dans la durée, par la
croissance de la communauté phytoplanctoniquefféin @mme les nutriments ne sont pas
renouvelés, l'atteinte de la phase stationnairdeesignal d’'arrét de I'expérience. De plus,
évolution des communautés confinées en microcesme pas été comparée a celle des
communautés présentes sur le site expérimentale@ait donc pas dans quelle mesure cette
évolution est représentative de la réalité. Or,d@samiques de populations observées en
microcosmes révelent souvent l'apparition d’eftmences (Petersen et Gustavson, 1998 ;
Bérard et Benninghoff, 2001), ce qui peut étredifiérent des dynamiques observées dans le
milieu environnant (de la Broise et Palenik, 20@%).niveau marin, de la Broise et Palenik
(2007) ont développé un systéeme de microcosmesugriles d’1 L remplies avec de I'eau
du milieu filtrée a 225 um et incluant une phaseegse. lls ont montré qu’en appliquant un
renouvellement du milieu équivalent a 5% du volupsr jour, les fluctuations de
Synechococcudans les microcosmes étaient dans les mémes ganqumexlles observées
dans l'eau environnante. Les picoeucaryotes quagixa présentaient des fluctuations de
concentration plus importantes que le milieu emviemt. Néanmoins, le modéle proposé
semble satisfaisant pour maintenir les communalig®dplanctoniques sur deux semaines,
en évitant la formation d'une efflorescence.

Des systemes nettement plus volumineux ont ausshist en ceuvre pour étudier l'effet de
toxiques sur le phytoplancton. Ainsi, GustavsolVéingberg (1995) ont utilisé 12 enceintes
cylindriques de polyéthyléne denviron 6°nde 3.5 m de profond, remplies avec I'eau
naturelle et misem situ dans un lac mésotrophe. Leur but était d’exp@secémmunautés
phytoplanctoniques au cuivre et a l'atrazine, dérdéterminer si cela entrainait une tolérance
accrue des communautés pendant les 20 jours geiemce. Les auteurs ont réalisé un suivi
de certains paramétres du lac au cours de l'expériéchla, pH, nutriments, carbone
organique particulaire et azote organique parire)lafin de les comparer aux enceintes :
excepté pour la biomasse algale @htt le pH, les auteurs ont déterminé que lesuiticins
des autres parametres étaient a peu prés simi@gsus, a la fin de I'expérience, les valeurs
de pH et de chh mesurées dans le lac et les enceintes étaientv@ano semblables. Les
enceintes peuvent donc étre considérées comme de Imodeles représentatifs de
I'écosystéme lacustre. Souhaitant améliorer lailsittésde l'outil PICT pour détecter une
tolérance accrue des communautés exposées a amownit, Petersen et Gustavson (1998)
ont utilisé le méme dispositif expérimental. Desnomnautés phytoplanctoniques ont été
exposées pendant trois semaines au TBT, et le K& appliqué sur des fractions de tailles
de phytoplancton obtenues par filtration a diff@erporosités. Les auteurs ont pu montrer
gue le microphytoplancton avait développé une dot&r au TBT, alors que ni le
picophytoplancton, ni la communauté dans son eriseniavaient montré de tolérance.
L’hypothése émise dans d'autres études et validae cklle-ci est que la réponse a un stress
toxigue dans les communautés se traduit par urgehent de composition des espéeces vers
des algues plus petites, qui auraient un avantgetit di a leur rapide colonisation des
niches vacantes générées par le toxique. Ainshéde concept du SF-PICT pour Size-
Fractionated PICT, qui a été 1000 fois plus semgiblr la détection du stress lié au TBT, que
le PICT appligué a la communauté entiere. En aitide méme systéme expérimental, la
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validation du SF-PICT a été reproduite sur une eawkpérience d’exposition du
phytoplancton au TBT pour comparer la Concentrafians Effets ainsi obtenue avec celles
obtenues par d'autres mesures (Petersen et Gust2060).

Les microcosmes outdoor, quelle que soit leuretadlpportent une meilleure représentativité
environnementale, puisqu’ils sont soumis a I'éatgarnaturel et a la température du milieu, et
sont généralement constitués par 'eau du miliestecant les organismes a tester. Les
systemes de petite taille permettent de prévoinambre de réplicats compatibles avec une
validation statistique des résultats, ce qui eshsnaisé avec les systemes plus volumineux.
Par contre, les fluctuations observées dans leuménvironnant peuvent étre difficiles a
reproduire a l'intérieur des microcosmes, notamreebtassage des masses d'eau et les flux
d'organismes et de nutriments. Les systemes démitsiettent de mieux caractériser les
effets des polluants sur les communautés phytdplaiqoes, par contre, dans certains cas
labsence des organismes brouteurs conduit a upgpritation biaisée des phénomeénes
observés. C’est pourquoi certains systémes exp@ameont été développés, contenant une
plus grande variété d’organismes et de niveaukitjops : les mésocosmes.

Mésocosmes
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Les mésocosmes décrits ci-apres sont des systemaesedsés par la présence de plusieurs
niveaux trophiques, ce qui permet d'étudier legtefidirects et indirects des substances
testées, au regard des interactions trophiquesi, Afasunoet al (1993) ont développé des
systémes de sacs souples flottants d’envirorf, Z2mpolyéthyléne, disposés situ dans un
étang. Ces systemes souples permettent le mélarigenthsse d’eau par la transmission des
mouvements de [Ileau environnante. Les communautégtogbanctoniques et
zooplanctoniques ont été exposées a l'insectigdacipfos pendant 56 jours et les auteurs
ont pu montrer des effets indirects de l'inseaticgdr le phytoplancton, par la suppression de
certains éléments du zooplancton.

Les mésocosmes, de par leur taille et leur conglegeuvent étre considérés comme de
véritables écosystemes artificiels. lls représertassi I'outil idéal pour étudier et caractériser
une pollution. Cependant, s’ils remplissent leeteitde représentativité, certains auteurs ont pu
montrer que la variabilité entre réplicats étaipamante. Lozanet al (1992) ont utilisé 12
bassins littoraux contenant du périphyton, du gigtwton, des macrophytes, des micro-
invertébrés, des macro-invertébrés et des pois€Es.communautés ont été exposées a
linsecticide esfenvalerate, avec deux réplicats qundition, pendant huit semaines. Les
auteurs ont observé une grande variabilité enpleaiés, mais cela n'est pas surprenant avec
seulement deux réplicats par condition. Une étuéie aéalisée, sur la colonisation naturelle
du phytoplancton dans 12 bassins expérimentauxiddes de 517 rh(Rosenzweig et
Buikema, 1994). La premiere année de colonisdtisrsuccessions phytoplanctoniques entre
les bassins étaient globalement similaires, ceperidadétail du suivi fait apparaitre des
variations du nombre et de la densité des taxaFsepis entre les bassins et dans le temps.
Ces systemes, plus réalistes au niveau environtemsont donc difficiles a répliquer car
leur variabilité est tres importante. La succespioytoplanctonique intervient aussi dans cette
variabilité car elle est influencée par les nutriteest la température. Les auteurs ont évalué la
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précision des paramétres mesurés sur la commueradibirction du nombre de réplicats : ils
considérent qu'il faut prévoir au moins six regtcear traitement.

D'autres études ont montré les mémes problémesadabiité des communautés entre
réplicats : utilisant des bassins circulaires de’8avec des sédiments et plusieurs niveaux
trophiques, Caquetdt al (2001) ont observé une variabilité des paraméimsgiques entre
réplicats. lls I'expliquent par une évolution asymne des communautés et des différences
dans les procédés de structuration des communddiss différences de dynamique du
phytoplancton entre mésocosmes pourraient ausiij@pcette variabilité. Les auteurs ont
aussi trouvé que les parametres structuraux demgpautés étaient plus variables que les
parameétres fonctionnels, ce qui peut aussi bibiistarprétation des données. Dans le méme
genre d'étude, Seguiet al (2001) ont utilisé 15 bassins de 8 mmplis avec de I'eau non
polluée, des sédiments, du phytoplancton, du zocipia et des macrophytes. lls ont exposé
ces organismes aux herbicides atrazine et nicosalfpendant deux mois. Les auteurs
soulignent que I'évaluation statistique des eféstiscompliquée par la variabilité importante
entre réplicats. Par exemple, pour le phytoplanaes blooms peuvent intervenir mais pas
exactement au méme moment, et l'intervalle d’édlmmiage ne permet pas toujours de voir
ces phénomeénes. Les successions saisonnieres tdplgigton interviennent aussi car elles
ne sont pas forcément identiques dans les répliRatss cette expérience, les auteurs ont pu
constater une restructuration plus importante desramnautés phytoplanctoniques exposées
a latrazine, par rapport au nicosulfuron. lls aonént ainsi les effets déja observés en
microcosmesn situ dans la méme étude. Ces systemes sont encorespiésentatifs des
écosystémes naturels, mais ils sont moins aisépliguer et la variabilité importante entre
réplicats peut géner la détection d’effets dusoataeninant.

Les mésocosmes permettent d’identifier simultanétesreffets directs et indirects et de voir
les réponses a différents niveaux d’organisatiologique (Caquett al, 2000). Ce sont des
systemes complexes, volumineux, nécessitant lesaougent des temps de stabilisation, et
probablement moins soumis aux effets parois quenleocosmesn situ de petit volume.
Mais les contraintes technigues et économiqueteliiies possibilités de réplication (Forbes
et Forbes, 1997).

Les études en mésocosmes sont probablement les réwlistes du point de vue
environnemental. Mais c’est ce réalisme qui reratjol unité expérimentale unique, de par
sa variabilité biologique et son évolution. La cterjpe qui caractérise les mésocosmes, avec
le réseau d'interactions trophiques et de compeétiéntre les composants, augmente la
difficulté d'interprétation des résultats de ceetypétude. La variabilité importante entre les
réplicats d'une méme condition, peut aussi mas@geeiains effets provoqués par un
contaminant (Barry et Logan, 1998). Dans certaass loutil expérimental mis en place peut,
de par ses caractéristiques propres, desservobgasifs. Les mésocosmes restent tout de
méme des modéles réalistes permettant d’appréhéeslesffets des toxiques au niveau
environnemental, ce qui aide a mieux comprendirtapréter les données issues des études
de terrain.
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Etudes de terrain

Les tests mono- et plurispécifiques nous ont agpres la réponse du phytoplancton a un
contaminant peut étre influencée par une multitddefacteurs physiques, chimiques et
biologiques. Cette réponse est aussi conditionaeep éventuelles expositions simultanées a
d'autres contaminants et/ou par des expositionsegeites. C'est probablement la raison
pour laquelle trées peu d'études de terrain somiodibles concernant la composition des
communautés phytoplanctoniques en relation ayasalllation de sites.

Une étude a été realisée sur les communautésliestale périphyton et phytoplancton d’'une
riviere (Dorigo et al, 2004) échantillonnées d’amont en aval, le lohgq dyradient de
pollution. Les auteurs ont mesuré la tolérance desymunautés a latrazine et a
lisoproturon : les communautés périphytiques pnawt du site le moins pollué, étaient plus
sensibles aux deux herbicides que les communatdgsnant du site le plus pollué. Les
communautés phytoplanctoniques ont, elles aussiirénane tolérance induite associée au
gradient de pollution, et visible pendant plusiesesnaines. Les auteurs précisent que le
gradient de tolérance a persisté méme en dehoggededes de contamination des sites. Une
autre étude sur une petite riviere (Pextcal, 2008) réalisée sur 11 mois a permis de montrer
une perturbation des communautés phytoplanctonjgses aprés les pics de pollution dus
aux pesticides. La difficulté de ce type d'étudede dans l'incrimination des effets observés :
un suivi de contamination des sites doit étre s€alce qui conduit a faire des analyses
régulieres et tres colteuses sur des dizainessiligéll faut ensuite tenter d’associer les
effets a tel ou tel type de polluant, en considégassi les variations éventuelles des autres
parametres physico-chimiques. Il faut aussi déteamin site de référence non pollué. Si ce
critere peut étre trouvé facilement dans le capetiés ruisseaux, au niveau cotier cela peut
s'avérer plus compliqué. Au vu de ces difficultés, peut comprendre que peu d'études de
terrain visant a caractériser les effets de pofistisur des communautés indigenes aient été
faites.

1.3. Conclusion
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Nous avons vu que le phytoplancton est constitoéahismes trés variés que ce soit au
niveau de la morphologie, des besoins nutritifscolotenu pigmentaire... Les successions
phytoplanctoniques dans le milieu naturel soneggar de nombreux facteurs qui dépendent
du climat, des apports nutritifs et des interastiavec les autres organismes de I'écosysteme.
De par la position du phytoplancton dans les réséaphiques, sa perturbation pourrait
entrainer des conséquences sur d’autres nivegahiques. L'étude de I'impact des pesticides
sur le phytoplancton révele une grande diversitéeédenses, allant d’'une grande sensibilité
avec inhibition de croissance, a une tolérance riapie avec stimulation de la croissance,
selon les especes considérées. Les tests mis @n goar évaluer le risque posé par les
pesticides sur le compartiment phytoplanctoniqugoemmis a la communauté scientifique de
prendre conscience de linadéquation des tests spénifiques pour prévoir la réaction d'une
espéce donnée face & un contaminant dans I'engiraemi. A contrario, I'intégration de tous
les facteurs physico-chimiques et biologiques atopole expérimental induit une variabilité
qui peut finalement masquer les effets recheroB&st pourquoi, lorsque I'on souhaite
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étudier les effets d’'une ou plusieurs substanaee ginytoplancton, il faut trouver le meilleur
compromis entre représentativité environnementalgrdtocole expérimental, réplicabilité,
validation statistique des effets observés et lpligsd’interprétation de ces effets.

La mise en évidence d'éventuels effets de contansindépend également des méthodes
analytigues qui seront appliquées a la communahdoganctonique. Les principales
méthodes appliquées aux communautés naturelledsenpees dans la littérature sont décrites
dans la partie suivante.
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2. Méthodes d’analyse appliquées au phytoplancton
naturel

La caractérisation des communautés naturelles goptdncton peut étre basée sur des
parametres de fonction et/ou de structure. Lesipéles analyses relevées dans la littérature
scientifique sont décrites ci-apres.

2.1. Mesures de la fonction des communautés

Les mesures les plus communément appliquées palieréles fonctions des communautés
phytoplanctoniques portent sur la biomasse aliggiotosynthese et la production primaire.

2.1.1. Evolution de la biomasse algale

La mesure la plus répandue dans la littérature ecoant le phytoplancton, est la
guantification de la chlorophylie (chl a). Ce pigment est généralement considéré comme un
bon représentant de la biomasse algale, puisctilpgsent chez toutes les especes de
phytoplancton (Jeffreyet al, 1997). Il est communément admis que [|'évolutae la
concentration en cla au cours d'une expérience permet d'évaluer lssaoice globale de la
communauté. Cependant certains auteurs considgrente parametre n'est pas forcément
représentatif de la biomasse, puisque le contellulage en chla peut varier entre les
especes, mais aussi en fonction des conditiongivagtr(Kruskopf et Flynn, 2006) et de
I'éclairage (Rodriguegt al, 2006).

La mesure de la chd repose sur ses caractéristiques spectroscopigieserption de la
lumiere (spectrophotométrie) ou fluorescence (ftuéirie). Les deux méthodes nécessitent le
plus souvent de réaliser une concentration préatibla biomasse suivie d’'une extraction des
pigments.

La méthode spectrophotométrique est la plus wildgns les études sur les communautés
phytoplanctoniques exposées a un contaminant (@Sostaet Wangberg, 1995 ; Dahl et
Blanck, 1996 ; Hartgenst al, 1998 ; Leboulangest al, 2001 ; Seguiet al, 2001 ; Van den
brink et al, 2002 ; Van Wijngaardest al, 2005 ; Pescet al, 2006 ; 2008).

Quelques études font appel a la fluorimétrie (Dehpoet al, 1999a ; 1999b) qui est plus
sensible que la spectrophotométrie d’au moins dreate grandeur. Cette méthode d’analyse
est particulierement recommandée dans le cas des pligotrophes, car elle évite d’avoir a
filtrer des volumes trop importants (Aminot et Kiget 2004).

La fluorimétrie peut aussi étre appliquée in viwwest une mesure de la fluorescence de la
chlorophylle présente a lintérieur méme des adlubhytoplanctoniques vivant dans le
milieu, sans extraction (Aminot et Kérouel, 200@gtte mesure fournit donc une indication
immédiate, voire continue, de 'abondance du pligtagon. Elle est tres utile pour suivre en
direct I'évolution de microcosmes et a été apptigieés de certaines expériences (Yaseino
al., 1993 ; Bérarckt al, 1999a ; 1999b ; Bérard et Benninghoff, 2001guieet al, 2001 ;
Bérardet al, 2003).
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2.1.2. Efficacité de la photosynthese

L'efficacité de la photosynthese peut étre mesavée la méthode de PAM (Pulse Amplitude
Modulated) fluorescence, dont le principe est leasii: les cellules phytoplanctoniques sont
incubées a l'obscurité afin que les photosysteim@sSl 1) soient au repos. Elles sont ensuite
exposées a un pulse de lumiére saturante, que desitPS Il. Ceux-ci reviennent a leur état
normal en émettant de la fluorescence. En foncifiétat physiologique des cellules, cette
fluorescence peut varier. Ce parametre est pa&tenient intéressant a exploiter, notamment
dans le cas d’expositions des communautés a daisithes inhibiteurs de la photosynthese,
agissant au niveau du PS Il, comme [lirgarol 105%doproturon, le diuron et l'atrazine
(Hartgerset al, 1998 ; Dorigo et Leboulanger, 2001 ; Bératdal, 2003 ; Dorigoet al,
2004).

2.1.3. Production primaire

Pour évaluer I'état fonctionnel des communautéssil possible de mesurer la production
primaire. Le principe est d’'incuber les communaptdgoplanctoniques avec une solution de
bicarbonates contenant fit marqué. Aprés un temps défini, incorporationcdbone est
stoppée et le surplus de bicarbonates extracefisilanarqués est évacué. L'ajout d'une
solution scintillante permet ensuite de mesureadaactivité incorporée par les cellules avec
un compteur a scintillation. Cette mesure, appiigaédes communautés exposées a des
contaminants, permet de vérifier si leur intédiméctionnelle est maintenue. Elle est utilisée
dans un grand nombre d'études impliqguant des pEsi¢Gustavson et Wangberg, 1995 ;
Dahl et Blanck, 1996 ; Petersen et Gustavson, 1998 orenzoet al, 1999a; 1999b ;
Petersen et Gustavson, 2000 ; Caguetl, 2001 ; Seguiret al, 2001 ; Gustavsost al,
2003 ; Larsewet al, 2003).

2.2. Mesures de la structure des communautés

Les études réalisées sur la structure des comnégnaaturelles s'appuient souvent sur des
analyses classiques, comme lidentification de®riaxet leur comptage au microscope,
associés ou non au calcul d'indices de diversitdis 'autres types d'analyses, apparus dans
les années 1980-1990, permettent d'appréhender mp&lement la structure des
communautés. Ces méthodes exploitent des cartigtesss morphologiques (cytométrie en
flux), pigmentaires (HPLC) ou génétiques (méthatiespreintes génétiques).

2.2.1. Identification et dénombrement au microscope
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Les études réalisées sur la structure des comnégnaaturelles peuvent difficilement
s'affranchir des analyses taxonomiques a partlys#osations au microscope. C’est I'analyse
la plus frequemment retrouvée dans les articlesntifajues, elle permet de caractériser la
composition spécifiqgue de la communauté sur lagjpelite I'étude.

Le principe consiste a fixer les échantillons dedamunauté, par exemple avec du Lugol, ce
gui permet de préserver l'intégrité des cellulagr @ plupart des especes. Cet échantillon est
laissé en sédimentation dans une chambre d'Uternpilis I'observateur identifie et
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dénombre les taxons présents au microscope opimyeesé. Certains taxons peuvent
nécessiter une identification plus précise au reoape électronique (ex : prasinophycees).

Cette analyse permet didentifier les taxons éwdletment affectés par des pesticides
(Gustavson et Wangberg, 1995 ; Dahl et Blanck, 1®#ardet al, 1999a ; 1999b ; Bérard
et Benninghoff, 2001 ; Leboulanget al, 2001 ; Seguiret al, 2001 ; Van den brinkt al,
2002 ; Bérareat al, 2003 ; Dorigaet al, 2004 ; Pescet al, 2006, 2008).

Malheureusement, ces analyses font appel a daslspes de la taxonomie, qui se raréfient
dans la communauté scientifique, et qui sont wégites pour leurs compétences. Il peut
donc étre difficile de faire toutes les analysasha@ées, d’autant plus gu’en général il faut
compter quelques heures de travail par échantilles. scientifiques se sont tournés vers
d'autres méthodes, qui, si elles ne permettentqugsurs d’identifier les organismes avec le
méme degré de précision, sont plus rapides et fienhdout de méme de voir des

modifications dans la communauté.

2.2.2. Empreintes pigmentaires

Les communautés phytoplanctoniques peuvent aussc&tactérisées par leurs empreintes
pigmentaires. Depuis la fin des années 60, leatsicjiges ont développé des méthodes ayant
pour but de séparer les pigments photosynthétigmestilisant d’abord la chromatographie
sur couche mince (Jeffr& al, 1997). Cette technique, appliquée aux pigmestpup dans
les années 80, a permis la séparation et lidestiin de plus de 25 chlorophylles,
caroténoides et produits de dégradation.

A partir des années 80, I'application de la chrograiphie liquide haute pression (HPLC)
aux pigments phytoplanctoniques a rendu possikleoiemieres études des communautés
phytoplanctoniques a grande échelle (Jefitegl, 1999). Le pouvoir résolutif des séparations
a été augmenté grace a l'utilisation de méthodgshase inverse, de détecteurs a barrettes de
diodes et de gradient de solvants. Ainsi, Wrightal (1991) ont pu séparer plus de 50
caroténoides, chlorophylles et dérivés a partoutteres d’especes de phytoplancton marin et
valider leur méthode sur des échantillons naturelsemplacement des colonneg @ar des
colonnes @a aussi permis la séparation de certains pigndentsles pics étaient confondus
(Goericke et Repeta, 1993). En 1999, grace a liarattbn des méthodes, le nombre de
pigments pouvant étre séparés a partir d'échadillzaturels passait a 68 (Jeffeyal,
1999). L'utilisation de colonnesg@vec une phase mobile contenant de la pyridingss a
permis d’augmenter la résolution obtenue sur csrfacs (Zapatet al, 2000).

L'étude de nombreuses souches de phytoplanctomaspaux scientifiques de constater que
certaines classes de phytoplancton contiennentedgseintes pigmentaires particulieres
(Jeffreyet al, 1997). Ainsi, ils ont pu constituer une listegigments considérés comme des
marqueurs des classes algales. Cependant, damasceds les pigments marqueurs ont été
déterminés a partir de peu d’especes. C'est pauilgfaut tenir compte de ce biais dans
linterprétation des données. De plus, les pigmemisqueurs ne sont pas exclusifs d’'une
classe algale, certains pigments étant communsisieqls classes algales (Jeffetyal,
1997).
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L'étude de ces pigments marqueurs peut tout de méogrenseigner sur les classes algales
potentiellement présentes ou impactées par unuexiEn chémotaxonomie, les rapports chl
amarqueur sont utilisés pour déterminer les abaretarphytoplanctoniques par classe
algale: ils sont associés a une détermination ntammue, et a des algorithmes
mathématiques (Lampert, 2001).

De nos jours, 'HPLC est couramment utilisée paurséparation, lidentification et la
guantification des pigments des communautés playtolgniques. C'est une méthode de
choix, du fait de sa grande sensibilité pour laed®n et la quantification (Jeffrest al,
1999 ; Zapatat al, 2000 ; Kwan Wong and Kim Wong, 2003) des pigsent

L'étude de la structure des communautés phytoplaiagttes par les empreintes pigmentaires
est rapportée dans de nombreuses études, quiramickes dynamiques phytoplanctoniques
spatiales et/ou temporelles (Gt al, 2002 ; Furuyat al, 2003 ; Estradat al, 2004 ; Marie

et al, 2006 ; Wanstrand et Snoeijs, 2006), mais a@ssiekpériences d’enrichissements
nutritifs (Suzuki et al 2005; Wong et Crawford, 2006). Dans le cas desles
écotoxicologiques, I'analyse des empreintes pigamest sert a caractériser les communautés
étudiées et/ou a démontrer un effet de la substast#e sur la structure des communautés
(Petersen et Gustavson, 2000 ; Gustaesal, 2003 ; Dorigeet al, 2004 ; Readmaet al,
2004 ; Devillaet al, 2005). Cet outil a aussi été appliqué avec supoér une étude de
surveillance de la qualité de I'eau (Shereirdl, 2006).

Cette méthode, qui informe sur la structure desyoamautés, nécessite certes un appareillage
colteux et sophistiqué, mais il est possible dy@ealles échantillons plus rapidement qu’'en
microscopie. Méme si le degré de précision desltaéswguant a la composition de la
communauté est moindre, ne permettant d'aller gsguja la classe algale, la possibilité de
multiplier les échantillons permet de limiter larighilité des résultats, par rapport a des
analyses microscopiques.

2.2.3. Cytométrie en flux
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Le principe de la cytométrie en flux consiste aa@nér une suspension cellulaire dans un
capillaire, grace a un liquide de gaine sous mesdi'action du liquide de gaine permet
d'aligner les cellules, qui, lors de leur passagdravers du capillaire, passent une a une
devant un laser. La plupart des systemes utilis@e@&anologie sont équipés d'un laser Argon
gui émet une lumiére bleue a 488 nm. Quand unieylarpasse devant le faisceau du laser,
elle diffracte la lumiere en fonction de sa ta#le,surface, sa structure interne et son indice de
réfraction. La diffraction axiale et aux petits ksgde la lumiere est mesurée par une
photodiode et donne une mesure appelée ForwargrSERC), qui renseigne sur la taille des
particules. La diffraction latérale et aux grandgles de la lumiére donne une mesure appelée
Side Scatter (SSC) qui est fonction de la comgexit granulosité de la cellule. La cellule
excitée par le laser réémet également a des lasgdemdes supérieures, en fonction de son
contenu en composés fluorescents. La lumiére @nise est collectée sur un banc optique
equipé de filtres sélectifs permettant de réecupgitsieurs fluorescences notamment dans le
vert, 'orange (phycoérythrine) et le rouge (chidrgle).
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Cette autofluorescence des cellules due a leursepig, permet leur analyse en cytométrie en
flux, directement sur des échantillons frais owesffixation et conservation adéquates (Vaulot
et al, 1989). Les données obtenues par cytométrianerafpartir de communautés naturelles
de phytoplancton, peuvent étre utilisées pour iiiemtet classer des populations
phytoplanctoniques en fonction de leurs caradtpiss optiques et pigmentaires. Les
populations couramment considérées en océanologieles cyanobactérieSynechococcus
etProchlorococcugles petits et les grands eucaryotes (Collieaeti@ell, 1999).

La cytométrie en flux est une méthode d'analysees lhaut debit : les appareils peuvent
enregistrer des milliers d'événements par secofddte méthode est particulierement
intéressante pour 'analyse d’organismes microgcesi abondants (>1@ellules/mL), qui
sont plus petits que 50 um (Collier et Campbelf9)9En effet, le diametre de la cellule
analytique étant généralement inférieur a 80 prie eblume analysé d'environ 250-300 L,
seules les cellules de petite taille et relativanadondantes peuvent étre discriminées. Cela
correspond au picophytoplancton (0.2-2 um) et dil panophytoplancton (2-10 um). Le
grand nanophytoplancton (10-20 um) et le microgtgtecton (20-200 pm) ne sont
généralement pas détectés en cytométrie en fluxfailude leur taille et/ou de leur
concentration.

Ces caractéristiques, inhérentes a la cytométrfienrenapportent donc une vision biaisée des
communautés phytoplanctoniques. Cette techniquewsfois complémentaire des analyses
au microscope, qui ne permettent pas lidentificagt le comptage précis des petites espéces
de phytoplancton.

Comme les analyses sont faites sur des tempsduts ¢quelgques minutes) et de petits
volumes d’échantillons, un grand nombre de réglipaut étre considéré, ce qui permet une
bonne validation statistique des résultats obtenus.

L'utilisation de la cytométrie en flux est trés aépdue en océanologie, elle apporte des
informations sur les populations naturelles, et &#ondance (Hofstraat al, 1994 ; Jonker

et al, 1995; Marieet al, 1999 ; Rutteret al, 2005). Elle permet la caractérisation de
communautés naturelles, ou de leur variabilitéapatt/ou temporelle (Simaet al, 1994 ;
Mackeyet al, 2002 ; Sosik et Olson, 2002 ; Cunningheinal, 2003 ; Estradat al, 2004 ;
Veldhuis et Kraay, 2004 ; Mariet al, 2006 ; Tarraret al, 2006). Mais son application aux
études d'écotoxicologie impliquant les communauigsirelles de phytoplancton n'apparait
gue dans un nombre limité d’études (Readetai, 2004 ; Devillzet al, 2005 ; Zamora-Ley

et al, 2006 ; de la Broise and Palenik, 2007).

2.2.4. Empreintes génétiques

Les analyses de communautés naturelles peuvengaasgalisées au niveau moléculaire, en
établissant un profil ou une empreinte génétigpeytr d’'un gene de la communauteé.

Les techniques d’empreintes génétiques telles gu®GGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) (Muyzeet al, 1993) ou la TTGE (Temporal Temperature Gradgat

Electrophoresis) (Yoshinet al, 1991), appliquées aux communautés, sont baséds s
principe suivant: 'ADN total de la communauté estrait, puis un géne commun a la
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communauté est amplifié par PCR. Les légeres @liffi@s existant entre les espéces pour ce
géne permettront la séparation sur gel des fragraemplifiés du gene.

Amplification :I'une des deux amorces utilisée pour la PCR esjjdiée d'un GC-clamp, qui
est une séquence de 30 a 50 nucléotides, et quefpdiéviter une dénaturation totale des
produits PCR lors de I'électrophorese dénaturdete.amorces sont définies de telle maniere
gue leurs séguences fassent partie des domaigetrgervés au cours de I'évolution, mais
elles encadrent une partie du géne qui est plisbl@entre les espéces : ce sont des amorces
universelles. De cette fagon, une seule paire d@enpermet théoriquement d’amplifier
lensemble des séquences de la communauté, métes sariations existent au sein de ces
séguences en fonction des organismes. Les prathiiBCR obtenus contiennent donc en
théorie les fragments amplifiés a partir de chaegpece présente dans la communauté, soit
un mélange de fragments ayant des variations desées. Dans le cas des communautés, le
gene le plus couramment amplifié est le géne cqutamt’ARNr 16S pour les procaryotes, et
le gene codant pour '’ARNr 18S pour les eucaryotes.

Séparation :la DGGE et la TTGE sont des électrophoreses démidst par gradient

chimigue de dénaturant dans I'espace du gel pdDGIGE, et par gradient thermique durant
le temps de migration pour la TTGE. Le pouvoir déret du gel est augmenté en ajoutant
de l'urée lors de sa fabrication. Ces techniquesgttent la séparation de fragments d’/ADN
de méme talille. Les produits PCR sont chargéesyel] et soumis & un champ électrique qui
permet la migration des fragments amplifiés. Lasaé et la distance de migration des
fragments dépendent de leur degré de dénaturiayzér, 1999), qui dépend lui-méme des
séquences et de leur température de fusion. Auttatiitedes fragments de méme taille sont
séparés par leurs differences de séquence. Enofordg leur séquence, les fragments

sarrétent a différents endroits du gel. On obtidohc, pour un produit PCR d'une
communauté, un profil avec une multitude de bandes.

Ces méthodes permettent d’obtenir une image dentemcinauté a un instant t, incluant les
organismes non cultivables, qui peuvent représgugeu'a 90% des micro-organismes
(Ward et al, 1990). Pour autant, elles ne sont pas dépoudeudsais. Lors de I'extraction,
certains types cellulaires peuvent étre extraitfaden préférentielle par rapport a d’autres
(par exemple, les cellules de phytoplancton nueéquepées d'une théque ou paroi). Au
niveau de la PCR, certaines séquences peuvent @ussamplifiées préférentiellement
(Reysenbacket al, 1992), la taille du génome ainsi que le nomlereapies du gene peuvent
aussi influencer la quantité de produits PCR olstefirarrelly et al, 1995; Suzuki et
Giovannoni, 1996). Enfin, au niveau de la migrateeules les bandes issues d'organismes
représentant plus d'1% de la communauté peuventidtalisées (Muyzeat al, 1993). Il se
peut aussi que certains fragments migrent au madveie(Muyzer et Smalla, 1998), ce qui
peut conduire a ce qu'une bande, en apparencee iouesponde a plus d'un organisme. |l
se peut aussi qu'une espece produise plusieuredatha fait de 'hétérogénéité des genes
codant pour ’ARNr 18S ou 16S (Van Hanmral, 1998).

Malgré ces biais, la DGGE et la TTGE sont conseeemme des méthodes sensibles et
fiables, qui donnent une vision globale de la di@rgénétigue d’'une communauté (Muyzer
and Smalla, 1998 ; Gillan, 2004 ; Kostanj&tlal, 2005). Ces méthodes ont été appliquées
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avec succes pour la description de la diversite€amunautés microbiennes aquatiques
procaryotes ou eucaryotes (Murrayal, 1996 ; Van Hannest al, 1998 ; Bernarckt al,
2000 ; Diezet al, 2001 ; Schafeet al, 2001 ; Estradat al, 2004 ; Zeidner et Béja, 2004 ;
Marie et al, 2006). Elles ont aussi permis de détecter dearpations de communautés
microbiennes exposées a des pollutions (Petetsaln 2004 ; KostanjSekt al, 2005 ; Pesce
et al, 2006 ; 2008).

2.3. Analyse de la tolérance des communautés par Pl CT

La tolérance des communautés a un polluant peutiésr a une modification de leur structure
et/ou a une adaptation physiologigue fonctionnelle.

Cette tolérance peut étre mesurée avec la méth@ie: APollution-Induced Community
Tolerance. Ce concept, initialement proposé pandBlet al en 1988 (Gustavson et
Wangberg, 1995) est basé sur les principes suivants

—la sensibilité des individus et des especes dagmemunauté a un toxique est
variable ;

—si la communauté est exposée a une concentratidoxique pouvant affecter
certains organismes, la substance va agir commagent structurant de la
communauté. Les organismes les plus sensibles dédliner, et les plus
tolérants vont dominer. Finalement, la toléranadagle de la communauté vis-a-
vis de la substance va augmenter ;

—les individus peuvent s’adapter physiologiquemamtstress du contaminant.
L’augmentation de la tolérance peut étre mise eieéce par des tests
physiologiques de court terme. En complément, Resgataxonomique des
peuplements de la communauté permet aussi de @asactla restructuration
provoquée par le toxique (Béragtlal, 1998).

Le principe de cette analyse est le suivant: desnunautés sont échantillonnées (par
exemple : communautés naturelles provenant deragiffe sites plus ou moins pollués,
communautés issues de micro- ou meéso-cosmes ténainsontaminés). Chaque
communauté (correspondant a chaque site, ou aondéstée) est ensuite divisée en un
nombre défini de sous-échantillons, qui sont soustis des temps relativement courts (en
général 2 h maximum) a des concentrations géomeétrignt croissantes en contaminant dont
on veut tester la tolérance. Une mesure de produptimaire (dans la plupart des cas) est
alors effectuée (en général 2 h maximum) sur limbse des sous-échantillons exposés et
non-exposés. De cette maniere, pour chaque comigundialement prélevée, une courbe
dose-effet peut étre obtenue, ce qui permet leladds Clg, NOEC, LOEC. La comparaison
de ces paramétres, obtenus pour différents sitggétivements, ou différentes conditions
expérimentales, permet d’évaluer la tolérance desnwnautés. En général, les résultats
attendus sont une GEplus élevée pour les communautés issues de siiegspou de
conditions expérimentales avec le contaminant, estnaux sites non pollués ou a la
condition expérimentale témoin, respectivement.

La mesure de PICT sur la production primaire a agpliquée sur des communautés
phytoplanctoniques en microcosmiassitu (Gustavson et Wangberg 1995 ; Bératdal,
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1998 ; Petersen et Gustavson 1998 ; Petersen &v&us 2000 ; Bérard et Benninghoff,
2001), et sur du périphyton en microcosmes indbahl( et Blanck 1996). Doriget al
(2004) ont mesuré la tolérance de communautésetiesude phytoplancton et périphyton par
l'efficacité de la photosynthése : ils ont montn& wolérance accrue des communautés issues
de sites plus pollués. La plupart de ces étudestrembnune tolérance accrue des

communautés qui ont déja été exposées au contdandinalie, et mettent en évidence leur
restructuration sous l'effet de la pression dectiéleexercée par le toxique.

2.4. Conclusion
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En dehors de toutes considérations matériellematcdiéres pouvant limiter la mesure des
parameétres fonctionnels ou structuraux lors d'é&@uEmtoxicologiques sur des communautés
naturelles de phytoplancton, les questions impegarsont : quelles variables sont les
indicateurs les plus sensibles d'un stress subi yrs communauté exposée a un
contaminant ? Quelle méthode est la mieux adaptédagdétection des effets induits ?

Certains auteurs suggerent que les variables pon#gant a des fonctions de la communauté
seraient moins sensibles au stress que des var@dblstructure de la communauté (Odum,
1985, Schindler, 1987, Pratt, 1990 in Dahl et Btad®96). En effet, les organismes les plus
sensibles peuvent étre remplacés par d’'autrestgrants, qui vont pouvoir maintenir les
fonctions de la communauté. Ainsi, Dahl et Blart®96), en exposant des communautés au
TBT, ont constaté que les indicateurs de croissgmaela mesure de la biomasse) et de
photosynthése, apres une chute consécutive a $itiopoau polluant, étaient revenus a leurs
valeurs initiales en fin d’expérience. A 'oppos indicateurs de structure et de tolérance
révélaient une perturbation de la communauté, mémdin dexpérience. Petersen et
Gustavson (2000) ont fait le méme type d’obsemsatide méme, Caquet al (2001)
indiquent que des changements structuraux sidifickes communautés peuvent se produire
sans que les fonctions ne soient affectées. Ldsaiadrs fonctionnels ne seraient pas
appropriés pour la détection d’effets a long tesarele phytoplancton, a partir du moment ou
'expérience dure assez longtemps pour permetaiecammunauté de se restructurer. Aussi,
Caguetet al (2001) recommandent que le choix des paramétlieésipour évaluer les effets
des contaminants soit fait en considérant leurilsiiésenvers le toxique, et leur fiabilité
écologique.

Les parameétres de fonction des communautés soateapment plus adaptés a la détection
d'effets rapides, pouvant intervenir au bout delgyes heures, ou jours. Alors que les
parametres de structure peuvent répondre au-d&tagorsque les fonctions sont restaurées.

Les expériences qui ont été réalisées au coursttietbése ont duré en général de 7 a 14
jours. C’est pourquoi nous avons choisi d’exploites parameétres relatifs a la structure des
communautés, afin de voir si une exposition de mdgeme pouvait perturber cette structure.
Afin d’apporter un élément de réponse a la quegtasee plus haut « quelle méthode est la
mieux adaptée a la détection des effets induits@us avons testé trois méthodes sur les
communautés (TTGE, HPLC et cytométrie en flux),capeur quelques échantillons une
analyse taxonomigue au microscope.
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3. Huitre creuse Crassostrea gigas

3.1.

3.2.

Afin d’évaluer les effets de pesticides sur un oommateur primaire du réseau trophique,
nous avons choisi d’exposer du naissain d’huiaser a deux pesticides en microcosimes
situ. Cette partie présente rapidement les aspectagigjoes et économiques qui nous ont
conduit & choisir cet organisme pour réaliser estst

Biologie

L'huitre est un mollusque bivalve filtreur, qui Beurrit essentiellement de phytoplancton.
Son mode de vie post-larvaire est sédentaire €t [fiiuitre Crassostrea gigapeuple des
substrats situés dans les zones intertidales eilitiofales. Cet organisme est qualifié
d’eurytherme et euryhalin, car il peut supportes dariations importantes de température et
salinité.

Développement

L’huitre est un organisme a reproduction extermeg dibération et fécondation des gametes
dans le milieu. Vingt-quatre heures aprés la féationl (Figure 2), 'embryon est une larve
trochophore nageante, qui va se différencier &e By puis en larve véligére qui se nourrit de
phytoplancton. La larve développe ensuite un pigdra lui permettre de ramper pour trouver
un substrat. Une fois quelle a trouvé un substmatvenable, elle peut s'y fixer et se
métamorphoser. La métamorphose va faire passandibde la vie pélagigue nageuse a la
vie benthique sédentaire : on parle alors de maidsa milieu naturel, I'huitre va rester fixée
toute sa vie a ce substrat.

GASTRULATION

Ovocyte i
(50 m) )

)
i
y i

Huftre adulte
(~8cm) Vs Gastrula
s ~7h

Phase benthique 4

Naissain .
(2-3 cm) // Phase planctonique

y .
7/ Larve trocophore
‘ o B / ~ 16h-24h

3 Vs
Larve mé’ramorpl:\osée : / a :
naissain (Qq mm) b <
Larve véligére -

FIXATION

Larve D

METAMORPHOSE 7-14 jours ~ 24h-48 h
(~ 200 m) (~ 70 tm)

Figure 2 - Cycle de développement de I'huitre Crassostrea gigas (Fabioux, 2004)
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3.3. Production

L’huitre creuseCrassostrea gigasencore appelée huitre japonaise ou huitre ddide@sia
été introduite en France en 1971, a la suite adépes qui ont décimé les populations de
I'huitre indigeneOstrea eduliset de I'huitre portugais€rassostrea angulataCrassostrea
gigas représente plus de 98% de la production ostréfrateaise sur la période 2000-2006
(FAO) et sa production est basée a 84% sur legmaptturel de naissain (Giratlal, 2005).

La France est le premier producteur d’huitres enofieuet le quatrieme au niveau mondial,
avec une production annuelle moyenne d'environ0DD7tonnes sur la période 2000-2006
(FAO).

3.4. Huitre et écotoxicologie
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Du fait de leur mode de vie sédentaire et de lmeatation par filtration, les huitres sont

particulierement exposées aux modifications deglittons environnementales, notamment
les pollutions, auxquelles elles ne peuvent pasppen. Elles représentent donc des
organismes sentinelles, utilisés pour évaluend&ité d'un grand nombre de contaminants au
niveau aquatique.

De nombreuses études écotoxicologiques ont éigéesmkn laboratoire, sur des embryons ou
larves exposeés a des contaminants diverseiHig, 1999 ; Niceet al, 2000 ; Geffarcet al,
2003 ; Damiengt al, 2004 ; Loss@t al, 2007 ; Paixaet al, 2007). Le stade adulte est tres
étudié aussi, au niveau des dommages immunitéitgget and Oubella, 1997 ; Gagnaet

al., 2004) ou génétiques (Bouilst al, 2004 ; Tanguyet al, 2005 ; Bouillyet al, 2007)
provoqués par certaines substances.

Certaines études évaluant I'impact de polluantgtineffectuéem sity, en systémes ouverts,
sur des larves (Geffaet al, 2001 ; Quiniotet al, 2007), des juvéniles (Arnokt al, 2004 ;
Bolton-Warberget al, 2007) et des adultes (Avery and Dunstan, 1296iard-Triquetet al,
1998 ; Riedel and Valette-Silver, 2002 ; Clara Rebs do Amaradt al, 2005).

Cependant, les études en systemes ouverts ne peuk@raluer 'impact de contaminants
déja présents dans le milieu. Afin d’étudier ldstefde polluants dans des conditions réalistes
du point de vue environnemental, il est nécessddredévelopper des systemes fermés,
permettant d’exposer les organismes aux substehoescentrations souhaitées. Le manque
d’informations sur la sensibilité du naissain jenpas a conduit a mettre en place un systeme
de microcosmem situ adapté a ces organismes, pour évaluer la togleitieux pesticides en
conditions naturelles.
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4. Pesticides

La France est le®3 consommateur mondial de pesticides et®leutllisateur en Europe
(Aubertot et al, 2005) avec 71 600 tonnes de substances activekies en 2006 (UIPP,
2007). Les fongicides et herbicides sont les plilisas et représentent respectivement 49% et
34% des tonnages vendus en France en 2004 (AulteatpP005).

Les pesticides testés dans cette étude, ainseqrgdffets sur le phytoplancton, sont décrits
brievement dans les paragraphes suivants.

Bien qu'il existe un suivi de la contamination @egix douces par les pesticides consultable
sur le site de I'lFEN, au niveau marin les seulesndes accessibles proviennent d'études
spécifiques et souvent localisées, en particuiemi@eau des grands estuaires. Dans le
Finistére, la Rade de Brest fait 'objet d'un sude la pollution par les contaminants
organiques, depuis 1993. Ces analyses, réaliséts lboratoire Idhesa, sont accessibles au
grand public (http:/Mmww.rade-brest.fr/) et conedes dizaines de substances actives de
pesticides, dont les quatre herbicides présentépres. Pour chacun d'entre eux, les
concentrations maximales détectées dans la Rdgtesteentre 1999 et 2007 ont été relevées.

4.1. Herbicides

Quatre herbicides ont été testés au cours d’expetaiionsn situ

4.1.1. Bentazone

Cet herbicide, commercialisé par BASF AG depuis2]1%ppartient a la famille des
thiadiazines. Il agit en bloquant le transportetéins au niveau du photosysteme Il lors de la
photosynthése (Tomlin, 2003). La formulation cornuiade testée dans cette étude est le
Basamaif’

Les analyses réalisées par le laboratoire Idhedade de Brest de 1999 a 2007 (source :
http:/mww.rade-brest.fr/) ont révélé des concdioina maximales de bentazone de 0.01 a
0.045 pg/L.

Les impacts de cet herbicide sur le phytoplanatbéie peu étudiés (Tableau 1).

Rappel : la CE correspond a la concentration effective de latanbs qui entraine une
réduction du parametre mesuré de X% par rappare&uiture témoin. La LOEC, « Lowest
Observed Effect Concentration », correspond a aestration la plus faible provoquant un
effet.
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Tableau 1 - Effets de la bentazone sur le phytoplancton

Organisme Origine| Expérience Parametre s«CE LOEC Référence
Skeletonema costatum Marine | Culture Efficacité de 13 mg/L 2.81 mg/L | Macedoet al,
monospécifique photosynthése 2008
Croissance 24 mg/L 22.5 mg/L
Chaetoceros gracilis | Marine | Culture Croissance 150 mg/L Hourmantet al,
monospécifique (substance pure) in press

Croissance 60 pg/L
(formulation)

Communauté naturellg Maring  Prélévemargitu | Production 0.1 uM Nielsen et

primaire Dahllof, 2007

L'espéce mariné&keletonema costatune semble pas tres sensible a la bentazone erecult
monospeécifique, puisque les valeurs dgg@Ede LOEC sont en mg/L (Macedbal, 2008)

La diatomée marin€haetoceros gracilisemble encore moins sensible dtleletonema
costatuma la substance pure, avec ungd&gale a 150 mg/L (Hourmaet al, in press). Par
contre, lorsque la bentazone est testée en foiomu@immerciale Basamais, la4gEhute de
guatre ordres de grandeur, a 60 pg/L. Cela illdstfeience des adjuvants sur les résultats
des études de toxicité et lintérét d'étudier I'esp des pesticides sous leur forme
commerciale. Lorsque des communautés naturellegenasont exposées a cet herbicide a
0.1 uM (Nielsen et Dahll6f, 207ce qui correspond a 24 pug/L (MMazone= 240.3 g/mol),

un effet de I'herbicide sur la production primaest visible. Bien que cette concentration ne
soit pas représentative de la contamination desszcitieres, le seul fait de travailler sur les
communautés donne des valeurs de LOEC 100 foissn@@vees qu'aveSkeletonema
costatumMeéme si le parametre mesuré n'est pas le ménselelmdeux cas, il semble que la
communauté soit plus sensible qu’'une espéece @itivéonditions contrblées.

4.1.2. Diméthénamide
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Cet herbicide a été introduit sur le marché pad&@AG au début des années 90, mais il est
aujourd’hui commercialisé par BASF. Cest un chimétamide qui perturbe la
différenciation des tissus, la division et I'élofiga cellulaires. Il perturbe la synthese des
lipides en inhibant I'élongation des chaines desidras (Tomlin, 2003). La formulation
commerciale testée dans cette étude est le Ffonties effets de cet herbicide sur le
phytoplancton n'ont quasiment pas été étudiés. €obdtet al (1998) ont montré que
l'exposition de l'espéce d'eau doucecenedesmus acutus 5puM (soit 1.38 mglL,
MM giméthénamide= 275.8 g/mol) de diméthénamide entrainait unéitidn de croissance de
60% ; a 0.1 uM (soit 27.6 pug/L), l'incorporation Bacide linoléique par cette algue était
inhibée de 41%. Cette étude illustre bien gu’ertfon du parameétre considéré, I'effet induit
par I'herbicide peut étre détecté pour des coramis inférieures de deux ordres de
grandeur.

En Rade de Brest, cet herbicide était présent d@®d et 2007 a des concentrations
maximales de 0.003 pg/L a 0.037 pg/L (source Zhtipw.rade-brest.fr/).
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4.1.3. Glyphosate
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Le glyphosate a été introduit par Monsanto en 187#hhibe I'enzyme 5-enolpyruvoyl-
shikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), implicaié® ld voie métabolique de synthese des
acides aminés aromatiques (Tomlin, 2003). La fautimi commerciale testée dans cette
étude est le Roundtip

Le glyphosate est un herbicide non sélectif tréis@jtaussi bien en agriculture que par les
particuliers et les services de voiries. Cet highbjcainsi que son métabolite TAMPA, sont

des contaminants régulierement détectés en RadBreft: entre 1999 et 2007, les

concentrations maximales de glyphosate mesuréeatatamprises entre 0.08 et 0.41 pg/L ;
celles dAMPA étaient comprises entre 0.16 et QL4 (source : http://www.rade-brest.fr/).

Les études réalisées sur le phytoplancton exposglypbhosate (Tableau 2), en cultures
monospécifiques, révelent des effets de cet hdebisur les paramétres de croissance,
photosynthése et chl pour des concentrations en mg/L. La réponse seule algue marine
testée est dans le méme ordre de grandeur qudesispéces d'eau douce.

Tableau 2 - Effets du glyphosate sur le phytoplancton (PEO : Pas d’Effet Observé)

Organisme Origine Expérience Parametre Effet Raf
Scenedesmus quadricaudeEau douce Culture Taux de croissance || 2 mg/L Wong, 2000
monospécifique | Photosynthése ! 2 mg/L
Contenu chl a | 2 mg/L
Chlorella pyrenoidosa Eau douce Culture CEs croissance 3.53mg/L| Metal, 2001
monospécifique
Selenastrum capricornutupicau douce Culture CEs croissance 5.81 mg/L | Tsui et Chu,
monospécifique 2003
Skeletonema costatum Marine Culture CEsq croissance 1.85 mg/L
monospécifique
Communauté naturelle Eau doyddicrocosmesn | Nombre d’espéces || 1 pg/L Abdel-Hamicket
situ al., 1996
Communauté naturelle Marine Prélevemant | Production primaire PEO Nielsen et
situ Dahllof, 2007

Par contre, le nombre d'espéces présentes dansomm@unauté naturelle d’eau douce
exposée au glyphosate, a chuté de fagon signiicdéis 1 pg/L (Abdel-Hamiet al, 1996).
Bien qu'l s’agisse d'une communauté deau douadecétude montre que de faibles
concentrations en glyphosate, de I'ordre de cafiesuvées en milieu naturel cotier, peuvent
affecter la diversité des communautés phytoplaiggies. De plus, on peut aussi constater
gue la communauté d'eau douce est beaucoup plgiblseque ne le sont les especes
cultivées en monospécifique et en conditions clE@sd La communauté naturelle marine
testée par Nielsen et Dahlléf (2007) n'a pas matieffet du glyphosate sur la production
primaire, pour une gamme de concentrations deNd.{spit 16.9 pg/L, MMyphosate= 169.1
g/mol) a 10 uM (soit 1.69 mg/L), dans les condgide I'expérience.

4.1.4. Nicosulfuron

Le nicosulfuron a été introduit en 1990 par Du RimfNemours, c’est une sulfonylurée qui
inhibe la biosynthése des acides aminés essewdiliie et isoleucine. Il stoppe donc la
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division cellulaire et la croissance de la plafdtenflin, 2003). La formulation commerciale
testée dans cette étude est le Mif8gro

Les concentrations maximales détectées en Raderelt Be 1999 a 2007 (source:
http:/Amww.rade-brest.fr/) sont comprises entre06.@t 0.025 pg/L. Cet herbicide n’est
apparemment pas un contaminant majeur de la Rade.

Les effets du nicosulfuron ont été évalués sur emmeces de phytoplancton et des
communautés naturelles d’'eau douce (Tableau 3).

Rappel : la NOEC, «No Observed Effect Concentratjoou CSEO « Concentration Sans
Effet Observé », est la concentration la plus fooigr laquelle aucun effet n'est observé.

Tableau 3 - Effets du nicosulfuron sur le phytoplancton (PEO : Pas d’'Effet Observé)

Organisme Origing Expérience Parameétre Effet Référence
Chlorella pyrenoidosa Eau Culture CEs croissance 2.2 mg/L Met al, 2001
douce | monospécifique
Chlorella vulgaris Léman CEs croissance >256 mg/L
LOEC >256 mg/L
Chlorella vulgaris Villaumur CEs croissance >256 mg/L
LOEC 256 mg/L
Navicula accomoda CEs, croissance >256 mg/L
LOEC >256 mg/L
Pseudokirchneriella subcapitata CEs croissance >256 mg/L
Eau Culture LOEC 256 mg/L Seguinet al,
douce | monospécifique ) 2001
Scenedesmus acutus CE;, croissance >256 mg/L
LOEC 2 mg/L
Nitzschia sp. CEs croissance >256 mg/L
LOEC 62 mg/L
Asterionella formosa CEs, croissance >256 mg/L
LOEC 1 mg/L
Communauté naturelle Microcosmesn situ | Biomasse 110 pg/L (2 exp/7)
Chlorella vulgaris CE;, taux de croissance| PEO
NOEC PEO
Navicula accomoda CEs, taux de croissance| PEO
NOEC 50 mg/L
Oscillatoria limnetica Eau Culture scifi CEsp taux de croissance| 2.4 mg/L L?bggléamgeet
ouce | monospécifique NOEC 0.4 mg/L al., 1
Pseudokirchneriella subcapitata CEs taux de croissance| PEO
NOEC PEO
Communauté naturelle Microcosmesn situ | Biomasse maximale | | 10 ug/L
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Les espéces testées ne semblent pas trés seasibfésosulfuron, puisque les valeurs de
CEso, LOEC ou NOEC qui ont été déterminées sur lesuregit monospécifiques sont en
mg/L. Par contre, dans les deux études ou lhebi@a été testé a 10 pg/L sur les
communautes, un effet opposé est détecté surmabse : dans un cas elle augmente (Seguin
et al, 2001) alors que dans l'autre cas elle dimingbdgulangeet al, 2001). Il semble donc
gue la aussi, les communautés soient plus senailtlesrbicide que les monocultures, avec
un effet détectable a 10 pg/L.
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4.2. Fongicide : époxiconazole

Le seul fongicide testé dans cette étude est liépoazole, qui est commercialisé par BASF
depuis 1993. C'est un triazole qui inhibe la C-#drdthylase impliquée dans la synthése des
stérols (Tomlin, 2003). La formulation commercitdstée dans cette étude est 'Gpusa
seule étude trouvée sur ce fongicide et une egp@gehytoplancton (Akchat al, 2008)
rapporte une augmentation significative du nomlarecassures de brins d’/ADN lorsque le
dinoflagellé marinKarenia mikimotoiest exposé a 100 pg/L d’époxiconazole (formulation
Opus). Aucune génotoxicité n'est démontrée a 0 eIl

4.3. Insecticide : chlorpyrifos-éthyl

Le seul insecticide testé dans cette étude estidepgrifos-éthyl, qui est commercialisé par
Dow AgroSciences depuis 1965. Il appartient a failla des organophosphorés, et agit au
niveau du systéeme nerveux des insectes, en intiaegtlylcholinestérase (Tomlin, 2003). La
formulation commerciale testée dans cette étude Bsirsban 4.

Tableau 4 - Effets du chlorpyrifos sur le phytoplancton

Organisme Origine Expérience Parametre Effet Rebére
Pseudokirchneriella subcapitatal| Eau douce 5.9 mg/L
Ankistrodesmus falcatus Eau douce 3.8 mg/L
Scenedesmus quadricauda Eau douce 0.51 mg/L
Chlorella vulgaris Eau douce 0.22 mg/L
- Culture CEjp Bengtsoret al,
Monoraphidium arcuatum Eau douce monospécifique | photosynthése 0.19 mg/L 2005
Scenedesmus subspicatus Eau douce 0.15 mg/L
Phaeodactylum tricornutum Marine 0.13 mg/L
Dunaliella tertiolecta Marine 41 pg/L
Nitzschia closterium Marine 38 ug/L
Karenia mikimotot Marine Culture - Cassures ADN 1 g/l Akchet al, 2008
monospécifique

Les espéces exposées au chlorpyrifos en monosyligeclent des GEen mg/L, ou
centaines de pg/L, sauf pour les deux dernierésespnarines dont les valeurs sont proches
de 40 ug/L. L'étude de Bengtsehal (2005) semble indiquer une plus grande senéiloiés
espéces marines a cet insecticide.

D'autres études ont été réalisées sur Iimpact oryrifos et incluant les communautés
phytoplanctoniques (DeLorenzet al, 1999a; Van Wijngaardeat al, 2005), mais les
microcosmes étaient aussi composés dautres ekenaentréseau trophique. Les effets
observés sur le phytoplancton ayant été identifigame indirects et dus a la perturbation
d’'autres composants, ces études ne sont pas idelnge tableau.

4.4. Conclusion

Les pesticides que nous avons choisis de tester ahre thése, ont été relativement peu
étudiés quant a leurs effets potentiels sur leoplgmcton. Parmi eux, le glyphosate semble le
plus étudie.
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Ces pesticides, hormis le chlorpyrifos et 'éporazole, ont fait 'objet d’un suivi au niveau
de la Rade de Brest, depuis 1993. Les valeurs rabesmelevées entre 1999 et 2007 font
apparaitre deux tendances : les herbicides bemrtadionéthénamide et nicosulfuron ne sont
jamais détectés au-dela de 0.045pug/L. Leurs ctatiens maximales restent donc
inférieures a la valeur symbolique de 0.1 ug/L qurespond a la norme de potabilité des
eaux pour les substances prises individuellemantcéhtre, le glyphosate et son métabolite
FTAMPA ont été détectés a des concentrations mdesnale 0.41 pg/L et 0.64 ug/L
respectivement, ce qui est certainement révéldeeliusage important de cet herbicide sur le
bassin versant de la Rade de Brest. On peut pguesdet Rade est sujette a une contamination
répétée par le glyphosate et TAMPA, ce qui egasgjuiétant au niveau écologique.

D'une maniere générale, il faut garder a l'espte qces valeurs correspondent a des
échantillonnages ponctuels, qui, méme s'ils santlig¥s, ne permettent pas de rendre compte
de la dynamique de contamination de la Rade pgrestigides, ni de leur temps de résidence
ou de leur vitesse de dilution. Il est fort proleatplie ces mesures ne soient pas représentatives
des pics de contamination pouvant intervenir laes dpisodes pluvieux qui suivent les
périodes d'application de ces substances.

Les travaux réalisés sur les pesticides étudiés akite thése, méme s'ils sont peu nombreux,
permettent tout de méme d’aboutir a plusieurs atsst
— la sensibilité des espéeces testées en monoacutiareemble pas dépendre de leur
milieu d’origine (eau douce ou marine) ;
— cette sensibilité dépend de la méthode d’anappiiquée, et la différence peut
étre de plusieurs ordres de grandeur ;
— il semble que les communautés soient beaucowgpgansibles que les especes

testées individuellement, avec la aussi une répguasmtervient plusieurs ordres
de grandeurs avant la réponse monospécifique.

C’est pourguoi, pour ce travail de thése, nous iebiisi de travailler sur des communautés
phytoplanctoniques marines, dont la sensibilité @esticides a été relativement peu étudiée.
Les niveaux de contamination des eaux cétieres patisconduit a travailler avec des
concentrations représentatives de celles retrou@esig/L) ou correspondant a un pic de
pollution (1 pg/L). Mais les besoins de validatues outils et méthodes appligués nous ont
aussi conduit a tester des concentrations plugesewui pourraient intervenir lors d’un pic
exceptionnel de pollution en estuaire, mais plukhE des concentrations relevées en eau
douce (10 pg/L). La concentration la plus élevee mpus avons testée (100 pg/L), n'est pas
du tout représentative des niveaux de contaminatiomilieu naturel, mais elle était destinée
a obtenir des « témoins positifs » de nature derdies méthodes appliquées.

60



Chapitre 2 — Mateériels et Méthodes







Chapitre 2 — Matériels et Méthodes |

1. Localisation des sites expérimentaux

Trois séries d’expériences de terrain ont étésggi sur deux sites expérimentaux dans le sud
du Finistére (Figure 3) :

— I'archipel de Glénan en 2004 et 2005

— la baie de Port-la-Forét en 2006.

88 Figure 3 - Localisation
& des sites expérimentaux

lles de Glénan +*

1.1. Archipel de Glénan

Cet archipel qui fait partie de la commune de Foamsest situé a 47°48 04°00W, a
environ 9 milles marins au sud de Concarneaut tasstitué de 9 fles et de nombreux flots
(Figure 4). Lle principale, Saint-Nicolas, compteielques habitations qui sont surtout
occupées pendant la belle saison. Le classemene gbartie de larchipel en Réserve
Naturelle y proscrit 'usage de pesticides. Ceaiété choisi en raison de son éloignement des
cotes et de I'absence de sources majeures dagrobutthropique. Les pollutions potentielles
peuvent provenir des nombreux bateaux qui y temisibu y séjournent durant la saison
touristique. Les principales zones de mouillage karPie et La Chambre, respectivement a
I'est et au sud de St-Nicolas.

Le site expérimental est situé au nord de St-Nicelaa l'ouest de llle de Brunec. La
profondeur est comprise entre 8 et 12 m en fondtdiheure et du coefficient de marée.
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Site expérimental

O %

b

Figure 4 - Emplacement du site expérimental dans I'archipel de Glénan

1.2. Baie de Port-la-Forét

Le second site expérimental est situé dans ladeai®ort-la-Forét (Figure 5), a environ 700 m
de la c6te de Beg-Meil, sur une ancienne concessivéicole (47°52'12"N, 03°58'35"W).
Ce site est davantage soumis aux apports anthespjar rapport au site de l'archipel : les
zones de mouillage y sont plus hombreuses etrplosriantes (Beg-Meil, Cap-Coz, La Forét
Fouesnant, Concarneau), et la baie, tres fréquentgeeriode touristique, est entourée de
parcelles agricoles.

“ Site experimental

Figure 5 - Emplacement du site expérimental dans la baie de Port-la-Forét
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2. Dispositif expérimental

Les microcosmesin situ étaient constitués de flacons en verre de 2.3rimée
hermétiguement et disposés sur des structurerrinmmergées dans le milieu naturel. Au
cours des expériences réalisées sur le phytoptaattie naissain d’huitres, les réplicats (4 a
6) de chaque condition testée étaient répartisramifment sur tout le pourtour des structures
en inox.

2.1. Microcosmes : phytoplancton (2004, 2005, 2006)

2.2.

Afin de tester I'impact des pesticides sur les comemtés naturelles de phytoplancton, les
bouteilles étaient remplies avec 2 L d'eau de serfiu site expérimental filtrée & 200 um.
Cette filtration avait pour but d’éliminer les digbet particules grossieres. Les microcosmes
contenaient donc les communautés microbiennes yetesret procaryotes, ainsi que le
zooplancton de taille inférieure a 200 um et 300dal.

Au cours des expériences, un renouvellement paltiecontenu des microcosmes était
effectué tous les deux a quatre jours (de la Bedigalenik, 2007), en fonction des conditions
météorologiques, afin de reproduire au mieux legtdbtions des masses d'eau. Le
renouvellement était réalisé avec de I'eau de suidia site expérimental filtrée a 200 um, a
raison de 5% du volume par jour: ainsi, aprés déois ou quatre jours en immersion,
200 mL, 300 mL ou 400 mL de chaque microcosme rétaiellectés dans des bidons et
remplaceés par le méme volume d’eau de surfacéedepxgiérimental filtrée a 200 um.

Les six formulations commerciales décrites darghépitre 1, partie « 4. Pesticides » ont été
testées sur les communautés naturelles de phyttpiara 0.1 pg/L, 1 pg/l, 10 pg/L et
100 pg/L de substance active ajoutée.

Microcosmes : phytoplancton et naissain d’huit res
(2006)

Ces microcosmes étaient constitués de la méme mmamjge les microcosmes
phytoplanctoniques. Chaque microcosme contengatusnune plaque de PVC sur laquelle le
naissain d’huitres avait été « capté » au prégigjare 6 et Figure 7).

Lors de I'expérience avec le naissain, la seulerine apportée a ce dernier était constituée
par le phytoplancton naturel présent dans I'eaim @¢ garantir des apports suffisants, tous les
deux jours le contenu des microcosmes en eaucémmplétement récupéré en bidons et
remplacé par de 'eau de surface du site expérangnthaque renouvellement complet, une
dose de pesticide était ajoutée aux microcosmeésmoes.

Deux formulations commerciales ont été testéeslesunaissain: I'herbicide Basamais
(bentazone) et le fongicide Opus (époxiconazole).

65



| Dispositif expérimental Chapitre 2 — Matériels et Méthodes

Air (300 mL)
Plague de PVC

L Eau du milieu
filtrée a 200 um

Figure 6 - Photo d'un microcosme Figure 7 - Schéma d'un microcosme contenant le phytoplancton
contenant le phytoplancton naturel et le naturel et le naissain d'huitres
naissain d'huitres

2.3. Structure supportant les microcosmes

Les microcosmes étaient disposés sur trois stasctem inox (Figure 8), pouvant chacune
porter 36 microcosmes. Ces structures, de 3 m amétlie et 2 m de hauteur, étaient
constituées de la maniére suivante : les empladsrpear les microcosmes étaient situés sur
un cercle supporté par quatre tiges cintrées éepiighe flotteurs. Le tout était fixé a une chaine
(Figure 9), elle-méme suspendue a une bouée desw@t reliée a un corps-mort en béton de
400 kg au niveau du sol. Le systeme était conco awe longueur de chaine suffisante pour
gue les microcosmes soient maintenus a 4 m (Siea@) ou 6 m (Site Port-la-Forét) de la
surface, quelles que soient les conditions de marna

bouée
Colonne d’eau

flotteurs
40u6m

2m

microcosmes

sédiments

= - = iz = Corps-mort
= ~ = ; =

Figure 8 - PhOFO de la structure en inox servant de Figure 9 - Schéma représentant la structure en inox in situ
support aux microcosmes
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Lors des interventions sur site, les trois strestugtaient successivement remontées a la
surface grace a un systeme de cordages. Chaqatirstrétait ensuite hissée sur la proue
d’'une prame (Figure 10). Sa forme circulaire petauiede la faire tourner autour de la proue,
afin d'effectuer le renouvellement des microcosme®vitant une exposition prolongée de
toutes les bouteilles au soleil. De cette maniarstabilité de 'ensemble (prame et structure)
était maintenue, le centre de gravité étant siiug ks prame.

Pour chaque expérience, le contenu des microcagaitesollecté au jour final pour analyses.

Figure 10 - Manipulation de la structure
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3. Traitement des échantillons

Le dernier jour des expériences, 'ensemble deselles était récupéré et acheminé au
laboratoire. Les bouteilles étaient maintenuesobs€urité lors des étapes de transport et
filtration, jusqu’a la congélation des échantillons

3.1. Communautés phytoplanctoniques

Les analyses effectuées lors des expériences ssawotemunautés phytoplanctoniques sont
résumées ci-dessous (Figure 11).

200 mL

=200 le373

200 My
200 mL

500 mlk

<

|

Extraction
ADN ftotal

100 mL 100 mL

g 2 E
\ v

Analyse Analyse pesticides
taxonomique  Laborabrs hesa

Figure 11 - Traitement des microcosmes contenant les communautés phytoplanctoniques

3.1.1. Extraction d’ADN

Ce protocole est décrit dans la partie «Materiats methods: nucleic acid extraction» de
Article 1— Comparative study of three analysiethods (TTGE, flow cytometry and
HPLC) for xenobiotic impact assessment on phytdgdencommunities p.78.

3.1.2. Amplification de '’ADN

Ce protocole est décrit dans la partie « Mategald methods: PCR » de I'Article 1 —
Comparative study of three analysis methods (TT@#y cytometry and HPLC) for
xenobiotic impact assessment on phytoplankton cantiesip.78.
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3.1.3. Empreintes génétiques

Ce protocole est décrit dans la partie « Mateaald methods : TTGE » de l'Article 1 —
Comparative study of three analysis methods (TT@iy cytometry and HPLC) for
xenobiotic impact assessment on phytoplankton caonitiesip.78.

3.1.4. Cytométrie en flux

Ce protocole est décrit dans la partie « Mategats methods : flow cytometry » de I'Article
1 — Comparative study of three analysis methodsGH,Tflow cytometry and HPLC) for
xenobiotic impact assessment on phytoplankton caonitiesip.79.

3.1.5. Empreintes pigmentaires par HPLC

Ce protocole est décrit dans la partie « Mateaald methods : HPLC of pigments » de
Article 1 — Comparative study of three analysishoés (TTGE, flow cytometry and HPLC)
for xenobiotic impact assessment on phytoplankbomneunities , p. 79.

3.1.6. Identification et dénombrement au microscope

Ce protocole est décrit dans la partie « Matedald methods : species determination » de
lArticle 1— Comparative study of three analysiethods (TTGE, flow cytometry and
HPLC) for xenobiotic impact assessment on phytdgtemcommunities p.80.

3.1.7. Analyses statistiques

Ce protocole est décrit dans la partie « Matedald methods : statistical analysis » de
lArticle 1— Comparative study of three analysiethods (TTGE, flow cytometry and
HPLC) for xenobiotic impact assessment on phytdgtemcommunities p.80.
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3.2. Naissain d’huitres

Les analyses effectuées lors des expériences saisleain d’huitres sont resumées dans la
Figure 12
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Figure 12 - Traitement des microcosmes contenant les communautés phytoplanctoniques et le naissain d'huitres

3.2.1. Production et fixation des larves

Ce protocole est décrit dans la partie « Mateaats methods : production of pediveligers »
de l'Article 3 —In situ microcosms, a tool for assessment of pesticid@astaon oyster spat
(Crassostregigas) p.107.

3.2.2. Répartition des plaques en microcosmes

Ce protocole est décrit dans la partie « Mateaiatb methods : preparation of spat plates » de
I'Article 3 — In situ microcosms, a tool for assessment of pesticidexdtapon oyster spat
(Crassostregigas) p.108.
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3.2.3. Evaluation de la mortalité

Ce protocole est décrit dans la partie « Matesiatb methods : image analysis of oysters » de
I'Article 3 — In situ microcosms, a tool for assessment of pesticideétapon oyster spat
(Crassostregigas) p.109.

3.2.4. Evaluation de la croissance

Ce protocole est décrit dans la partie « Matesiatb methods : image analysis of oysters » de
I'Article 3 — In situ microcosms, a tool for assessment of pesticideétapon oyster spat
(Crassostregigas) p.109-110.

3.2.5. Mesure de la matiére organique et des cendre s

Ce protocole est décrit dans la partie « Mategiatb methods : spat OW content » de I'Article
3 — Insitu microcosms, a tool for assessment of pestiombacts on oyster sp@rassostrea
gigas) p.110.

3.2.6. Mesure de la chlorophylle a

Ce protocole est décrit dans la partie « Matesiatb methods : chlorophyl» de I'Article 3 —
In situ microcosms, a tool for assessment of pesticidedtspon oyster spat (Crassostrea
gigas) p.109.

3.2.7. Analyses statistiques

Ce protocole est décrit dans la partie « Matedald methods : statistical analysis » de
I'Article 3 — In situ microcosms, a tool for assessment of pesticidedtapon oyster spat
(Crassostregigas) p.110.

3.3. Pesticides

3.3.1. Glyphosate et AMPA

Ce protocole est décrit dans la partie « Mateaald methods : pesticide » de Article 2 —
Impact of Roundup on the marine microbial commura/ shown by am situ microcosm
experiment

3.3.2. Autres pesticides testés

Ce protocole est décrit dans la partie « Matesiatb methods : Pesticides » de I'Article Bi—
situ microcosms, a tool for assessment of pesticidadtapn oyster spat (Crassostyems)
p.109.
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Chapitre 3 — Impact des pesticides sur le phytoplancton naturel et le naissain d’huitres |

1. Comparaison de trois méthodes d’analyse des
communautés : impact du fongicide Opus

1.1. Introduction

Lorsque des communautés sont exposées a un caménmouvant affecter certaines
fonctions physiologiques, il se peut que la fomctnesurée au niveau de la communauté
entiere ne permette pas la mise en évidence ddtigiques. En effet, les membres de la
communauté qui ne sont pas affectés par le cordatmpeuvent compenser les effets de ce
dernier et maintenir le fonctionnement de la comemtén (Dahl et Blanck, 1996 ; Petersen et
Gustavson, 2000; Caquet al, 2001). Cest pourquoi nous avons choisi, pous no
expériences sur les communautés phytoplanctonidiaggliquer des méthodes d’analyse de
la structure des communautés et non de leursdoscti

Les variations naturelles des communautés peuvastiuar les perturbations occasionnées
par les toxiques (Barry et Logan, 1998). La selitéillles méthodes appliquées pour détecter
un effet est donc un critere primordial pour corglguant a la toxicité de la substance
étudiée. Cette sensibilité dépend aussi de lablar@nalysée pour étudier la structure des
communautes.

Dans I'étude qui suit, des communautés microbie(w280 um) naturelles ont été exposées
en microcosmem situ au fongicide Opus (époxiconazole), a 1, 10 et dgiD de substance
active, pendant 12 jours.

Trois méthodes d’analyse de la structure des cormmtés ont été choisies, afin de comparer
leurs sensibilités respectives dans la détecteifett lies a 'exposition au fongicide :

—la TTGE, qui permet d’obtenir une empreinte géjuét représentant la diversité
d’'un gene au sein d'une communauté (ici le gémabpour 'ARN ribosomal
eucaryote 18S) ;

—la cytométrie en flux, qui permet de discrimineertaines populations
photosynthétiques en fonction de criteres liés @daphologie et au contenu en
chlorophylle et phycoérythrine ;

—I'HPLC des pigments, qui permet d’obtenir une esnge pigmentaire de la
communauté photosynthétique.
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Abstract The impacts of the fungicide Opus® (epoxi-
conazole) on marine phytoplankton communities were
assessed in a 12-day field experiment using in sita micro-
cosms maintained underwater at 6 m depth. Three
community analysis methods were compared for their
sensitivity threshold in fungicide impact detection. When
phytoplankton communities were exposed to 1 ug 17! of
epoxiconazole, no effects could be demonstrated using
TTGE (Temporal Temperature Gradient gel Electrophore-
sis), flow eytometry or HPLC. When exposed to 10 pug 17",
TTGE fingerprints from PCR amplified 185 rDNA of
communities exhibited significant differences compared
with controls (ANOSIM, P = 0.028). Neither flow cytom-
etry counts, nor HPLC pigment profiles allowed to show
significant differences in microcosms exposed to 10 pg 17
of epoxiconazole. When exposed to 100 pg 171, all three
methods allowed to detect significant differences in treated
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microcosms, as compared to controls. The TTGE analysis
appears in this study as the most sensitive method for
fungicide impact assessment on eukaryote microbial
communities.

Keywords Microcosm - Phytoplankton community -
Epoxiconazole - TTGE - Flow cytometry - HPLC

Introduction

The massive use of pesticides induces acute or chronic
contamination of aquatic biotas, via spray drift, leaching
and run-off from urban and agricultural treated areas. Such
contaminants can generate adverse effects on non-target
organisms, incloding phytoplankton, involved in the
microbial loop. This can ultimately affect the workings of
the ecosystem, as the microbial food web plays a critical
role in nutrient cycling and transfer of nutrients to higher
trophic levels (DeLorenzo et al. 1999; Downing et al.
2004).

Numerous studies have been published about pesticide
toxicity assessment on phytoplankton, using single-species
tests (DeLorenzo et al. 2004; Gatidou and Thomaidis 2007;
Rioboo et al. 2002; Santin-Montanya et al. 2007; Weiner
et al. 2004). But such tests are subjected to high variability
in the sensitivity of tested species (Cairns 1986). Further-
more, Bérard et al. (1999a) demonstrated that single-
species tests may fail to predict indirect or system
responses, such as changes in the population distribution
overtime. Studies focusing on the whole natural cormumu-
nity and based on biological parameters measured at the
community level, provide more reliable predictions about
pesticide safety in aquatic environments (Barry and Logan
1998; Bérard et al. 1999a).
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Studies on natural phytoplankion community can be
carried out using in situ microcosms. Such systems give a
view of the whole commumity, including populations that
are hard to maintain; they can thus provide a wider survey
of organism sensitivity for toxicants (Yasuno et al. 1993).
Leboulanger et al. (2001) and Seguin et al. (2001) pointed
out the need for reliable toxicity data from such microcosm
systems.

As significant perturbations of communities may be
difficult to detect in background variations {(Barry and
Logan 1998), studies should deal with several community
variables using various methods.

In the 1980s, the development of automated high per-
formance liquid chromatography (HPLC) methods for
pigment separations allowed the first large scale studies of
phytoplankton communities (Jeffrey et al. 1999). HPLC
phytoplankton analysis was reported in studies involving
spatial and/or temporal community dynamics (Furuya et al.
2003; Winstrand and Snoeijs 2006} and in enrichment
experiments (Suzuki et al. 2005; Wong and Crawford
20006). This tool was also successfully applied in a water-
quality monitoring study (Sherrard et al. 2006) and in
ecotoxicological studies assessing herbicide effects on
phytoplankton community (Devilla et al. 2005; Dorigo
et al. 2004; Readman et al. 2004).

Flow cytometry can also provide informations about the
distribution of natural microbial populations (Marie et al.
1999; Rutten et al. 2005). Toxicity assessment using flow
cytometry was reported in studies involving either phyto-
plankton cultures (Lage et al. 2001; Stauber and Adams
2005; Yuet al. 2007) or natural photosynthetic communities
(de la Broise and Palenik 2007; Readman et al. 2004; Sta-
chowski-Haberkorn et al. 2008; Zamora-Ley et al. 2006).

Community changes can also be assessed at the
molecular level: genetic fingerprinting techniques, such as
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) (Muyzer
et al. 1993) or temporal temperature gradient gel electro-
phoresis (TTGE) (Yoshino etal 1991) provide an
overview of the whole community composition, including
unculturable strains, which can account for 90% of
microorganisms (Ward et al. 1990). When DGGE is run
using a denaturing chemical gradient in the gel space at a
constant temperature, TTGE is run using a homogeneous
denaturing concentration and the temperature is enhanced
during migration to ensure DNA denaturation. In the
present study, the TTGE was applied because, as there is
no need for a chemical gradient i the gel, analyses are
easier to perform (Marie et al. 2006). Both DGGE and
TTGE methods have been useful tools to describe the
diversity of the whole prokaryote and eukaryote microbial
communities in aquatic environments (Diez et al. 2001;
Marie et al. 2006; Schifer et al. 2001; Van Hannen et al.
1998). More recently, these methods were successfully

applied to detect disturbances in microbial communities
exposed to pollution (Kostanjsek et al. 2005, Pesce et al.
2006, 2008; Petersen et al. 2004; Stachowski-Haberkorn
et al. 2008).

Even though HPLC, flow cytometry and fingerprinting
techniques have proven their efficiency and reliability in
toxicity assessment on phytoplankton commumities, there is
a lack of knowledge about the sensitivity thresholds of such
analyses. However, the detection of an effect, and thus the
conclusion of a research study, depends on the method(s)
applied. Therefore, comparative data are essential to avoid
misleading conclusions.

Among studies of pesticide toxicity assessment, fungi-
cide impact studies on phytoplankton are very scarce.
However, some species can be highly sensitive to fungi-
cides (Abdel-Hamid et al. 1996). As far as we know, only
one study reported adverse effects of epoxiconazole on a
phytoplankton species: after a 24 h exposure to 100 pg 171
of its commercial formulation Opus, the dinoflagellate
Karenia mikimotor had significantly increased extent of
DNA strand breaks (Akcha et al. 2008). This also high-
lights the potential genotoxicity of this fungicide. No data
on epoxiconazole concenration in marine waters was
available. However, pesticide concentrations encountered
in estuarine areas are usually below 1 pg 17! (Lehotay
et al. 1998; Oros et al. 2003; Steen et al. 2001).

Tn the present study, natural marine microbial comimu-
nities were exposed to the fungicide Opus at 1, 10 and
100 pg 17" of the active ingredient epoxiconazele, using
in sitn microcosms, in order to compare three analytical
methods (TTGE, flow cytometry and HPLC analysis of
pigments) for their sensitivity threshold in xenobiotic
impact assessment.

Materials and methods

In order to assess the effects of Opus on marine phyto-
plankton communities, a set of microcosms containing
natural surrounding filtered seawater was exposed to the
fungicide and immersed in situ. The genetic fingerprints of
microcosm eukaryote communities were obtained from the
whole community DNA amplified extracts, using temporal
temperature gradient gel electrophoresis (TTGE) analysis.
Pigment analyses were made from biomass collected on
filters, and microcosm subsamples were also analysed using
flow cytometry, and microscopic species determination.

Fungicide
The pesticide tested in this study was the commercial

formulation of the fungicide epoxiconazole, cis-1-[[3-(2-
chlorophenyl)-2-(4-fluorophenyl)oxiranyl Jmethyl]-=1H-
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1,2,4-triazole, (Opus®, BASF). Concentration values rep-
resent those of the pure active substance. The fungicide
stock solution (10 mg 17! epoxiconazole) was prepared in
0.22 pm  filtered seawater, previously autoclaved for
20 min at 121°C. The solution was then agitated for 48 h
using a magnetic stirrer, and stored at —24°C.

Freshly melted stock solution was added directly into
the microcosm bottles just before immersion. Fungicide
concentrations were analyzed on the last day of the
experiment, on poeled water samples from all the replicate
bottles of each treatment. Samples were frozen until anal-
ysis. Fungicide analyses were performed by the Idhesa
Laboratory (Brest, France), using on-line solid-phase
extraction coupled with liquid chromatography and elec-
trospray ionisation-tandem mass spectrometry (HPLC
Waters separation module 2690, Waters photodiode array
996 detector; Micromass® Quattro Ultima™ mass spec-
trometer). The detection limit was 0.003 pg 171

Microcosms

The outdoor experiment took place in summer 2006, in
Port-la-Forét Bay, south Brittany, France (47°52'12"N,
(03°58'35"W), from 16th to 28th June, over a 2-week per-
iod (de la Broise and Palenik 2007). Microcosms consisted
of hermetically clesed 2.3 1 glass bottles. These bottles
were filled with 2 1 of 200 um filtered fresh seawater from
the surface layer at the field site, containing natural
microbial communities, and enclosed with about 300 ml of
air (de la Broise and Palenik 2007).

Sixteen microcosms were prepared: four replicates for
the control and each of the three different treatments (Opus
1, 10 and 100 pug 17Y). In order to validate the three ana-
Iytical methods, it was decided to increase the
concentrations using a factor of 10, as did Bengtson Nash
et al. (2005).

Microcosms were hung on a 3 m diameter circular
stainless steel frame that was anchored to the sea floor, on a
400 kg concrete block, and suspended from a surface buoy
that allowed the bottles to remain at 6 m depth (mid depth
of the water columm), regardless of the tide. The replicate
microcosm bottles of each treatment were distributed
alternately all around the frame.

On days 2, 4, 7, 9 and 11, the frame was hauled out
of the water and 200 ml (except for day 7, 300 ml) of the
2 l-seawater content of each bottle were collected in a tank
for proper disposal, replaced with the same volume of fresh
200 um-filtered surrounding seawater, and the frame was
re-immersed (de la Broise and Palenik 2007). No analysis
was carried out on these 200 ml samples. Bottles were
finally collected on day 12 for analyses.

One litre of water from each microcosm was filtered
through a 0.22 um polysulfone filter, that was then stored
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at —80°C until DNA extraction and HPLC pigment anal-
yses. For cytometry analyses, 1.5 ml from each microcosm
were fixed into a cryotube with glutaraldehyde (final con-
centration 0.25%). Cryotubes were vortexed and left
15 min at room temperature before freezing in liquid
nitrogen. Samples were stored at —80°C untl analysis.

DNA extraction and purification

The extraction and purification protocol was previously
described in Stachowski-Haberkorn et al. {2008).

PCR

Eukaryotic 188 rDNA primers were used. The primers
were BuklA and Buk516r-GC (Diez et al. 2001), which
amplify a fragment of approximately 560 bp. The PCR
program (Diez et al. 2001) included an initial denaturation
step at 94°C for 130 s and 35 cycles as follows: denatur-
ation at 94°C for 30 s, annealing at 56°C for 45 s and
extension at 72°C for 130 s. After the last cycle, a final
extension step was performed for 7 min at 72°C.

Approximately 15 ng of extracted DNA (estimated
using spectrophotometry) were used as a template: the
reaction mixture (50 ply contained sterile nuclease-free
water, each primer at a final concentration of 0.3 puM,
Bovine Serum Albumin {final concentration 0.2 pg pl™")
and Promega PCR Master Mix, (in which the final con-
centrations were: deoxynucleoside triphosphates (dNTPs)
200 uM each; MgCl, 1.5 mM; and Taq polymerase 25
units ml ™) supplied in a reaction buffer (pH 8.3).

PCR products were checked on a 1% agarose gel before
loading on TTGE gel.

TTGE

Denaturing gels (30 ml) were prepared composed of 6%
polyacrylamide (stock solution: acrylamide/bis-acrylamide
37.5:1), 7 M wrea, 1.25 x TAE and 2% glycerel. The
stacking gel (5 ml) contained only TAE 1.25 x and 6%
polyacrylamide. Ammonium persulfate 10% (respectively
150 and 25 pl for the denaturing and the stacking gels) and
TEMED (respectively 30 and 5 pl) were added before
casting and the gel was left to polymerize at 20°C for
3—4 h. The gel dimensions were 16 cm x 16 cm x 1 mm.

The TTGE was performed by using a Dcode universal
mutation system (Bio-Rad), medified to improve accuracy
and repeatability of the temperature gradient kinetics: the
electrophoresis part of the Dcode system was immersed in a
modified buffer tank (15 1). The tank was connected to an
external temiperature control unit (Cryostat Julabo, Seelbach,
Germany) using 20 mm diameter tubing. Electrophoresis
was performed for 18 h at 70 V in 1.25 x TAE buffer.
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Gradual temperature increase was 57-62°C. Gels were
stamed with SYBR Gold 1 x, rinsed in 1 x TAE buffer, and
photographed on a UV transillumination table. Band detec-
tion on TTGE gel images was performed using the Lablmage
software v2.7 (Kapelan GmbH, Halle, Germany). On the
basis of a band presence/absence matrix from each gel, a
dendrogram was constructed applying the Dice coefficient
and the unweighted pair group method of averages
(UPGMA) using the Matlab software v6.1 (The Mathworks,
Natik, MA).

Flow cytometry

Samples were run using a FACSort flow cytometer
equipped with a 488-nm argon laser and standard filter
setup (Becton Dickinson, San Jose, CA). Two populations
of photosynthetic organisms were discriminated in micro-
cosms samples, on the basis of their scatter signals and
their natural red (630 nm) and orange fluorescence
(580 £ 20 nm): Syrechococcus and small eukaryotes
(<20 pm). Usually, picoplankton is considered to range
from 0.2 pm to 2 pm, and nanoplankton from 2 um to
20 pm. For more precise analysis, a clear sub-population of
pico-cukaryotes was detected as part of the overall
cukaryotic distribution (Fig. 1). Cells belonging to this sub-
population have been identified by flow cytometric sorting
in marine samples from various geographic locations, as
prasinophytes (Marie, unpublished data) and for this rea-
son, they were cited as “prasinophyte-like” in the
following text. The other eukaryotes are nano-eukaryotes.
Data were analysed using the WinMDI v2.9 software
(Trotter, http:/facs.Scripps.edu/).

HPLC of pigments

Pigments from half of each frozen 0.22 um polysulfone
filter were extracted in the dark, in 1 ml of 95% methanol

as follows: the half-filter was ground for 3 min using a
stainless steel spatula and sonicated on ice for 30 s. The
solution was then filtered through a 0.22-pum PVDF syringe
filter to remove debris. Aliquots (200 pl) were injected into
the HPLC system (Waters 600 S controller, 616 pump, 600
column heater and 996 diode-array detector). Pigments
were separated through a Waters Symmetry-C8 reverse-
phase column maintained at 30°C (150 x 4.6 mm, 3.5 pm
particle size, 100 A pore size). The mobile phase was a
gradient mixture of 4 solvents: methanol (100%), aceto-
nitrile (100%), acetic acid (100%) and aqueous pyridine
solution (0.25 M). Whereas Zapata et al. (2000) used
two eluents each constituted of two solvents, in the pres-
ent study the four single solvents were directly used
for gradient elution. This allowed an improved analysis
repeatability.

The peaks were identified based on their retention time
and absorption spectra compared with those of published
pigments spectra (Jeffrey et al. 1997) and with those of
pigments extracts prepared from clonal cultures with
known pigment composition, obtained from the Roscoff
Culture Collection (Vaulot et al. 2004): the dinoflagellate
Amphidinium carterae (RCC 88), the chlorophyte Dunali-
ella tertiolecta (RCC 6), the prymnesiophytes Emiliania
hixlevi (RCC 174), Pavlova lutheri (RCC 180) and
Phaeocystis globosa (RCC 187), the chrysophyte Pelago-
coccus subviridis (RCC 98), the diatom Skeletonema
costatum (RCC 70) and the cyanophyte Syrechococcus sp.
(RCC 752).

The pigment profile of a sample was defined as the set of
samiple pigment ratios (sample-pigment X, ../sample-
chl a...,) at 440 nm. Chl  concentration was also calcu-
lated in every sample, using a chl ¢ standard solution
(SIGMA, Chlorophyll a from spinach for HPLC Ref
10865).

The pigments detected and the associated abbreviated
names are listed in Table 1.
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Table 1 List of pigments detected—abbreviated names

Chlorophylls

Chlorophyll «, b, ¢1, ¢3, &3 Chla, b, ¢y, ¢2, 3

Chlorophyllide a Chlide «

Mg 2.4-divinyl pheoporphyrin as monomethyl MgDVP
ester

Moenovinyl chlorophyll ¢y MV chl ¢35

Carotenoids

1¥-Butanoyloxyfucoxanthin But-fuco

Diadinoxanthin Diadino

Fucoxanthin Fuco

1% -Hexanoyloxyfucoxanthin Hex-fuco

Neoxanthin Neo

Peridinin Perid

Prasinoxanthin Pras

Violaxanthin Viela

Zeaxanthin Zea

Species determination

In order to provide an insight into the phytoplankton
community before exposure to the fungicide, 100 ml of the
surrounding seawater used to fill microcosms on the first
day of experiment were fixed using acid Lugol’s iodine
solution (2%, final concentration) and kept in the dark.

Determination and quantification of micro- and nano-
phytoplankton cells were carried out at the species level as
follows: a sub-sample of 30 ml was settled into an Uter-
mohl settling chamber (Hasle 1978} and counted using a
Wild M40 phase comntrast inverted microscope. Counts
were carried out on partial or whole bottom surface of the
chamber, depending on the size and the abundance of the
species (Lund et al. 1958), at x200 to x400 magnification.
When possible, 400 cells were counted to ensure that the
error in estimation of cellular abundance remained within
the limits of £10% (Uehlinger 1964).

Statistical analysis

The pigment and flow cytometry data were first tested for
homogeneity of variances (Bartlett’s test) and normal
distributions (Kolmogorov—Smirmov test). As several
variables did not fulfill both conditions, a parametric
analysis could not be used. Therefore, following the sta-
tistical procedures given in Sokal and Rohlf (1995), a
Kruskal-Wallis rank test was used to check for significant
differences in multiple treatment sets, and when the answer
was positive a Mann-Whitney test was run for pairwise
comparisons. Statistical tests were performed using the
Statgraphics® Plus v3.1 software.

In order to test for significant differences between the
genetic fingerprints obtained from different treatments,
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analyses of similarity (Clarke 1993) were performed on
binary matrixes from gel image analysis using the one-way
ANOSIM function in the Past v1.77 software (Hammer
et al. 2001).

Results
Fungicide analysis

The surroumding water used to prepare the microcosms on
the first day of experiment did not contain detectable
epoxiconazole concentration (data not shown), neither did
the control on the last day of experiment. As medium
renewal was 10% every other day, the remaining fungicide
concentration after twelve days should be approximately
56% of the nominal amount added.

On the last day of experiment, epoxiconazole value in
100 pg 17! treated microcosms was 44 pg 177, close to the
expected value (44% instead of 56%). For the 10 pg 17
treatment, this value was much lower than expected (24%)
at 2.4 pg 17, and higher (84%) at 0.84 ng 17" for the
1 pg 17! treatment.

Opus impacts on eukaryote and photosynthetic
conmumunities

TTGE of the eukaryote community

Image analysis of the TTGE gel from centrel and 1 pg 17°
Opus treated microcosms (Fig. 2a) allowed the detection of
34 different bands on the whole gel. 15 to 20 bands were
detected for the control microcosms and 16-24 for
1 pg 17! Opus treated microcosms.

The cluster analysis (Fig. 2a) did not point out any
grouping of the patterns in relation with the treatment, and
the ANOSIM results did not indicate significant difference
between control and treated microcosms.

These data illustrate that 1 pg 17" of Opus does not
induce detectable effects on the eukaryotic conumnunities in
Mmicrocosms.

Image analysis of the TTGE gel from control, 10 and
100 pg 17! Opus treated microcosms {Fig. 2b) allowed the
detection of 45 different bands on the whole gel. 18 to 25
bands were detected for the control microcosms, 14-19 for
microcosms treated with 10 pg 17 of Opus and 8-15 for
microcosms treated with 100 ug 17" of Opus. The band
counts were significantly different between the latter and
the control microcosms (Mann—Whitney, P = 0.03). No
difference in these counts was demonstrated for the Opus
10 pg 17! treatment as compared with controls (P = 0.11).

The cluster analysis (Fig. 2b) showed 3 groups of fin-
gerprints: the first group includes three control replicates,
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the second group includes the four Opus 10 pg 17! repli-
cates and the third group includes the four Opus 100 pg 17
replicates and one control replicate. The ANOSIM p-values
point out significant differences between the control and
both Opus treatments (P = 0.028 and P = 0.029 for Opus
10 and 100 pg 17! treatments, respectively). The R values
of the treatments versus control (R = 0.58 and R = 0.67
for Opus 10 and 100 pg 17, respectively) illustrate that
similarities within each condition are higher than similar-
ities between conditions (Clarke 1993).

These data illustrate that microcosms exposed to 10 and
100 pg 17" of Opus exhibit a modification of the commu-
nity fingerprints.

Fig. 2 a TTGE gel profiles a

from 188 DNA PCR products i ool

and UGPMA cluster analysis of
Dice similarity matrix
calculated from the banding
patterns. C = Control; . -
1=0pus1pgl L

ab,c,d = replicates (on the left S
of each lane, dashes indicate the
bands detected) b TTGE gel
profiles from 188 rDNA PCR
products and UGPMA cluster
analysis of Dice similarity
matrix calculated from the
banding patterns. C = Control;
10 = Opus 10 pgl %

100 = Opus 100 pg 1 %
a,b,c.d = replicates (on the left
of each lane, dashes indicate the
bands detected)

— - -

. .

a becdabed

E 2 R

Flow cytomeiry

Three populations were discriminated using flow cytome-
try: the pico-eukaryotes mostly composed by species
belenging to the class Prasinophyceae, the nano-eukaryotes
and the prokaryote Synechococcus. The cumulative counts
in control microcosms, were not significantly different
from the ones in treated microcosms.

Counts of the nano-eukaryotes for 1, 10 and 100 ng 17!
Opus freatments were not significantly different from
control (Fig. 3).

The prasinophyte-like counts of microcosms exposed to
100 pg 17 of Opus dropped dramatically to less than 2%
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Fig. 3 Cellular concentrations (cell ml Ly of the photosynthetic
populations in microcosms on the last day of experiment, discrim-
inated using flow cytometry (mean + standard error, SE)

of the control values (P = 0.012), whereas no significant
effect could be shown on this population exposed to 1 and
10 pg 171 The Synechococens counts were not signifi-
cantly higher in Opus 1 and 10 pgl™' treatments.
However, when exposed to 100 ug 171, the Synechococcus
counts were significantly (P = 0.02) enhanced, to
approximately 260% of the control values.

HPLC

HPLC analysis of phytoplankton pigments allowed to
detect 17 different pigments (Table 1): 8 chlorophylls: chl

the first two axes (Fig. 4).

The projection of observations on the two axes exhibits
two clearly separated groups: the first group of observa-
tions includes Control, Opus 1 pg 171 and Opus 10 pg 174,
and can be projected on the positive side of the first axis.
The second group, Opus 100 pg 171 replicates, can be
projected on the negative part of the first axis with values
lower than —3.

For each pigment, pairwise comparisons of pigment
ratios were carried out between control and Opus treat-
ments. The comparisons of pigment ratios between controls
and microcosms exposed to 1 and 10 pg 17 of Opus did
not point out any significant difference (Mann—Whitney,
P > 0.05, data not shown). However, the comparison of
pigment ratios between the control and the microcosms
exposed to 100 pg 17! of Opus (Fig. 5) showed important
differences: six of the 16 pigments observed n controls
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Fig. 5 Pigment ratios in 20

controls and in 100 pg 1 ! Opus
treatments (mean =+ standard
error, SE)
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were not detected when phytoplankton was maintained
with 100 pg 171 of Opus: pras, neo, viola, perid, chl b and
chlide a.

Among the 10 other pigments, 7 were shown to have
significantly different ratios (Mann—Whitney, P < 0.05) in
microcosms exposed to 100 ug 17! of Opus:

hex fuco, chl ¢35 and MV chl ¢5 ratios were enhanced
2.5 times, 2 times and 10 times, respectively,

fuco, but-fuco and MgDVP were half the control value,
chl ¢y ratio was 5-fold lower compared to the control.

Chlorophyll & quantification
When microcosms were exposed to 1 and 10 ug 17! of

Opus, no significant difference in chl a concentration could
be demonstrated, as compared with control (P = 0.06 and

I

1,0

0,8

0,6

04

Chl a concentration (pg L'1)

02

0,0

Control Opus 1 Opus 10 Opus 100

Fig. 6 Chl g concentrations (ug 1 1) in microcosms on the last day of
experiment (mean =+ standard error, SE)

P = 0.07, respectively) (Fig. 6). Nonetheless, the chl a
concentration in microcosms treated with 100 pg 171 of
Opus was significantly increased to 177% of the control
value (P = 0.037).

Species determination

The microscopic species determination allowed to identify
28 species in the surrounding water on day 0. Among
them, Chaetoceros sp., nano-flagellates and cryptophytes
accounted respectively for 59.2%, 36% and 4.4% of the
total cell counts (data not shown).

Discussion

The microcosm system used here, with partial medium
renewal and an air overlay, was previously validated as
representative of the natural surrounding water, for Syn-
echococcus and picoeukaryote counts (de la Broise and
Palenik 2007; Stachowski-Haberkorn et al. 2008).

Fungicide exposure

Epoxiconazole analyses in 100 ng 17! treated microcosms
on the last day of experiment showed a concentration in the
range of the one expected. For the lower Opus concentra-
tions, analyses exhibited lower or higher concentrations than
expected, for 10and 1 pg 17! respectively. This could be due
to the possible adsorption/desorption during the dilution
process, on bottle walls and/or on the organic matter present
in seawater, and to accuracy of analysis at such low values.

No data on epoxiconazole concentration in marine
waters was available. However, as pesticide concentrations
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encountered in estuarine areas are usually below 1 pg 171
(Lehotay et al. 1998; Oros et al. 2003; Steen et al. 2001),
we can consider the lowest concentration tested to be likely
representative of peak pollution in coastal areas. The
10 pg 171 value would perhaps be encountered in fresh-
water or estuarine areas in case of exceptional and extreme
pollution. The higher concentration tested is obviously non
realistic for a marine environment. It was however included
in this experiment to insure detectable adverse effects using
the methods assessed here.

TTGE

The TTGE was based on 18S rDNA amplification from the
whole eukaryotic community present in microcosms. These
eukaryotic organisms include photosynthetic phytoplank-
ton, but also heterotrophic umicellular eukaryotes and
pluricellular grazers.

The observation of TTGE gels reveals two kinds of
variability:

— On the first gel (Fig. 2a), controls displayed 15-20
distinct bands, whereas there are 18-25 bands for
controls on the second gel (Fig. 2h). These 2 gels were
simultaneocusly Tun on the two sides of the Dcode
system, showing that even with an improved control
system for temperature kinetic, migrations were not
rigorously identical. So it is recommended to load
control samples on each gel and to avoid gel to gel
comparisons. The whole sample set could not be run
simultaneously on the same gel. Therefore the same
controls were rum on both gels, allowing data treatment
using samples/control comparisons.

In spite of this drawback, several studies reported the
high sensitivity and reliability of this method that yields a
picture of the genetic diversity of the community as a
whole (Gillan 2004; Muyzer and Smalla 1998), both in
prokaryote (KostanjSek et al. 2005; Pesce et al. 2006;
2008) and eukaryote (Doaré-Lebrun et al. 2006; Nieguits-
ila et al. 2007) community studies. Furthermore, only
species at low relative abundance (<1%) are usually
undetected on such fingerprints (Muyzer et al. 1993).

— when replicates were submitted simultaneously to
similar experimental conditions, they exhibited differ-
ences in band intensities and/or locations. We can
hypothesize a non-deterministic community structuring
process as the cause of such difference, as already
reported in Drake et al. (1996). Variability between
replicates was also reported in studies including phyto-
plankton communities (Caquet et al. 2001; Rosenzweig
and Buikema 1994), and in an ecotoxicological study

84

with aquatic microbial commumities n microcosms
analysed using DGGE (Brandt et al. 2004).

For data analysis of such diverging microcosms, it is
recommended to use multivariate techniques on multiple
replicate  experiments (Kedwards etal. 1999; Van
Wijngaarden et al. 1995). These allow to reveal toxicant
effects even with a small number of replicates (Kedwards
et al. 1999). In that aim, we applied on a four replicate data
set, the Dice/UPGMA cluster analysis on the presence/
absence binary matrix, supported by the ANOSIM test. In
this study, R values obtained from Opus 10 and 100 pg 171
treatments (.58 and 0.67 respectively) illustrate that sim-
ilarity within treatment replicates is higher than similarity
between treatments and controls (Clarke 1993). Besides,
the ANOSIM P-values <0.05 indicate the significance of
the cluster analysis results, in other words communities
exposed to 10 and 100 pg 17! of Opus display significantly
different fingerprints compared to the control ones.

When microcosms were exposed to 100 pg 17 of Opus,
significantly fewer bands were detected in the TTGE fin-
gerprints. Even though a band can consist of more than one
sequence {Eichner et al. 1999; Muyzer et al. 1993; Muyzer
and Smalla 1998), and can thus correspond to more than
one species, a significant drop in the number of bands at
100 pg 17! can anyway be interpreted as a loss of diversity
in relation with fungicide exposure. Besides, this kind of
response is considered as a direct toxic effect (Brandt et al.
2004) of the fungicide on the community.

The use of 18S rDNA sequences appears as relevant to
detect shifts in communities exposed to a fungicide.

Flow cytometry

Autoflucrescence of phytoplankton cells allows their
analysis using flow cytometry, directly after samipling or
later, after adequate fixing and conservation of samples
(Vaulot et al. 1989). This method, as applied in the present
study, allows to show only photosynthetic phytoplankton
populations, including eukaryote and prokaryote organ-
isms. Flow cytometry analyses allow a rapid count of cells
(a few minutes) and are run on approximately 250-300 pl
of samiple. Thanks to these two main assets, a large number
of replicates can be considered, along with the statistical
validation of results; and the small sample volumes needed
allow simplified protocol design.

However, as the flow cytometer used in this study only
allows the analysis of cells with diameter below 80 pm,
small cells (<20 pum) at high concentrations can be dis-
criminated, which usually correspond to picophytoplankton
(0.2-2 pm) and nancphytoplankton (2-20 pum). The larger
planktonic cells (20-200 pum) are not detected using Jow
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cytometry (Collier and Campbell 1999). Thus, flow
cytometry provides only a partial view of the community.

Even though flow cytometry allows rapid acquisition of
data about photosynthetic populations, until now its
application to ecotoxicological studies on phytoplankton
communities is still limited. A few studies involving flow
cytometry reported the toxicity of Trgarol 1051% on phy-
toplankton communities (Devilla et al. 2003; Readman
et al. 2004; Zamora-Ley et al. 2006).

In the present study, this tool, applied to natural phy-
toplankton communities, allows to point out significant
effects of the fungicide Opus at 100 pg 17" on the prasin-
ophyte-like and the Syrechococcus populations, with
opposite effects. When prasinophyte-like counts dropped
dramatically, Syrechococcus were enhanced, whereas no
change was observed in the larger eukaryote counts. The
Synechococcus may either be stimulated by the fungicide,
or take advantage of the ecological niche left by the pra-
sinophyte-like population.

HPLC

Nowadays, HPLC is a commonly used method for separa-
tion, identification and quantification of photosynthetic
pigments from phytoplankton communities (Furuya et al.
2003; Seoane et al. 2006; Winstrand and Snoeijs 2006).
This method focuses on photosynthetic pigments of the
phytoplankton community, as does flow cytometry. But
whereas flow cytometry allows to analyse only small cells
at relatively high concentrations, HPLC results are obtained
from pigments of the whole photosynthetic community,
including eukaryotes and prokaryotes. The HPLC analysis
of pigments is a method of choice, due to its high sensitivity
for detection and quantification of pigments (Jefirey et al.
1999; Kwan Wong and Kim Wong, 2003; Zapata et al.
2000). However, its application to ecotoxicological studies
is still scarce: to our knowledge only three studies involving
HPLC were reported in works on herbicide effects on
phytoplankton communities (Devilla et al. 2005; Dorigo
et al. 2004; Readman et al. 2004).

In this ecotoxicological study, as the aim was to compare
control and treated samples, we chose to work on relative
data sets. Pigments were extracted and identified from strain
cultures. And only chl a of the samples was quantified from
standard injection. The peak area values from other pig-
ments were divided by the chl & peak area value, for each
sample. This allows ratio comparisons between samples, in
order to assess their variation in relation to chl a.

Applying this data treatment, we showed changes in
several pigment ratios of communities, when exposed to
100 pg 17! of Opus. As a change in the ratio value could
hide a chl a variation, a distinct statistical treatment was
applied on chl @ concentrations, in order to highlight and

quantify the significant variations of this pigment, and to
avoid misleading conclusions. As chl @ concentration
almost doubled in 100 pg 17! treated microcosms, we
considered, when pigment ratio were two-fold lower than
controls (fuco, but-fuco and MgDVP), that the corre-
sponding pigment concentration was not different from
control. Then, compared to the controls, communities
exposed to 100 ug 17! of Opus still exhibited two kinds of
changes:

— six pigments observed in control were not detected
anymore in treated microcosms. Two of them, chl b and
chlide @ were already wvery close to the detection
threshold in controls. The four other pigments were:
prasmoxanthin, a prasinophyte marker (Jeffrey et al.
1997); neoxanthin, a marker of chlorophytes, prasino-
phytes and euglenophytes (Jeffrey etal. 1997);
violaxanthin, a marker of chlorophytes, prasinophytes
and eustigmatophytes (Jefirey et al. 1997); and perid-
inin, a dinoflagellate marker (Jeffrey et al. 1997).
Among these pigments, the prasinoxanthin, neoxanthin
and violaxanthin reductions tend to confirm the drop in
prasinophyte counts observed using flow cytometry.

— four other pigments exhibited significant variations in
their ratios as compared with controls: chl ¢; dropped
and the 3 others were enhanced (hex fuco, chl ¢; and
MYV chl e3).

When chl ¢) dropped 3-fold, this may suggest an impact
of the fungicide on diatoms, prymmesiophytes or raphido-
phytes (Jeffrey et al. 1997). Pigments for which ratios where
enhanced in the presence of 100 pg 17" of Opus, reveal an
increase of their concentrations: hexfuco which is a marker
of prymnesiophytes and some dinoflagellates, like chl e5
which is also found in some diatoms (Jeffrey et al. 1997).

Chl a concentration almost doubled: as chl a is ubig-
uitous in phytoplankton taxa, except in prochlorophytes
(Jeffrey et al. 1997), its increase could be attributed, either
to an enhancement of its intracellular concentration and/or
to the enhanced cellular density of some taxa.

These information, arising from chemotaxonomy, pro-
vide an approximation, only at the class level, of the taxa
possibly impacted by the fungicide and deo not allow to
determine more precisely the organisms impacted. Fur-
thermore, as some pigments are found across several
classes (Jeffrey et al. 1999), and as these taxa do not
inevitably occur in the environment during the experiment,
hypotheses should be considered cautiously.

Using for each pigment, ratio related to chl @, we dem-
onstrated significant fungicide effects on the phytoplankton
community exposed to 100 pg 17 of Opus. These results
clearly indicate a perturbation of the community, and the
“loss” of several pigments suggests a lower diversity,
probably in favor of taxa more tolerant to the fungicide.
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Comparison of TTGE, flow cytometry and HPLC

Among the three overlapping methods applied here on
community analysis, the genetic fingerprints revealed sig-
nificant differences between controls and microcosms for
Opus concentration as low as 10 pg 17!, whereas flow
cytometry and HPLC only revealed significant differences
when microcosms were exposed to 100 pg 17! of Opus.

The comparison of the 188 rDNA fragment fingerprints
appears thus as a more sensitive indicator of commumity
disturbance, when compared to flow cytometry and pig-
ment analysis. As a matter of fact, 185 rDNA amplified
fragments, visualized using fingerprinting techniques, can
be related to species (Kostanjsek et al. 2005) whereas
cytometry analysis and pigment contents data can only be
related to the class level or higher. This could explain that,
when microcosms are exposed to 10 pg 17 of Opus, an
effect on several species can be detected using TTGE,
whereas no effect can be seen on the community using flow
cytometry or HPLC. However, phytoplankton are not the
only target of 18§ rDNA analysis, as heterotrophic
eukaryotes and/or grazers can also be present in micro-
cosms, and thus appear in the genetic fingerprints.

Two main hypotheses could explain community modi-
fication when exposed to 10 pg 17" of Opus:

— the selection pressure exerted by the fungicide could
reduce the population of some photosynthetic taxa,
what can benefit to the more tolerant ones (Bérard et al.
1999a; 1999b; Bérard and Benninghoff 2001)

— as 188 rDNA fingerprints possibly include some
grazers, the fungicide could also act on some grazer
taxa, and thus disturb the complex microbial ecosystem
interactions.

Brandt et al. (2004) compared, on microbial prokaryotic
communities exposed to linear alkylbenzene sulfonates, the
sensitivity of DGGE with other structural and functional
analytical methods. The structural methods were commu-
nity-level physiological profiling, using Biolog Eco-
Plate™ and Pollution-induced community tolerance, and
the functional ones were the dynamics of inorganic nutri-
ents N and P and the incorporation of [*H] leucine. They
also found the fingerprinting techmique to be the most
sensitive-one, and recommended the use of such techniques
for community-level toxicity assessment.

Conclusion
The aim of this study was the comparison of the relative
sensitivity of three overlapping methods for fungicide

impact assessment on phytoplankton community. The
detection metheds tested here were focussed on the
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detection of modification in the community composition, as
such changes are believed to be more sensitive to toxic
stress than functional ones {Petersen and Gustavson 2000).

This work highlighted the sensitivity of photosynthetic
organisms to the fungicide epoxiconazole when exposed to
100 pg 17, whether this effect is direct or indirect.

‘When the first step in ecotoxicological studies is usually
the characterization of an impact threshold, no method can
provide a full overview of structural changes induced after
exposure to xenobiotics. Among the three methods tested
here for community analysis, TTGE appeared the most
sensitive for impact detection: only TTGE allowed to show
community modifications when exposed to Opus con-
centration as low as 10 pg 17", TTGE focussed on the
whole eukaryotic community, including non-photosyn-
thetic organisms when flow cytometry and HPLC of
photosynthetic pigments focussed only on phytoplankton.

In the search for improved tools for the evaluation of
impact threshold, the present work underlines the fact that
the definition of a threshold value depends not only on the
significant effect of the toxicant, but also on the sensitivity
of the analytical method applied.
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1.2. Synthese

Le but de l'étude décrite dans ce premier artidait éd'exposer des communautés
microbiennes naturelles au fongicide Opus (éporimole) a 1, 10 et 100 pg/L, en
microcosmem situ

Les microcosmes étaient uniquement constituéseparommunautés microbiennes naturelles
(<200 um) procaryotes et eucaryotes, autotrophbététotrophes, prélevées directement sur
le site expérimental. Afin de maintenir une comimside la communauté comparable a
lenvironnement naturel, une partie du contenu r@socosmes était renouvelée tous les
deux jours (200 mL) avec de I'eau du site expériaiditirée a 200 um.

L'exposition des communautés a duré 12 jours. hely/ses ont été réalisées uniguement sur
le contenu des microcosmes au dernier jour dedmexquce. Trois méthodes d'analyse des
communautés ont été appliquées :

— l'analyse d’'image des gels de TTGE, effectuédesicommunautés eucaryotes,
a permis de mettre en évidence un changement isajfififdes empreintes
géneétiques des communautés exposees a 10 et 104'(dgus, par rapport aux
communautés témoins. De plus, le nombre de bangtestdes a 100 pg/L était
significativement moindre ;

— la cytométrie en flux a été appliquée aux échans sans marquage préalable :
n'étaient donc visibles que les populations auto+fbscentes, c’est-a-dire la
communauté photosynthétique. Aucun effet de I'Oplasété démontré a 1 et
10 pg/L, mais deux populations étaient significatinent différentes des témoins
a 100 pg/L : la population d8ynechococcugrocaryote) avait une abondance
égale a 260% de sa valeur dans les témoins, aloes I'gbondance des
prasinophycées a chuté a 2% de la valeur obsearéelés témoins ;

—l'analyse des pigments par HPLC a permis de reonine perturbation de la
communauté photosynthétique, mais seulement a @Q0 d'Opus : quatre
pigments n’étaient plus détectés alors que qualtiresaprésentaient un ratio par
rapport a la cha significativement différent de celui des témoins.

Aucune des trois méthodes utilisées pour analgsecdmmunautés microbiennes n'a permis
de détecter des effets de 'Opus a 1 ug/L. D’'umtpdé vue environnemental, il semblerait
donc que ce fongicide ne représente pas un grsmuakerpour I'équilibre des communautés
microbiennes au niveau cotier. Cependant, il semstessant de tester cette substance a
d’autres périodes de I'année et/ou sur d'autresstge communautés (ex : estuariennes) avant
de conclure quant a son impact.

La TTGE a donc permis de détecter des différenees tbs empreintes génétiques des
communautés exposées a 10 pg/L d'Opus, par ragpotEmoins, alors gu’aucun effet n'est
visible par la cytométrie ou 'HPLC. Cette diffécerpeut s’expliquer par deux hypothéses :
—la TTGE serait plus sensible pour détecter ueteffu fait du critére utilisé. En
effet, la diversité génétique des séquences du gment pour I’ARNr 18S peut
étre reliée aux especes présentes. En cytométoeplimlogie, chlorophylle et
phycoérythrine) et HPLC (contenu pigmentaire), ¢egeres de discrimination
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correspondent a des niveaux taxonomiques plus €laedatifs aux genres,
classes ou autres. De ce fait, la TTGE apportenaé vision plus fine des
modifications de structure des communautés ;

—il se peut aussi que les éléments affectés f@pub a 10 pug/L soient des
eucaryotes non photosynthétiques, ce qui expliguepze les modifications
soient visibles en TTGE et pas avec les deux autéthodes d’analyse ciblées
sur les organismes photosynthétiques. Comme ledebadiscriminantes n’ont
pas pu étre excisées et séquencées, cette hypathgsss pu étre vérifiée.

Ces effets de I'Opus a 10pug/L pourraient étre ctie sur quelques éléments
photosynthétiques non majoritaires, et/ou sur dEwmedts hétérotrophes. Mais il pourrait
aussi s'agir d’effets indirects, par l'intermédiaife procaryotes hétérotrophes.

Lorsque les communautés sont exposées a 100 @lusl’ des effets sont détectés avec les
trois méthodes et révelent des impacts import@ette concentration, non réaliste de point de
vue environnemental, a été mise en ceuvre afin ereyédes effets massifs détectables par
les trois méthodes. Il semble que les élémenta @erhmunauté sont impactés de maniére
différente, ainsi les prasinophytes voient leurnalamce décliner tandis que I'abondance de
Synechocccuaugmente fortement. Certains pigments disparaisgemiminuent alors que
d'autres augmentent. Ces effets résultent probablemiactions directes et indirectes du
fongicide sur les éléments eucaryotes, procaryptestpsynthétiques et hétérotrophes. Il en
résulte une restructuration des relations de cdtiopétet de prédation au sein de la
communauté dans son ensemble, avec certains faeovant occuper les niches écologiques
laissées vacantes par d’'autres.

Cette premiere étude suggere une plus grandeisendiola TTGE pour la détection d’effets
de contaminants sur la structure des communautgshignnes. Cette méthode d’'analyse a
été appliquée lors d’'une seconde étude d'impact terbicide, le Roundup (glyphosate),
mais cette fois en ciblant aussi les communautEzapotes avec le géne codant pour '’ARNr
16S.
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2. Impact du Roundup sur les communautes
microbiennes marines

2.1. Introduction

Le glyphosate est un herbicide a large specteutisé dans le monde, mais dont les effets
sur les communautés microbiennes marines n'‘ontimjeas pas été étudiés. Pourtant, ce
pesticide est susceptible de représenter un rieguailieu marin, du fait de son utilisation
importante pour les usages agricoles, mais aussepaervices de voirie et les particuliers.
Parmi les six substances testées dans cette lthghghosate est celle dont les concentrations
en Rade de Brest sont les plus importantes. Alasiconcentrations maximales de 0.41 pg/L
de glyphosate, et 0.64 pg/L dAMPA, son métabolitat été relevées par le Laboratoire
Idhesa entre 2002 et 2004, sur des masses d'eaalid@é 27 %. ou plus (source:
http:/Amww.rade-brest.fr/). Dans la baie de MaresrDéron (salinité 33 %o), c'est une
concentration d’'1.2 pg/L de glyphosate qui a étsunée sur une période de 11 jours en 2004
(Burgeotet al, 2007).

Pour évaluer les effets éventuels du glyphosatéeswwcommunautés microbiennes en milieu
cOtier, les communautés naturelles (<200 um) @nexdgbosées, en microcosnmesity, a la
formulation commerciale Roundup (1 et 10 pg/L dgphybsate), pendant sept jours. Afin de
mimer les fluctuations de I'environnement natwrak partie du contenu des microcosme était
renouvelée tous les deux jours (200 mL) avec de ki site expérimental filtrée a 200 um.

Ce deuxieme article avait deux objectifs :

—valider le systeme expérimental utilisé par rappau milieu naturel, en
comparant les communautés des microcosmes a dali@dieu environnant ;

— exposer les communautés microbiennes en micrasisnsitu, au Roundup a
des concentrations réalistes du point de vue emvamental afin d’en évaluer
les effets en analysant les communautés par TTGE@&nNétrie en flux.
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The effects of the herbicide Roundup® (glyphosate) on natural marine microbial communities were
assessed in a 7-day field experiment using microcosms. Bottles were maintained underwater at 6 m depth,
and 10% of their water content was changed every other day.

The comparison of control microcosms and surrounding surface water showed that the microcosm sys-
tem tested here can be considered as representative of the natural surrounding environment. A temporal
temperature gradient gel electrophoresis (TTGE) was run on 165 and 18S rDNA-amplified extracts from the
whale microbial community. Cluster analysis of the 165 gel showed differences between control and treat-
ment fingerprints for Roundup at 1 pgL-! (ANOSIM, p=0.055; R=0.53),and 10 gL' (ANOSIM, p=0.086;
R=0.40). Flow cytometry analysis revealed asignificant increase in the prasinophyte-like population when
Roundup concentration was increased to 10 wg L1,

This study demonstrates that a disturbance was caused to the marine microbial community exposed
to 1 wgL~! Roundup concentration, a value typical of those reported in coastal waters during a run-off

event.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The massive use of pesticides induces acute or chronic contam-
ination of aquatic biota via spray drift, leaching or runoff from
urban and agricultural areas. Herbicides in estuarine areas have
been reported at concentrations ranging from several 10s to 100s
of ngL~! (Lehotay et al., 1998; Chesworth et al., 2004; Steen et
al., 2001; Oros et al., 2003). These contaminants can negatively
impact non-target organisms, including microbial eukaryotes and
prokaryotes. In microbial aquatic communities, phytoplankton are
potentially vulnerable to herbicides, due to their physiological
homologies with terrestrial plants (Delorenzo et al., 2001; Dorigo
et al,, 2004). Furthermore, impacts of pesticides on this microbial
community could seriously damage the workings of the ecosystem,
as the microbial food web plays a critical role in nutrient cycling
and transfer of nutrients to higher trophic levels (Delorenzo et al.,
1999a).
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Numerous studies have been published about pesticide toxicity
assessment on phytoplankton, using single-species tests (Sabater
and Carrasco, 2001: Rioboo et al., 2002 ; Sabater et al., 2002 ; Weiner
et al., 2004; Gatidou and Thomaidis, 2007; Santin-Montanya et al.,
2007). But Bérard et al. (1999) demonstrated that single-species
tests may fail to predict indirect or system responses to toxicants,
suchaschanges in population competition or succession. According
to these authors, studies focusing on the whole natural community
provide more reliable predictions about herbicide safety in aquatic
environments.

Toxicity effects on natural communities can be assessed in sev-
eral ways: by sampling at different natural sites andfor times to
look for pollution-related characteristics (Kostanjsek et al., 2005;
Pesce et al., 2008); by sampling natural communities from the
field and maintaining them in microcosms under controlled labo-
ratory conditions (DeLorenzo et al., 1999b; Seguin et al., 2001} and,
finally, by running studies using in situ microcosms. Recently, de la
Broise and Palenik {2007 )showed that such microcosms immersed
in “average water column conditions”, with partial water renewal,
can be considered as good experimental models for natural nano-
and picophytoplankton from coastal waters. Such in situ micro- or
mesocosm experiments provide the best aspects of both laboratory
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and open field systems, as this experimental setup allows both the
testing of multiple replicates and ecological realism (van den Brink
et al.,, 2002). Microcosms setup in natural environments allows a
wider species spectrum to be tested, including populations that are
hard to maintain, and can thus provide a wider survey of prokary-
ote and eukaryote susceptibility to toxicants (Yasuno et al., 1993).
Seguin et al. (2001) and Leboulanger et al. (2001) pointed out the
need for reliable toxicity data using such microcosm systemns.

Genetic fingerprinting techniques, such as denaturing gradi-
ent gel electrophoresis (DGGE) (Muyzer et al., 1993) or temporal
temperature gradient gel electrophoresis (TTGE) (Yoshino et al.,
1991) can provide an overview of whole community composi-
tion, including unculturable strains, which can account for 90% of
microorganisms (Ward et al., 1990). Both DGGE and TTGE meth-
ods have been useful as tools to describe the diversity of the whole
prokaryote or eukaryote microbial communities in aquatic envi-
ronments (Murray et al., 1996: van Hannen et al., 1998; Bernard et
al., 2000; Diez et al., 2001; Schafer et al., 2001; Marie et al., 2006).

More recently, these methods were successfully applied to
detect disturbances in microbial communities exposed to pollu-
tion (Petersen et al., 2004 ; Kostanjsek et al., 2005; Pesce et al., 2006,
2008).

Besides genetic fingerprinting techniques, flow cytometry can
also provide information about natural microbial community pop-
ulations, and their abundances (Hofstraat et al., 1994; Jonker et al.,
1995; Marie et al., 1999; Rutten et al., 2005). Toxicity assessment
using flow cytometry was reported in studies involving either phy-
toplankton cultures (Cid et al., 1995, 1996; Lage et al., 2001; Stauber
and Adams, 2005; Yu et al., 2007) or natural photosynthetic com-
munities (de la Broise and Palenik, 2007).

Glyphosate is the most commonly used herbicide in the
world, for both agricultural and non-agricultural weed control
(Woodburn, 2000). The use of this non-selective and broad-
spectrum herbicide increased dramatically after the introduction
of genetically modified glyphosate-resistant cropsin 1997 (Giesy et
al., 2000). The main formulation of glyphosate is Roundup, where
glyphosate is present as an isopropylamine (IPA) salt and its effi-
ciency is enhanced by addition of the surfactant polyoxyethylene
amine (POEA) (Tsui and Chu, 2003).

As receivers of terrestrial pollution, coastal areas can suf-
fer glyphosate contamination over episodes of several days: for
instance, glyphosate was detected over a 11-day period at a peak
value of 1.2 pgL~! in the Marennes—Oléron bay (Atlantic coast,
France)in late spring 2004 (Burgeot et al., 2007). However, little is
known about its impact on natural aquatic microbial communities.
To our knowledge only one study has revealed significant distur-
bance in the sediment bacterial community from a lake, exposed
to environmentally relevant glyphosate concentrations (Widenfalk
et al., 2008).

To examine the effects of Roundup on marine microbial com-
munities, the objectives of this study were

1. To compare microbial communities in microcosms and in sur-
rounding water in order to evaluate the relevance of in situ
microcosms.

2. To expose microbial communities to Roundup at environmen-
tally relevant concentrations, in microcosms in situ.

3. To assess the pesticide impacts using flow cytometry and TTGE
for analysis of prokaryote and eukaryote natural communities.

2. Materials and methods

In order to assess the effects of Roundup on eukaryote and
prokaryote marine microbial communities, a set of microcosms

containing natural surrounding filtered seawater was placed in
situ and exposed to Roundup. The genetic fingerprints of micro-
cosm communities were obtained from the whole community
DNA amplified extracts, using TTGE analysis. Chlorophyll a (chl a)
measurements were made from biomass collected on filters, and
microcosm subsamples were also analysed using flow cytometry,
and species determination by microscopy.

2.1. Pesticide

The pesticide tested in this study is the commercial formula-
tion of the herbicide glyphosate ( Roundup®, Monsanto, Saint-Louis,
MO, USA). Concentration values represent those of the pure active
substance. The pesticide stock solution (10mg L-! glyphosate) was
prepared in 0.22-pm filtered seawater, previously autoclaved for
20min at 121 °C. After agitation for 48 h using a magnetic stirrer,
the solution was kept at —24 °C.

Freshly thawed stock solution wasadded directly into the micro-
cosm bottles just before immersion. Pesticide concentrations were
analyzed on the first day of the experiment, on one additional
microcosm for each treatment, and on the last day of experiment
on pooled water samples from all the replicate bottles of each treat-
ment. Samples were frozen until analysis.

Pesticide analyses were performed by Idhesa Laboratory
(Brest, France). The determination of glyphosate and its metabo-
lite aminomethylphosphonic acid (AMPA) residues was per-
formed using liquid chromatography with fluorescence detec-
tion after liquid-liquid extraction and derivatization with 9-
fluorenylmethylchloroformate (FMOC-Cl). Detection limit was
0.05pgl 1.

2.2. Microcosms

The outdoor experiment took place in summer 2006, in Port-la-
Forét Bay, south Brittany, France (47°52/12"N, 03°58/35W), from
July 27 to August 3. This bayis submitted totide amplitude of 3-5m,
and maximum tidal currents are upto 0.5ms! at the experimental
site. Light at 6 m depth was measured twice during the experiment
{spherical quantum sensor LI-193 SA from LICOR corporation), and
showed about 10-fold intensity reduction as compared to surface
light, indicating low turbidity waters. Microcosms consisted of her-
metically closed 2.3-L glass bottles. These bottles were filled with
2L of 200-pm filtered fresh seawater from the surface layer at
the field site, containing natural phytoplankton communities, and
enclosed with about 300 mL of air (de la Broise and Palenik, 2007).

Fifteen microcosms were prepared: five replicates each of the
three treatments: control and two different concentrations of
Roundup (1 and 10 pg L=1).

Microcosmswere hung ona 3-m diameter circular stainless steel
frame that was anchored to the sea floor, on a400 kg concrete block,
and suspended from a surface buoy that allowed the bottles to
remain at 6 m depth, regardless of the tide (Fig. 1). The replicate
microcosm bottles of each treatment were distributed alternately
all around the frame.

On days 2, 4 and 6, the frame was hauled out of the water and
200 mL of the 2 L seawater content of each bottle was collected in
a tank for proper disposal, and replaced with the same volume of
fresh 200-p.m filtered surrounding seawater and the frame was re-
immersed. No analysis was carried out on these 200 mL samples.
Bottles were finally collected on day 7 for analyses.

On the first and last days of experiment, five samples of sur-
rounding surface seawater (2 L) were also collected for analysis.

One litre of water from each microcosm and one from the
surrounding seawater sample were filtered through 0.22-.m poly-
sulfone filters. These filters were stored at —80°C until DNA
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Fig. 1. Schematic figure of the frame holding the microcosms.

extraction and chl a quantification. For cytometry analyses, samples
(1.5mL) were dropped into cryotubes and fixed with glutaralde-
hyde (final concentration 0.25%). Cryotubes were vortexed and left
for 15min at room temperature before freezing in liquid nitro-
gen. Samples were stored at —80°C until analysis. For algae species
determination, replicate bottles were pooled (200mL each), and
100 mL of the pooled samples were fixed using acid Lugol’s iodine
solution (2%, final concentration) and kept in the dark.

2.3. HPLC chl a quantification

Half of each frozen 0.22-pm polysulfone filter was extracted
in the dark, in 1TmL of 95% methanol as follows: the filter was
ground for 3min using a stainless steel spatula and sonicated on
ice for 30 s. The solution was then filtered through a 0.22-p.m PVDF
syringe filter to remove debris. Aliquots (200 L) were injected into
the HPLC system (Waters 600 S controller, 616 pump, 600 column
heater and 996 diode-array detector). Pigments were separated
through a Waters Symmetry-C8 reverse-phase column maintained
at 30°C (150mm x 4.6 mm, 3.5 pm particle size, 100 A pore size).
The mobile phase was a gradient mixture of four solvents: methanol
(100%), acetonitrile (100%), acetic acid {100%)and aqueous pyridine
solution (0.25M), as described in Zapata et al. (2000). The elu-
ent gradient program was adapted from Zapata et al. (2000), but
whereas Zapata used two eluents prepared from mixed solvents,
four single solvents were used in the present study. Chl a concen-
tration, measured at 440 nm, was calibrated against achl astandard
solution (SIGMA, chlorophyll a from spinach for HPLC Ref. 10865).

2.4. Flow cytometry

Samples were run using an FACSort flow cytometer equipped
with a 488-nm argon laser and standard filter setup (Becton Dick-
inson, San Jose, CA). Two populations of photosynthetic organisms
were discriminated in microcosms samples, on the basis of their
scatter signals and their natural red (>630 nm) and orange fluores-
cence (580 4 20 nm): Synechococcus and pico-eukaryotes (<10 p.m).
Usually, picoplankton is considered to range from 0.2 jum to 2 pum,
and nanoplankton from 2 p.m to 20 pum. But here, using flow cytom-
etry, the term “pico-eukaryotes” is used for cells <10 pm.

For more precise analysis, a clear sub-population of small
eukaryotes was considered as part of the overall picoeukaryotic dis-
tribution (Fig. 2). Cells belonging to this sub-population have been
identified by flow cytometric sorting in marine samples from differ-
ent geographic locations, as prasinophytes (D. Marie, unpublished
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data) and for this reason, we call them prasinophyte-like in the fol-
lowing text. Data were analysed using the WinMDI v2.9 software
{J. trotter, http: f{facs.Scripps.eduyf).

2.5. Species determination

Determination and quantification of micro- and nano-
phytoplankton cells were carried out at species level as follows:
sub-samples of 50mL were settled into Utermdhl settling cham-
bers (Hasle, 1978) and counted using a Wild M40 phase contrast
inverted microscope. Counts were carried out on partial or whole
bottom surface of the chamber, depending on the size and the
abundance of the species (Lund et al., 1958), at 200x to 400x
magnification. When possible, 400 cells were counted to ensure
that the error in estimation of cellular abundance remained within
the limits of £10% (Uehlinger, 1964).

The Shannon-Wiener diversity index H' was calculated using
the formula:

H = Zpilogz(Pi)

where p; is the proportion of the total count arising from the ith
species.

2.6, DNA extraction and purification

Half of each polysulfone filter (0.22 jum pore size) was cut into
small pieces and put in 5-mL polypropylene tubes. Sterile glass
beads (0.5g, 0.1 mm diameter, SIGMA, Ref. G8893) and 500 p.L of
TNE buffer (10mM Tris-Cl, 100 mM NaCl, 10mM EDTA, pH 8) were
added. Tubes were vortexed for 1 min in order to disrupt the cells.

2.6.1. Nucleic acid extraction

Lysozyme was added (final concentration, 2 mgmL~1)and tubes
were then keptat 37 °C for 45 min. Proteinase K (final concentration,
0.5mgmL~1) and sodium-dodecyl-sulfate (SDS, final concentra-
tion, 1% )were then added, and tubes incubated at 37 =C for 30 min.
The lysates were purified twice by extraction with an equal volume
of phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1), and the residual
phenol was removed by two extractions with an equal volume of
chloroform-isoamyl alecohol (24:1). Two volumes of isopropanol
and sodium acetate (10% of the total volume, 3 M, pH 5.2) were
added to the aqueous phase. After precipitation (1 h at room tem-
perature), the tubes were centrifuged for 15min at 13,000 rpm. The
supernatant was discarded and 1.5 mL of 70% ethanol were added.
Tubes were centrifuged for 10min at 13,000rpm, and the super-
natant discarded. The tubes were then left for a few minutes at
room temperature to ensure ethanol evaporation, and nucleic acids
were resuspended into 300 p.L of TE buffer (10mM Tris—HCI, 1 mM
EDTA, pH 8).

2.6.2. RNA digestion

Pre-incubated RNase (10min at 80°C) was added (final con-
centration, 20 ugmL*l), and tubes were incubated for 30 min at
IFUE

2.6.3. DNA purification

This procedure was carried out as for the nucleic acid extraction
described above, except that proteinase K and SDS final concen-
trations were 50 pgml-! and 0.1%, respectively. DNA pellets were
suspended in 0.1 x TE buffer.

2.7. PCR

Two PCRs were run for each DNA extract.
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Fig. 2. Cytograms of side scatter and fluorescence of a seawater sample, showing the populations of Synechococcus, prasinophyte-like and larger eukaryotes.

For the first PCR, eukaryotic 185 ribosomal DNA [rDNA) universal
primers were used. The primers were Euk1A and Euk516r-GC (Diez
et al., 2001), which amplify a fragment of approximately 560 bp.
The PCR program (Diez et al., 2001) included an initial denaturation
step at 94 °Cfor 130s and 35 cycles as follows: denaturation at 94 °C
for 30, annealing at 56 °C for 45 s and extension at 72 °C for 130s.
After the last cycle, a final extension step was performed for 7 min
at72°C

For the second PCR set, prokaryotic 165 rDNA universal primers
were used. The primers were 341F-GC (Muyzer et al., 1993) and
907RC (Schafer et al.,, 2001). The PCR program (Massana and
Jiirgens, 2003) included an initial denaturation step at 94°C for
5min, followed by 10 touchdown cycles including denaturation at
94°C for 1 min, annealing for 1 min (starting at 65°C and decreas-
ing by 1°C per cycle), and extension at 72 °C for 3 min. The next 20
cycles were composed of denaturation at 94 °C for 1 min, annealing
at 55°C for 1 min and extension at 72 °C for 3 min. A final extension
step was performed for 5min at 72 °C.

For both PCRs, approximately 15 ng of extracted DNA (estimated
using spectrophotometry) were used as a template: the reaction
mixture (50 L) contained sterile nuclease-free water, each primer
atafinal concentration of 0.3 M, bovine serum albumin ( final con-
centration 0.2 pg .L-1) and Promega PCR Master Mix (in which the
final concentrations were deoxynucleoside triphosphates (dNTPs)
200 uM each; MgCl, 1.5mM and Tag polymerase 25 unitsmlL~1)
supplied in a reaction buffer (pH 8.5).

PCR products were verified on a 1% agarose gel before loading
on TTGE gel.

2.8 TIGE

Denaturing gels (30mL) were prepared composed of 6% poly-
acrylamide (stock solution:acrylamide/bis-acrylamide 37.5:1), 7M
urea, 1.25x TAE and 2% glycerol. The stacking gel (5 mL) contained
only TAE 1.25x and 6% polyacrylamide. Ammonium persulfate 10%
(150 L and 25 p.L for the denaturing and the stacking gels, respec-
tively) and TEMED (30 wLand 5 L, respectively) were added before
casting and the gel was left to polymerize at 20 °C for 3-4 h. The gel
dimensions were 16cm x 16 cm x 1mm.

The TTGE was performed by using a Dcode universal mutation
system (Bio-Rad), modified to improve accuracy and repeatability
of the temperature gradient kinetics: the electrophoresis part of
the Dcode system was immersed in a modified buffer tank (15L).
The tank was connected to an external temperature control unit

{Cryostat Julabo, Seelbach, Germany) using 20 mm diameter tub-
ing. Electrophoresis was performed for 18 h at 70V in 1.25x TAE
buffer. Gradual temperature increases were 57-62 °C for 185 PCR
products, and 63-68°C for 16S PCR products. Gels were stained
with SYBR Gold 1x, rinsed in 1x TAE buffer, and photographed on
a UV transillumination table. Band detection on TTGE gel images
was performed using the Lablmage software v2.7 (Kapelan GmbH,
Halle, Germany). On the basis of a band presencefabsence matrix
from each gel, a dendrogram was constructed applying the Dice
coefficient and the unweighted pair group method of averages
(UPGMA) using the Matlab software v6.1 (The Mathworks, Natik,
MA).

For practical reasons, only four replicates for control and three
replicates for each pesticide treatment were processed for TTGE
analysis.

2.9. Statistical analysis

The chl a and flow cytometry data were first tested for homo-
geneity of variances (Bartlett’s test) and normal distributions
{Kolmogorov-Smirnov test). As several variables did not fulfill both
conditions, a parametric analysis could not be used. Therefore, fol-
lowing the statistical procedures given in Sokal and Rohlf (1995), a
Kruskal-Wallis test was used to check for significant differences
in multiple treatment sets, and when the answer was positive
a Mann-Whitney test was run for pair wise comparisons. Sta-
tistical tests were performed using the Statgraphics® Plus v5.1
software.

In order to test for significant differences between the genetic
fingerprints obtained from different treatments, analyses of simi-
larity (Clarke, 1993) were performed on binary matrixes using the
one-way ANOSIM function in the Past v1.77 software (Hammer et
al., 2001).

3. Results
3.1 Comparison between control and surrounding water

The chl @ concentration in the surrounding water (Fig. 3)
ranged from 0.93+0.07 gL' (mean+S.E) on day 0 to
1.7140.097 pg -1 on day 7, showing almost a twofold increase.
In controls on day 7, the chl a concentration had increased up to
1.314+0.16 wg -1, but this was not significantly lower than the
level in surrounding water on the same day (p=0.11).
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Table 1

Number of species and Shannon-Wiener index calculated from microscopic analyses of samples from the surrounding water (SW) and the microcosm experiment

SW Day 0 SW Day 7 Control Roundup 1 (pgl-!) Roundup 10 (pgl-!)
Number of species 31 30 32 24 26
H it AP 104 1.59 1.87

Five pooled samples were used for each analysis.

2,0

Chl a concentration (ug 1_")

0,5 4

0,0

SW Day 0 SW Day 7 Control Day 7

Fig. 3. Chl a concentrations (g 1-1) in surrounding water on the first and last day
of experiment (SW day 0 and SW day 7), and in control microcosms on the last day
(control day 7).

Similarly, the total cellular concentration obtained using flow
cytometry analysis (Fig. 4) ranged from 5667+ 306 cell mL~!
(mean+S.E.) on day 0 to 11 268 + 131 cell mL-1 on day 7, showing
a twofold increase. The value obtained for control microcosms on
day 7 (9 943 +480 cellmL~1) was not significantly different from
that of surrounding seawater on the same day.

The Synechococcus cellular concentration in the surrounding
water (Fig. 4) did not increase significantly between day 0 and day
7 (3152 +180 and 3467 + 138 cellmL !, respectively). This popu-
lation was significantly lower in the control microcosms on day
7 (1454 4131 cellmL-1, Mann-Whitney, p<0.05) compared to the
surrounding water.

The total pico-eukaryote cellular concentration in the surround-
ing water (Fig. 4) increased from 2515+ 164 cellmL-! on day 0,
to 78014200 cell mL~1 on day 7 and values were not significantly
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Fig. 4. Cellular concentrations of the Synechococcus, and total pico-eukaryote pop-
ulations discriminated by flow cytometry analysis on surrounding water samples
taken on the first and last day of experiment (SW day 0 and SW day 7), and in
control microcosms on the last day (control day 7).
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different between control microcosms (84894 562 cellmL-1) and
surrounding water on day 7 (p=0.27).

On the first day of experiment, 31 species were identified in
the algal community of the surrounding water using microscope.
On the last day of experiment, 30 were found. A similar value
(32 species) was observed in the control on the last day. The
Shannon-Wiener diversity indexes (H') were also close in sur-
rounding water on the first and last days, and in control microcosms
on the last day (Table 1).

Nine main groups composed the surrounding water and control
communities on the first and last days of experiment (Fig. 5). Rela-
tive abundance of diatoms increased from 31% in the surrounding
water on the first day to 84% on the last day, while it accounted
for 63% in the control. The diatom group was mostly represented
by the genus Chaetoceros (25% of the total abundance on the first
day, 53% on the last day and 50% in the control), and the species
Leptocylindrus danicus (2.5% of the total abundance on the first day,
21% on the last day and 10% in the control). Dinoflagellate relative
abundances were not higher than 12% in the surrounding water on
the first day (11% Gymnedinium spp.), but they dropped to 0.8% by
the last day, and accounted for 1.2% in the control. The most abun-
dant group, undetermined flagellates, represented 57% of the total
abundance in surrounding water on the first day, 15% on the last
day and 36% in the control.

From these data, it appears that the abundances of these four
main groups cbserved in the control match the range of abundances
observed in the surrounding water between the first and the last
day of the experiment.
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Fig. 5. Relative abundances of the main phytoplankton groups identified by
microscopy in surrounding water on the first and last day of experiment (SW day
0and SWday 7), and in control microcosms on the last day of experiment (control
day 7).



Chapitre 3 — Impact des pesticides sur le phytoplancton
naturel et le naissain d’huitres

Impact du Roundup sur les communautés
microbiennes marines

S. Stachowski-Haberkom et al. / Aquatic Toxicology 89 (2008) 232-241 237

Table 2
Glyphosate (p.g L1 ) detected in microcosms and surrounding water on the first and
last days of experiment

Day Surrounding Control Roundup 1 (ugl-1) Roundup 10 (ugL-1)
seawater

0 <0.05 <0.05 0.11 356

7 <0.05 <0.05 013 3.08

Detection limit: 0.05 pgL~!.

20

154

1,0 4

Chl a concentration (ug L™)

05

0,0

Control R1 R10

Fig. 6. Chl a concentrations (p.g L=1) in microcosms on the last day of experiment.

3.2, Microbial community exposure to Roundup

3.21. Pesticide exposure

The control microcosms and the surrounding seawater did not
contain detectable glyphosate during the experiment (Table 2). The
concentrations detected for Roundup-treated microcosms on the
first day of experiment ranged from 11% of the nominal amount
added for the 1 ugL-! treatment, to 36% for the 10 wg -1 treat-
ment. At the end of the experiment, levels ranged from 13% to 31%
for the 1 and 10 wg ! treatments, respectively. The metabolite
AMPA was not detected in any of the samples.

3.2.2. Chlorophyll a in microcosms

The chl a concentration (1.31+0.16 gL~ in control micro-
cosms, Fig. 6) was not affected by the Roundup exposure, either
at1or 10 wg L~! (Mann-Whitney, p=0.99 and 0.71, respectively).

3.2.3. Roundup effects on prokaryote communities

Image analysis of the TTGE gel from the 165 PCR products
(Fig. 7a) allowed the detection of 12-16 major bands for the con-
trol microcosms, 14-17 for microcosms treated with 1 pgl-1 of
Roundup, and 10-16 for the 10 pg L~! exposure. A total of 23 dif-
ferent bands was detected on the whole gel.

The dendrogram generated from this banding pattern (Fig. 7b)
exhibited a clear separation of the control microcosms on the one
hand, and the herbicide-treated microcosms on the other. Only one
sample fingerprint (a 10 pgL-! Roundup replicate) was situated
outside of these two clusters. The ANOSIM from the cluster analy-
sis between the control group and the Roundup treatments showed
p-values of 0.055 and 0.086 for the Roundup at 1 and 10 pgL™1,
respectively. The R-values obtained were 0.53 for Roundup 1 pg L1
and 0.40 for Roundup 10 wgL~1. There was no evidence of a
difference in the effect of 1 and 10 gL~ treatments on these
communities, as fingerprints from both treatments were grouped
together.
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Fig. 7. (a) TTGE profiles from 165 PCR products. C=control; R1=Roundup 1pgL™";
R10=Roundup 10 pgL-1; a-d =replicates. (b) UPGMA cluster analysis of Dice simi-
larity matrix calculated from 16S-TTGE banding patterns. C= control; R1=Roundup
1pgl-1; R10=Roundup 10 ngl-1; a-d =replicates.

When the control group was tested against both treatments
together, a p-value of 0.021 (R =0.44) was observed.

The prokaryotic Synechococcus counts in microcosms, obtained
from flow cytometry analysis (Fig. 8) did not show significant
differences between the controls and either Roundup treatment.
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Fig.8. Cellular concentrations of the photosynthetic populations in microcosms on
the last day of experiment, discriminated using flow cytometry.
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Fig. 9. (a) TTGE profiles of 185 PCR products. C=control; R1=Roundup 1pgL-1;
R10=Roundup 10pgL-'; a-d=replicates. (b) UPGMA cluster analysis of the
Dice similarity matrix calculated from 185-TTGE banding patterns. C=control;
R1=Roundup 1pgl'; R10=Roundup 10 p.gl~"; a-d=replicates.

Roundup does not show any significant effect on Synechococcus
relative fluorescence values (data not shown).

3.2.4. Roundup effects on eukaryote communities

Image analysis of the TTGE gel from the 18S PCR products
(Fig. 9a) allowed the detection of 9-14 major bands for the con-
trol microcosms, 7-12 for microcosms treated with 1 pgl~1 of
Roundup and 13-17 for the 10 pg L1 exposure. A total of 22 dif-
ferent bands were detected on the whole gel.

The cluster analysis (Fig. 9b) revealed no clear separation of
the patterns, even for the highest pesticide concentration, and the
ANOSIM results did not indicate significant differences (p>0.10,
data not shown).

Flow cytometry analysis revealed no significant difference in
total pico-eukaryote counts (Fig. 8) or fluorescence (data not
shown) between the control microcosms (8489562 cellmL1!,
mean+S.E)andeither 1 pgl1~1(7638 + 522 cellmi=1)or 10 pg L1
(86754635 cell mL-1) Roundup treatment.

However, though the prasinophyte-like cell count was not sig-
nificantly enhanced (Mann-Whitney, p=0.06) for the 1pgL!
treatment, it was significantly higher at 10 pgL~! Roundup, with
a cellular concentration increase of 43% (Fig. 10).
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Fig. 10. Cellular concentrations of the prasinophyte-like population in microcosms
on the last day of experiment, discriminated using flow cytometry.

The microscopic observation of samples allowed the iden-
tification of 32 species for the control, but only 24 and 26
for the Roundup treatments at 1 and 10 wgL!, respectively.
The associated Shannon-Wiener diversity indexes also dropped
in treatments compared with the control (Table 1). Although
a statistical treatment cannot be applied to such data, the
quantification of the main groups (Fig. 11) suggests, in treated
microcosms during the experiment, a higher decrease of L
danicus and a lower increase of Chaetoceros sp. cells than in
control microcosms and in surrounding waters (Fig. 5). Unde-
termined flagellates were maintained at values much higher
in treated microcosms than in control or in surrounding
waters.
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Fig. 11. Relative abundances of the main phytoplankton groups identified by
microscopy in microcosms on the last day of experiment.
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4. Discussion
4.1. Are microcosm contents representative of the mixed layer?

For practical reasons, seawater for renewal was collected in the
50-cm surface layer. The mixed layer of ocean surface waters is
estimated to fluctuate from several meters depth in very calm con-
ditions, to 100 meters or more in strong wind and wave conditions
(Bendtsen et al., 2006: Nilsen and Falck, 2008). Therefore, at the
beginning of experiment, the water content of such microcosms
can be considered as representative of coastal surface waters. The
in situ microcosms used in the present study were exposed to
natural underwater temperature and light conditions. Following
previous experiments, it was decided to renew 10% of the bottle
content every other day in order to mimic the change of the sur-
rounding water, and an air overlay was also included to simulate
gas exchanges occurring in free seawater (de la Broise and Palenik,
2007).

The chl a measurements in controls on day 7 exhibited values
that were not significantly different from the surrounding water on
the same day. Total abundances and pico-eukaryotes were greatly
increased during the experiment, both in surrounding water and
in controls. Only 27% of the microcosm water content was changed
overall during this period. However, control and surrounding water
values were quite close on day 7. Only Synechococcus counts were
clearly lower in controls on day 7 compared with surrounding sea-
water. However, the abundance of this cyanobacterium is known to
fluctuate rapidly over awide range in coastal waters. Li et al. (2006)
reported daily variations of Synechoceccus biomass in the Yellow
Sea, ranging from 2 to 8mgCm™. Uysal and Koksalan (2006)
reported a fourfold increase of Synechococcus counts over a 6-day
period in a survey on eastern Mediterranean Sea coastal waters.
The authors found that the observed fluctuations were characteris-
tic of shallow coastal waters, with rapidly changing environmental
conditions. Therefore, based on its reported natural variations, the
present result showing a Synechoceccus concentration reduced by
half in controls compared with surrounding water does not seem
surprising.

The number of species and diversity index showed similar val-
ues for control and surrounding water at the end of experiment.
Furthermore, the three major groups identified were also the same.

These data suggest that the environmental conditions that drive
short-term fluctuations were realistic enough in microcosms for
the maintenance of a phytoplankton community representative of
natural water in the area.

4.2. Pesticide exposure

As medium renewal was 10% every other day, the pesticide loss
in microcosms after 7 days should be approximately 27% of the
nominal amount added. Data from glyphosate analyses on the first
and last days of experiment showed concentrations much lower
than those expected. This could be due to an underestimation of the
glyphosate present in the samples, or to its possible adsorption to
the bottle walls and/or on the organic matter or multivalent cations
present in seawater. Indeed, Freuze et al. (2007) demonstrated that
the FMOC method applied in this study could underestimate both
glyphosate and AMPA in the presence of multivalent cations. They
also showed that only free forms of AMPA and glyphosate were able
to react with the FMOC reagent. Overall, the authors indicate that
the efficiency of the method depends on the water sample type and
content (cations, organic matter ete.).

No detectable concentrations of AMPA were observed in treat-
ments on day 7. This could be explained by AMPA concentrations
being below the detection limit, by the same adsorption mecha-

nism described for glyphosate or as a result of slow glyphosate
degradation kinetics, under such conditions.

To our knowledge, very few reports on glyphosate concentra-
tions in coastal waters are available. This lack of data may be linked
to the high polarity of the molecule, close in structure to many
naturally occurring amino acids, that makes its detection diffi-
cult in water samples (Skark et al., 1998: Rubio et al., 2003). This
difficulty is probably made more pronounced by the low concen-
trations occurring in coastal waters. A peak value of 1.2 g L1 over
a 11-day period was detected in the Marennes-Oléron bay (salin-
ity 33%.) (Atlantic coast, France) in late spring 2004 (Burgeot et
al,, 2007). Analyses performed by Idhesa Laboratory (Brest, France)
reported maximal concentrations in the Bay of Brest (2002-2004),
of 0.41 pg L~ for glyphosate and 0.64 pg L1 for AMPA, in salinity
27%o or higher (Gaél Durand, personnal communication). While the
highest concentration tested in the present experiment (10 p.g L1
added, 3.6 p.gL~! detected on day 0) can be found in rivers or may
represent an outstanding pollution peak in estuarine areas, the low-
est concentration tested (1 pgL-! added, 0.11 pgL~! detected on
day 0) is representative of coastal pollution.

4.3. Roundup impact on prokaryote communities

Comparison of TTGE fingerprints from control and Roundup-
treated communities revealed significant differences (p-values in
the range 0.05-0.1). The R-values were 0.53 and 0.40, for Roundup
1and 10 wg L1, respectively, indicating that the two treated groups
separate from the control group in the high dimensional space
defined by the similarity matrix {Clarke, 1993). The p-value was
reduced to 0.021 when both treatments were tested together
against the control. This increased discrimination when treatments
were grouped is probably due to the fact that such anon-parametric
analysis is not very powerful, especially with small samples. These
results clearly show a change in the prokaryote community com-
position, even with 1 pg =1 (0.11 ug [-1 detected on day 0). Other
studies have been reported that used TTGE from 16S PCR prod-
ucts to monitor pesticide toxicity on natural riverine microbial
communities, using either pooled DNA extracts from replicates
before PCR [Pesce et al., 2006), or no replication (Pesce et al.,
2008). In our study, three or four replicates per treatment were
extracted, amplified and separated. This allowed the statistical tool
ANOSIM to be applied to test for significant differences between
groups of fingerprints. As far as we know this is the first time
that the ANOSIM has been applied to an ecotoxicological study
using TTGE gel cluster analysis, and its relevance was clearly illus-
trated.

In spite of this significant difference observed in Roundup
treatments compared to controls, no difference was observed in
the number of bands detected: the prokaryote diversity might
have been disturbed qualitatively, rather than quantitatively. The
changes in the TTGE patterns cannot be precisely interpreted, since
no sequencing of discriminating bands or other measurement on
the bacterial compartment were done. Flow cytometry data show
that Synechococcus was apparently not affected by Roundup. As
Synechococcus is the major autotrophic prokaryote in mesotrophic
and coastal areas (Olson et al., 1988; Partensky et al., 1996), we
can then hypothesize that the impacted organisms were either het-
erotrophic prokaryotes or other minor autotrophs that could not be
discriminated using flow cytometry.

Various hypotheses could explain this result: the Roundup could
affect some prokaryote populations and thus allow the increase
of their competitors, or some populations could even be stimu-
lated (el Fantroussi et al., 1999). The changes could also indicate
modified grazing pressure due to the possible pesticide impact
on heterotrophic eukaryotes. TTGE changes could even indicate
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modified nutrient sources for prokaryotes, due to Roundup dis-
turbance on other organisms of the microbial loop. Working on
bacterial community composition of Lake Erken (Sweden) sedi-
ments, Widenfalk et al. (2008)recently reported significant changes
in microbial communities of sediments exposed to 150 pgkg!
(dry weight) of glyphosate, using the terminal restriction fragment
length polymorphism (T-RFLP) analysis. Unfortunately, such data
are scarce in the literature, and should be complemented with fur-
ther studies.

4.4. Roundup impact on eukaryote communities

The whole eukaryote community, including autotroph and
heterotroph planktonic cells, as well as grazers (<200 pum), was
targeted in the18S-TTGE analytical procedure. The cluster analysis
of the 185 community fingerprints did not indicate any impact of
Roundup on eukaryotes. However, the trophic diversity of organ-
isms targeted, together with the possible bias introduced by the
heterogeneity of 185 rRNA gene and its amplification (prefer-
ential amplification of some sequences, gene copy number per
cell, van Hannen et al., 1998), can complicate the detection of
potential effects. Based on these aspects, we can hypothesize that
a slight effect on a reduced number of eukaryotic components
would probably not be detected using this method. Flow cytometry
analyses revealed a significant increase in the cellular concentra-
tion of the prasinophyte-like population. This indicates that the
growth of these organisms had been stimulated, which may have
occurred directly, or indirectly by an effect on a potential com-
petitor. This effect could also be explained by a possible impact
on grazers, inducing a modified grazing pressure, or changes in
nutrient sources. It should be noted that the p-value of the test
for prasinophyte-like concentration at 1 pgL~1 of Roundup was
0.06. This suggests that the effect of Roundup on prasinophyte-like
concentration starts as low as 1 g =1,

In this case flow cytometry analyses seem more sensitive than
TTGE for detecting the impact of Roundup on the eukaryote com-
munity.

Flow cytometry analyses are run on approximately 250-300 L
of sample and the diameter of the flow cell is below 80 pm.
So only small cells (<10 um) at relatively high concentrations
can be discriminated, which usually correspond to the smallest
part of the nanophytoplankton {2-20 pm) and picophytoplankton
(0.2-2 wm). The larger nanophytoplankton cells and the micro-
phytoplankton cells (20-200 m) are not detected using flow
cytometry because of their size and/or their low concentration in
natural samples. This is the reason why qualitative and quantitative
analyses of species, using microscopy, are required: they provide
additional information and give awider view of the eukaryote com-
munities.

For practical reasons, the microscopic determination of species
was run only on one pooled sample for each condition, and there-
fore no statistical treatments could be applied. However, data
suggest that less species might be present in the treated micro-
cosms compared with the control, and that the distribution of some
species could be modified.

5. Conclusion

In situ microcosms were demonstrated to be a realistic model
for toxicity studies on coastal waters. Our results show that the
herbicide Roundup can affect natural coastal microbial communi-
ties after a 7-day exposure at 1 pg =1 (013 pg -1 detected) for
prokaryotes and at 10 pg L~ (3.1 wg L~ detected) for some pico-
eukaryotes. This effect was detected for glyphosate concentrations
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typical of those already observed in polluted coastal areas. It leads
us to conclude that glyphosate pollution during run-off events can
modify microbial communities in some coastal areas. Effects could
be attributed to impacts on competitors for nutrients, leading to
community reorganisation and to colonization of empty ecolog-
ical niches. But these effects could also be attributed to changes
in nutrient sources or to modified grazing pressure by the het-
erotrophic eukaryotes. This study provides information about the
high sensitivity of planktonic microorganisms to glyphosate expo-
sure in environmentally relevant conditions. As AMPA s also found
in coastal waters, its impact on microbial communities along with
the impact of other pesticides should also be assessed.

Further experiments would be needed in order to identify the
organisms impacted and their contribution to the global equilib-
rium of the microbial system. It will also be necessary to clarify
whether such effects could occur during other periods of the
year.
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2.2. Synthese
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Le but de l'étude décrite dans ce deuxieme ariithat d’exposer des communautés

microbiennes naturelles a des concentrations tesalise glyphosate sous la forme
commerciale Roundup, en microcosnmesitu

L'utilisation de communautés naturelles exposaesitu réepond a un objectif : obtenir des
résultats extrapolables a I'environnement nat@elle simple confinement des communautés
dans un volume réduit peut aboutir a une dérivetdative et/ou qualitative de celles-ci, du
fait de « l'effet bouteille ». L'extrapolation demhées issues de microcosnmesitu nécessite
donc de s'assurer que les communautés en micrososoet représentatives des
communautés de I'environnement naturel au méme mtorve premier et au dernier jour de
'expérience, nous avons effectué des analyseleaurde surface du site expérimental, que
nous avons comparé aux microcosmes témoins aedeon de I'expérience.

Il apparait que le systeme testé permet de maintmi le temps de I'expérience, les
communautés en microcosmes dans les gammes deatilbics observées pour les

communautés du milieu environnant, pour les paras@abondance des picoeucaryotes,
pour la chla et pour les analyses microscopiques (nombre despéndices de Shannon,

abondances relatives des principaux groupes ongaxo

Les principaux résultats obtenus révelent un effetRoundup a 1 et 10 pg/L sur les
empreintes génétigues des communautés procaryoleEGE]. Le procaryote
photosynthétiqu&ynechococcuse parait pas affecté par le Roundup, comme i@gigu les
analyses de cytométrie en flux. Les procaryotesaatds seraient donc probablement des
hétérotrophes.

Une augmentation significative de 'abondance dasimophycées est détectée par cytométrie
en flux a 10 ug/L, mais cette tendance est suspelee 1 pg/L (p = 0.06). Cet effet est
probablement lié a l'occupation d'une niche écajogi laissée vacante. Comme les
empreintes génétiques du 18S ne semblent pas @éasdiar I'herbicide, on peut penser que
les changements intervenus au niveau des prast@gshgont minimes et invisibles sur une
empreinte pouvant représenter des organismes #88s v(cellules autotrophes et/ou
hétérotrophes, brouteurs).

Le Roundup a un impact significatif sur les comnu@s microbiennes marines a partir de 1
pg/L. Etant donné que tous les éléments de ladooiciobienne sont liés les uns aux autres,
les effets observés peuvent étre directs ou ingljregsulter d’'effets sur la physiologie des
organismes, sur les nutriments via la compétitrophigue, ou encore sur la pression de
prédation.

Cette étude a permis de montrer que le systemeialecosmes utilisé est comparable au
milieu environnant sur le temps de I'expérience Roeindup est susceptible de perturber les
communautés microbiennes procaryotes dés 1 ug/l3 |@/L détectés dans les
microcosmes), une concentration représentativeadeollution par cet herbicide en zone
cotiere. Pour des concentrations plus élevéespitide pourrait entrainer des réactions en
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cascade, impliquant aussi certains éléments pmit@tigues de la communauté eucaryote. Il
est donc nécessaire de continuer a étudier lets effe Roundup sur les communautés
microbiennes marines, afin de mieux caractérisecibdes, les mécanismes d'action ainsi que
les effets potentiels sur des niveaux trophiqupsraurs.
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3. Utilisation de microcosmes in situ pour évaluer
I'impact de pesticides sur du naissain d’huitre cre use

3.1. Introduction

L’apport de pesticides en milieu cotier et estumagst susceptible de perturber la structuration
des communautés microbiennes procaryotes et/ouyetesa (DelLorenzcet al, 1999a ;
1999b) et leur fonctionnement. Cela peut aussicteffela quantité et/ou la qualité des
nutriments qui transitent par cette boucle microlge et qui sont transmis aux niveaux
trophiques supérieurs (DeLoreretal, 1999a).

Parmi les niveaux trophiques supérieurs, les @sgaes filtreurs comme les huitres se

nourrissent principalement de phytoplancton. Leuwis et leur croissance dépendent en
partie de la qualité des cellules ingérées (BrawmiaeCausland, 2000). Ces organismes sont
particulierement exposés aux polluants, dont letigmes, en raison de leur nutrition par

filtration et de leur mode de vie fixé sur un stdistls ne peuvent pas « fuir » les conditions
défavorables et sont donc soumis aux variationsigugs, chimiques et biologiques de leur
environnement.

Les huitres sont des organismes sentinelles, tégrateurs de la pollution environnante. Bien
gue leur utilisation pour des tests d’écotoxictii lrgement répandue, la plupart des études
sont réalisées en laboratoire, sur des organismxestades embryo-larvaire (H al, 1999 ;
Lyonset al, 2002 ; Geffarcet al, 2003 ; Losset al, 2007 ; Wessadt al, 2007) ou adulte
(Auffret and Oubella, 1997 ; Gagnageal, 2004 ; Bouillyet al, 2007). Certaines études

situ ont permis d’évaluer la toxicité de polluants des larves (Geffaret al, 2001 ; Quiniou

et al, 2007), juvéniles (Arnolét al, 2004 ; Bolton-Warbergt al, 2007) et adultes (Chrigtt

al., 2004). Le jeune naissain est quasiment absenétddes écotoxicologiques. Or ce stade
présente 'avantage d'étre fixé, moins fragile dee stades précoces, et sa taille réduite
permet d'inclure un nombre importadiorganismes dans chaque unité expérimentale. De
plus, les tests peuvent étre conduits sur de phguies périodes que les tests sur des larves,
qui durent généralement 24 a 72 h.

C’est pourquoi nous avons choisi d'intégrer dusaisd’huitres dans nos microcosmes, afin
de réaliser I'exposition simultanée des communant&sobiennes et des filtreurs a deux
pesticides, en conditions naturelles. L'étude mtésedans le troisieme et dernier article avait
trois objectifs principaux :

— développer un outil permettant d’exposer du #ss situ, en conditions
naturelles, avec une faible mortalité et une cewiss significative ;

— évaluer la toxicité de I'herbicide bentazone @nai§, BASF) et du fongicide
époxiconazole (Ops BASF) sur la mortalité, la croissance et le conten
matiere organique du naissain d’huitre creDsgEssostrea gigas

—réaliser en paralléle un test en laboratoire pbéterminer si le systeme de

microcosmes est transposable a des conditions &é@esr mais proches des
conditions naturelles.
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Abstract Effects of the herbicide Basamais (bentazon)
and the fungicide Opus (epoxiconazole) on oyster spat
(Crassostrea gigas) were assessed using in-situ micro-
cosms in a field experiment lasting 13 days. Six-week-old
hatchery spat (mean size 1.1 mm), previously collected on
PVC plates, was immersed in glass bottles filled with
200 pm filtered seawater. Bottles were maintained under-
water at 6 m depth and their water content changed every
other day. Growth, measured as shell area index increase,
was 126 + 4% in the control bottles. While no growth
differences were observed between contrel and individual
pesticide treatments at 10 pg 17%, oysters treated with a
mix of 10 pug 17 Opus and 10 pg 17! Basamais showed a
50% growth reduction compared with the control
(P < 0.0001), suggesting a synergistic effect of these
contaminants. Laboratory controls in microcosms main-
tained in a water bath with filtered natural light, were not
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significantly different from in-situ microcosm controls in
the field, for organic weight content or growth. This in-situ
experiment in microcosms allowed us to conclude that: (1)
oyster spat can achieve significant growth in bottles
immersed in situ without supplementary food; (2) this
microcosm system is reliable and easy to use for environ-
mental toxicity tests with C. gigas spat; (3) such
microcosm systems can also be run in a laboratory water
bath instead of more techmically difficult immersed field
experiments; (4) the synergistic effect observed here, at a
concentration simulating a peak agricultural runoff event,
suggests that the impacts of pesticides could be a real threat
for oysters in estuarine areas.

Keywords Microcosm - Oyster - Toxicity - Pesticide -
Bentazon - Epoxiconazole

Introduction

Among aquatic organisms, bivalves and, especially, oys-
ters are frequently used as sentinel organisms to assess the
toxicity of a large variety of contaminants in marine and
estuarine water or sediments. Their sedentary life and
filter-feeding behaviour particularly expose them to
changes of environmental conditions (salinity, tempera-
ture, nutrients, etc.) and to contamination by pollutants.
France is the largest producer of oysters in Europe and
the fourth largest in the world. Among the 130,000 tons
produced per year, about 84% are issued from natural
settlement of oyster larvae at metamorphosis {spat) (Gir-
ard et al. 2005). Many laboratory studies have been
published on the earlier development stages where oyster
embryos and larvae were used for toxicity tests with a
focus on shape abnormality criteria (His et al. 1999,
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Lyons et al. 2002; Geffard et al. 2003, 2004; da Cruz
et al. 2007; Losso et al. 2007; Paixao et al. 2007). Other
parameters analysed in larval toxicity bioassays clude:
biochemical biomarkers (Damiens et al. 2004), delays in
D-shape development (Nice et al. 2000), contaminant
accumulation and metallothionein induction {Geffard et
al. 2003), and success of metamorphosis (His et al. 1997).
On adult oysters, other parameters have been measured to
assess pollutant toxicity: haemocyte activity (Auffret and
Oubella 1997; Gagnaire et al. 2004), genetic damage such
as aneuploidy (Bouilly et al. 2004, 2007) and effects on
down or up-regulation of genes (Tanguy et al. 2005).
Accumulation of toxicants has also been monitored in
various tissues of adult oysters (Li et al. 1997; Oliver
et al. 2001), and histopathological evaluation made of
gametogenesis in relation to toxicant exposure (Winter-
meyer and Cooper 2007). However, there is a lack of
information on spat sensitivity to pollutants currently
detected in marine environments, and only a few studies
on oyster spat have been reperted. Oyster spat provides
the ability to work with settled organisms that are easier
to handle and less fragile than larvae. Spat thus allows
longer exposure periods to toxicants compared with larvae
for which tests can only be run for 24 to 72-h periods.
Although many studies have demonstrated the toxicity of
pollutants, most were done indoors, in controlled condi-
tions. As such laboratery studies do not really simulate
the physical and chemical conditions of the natural
environment, it should be asked how representative their
experimental data are of natural conditions, and thus to
what extent we can apply the conclusions of these
experiments to natural systems. A few studies have been
published on in-situ pollution impact experiments in open
systems on larvae (Geffard et al. 2001; Quiniou et al.
2007) and juveniles (Arnold et al. 2004; Bolton-Warberg
et al. 2007). Some in-situ studies in open systems were
also made on adult oysters (Christl et al. 2004), although
many of these only dealt with bicaccumulation (Avery
and Dunstan 1996; Amiard-Triquet et al. 1998; Riedel
and Valette-Silver 2002; Clara Reboucas do Amaral et al.
200%). One possible complication of in-situ experiments
using open systems is that shellfish are exposed to pol-
lutants already found in the local environment in addition
to any tested in an experiment. In-situ open systems can
be used to test the possible toxicity of chemicals prior to
their use, as shown by His et al. (1996) who found no
toxic effect of a novel antifouling material on oyster
culture. However, such studies imply the experimental
pollution of a site with the chemical under test. Other
approaches are therefore meeded to evaluate the toxicity
of xenocbiotics in uncontaminated areas, using non-open
systems, maintained under conditions as close to natural
as possible.

@ Springer

Numerous pollutants can be found in marine environ-
ments including: polycyclic aromatic hydrocarbons,
gasoline formulations, organophosphates, pelychlorinated
biphenyls, heavy metals, antifouling paints, and pesticides.
Pesticides are widely used throughout the world and often
encountered in coastal waters. Herbicides and fungicides can
arrive in the sea following spray-drift, leaching or run-off
from urban and farming-treated areas. Mixtures of such
compounds can resultin synergistic, antagenistic, or additive
effects, as described by Femandez-Alba et al. (2001). Banks
et al. (2005), for example, suggested synergistic toxicity of
atrazine and diazinon on the daphniidae Ceriodaphnia dubia
at environmentally representative concentrations.

To address the question of pesticide effects on oyster
spat exposed in natural comditions, the purposes of this
study were:

1. The development and evaluation of an in-situ tool,
which could simulate the natural surrounding condi-
tions and allow the maintenance of young and sensitive
oyster spat with low mortality and efficient growth.

2. The assessment of the toxic effects of two pesticides,
the fungicide epoxiconazole (Opus, BASF) and the
herbicide bentazon (Basamais, BASF) on Crassostrea
gigas spat mortality, growth, and organic weight (OW)
content.

3. A laboratory trial to determine whether this type of
microcosm could be used in indoor experiments under
controlled but close to natural conditions.

Materials and methods

To assess the impact of pesticides on oysters, six-week-old
spat was maintained in bottles immersed in situ and
exposed to Opus and Basamais at 10 or 70 pg 1™ (pure
active substance), or to a mixture containing each at
10 pg 17", The final dry weight, ash content, and increase
in shell area were evaluated. Spat mortality during the
experiment was also assessed by oyster counts at the
beginning and end of the experiment. Chlorophyll a (Chl @)
content of the bottles was measured over a two-day period
to assess food availability.

Biological material

Production of pediveligers

Diploid oyster spawning was induced at TFREMER
experimental hatchery of Argenton (Brittany, France),

during the first week of May 2006. Initial D larvae density
was 220 larvae ml™ Y larvae developed at 25°C in 450 |
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tanks with a 50 1 h™! throughflow of 5 pm filtered sea-
water enriched with phytoplankten ad libitum. Nine days
after spawning, young umboned larvae were collected by
sieving, thinned to 110 larvae ml™!, and maintained for
10 days. Forty million pediveligers were thus obtained.

Preparation of spat plates

To reduce the risk of losing the whole larval batch, it was
split into two and settled simultaneously at two sites: the
IFREMER experimental hatchery at Argenton and the
Agrocampus experimental hatchery at Beg-Meil (Brittany,
France). Settlement was achieved in the following manner
at each site: 19 days after spawning, 60 sand-papered ivory
PVC plates (dimensions: 255-mim length, 28-mm width,
2-mm thickness), were hung in a 200 1 larval rearing tank
to allow settlement at 20-22°C.

In Argenton, 5 days after the end of the settlement
(29 days after spawning), the 60 PVC plates were trans-
ferred into a 100-1 open water flow tank (50 1 h™! renewal),
and the spat was fed daily with cultares of Isochrysis aff.
galbana and Chaetoceros calcitrans at a 1:2 ratio. Four
days before the beginning of the outdoor experiment, tem-
perature was gradually decreased to 18°C, by 1°C day™".

In Beg-Meil, the 60 plates were maintained in the 200-1
rearing tank at 20°C, with a renewal of 100 1 1 pm filtered
sea water every other day, until the beginning of the out-
door experiment. They were fed daily with Isochrysis aff.
galbana and Skeletonema costatum, at a 9:1 ratio.

Six weeks after spawning (14 June 2006), groups of four
or six plates, including two or three from each settlement
site, were prepared to go in the microcosms. Some oysters
were detached from the plates using a razor blade so as to
retain animals on a single 150 mm x 28 mm surface
(100-800 oysters per plate). The plates were then trans-
ported to the experimental site, maintaining damp
conditions during transport.

Microcosms

Microcosms consisted of 2.3-1 glass bottles filled with 2 1
of 200 pm filtered fresh seawater from the surface layer at
the field site, enclosed with approximately 300 ml air.
Pesticides were added to the appropriate treatment bottles,
and spat plates were placed inside (1 plate/bottle) (Fig. 1).
Plate dimensions were designed based on bottle height and
bottleneck diameter in order to trap plates and avoid any
movement. This system limited any damage to oyster spat
during experiments. One plate was put in each bottle, the
groups of (four or six) plates therefore now corresponded to
groups of bottles which were subsequently used as sets of
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Fig. 1 Scheme of the microcosm. (a) PVC plate; (b} spat; (¢} air
overlay; (d) 200 pm filtered seawater

replicate microcosms for the different treatments. Forty
microcosms were prepared: 36 for the cutdoor experiment
in situ (six controls, and 6 x 3 pesticide tests), and four for
the indoor experiment (laboratory control).

Outdoor “in situ” experiment

Microcosms were hung on a 3-m diameter circular stainless
steel frame, which could carry 36 bottles. The frame was
anchored to the sea floor, on a 400 kg concrete block, and
suspended from a surface buoy that allowed the bottles to
remain at 6-m depth, regardless of the tide. The frame was
located in Port-la-Forét Bay, south Brittany, France
(47°52'12"N, 03°58/35""W). The six replicate microcosm
hottles of each treatment were distributed all around the
frame.

Every other day (on days 2, 4, 6, 9 and 11}, the frame
was hauled out of the water. The entire seawater content of
each bottle was collected in a tank for proper disposal, and
replaced with fresh 200 um filtered seawater. Pesticides
were added to the appropriate treatment microcosms, and
the frame was re-immersed. Bottles were finally collected
on day 13 for full analysis.

Indoor experiment

On the first day of the experiment, four control microcosms
were immersed at 18°C in a thermostat-regulated glass
water-bath in the laboratory. In order to simulate under-
water light conditions at 5-10-m depth, this tank was
placed behind a south-facing window equipped with two
filters: a UV filter #3114 and a blue Aquamarine Supergel
filter #3673, both from Rosco Laboratories (Stamford, CT,
USA). The seawater content was changed in the same
manner as for the outdoor experiment.

@ Springer
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Pesticides

Pesticides tested in this study were commercial formula-
tions of the fungicide epoxiconazole {Opus, BASF) and the
herbicide bentazon (Basamais, BASF). These pesticides
were selected, and their test concentrations defined
according to preliminary tests run on C. gigas larvae and
embryos (unpublished data). Concentrations given repre-
sent those of the pure active substances. Pesticide stock
solutions (10 mg 17) were prepared in seawater that had
been filtered through a 0.22 pm membrane and autoclaved
for 20 min at 121°C. Formulations of the commercial
brand products were diluted directly in this seawater and
agitated for 48 h using a magnetic stirrer. These solutions
were sampled for analysis and immediately frozen. Doses
of freshly thawed stock solutions were added directly to
microcosm bottles just before immersion. Pesticide con-
centrations in the microcosms were analysed on pooled
water samples from the six replicate bottles of each treat-
ment at the end of the experiment. These samples were
kept frozen until analysis.

Pesticide analyses were performed by the Idhesa Labo-
ratory (Brest, France), using on-line solid-phase extraction
coupled with liquid chromatography and electrospray ion-
ization-tandem mass spectrometry (Waters 2690 HPLC
separation module, Waters 996 photodiode array detector;
Micromass Quattro Ultima mass spectrometer). The
detection limit was 0.005 pg [,

Chlorophyll 4

In order to assess in-situ microcosm feeding conditions,
food availability was evaluated from Chl @ measurements,
first in the surface water used for medium renewal in
bottles, and then two days later in the bottles.

Fig. 2 Partial view of a control

plate on the first and last days of
the experiment

@ Springer

Two litres of surface seawater (200 pl filtered) and then
21 of water from the microcosms were filtered through
0.7-um GF/F Whatman glass microfibre filters. Filters
were stored in the freezer (—24°C) until Chl a extraction
could be performed. Working in the dark, filters were cut
into small pieces and put in 15 ml centrifuge tubes toge-
ther with 10 ml 90% acetone. Filters were crushed using a
glass rod and Chl & was extracted overnight at 4°C. Tubes
were then centrifuged for 1 min at 2,000g before remov-
ing the pieces of filter, then centrifuged again for 10 min
at 2,000g. Chl @ determination was made on the super-
natants using a Perkin-Elmer LS 30B spectrofluorimeter
(slit width 2.5 nm; integration time 60 s; excitation/
emission  wavelengths 432 nm/671 nm). Supernatant
fluorescence was measured before and after acidification
(10 pl of 0.3 mol 17" HC1) and Chl a concentration was
calculated using the formula of Aminot and Kerouel
{2004):

Chl a {ug - 1Y) = [K % Ruax/ (Runax — 1)] % (F™ — FA)
« [v/ {1000 = V)],

where K is the calibration coefficient and R 1s the
maximum acidification ratio. K and R,,, were calculated
from the fluorimeter calibration procedure. F™ s the non-
acidified sample fluorescence, F* is the acidified sample
fluorescence, v is the acetone volume {(ml) and V is the
volume of filtered water (1).

Image analysis of oyster

Photographs of each plate including a measurement scale
(Fig. 2) were taken on the first and last day of the experi-
ment using a Lumix Panasonic DMC-FZ20 five-megapixel
camera.

13% Day
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For mortality assessment, at least 100 oysters per plate
were mdividually compared in the first and last-day pho-
tographs. Mortality was defined as the percentage of oyster
disappearance or total transparency on the last day of
experiment, compared with the first day.

For size measurements, the two longest perpendicular
shell widths (I and L) of 50 oysters were measured using
Gimp 2 software on photographs taken of each plate on the
first day. The same measurements were taken on the same
organisms on the last day photographs. For each oyster, the
equation /*L was used to obtain two “area indexes” (Ai),
for the first and last days of the experiment. For each
oyster, the increase of the area index during the experiment
was defined as growth (G):

G{%) = [(Allagt day — Adfirstaay ) / Adfirst day] * 100,

Spat OW content

On the last day of the experiment, after taking photographs,
the plates were rinsed twice with distilled water and the
oysters were collected using a razor blade. Dry weight was
measured after 48 h at 60°C, and organic matter was
determined by weight loss after 24 h at 450°C in a muffle
furnace. OW content was expressed as the OW percentage
of the dry weight.

Light measurements

Photosynthetically active radiation (PAR) was measured
using the spherical quantum sensor LI-193SA from
LI-COR Corporation. In the laboratory, light conditions
were compared between the glass tank with the micro-
cosms and outside the laboratory building. In situ, light
conditions were measured at the depth of the microcosms
and at the sea surface.

Statistical analysis

The first step of our data treatment was to test for signifi-
cant differences using one-way ANOVA. For this purpose,
the data first needed to be tested for homogeneity of vari-
ances and normal distributions. Bartlett’s test for
homogeneity and the Kolmogorov—Smirnov test for nor-
mality were applied. As several variables did not fulfil both
conditions, the ANOVA test could not be applied. There-
fore, following the statistical procedures given in Sokal and
Rohlf (1995), a Kruskal-Wallis test was used to test for
significant differences in multiple treatment sets, and when
the answer was positive, a Mann—Whitney test was run for
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pairwise comparisons. Statistical tests were performed
using Statgraphics Plus v5.1 software.

Results
Food availability

On the 11th day of the experiment, our tests show that the
new water put in the microcosms, which came from the
surface, contained 2.1 pg 1”" Chl @. Chl a in the in-sita
comtrols 2 days later was 1.27 + 0.15 pg 17" (Fig. 3) (67%
remaining), showing that there was still Chl g available.

Oysters in microcosms

At the beginning of the experiment, oysters were six weeks
old. Mean shell dimensions of controls (Table 1), ranged
from 0.87 to 1.07 mm on the first day and had reached
1.31-1.53 mum by the end of the experiment, showing a
126 + 4.1% (mean + SE) Ai increase for controls over the
13-day period.

Mortality observed in controls
(mean + SE) after 13 days (Fig. 4).

was 195 + 8.1%

)3 w
1 1

Chlorophyll & concentration{ pg L")

il

0.70 010+B10

0 T T T
C B. 10 B.70

0.10
Fig. 3 Chlorophyll 2 concentration (mean + SE, pg 1 !) in bottles
(six replicates} on day 13: C, controls; B. 10, Basamais 10 pg 1 1; B.
70, Basamais 70 ugl % 0. 16, Opus 10 ugl % O. 76, Opus
70 ugl '; 010 + BI0, Opus 10 ug 1 * 4 Basamais 10 ugl *

Table 1 Shell perpendicular lengths (I and L} and area index (Ai)
(mean =+ SE), of oysters on control plates on the first and last days of
the experiment (values are means of 290 oysters on six plates)

! (rm) L (mm) Ai (mm?)
First day 0.82 4+ 0.02 1.05 4+ 0.02 1.01 £+ 0.03
Thirteenth day 1.33 4+ 0.02 1.51 + 0.02 214 +0.07
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|

mortality (%)
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C 0.10

B.10 010+B10 0.70 B. 70

Fig. 4 Opyster spat mortality (mean + SE) during the experiment (six
replicates). C, controls; ©. 1@, Opus 10 ugl I; B. 10, Basamais
10 ug1 '; 010 + B10, Opus 10 pug1 * + Basamais 10 ug1 = 0.
70, Opus 70 ug 1 %; B. 70, Basamais 70 ug 1 *

Pesticide effects on oyster spat

Concentrations detected for Basamais ranged from 58 to
69% of the nominal amount added, and from 64 to 85% for
Opus (Table 2).

Opus and Basamais at 10 pug 1™ were tested alone and
combined in a migture containing 10 pg 17! of each.

Despite higher Chl g mean value for Basamais treat-
ments (Fig. 3), no significant difference among treatments
could be demonstrated (Kruskall-Wallis, P > 0.05). No
significant difference in mortality (Fig. 4) was detected.
OW content values (Fig. 5) ranged from 13 to 20.8%, and
no significant differences were detected among the treat-
ments (Kruskall-Wallis, P > 0.05).

Opus and Basamais tested alone resulted in 127 + 3.9%
and 123 4+ 4% spat growth, respectively (mean + SE)
(Fig. 5), which is close to the control result (126 + 4.1%)
and therefore showing no evidence of significant differ-
ences between treatments (Mamnm—Whitney, F > 0.05).
Nevertheless, with 10 pg 17! of each of Opus and Bas-
amais combined, growth was reduced by almost half

140 50

N=2g0 SO0 g

120 | L] [} | i 28
9 =
= =
3 1% £
b Lao §
5 804 -
£ N=300 £
% 60 | L3 @
o - 20 =
£ % o
& 2
a 401 3 3 g
< L 10 g

20 4| ® Arealndex increase

< Organic Weight content
0 T T T 0

C 0.10 B.10 0. 10+B. 10

Fig. 3 Oyster spat shell area index increase (mean + SE, six
replicates) and OW content (mean + SE) after 10 pg 1 ! pesticide
contamination: C, controls; 0. i}, Opus 10 ug 1 1; B. 10, Basamais
10 ug1 ' 610 + Bi6, Opus 10 ugl ' + Basamais 10 ugl L * A
significant difference compared with the control (P < 0.0001) and &
is the number of oysters measured for each treatment

(653 + 3%). This highly significant reduction in growth
{(Mann—Whitney, P < 0.0001) suggests a synergistic effect.

As size increase was evaluated individually, we were
able to draw an area index increase distribution bar chart
for the combined Opus and Basamais treatment (Fig. 6).
The shape of the bar chart appears similar to that of the
controls, but the distribution is significantly different and
exhibits lower values (Kolmogorov—Smirnov, £ < 0.05).
This result suggests that the combination of these two
pesticides affects oysters by reducing growth of the whole
pepulation.

Both pesticides were also tested at the higher concen-
tration of 70 pg 17" (Fig. 7).

Growth of spat exposed to 70 pg 171 of Basamats was
slightly lower than in the controls (108 + 4.5%) (Mann—
Whitney, P = 0.0049). A highly significantly lower oyster
growth {49 + 2%) was observed when 70 pg ™' Opus
was added, which was 2.5 times lower than for the controls
(126 £+ 4.1%) (Mann-Whitney, P < 0.0001). In the Opus
70 pg 17! treatment, the growth distribution (Fig. 8) was
significantly different from the controls (Kolmogorov—
Smirnov P < 0.05) and the shape was narrower: no

Table 2 Pesticide concentration added and detected in microcosms and seawater

Surface  Outdoor  Basamals  Basamals  Opus Opus Basamais + Opus  Laboratory
water controls  70pgl ! 10ugl?! 70pgl ! 10pgl! 10+ 10ugl 't controls
added added added added added
Detected epoxiconazole ND ND ND ND 44.55 8.69 8.25 ND
(gl
Detectedlbentazone ND ND 45.76 7.04 ND ND 684 ND
(hel D

ND not detected (<0.005 pg 1 1) Basamais concentration in pg 1 * bentazone, Opus concentration in ug 1 * epoxiconazole
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Fig. 6 Comparison of area index increase distributions established
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Fig. 7 Oyster spat area index increase (mean + SE) and OW content
(mean + SE) after 70 pg 1 g pesticide treatments (six replicates). C,
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significant difference compared with controls (P <2 0.0001) and N is
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Fig. 8 Comparison of area index increase distribution for controls
and Opus 70 ug 1 ' treatment
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ndividual growth was greater than 150%, leading to a
drastic reduction in median growth.

No significant difference in OW was observed among
the 70 pg 17! pesticide treatments and controls (Kruskall—
Wallis, P > 0.05, Fig. 7).

Comparison between in-situ controls and indoor boitles

As such field microcosm experiments are time-consuming
and subject to unpredictability of the weather, a simplified
protocol was tested where microcosms were maintained in
a laboratory water bath under simulated underwater light
conditions.

During this indoor microcosms experiment, no signifi-
cant difference in mortality could be demonstrated
compared with outdeor in-situ controls (Mann—Whitney,
P> 0.05). indoor spat suffered 32.5 4+ 14% mortality
whereas in-situ control mortality was 19.5 = 8%. Indoor
spat showed growth of 121 £ 5.6% (Fig. 9a), with no

140 T 80
=290
N=1g2
a $

120 ¢
3 L 60
< 900
@
& 3

3
2 g <
2 ol
£ 40 =
5 8
o 60 5
=}
= =
o 45
@ % - 20
LW
20 1 ® Arealndex increase
< Monality
0 0

Outdoor controls Indoor controls

20
1,5

1,04

051

Chlorophyll a concentration (ug.L)

0,0 T T
' Qutdoor controls Indoor controls

Fig. 9 (a} Oyster area index increase (mean 4+ SE) and mortality
(mean + SE) for spat in outdoor (six replicates) and indoor (four
replicates) controls. (b) Chlorophyll a concentration (pgl Y in
bottles on the last day of the experiment (mean £ SE) for outdoor
control (six replicates) and indoor control (four replicates).
* Significant difference compared with controls (£ < 0.05})
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Table 3 Photosynthetic active radiation ratios measured in sunny
and cloudy weather conditions

Outside/laboratory tank Outside/underwater
Sunny weather 24 11
Cloudy weather 15 10

Ratios were calculated: (1) between PAR measurements taken outside
the laboratory and within the glass tank inside the laboratory, and (2)
between the water surface and 6-m depth at the field site

evidence of a significant difference from in-situ controls
(126 + 4.1%) (Mann—Whitney, P > 0.03). No difference
was observed in OW content (Mann—Whitney, P > 0.03),
which was 16 + 3% for in-situ controls and 20.8 + 6.6%
for indoor controls (data not shown).

The mean Chl @ value (Fig. 9b) observed in laboratory
bottles (0.65 + 0.12 pg 171 was significantly lower than
the value from in-situ control bottles (1.27 & 0.15 pg ™Y
(Mann—Whitney, P = 0.02).

The water temperature at the experimental site was 18°C
(£1°C) during the experiment. This temperature was
applied in the indoor tank to mimic the outdoor conditions.

For both laboratory and in-situ experiments, light
intensity was compared between positions close to the
microcosms and those outside these light environments.
PAR measurements in the laboratory water bath (Table 3)
were more than 20 times lower than just outside the lab-
oratory. Measurements at 6-m depth under water were only
approximately ten times lower than those at water surface.
This indicates that indoor bottles received half the mean
PAR compared with the in-situ field site bottles.

Discussion
Microcosms

The in-situ microcosms used in this study were exposed to
natural underwater temperature and light conditions. Nat-
ural seawater phytoplankton was the mnique nutrient source
for these oyster spat. Following preliminary experiments it
was decided to totally renew the content of the bottles
every other day in order to supply a sufficient amount of
phytoplankton. For practical reasons, seawater for renewal
was collected in the surface 50 cm. The mixed layer of
ocean surface waters is in fact estimated to fluctuate from
several meters depth in very calm conditions to 100 m or
more in strong wind and wave conditions {Bendtsen et al.
2006; Nilsen and Falck 2006), meaning that the water
added to our microcosms can be considered as represen-
tative of coastal surface waters surrounding natural oyster
populations. An air overlay was also included in our
microcosms to simulate gas exchanges occurring in free
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seawater (de la Broise and Palenik 2007). By measuring
Chl a at renewal and after 2 days in the microcosms, we
showed that the concentration had only decreased from 2.1
to 1.27 pg 171, This suggests that the renewal rate we used
was sufficient to avoid starvation. Brown and MacCausland
(2000) showed that food supply, temperature, and salinity
were the main factors affecting oyster spat growth and
Ponis et al. (2003a) reported a shell length increment of
approximately 11% for starved C. gigas juveniles in a 4-
week feeding trial starting with an initial shell length of
1,400 um. In the current experiment, the oysters started at
an average size of 1,050 pm and showed a 44% length
increase within 13 days (Table 1). This result corresponds
to a length increase rate eight times higher than that
observed by Ponis et al. (2003a), again suggesting that
food had not become limiting in our experiment.

Shellfish growth is usually based either on weight (Child
and Laing 1998; Laing and Chang 1998; Collet et al. 1999;
Brown and Mc Causland 2000; Brown and Robert, 2002},
volumetric analysis (Brown and Mc Causland 2000; Brown
and Robert 2002), or length measurement of just one side
of the oyster (Collet et al. 1999; Brown and Robert 2002;
Ponis et al. 2003a, b). However, at this early spat stage,
oysters tend to grow unevenly between the axes, and sur-
face area is more representative of their development.
Moreover, for studies involving oyster larvae, size mea-
surements are usually made on different individuals
sampled at the beginning and at the end of experiments. In
our case, the fact that oysters had settled on the plates, and
the use of photographs, allowed us to measure the same
specimens at different points in time. Thus, we could
obtain the individual growth distributions for each treat-
ment, which described the impacts on the population more
precisely.

This approach is therefore particularly useful for esti-
mating whether a toxicant acts homogeneously on the
whole population.

As larval settlement was carried out at two different
locations, this increased the diversity in morphological and
physiological states of the oysters and therefore improved
the relevance of the results. On the other hand, this
undoubtedly induced more variability in the data collected,
although it was still possible to detect highly significant
differences in growth between treatments.

Considering the early stage of development, their high
density on the plates, and possible effects of the change in
feeding conditions from hatchery to microcosm, the mor-
tality of control spat was relatively low. Together with the
126% growth observed within 13 days, these data illustrate
that the in-situ immersed microcosmis tested here allowed
oyster spat to be maintained successfully for two weeks in
natural temperature, light, and nutrient conditions in an
enclosed environment. This microcosm system is thus
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relevant for experiments on oyster spat in these environ-
mental conditions, and thus provides a method for running
toxicity tests.

Pesticide effects on oyster spat

Pesticide concentrations detected in microcosm samples
were lower than the nominal amounts added to the bottles.
Similar results were reported by Damiens et al. (2004),
who observed an average loss of 55% for carbofuran, and
less for malathion. Bouilly et al. (2004) recorded atrazine
concentrations in agreement with those expected just after
pesticide addition, but a 20% decrease after 24 h. Such
results could be explained by pesticide adsorption by the
bottle/container walls and/or on the organic matter in
seawater.

To assess pesticide toxicity on oyster spat, three param-
eters were analysed: mortality, OW content, and growth.
Mortality and OW content variables were not affected or not
sensitive enough to show differences between treatments,
whereas growth measurements revealed highly significant
differences. The very low P-values obtained through the
different tests (P << 0.0001) indicate that similar results
would have been obtained with a much smaller number of
measurements. Such analyses could probably be run suc-
cessfully with either fewer replicates or fewer than 50 oysters
measured per plate.

While growth (measured as area index increase) seems
to represent a better parameter for toxicity assessment than
mortality and OW content, other more precise analyses
could also be performed, such as measurement of bio-
marker levels (acetylcholinesterase activity, thiobarbituric
acid reactive substances, glutathione S-transferase, and
catalase activity) as used by Damiens et al. (2004) and
Quiniou et al. (2007). However, shell area index increase is
both a simple and reliable method.

Pesticides at a concentration of 10 pug 17" did not have
any significant effect on spat growth when tested alone.
However, the combination of 10 ug 17! of each of Opus
and Basamais caused a dramatic reduction in growth after
exposure for 13 days. As no significant reduction was
noticed for Chl « in this combined treatment, the hypoth-
esis of the reduction of feed availability acting negatively
on oyster growth can be rejected. The combined pesticide
effect could be due either to a specific reduction of some
distinctive phytoplankton species important for oyster
growth, or to a direct effect of pesticides on oyster physi-
ology. Cedergreen et al. {2006) also noticed synergistic
effects of mixed esfenvalerate (insecticide) and prochloraz
(fungicide) on Daphnia magna: the esfenvalerate concen-
tration required to immobilize 50% of the daphnia was
reduced from 3 to less than 0.5 ug 17" when prochloraz
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was added. Such results highlight the need to further
investigate the toxicity threshold of such contaminant
combinations in natural conditions.

When higher concentrations (70 ug I™Y) were tested,
Basamais induced a slight growth reduction but Opus
strongly reduced growth. This strong negative effect
affected a large proportion of the oyster population, as can
be seen on the distribution bar chart (Fig. 8). Further
studies should be carried out to better characterize mech-
anisms involved in this Opus toxicity.

Pesticide concentrations encountered in estuarine areas
are usually below 1 ug 17" (Lehotey et al. 1998; Steen
et al. 2001; Oros et al. 2003). The 10 pg 1! values tested
here could represent an extreme environmental peak value
in such areas. Our result illustrates that pesticide combi-
nation, which often occurs in natural environment due to
runoff, could possibly seriously damage oyster spat growth
in natural areas such as estuaries, and also in hatcheries
located in estuarine areas. This suggests that pesticides
should not be considered as isolated molecules, but as parts
of mixtures involved in complex chemical and biological
interactions.

Comparison between in-situ controls and indoor bottles

As in-situ experiments are time-consuming and subject to
unpredictable weather, we evaluated a laboratory protocol
to simulate the natural environment. A critical element of
such indoor experiments, which involve phytoplankton, is
the light conditions: it is difficult to mimic in-situ light
spectra and intensity fluctuations. Using natural light
through specific filters, the microcosms could experience
diurnal intensity fluctuations and also the unpredictable
fluctuations due to clouds. PAR reduction in the laboratory
experiment compared with outside was greater than for the
in-situ reduction between PAR at the depth of the micro-
cosms and the surface. Outdoors, the in-situ bottles received
double the PAR on average compared with the indoor
bottles. This difference in light intensity could explain the
differences detected for Chl a concentration between lab-
oratory (0.65 pg 171 and in sitn (1.27 pg 171 bottles on
the last day of the experiment. Indeed, it should be noted
that the phytoplankton concentration in bottles is not only
depleted, due to oyster filtration and small grazers, but also
augmented by photosynthetic growth that is highly light-
dependant (de la Broise and Palenik 2007). The laboratory
microcosms system could be improved by increasing PAR
reaching the bottles. However, as the laboratory tank was
located just behind a south-facing window, it appears dif-
ficult to further increase light intensity. Another possibility
would be to increase the water renewal rate up to daily
frequency.
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Despite this difference between indoor and outdoor
conditions, no significant difference could be observed in
growth, mortality, or OW content of spat. These results
suggest that our indoor microcosm system allows experi-
ments on oyster spat, as an alternative to the outdoor
microcosm system.

Conclusion

The enclosed microcosm system presented here, with air
overlay, total medium renewal, and exposure to natural
temperature and light conditions, led to acceptable oyster
spat survival and high growth throughout a 13-day exper-
iment, in in-situ field conditions and in the laboratory.
Numerous microcosms can be easily handled simulta-
neously, which can allow the simultaneous testing of
different molecules and concentrations with adequate rep-
lication for an objective statistical treatment. Such closed
systems could probably be used for ecotoxicity tests with
other mollusks.

The analysis of the shell area index increase revealed a
synergistic effect of Basamais and Opus when present
together at 10 pg 17, a value that simulates a peak envi-
ronmental concentration in estuarine conditions. This last
result illustrates the high sensitivity of C. gigas spat to
pesticides, and thus the ecological relevance of this
developmental stage for toxicity assessment. It also high-
lights the need for further studies testing sensitivity
threshold and dealing with the mechanisms mvolved in
synergistic effects.
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Chapitre 3 — Impact des pesticides sur le phytoplancton Utilisation de microcosmes in situ pour évaluer
naturel et le naissain d’huitres I'impact de pesticides sur du naissain d’huitre creuse

3.2. Synthése

L'étude décrite dans cet article avait pour butxplser du naissain d’huitre creuse
Crassostrea gigasa deux pesticides, I'herbicide bentazone (Basgneli le fongicide
époxiconazole (Opus) en conditions naturelles errocdsmesn situ Le naissain a été
exposeéin situ aux deux pesticides seuls a 10 et 70 pug/L, awmai gn meélange des deux
pesticides, chacun a 10 pg/L. Simultanément, quaiteocosmes témoins étaient maintenus
au laboratoire dans un aquarium thermostaté a (t8hpérature du milieu au moment de
expérience) et exposés a la lumiére naturellésien

Afin de garantir au naissain un apport nutritiffisaht, le contenu des microcosmes était
renouvelé en totalité tous les deux jours, avekeda du milieu. De cette fagon, nous avons
obtenu, en 13 jours, une augmentation moyenneldedaeur des coquillages de 44%. Ponis
et al (2003), travaillant sur du naissain privé de ritwe, ont observé une croissance du
naissain de 11% en quatre semaines d'expérienitehisb fois moins que dans notre

expérience. Cela suggére que nos conditions exgéraias n'étaient pas limitantes en
nourriture pour les huitres.

Etant donné que la croissance du naissain n’'esogasnent équivalente selon les deux axes
de la coquille, nous avons choisi de I'évaluer @mction de I'évolution de la surface des

coquilles. Les plaques de tous les microcosmegtérphotographiées au premier et dernier
jour de l'expérience, de cette facon nous avonsnpsurer la croissance sur les mémes
organismes au jour O et au jour final. De méme tataliteé a éte évaluée de maniere

individuelle.

Les conditions expérimentales ont permis d'obteoinr les témoingn situ une mortalité
d’environ 20% et une croissance d’environ 126% lsar13 jours de l'expérience. Ces
résultats illustrent qu’il est possible de mainteshi naissain en conditions naturelles de
lumiere, température et nourriture, sans aboutireamortalité massive et avec une croissance
tres significative, pendant deux semaines. Celagiede valider I'outil des microcosmies

situ pour la réalisation de tests de toxicité en mitiaturel.

Les paramétres de mortalité et contenu en matigemique n'ont pas permis de montrer des
différences significatives sur le naissain expasé différents traitements de pesticides, par
rapport aux témoins. Par contre, I'évaluation derdéssance des coquilles a permis de mettre
en évidence des différences trés significativérs gue la croissance du naissain exposé aux
pesticides seuls a 10 pug/L est équivalente a defleémoins, le naissain exposé au mélange
des deux pesticides a 10 ug/L a vu sa croissanltéteréde moitié. Il s’agit d'un effet
synergique des deux pesticides.

La comparaison des témoiis situ avec les témoins de laboratoire n'a mis en évilenc
aucune différence significative pour les paramétresurés sur le naissain.

Cette étude visait a étudier les effets de deuticpess sur des herbivores, en présence de
communautés microbiennes naturelles (<200 um), sésp@ux conditions naturelles de
lenvironnement. La méthodologie proposée a pefenimaintien du naissain pendant deux
semaines, avec une survie acceptable et une aagssaportante. Le systéme décrit pourrait
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étre utilisé pour tester tous types de substamcates organismes juvéniles fixés. Il permet de
tester simultanément plusieurs molécules et/ouerwrations, avec un nombre de réplicats
suffisant pour une validation statistique des tatsul

Le résultat principal est un effet synergique dasxdoesticides sur la croissance du naissain
lorsgu’il est exposé a un mélange de 10 pg/L d'Ggul0 pg/L de Basamais. Le protocole

appliqué n'avait pas pour objectif de caractérlaecause des effets observés, effets qui
pourraient étre directs et/ou indirects :

— effet direct du mélange sur la physiologie dasrési ;

— effet indirect du mélange sur la qualité et/ouqlantité de la communauté
phytoplanctonique, source alimentaire du naissain ;

Les éléments a notre disposition ne nous permgigsitde conclure quant a l'origine des
effets observés.

L'effet synergique des deux pesticides a 10 pghllswcroissance des huitres souleve la
guestion du seuil de toxicité de ce meélange. Eat,esf la concentration appliquée pourrait
éventuellement correspondre a un pic ponctuel egpgonnel de pollution au niveau de
Famont d'un estuaire, elle n'est pas représematig la pollution couramment détectée au
niveau estuarien et cétier. Il aurait été intérgsda tester ce mélange a des concentrations
inférieures, afin de déterminer un seuil de toxidifiéme si la réponse des organismes n'est
pas forcément linéaire en fonction des concemigtaiexposition, il est tres probable que
I'effet de réduction de la croissance intervienaerpun mélange de concentrations inférieures
a 10 pg/L. Cela pourrait éventuellement représemierisque pour des organismes soumis
aux pollutions lors des épisodes importants devégs des sols.

Cette étude illustre que le seuil de toxicité diesticide seul est susceptible d'étre modifié en
fonction des autres substances présentes dandide. rAinsi, si nous n’avions pas testé le
mélange, nous aurions conclu a une absence dieffehacun des deux pesticides a 10 pg/L
sur la croissance du naissain. Les tests réalisésume substance seule peuvent donc, dans
certains cas, sous-estimer la toxicité environnggieede la substance. La synergie démontrée
dans cet étude n’est pas la seule interactionijp@ssitre pesticides : les effets peuvent aussi
étre antagonistes ou additifs. Méme s'il n'est néadiste de tester toutes les substances avec
toutes les combinaisons possibles, dans I'enviraenenaturel les organismes sont exposes a
une multitude de molécules. Il serait donc pludinmt de considérer, pour les études
écotoxicologiques, les molécules retrouvées dangmileu naturel, aux plus fortes
concentrations et/ou fréquences, afin de testes leypacts en mélange sur divers éléments
du réseau trophique.
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4. Synthese générale

Les trois articles présentés ne rapportent gu'uaréepdes résultats obtenus pendant cette
thése, mais ils décrivent la démarche analytiqydiqage aux échantillons et illustrent les
traitements appliqués aux données. L'ensemble ®périences réalisées, ainsi que les
résultats obtenus sont présentés ci-aprés sous ggnthétique.

L'un des objectifs de cette thése était de premurecompte I'évolution temporelle des
assemblages microplanctoniques dans les expériehergosition aux pesticides. C'est
pourquoi les expériences se sont déroulées da ldufiprintemps jusqu’a la fin de I'été
(Tableau 5). La possibilité d’extrapolation desulté$s obtenus dans ce genre d'études dépend
de la représentativite des conditions expérimentpde rapport a I'environnement naturel.
Dans certains cas, une comparaison entre les wstnas témoins et I'eau libre de surface du
site expérimental a été réalisée, afin d'évaludesscommunautés confinées montraient une
évolution comparable aux fluctuations observées Bamvironnement naturel.

Les concentrations en pesticides doivent égale@teatchoisies pour leur représentativité
environnementale. En milieu cétier, bien que peualnées soient disponibles concernant
les concentrations détectées en pesticides, cesarti généralement retrouvés a moins
d'1l pg/L (Lehotayet al, 1999 ; Steent al, 2001 ; Oro®t al, 2003). En Rade de Brest, seuls
le glyphosate et son métabolite TAMPA ont parféié détectés a des concentrations proches
de 0.5 pg/L. Quelle que soit la substance, on gangidérer que la concentration maximale a
ne pas dépasser dans les eaux destinées a ldigatiabj soit 0.1 pug/L, représente une
pollution susceptible d'intervenir en milieu cétiédne concentration d'1 pug/L représente,
guant a elle, plus probablement un pic ponctugdalletion. Des concentrations supérieures
ont été testées afin d'obtenir des «témoins fwosifeffets » pour valider les méthodes
appliquées a l'analyse de structure des communautés

Dans le milieu naturel, les communautés ne sonérgiement pas exposées a une seule
molécule a la fois, mais a des mélanges complexesulostances de plusieurs types, ce qui
peut générer des effets additifs, antagonisteymergiques. Ces mélanges sont susceptibles
d'abaisser les seuils de toxicité des moléculdédgsaussi I'évaluation des effets provoqués
par les mélanges est primordiale. Cet aspectiachié dans une partie des expériences.

De plus, les expositions ont été réalisées a prrtiormulations commerciales des pesticides
et non avec les substances actives seules. EHesfatljuvants ajoutés aux substances actives
favorisent leur action et en particulier amélioréatpénétration des molécules dans les
organismes cibles. Il était donc important de edure dans les études d'évaluation de la
toxicité, afin de ne pas sous-estimer cette dernier

4.1. Expériences réalisees

Dix expériences ont été réalisées, dont huit ssitdede Glénan en 2004 et 2005, et deux sur
le site de Port-la-Forét en 2006 (Tableau 5). kegrences, étalées de juin a septembre, ont
duré 8 a 14 jours. Les plus courtes (C et J) ahtstppées prématurément du fait de
mauvaises conditions météorologiques. En particlixpérience J a été arrétée lorsque les
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structures ont été endommagées suite a un cougerde oe qui a mis un terme a ces
expériences situ

Lors de ces expériences, les communautés phytapiimees du site de Glénan ont été

exposées aux six pesticides, a 0.1 pg/L et 1 sgils et en mélange. En 2004, chaque
pesticide a seulement été testé a 0.1 ug/L, mas 42 réplicats par condition : quatre

réplicats étaient prélevés au jour 4 et au jouxfi@, d’obtenir des cinétiqgues de l'effet des

pesticides en s'appuyant sur les analyses par lPtyfométrie en flux.

Le faible nombre de réplicats ne permettait pasafelure efficacement quant aux effets
éventuels des pesticides. Nous avons donc déddé)gs années 2005 et 2006, de ne faire
les prélevements qu’au dernier jour de I'expériemeequi nous a permis d'augmenter le
nombre de réplicats par condition (cing ou six 8052et 2006) et de tester également les
pesticides & 1, 10 et 100 pg/L.

Tableau 5 - Synthése des expériences réalisées pendant la thése : site, période et durée. Les chiffres correspondent au

nombre de microcosmes testés par pesticide et par concentration. Les couleurs correspondent aux microcosmes exploités
dans les articles 1 (vert), 2 (bleu) et 3 (rouge). Les cases grisées correspondent aux conditions n’ayant pas été testées.

Herbicides Fongicide Insecticide
T —
c — — S — = <@ >
il Q n n = Q o o
3 E2 5 3 3| =g 55 = oS oS g8 9
] Q == Q o S EN S C T o o= S < o > c
c = c o = = < S c \© c c T 3 2 o n o <
S n 3= bt ) 8 0 € = 3c =93 oL 55 )
< o o o 2 g3 L B g= =8 X A< =
38 w 8 e E e z iy S
A mi-juin 14 12 12 12 12
< S B début juillet 14 12 12 12 12 12 12
o c O 1
o @ )
o o C  début aot 8 12 12 12 12 12 12 12
D  mi-septembre 14 12 12 12 12 12 12 12
E  débutjuin 12 6 6 6 6
F  fin juin-début juillet 14 6 6 6 6 6 6 6
0,1
G mi-aodt 12 6 6 6 6 6 6 6
0 g
8 S5 H  début septembre 13 6 6 6 6 6
o 0]
F  fin juin-début juillet 14 6 6 6 6 6 6 6
1 G mi-aolt 12 6 6 6 6 6 6 6
H  début septembre 13 6 6 6 6 6 6 6
| fin juin 13 5
1
J fin juillet-début aolt 9 5 5 5
k) I finjuin 13 6 5 +6 6
e £ 10
8 © J  finjuillet-début ao(t 9 5 5 5
o £
g 70 I finjuin 13 6 6
| fin juin 13 5
100
J fin juillet-début aolt 9 5 5 5 5

120



Chapitre 3 — Impact des pesticides sur le phytoplancton Synthése générale
naturel et le naissain d’huitres

Les résultats obtenus pour les expériences ré&alse®004 et 2005 n'ayant pas permis de
détecter des effets significatifs des pesticidesesucommunautés phytoplanctoniques, il a été
décidé d’augmenter les concentrations testéesGh 20

Parmi les huit expériences réalisées au cours @ &02005, I'expérience A, ayant servi de
«rodage », n'a pas été analysée. Les autresudes tété analysées par HPLC et certaines par
cytométrie en flux. Les criteres d'abondance dietaiellulaires (cytométrie), de contenu
pigmentaire relatif des populations (chlorophylie phycoérythrine, en cytométrie) ou
communautés (chlorophylles et caroténoides, en HPhGnt pas été modifies de fagon
significative, par rapport aux témoins (Kruskallliga p>0.05), excepté dans un cas
(Expérience F, Dursban, 1 pg/L). Aucune de ces deftkodes n'a permis de détecter un
effet significatif des pesticides en mélange ssic@mmunautés phytoplanctoniques du site de
Glénan, aux périodes considérées.

Rappel : lors des analyses pigmentaires, seulandat de chlorophylle était injecté. C'est
donc le seul pigment quantifie. Pour l'interpréatdes données, les aires obtenues pour les
autres pigments ont été divisées par l'aire denllaa,cafin d’obtenir des ratios pigmentaires
pour tous les pigments (excepté la @hte chaque échantillon. Les concentrations e chl
obtenues pour chaque traitement ont été compan&esoacentrations dans les témoins, de
méme pour les ratios de chaque pigment détectédiffésences détectées sur les ratios ont
ensuite été interprétées en fonction des éverguedlgations des concentrations en ahl
Dans les tableaux de synthése présentés ci-aue<hmgue pesticide testé, n‘apparaissent
gue les pigments pour lesquels les différencesctdéte n'étaient pas imputables aux
variations de concentration en ahl

Du fait de I'optimisation laborieuse de la TTGEdetla lourdeur de ce type d’'analyse, cette
méthode n'est devenue effective au laboratoire fue2006. Seul un nombre restreint
d’échantillons a donc été analysé par cette méthode

4.2. Herbicides

4.2.1. Basamais ® (bentazone)

Les dosages de bentazone au premier jour dansdexosmes contaminés ont révélé des
concentrations comprises entre 44% (100 pg/L) &6 & pg/L) de la concentration
théoriquement ajoutée. Cette différence peut s¥sale phénomenes d’adsorption de la
substance aux parois des microcosmes ou a laeatigEmique présente dans le milieu.

Le Basamais a été testé a 0.1 pug/L lors de septiexpes (Tableau 6) sans effets détectés et
a 1 ug/L lors de quatre expériences, avec des efftectés par HPLC et cytométrie dans un
cas, sur les communautés de la baie de Port-la-Eor006 (expérience J). Des effets
significatifs ont également été détectés lorsquecommunautés étaient exposées a 10 et
100 pg/L.

La concentration en cla n'a pas été affectée par le Basamais a 1 et &0 lies effets
provoqués par cet herbicide a 1 et 10 pug/L sonpaaables, avec une diminution des ratios
pigmentaires sur les mémes pigments, excepté adwitfico qui ne diminue qu'a 1 pg/L. De
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méme, la cytométrie montre une diminution sigriifiea de la concentration des grands
eucaryotes a 1 et 10 pg/L.

Les pigments impactés sont caractéristiques déepiasclasses algales, dont les diatomées,
prymnésiophycées,  dinoflagellés, raphidophycées,yptaphycées, chlorophycées,
prasinophycées et euglénophycées (Jedfrey, 1997). La diminution des ratios pigmentaires
et de l'abondance des grands eucaryotes suggeeffetirassez large de I'herbicide sur la
communauté phytoplanctonique, dés 1pg/L. Cet didebi étant un inhibiteur du
photosysteme II, il est possible que certainescespepient inhibées par une action directe de
la substance sur leur physiologie ; cependant, @hes communautés présentes dans les
microcosmes sont composées de tous les organigrasial inférieure a 200 um, des effets
indirects par l'intermédiaire des brouteurs etimcaryotes, ne peuvent pas étre exclus.

Pour les communautés exposées a 100 ug/L de Bas#saiffets détectés different : seuls

deux pigments voient leur ratio diminuer. La zéauesmarqueur des cyanophycées (Jeffrey
et al, 1997), pourtant 'abondance 8gnechococcusest pas affectée a 100 pg/L. Quant a la
diadino, elle est retrouvée dans de nombreuseseslaggales. L'abondance des grands
eucaryotes n'est pas affectte non plus, mais addle prasinophycées augmente

significativement : elle double par rapport aux éérs. Le Basamais pourrait agir sur un ou

plusieurs des compartiments présents dans lesamstnes, et induire les effets observés de
maniére directe ou indirecte. La stimulation obSersur les prasinophycées pourrait résulter
de l'occupation par ces dernieres d’'une niche gmple laissée vacante par d’autres groupes,
ou alors d'un effet dopant sur leur physiologie.

Les microcosmes exposés a cet herbicide n'ayaétrewanalysés par TTGE, la question des
effets détectables sur les empreintes génétiguescalmmunautés reste en suspens. Les
résultats obtenus avec ces expériences montrer¢ @asamais ne semble pas présenter de
risque pour les communautés phytoplanctoniquesreétexposées a 0.1 ug/L. Par contre, il
est susceptible d’entrainer des effets importamtsess communautés si elles sont exposées a
1 ug/L, bien gque ces effets ne se produisent phague expérience. Les résultats dépendent
probablement de la composition des communautésséspcet/ou des paramétres physico-
chimiques de leur milieu. Ces aspects sont tostefoapprofondir. En effet, méme si les
concentrations en bentazone détectées en RadeesesBnt inférieures a 0.1 pg/L, il est
probable que dans certains cas des communautéplghgtoniques puissent étre exposées a
des concentrations supérieures lors d’épisodesssdevdge important. Il est donc primordial
de continuer a étudier cet herbicide afin de migaractériser les risques de perturbation des
communautés naturelles.
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Tableau 6 - Synthése des résultats obtenus pour le Basamais (PED = Pas d’Effet Détecté). Les cases grisées

correspondent aux analyses n'ayant pas été réalisées

Concentration pg/L Expérience Méthode Variable Effet
B HPLC PED
cytométrie
c HPLC PED
cytométrie
b HPLC PED
cytométrie PED
HPLC PED
0,1 E -
cytométrie
E HPLC PED
cytométrie
G HPLC PED
cytométrie PED
H HPLC PED
cytométrie
F HPLC PED
cytométrie
G HPLC PED
cytométrie PED
H HPLC PED
1 cytométrie
Chlcs, €y, Cyq, L
diminution
HPLC butfuco, fuco, néo, d .
- es ratios
J hexfuco, diadino
cytométrie Grands eucaryotes diminution d.e la
concentration
Chlcs, cy, Cq, L
. diminution
HPLC fuco, néo, d )
hexfuco, diadino es ratios
10 J i
cytométrie Grands eucaryotes diminution d.e la
concentration
HPLC Diadino, zéa d|m|nut.|on
des ratios
100 J _
cytométrie Prasinophycées augmentation de la

concentration

4.2.2. Frontier® (diméthénamide)

Les dosages de diméthénamide au premier jour damsitrocosmes contaminés ont révélé
des concentrations comprises entre 19% (10 pg/l91et (1 pg/L) de la concentration
théoriquement ajoutée. Cette différence peut s¥salé phénomenes d’adsorption de la
substance aux parois des microcosmes ou a la@matigEmigue présente dans le milieu.

Le Frontier testé a 0.1 et 1 pug/L en 2004 et 2003es communautés naturelles du site de
Glénan (expériences B a H, Tableau 7) n'a pas guevd’effets significatifs détectables avec
les méthodes d’'analyse utilisées (HPLC expérieBcad, cytométrie en flux expériences D
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et G). La TTGE appliquée aux communautés de I'expee H, exposées a 0.1 pg/L n'a pas
permis de montrer des differences dans les enmgseigénétiques des communautés
procaryotes (16S) et eucaryotes (18S).

Par contre, des effets significatifs ont été désegiar HPLC seulement, sur les communautés
de la baie de Port-la-Forét en 2006 (expérience 1), 10 et 100 pg/L. La concentration en
chla a augmenté dans les trois cas: cette augmentadioh correspondre soit a une
augmentation de biomasse des organismes qui ngasrdétectés en cytométrie (cellules
>10 um et/ou d’'abondance relativement basse paontajgu picoplancton), soit a une
augmentation du contenu intracellulaire erechl

Les autres pigments affectés a 1 pg/L sont la ¢t la viola. La butfuco est retrouvée chez
certains prymnésiophycées et dinoflagellés ; ldavest retrouvée chez les chlorophycées,
prasinophycées et eustigmatophycées (Jeftrey, 1997). On peut donc supposer un impact
éventuel du Frontier sur certaines de ces clakmdesa

Lorsque les communautés sont exposees a 10 egA0de Frontier, les pigments impactés
sont au nombre de 6 et 8, respectivement : lesoghiglesc,, ¢, c;, et la fuco, qui sont
communes a plusieurs classes algales, la butfut@xdiuco qui sont présentes chez certaines
prymnésiophycées et dinoflagellés (Jeffetyal, 1997). A 100 pg/L, les deux pigments
supplémentaires sont la viola, présente chez ldsrophycées, prasinophycées et
eustigmatophycées, ainsi que la diadino, commupleséeurs classes algales (Jeffetyal,
1997).

En conclusion, le Frontier a été testé a 0.1 pagA_de six expériences, sans effets détectés, il
ne semble donc pas présenter de risque pour lesaamtés phytoplanctoniques cétieres.
Les microcosmes exposés a cet herbicide nayaétrpuanalysés par TTGE, sauf dans un
cas, la question des effets sur la structure ggmaties communautés reste en suspens.

Cet herbicide a un impact sur la composition pigaieEn des communautés
phytoplanctoniques, a partir de 1 pg/L. Les donmé&epermettent pas de savoir si cet effet
concerne des classes particulieres ou s'il est giisal, car beaucoup de pigments sont
présents dans plusieurs classes. Il peut s'adfietdalirects sur certains taxons, ou d'effets
indirects liés éventuellement a une modificatioradpression de prédation, des relations de
compétition ou des sources de nutriments. Surdasegexpériences d’exposition a 1 pug/L,
une seule a montré des effets significatifs debibiele. Cette piste mérite donc aussi d'étre
approfondie, comme dans le cas du Basamais elgsooiémes raisons, méme si les effets
semblent moins importants.
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Tableau 7 - Synthése des résultats obtenus pour le Frontier (PED = Pas d’Effet Détecté). Les cases grisées
correspondent aux analyses n'ayant pas été réalisées

Concentration pg/L Expérience Méthode Variable Effet
HPLC PED
B cytométrie
TTGE
HPLC PED
C cytométrie
TTGE
HPLC PED
D cytométrie PED
TTGE
0,1 HPLC PED
F cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
TTGE
HPLC PED
H cytométrie
TTGE 16S PED
18S PED
HPLC PED
F cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
TTGE
HPLC PED
1 H cytométrie
TTGE
Butfuco, viola ?;2:?:322
HPLC
| cha  mgmenaon e
cytométrie PED
TTGE
Chlcgs ¢y Cy, diminution
butfuco, fuco, hexfuco des ratios
HPLC
& | cna  gmenslonie s
cytométrie PED
TTGE
but(f:uh(l(;:, 3f’u(i:f)’,(i/il(’nla, céiminut_ion
HPLC hexfuco, diadino es ratios
100 | i
cna  gmenslonse s
cytométrie PED
TTGE
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4.2.3. Roundup ® (glyphosate)

126

Le Roundup testé a 0.1 et 1 pg/L en 2004 et 200sCommunautés naturelles du site de
Glénan (expériences B a H, Tableau 8) n'a pas guevd’effets significatifs détectables avec
les méthodes d’'analyse utilisées (HPLC expérieBcad, cytométrie en flux expériences D

et G).

Un effet significatif du Roundup a été démontré PEGE sur les empreintes génétiques des
communautés exposées a 1 et 10 upg/L lors de lierpér J, avec a 10 pg/L une
augmentation significative de 'abondance des poabiycées détectée par cytométrie en flux.
Cette augmentation était suspectée des 1 pg/LO(P6}. Ces résultats sont discutés en détall
dans l'article 2 — Impact of Roundup on the marmerobial community, as shown by an in
situ experiment.

Lorsque les communautés ont été exposées a 100dey/Roundup, des différences
significatives ont été détectées par HPLC et cyigenén flux. La concentration en chla
augmenté, ainsi que le ratio de la chlalors que les ratios de dhkt hexfuco ont diminué.
Cela peut traduire un effet sur les chlorophycgesinophycées et euglénophycées, dont la
chlb est un marqueur ; mais aussi sur les prymnésiéphyet certains dinoflagellés dont
lhexfuco est un marqueur (Jeffrey al, 1997). La cytométrie en flux révele des effets s
labondance des prasinophycées, qui diminuent gawsition a leur augmentation observée a
10 ug/L. Le contenu relatif en phycoérythrine depytations de prasinophycées, grands
eucaryotes eBynechococcusst augmenté, alors que le contenu relatibyglgechococcusn
chlorophylle est diminué. L'analyse de ces écHansilpar TTGE n’a pas pu étre réalisée.

Le Roundup a 100 pg/L semble perturber les comniéemainytoplanctoniques, au niveau du
contenu pigmentaire et de I'abondance de certakmns. Mais les effets provoqués par cet
herbicide apparaissent dés 1 pug/L sur la compogjtnétigue des communautés procaryotes,
effets qui peuvent résulter d’'une restructuratiercels communautés, par la modification des
relations de compétition. Il peut aussi s’agir fé@'f indirects sur les prédateurs eucaryotes
hétérotrophes. Cet herbicide représente donc gueripour les communautés microbiennes
au niveau cotier, puisque la concentration ajodteeig/L correspond a une concentration
mesurée en fin d’expérience de 0.13 pg/L. Or, gusoit en Rade de Brest ou dans la baie de
Marennes-Oléron, des concentrations supérieuras géga été mesurées. Il est donc essentiel
de poursuivre les investigations sur cet herbicjdegst parmi les plus utilisés.
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Tableau 8 - Synthese des résultats obtenus pour le Roundup (PED = Pas d’Effet Détecté). Les cases grisées
correspondent aux analyses n'ayant pas été réalisées

Concentration pg/L Expérience Méthode Variable Effet
HPLC PED
B cytométrie
TTGE
HPLC PED
C cytométrie
TTGE
HPLC PED
D cytométrie PED
01 TTGE
HPLC PED
E cytométrie
TTGE
HPLC PED
F cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
TTGE
HPLC PED
F cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
TTGE
1 HPLC PED
H cytométrie
TTGE
HPLC PED
cytométrie PED
J empreintes génétiques
TTGE 16S différentes
18S PED
HPLC PED
cytométrie Prasinophycées au%?::;ﬁ?r(:gigne la
10 J . Loz
empreintes génétiques
TTGE 16S différentes
18S PED
Chla augmentation- dela
concentration
HPLC Chlc, augmentation du ratio
Hexfuco, chl b diminution du ratio
Grands eucaryotes gugrgigzﬁ)r?ngi
100 J diminution de la

concentration

Prasinophycées
augmentation de

cytometrie la phycoérythrine
augmentation de
la chlorophylle
Synechococcus
augmentation de
la phycoérythrine
TTGE
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4.2.4. Milagro ® (nicosulfuron)

128

Les dosages de nicosulfuron au premier jour dansiierocosmes contaminés ont révélé des
concentrations comprises entre 98% (1 pg/L) et 14000 pg/L) de la concentration
théoriquement ajoutée. Il y a probablement eu ahlgme lors de la préparation des aliquots
distribués aux microcosmes contaminés.

Le Milagro a été testé a 0.1 pug/L lors de sept reequees en 2004 et 2005 (Tableau 9) et a
1 ug/L lors de quatre expériences en 2005 et 2006une de ces expériences n'a conduit a
mettre en évidence des effets de I'herbicide sar demmunautés phytoplanctoniques

analysées par HPLC (expériences B a J) et cyt@r&nriflux (expériences D, G et J). De

méme, aucun effet n'a été détecté a 10 pg/L.

Les seuls effets détectés a 100 pg/L correspoadenigmentation du ratio pigmentaire de la
péridinine (marqueur de dinoflagellés, Jeffetyal, 1997) et la diminution de celui de la zéa
(marqueur de cyanophycées, Jefieeyal, 1997). On peut donc penser a un éventuel impact
de I'herbicide sur ces deux groupes.

Etant donné que les microcosmes exposés au Mitégnb pas pu étre analysés par TTGE,

on ne sait pas si I'herbicide a un effet sur lepremtes génétiques des communautés
eucaryotes et procayotes. Toutefois, le Milagrokdemelativement peu toxique pour les

communautés phytoplanctoniques dans les conditiessexpériences, comparé aux trois
autres herbicides testés.
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Synthése générale

Tableau 9 - Synthése des résultats obtenus pour le Milagro (PED = Pas d’'Effet Détecté). Les cases grisées
correspondent aux analyses n'ayant pas été réalisées

Concentration pg/L Expérience Méthode Variable Effet
B HPLC PED
cytomeétrie
c HPLC PED
cytométrie
D HPLC PED
cytomeétrie PED
01 E HPL’C. PED
cytométrie
F HPLC PED
cytométrie
G HPLC PED
cytomeétrie PED
H HPLC PED
cytométrie
F HPLC PED
cytométrie
G HPLC PED
1 cytomeétrie PED
H HPLC PED
cytométrie
3 HPLC PED
cytomeétrie PED
10 ; HPLC PED
cytomeétrie PED
Périd augmentation du ratio
HPLC — -
100 J Zéa diminution du ratio
cytomeétrie PED
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4.3. Fongicide : Opus © (époxiconazole)

130

L'Opus a été testé a quatre reprises a 0.1 pgaoeh-2005 (C, D, F, G) et a quatre reprises a
1 ug/L en 2005-2006 (F, G, H, 1), sans provoqueffets détectables avec les analyses
réalisées (Tableau 10).

Les seuls effets détectés a 10 pg/L correspondeatdsadifférences dans les empreintes
génétiques des communautés eucaryotes et prosaiot®0 pg/L, les trois types d'analyse
ont permis de détecter des effets de 'Opus surdesnunautés microbiennes. Ces résultats
sont discutés en détail dans I'Article 1 — Compaeagtudy of three analysis methods (TTGE,
flow cytometry and HPLC) for xenaobiotic impact assaent on phytoplankton communities

Cependant, les résultats concernant les différerempreintes des communautés
procaryotes a 10 et 100 pg/L ne sont pas inclus lidaticle. lls confirment un effet de 'Opus

a 10 ug/L sur plusieurs compartiments de la comat@naicrobienne, dont les organismes
bactériens. Les communautés procaryotes et eusmngant liées par des relations de
compétition pour les nutriments, mais aussi degi@d il est possible que 'Opus perturbe
'un ou l'autre ce ces aspects, voire les deugnlva de méme a 100 pg/L, avec en plus des
effets sur la communauté phytoplanctonique, qiisgkiisent par la modification de certains
ratio pigmentaires, une chute importante de I'abood des prasinophycées et 'augmentation
de 'abondance deynechococcus

L'Opus perturbe donc les composants procaryoteseusiaryotes des communautés
microbiennes, des 10 pg/L, avec un effet massiD@ub/L. Toutefois, ce fongicide ne
semble pas représenter un risque pour les comnégnauitrobiennes au niveau cotier a des
concentrations réalistes du point de vue enviroenggth Néanmoins, sa capacité a agir en
synergie a 10 pug/L avec le Basamais sur le naigdauitres mérite d'étre étudiée plus en
détails. Des expériences pourraient étre réalisgesiilieu estuarien, a des concentrations
inférieures et en analysant aussi les structusesaemunautés microbiennes.
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Tableau 10 - Synthése des résultats obtenus pour I'Opus (PED = Pas d’'Effet Détecté). Les cases grisées
correspondent aux analyses n'ayant pas été réalisées

Concentration pg/L Expérience Méthode Variable Effet
HPLC PED
C cytométrie
TTGE
HPLC PED
D cytométrie PED
01 TTGE
HPLC PED
F cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
TTGE
HPLC PED
F cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
TTGE
1 HPLC PED
H cytométrie
TTGE 16S PED
18S PED
HPLC PED
| cytométrie PED
TTGE 16S PED
18S PED
HPLC PED
cytométrie PED
10 | 163 T eontes
TTGE
185 empreintes génétiques

différentes

Chlcs; MV Chlc; ) )
' ' augmentation des ratios

hexfuco
HPLC chla augmentatlon_ de la
concentration
Chlc, diminution du ratio
100 | Prasinophycées diminution d_e la
- concentration
cytométrie
augmentation de la
Synechococcus )
concentration
16S emprelr}tgs génétiques
différentes
TTGE
185 empreintes génétiques

différentes
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4.4. Insecticide : Dursban 4 © (chlorpyrifos)

132

Les dosages de chlorpyrifos au premier jour daslerocosmes contaminés ont révélé des
concentrations comprises entre 22% (100 pg/L) 86 %40 pg/L) de la concentration
théoriquement ajoutée. Cette différence peut s¥saé phénomenes d'adsorption de la
substance aux parois des microcosmes ou a laeatigEmique présente dans le milieu.

Le Dursban 4 a été testé a six reprises a 0.1qmgA004-2005 et a quatre reprises a 1 pug/L en
2005-2006 Tableau 11). Aucun effet n'a été détecté sur les communalig®planctoniques a
0.1, 1 et 10 pug/L, excepté la diminution de tr@Bos pigmentaires sur les communautés
exposées a 1 ug/L lors de l'expérience F sur & dit Glénan. Ces trois pigments sont
retrouvés chez les prymnésiophycées et dinoflagelié peut donc supposer un impact sur
ces deux groupes. Cette expérience a été analygéement par HPLC.

Chez les communautés exposées a 100 pg/L, une rtatjore du contenu relatif en
phycoérythrine des grands eucaryotes a été migeidence, ainsi qu’'une différence dans les
empreintes génétiques des communautés eucarydtecticide pourrait agir directement
sur les eucaryotes hétérotrophes brouteurs, cpoguiait modifier la pression de prédation
sur les eucaryotes autotrophes et entrainer umgememt de composition de la communauté
autotrophe, éventuellement au profit d'especesoateu cellulaire en phycoérythrine plus
important. Il se peut aussi que l'insecticide agidsectement sur la physiologie de certaines
algues.

Méme si aucun effet du Dursban n'a été montré @/LQdes effets ont été détectés sur les
communautés phytoplanctoniques exposées a 1 pg/d’lme expérience sur 4. La question
du risque envrionnemental pour les communautég @shc posée et mériterait d'étre

approfondie afin de lever toute suspicion suni&ii¢ de cette formulation.
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Tableau 11 - Synthése des résultats obtenus pour le Dursban (PED = Pas d’'Effet Détecté). Les cases grisées
correspondent aux analyses n’ayant pas été réalisées.

Concentration pg/L Expérience Méthode Variable Effet
HPLC PED
B cytométrie
TTGE
HPLC PED
C cytométrie
TTGE
HPLC PED
D cytométrie PED
01 TTGE
HPLC PED
F cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
TTGE
HPLC PED
H cytométrie
TTGE
HPLC chi Eg;(ﬁ;:;uco’ diminution des ratios
F s
cytométrie
TTGE
HPLC PED
G cytométrie PED
1 TTGE
HPLC PED
H cytométrie
TTGE
HPLC PED
J cytométrie PED
TTGE
HPLC PED
10 J cytométrie PED
TTGE
HPLC PED
cytométrie Grands eucaryotes Iaa US[?; igféart;/(t)r?r iiz
100 J
16S PED
TTGE 188 empreintes génétiques

différentes
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4.5. Discussion générale

Sur les six pesticides testés sur les communaubéshiennes, quatre d’entre eux ont révélé
des effets a 1 pg/L de substance active : les himisicides Basamais, Frontier et Roundup,
ainsi gue l'insecticide Dursban 4. Ces quatre ftatimins sont donc susceptibles de modifier
les communautés microbiennes en cas d’épisodessiedges importants.

Pour les trois herbicides, seule une expériencéesuguatre réalisées a 1 pg/L a permis de
détecter un effet, sur les communautés du site daié de Port-la-Forét uniquement. Cela
souleve la question de lorigine des communautést:ce que cette différence de
comportement des communautés de la baie vis-aedgstrdis herbicides est imputable a
l'origine géographique ainsi gu’aux facteurs envirants ? Est-ce que le méme résultat aurait
eté obtenu si les expériences avaient été réabsgds site de Glénan en 2006 ? La seule
maniéere d'évaluer l'influence du site sur les rggsy aurait été de réaliser la méme expérience
en paralléle sur les deux sites. Ce phénomeéndredllla variabilité de réponse des
communautés exposées a un contaminant, comme \aelacte relevé par Béraret al
(1999D).

Les mélanges de formulations (chacune a 0.1 pg/lchacune a 1 ug/L) ont été testés sept
fois a 0.1 pg/L en 2004-2005, et trois fois a 1 ey 2005, sans que les méthodes d’analyses
appliquées ne permettent de détecter des effetdesucommunautés. Cela n'est pas
surprenant, étant donné que les formulations gestdwiduellement au méme moment n'ont
pas permis la mise en évidence d'effets, excepteélpdursban (expérience F, 1 ug/L). Il ne
semble donc pas y avoir d'effets de synergie deticjples a 0.1 ou 1 pug/L dans les conditions
des expériences. Cependant, les mélanges n'oétéptestés en 2006 dans la baie de Port-la-
Forét, on peut donc se demander si, comme potroiederbicides cités plus haut, des effets
provoqués par les mélanges auraient pu étre @siblee moment-la. La problématique des
mélanges est certes extrémement complexe a exp@mndoser et interpréter, mais il faut
garder a l'esprit que les communautés sont expasadss meélanges de substances dans
'environnement. Cet aspect mérite donc d'étre poui.

Il était initialement prévu d’appliquer aux échbmtis les trois méthodes d’analyse des
communautés : HPLC, cytométrie en flux et TTGE. @ess analyses ne ciblent pas
exactement les mémes organismes des communautés :

—la TTGE permet de visualiser les communautésrgoies et procaryotes dans
leur ensemble, incluant aussi bien les organisméstraphes qu’hétérotrophes,
c’est-a-dire les bactéries, le phytoplancton eblesiteurs ;

— 'HPLC permet d’obtenir des empreintes pigmeeirissues des organismes
photosynthétiques eucaryotes et procaryotes ;

—la cytométrie en flux permet de visualiser legpuwations photosynthétiques
d’'organismes (eucaryotes et procaryotes) relatimenadondants et de taille
inférieure a 10 um.

Seule 'HPLC a pu étre appliquée a tous les édlagusti Toutes les expériences n'ont pas pu
étre analysées par cytométrie en flux par manquerges. Pour la TTGE, si la majorité des
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échantillons n'a pas été analysée par cette métb@de principalement di aux problémes de
fiabilité du matériel et a la lourdeur de cettelys®a

Lorsque la TTGE a pu étre appliquée a des commiganposées a plusieurs concentrations
d'une substance (Roudup, Opus), elle a permis d&emen évidence des effets sur les
empreintes génétiques obtenues a des concentjationgesquelles les analyses par HPLC et
cytométrie en flux ne révélaient pas d'effets digatifs. C'est donc la TTGE qui donne la
vision la plus large des communautés microbienResque cette analyse est basée sur la
diversité des séquences d’ADN codant pour TARNB D6l 18S, c'est aussi elle qui donne la
vision la plus fine et la plus pécise de ces conamiés. C'est probablement pour ces deux
raisons que cette analyse permet de détecter fdes afant les deux autres méthodes. Cette
méthode offre aussi l'avantage de pouvoir identifes organismes présents dans les
communautés, par le séquencage des bandes dinteté@heureusement, le manque de
temps ne nous a pas permis d'aboutir a cette étlpes n'avons donc pas pu identifier les
organismes présents dans les communautés eucalypiesaryotes et évaluer quels taxons
étaient concernés par les modifications induitegepaesticides.

L'HPLC a été appliquée, et les résultats analyge$acon a pouvoir montrer des différences
dans les empreintes pigmentaires des communayiésées aux pesticides. C’est pourquoi
nous avons appliqué un calcul de ratio pigmenti&egs il aurait été intéressant de travailler
en quantitatif sur les pigments pour lesquels theglards existent. Cela nous aurait permis
d’avoir la distribution des concentrations des @gte dans la communauté. Couplée a des
analyses microscopiques, cette distribution desgmgs aurait pu permettre de corréler les
proportions pigmentaires par rapport a lag;tid la présence de certains taxons (Jeffrey.,
1997). Mais cette approche nécessite une validaigon analyse microscopique sur de
nombreux échantillons, ce qui n'était pas possihles notre cas, par mangue de taxonomiste
et par manque de temps.

La cytométrie en flux a été appliquée uniguemertpmpulations auto-fluorescentes. Aucun
marquage n'a été effectué. Il aurait été intérésdarfaire des marquages de I'ADN pour
pouvoir analyser aussi les populations bactériem@érotrophes, et comparer ainsi les
résultats obtenus avec les empreintes génétiquesSiu

Dans l'absolu, l'idéal serait de reproduire cedairde ces expériences, en incluant les
propositions mentionnées ci-dessus, afin de ntaractériser les impacts des pesticides sur
les communautés microbiennes. Il serait aussiesgant de mieux décrire 'environnement

physico-chimique des microcosmes (nutriments, pifjéne dissous).
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Conclusion générale et perspectives

Des communautés microbiennes naturelles ont étéséepin situ & six pesticides en
formulations commerciales, a des concentration.tle1, 10 et 100 pg/L en équivalents
substance active, sur des durées d’'une a deuxresnpendant trois années de début juin &
septembre. Les analyses portant sur la structusecdmmunautés nous ont permis de
déterminer que :

—aucun effet significatif n’a été détecté sur desnmunautés microbiennes pour
les six pesticides testés a 0.1 pg/L ;

— parmi les quatre herbicides testés, trois d'emtnx (Basamais, Frontier et
Roundup) ont entrainé des effets sur certainescdesnunautés microbiennes
exposées a 1, 10 et 100 pg/L ;

— l'insecticide Dursban 4 a provoqué un effet sartaines des communautés
phytoplanctoniques exposées a 1 pug/L et 100 pg/L ;

—le fongicide Opus n’a entrainé des effets sucdaposition génétique des
communautés qu’a partir de 10 pg/L.

En s'appuyant sur ces résultats, nous pouvonsurenglie quatre formulations (Basamais,
Frontier, Roundup et Dursban 4) présentent un @isgavironnemental lors des pics de
pollution dus au lessivage des sols (1 ug/L). Subdse des communautés microbiennes
testées et des analyses réalisées, les formulatonent étre classées, de la plus toxique a la
moins toxique, en fonction du nombre de méthodemtagnontré des effetsa 1 puis a
10 pg/L, de la maniére suivante :

Basamais > Roundup > Frontier > Dursban 4 > Opus Milagro

Cest donc le Basamais qui semble provoquer lestsetes plus importants sur les

commuanutés exposées a 1 et 10 ug/L. Cependamt) das concentrations mesurées en
Rade de Brest, la substance qui représente lgzlnd risque est probablement le Roundup.
I parait important de poursuivre les investigai®ur les formulations qui entrainent des
effets sur les communautés a 1 pg/L.

Méme si les effets observés n'ont pas pu étre téasas précisément, plusieurs hypotheses,
eventuellement différentes selon les pesticidesyrgent expliquer les impacts sur les
communautés microbiennes :

—un effet sur les brouteurs pourrait conduire @ mnodification de la compétition
trophique dans ce groupe et une modification dardéasion de prédation sur les
communautés phytoplanctoniques et bactériennes ;

—un effet sur la communauté phytoplanctonique mduraussi modifier les
relations de compétition pour les nutriments, geréuter sur les brouteurs et/ou
sur le compartiment bactérien ;
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— les effets provoqués sur ces organismes impagtéts soient autotrophes ou
hétérotrophes, eucaryotes ou procaryotes, entea@émérainsi une modification
de la quantité et de la qualité de la matiére dquen qui transite par les
différents éléments de cette boucle microbienne

—un effet direct ou indirect sur cette boucle wiidenne pourrait aussi avoir des
conséquences sur le développement et I'équilibre dizeaux trophiques
supérieurs.

L'outil de microcosmesn situ qui a été développé, a aussi été testé sur Isamaid’huitre
creuse. L'expérience réalisée nous a permis deenegttevidence un effet de synergie lorsque
le naissain était exposé a un mélange de Basant@pais, a 10 pg/L chacun. Méme si cette
concentration n'est pas réaliste en environnendigrcla réduction de croissance d’environ
50% sur les coquillages exposes, laisse pensdagymergie pourrait affecter le naissain a
une concentration inférieure. Ici encore, I'effétatté n'est pas forcément direct, mais pose la
guestion des seuils de toxicité considérés, salenlas substances testées sont seules ou en
mélange.

Plus généralement, les recherches bibliographiguespérimentales menées pendant cette
thése montrent gu’en écotoxicologie, les résultditenus en termes de concentrations
provoquant un effet dépendent de nombreux facteamsi lesquels :

—le systeme biologique: -culture monospécifiqua) bien communautés
phytoplanctoniques accompagnées ou non des commésndactériennes et
eucaryotes hétérotrophes ;

— le systeme expérimental : microcosmes indoor widamr, ouverts ou fermes,
avec ou sans renouvellement du milieu, mésocosmes ;

— les outils analytiques : selon gu’ils portent $es fonctions ou bien sur les
structures des communautés, mais eégalement seiosdesibilité.

Puisque les seuils de toxicité des xénobiotiqus®dedépendent notamment des facteurs
mentionnés ci-dessus, il convient de se poser lesstigns suivantes: quelle est la
signification d'un seuil de toxicité sorti du coxtee dans lequel il a été déterminé ? Dans
guelle mesure ces seuils de toxicité sont-ils patadles a I'environnement naturel ? Est-ce
gue toute toxicitt ou non-toxicité démontrée a céffement une signification pour
I'écosysteme ?

Par précaution, il vaut mieux tenir compte de lasghible concentration pour laquelle un
effet a été démontré. Mais il faut aussi gardespliit que :
— un effet détecté n’est pas obligatoirement deradti ne perturbera pas forcément
I'écosysteme ;
— le fait de ne pas détecter d’effet ne signifie ga’il n'y a pas d’effet.

De plus, une absence d'effet détecté n'empécheipadolérance induite, détectable par la
méthode PICT. Les mécanismes a l'origine d’'une tellérance peuvent correspondre a une
souplesse physiologique de certains organismes, angsi a des modifications génétiques
durables et transmissibles au fil des génératidass ce dernier cas, la pression de sélection



Conclusion générale et perspectives |

appliquée par le contaminant et favorisant cerigémdmes, ne risque-t-elle pas de réduire le
polymorphisme génétique des populations ? Si esipbpulations résultantes conserveront-
elles l'adaptabilité environnementale nécessaireled@ survie dans des conditions
changeantes ? Et leur maintien parmi des popuatioplus fort polymorphisme sera-t-il
compromis, au risque de modifier I'équilibre et gegcessions des assemblages ? Il serait
intéressant de développer ces aspects dans uree ghisdmeécanistique sur la toxicité des
pesticides a faible concentration.

Au niveau réglementaire, la méthodologie d’'évatumtdu risque chimique (E.C., 2003)
consiste a déterminer une Concentration Prédite Btiat ou PNEC (Predictive No Effect
Concentration), en dessous de laquelle la substamsiérée n'est pas censée provoquer de
dommages a I'environnement. Cette PNEC est caleupzetir d’études d’écotoxicité portant
sur plusieurs niveaux trophiques pour lesquel€les et/ou NOEC ont été déterminées. I
s'agit en général d'études mettant en ceuvre desnesospécifiques.

En se basant sur les paradigmes de I'évaluatiomisipges, selon lesquels on considere que
protéger les organismes les plus sensibles revipriitéger I'écosystéme dans sa structure et
ses fonctions, un facteur d’extrapolation (FE)apgtliqué a la plus faible des §&Bu NOEC

du jeu de données disponibles. Ce facteur d’extiio est un coefficient diviseur de la plus
faible donnée et varie en fonction de la quantitdnpre de taxons représentés) et de la qualité
(toxicité aigué/chronique, validité des méthodeplepées par rapport a des lignes directrices
européennes ou internationales) des données. m@ppride son application repose sur la
prise en compte d’'une certaine imprécision danddesées disponibles, du fait par exemple
des variations inter- et intraspécifiques, desatiaris entre les données de laboratoire et les
données de terrain ou encore des variations estaohnées d’eau douce et les données d’eau
de mer. Ce facteur d’extrapolation est compriseetid et 10 000 pour les écosystemes
estuariens, cétiers ou marins. La PNEC est letaésié la division de la plus faible &u
NOEC par le FE. En appliguant ce principe de calted PNEC, I'expert tente donc de
s'affranchir des sources de variation de la taxidiétectée liées aux systémes biologigques,
expérimentaux et aux techniques analytigues miseswre, de sorte que la PNEC dérivée
aille dans le sens du principe de précaution. Matgta, en fonction des organismes testeés il
se pourrait que le facteur maximal (10 000) ne psast suffisant, puisque la sensibilité pour
une substance peut différer de six ordres de guamttre certaines especes de phytoplancton
marin (Nystromet al, 1999). En fait, pour calculer la PNEC, les étuds plus utilisées sont
celles portant sur des tests monospécifiques sthegls c'est-a-dire conformes a des lignes
directrices ayant fait 'objet d’'un consensus imédional ou européen. Or ces tests ne reposent
qgue sur les criteres deffets les plus classiquembserves, a savoir linhibition de la
mobilité, I'inhibition de la croissance, les effets la reproduction et enfin la mortalité.

Les études en micro- ou mésocosmes realiséesssoomenunautés naturelles, permettent de
«balayer » un plus large spectre d'espéces, densedsibilités. De plus, ces études
permettent de se rapprocher de cas réels obseamésl'dnvironnement, en intégrant des
variations naturelles telles que certains paramgihgsiques, chimiques et/ou biologiques.
Malgré tout, les résultats des études sur mésosasengeuvent étre utilisés qu’au cas par cas,
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et leur interprétation repose sur ce que l'on dppel « jugement d'expert », aucune ligne
directrice n’existant pour ce type de tests.

En déterminant des conditions a respecter loresl@xpérimentations, telles que le nombre
de réplicats, le type de communautés incluses t&osle, ou encore les variables et
méthodes exploitées, il devrait étre possible diaba une PNEC en s’affranchissant de FE
trop importants. Cependant, de nombreuses annéms smcore nécessaires a I'ébauche
d’'une standardisation des études en microcosmes.

En attendant, si la réglementation actuelle fowngé base pour I'évaluation du risque que

peuvent représenter pour I'environnement les sutesachimiques retrouvées dans le milieu,

lamélioration de la réglementation passe notamnpantune meilleure connaissance des

effets des xénobiotiques sur les systemes biolegigaturels, a tous les niveaux trophiques.

Son évolution doit donc se faire au regard de kédiom des connaissances et des techniques
d’évaluation des effets, parfois susceptibles aietiee en question certaines décisions.
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Glossaire

Additivité : phénomene par lequel I'exposition simultanée diganisme a deux toxiques
différents se traduit par 'addition de la nocivdtgs deux substances concernées.

Adjuvant : substance ou groupe de substances autres qugédient actif ajouté
intentionnellement a celui-ci afin d'améliorer pespriétés physiques (par exemple, indice de
pulvérisation, solubilité, pouvoir d'étalement etahdlité), chimiques ou biologiques.
Contrairement aux ingrédients actifs, les produiés formulation qui entrent dans la
composition d’'un produit commercial ne sont pasritsssur son étiquette.

Antagonisme: phénomeéne par lequel I'exposition simultanée diganisme a deux toxiques
différents se traduit par une neutralisation ou aiténuation de la nocivité de I'une ou des
deux substances concernées. En d’'autres termesfatdteurs en combinaison ont un effet
moindre que la somme de leurs effets attendus.

CEx: concentration efficace qui entraine une réductionparamétre mesuré de X% par
rapport a un témoin.

CSEO (Concentration Sans Effet Observé) ou NOEC (NoObserved Effect
Concentration) : plus forte concentration testée pour laguellerdsultat n'est pas
significativement différent de celui obtenu pows témoins (lorsque des analyses statistiques
sont réalisées ; sinon, c’est la concentratioria forte pour laquelle 10% d'effets ou moins
sont observés (GE).

Formulation commerciale: contient la ou les substances actives aindieguedjuvants.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration} plus faible concentration testée pour
laquelle un effet de plus de 10% est observé (lerskps analyses statistiques sont réalisées ;
sinon, la LOEC correspond a un pourcentage d'eftetspris entre 20 et 30%).

NOEC : voir CSEO

Substance active substance ou micro-organisme (y compris lesyiexercant une action
générale ou spécifique sur les organismes nuisblesir les végétaux, parties de végétaux ou
produits végétaux (Directive n° 91/414/CEE du 1&i1991).

Synergie: phénoméne par lequel l'exposition d'un organistneplusieurs substances
appliquées simultanément se traduit par un effpér®ur a la somme des effets de ces
substances appliqguées séparément.
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Liste des abbréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AMPA : Acide aminométhylphosphonique

ARN : Acide RiboNucléique

CEx : Concentration Efficace

CSEO: Concentration Sans Effet Observé
DGGE : Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
FAO : Food and Agriculture Organisation

HPLC : High Pressure Liquid Chromatography
IFEN : Institut Francais de I'Environnement

IMPESPHY : IMpact des PESticides sur le PHYtoplancton meditier et les jeunes stades
de développement de bivalves

IPEM : Impact des Pesticides sur 'Environnement Marin

LOEC : Lowest Observed Effect Concentration

LUBEM : Laboratoire Universitaire de Biologie et DivetdVlicrobienne
LUMAQ : Laboratoire Universitaire de Microbiologie Agpliee de Quimper
NOEC : No Observed Effect Concentration

PAM : Pulse Amplitude Modulated

PAR : radiations photosynthétiquement actives, Photbstically Active Radiation
PCR : Polymerase Chain Reaction

PICT : Pollution-Induced Community Tolerance

PS Il : Photosysteme I

TBT : Tributylétain

TTGE : Temporal Temperature Gradient gel Electropheresi

UBO : Université de Bretagne Occidentale

UIPP : Union des Industries de la Protection des Hante
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Liste des pigments

Chl : chlorophylles

Chlide a: chlorophyllidea

MgDVP : Mg-3,8-divinyl phytoporphyrine-£anéthyl carboxylate
MV chl ¢z : monovinyl chlorophylles
Butfuco : 19'-butanoyloxyfucoxanthine
Diadino : diadinoxanthine

Fuco: fucoxanthine

Hexfuco: 19'-hexanoyloxyfucoxanthine
Néo: néoxanthine

Périd : péridinine

Pras: prasinoxanthine

Viola : violaxanthine

Zéa: zéaxanthine
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1. Cadre général de la these et enjeux

1.1. Présentation de la these
Résumé

Mon travail de thése consistait a étudlienpact de pesticidessur 'environnement marin, au
niveau duphytoplancton et dunaissain d’huitres (Crassostrea gigas Cette thése peut se
résumer ainsi :

Les pesticidessont des produits utilisés pqunotéger les culturescontre certaines maladies,
certains insectes, ou d'autres plantes. Mais lsicfues sont aussi utilisés dans les jardins,
pour éviter d’avoir trop de «mauvaises herbesp,les routes et les espaces verts, les
chemins de fer... Ces produits vont rester au nidesuplantes ou du sol, et une partie peut
étreemportée par la pluie jusque dans les riviéres, et ils vont éteouvés dans les mers

et océansau niveau des cotes. La France esf'lechsommateur de pesticides en Europe, et
le 3™ au monde. De nombreuses études rapportent querreerce n'est pas sans danger,
gue ce soit pour la nature ou pour 'lhomme.

Les pesticidesne tuent pas seulement leurs cibles, ils peuvesd affecter d’autres étres
vivants, comme les oiseaux, les abeilles, les poissoss;dquillages... Certains pesticides
sont retrouvés dans taer, et peuvent étre dangereux pouialane et la flore marines; c'est
pourquoi mon travail de thése consistait a tessrdffets de certains pesticides sur le
phytoplancton marin et legeunes huitres

Le phytoplancton désigne deslgues microscopiquesqui peuplent tous les milieux
aquatiques. Ces algues se nourrissent a padiogyde de carbone atmosphériquet de la
lumiere du soleil Elles sont ensuiteonsommeéespar certains animaux, comme les
coquillages (huitres, moules, palourdes...), certains poissquisseront ensuite mangés par
'homme. Le phytoplancton permet donc de nourripligpart des organismes aquatiques,
certains oiseaux, et les humains, directementdgatement.

Il est donc tres important de savoir si pEsticidesqui se retrouvent dans le milieu marin
peuventinfluencer le phytoplancton en modifiant sa composition par exemple, ce qui
pourrait perturber l'alimentation de certains organismes. Dans I'environnement elatur
tous les organismes sont liés, notamment au niaiaentaire, mais pas seulement. Si une
partie des organismes d’'un milieu est affectéeupaou plusieurs pesticides, d’'autres types
d’organismes peuvent en subir les conséquences.

Les coquillages comme lduiitres peuvent aussi étre directement mis en dangerapar |
présence de pesticides dans le milieu marin. LiacErast le premier producteur d’huitres en
Europe, et le 4 au monde. Il faut savoir qu80% deshuitres qui sontproduites et se
retrouvent dans nos assiettes, méme si elles #mréeé en écloserfesproviennent de
captage nature’. Lorsque les huitres se reproduisent dans leumiliurel, ledarves qui

1 Ecloserie : installation qui permet la production et I'élevage d'ceufs, larves, de coquillages et poissons
2 Le captage naturel correspond  la fixation de la larve d’huitre sur un support (rochers, tuiles posées par les éleveurs) dans le milieu naturel
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nagent vont subir une métamorphose, ce qui leungiede se fixer afin de poursuivre leur
croissance. Une fofxées ces jeunes huitres, appelées alaraissain», sont récupérées par
les humains pour étre nourries en écloseries, 'useur commercialisation. La majorité des
huitres que nous mangeons sont donc en contactegvpolluants des zones cétieres, et ce
deés leur plus jeune age. De ce fait, il était @gsant d’étudier les effets de certains pesticides
sur de jeunes huitres fixées.

Afin d'étre le plusfidele possible auxconditions naturelles du phytoplancton et des
huitres, nous avons fait desxpériences en mer nous avons mis deau de mer contenant

du phytoplancton en bouteilles, dessticidesont été ajoutés dans certaines bouteilles, et les
bouteilles étaient plongées dans la me# @an de profondeur Ensuite nous avons filtré les
bouteilles pour récupérer tout le phytoplanctomaets avons comparé les résultats obtenus
sur les bouteilles avec et sans pesticides. Naussguwocédé de la méme maniére pour les
jeunes huitres et nous les avons mesurées afin de voir si lsticides avaient un effet sur
leur croissance.

Le but principal était de déterminer si daesticides retrouveés dans la mer a de faibles
guantités pouvaient avoir effet sur la composition dphytoplancton naturel et sur les
jeunes huitres

L'adoption de la nouvelle réglementation européeRBACH (erRegistrementEvaluation

et Autorisation des substand@slimiques) entrée en vigueur I& jlin 2007 (Réglement CE
1907/2006 et directive 2006/121/CE publies au #ubdfficiel du 30/12/2006)jmpose
désormais auindustriels de fournir des données déreté sanitaire et environnementale
sur toutes les substances qu’elles produisentu’'dleg, I'Etat et les victimes de problemes
sanitaires ou écologiques avaient « charge de g@reuvest dans ce contexte que s’inscrit
notre étude.

Une telle étude n'est pas dissociable de certaijggne que ce soit au niveau scientifique,
économique et social, ou technique ; ces enjelpsdsentes ci-apres.

1.2. Enjeux

1.2.1. Au niveau fondamental

Cette these avait pour premier objectif d’explanee partie méconnue du milieu marin, les
communautés phytoplanctoniqueset leur dynamique, ainsi que leur sensibilitéavigs de
pesticides utilisés dans les bassins versants duisiere, que ce soit par des professionnels
ou des patrticuliers.

Tres peu d'études nous renseignent sur la divessit@ réactivité de ces communautés
soumises a divers types de contraintes, et quiesoent le développement de tous les
maillons de la « chaine alimentaire » au niveaatagne. Et notamment, il était supposé que
laction de certains pesticides pourrait influencerla composition des communautés
phytoplanctoniqueset entrainer des phénomenes de résistance oudilglsersur certaines
especes.
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Le second aspect de la these était basé sur Bfemiude latoxicité de pesticidessur du
naissain d’huitre : ce stade de développement est trés peu utlisg lds tests de toxicité, en
comparaison avec les stades adulte et embryorarvai

L'enjeu scientifiqgue de cette partie concernagdasibilité de ce stade de développement aux
pesticides, sa « maniabilité » pour faire des éxpees en milieu naturel et les criteres a
prendre en compte pour évaluer les effets desiesti

1.2.2. Au niveau économique et social

Le sujet fait partie d'un programme national injtiér 'ancien Ministere de I'Ecologie et du
Développement Durable (MEDD), visant a évaluegdtire les risques liés a I'utilisation de
pesticides, et complété par un projet régionahtiggoar la Région Bretagne. Le constat était
le suivant ; la France est 18"3consommateur mondial de pesticides efledropéen, cela
représente un colt non négligeable pour les eaftwis agricoles, pour des conséquences en
santé humaine, animale et environnementale quiepewavérer désastreuses. |l fallait donc
créer des programmes de recherche dont les réspttatraient servir d'aide a la décision
concernant par exemple, les substances autoris&egqériodes d'application, les doses
préconisées... Et pour cela faire des études surlésusompartiments environnementaux
susceptibles d’étre impactés par les pesticided, lelgpphytoplancton et les bivalves. L'aspect
économique est important concernant I'étude deseludt du naissain car la France esf'le 1
producteur Européen d'huitres et [€"™4mondial avec une production annuelle moyenne
d’environ 130 000 tonnes. Or 80% de la productidnittes provient de captage naturel
(larves qui se sont fixées sur des supports danmilieu naturel et qui sont ensuite
« récoltées » pour poursuivre leur élevage ener@ss.

L'enjeu social principal de ces études est de lsiéissi I'ensemble des usagers et pollueurs
potentiels des dommages qui peuvent étre créésvaaunmarin coétier par l'utilisation
abusive ou non raisonnée de pesticides.

1.2.3. Les principaux enjeux techniques
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— tester un outil permettant d’exposer les orgaagsandes conditions tres proches
des conditions de I'environnement ;

— évaluer la faisabilité de tests de toxicité surnaissain d’huitres en conditions
naturelles ;

— mettre en place au laboratoire une techniqueatjae d’empreintes génétiques
des communautés phytoplanctoniques.



1.3. Contexte de la thése

Jai réalisé ma these danslaboratoire Universitaire de Microbiologie Appliqguée de
Quimper (LUMAQ), rattaché a I'Université de Bretagne Oetithle (UBO). Ce laboratoire
a des thématiques de recherche variées, avec mposante de Microbiologie Prévisionnelle
tournée vers lalimentaire, une composante d'étdds peptides anti-microbiens, une
composante sur les spores fongiques et une contpagarconcerne I'étude du milieu marin,
dont ma thése fait partie. Mon sujet de thésepéatie intégrante du programme initié par le
MEDD : évaluation et réduction des risques liéaitlisation des pesticides, volet « Impact
des Pesticides sur 'Environnement Marin (IPEM>gue a commencédans mon laboratoire
d’accueilen 2003 avec mon DEACette thématique était donc quasiment inexistaveaat
mon arrivée. Ce projet a €té monté en collaborati@t d’'autres laboratoires, dont Ifremer
Centre de Brest Léboratoire d'écotoxicologi@, le Laboratoire Idhesa (Institut
Départemental d'analyses, de conseil et dexpertise Hygieéne alimentaire, Eau et
environnement, et Santé Animale) a Plouzané (Tedd®rest-lroise), et leaboratoire de
Biotechnologie et physiologie Végétaldt/BO) a Brest. Cela nous a permis I'obtention d’'un
financement complémentaire par la Région Bretagdeant mon salaire de these.

1.4. Ma place dans le contexte de la thése

Les études que jai faites ont fagonné et recad® objectifs « d’avenir » ; c'est au cours de
ces études que jai décidé de travailler si passhl le milieu naturel aquatique en relation
avec une problématique environnementale et compiretes expériences de terrain. Ma
personnalité ainsi que mes résultats m'ont coradahoisir la voie de la these, pour avoir la
chance de faire un travail que jaime, et qui eshsscesse en mouvement, avec
d’innombrables questions auxquelles on peut essiyaépondre. Cela correspond a une
ouverture desprit, liée au travail quotidien masssi a I'échange, par le biais des
collaborations, rencontres...ll me fallait donc umction qui me laisse une certaine
indépendanceetautonomie d’action, ainsi qu’unestimulation intellectuelle.

Jai donc choisi ce sujet de DEA qui métait praposcimpact des pesticides sur
'environnement marin » sachant que cela pouvatiba une these si le financement était
accordé.

Le projet était déja partiellement financé (MEDD)rén arrivée, et les objectifs définis.
Cependant j'ai pu suggérer l'orientation du trasail les naissains d’huitres, ce qui permettait
de donner une dimension écologique supplémentegdravail.
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2. Déroulement, gestion et colt de mon projet de

these

2.1. Préparation et cadrage du projet
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Ce projet est né d’'ureollaboration entre quatre laboratoires dont deux rattachés a 'UBO
(voir 1.2. Contexte de la thése), qui se sont tiépass financements accordés par les deux
financeurs principaux : le MEDD et la Région Bretage. Les partenaires ont été choisis de
par les compétences qu'ils pouvaient apporter \&auiscientifique et technique, mais aussi
pour leur motivation et implication dans le montalyeprojet et sa conduite. Le travail de
thése a été réalisé presque en totalité au lalveratdMAQ et sur le terrain. J'ai aussi passée
guelgues semaines a Ifremer-Brest dans le cadie a#@laboration sur les projets IPEM et
IMPESPHY. L’'UBO a contribué financierement a lalisséion de ce projet puisque jai
utilisé les ressources du LUMAQ.

Les compétences humaines et scientifiquesa dispositiorpour la réalisation de ce projet
comprenaient :

— une personne spécialiste du phytoplancton ;

—une personne spécialiste des tests de toxicitdesdéveloppement embryo-
larvaire de bivalves ;

— des compétences de chimie analytique pour legeéadas pesticides ;
—un chercheur ayant déja expérimenté les exp&sede terrain et ayant concu
I'outil que nous avons utilisé pour nos expériereesnilieu naturel.

Au niveau du laboratoire, jai pu bénéficier de e@mences en biologie moléculaire,
navigation, plongée, et d'appareils tels que :

— centrifugeuses réfrigérées ;

— dispositif de migration pour gels d’agarose ;

— thermocycleur ;

— consommables communs ;

— autoclave ;

— nombreuses étuves ;

— tables d’agitation thermostatées...

Le matériel spécifique nécessaire pour le travathése a été acquis grace au financement du
MEDD.



2.2.

Conduite du projet

Activités 2004 (DEA+thése) 2005 2006 2007

2003
(DEA)

Bibliographie, rédaction,
analyse de données

Protocoles + commandes

Biologie moléculaire

Expériences de terrain

Analyses des pigments

Cytométrie en flux

Cultures de phytoplancton

Vacations

2.3.

Le temps du projet (DEA+thése) a été réparti guitisieurs types d'activités, dont quatre
principales : la biologie moléculaire s'est étafe 20 mois, les expériences de terrain
(préparation, installation et démontage compriss@a étalées sur 14 mois, les analyses
pigmentaires se sont déroulées sur 13 mois, etileses de phytoplancton sur huit mois. Il y
a des recouvrements entre certaines activités’'€aient pas forcément pratiquées a temps
plein ; de plus l'accueil de stagiaires a pernoss lde certaines périodes, de mener deux
activités importantes de front.

Evaluation et prise en charge du codt du proje 't

Le codt total de ma thése s'élevel&87 000 €répartis a 61% en ressources humaines, 25% en
fonctionnement et 14% en investissements. Ce budgdé financé a 52% par la Région
Bretagne, 27% par le MEDD, 19% par 'UBO et 2% lfi@mer. Le solde de ma thése est
nul.

2.3.1. Répartition des finances : synthése

Origine
Ifremer MEDD Région Bretagne| UBO Total
o | Fonctionnement 0€ 22 018 € 16 001 € 9000€ | 47019€
% Investissement 0€ 26431 € 0€ 0€ 26431 €
< RH 2755 € 2400 € 81806 € 26 585 €] 113 546 €
Total 2755 € 50 849 € 97 807 € 35585 €] 186 996 €

La contribution des différents financeurs au praigethese est répartie de la fagcon suivante :

— Ifremer a financé des ressources humaines comdapt a I'encadrement dont
j'ai pu bénéficier lors de mes expériences de celdulfremer Brest ;

— le MEDD a surtout financé du fonctionnement (gues’z) et de l'investissement
(100%), en proportions quasi-équivalentes ;

—la Région Bretagne, méme si elle a contribué pme part importante au
fonctionnement (1/3), a surtout permis le dérouleigu projet grace a mon
salaire de doctorante (environ 2/3 du poste RH) ;
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—I'UBO a aussi fourni du fonctionnement correspamda mon occupation et
utilisation des locaux, et des ressources humdgerasron %) qui correspondent
principalement au salaire de mon directeur de thése

2.3.2. Répartition des finances : sources

Origine des fonds

1,5%
19,0%

27,2%

O lIfremer

B MEDD

O Région Bretagne
OuBO

52,3%

2.3.3. Répartition des finances : dépenses

Postes de dépenses

25,1%

O Fonctionnement
Binvestissement
ORH

0
60.7% 14,1%
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3. Compétences

3.1. Compétences scientifiques et techniques, savoi  r-faire
& qualités

Mon travail de these m'a amenée a développeca®pétences scientifiques et techniques
dans quatre domaines :

— Terrain : mise en place de microcosmas sity, échantillonnage, gestion
logistique et matérielle des expériences, permis o@ier, permis fluvial,
plongée niveau 2 ;

— Laboratoire : cultures monospécifiques de phgiogon eucaryote et
procaryote, analyse d’'images, dosages biochimi@uesluction primaire, ATP
cellulaire, chlorophylles et caroténoides, suivi a@eoissance), analyses
pigmentaires par HPLC (High Pressure Liquid Chramaphy), biologie
moléculaire (extraction d’ADN, PCR : Polymerase @h&eaction, TTGE :
Temporal Temperature Gradient gel Electrophoresisctrophoréses en gel
d’agarose), cytométrie en flux ;

— Traitement de données : collecte, traitemenhalyaes statistiques de données ;

— Informatique : logiciels de bureautique (traiteinde texte, tableur, diaporama,
graphiques), statistique (Minitab, Statgraphicsglgse d'image (photos et gels
d’électrophorese), bibliographique (Endnote).

Cela m'a permis délargir mes connaissances dasisdtenaines de I'écotoxicologie,
I'écologie duphytoplancton, ducycle de I'huitre et de son élevagelela navigation et de
la plongéequi étaient des disciplines totalement inconnuees moi avant ce projet, et du
domaine du milieu marin en général.

3.2. Compétences projet & management

3.2.1. Communication & Gestion

Tout au long de ma thése, jai été amenéenamuniquer avec les collaborateurs des projets
Ipem et Impesphy, lors de réunions au cours ddegu&i présenté I'évolution du travall
accompli ainsi que l'adéquation avec les objedié#fsiépart, et ceci afin d’'organiser les étapes
suivantes du travail, en accord avec les membresielex projets. Ces réunions de travail
m’'ont permis d'établir uréchéancier des tachea réaliser pendant la these. J'aigie a
lécoute des opinions de chacun et essayer d'apporter rgements afin departiciper
encoreplus activement a la gestion de mon projet de théskes partenaires des projets
étaient aussi membres de mon comité de thése,ica faailité la communication et la
compréhension de chacun par rapport a mon travalil.

Le fait que le projet de these soit financé parxdguogrammes distincts mais
complémentaires nécessitait la rédactionraggorts annuels d’avancementpour chacun
des deux financeurs (Région Bretagne et MEDD)djaic pris en charge la rédaction de nos
parties avec l'assistance de mon directeur de .thksieaussi eu a rédiger les rapports
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intermédiaires d’avancement de ma these. Je snis apable deassembler, analyser et
synthétiser des donnéegn vue de leur interprétation, ceci dans un deélpbsé pour la
rédaction de rapports.

J'ai aussi été amenéecantacter des personnes extérieures ces projets, pour des aspects
plus spécifiques de la thése, afin de bénéficiarodepétences techniques qui faisaient défaut
dans mon laboratoire. De plus, cela m'a permisadeiscomment présenter mon travail a des
inconnus et comment aborder d’autres scientifignesehors d’'un contexte « cadré ».

Jai développé unaisance dans les présentations orales une grandpédagogie liees a
ma capacité a me projeter a la place des spestatwgc pour principe de répondre au
maximum & leurs attentes.

3.2.2. Management & Encadrement

Jai aussiencadré quatre stagiairesau niveaypratique, rédactionnel et pour les préparer a
leur soutenance pour des périodes d’environ trois mois chacura @ea conduit a savoir
leur apprendre les gestes techniques, ainsi qaspests théoriques liés aux sujets de stage et
aux expériences réalisées, en essayant’ddapter a leurs capacités et a leur niveau
d’études.

Au niveau scientifique administratif, jai eu a familiariser dés mon arrivée en DEA avec
les difféerentsaspects matériels et financiers de la recherchepour la partie biologie
moléculaire de ma these, ma tache a consistéeadies recherches bibliographiques afin de
déterminer les protocoles que jallais utiliseraléer le matériel nécessaire pour les trois ans
de la these, prospecter chez les différents faauis, et passer les commandes. Cela m'a
permis de connaitre le colt du matériel de labogatde négocier des prix, et dérer le
budget au mieux J'ai aussi géré les commandes de matériel psuautres aspects de la
thése, au fur et a mesure des besoins.

3.3. Qualités personnelles
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Ces quatre années de recherche m'ont permis dimplésedes compétences personnelles, en
particulier uneautonomie d’action et de réflexion ainsi qu'uneadaptabilité aux personnes

et aux différentscontextes rencontrés. Certains aspects de ma thése quiozét ges
difficultés ont sollicité de I'acharnement ltaucoup de motivationpour atteindre les buts
fixés, ainsi qu'une grandegueur scientifique et une bonnerganisation des taches a
accomplir. Je peux dire aujourd’hui que je sugabe de mener mes projets a leur terme,
méme quand cela entraine une surcharge de trgwail’hésite pas a m'engager dans des
projets ambitieux lorsque je pense quils sontigébles, méme s’ils nécessitent un
investissement tres important.

Les échanges trés fréquents avec mon Directeunede £t mes stagiaires m'ont aussi fait
prendre conscience de mouverture d'esprit face aux opinions des autres, de mes aptitudes
a considérer les intéréts, conseils, ou difficulkés autres personnes impliquées dans le travail
de thése, afin dee pas imposer mes vuest de gérer le travail au mieux du point de vue
humain.



Ma rigueur, ma motivation, mon sens de I'orgaresatmon exigence envers mon travail et
mon ouverture aux autres sont certainement mesgpusls atouts pour mener a bien des
projets de recherche.

Les vacations que jai réalisées m'ont permis détrenen ceuvre ma pédagogie qui s'est
avérée tres appréciée : en effet jai fait de lanfdion individuelle et personnalisée, et
collective, d’enseignants et d’étudiants a la netteedocumentaire sur internet pendant 200h
au cours de ma thése. Jai eu des retours tresfgpssrr cette expérience. De méme, les
présentations orales que jai pu faire ont ausstigudes commentaires tres enthousiastes sur
ma pédagogie et la clarté de mes explications.

L'ensemble de mes expériences de recherche eteijpament m'a aussi permis de

rencontrer des personnes d’horizons tres varisc: @es enseignants de I''UT de Quimper en
Gestion, Commerce, Transports, Tourisme, Biolatjs.pu collaborer brievement avec des
personnes de I'ADRIA et du laboratoire Antiox a @Qper, de la station biologique de

Roscoff, du LEMAR a Brest, du Laboratoire de Bibtemogie et physiologie Végétales

(UBO), des centres Ifremer de Brest et Nantes,l&n ges chercheurs de mon laboratoire
d’'accueil LUMAQ a Quimper. Cela a renforcé ma duaitit@, ainsi que mon sens du

relationnel et de la communication.
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4. Reésultats, impacts de la these.

4.1. En général

Au niveau du laboratoire, notre projet a permigeatdorcer et développer la thématique
«milieu marin » déja présente, et d'acquérir de nouveaux outilErgeosmesin sity
TTGE). De plus, le projet a permis, de par lesaboltations, de faire connaitre le LUMAQ a
d’autres laboratoires et de donner naissance aodeeaux projets en relation avec le
phytoplancton, incluant de nouvelles collaboratiodsnt certaines tournées vers
linternational (Lemar, Roscoff, Ifremer, Industriels, Chili, Atgg.

Ce travail qui était permis grace a deux financesnanfait I'objet de rapports finaux qui
seront remis respectivement a la Région Bretagrea é¥lEDD, et qui, nous I'espérons,
permettront d’adapter I'utilisation de pesticidesfacon a limiter au maximum les dommages
potentiels a I'environnement.

Ce sujet a aussi permis slensibiliser la communauté scientifique l'importance cruciale

du phytoplancton de par son role de premier maillon trophique desyéstemes aquatiques,
et son implication dans certains problémes ligscaisommation de coquillagesou encore

les problemes provoqués par le développement naessiertaines especes non toxiques, et
qui peuvent géner les activités de certains usa@er@nt au naissain d’huitres, nous avons
démontré l'existence deynergie entre certains pesticidesapparemment « inoffensifs »
lorsgu’ils sont testés seuls, on peut donc imadeserconséquences de ce type d’exposition
sur des jeunes huitres en écloserie ou dans leunmifiturel. Nous espérons que les projets
futurs prendront en compte les expositions muttiplexquelles sont soumis ces organismes.

4.2. Pour moi

4.2.1. Pratiques professionnelles
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Cette these m'a énormément apporté au niveau petseoar lors de mon arrivée a Quimper
je ne savais pas nagdfr quatre ans j'ai donc :

— appris a nager, passe les niveaux 1 et 2 dedubong

— passé les permis mer cétier et permis fluvial.

Certaines de ces compétences m'ont permisieex gérer les expériences de terraiet la
découverte du monde sous-marin a été pour moi@wddation tant au niveau personnel que
professionnel puisque je compte poursuivre damsolagée afin d’obtenir dans le futur, le
dipldme de plongeur scientifique

Lesexpériences de terrairm’ont aussi fait prendre conscience dificultés liées a ce type
d’'approche, tant au niveauratique (fatigue, condition physique, dangers, techniquey q
théorique (complexité des systémes, conception des outtisrprétation des résultatf)e
plus jai pu comprendre pourquoi peu de personnegiquent les expériences de terrain
puisque cela prend beaucoup de temps, avec umlegét pour des résultats qui ne sont pas
toujours a la hauteur de l'investissement en phssdifficultés d’interprétation. En outre, les



temps d’'analyses relativement longs, dus aux méthddoisies et au nombre d’échantillons,
n'ont pas permis d'ajuster les expériences autfarneesure, mais seulement d’une année sur
lautre.

J'ai maintenant conscience de tousdspects importantsa prendre en compte aux niveaux
organisationnel, temporel, matériel, financier et kmain, dans un projet incluant des
approches de terrain.

4.2.2. Chemin professionnel

D'une maniere plus générale, au commencementsjé&pendante de mon Directeur de
thése pour la plupart des aspects pratiques etché® du sujet, alors que mainterjarguis
totalement autonomesur ces points. J'ai progressivement pris leseshes main, proposé
des idées et pris des initiatives, gére les pigrjiris des contacts...

Jai pu trées récemment mettre en valeur mon paefirecherche, mes compétences et mes
gualités, lors d’'un entretien d’'embauche a lisduqueljai été recrutée pour un CDD
d’'un an a Ifremer Nantesdans le laboratoire d’écotoxicologieMa mission va consister a
monter unprojet de recherche sur le phytoplancton et la génoxicité de certains
contaminants, je vais donc pouvoir appliquer t@ugae jai appris pendant mon projet de
these.
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