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ANNEXES ..o

Liste et statut des publications présentées dans ce manuscrit ...........cccoceevivreneennen,

Communications scientifiques



Liste des abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AFNOR :  Association  francaise de
normalisation

ANSES : Agence nationale de sécurité
sanitaire de ’alimentation, de

I’environnement et du travail
ARN : Acide RiboNucléique
ATP : Adénosine TriPhosphate

BP: Processus biologique (Biological
Process en anglais)

BSA : Albumine de sérum bovin (Bovine
Serum Albumin en anglais)

CC: Contenant cellulaire (Cellular
Component en anglais)

CER: Résine eéchangeuse de cations
(Cation Exchange Resin en anglais)

CHU10 : milieu de culture normalisé CHU
n°10.

CIRIMAT : Centre Interuniversitaire de
Recherche et d’Ingénierie des MATériaux

CNRS : Centre National de Recherche
Scientifique.

CNT : Nanotube de carbone (Carbon
NanoTubes en anglais). S/ID/MWCNT:
Nanotube de carbone a
Simple/Double/Multiparoi.

DEG : Genes présentant une expression

significativement différente dans deux
conditions (Differential Expressed Gene,
en anglais)

DEP : Protéines présentant une expression
significativement différente dans deux
conditions (Differential Expressed Protein,
en anglais)

10

DO : Densité Optique

DVCC: Dépdt de Vapeurs Chimiques
Catalysées

EDTA : Acide
éthylenediaminetétraacétique

EPOC : laboratoire Environnements et
Paléoenvironnements Océaniques et
Continentaux.

EPS:  Substances  Exo-polymériques
(ExoPolymeric Substances en anglais)

ETM : Eléments Traces Métalliques

FLG: Graphene a quelques feuillets
(Few Layer Graphene en anglais)

GBF: laboratoire  Génomique et
Biotechnologie des Fruits.

GO : méthode d’annotation de séquence
par ontologie de géne (Gene Ontology en
anlglais)

Go : Graphéne oxydé (Graphene oxide en
anglais)

HAP: Hydrocarbures  Aromatiques
Polycycliques

I BD : Indice Biologique Diatomées.

ICP-OES : Spectrométrie de masse a
plasma induit couplée a I’émission optique
(Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry, en anglais)

INPT : Institut National Polytechnique de
Toulouse.

INRS : Institut National de Recherche et de
Sécurité

IPS : Indice de PolluoSensibilité



ISO: Organisation internationale de
normalisation (International Organization
for Standardization en anglais)

LBAE: Laboratoire de Biotechnologies
Agroalimentaire et Environnementale.

LC-MS/MS : Chromatographie en phase
liquide couplée a laspectrométrie de masse

(Liquid  chromatography coupled to
tandem mass spectrometry en anglais)

MEB: Microscope Electronique a
Balayage

MET :  Microscope
Transmission

Electronique a

MF : Fonction moléculaire (Molecular
Function en anglais)

NMP : N-méthylpyrolidone

NPC : Nanoparticule de carbone

NP : Nanoparticule

OCDE / OECD: Organisation de

Coopération et de  Développement
Economiques (Organisation for Economic
Cooperation and Development en anglais)

PAR : Rayonnement
photosynthétiquement actif (PhotoActive
Radiation en anglais)

PBS: Solution tampon  phosphate
(Phosphate Buffer Solution en anglais)

R&D : Recherche et Développement

REACH : Enregistrement, Evaluation,
Autorisation et Restriction des substances
Chimiques  (Registration,  Evaluation,
Autorisation and restriction of CHemicals
en anglais)

rGo: Graphéne oxydé réduit (reduced
Graphene oxide en anglais)

RIN : Indicateur d’intégrit¢é des ARNs
(RNA Integrity Number en anglais)

ROS : Especes réactives de 1’oxygene
(Reactive Oxygen Species en anglais)

RT-gPCR: réaction en chaine par
polymérase quantitative par réverse
transcription ~ (Reverse  Transcription
guantitative Polymerase Chain Reaction
en anglais)

SAR : Groupe désignant I’ensembles des
straménopiles, alvéolés et rhizaires.

SEMN : Systéemes ElectroMécaniques
Nanométriques

SPE : milieu de culture CHU n°10 modifié

TCA : Acide trichloracétique

(Trichloroacetic acid en anglais)

U PS : Université Paul Sabatier

UV : Ultraviolet
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Introduction geénérale

C’est dans les années 60 qu’une prise de conscience sur la fragilit¢ de I’environnement
apparait. Rachel Carson révele au grand public les conséquences que peuvent avoir les
produits d’origine anthropique, émis dans 1’environnement, sur la santé humaine mais surtout
sur la biosphere et les écosystémes, craignant un « Silent Spring » (Carson, 1962).
L’écotoxicologie, terme établi en 1969, apparait alors comme une nouvelle discipline
scientifique alliant plusieurs sciences « dures » (écologie, toxicologie, physique et chimie)
mais également des sciences « molles » (histoire, économie et sociologie). Cette science que
I’on pourrait qualifier aujourd’hui de transdisciplinaire a pour but d’étudier le devenir des

contaminants dans les milieux et leurs effets sur les écosystemes (Moriarty, 1988).

De nouveaux produits ne cessent d’étre régulierement découverts et/ou synthétisés dans le but
d’étre commercialisés. Depuis plus d’une dizaine d’années, les nanomatériaux manufacturés
représentent une nouvelle classe de produits qui ne cesse de susciter I’intérét des industriels et
des scientifiques. De leurs propriétés physico-chimiques découlent un fort potentiel pour de
multiples applications dans divers secteurs, conduisant a une accélération fulgurante de leur
production et de leurs usages. Cependant, la compréhension de leurs effets sur
I’environnement reste encore incompléte et nécessite d’étre approfondie. C’est dans cette
optique que ces travaux de these, présentés dans le présent manuscrit, ont été menés. A
I’interface entre 1’écotoxicologie et la microbiologie environnementale, ces travaux se
focalisent sur les effets des nanoparticules carbonées, et tout particulierement du graphéne a
quelques feuillets (FLG) et des nanotubes de carbone (CNTSs), sur une diatomée benthique
d’eau douce.

Cette thése s’inscrit au sein du projet européen Graphene Flagship, initie en 2013. Ce
programme de recherche rassemble une communauté scientifique d’une ampleur remarquable,
alliant 150 équipes de recherche (public et privé) issues de 23 pays autour d’un méme sujet :
le graphene (http://graphene-flagship.eu/). L’ensemble des travaux de recherche réalisés dans
le cadre du Graphene Flagship recouvrent tous les aspects ayant trait au graphéne, de sa
production jusqu’a I’évaluation des risques pour I’Homme et 1’environnement, incluant
I’optimisation de ses propriétés physico-chimiques au sein d’un nanocomposite. Les travaux
établis dans ce projet de thése font 1’objet de collaborations entre plusieurs laboratoires
scientifiques alliant leurs compétences et leurs expertises afin d’apporter une meilleure

évaluation des risques liés a 1’utilisation des nanoparticules de carbone (NPCs). Une solide
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collaboration entre deux laboratoires, établie en 2005, a motive la réalisation de ces etudes
écotoxicologiques. L’équipe ECotoxicologie Intégrative (ECI) du laboratoire EcoLab (UMR
5245), portant un intérét tout particulier pour les NPCs déja depuis plus d’une petite dizaine
d’années, apporte son expérience concernant I’évaluation de la toxicité de contaminants sur de
multiples modéles biologiques. L’équipe Nanocomposites et Nanotubes de Carbone (NNC)
du Centre Interuniversitaire de Recherche et d’Ingénierie des MATériaux (CIRIMAT, UMR
5085, Institut Carnot) amene a ce projet de these leurs connaissances concernant la production
et la caracterisation des nanoparticules (NPs). Les différentes NPCs utilisées dans ces travaux
ont d’ailleurs été fournies par 1’équipe NNC qui a ainsi produit les suspensions de FLG mais
également les nanotubes de carbone double paroi (DWCNTSs). Grace a leurs nombreuses
années d’expertise sur les biofilms et leurs composants moléculaires, une collaboration a
également été mise en place avec des membres du Laboratoire de Biotechnologies
Agroalimentaire et Environnementale (LBAE, EA 4565). Le laboratoire Génomique et
Biotechnologie des Fruits (GBF, UMR 990), avec qui une collaboration a nouvellement été
initiée, ainsi que le laboratoire Environnements et Paléoenvironnements Océaniques et
Continentaux (EPOC, UMR 5805) ont apporté leurs compétences dans la réalisation des

analyses bio-informatiques des données de séquencage.

L’évaluation de I’effet des NPCs sur les organismes microbiens d’eau douce s’est tout
particulierement concentrée sur une micro-algue largement utilisée au sein du laboratoire
EcoLab comme modéle d’étude : la diatomée. Les diatomées, producteurs primaires a la base
de la chaine trophique, jouent un réle essentiel dans le fonctionnement des écosystémes
aquatiques continentaux. Intégrant a la fois 1’échelle des populations du biofilm, mais aussi
I’échelle moléculaire en passant par 1’évaluation de la réponse cellulaire, ces travaux
permettent de comprendre les mécanismes induits lors de la réponse d’un biofilm benthique a
I’exposition a des NPCs grace a différentes approches. Ces travaux de thése ont pour but de
comprendre les mécanismes de réponse des diatomées benthiques générés face a différentes
formes allotropiques du carbone. La problématique générale de notre projet s’articule autour

de quatre objectifs :

- L’étude de la réponse cellulaire d’une diatomée benthique d’eau douce, Nitzschia
palea, exposée a différentes formes allotropiques du carbone. Pour évaluer la toxicité
cellulaire des NPCs, plusieurs paramétres ont été suivis (croissance, mortalité...), ainsi
que le comportement des NPCs dans le systeme expérimental grace a différentes
mesures (densité optique (DO) et densitométrie). La question posée ici est de
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déterminer si les diatomées présentent une réponse globale similaire lorsqu’elles sont
exposées au FLG ou aux CNTs. Cette comparaison repose alors en partie sur les
travaux réalisés par Laurent Verneuil (2015) sur les CNTSs.

L’étude globale du transcriptome de N. palea exposée au FLG ou aux DWCNTSs en
s’appuyant sur D’outil puissant qu’est le séquencage haut-débit. Les geénes
différentiellement transcrits (DEGSs) lors de ces expositions ont alors fait 1’objet d’une
étude a part entiére cherchant a déterminer les voies métaboliques mises en jeu lors
d’une exposition a ces deux différentes formes allotropiques du carbone.

L’étude des caractéristiques de la matrice extracellulaire du biofilm. Une attention
particuliére a été portée aux interactions entre le biofilm algal et les NPCs afin de
déterminer I’influence d’une exposition aux NPCs sur la matrice extracellulaire des
diatomées. La réponse extracellulaire des diatomees a été étudiée grace a différentes
approches allant de I’observation microscopique jusqu’a I’analyse des substances exo-
polymériques (EPS) excrétées par les cellules. Cette étude permet d’apprécier pour la
premiere fois, a notre connaissance, la composition protéique de la matrice
extracellulaire d’un biofilm de diatomée d’eau douce. Les modifications induites sur la
quantité et/ou la composition de cette matrice lors de I’exposition a différentes formes
allotropiques du carbone ont également été évaluées.

L’étude d’un effet indirect des NPCs. Défini comme un effet d’ombrage des NPCs, il
a été démontré a plusieurs reprises dans la littérature. Les dispositifs expérimentaux
utilisés dans ces travaux ont donc été adaptés afin d’étudier I’impact de I’ombrage des
NPCs sur un biofilm de diatomée. La question est de savoir si I’ombrage des NPCs,

seul, induit une réponse globale différente de celle d’un contact direct.

Pour répondre a chacune de ces problématiques, ce manuscrit s’articulera autour de Six

chapitres :

Le premier chapitre est une étude bibliographique visant a introduire les
nanotechnologies, et tout particulierement 1’essor des nanoparticules carbonees. Les
nanoparticules utilisées dans cette étude sont des lors décrites de leur production
jusqu’a leurs applications. Des points essentiels pour 1’évaluation des risques sont
également abordés, notamment la législation actuelle et 1’estimation des quantités des
NPCs présentes ou a prévoir dans 1’environnement. Enfin, un état de 1’art des études
écotoxicologiques évaluant les effets des NPCs a été établi en mettant I’accent sur les

biofilms et leurs différents composants cellulaires.
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Le deuxieme chapitre présente le modéle biologique étudié, ses origines, sa structure
cellulaire et I’intérét qu’il présente. Les caracteristiques et mode de production des
deux formes de nanoparticules carbonées utilisées dans ces travaux de thése sont
également abordés.

Le troisieme chapitre présente les résultats obtenus lors de 1’étude de la réponse
cellulaire des diatomées face aux nanoparticules de graphene FLG présentés sous
forme d’article.

Le quatrieme chapitre se focalise sur la réponse transcriptomique des diatomées
exposées a différentes formes allotropiques du carbone en distinguant 1’ombrage du
contact direct et vise a déterminer les voies métaboliques induites lors de ces
expositions. Cette étude est scindée en deux axes distincts présentés sous la forme
d’articles. Une partie méthodologie, détaillant les techniques développées et utilisées
lors de ces travaux, a été inclue dans ce chapitre.

Le cinquieme chapitre présente les résultats de 1’étude de la matrice extracellulaire
d’un biofilm de diatomée exposée au FLG et aux DWCNTs en prenant soin de
discerner I’effet d’ombrage du contact direct pour le FLG. Cette étude a également été
rédigée suivant le format article aprés une partie méthodologie.

Le dernier chapitre aborde une discussion générale reprenant 1’ensemble de ces

travaux, pour ensuite en dégager quelques perspectives de recherche.
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Chapitre 1

Etude bibliographique



1. Un petit monde en plein essor : les nanotechnologies

Depuis les années 1950, le monde de I’industrie est tourné vers un nouvel objectif: la
miniaturisation. C’est dans cette dynamique que Robert Feynman, physicien renommé,
propose pour la premiére fois I’idée de produire des composants a 1’échelle nanométrique
permettant de mettre au point des technologies a 1’échelle moléculaire. Débute alors
I’émergence des nanotechnologies. Comme son nom [I’indique, les nanotechnologies
s’intéressent aux objets de taille nanométrique, voire atomique, appelés nanomatériaux. Apres
la découverte des nanocomposites, peu d’études s’y sont intéressées, mais une fois leurs
propriétés physico-chimiques mises en évidence, I’intérét des communautés scientifiques, de
toutes disciplines, pour ces nanomatériaux n’a cessé de prendre de I’ampleur (Bottero et al.,
2015; Sanchez et al., 2012). La diversification du secteur des nanotechnologies incite de plus
en plus d’industries a mettre a profit les propriétés physico-chimiques de ces matériaux.
Certains auteurs considérent les nanotechnologies comme une nouvelle révolution industrielle
(Staggers et al., 2008). Les nanoparticules sont majoritairement utilisées pour développer des
nanocomposites novateurs dans des secteurs comme la biomédecine, 1’électronique, ou

I’aéronautique (Paul and Robeson, 2008).

1.1  Nanoparticules : terminologie et origine

Le manque de clarté concernant la nomenclature de ces matériaux ajoute une complexité
supplémentaire & la mise en place et a I’application des réglementations régissant 1’utilisation
des nanotechnologies. Il convient ainsi dans un premier temps de définir les termes de
nanoparticules et de nanomatériaux qui portent a controverse dans ce nhanomonde (Klaine et
al., 2008).

Le terme « nano » signifie que la taille d’un nanocomposite, ou d’une nanoparticule, est a
I’échelle nanométrique, soit 10° métre (Figure 1). Pour donner une idée de cette dimension
nanometrique, on peut imaginer que si une nanoparticule avait la taille d’un ballon de foot,

une cellule sanguine aurait la dimension d’un terrain de football.
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Figure 1. Représentation schématique de [’échelle nanométriqgue. Comparaison des tailles de différents éléments
moléculaire ou cellulaire, de I’angstrom au millimétre, en passant par l’état nanoparticulaire.

D’apres la Commission européenne, le terme de nanomatériau désigne « un matériau [...]
dont au moins 50 % des particules, dans la répartition numérique par taille, présentent une ou
plusieurs dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm » (INRS, 2018). Un
nanomatériau est donc composé de nano-objets dont au moins une des trois dimensions
spatiales est inférieure a 100 nm. Les nanoparticules sont classées dans la catégorie des nano-
objets et sont donc des composants des nanomatériaux. Cependant la définition des
nanoparticules est un peu plus complexe. En effet, selon la British Standard Institution, le
terme de nanoparticule rassemble tous les nano-objets dont les trois dimensions spatiales sont
comprises entre 1 et 100 nm. Si un nano-objet présente une longueur ou une largeur de plus
de trois fois la taille nanométrique (100 nm), il faut alors employer des termes différents :
« nanofibre » (nanorod, en anglais) si deux dimensions présentent la méme taille et la
troisieme significativement plus grande que 100 nm, et « nanoplaque » (nanoplate, en anglais)
si une dimension (I’épaisseur) est inférieure a 100 nm et les deux autres dépassent la taille
nanomeétrique (British Standards Institution, 2007). Dans la littérature, cette terminologie est
rarement respectée. Le terme de nanoparticules est alors utilisé pour désigner les nano-objets
dont au moins une dimension est comprise entre 1 et 100 nm. Dans ce manuscrit, nous
garderons alors cette derniére terminologie pour désigner les nanoparticules utilisées lors de

ces travaux.

Les nanoparticules peuvent étre d’origine naturelle, comme les nanoparticules d’argile,
auxquelles la biosphére est abondamment confrontée. Elles peuvent également étre d’origine

anthropique. Dans ce cas, il est important de distinguer celles qui sont produites non
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intentionnellement, comme les NPCs genérées lors de la combustion de charbon, de celles qui
sont manufacturées. Ces travaux de thése se sont intéresses uniquement aux NPs
manufacturées, qui font 1’objet du reste de ce manuscrit. On distingue deux grandes familles
de nanoparticules : les nanoparticules organiques, essentiellement représentées par les NPCs,
et les nanoparticules inorganiques, composées de NPs metalliques, de NPs d’oxydes
métalliques et les quantum dots! (Peralta-Videa et al., 2011). Au sein de ces familles, il est
possible de classer les NPCs également en fonction de leur dimensionnalité (O dimension pour
les fullerénes? et nanodiamants, 1 dimension pour les nanotubes de carbone, 2 dimensions
pour les fines structures en feuillets, et 3 dimensions pour le diamant), de leur morphologie
(nanohélice, nanocubes, nanotubes, ...), de leur composition (libres ou en composites) ou
encore selon leur état d’agglomération (dispersées ou non) (Bystrzejewska-Piotrowska,
Golimowski, et Urban 2009).

1.2 Unenjeu économique grandissant

Les nanoparticules connaissent un succes encore inépuisé grace aux avantages qu’apportent
leur taille nanométrique, mais surtout grace a leurs propriétés physico-chimiques
remarquables. Les dimensions nanométriques font apparaitre de nouvelles propriétés variées
et inégalables, en comparaison avec le méme élément a I’échelle macroscopique. Cette
spécificité est due a ’augmentation de la surface spécifique du matériau lors du passage de
I’échelle macroscopique a 1’échelle nanométrique (Figure 2). Les nanoparticules présentent
alors des propriétés recherchées dans le monde de I’industrie, telles que des propriétés
antibactériennes, leur conductivité ou supraconductivité, une légereté incomparable ou encore
une résistance mécanique supérieure a tout autre matériau utilisé jusqu’a présent. Ces
propriétés offrent ainsi un champ d’applications trés large des nanoparticules et ouvrent de
multiples perspectives dans le monde des nanotechnologies. Les nanoparticules peuvent étre
utilisées dans divers secteurs d’activité. Elles permettent ainsi la production de matériaux
renforcés et plus légers utilisés dans le secteur de 1’automobile et 1’aéronautique. Les

technologies sans fils et le développement de processeurs miniaturisés ne sont que des

! Quantum dots : Nanostructure cristalline composée a partir d’assemblage de métal, d’oxyde de métal et de
matériau semi-conducteur n’excédant pas quelques dizaines de nanométres. Elles sont utilisées comme semi-
conducteur gréce leur potentiel de confinement des électrons entrainant une modification de 1’état énergétique de
ces derniers conférant aux quantum dots des propriétés proches de celles d’un atome, notamment une capacité de
fluorescence exploitée dans la fabrication de téléviseurs (Lamelot, 2015)

2 Fullerénes : Nanoparticule possédant au minimum 60 atomes de carbone présentant une structure sphérique
d’épaisseur monoatomique dont la structure rappelle celle d’un ballon de football.
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exemples d’applications des NPs dans le secteur de 1’¢lectronique. De nouvelles perspectives
sont ouvertes pour le monde de la construction avec 1’apparition de matériaux autonettoyants.
Le monde de I’énergie et de la défense voient également I’efficacité de leurs produits
augmentée grace a ’utilisation de nanomatériaux. Leur emploi peut également servir une tout
autre cause comme celle de I’environnement grace a la dépollution des sols, des eaux de
surface et souterraines. Une autre application, pour le moins surprenante, concerne le domaine
de I’alimentation, ou les nanoparticules de silice sont utilisées comme agent antiagglomérant
afin de préserver les propriétés de dissolution d’une poudre et épaissir les pates (Dekkers et
al., 2011). Mais le secteur qui connait une avancée fulgurante dans le nanomonde est le
domaine biomédical. Les NPs sont utilisées pour optimiser I’administration ciblée de
médicaments ou encore améliorer 1’imageric médicale, pour ne citer que quelques
applications (Srivastava et al., 2010). A I’heure actuelle, les nanotechnologies sont présentes
dans de nombreux secteurs industriels, et font I’objet de recherches afin d’exploiter de

nouvelles propriétés et ainsi étendre les domaines d’utilisation.

L

Surface totale 6 150 750

Volume total 1 125 125

Figure 2. Relation entre la surface d’une particule et son volume. La diminution de la taille d’une particule
entraine une augmentation de sa surface tandis que le volume reste constant.

Du fait de leurs multiples applications, les produits a base de nanomatériaux, commercialisés
a I’heure actuelle ou dans un futur proche, générent des flux économiques internationaux
conséquents. Les enjeux économiques touchent des lors toutes les étapes du cycle de vie
partant de la recherche et développement (R&D) jusqu’a la gestion des déchets et le recyclage
des nanocomposites. Les investissements proviennent a la fois des industriels mais également

des gouvernements favorisant ainsi 1’essor des nanotechnologies.

L’accés aux données concernant les derniéres actualités du marché des nanomatériaux est
difficile. Les valeurs accessibles concernent principalement 1’année 2004. Plus de 8,6

milliards de dollars ont été investis par les gouvernements et les industriels du monde entier

20



dans la R&D des nanotechnologies, dont 1,3 milliards par les pays d’Europe. L’Europe
représente ainsi 28% du marché mondial des nanotechnologies en 2004, contre 35% pour
I’ Amérique du Nord. Aux Etats-Unis, le marché des nanotechnologies a pris une telle ampleur
que le budget accordé dans la R&D dépasse celui investi dans le projet du génome humain
(Human Genome Project, en anglais), avec plus de 3,16 milliards de dollars en 2000 (The
Nanotechnology Report, 2004). L’entreprise japonaise Mitsubishi a ainsi multiplié son taux
de production de fullerénes par 10 a partir de 2005 passant de 4 a 40 tonnes/an (Aitken et al.,
2006).

Les NPCs représentent une part non négligeable du marché des NPs avec au moins 89
produits carbonés actuellement sur le marché, notamment des produits contenant du noir de
carbone® (carbon black, en anglais) et des CNTs (Vance et al., 2015). Les CNTs comptent
parmi les nanoparticules les plus prometteuses en terme d’applications, mais connaissent un
succes commercial moins important que certaines NPs, comme les nanoparticules de silice ou
dioxyde de titane, du fait de leur faible rendement de production ; au maximum 40 kg/jour,
soit environ 8,7 tonnes/an pour les CNTSs, contre 500 tonnes/an pour les nanoparticules de
dioxyde de silice (Aitken et al., 2006; INRS, 2015). Cette difficulté de rendement est de
moins en moins rencontrée grace aux nombreux travaux cherchant a optimiser leur synthese.
Les nanomatériaux manufacturés, incluant les NPCs, connaissent ainsi un intérét grandissant
dans le monde des nanotechnologies et leur production mondiale ne cesse de s’intensifier avec
un volume de nanomatériaux produits multiplié par dix entre 2002 et 2011 (230 000 tonnes) et
pouvant méme atteindre 350 000 tonnes en 2016 d’aprés le rapport de Market Publishers
(2012). Ces données peuvent varier selon les sources d’information. Les NPCs sont ainsi
considérées comme des contaminants émergents®, susceptibles d’étre rejetés a une ou
plusieurs étapes de leur cycle de vie. Ces travaux s’inscrivent dans un contexte d’utilisation et

de rejet croissants des nanoparticules carbonées dans I’environnement.

3 Noir de carbone : forme amorphe du carbone contrairement au graphéne (forme cristalline) obtenue par
combustion ou décomposition thermique de composés organique.

4 Contaminant émergent : selon la définition du gouvernement frangais (le glossaire sur 1’eau) ce terme désigne
une « substance que I'on trouve dans I'environnement au fur et a mesure de I'amélioration de la surveillance et
des techniques analytiques ». Cependant, on parle souvent de contaminant émergent pour désigner des
substances nouvellement produites représentant une problématique émergente a cause du manque d’informations
disponibles sur leur toxicité et leur persistance dans I’environnement. Le sens de ce terme employé ici
correspond a la derniére notion citée.
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2  Présentation des nanoparticules de carbone

La formation de liaison entre atomes est une capacité commune a tous les atomes, mais seul le
carbone presente la capacité de former de longues structures en chaine par le biais de liaisons
covalentes. L’agencement des atomes de carbone entre eux peut varier et permettre d’obtenir
différentes formes allotropiques du carbone (Figure 3). Sous certaines conditions de
température et de pression (foudre, éruption volcanique...), 1a plupart de ces allotropes du
carbone sont formés dans le milieu naturel, comme le graphite retrouvé dans les roches
métamorphiques et les météorites. Les activités anthropiques, comme la combustion des
énergies fossiles (Lam et al., 2006), causent la formation non intentionnelle d’autres
allotropes du carbone émis dans 1’environnement, comme les nanotubes de carbone présents
depuis des millénaires dans 1’atmosphére (Murr et al., 2004). Mais les NPCs, présentant des
propriétés physico-chimiques exceptionnelles, se trouvent étre des NPs manufacturées
obtenues a partir de matériaux naturels, comme le graphite, ou provenant de 1’extraction et
assemblage des atomes de carbone d’une source carbonée. Ce sont ces NPs manufacturées qui
font I’objet des études réalisées dans ce projet de these, portant ainsi sur les CNTSs et une autre

NPC qui fait de plus en plus parler d’elle, le graphéne.

Nanodiamant Fulleréne Fullerene Oignon de SWCNT
C60 C540 carbone

Grapheéne  Carbone amorphe

sp?

Figure 3. Représentation schématique de huit allotropes du carbone classés selon la capacité d’hybridation des
atomes de carbone. (d’apres (Carr, 2017), consulté le 23 mai 2018).

2.1  Le graphene et ses sous-produits

Le graphene fait réver les physiciens depuis déja plus de 70 ans. Dés 1947 P. R. Wallace avait
imaginé une structure graphitique constituée d’une seule couche d’atomes de carbone formant
une structure planaire obtenue a partir du graphite. Mais ce n’est que bien plus tard que ce

cristal bidimensionnel a pu étre synthétisé. La premiére production de graphéne a partir de
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graphite est réalisée en 2004 par Konstantin Novoselov et André Geim. Découverte pour
laguelle ils obtiendront le prix Nobel de physique en 2010. Le graphite est composé d’une
série de nombreuses couches de plan d’atomes de carbone, principalement sp? et possiblement
sp 3 sur les bords extérieurs, formant un réseau hexagonal (ou nid d’abeille). La formation de
ces réseaux bidimensionnels repose sur la capacité du carbone a former trois liaisons
covalentes avec d’autres atomes de carbone en utilisant les orbitales sp2. Ces feuillets de
carbone superposés sont faiblement liés les uns aux autres sous I’effet des forces de Van der
Waals. Un procédé d’exfoliation a donc permis de décomposer le graphite en plusieurs
monocouches constituant les monofeuillets de graphéne. Théoriquement, le graphéne est donc
défini comme étant un cristal bidimensionnel de carbone, d’épaisseur monoatomique,
constituant la plus mince membrane obtenue a ce jour (Novoselov et al., 2004). Il peut
présenter une surface spécifique différente selon sa longueur et sa largeur qui varient selon
I’utilisation a laquelle il est destiné. Cependant, le taux de rendement de production du

graphene simple est tres faible, il reste donc difficile a produire.

Par abus de langage, le terme de «graphene » peut étre retrouvé dans de nombreuses
publications scientifiques sans pour autant désigner le graphéne au sens strict (monofeuillet),
mais peut faire référence aux autres formes de la famille du graphene (Figure 4). Des formes
dérivées du graphene existent, présentant soit un nombre de feuillets de carbone différent, tout
en restant a 1’échelle nanométrique, soit des groupes fonctionnels supplémentaires greffés a sa
surface. Ainsi, le graphene a quelques feuillets, ou FLG, est composé de 3 a 9 monofeuillets
superposés, et représente un sous-produit obtenu lors de la fabrication du graphéne simple.
Au-dela de 10 couches, on parle de graphite dont I’épaisseur reste inférieure a 100 nm. Aux
vues de ces multiples propriétés, il est aujourd’hui produit intentionnellement pour de
nombreux intéréts commerciaux. L’obtention de FLG présente un rendement qui reste encore
relativement faible, pouvant varier selon les modes de production, mais permet tout de méme
de produire des quantités raisonnables. Représentant une des NPs les plus fines et les plus
prometteuses qui puisse étre obtenue sans trop de difficultés, le choix de 1’objet d’étude pour

ces travaux de thése s’est donc tourné vers le FLG.

Le graphene oxydé (Go) est la forme fonctionnalisée du graphéne simple. Cette particule
présente des groupes hydroxyles et des epoxydes fonctionnels polaires sur la surface et des
groupes carboxylates en périphérie. Ces groupes fonctionnels peuvent étre réduits pour
obtenir un graphene réduit (rGo). La réduction du Go en rGo permet alors de rétablir les

propriétés électriques, mais peut aussi avoir plusieurs conséquences sur les autres propriétés
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initialement offertes par le Go, notamment son aptitude a la dispersion en solution, mais aussi
ses possibilités de greffage, permettant de 1’intégrer trés facilement dans tout type de

composite, a 1’origine de son succes commercial.
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(d) Graphene oxide (GO) (e) Reduced graphene oxide (rGO)

Figure 4. Structure des différentes formes de la famille du graphene. (d’aprés (Kiew et al., 2016)).

2.1.1  Mode de production

Le graphéne peut étre obtenu a partir de la transformation de nanomatériaux carbonés, comme
le graphite ou le graphéne oxydé, mais aussi a partir d’atomes de carbone provenant de
précurseurs carboneés, comme le méthane ; on parlera respectivement d’approche descendante
ou ascendante. Le graphite étant composé de feuillets de carbone faiblement liés entre eux, il
s’effeuille sans trop de difficultés. Parmi les approches descendantes, 1’exfoliation du graphite
peut étre realisée via des procédés chimigques ou mécaniques. Le graphene a été produit, pour
la premiere fois, grace a une exfoliation mécanique, durant laquelle le graphite subit un pelage
répété a I’aide de bandes adhésives. Une fois cette étape terminée, les paillettes de carbone les
plus fines sont récupérées dans un solvant grace a 1’ajout d’une plaque de SiO2 sur laquelle les
particules viennent se fixer. Du graphéne de moins de 10 nm d’épaisseur et de bonne qualité
électrique a pu étre obtenu grace a cette méthode de pelage successif (Novoselov et al., 2004;

K. S. Novoselov et al., 2005). Une autre méthode d’exfoliation mécanique permet d’isoler du
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graphene multifeuillets (10-100 nm d’épaisseur) grace a un procédé électrique. Ce graphéne
de haute qualité est surtout utilisé pour la recherche fondamentale de ses propriétés physiques
(Zhu et al., 2010). Ces techniques relativement longues a mettre en ceuvre, avec un rendement
et une qualité variable selon les procédés employés, laissent place aujourd’hui a des méthodes
plus rapides.

Les nouveaux procedés de fabrication cherchent a optimiser les rendements de production.
L’expansion du graphite peut s’effectuer grace a un traitement électrochimique durant lequel
une électrode négative de graphite est exfoliée a 1’aide d’ultrasons de forte intensité au sein
d’un solvant organique, comme le N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP) ou le propyléene carbonate
électrolyte (Wang et al., 2011). Ces solvants organiques jouent un rdle dans la dispersion du
graphene en solution aqueuse. Cette méthode permet d’obtenir simultanément du FLG,
composé de moins de 5 feuillets de carbone, et des monocouches de carbone, tous deux de
bonne qualité mais de faible surface (Khan et al., 2010).

Des méthodes descendantes permettent de produire du graphéne a grande échelle a partir de la
transformation du graphéne oxydé. L’expansion du Go peut étre réalisée aussi bien de
mani¢re mécanique que chimique. L’exfoliation par arc électrique, bien connue pour la
production de CNTs, permet d’obtenir du graphéne monocouche en appliquant un courant
électrique important (100 a 150A) sous hydrogene. La premiere étape de cette méthode de
production est I’oxydation du graphite, trés souvent réalisée par 1’action d’agents oxydants
puissants, selon la méthode de Hummers (Hummers & Offeman 1958). Une fois produit, le
Go est placé au sein d’une solution de NMP afin de le réduire. Le graphene exfolié est ensuite
obtenu par 1’application d’un courant électrique généré entre la cathode, composée d’une tige
de graphite, et I’anode, composée d’un cylindre de graphite a 1’intéricur duquel se trouve le
Go (Wu et al., 2009). Jin et al. (2013) ont conservé uniquement 1’approche chimique de ce
mode de fabrication en utilisant du Go préalablement exfolié, ensuite réduit dans une solution
d’hydroxyde de potassium chauffée a 80°C pour obtenir du graphéne monocouche.

Les approches ascendantes de production du graphéne consistent a extraire et réarranger les
atomes de carbone d’un précurseur carboné pour former des feuillets de carbone. Ces
méthodes reposent sur la synthese par Dépét de Vapeurs Chimiques Catalysées (DVCC) (Zhu
et al.,, 2010). La condensation des atomes de carbone a partir des précurseurs carbonés,
comme le méthane, s’effectue a haute température (500- 1500°C). Lors de ce procédé, un
substrat métallique sert a catalyser le dépot des atomes de carbone de maniére ordonnee pour
former des feuillets de carbone. Le choix du couple précurseur/catalyseur métallique peut

avoir une influence sur les dimensions du graphéne produit. Le cuivre reste le meilleur
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catalyseur pour produire du graphéne monocouche, le nickel quant a lui permet d’obtenir du
graphéne composé de 1 a 10 feuillets de carbone. Berger & Ibrahimi (2011) ont choisi, eux,
d’utiliser uniquement un substrat carboné: le carbonate de silice, sans catalyseur. La
sublimation du silicium a 1500°C laisse place aux atomes de carbone formant des nids
d’abeilles afin d’obtenir du graphéne épitaxié®. Les auteurs ont ainsi pu obtenir du graphéne
multicouches avec des propriétés similaires au graphéne monocouche. Néanmoins cette
technique présente un faible rendement et des codts importants liés au matériau utilisé (Bares,
2016). Un autre mode de fabrication utilise par une equipe de recherche américaine (Dato et
al., 2008) et belge (Malesevic et al., 2008) fait appel a un réacteur plasma a micro-ondes. La
synthése du graphéne s’effectue alors en phase gazeuse sans substrat. Sous 1’effet des micro-
ondes, le méthane et le dihydrogéne, soumis a une température proche de 700°C, donnent
forme au graphene dans un réacteur. Ces équipes ont ainsi réussi a produire du graphene
composé de 1 a 6 feuillets de carbone.

Suivant la méthode de fabrication, la suspension finale de graphéne peut contenir d’autres
entités liées au mode de production et au matériau initial, pouvant géner son utilisation
(Tableau 1). Dans le cas des études écotoxicologiques, la présence de surfactants peut par
exemple conduire a des erreurs d’interprétations importantes. Certains auteurs recommandent
ainsi une étape de purification du graphene afin de séparer le graphéne de ces entités, pouvant
étre a I’origine d’une toxicité connue chez certains organismes (Chabot et al., 2013). Apreés
une exfoliation du graphite a la gomme arabique, le graphéne est purifié grace a une étape de
centrifugation/filtration combinée a une hydrolyse acide afin d’éliminer les résidus de gomme

arabique.

Pour la synthése de Go, la méthode de fabrication la plus connue a été développée par
Hummers, déja évoquée plus haut, souvent reprise et ameéliorée par d’autres équipes, comme
Toélle, Gamp, & Milhaupt (2014) ou J. Chen et al. (2015), pour citer les plus récents. Les
modifications apportées par les études récentes préconisent une étape de purification du Go.
De cette maniere, tous les résidus non oxydés mais également les impuretés pouvant provenir
du graphite et/ou des agents oxydants sont éliminés. Cette étape de purification est réalisée a
I’aide de séries de centrifugation et filtration successives. Les propriétés électriques du Go

peuvent étre améliorées en éliminant les fonctions oxygénées greffées aux feuillets de carbone

® Graphéne épitaxié : graphéne obtenu & partir d’une technique de croissance orientée en présence de cristaux (de
méme nature ou de nature différente) possédant un certain nombre d'éléments de symétrie communs dans leurs
réseaux cristallins
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(Stankovich et al., 2007). Cette réduction peut se réaliser par différents procédés impactant les
propriétés du matériau généré, appelé oxyde de graphene réduit, et donc son champ
d’application (Pei and Cheng, 2012). Ces procédés de réduction font souvent appel a des
agents réducteurs assez nocifs pour I’environnement, mais de nouvelles €tudes cherchent a

remplacer ces produits par des agents verts limitant ainsi I’impact sur 1’environnement (De

Silvaetal., 2017).

2.1.2  Propriétés physico-chimiques et applications

Le graphene monofeuillet est le premier matériau a deux dimensions et donc le plus fin jamais
synthétisé. L’épaisseur monoatomique du graphéne le rend non seulement transparent, mais
flexible. Il peut ainsi étre intégré dans tous les autres types de matériaux sans en altérer la
couleur, mais également prendre toutes les formes souhaitées. Le graphéne peut alors étre a
I’origine de la création de nouveaux matériaux inédits, créés sur demande en fonction de
I’application voulue. La morphologie et la structure du graphéne ouvrent de nouvelles
perspectives dans une multitude de secteurs d’activités (Banks et al., 2004; Zhu et al., 2010;
Zurutuza and Marinelli, 2014). Du fait de sa découverte tardive, le graphéne n’est encore
qu’au début de ses potentielles utilisations. Ainsi, les prévisions du marché des produits a
base de graphene annoncent une valeur de 675 millions de dollars d’ici 2020 (Ahmed and
Rodrigues, 2013).

Chaque atome de carbone composant les feuillets du graphene présente une orbitale =
contribuant a la formation d’un réseau d’électrons libres. Novoselov et ses collaborateurs
(2005) ont ainsi mis en évidence que les atomes de carbone des feuillets de graphéne
présentent des particules de types fermion de Dirac (toutes les particules chargées comme les
électrons ou les positrons). Ces éléments ne présentent quasiment aucune masse facilitant
ainsi leur mobilité a la surface des feuillets de carbone. Une faible énergie thermique, appelée
bruit thermique de Johnson, est libérée lors du déplacement des électrons, capacité s’ajoutant
ainsi a la liste des propriétés exceptionnelles du graphéne (Zhang et al., 2005). Ces transports
d’électrons améliorés sont alors a 1’origine des effets quantiques, comme 1’effet quantique de

Hall®, traduisant une bonne qualité électronique (Ribeiro-Palau et al., 2015). Ces propriétés

6 L Effet de Hall quantique est un phénomeéne connu dans le domaine de 1’électromagnétismes selon lequel
«uncourant électrique traversant un matériau  baignant dans unchamp magnétique, engendre
une tension perpendiculaire a ce dernier ».
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électriques peuvent varier en fonction de la température et de la pression subies par les
nanoparticules de graphene (Novoselov et al., 2007). Le graphéne présente également une
conductivité thermique proche de celle du diamant, qui est la plus élevée de tous les
matériaux connus a ce jour. L’ensemble de ces propriétés conferent ainsi au graphéne une
capacité de transport électronique sans précédent exploitée dans de nombreuse applications a
grande échelle, notamment dans la production de super-condensateurs (Brownson et al.,
2011). 1l est maintenant possible d’envisager son utilisation dans divers domaines, mais
surtout dans le domaine des composants électroniques flexibles qui recourt a des
nanotechnologies de plus en plus poussées. Les feuillets de graphéne sont alors utilisés dans la
production de transistors optimisés, en diminuant la taille des composants tout en augmentant
leur conductivité électrique (Zhu et al., 2010). Des recherches théoriques et expérimentales
ont pu mettre en évidence les avantages de I’utilisation des monofeuillets de graphéne dans la
production de capteurs. En effet, grace a sa conductance, sa grande surface spécifique ainsi
que le faible bruit de Johnson généré, le graphene monofeuillet est considéré comme un
élément prometteur dans la détection de molécules variées, comme les gaz ou les
biomolécules (protéines et ADN) (Mohanty and Berry, 2008; Ohno et al., 2009). Un transfert
de charge entre les molécules adsorbées et le graphene, en tant que donneur ou accepteur
d’électrons, serait alors a 1’origine de la réponse chimique a I’origine de ce phénoméne
modifiant les caractéristiques électriques du graphene. Le graphéne pourrait également rentrer
dans la composition d’électrodes utilisées dans les dispositifs de stockage d’énergie (Winter et
al.,, 1998). Il a donc un potentiel non négligeable dans la production de batteries
rechargeables, grace a sa capacité de liaison aux ions lithium, comme les batteries de portable
ou les voitures hybrides (Brownson et al., 2011; Wu et al., 2010). Tous les produits
¢lectroniques pourront ainsi bénéficier d’améliorations inédites grace a I’intégration du
graphene dans des composants de nombreux produits du quotidien, comme les moyens de

communication mais également les moyens de transport.

Les propriétés optiques du graphéne résultent de sa structure, mais également de ses
propriétés électroniques. La transmission de la lumiére du domaine du visible laisse apparaitre
le graphéne transparent. Cette transparence décroit cependant avec 1’épaisseur du graphéne.
Cette propriété ouvre d’autres possibilités d’application du graphene, notamment de sa forme
oxydée. Il peut ainsi étre utilisé dans la production de films conducteurs transparents. Une
méthode de fabrication du graphéne et du graphene oxydé réduit a ainsi été développée a

partir de ces films conducteurs (Park and Ruoff, 2009). Ces matériaux pourront également
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entrer dans la composition de produits commercialisés a grande échelle, comme la production
d’¢électrodes de panneaux solaires (Wang et al., 2008), ou encore les dispositifs a cristaux
liquides, composants cruciaux des technologies actuelles (Blake et al., 2008). Les propriétés
dérivées comme 1’absorption des ultra-violets (UV) ou encore la fluorescence font du
graphene un matériau prometteur pour la production de biocapteurs utilisés dans les thérapies
cancéreuses (Chung et al., 2013; Feng and Liu, 2011). Le secteur biomédical représente donc
une perspective offrant de multiples applications pour les nanoparticules de la famille du
graphene (Shen et al., 2012).

Malgre le fait que ce soit un des matériaux les plus légers, en terme de densité, produits
jusqu’a ce jour, le graphéne présente une résistance mécanique impressionnante, pres de 10
fois supérieure a celle de I’acier (Geim, 2009; Wu and Drzal, 2012). Face a un matériau
comme le diamant, le graphene monofeuillet présente une capacité de résistance intrinseque
plus importante, tout en gardant une certaine flexibilité (Lee et al., 2008). Cette propriété est
utilisée dans la production de matériau spécifique comme des raquettes de tennis ou encore

des textiles ultra résistants aux chocs.

2.2  Les nanotubes de carbone

Quelques années apres la découverte du fulleréne, ’engouement continue pour les
nanoparticules carbonées, notamment pour lijima (1991) qui cherche a synthétiser une autre
forme allotropique du carbone. Ainsi, en s’inspirant du mode de fabrication des fullerénes, il
observe la formation de microtubules hélicoidaux composeés de structure graphitique,
communément appelé aujourd’hui les nanotubes de carbone. Le procédé de fabrication utilisé
lui permet alors d’obtenir des CNTs composés d’un nombre de parois variant entre 2, pour les
CNTs double ou bi parois (DWCNTSs), et 50, regroupés sous le terme de CNTs multiparois
(MWCNTSs). Deux ans plus tard, lijima & Ichihashi (1993) parviennent a synthétiser des

nanotubes composés d’une seule paroi (SWCNTS).

Les CNTs représentent ainsi une famille de nanoparticules carbonées composée d’un ou
plusieurs feuillets de carbone sp?, comme le graphene, mais enroulés sur eux-mémes pour
former une structure cylindrique. Les extrémités des tubes peuvent étre cloisonnées par une
structure sphérique comparable a un demi-fullerene. Le diameétre du cylindre respecte la taille
nanomeétrique entre 0,75 et 6,7 nm, mais les CNTs peuvent mesurer plusieurs micrometres de
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long. Le diamétre de la paroi interne des MWCNTS peut étre adapté afin de conserver cette
échelle nanométriqgue, méme pour les MWCNTSs présentant jusqu’a 50 parois. La surface
specifique des CNTSs varie en fonction du nombre de parois. Ainsi, un CNT voit sa surface
spécifique (en m#/g) diminuer avec le nombre de parois qui le composent (Peigney et al.,
2001). La taille des CNTs n’est pas le seul facteur déterminant leur surface spécifique, leur
état dans le milieu conditionne également ce parametre. Les CNTs présentent une forte
capacité d’adsorption avec les impuretés, générées lors de leur synthése, mais également entre
eux, par des forces de Van Der Waals, conduisant a la formation d’agglomérats plus ou moins
ordonnés en milieu aqueux (Agnihotri et al., 2006). L’agrégation des CNTs en solution réduit
alors leur surface spécifique. La circonférence, la longueur ainsi que la surface spécifique des
CNTs peut varier de méme que la disposition des atomes de carbone. Cette caractéristique,
appelée chiralité, décrit 1’angle entre les réseaux hexagonaux et I’axe du nanotube. Pour
faciliter cette représentation on peut également décrire cette chiralité en imaginant un feuillet
de carbone enroulé sur lui-méme suivant différents axes. Suivant la taille de cet angle,
différents types d’enroulements, ou hélicité, existent : zigzag lorsque cet angle est nul, chaise
lorsqu’il est a 30°, et lorsqu’il est compris entre 0 et 30° on parle de nanotubes chiraux
(Scarselli et al., 2012) (Figure 5).

L’ensemble de ces paramétres conférent aux CNTs des propriétés différentes qui seront
déterminantes dans leurs applications, mais également en terme de comportement dans

I’environnement.

Figure 5. Représentation schématique des différentes

hélicités possibles des CNTs. (a) CNT non chiral de type Chaise
chaise (b) CNT non chiral de type zigzag. © représente O =3(°
l’angle entre les réseaux de carbone hexagonaux et
[’axe du nanotube (d’aprés Bernard 2007).
Zigzag
0=0°
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2.2.1  Mode de production

Dans une optique de production a grande échelle, de nombreuses études ont été publiées sur la
synthése contrélée des nanotubes de carbone dans le but d’améliorer la qualité du produit
final. Depuis leur découverte, trois principales techniques de production des CNTs a haute
température sont utilisées : la décharge d’arc électrique, 1’ablation laser et le DVCC, déja

mentionnée pour la synthése de graphene.

La technique de production par décharge d’arc électrique a été utilisée dans un premier temps
afin de produire des fullerénes en grande quantité, et elle a été reprise par lijima (1991) pour
la premiére synthése de CNTSs. Cette technique de production des CNTs, comme la plupart
des nanoparticules de carbone, utilise comme matiére premiére le graphite. Elle repose sur
I’application d’un courant électrique de forte intensité (50 a 100 A) entre deux électrodes de
graphite sous atmosphere inerte (hélium ou argon). La production d’un arc électrique entre
ces électrodes entraine la formation d’un plasma a haute température (> 3000°C). L’anode
étant progressivement sublimée sous I’effet de cette température, les atomes de carbone
provenant du graphite se vaporisent a 1’état plasmatique autour de la cathode. A partir de la
vapeur de carbone, les atomes de carbone se condensent sur la cathode pour former les CNTSs,
avec deux ou plusieurs parois. Pour la synthése de SWCNTSs, I’utilisation d’un ou plusieurs
catalyseurs métalliques, comme le nickel, le fer, le cobalt, est nécessaire. Dans le cas ou
plusieurs catalyseurs sont utilisés, le choix du couple d’éléments métalliques peut fortement
influencer le rendement de cette technique de production. En 1997, Journet et ses
collaborateurs ont optimisé cette technique de production en choisissant comme catalyseurs
métalliques le couple nickel/yttrium révélant un rendement de production inédit. Ces résultats
ont permis a plusieurs entreprises de production de CNTs d’employer le méme protocole afin

de réaliser une production de masse.

La deuxieme technique de production de CNTs a haute température est I’ablation laser. Cette
méthode de production consiste a vaporiser un disque de graphite par irradiation laser.
Toujours sous atmosphere inerte, la cible est placée dans un four a 1200°C, et deux
impulsions laser de fréquences différentes entrainent un réarrangement des atomes de carbone
au niveau de la zone d’impact. Les atomes de carbone forment ainsi des formes cylindriques
lors des irradiations laser pour arriver a la synthese de MWCNTSs. Cette technique peut
également étre couplée a I’utilisation de catalyseurs métalliques afin de produire des
SWCNTSs (Scott et al., 2001). Un autre type de laser peut étre utilisé pour simplifier cette
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technique de production, comme 1’a démontré Maser et al. (1998) en employant un laser COa.
L’ablation laser est une méthode longue et nécessite une mise en ceuvre complexe, entrainant
des colts importants liés a I’utilisation d’un laser puissant et de matiére brute d’une grande
pureté, afin d’engendrer le moins d’impuretés possible dans le produit final. Ainsi le rapport
entre les codts et le rendement de cette méthode n’est pas trés intéressant. Cependant, cette
technique présente un avantage non négligeable, en permettant une production spécifique des
CNTs de bonne qualité structurale, c’est-a-dire avec un bon agencement des atomes de
carbone similaire a celui du graphene, et de taille contrélable, en fonction de la température et
des catalyseurs métalliques employés. Malgré ces avantages, cette technique ne permet pas

pour le moment une production a 1’échelle industrielle.

La synthése des CNTs peut également étre effectuée par dép6t de vapeur chimique catalysée
(DVCC). Cette méthode est la plus développée et la plus utilisée a 1’heure actuelle. Ce
procédé consiste a condenser les atomes de carbone d’une source de carbone choisie sur un
catalyseur métallique grace a un traitement thermique (500-1200°C). Dans cette technique les
atomes de carbone constituant les CNTs ne proviennent pas du graphite mais
d’hydrocarbures, comme le méthane (CH4) ou le benzéne (CeHs), et d’hydrogéne. Les
catalyseurs metalliques les plus utilisés sont le fer, le nickel, le cobalt et le molybdéne (Lam et
al., 2006). Cette methode de production permet d’obtenir aussi bien des MWCNTSs que des
SWCNTs, dont le rendement peut varier en fonction des métaux catalytiques et des sources
carbonées choisis (Guo et al., 1995; Laurent et al., 1998). Le nombre de parois des CNTs peut
étre contrélé en fonction du catalyseur métallique employé (Flahaut et al., 2003). Un avantage
majeur de cette technique est la production en continu des nanotubes, révélant un rendement
important de cette technique. Ce n’est pas le cas pour les SWCNTSs dont la production reste un
peu plus compliquée avec un rendement plus faible que pour la synthése des MWCNTSs.
Cependant une amélioration de cette technique de production en présence d’eau, supprimant
le carbone amorphe, permet de synthétiser des foréts de SWCNTS en croissance non limitée
pouvant atteindre jusqu’a 2 cm (Bernard, 2007) ! Un contrdle parfait du diametre et de la
chiralité des CNTs produits constitue un avantage tres apprecié par les industriels pouvant
ainsi produire des CNTs de tailles variables. La taille des CNTs sera alors conditionnée en
fonction de 1’application recherchée. De plus, la croissance des CNTs peut se faire a des
endroits prédéterminés pouvant ainsi former des «pelouses» de CNTs alignés
perpendiculairement a la surface (Zhang et al., 2011). Méme si la relation entre les conditions

experimentales (température, pression, ...) et les propriétés obtenues par les CNTs est encore
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mal connue (See and Harris, 2007), de nombreux parametres peuvent étre contr6lés de
manicre précise grace a cette méthode, comme I’orientation, 1’alignement des atomes de
carbone ou encore la longueur, le diamétre, et la pureté des CNTs produits (Liné et al., 2017).
La synthése par DVCC permet tout de méme de produire des MWCNTSs en masse, elle est
donc preéférentiellement employée pour une synthése a grande échelle. D’autres techniques
moins connues sont associées a la technique de DVCC, dérivant du méme principe. Ces
techniques, comme la DVCC au sein d’un réacteur a chambre fluide (Corrias et al. 2003) ou
la pyrolyse liquide, permettent de synthétiser des MWCNTSs de trés bonne qualité mais le
rendement est tel que cette technique n’est pas envisagée pour une production a 1’échelle
industrielle (Monthioux, 2012; Terrones, 2004).

Une technique appelée décomposition sous haute pression de monoxyde de carbone, permet
d’obtenir des SWCNTs en grande quantité. Développé par Nikolaev et ses collaborateurs
(1999), ce procédé fait appel a une decomposition catalytique a 1200°C. La source de carbone
ici est constituée par un flux de monoxyde de carbone, avec lequel est associé un flux de
pentacarbonyl de fer, qui en se décomposant sous 1’effet de la chaleur, constitue le catalyseur
de la formation des SWCNTSs. De cette maniére, aucune impureté d’origine organique ou
métallique n’est retrouvée avec les SWCNTSs. Cette méthode permet de générer des SWCNTS,
avec une large distribution de taille, sans interruption et peut ainsi étre employée comme

méthode de production industrielle.

La plupart des procédés de fabrication des CNTs induisent la présence d’impuretés en plus ou
moins grande quantité selon la technique, comme la présence de carbone amorphe ou de
résidus de métaux catalytiques (Tableau 1). Ainsi une étape de purification est nécessaire pour
obtenir un produit final le plus pur possible afin de pouvoir étre utilisé dans une variété de
produits aux applications différentes. Des résidus métalliques sont présents sous la forme de
nanoparticules, piégées au sein de la couche externe du nanotube. Plusieurs processus de
purification ont été développés afin de retirer ces impuretés métalliques : 1’oxydation par voie
acide ou par voie gazeuse, la filtration et la chromatographie, mais aussi la purification par
intercalant (Nanowerk, 2017). L’oxydation par voie gazeuse est essentiellement utilisée pour
la purification des MWCNTSs (Chiang et al., 2001a). L’utilisation d’acide nitrique permet a la
fois d’oxyder les métaux mais également d’éliminer toutes les impuretés (Dillon et al., 1999).
Cependant ces techniques alterent fortement les CNTs présentant des défauts de structure.
Une grande quantité peut ainsi étre purifiée mais beaucoup de produits de départ sont éliminés

abaissant les rendements de production. Chiang et son equipe (2001) ont alors testé la
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purification de SWCNTs par oxydation des métaux a basse température conduisant a la
réduction des impuretés carbonées présentes sur la paroi des SWCNTS, suivie par un lavage a
I’acide chlorhydrique des résidus ferreux. La purification par voie acide consiste a réaliser une
¢tape de filtration suivie d’une dissolution par des solvants organiques et/ou des acides
concentrés permettant d’éliminer les résidus graphitiques et de réduire les impuretés
métalliques et carbonées respectivement (Rinzler et al., 1998). Pour éliminer les résidus
d’acides et de solvant, des centrifugations successives sont appliquées, et dans certains cas,
elles sont suivies par une étape de chromatographie. Enfin, une derniére méthode de
purification consiste a ajouter un intercalant de chlorure metallique, comme le chlorure de
cuivre, entre les structures graphitiques permettant I’oxydation des particules libres tout en
limitant 1’altération des CNTs. Cependant, cette méthode relativement longue (plus d’une
semaine), peut entrainer la présence d’autres résidus (intercalants) et la dégradation des tubes.
De surcroit cette méthode n’est efficace que sur les particules métalliques libres mais pas sur

celles qui sont piégées entre les parois des CNTSs.

Tableau 1. Produits et impuretés éventuelles genérées a partir de différents précédés de production du graphene
et des CNTs

Techniques de production Précurseur Catalyseur Impuretés possibles Produit obtenu
Exfoliation mécanique Graphite Carbone amorphe Graphéne mono feuillet
L . . R FLG < 5 feuillets
Exfoliation ¢lectrochimique Graphite NMP et propyléne Graphéne
. . . GO NMP et propyléne
Exfoliation par arc électrique Graphite oxydé Hydroxyde de potassium
Carbone amorphe
Méthane et dihydrogene Hydrocarbure Graphene 1 - 6 feuillets
Suie
DVCC C1:1ivre Grap}}éne mono feu.illet
Méthane/ Benzéne/ Nickel Graphéne 1 — 10 feuillets
Hydrogéne - el /Fep ; Résidus métalliques
Nickel/Fer (;0balt. Mol Carbone amorphe SWCNT/MWCNT
ybdéne
Hydrocarbure
Carbonate de silice Suie Graphéne épitaxié
Arc électrique Graphite Fer/Cobalt MWCNT/SWCNT
Ablation laser Graphite Carbone amorphe MWCNT

Une fois les CNTs produits, plusieurs types de fonctions peuvent étre greffées a leur surface
afin d’en modifier les propriétés physico-chimiques, et donc leur état de dispersion dans les
milieux. Un type de fonctionnalisation largement utilisé est 1’ajout de groupements carboxyles
afin de produire des CNTs oxydés. Cette fonctionnalisation s’effectue par oxydation des
CNTs grace a un acide, comme 1’acide nitrique utilisé lors de la purification, ou en rompant

les liaisons covalentes entre les atomes de carbone par de lourds traitements aux ultrasons.
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Cette fonctionnalisation modifie la structure des CNTs de maniere définitive. Un autre type de
fonctionnalisation, non covalente, consiste & adsorber des molécules organiques a la surface
des CNTs grace aux interactions entre les orbitales m des carbones sp?. Ces types
d’interactions s’ajoutent aux interactions électrostatiques et hydrophobes expliquant 1’affinité
des CNTs pour certains composants organiques comme les phopholipides qui composent les
membranes cellulaires ou encore ’ADN (Mu et al., 2014; Zheng et al., 2003). Aucun CNT

fonctionnalisé n’a été utilisé dans ces travaux de thése.

2.2.2  Propriétes physico-chimiques et applications

Des leurs découvertes, il y a déja plus de 25 ans, les CNTs ont suscité un fort engouement
aupres des scientifiques. De nombreuses recherches ont été effectuées tout au long de ces
années pour mettre a jour les différentes propriétés physico-chimiques des CNTSs, et leurs
possibles applications dans tous les secteurs d’activités envisageables. Ce sont les NPCs les
plus étudiées, et non sans raison. Les CNTs présentent des propriétés trés appréciées par les
industriels pour améliorer les produits actuels et tendre vers la miniaturisation des
technologies. En 2015, le marché des CNTSs représentait 3,43 milliards de dollars et devrait
atteindre 8,7 milliards en 2022 (Markets and Markets, 2017).

La premiere exploitation des CNTs mettait a profit une propriété physique intrinséque a sa
structure. En effet, I’assemblage des atomes de carbone conférent une résistance mécanique
sans précédent aux CNTs. Depuis leur découverte, de nombreuse études ont théorisé les
limites des propriétés mécaniques des CNTs, définissant un module d’élasticité, appelé le
module d’Young, afin de déterminer cette résistance mécanique. Le module d’Young exprime
le rapport entre la contrainte exercée, pour modifier la longueur d’un corps, et le changement
effectif produit par cette force. Le module d’Young calculé pour les CNTs est tres élevé, tout
en étant indépendant de leur diameétre et de leur chiralité. Pour donner une comparaison, les
toiles d’araignée, connues pour posséder une forte résistance a la traction, présentent un
module d’Young 250 fois plus faible que celui des CNTs (Lu, 1997). Ils peuvent ainsi étre
soumis a de fortes contraintes mecaniques sans étre déformés ou fragilisés. De surcrott, les
déformations infligées aux CNTSs sont réversibles mais pas de maniére spontanée. Ce retour a
I’état initial doit se réaliser a 1’aide de nanomanipulations (Bernard, 2007). Ces propriétés
mécaniques sont directement exploitées dans la production de Systemes ElectroMécaniques
Nanometriques (SEMN) regroupant toutes les structures mécaniques miniatures avec des
fonctions de capteurs ou actionneurs, comme les nanomoteurs. Leur diamétre nanométrique
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ainsi que leur rigidité et leur grande flexibilité conduisent les CNTs a étre utilisés dans de
nombreux domaines notamment dans le renforcement de matrices polymériques. Ces matrices
polymériques renforcées peuvent avoir plusieurs applications allant de la biomédecine en
développement (fabrication de muscles artificiels), aux produits commercialisés a grande
échelle comme les articles sportifs (raquette de tennis, cadre de vélo, ou encore crosse de
hockey) ou la capacité de résistance alliée a la Iégereté est trés recherchée. Dans le secteur des
pneumatiques, les CNTs pourraient remplacer le noir de carbone, rendant les pneus isolants,

afin d’améliorer la conductivité permettant ainsi de faciliter le procédé de fabrication.

En plus de leurs propriétés mécaniques, les CNTs ont montré des capacités thermiques peu
exploitées a ce jour. La conductivité thermique des CNTs, comparable celle du graphéne (de
I’ordre 6000 W/mK), est de grande ampleur (Berber et al., 2000). Cette propriété semble étre
conditionnée par le diamétre du CNT, ou les SWCNTSs présentent une conductivité thermique
plus importante. Les MWCNTSs conduisent moins bien la chaleur que les SWCNTSs, mais ont
une conductivité thermique plus importante que le graphite lorsqu’ils sont isolés (Hone, 2001)
(Tableau 2). Cette caractéristique est due au fait que 1’énergie quantique vibrationnelle,
générée sous l’effet du déplacement des électrons, circule tres bien le long des CNTs
(Ferreira, 2006).

Tableau 2. Récapitulatif et comparaison des propriétés caractérisant un graphéne monofeuillet et un nanotube

de carbone simple paroi. Données tirées de plusieurs articles scientifiques (Hone et al., 2001; Hong et al., 2007;
Luetal., 1997; Popov et al., 2004; Zhu et al., 2010)

Propriétés Graphéne Nanotube de carbone
Nombre de dimension 2 1
Dimension nanométrique Epaisseur Diamétre
Taille 0,335 nm 0,4 —3 nm

Surface spécifique

1520-2 630 m>.g!

1315 m2.g!

Mobilité des électrons

15 000 - 200 000 cm>. V1.5

10 000 cm?. V151

Conductivité thermique

600 - 6 000 W/mK.

1 700 - 6 000 W/mK

Elasticité 1 000 GPa 120 GPa
Force de fracture 130 GPa 0,12 GPa
Transparence 98% 92%

A T’heure actuelle, ’attention des chercheurs se tourne vers une combinaison entre les

propriétés mécaniques des CNTs et leurs propriétés électroniques, afin de développer de

nouvelles nanotechnologies (Scarselli et al., 2012). La structure cylindrique des nanotubes de
36



carbone leur confére des propriétés comparables aux composants metalliques et semi-
conductrices (Popov, 2004). La géométrie structurale (diamétre, chiralité, défauts ...) et le
degré de cristallinité (parfait agencement des atomes de carbone) conditionnent en grande
partie la capacité de transport électronique des CNTs (Dai et al., 1996). Ainsi, seuls les CNTs
avec une hélicité de type chaise ont des propriétés métalliques, les autres types de CNTs sont
semi-conducteurs (Hong and Myung, 2007). Les CNTs présentent une capacité de transport
¢lectronique 1000 fois plus grande qu’un composant métallique usuel, comme le cuivre ou
I’aluminium (Dai et al., 2006). Les semi-conducteurs, eux, permettent de moduler le courant
et sont ainsi utilisés dans la fabrication de transistors. 1l a été démontré a plusieurs reprises
que ces propriétés électroniques étaient dépendantes des conditions expérimentales,
notamment de la température (Baughman et al., 2002). Les SWCNTSs, seuls ou assemblés en
faisceaux, avec un faible diametre semblent présenter un pouvoir conducteur plus important
que les MWCNTS, et sont alors considérés comme des « super-conducteurs » (Kasumov et al.,
1999).

Les capaciteés de transport ¢lectroniques des CNTs permettent ainsi d’envisager leur utilisation
dans la fabrication de sources d’émission (diodes, lampes a rayon X, ... ) entrant dans la
composition de produits comme les écrans de télévision ou de téléphone (des CNTs sont déja
intégrés dans la composition des téléphones Samsung depuis 2005) (Terrones, 2004; Yue et
al., 2002). Dans le domaine des technologies portables, les CNTs ont également montré des
capacités réversibles de stockage de lithium, utilisés dans la fabrication des batteries
portables, bien supérieures aux matériaux carbonés utilisés lors de leur développement (Yang
and Wu, 2001). Alliant a la fois des propriétés mécaniques et électriques les CNTs sont de
bons candidats pour la fabrication d’appareils ¢électrochimiques comme les super-
condensateurs et actionneurs. Ce type d’appareils permet de fournir a la fois une puissance
électrique importante et une grande capacité de stockage, utiles dans des produits comme les
voitures hybrides (Baughman et al., 2002). Toujours dans le domaine des automobiles, C. Liu
et son équipe (1999) ont pu mettre en évidence le stockage d’hydrogéne (H2) et d’argon au
sein des CNTs. Ainsi, cette capacité de stockage des gaz au sein des CNTSs représentent un
avantage dans la fabrication de piles a combustible pour les véhicules électriques. Tout
comme le graphene, les CNTs sont capables d’adsorber certains groupements chimiques a
leur surface. Cette caractéristique a permis & Kong et ses collaborateurs (2000) d’utiliser les

CNTs afin de détecter des gaz toxiques, comme le dioxyde d’azote et I’ammoniac.
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2.3 Risques potentiels

A T’heure actuelle, la plupart des NPCs sont encore utilisées a 1’état de prototype, mais seront
dans un futur proche présentes dans de nombreux produits du quotidien. Les applications
majeures des NPCs touchent principalement le secteur des nouvelles technologies, qui
prennent de plus en plus de place dans notre société et notre mode de vie. Une production en
masse de ces produits prometteurs a récemment été enclenchée. Cette industrialisation des
NPCs souléve alors des interrogations quant a leur présence dans 1I’environnement. En effet, a
chacune des étapes de leur cycle de vie, de la production des matériaux brutes jusqu’a leur
élimination en passant par leur utilisation, les NPCs sont susceptibles d’étre rejetées dans
I’environnement. Elles peuvent ainsi atteindre tous les compartiments environnementaux
passant par différentes voies de contamination. Du fait de la présence des NPCs
manufacturées dans I’environnement, difficilement décelable (estimation des concentrations
en CNTs dans les eaux de surface de I’ordre de 0,0035 ng.L (Gottschalk et al., 2009)), elles
sont désignées comme des contaminants émergents. Partant de ce constat, quelques
questionnements ont rapidement été soulevés concernant leurs effets non seulement sur
I’Homme mais aussi sur 1’environnement. Les études de risques pour la santé humaine et

environnementale sont donc devenues nécessaires afin de déterminer la toxicité de ces NPCs.

Dans le cadre de I’évaluation des risques liés a 1I’exposition aux NPCs, les études de toxicité et
d’écotoxicité doivent prendre en compte la durée mais également le niveau d’exposition. La
communication des entreprises sur le niveau de production des NPCs est limitée, rendant
I’estimation de la quantit¢ émise dans I’environnement difficile. Mais ce manque de
communication n‘est pas le seul facteur limitant la détermination du niveau d’exposition. En
effet, ce critére est conditionné a la fois par les propriétés intrinséques des NPCs décrivant
leur comportement dans le milieu, mais aussi par les conditions environnementales (Crane et
al., 2008). Ainsi, la prédiction du devenir des NPCs dans I’environnement reste complexe et
encore mal connue a ce jour. Des techniques de mesure existent mais sont peu développées, a
cause de leur colt et de leur complexité. Le niveau d’exposition des organismes a travers

I’environnement reste alors difficile a quantifier.

Malgre cette difficulté de nombreuses études tentent d’évaluer le risque des NPCs sur
I’Homme et 1’environnement (Peralta-Videa et al., 2011). Des réglementations, comme la
norme ISO/TR 13014 :2012, ont également été mises en place afin d’uniformiser les

méthodes d’évaluation des risques des NPCs. D’aprés ces normes, la dangerosité des NPCs
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est fortement liée a 1’ensemble de leurs caracteristiques structurales et chimiques. Cependant,
Nel et son équipe (2006) ont soulevé un point trés important dans la réalisation des études de
risque concernant I’interaction entre les NPs et les éléments du milieu. En effet, une fois dans
I’environnement, les NPs peuvent voir leurs propriétés physico-chimiques modifiées par le
biais de plusieurs phénoménes, comme la photo-oxydation ou encore 1’adsorption ionique de
certains éléments présents dans le milieu. Ainsi, il est fondamental de prendre en compte non
seulement les propriétés intrinseques des NPCs mais également les nouvelles propriétés
résultant de I’interaction des NPs avec leur environnement (Li et al., 2013; Mu et al., 2014;
Petersen et al., 2014).

I1 est clair que des études de risque doivent étre réalisées afin d’assurer a la fois la santé des
populations et le maintien du bon fonctionnement des écosystemes. Pour mener a bien ces
études, la mise en place de directives spécifiques claires concernant la gestion des NPCs par
les industriels est indispensable. Des normes concernant les parameétres pris en compte dans
I’évaluation de la toxicité de ces derniéres sur différents types d’organismes modeles sont

également nécessaires (Handy and Shaw, 2007).

2.3.1  Cadre législatif

De nombreuses réglementations, dont la plus connue est intitulée Enregistrement, Evaluation,
Autorisation et Restriction des substances Chimiques (REACH Registration, Evaluation,
Autorisation and restriction of CHemicals en anglais), régissent la production et ’utilisation
des substances chimiques, des médicaments ou encore des produits cosmétiques, mais ce n’est
pas le cas pour les NPs. A ce jour, la manipulation des nanomatériaux en France ne fait I’objet
d’aucune réglementation spécifique. Une des raisons qui pourrait expliquer cette situation est
la complexité de la classification des nanomatériaux. Aujourd’hui encore, aucun consensus
international ne permet de définir clairement les NPs et les nanomatériaux. Ce défaut de
terminologie rend alors la mise en place d’une clause spécifique pour les NPs difficile, méme

au niveau national.

La régulation de la production et de I’utilisation des nanomatériaux est primordiale pour
assurer un futur durable. Ce n’est que récemment que les premiéres directives sont établies.
Selon les pays, la gestion des nanomatériaux est différente ajoutant une complexité
supplémentaire a I’application d’une réglementation internationale adoptée par tous. En 2013
et 2014, la Norvege et le Danemark imposent 1’enregistrement des nanomatériaux ou des

produits contenant ou entrainant le rejet des nanomatériaux. Aux Etats-Unis, plusieurs
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associations assurent la régulation des nanomatériaux, incluant les nanomatériaux
manufacturés, comme les CNTs. En revanche, les nanomatériaux ne font pas 1’objet de
contréle dans les pays asiatiques. Au niveau national, le code de I’environnement integre a la
loi Grenelle 2, trois nouveaux articles concernant les « substances a 1’état nanoparticulaire ».
Ces articles visent a mettre en place une déclaration annuelle des nanomatériaux mis sur le
marché en France a partir du 1* Janvier 2013. En plus de I’identité du déclarant, la déclaration
doit faire apparaitre les quantités, les propriétés physico-chimiques et les usages de ces
substances. Les informations disponibles sur leur dangerosité d’utilisation doivent étre
également mentionnées. Toutes informations utiles a 1’évaluation des risques sur la santé et
I’environnement doivent également étre transmises. Il est & noter, que les informations
demandées concernent en partie le mode de production des NPs, qui, nous avons pu le voir
plus haut, peut induire la présence d’impuretés dont la toxicité est déja avérée. Cependant
aucune réglementation n’impose 1’apparition de ces informations sur les caractéristiques du
produit communiquées par le fournisseur. Un des décrets de cette déclaration précise la
définition de « substances a 1’état particulaire » mais détermine aussi le caractére obligatoire
de cette déclaration lorsque la production atteint un seuil de 100 g par an et par substance. Les
fournisseurs doivent ensuite envoyer cette déclaration a I’ANSES (Agence Nationale de
Sécurité Sanitaire alimentation, environnement, travail) (ANSES, 2016). La mise en place de
cette déclaration permet alors une meilleure visibilité sur 1’état du marché des NPs mais aussi
une meilleure tracabilité. Ce dispositif renforce également la centralisation des données

toxicologiques et écotoxicologiques des nanomatériaux utilises.

Avant la mise sur le marché d’un nouveau produit, des études doivent établir 1’absence
d’effets toxiques sur I’lHomme et I’environnement liés a son utilisation. Pour assurer cela dans
le cas de NPs, la commission européenne décide en 2005 d’établir un plan d’action
« Nanoscience et nanotechnologies » sur 4 ans garantissant la réalisation des études
d’évaluation des risques toxiques sur 1’ensemble de la biosphére. En 2007, une nouvelle
réglementation REACH est adoptée par le parlement européen. Elle vise a régir 1’utilisation et
la mise sur le marché de toutes les substances chimiques produites a plus de 100 tonnes par an
assurant la préservation de la santé de I’Homme et de I’Environnement. Une nouvelle version
de ce dispositif sera mise en vigueur durant I’année 2018 pour les substances produites entre 1
et 100 tonnes par an, sans préambule concernant leur toxicité. Cette nouvelle catégorie devrait
théoriquement prendre en compte les nanomatériaux. Cependant, les nanomatériaux sont

rarement produits ou importés dans ces volumes et ne sont alors que partiellement pris en
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compte dans le cadre cette réglementation. Par ailleurs, cette réglementation estime que les
NPs ont une identité moléculaire proche de produits déja présents sur le marché et ne
considéere donc pas les NPs comme de nouvelles substances. Apparentée a des produits
préexistants, la commercialisation des nanomatériaux est plus accessible. Pour la plupart des
nanomatériaux, les informations demandées par REACH sont simplifiées excluant alors la
communication des données écotoxicologiques. En 2012, un projet européen, REACHnano, a
été initie afin de faciliter la gestion des nanomatériaux par les industriels tout en leur
permettant de participer a 1’évaluation des risques grace a des outils simples en ligne. Ce
projet représente ainsi une premicre démarche pour I’implication des nanomatériaux dans la

réglementation REACH.

Au niveau international, la prise en compte des nanomatériaux dans I’évaluation des risques a
été reconnue par I’Organisation de Coopération et de Développement Economique (OCDE).
Pour aider les études de risque, cette organisation a alors mis en place des guides a la fois
pour les industriels comme pour les scientifiques afin de faciliter et de normaliser les tests
déterminant les effets toxiques des nanomatériaux sur la santé de I’'Homme et de
I’environnement (OCDE, 2010). Cependant, les NPs métalliques et organiques présentent
toutes des propriétés physico-chimiques spécifiques. Partant de ce constat, I’OCDE a soulevé
I’importance d’établir une réglementation au cas par cas pour chacune de ces NPs.
Néanmoins, aucune régle claire n’a encore ét¢ fondée concernant I’évaluation des risques liés

a ’exposition des nanomatériaux.

2.3.2  Lacunes scientifiques

L’attrait des scientifiques pour les NPs n’est plus a mettre en doute. Parmi les nombreuses
études menées sur ces nouveaux objets, la plupart cherchent a découvrir de nouvelles
caractéristiques physico-chimiques que les industriels pourront exploiter par la suite. D’autres
travaux se tournent sur les effets de ces NPs sur le vivant, notamment sur leur rejet dans
I’environnement. Des estimations de la quantité de NPs relarguées a partir des produits
manufacturés ont éte réalisées par des études de modélisation (Gottschalk et al., 2010, 2009).
Néanmoins, les techniques de quantification sont rares et peu adaptées aux matrices
environnementales (eau, sédiment, sol, organismes), d’autant plus que le carbone est
I’¢lément le plus répandue dans la nature. Cette lacune technique est liée au fait qu’une

multitude de NPs différentes existent, chacune ayant des caractéristiques physiques et
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chimiques propres. Ainsi, chaque type de NP présente un comportement différent dans
I’environnement. Par conséquent, un certain manque de connaissance a la fois sur les
quantités présentes dans 1’environnement mais également sur les risques potentiels des NPs

sur la biospheére est a souligner.

Malgre les consensus gouvernementaux établissant la nécessité d’une évaluation des risques
des nanoparticules avant leur commercialisation, relativement peu d’études sont réalisées sur
leur toxicité (Nel et al., 2006). Dans les années 1990, une étude pionniére s’appliquant a
déterminer les effets des particules ultrafines sur le systémes respiratoire lance la recherche en
nano-toxicologie (Oberddrster et al., 2005). Si de nombreuses études toxicologiques font état
d’effets des nanoparticules sur I’Homme (Hoyt and Mason, 2008; Savolainen et al., 2010), la
préoccupation des effets des NPs sur I’environnement n’apparait que bien plus tard. Le
premier papier décrivant une étude nano-écotoxicologique est publié en 2004 (Oberdorster,
2004), méme si le terme d’écotoxicité n’est pas mentionné au sein de ce travail. La nano-
écotoxicologie apparait alors comme une discipline émergente et reste a ’heure actuelle trés
limitée. Parmi les travaux réalises sur les nanomatériaux entre 1980 et 2011, seulement une

¢étude sur 1000 traite des effets sur I’environnement (Bour, 2015).

Malgré le peu d’études réalisées sur I’impact des NPs sur I’environnement, leur nombre ne
cesse de croitre d’année en année. Globalement le nombre d’études visant a évaluer les effets
des nanotubes de carbone et du graphene sur les écosystemes sont rares, ou une faible
proportion porte sur les formes non fonctionnalisées de ces allotropes du carbone. Parmi les
NPCs, le graphéne fait partie des particules les moins étudiées, contrairement aux CNTSs.
L’impact des NPCs sur les systémes aquatiques a principalement été évalué sur bactéries et
crustacés, tandis que les algues ne constituent pas un modele de prédilection. Les algues au
centre des quelques études publiées sont trés majoritairement des algues vertes. A 1’heure
actuelle seulement 5 études se sont penchées sur 1’évaluation de 1I’impact des NPCs sur les
diatomées. Les biofilms comptent parmi les organismes les moins étudiés avec les mollusques
(Freixa et al., 2018).

Afin d’évaluer les risques potentiels liés a 1’utilisation des nanomatériaux de maniére fiable,
la priorité doit étre mise sur I’acquisition de connaissances quant au rejet des NPs et leur

comportement dans 1’environnement.
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3 Les nanoparticules de carbone et I’environnement

L’évaluation des risques liés a la production en masse des NPCs requiert de nombreuses
informations concernant leur mobilité dans le milieu mais également leur réactivité et leur
persistance (Nowack and Bucheli, 2007). Dés lors, des études doivent étre mises en place
pour déterminer les voies d’exposition. Cependant, tous les écosystemes actuels, méme ceux
dit naturels, présentent la marque de 1’anthropisation des milieux, notamment des rejets de
xénobiotiques dans 1’environnement induisant des pollutions plus ou moins séveres,
notamment dans les milieux dulgaquicoles. Les eaux douces constituent seulement 2,5% du
volume totale d’eau sur la planéte dont une faible proportion de 0,3% représente les eaux de
surface (Gleick and Palaniappan, 2010). Ces ressources en eaux potables se font de plus en
plus rares, et les efforts actuels de conservation s’axent majoritairement sur la dépollution des
eaux faiblement polluées. Les écosystémes d’eau douce constituent alors un modeéle d’étude

pertinent en écotoxicologie.

3.1  Ecosystemes aquatiques : voies de contamination

Le rejet des NPCs provenant des nanomatériaux manufacturés est susceptible de se produire a
chacune des étapes de leurs cycles de vie. Le traitement de la matiére premiere, la
transformation des NPs, leur utilisation et leur élimination sont toutes des étapes entrainant
potentiellement le rejet de ces dernic¢res dans 1I’environnement. L’étape de manipulation de la
matiére premiére par les travailleurs entraine une pollution principalement par voie aérienne.
De par leurs tailles et leurs formes, les CNTs, a 1’état sec, sont trés volatiles et se retrouvent
alors facilement transportés via les courants d’air les plus faibles, méme ceux se produisant au
sein d’une chaine de production. Par contre, le graphéne, lui, est moins volatile, mais peut tout
de méme se retrouver dans 1’atmosphére en se liant a des particules fines comme les

poussieres.

L’usure des produits a base d’allotropes du carbone entraine également une libération non
contrlée de faibles quantités dans I’environnement. Ce phénoméne est alors a 1’origine de la
différence de répartition des NPCs dans les différents compartiments environnementaux en
plus de leurs caractéristiques propres. La répartition des NPCs dans les différents milieux
naturels dépend alors a la fois de leur application mais également de leur devenir dans le

milieu.
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La principale source de pollution provient des usines de fabrication des NPs, via les eaux
usées provenant du refroidissement des machines de production ou des lavages des matériaux,
malgré les traitements d’épuration des eaux par les plantes qui s’avérent ne pas étre
totalement efficaces (Brar et al., 2010). Les déversements accidentels peuvent également
représenter une source de pollution directe non volontaire dans le milieu naturel. Les sources
de pollution des milieux aquatiques peuvent étre diffuses, avec de petites quantités rejetées en
différents endroits (stations d’épurations par exemple) ou ponctuelle, ou de grosses quantités
peuvent étre rejetées dans le milieu (accident lié au transport, rejet accidentel d’une usine,
etc...). Une étude récente a pu établir une estimation des émissions de NPs dans
I’environnement sur la base des modélisations et des données de production de 1’année 2010
fournies par les industriels. En intégrant a la fois tous les rejets possibles a différentes étapes
de leur cycle de vie ainsi que leur traitement d’épuration par des végétaux suivi de leur
combustion, cette étude estime que 8 a 28 % des nanoparticules manufacturées seront rejetées
dans les sols, 0,4 a 7% dans I’eau, et 0,1 a 1,5 % dans I’atmosphére (Keller et al., 2013).

Cependant les quantités émises dans les différents compartiments environnementaux ne
refletent pas les quantités retrouvées a terme dans ces derniers en raison des transferts de
matiere inter-compartiments. Les écosystemes aquatiques recoivent les polluants par voie
directe via différentes sources de pollutions, mais aussi ceux parvenant de différents
compartiments environnementaux par le biais de plusieurs processus hydrogéologiques. La
contamination du milieu aquatique est fortement conditionnée par la capacité des NPCs a étre
transportées par les courants et les dépbts atmosphériques, mais également par les
précipitations, le ruisselement ou encore par la lixiviation. Les eaux de ruisseélement et
d’infiltration chargées en NPs finissent par rejoindre les eaux souterraines et de surface par
écoulement (Figure 6). L’ensemble de ces facteurs font des milieux aquatiques de véritables

réceptacles finaux.
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Figure 6. Processus de transport des polluants jusqu’au cours d’eau. Quelle que soit la source d’émission des
xénobiotiques, [’ensemble des processus hydrogéologiques les conduisent dans tous les cas dans les milieux
aquatiques constituant le réceptacle final de toute la pollution. L’ épaisseur des fleches est représentative de la
quantité de nanoparticules de carbone transférée. Ici, cet exemple est donné pour les nanotubes de carbone
d’apres les modélisations réalisées par Gottschalk et son équipe (2009).

3.2 Physico-chimie des NPCs dans I’environnement

Le comportement des NPCs dans le milieu aquatique est fortement conditionné par leur
chimie de surface influencant leurs interactions avec les molécules organiques présentes dans
les eaux de surface mais également dans les sédiments (Christian et al., 2008). Les nanotubes
de carbone sont connus pour rapidement s’agglomérer en solution aqueuse contenant des
cations (Sano et al., 2001) et I’hydrophobicité des feuillets de graphéne entraine la formation
d’agrégats. Cependant, lorsque ces deux NPCs sont en contact avec des surfactants ou de
molécules organiques dans le milieu, telles que des protéines (Karajanagi et al., 2006), des
phospholipides (Wu et al., 2006), ou plus généralement de la matiere organique (Hyung &
Fortner 2007; Verneuil et al. 2014), leur état de dispersion se trouve modifié. Les CNTSs et le
graphene se désagregent pour former une suspension stable grace a la création de force de
Van Der Waals entre les substances organiques solubles et ces dernieres (Lin et al., 2011). Un
des effets indirects des NPCs sur les organismes aquatiques est 1i¢ a 1’adsorption des
différents nutriments dans le milieu pouvant alors engendrer des interprétations erronés sur les
effets propres aux NPCs (Petersen et al., 2014). La présence de matiére organique dans les
milieux aquatiques engendre donc une augmentation de leur surface spécifique. De méme,

leur densité induira une modification de la localisation dans la colonne d’eau. Ces
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modifications, sous I’effet des conditions environnementales, jouent alors un réle non

négligeable dans leurs interactions avec les systemes biologiques.

3.3  Deégradation et biodégradation

Un des paramétres fondamentaux pour évaluer le risque d’exposition d’une substance est sa
persistance dans le milieu. Ces informations sont déterminantes dans la modélisation de la
rémanence des particules dans le milieu conditionnant leur toxicité sur les organismes. Ces
paramétres sont fortement liés a la notion de dégradation’ des NPs. Les formes brutes des
NPCs présentent une stabilité physico-chimique au sein des milieux aquatiques et sont peu
sensibles aux rayons UVs (Nguyen et al., 2011). De ce fait, leur potentiel de dégradation au
sein des milieux aquatiques est faible, mais elles peuvent subir des transformations physiques
induisant des modifications de leur comportement dans le milieu notamment pour former des
structures plus compactes. Par conséquent, les NPCs seront accumulées au fur et a mesure des
apports dans les cours d’eau sans étre éliminées, exceptées lors d’une interaction biologique.
Les NPCs seront alors ingérées par des macro-organismes ou utilisées comme source de

carbone par des bactéries ; on parle de biodégradation®.

Malgré I’importance des données de rémanence des NPCs dans les écosystemes aquatiques,
peu d’études se sont penchées sur le phénomeéne de biodégradation du graphéne et des CNTs
par les organismes aquatiques. Les CNTs brutes comme leurs formes fonctionnalisées
semblent étre plus facilement biodégradables que les feuillets de graphéne simples. Les
formes fonctionnalisées du graphéne sont plus sensibles aux phénomeénes de dégradation liés
a leurs défauts de structure (cf. 2.1.1Mode de production). Des études ont pu démontrer,
qu’une fois dans le milieu cellulaire, les feuillets de graphéne oxydés mais également les
CNTs sont susceptibles d’étre biodégradés sous 1’action de plusieurs enzymes catalysant leur
dégradation (Kotchey et al., 2013). Des tests in vitro ont ainsi pu révéler I’action d’enzymes
oxydatives d’origine végétale, comme la peroxydase du raifort, et animale, comme la
myeloperoxydase, sur la dégradation des CNTs en présence de faible concentration d’H20>
(Allen et al., 2008; Zhao et al., 2011). Kotchey et son équipe (2011) ont demontré I’action de

" La dégradation est un processus a la fois chimique et physique selon lequel une molécule va subir un
changement significatif de sa structure chimique et physique sous certaines conditions environnementales
(chaleur, pH, UVs etc...) alliées & des stress mécaniques.

8 Le phénomeéne de biodégradation fait appel a la dégradation d’une molécule mais cette fois-ci initiée sous
Paction de micro-organismes qui vont utiliser la molécule en question comme source de carbone pour se
développer.
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ces peroxydases sur la dégradation du Go. Les mécanismes d’action restent encore peu

connus.

Il est important de souligner que beaucoup de travaux sont réalises dans des conditions
contrélées en laboratoire, ne rendant pas compte des conditions présentes dans les milieux
naturels, des études in situ ou en milieux plus complexes sont recommandées pour améliorer
la prediction des interactions entre les NPCS et les organismes (Bour et al., 2015). Aprés une
longue exposition aux CNTSs, certaines bactéries ou consortia sont capables de dégrader les
CNTs pour former d’autres intermédiaires en présence d’une source de carbone (You et al.,
2017; Zhang et al., 2013). Ces transformations peuvent engendrer des composés ayant des
effets différents des NPCs initiales sur les organismes exposés. Néanmoins, il a été démontré
que les bactéries utilisées dans les traitements d’épuration des eaux usées ne parviennent pas a

dégrader les CNTs (Kimmerer et al., 2011).

De maniére générale, des efforts doivent étre faits pour réaliser des études en conditions

naturelles afin de déterminer le mieux possible le devenir des NPCs dans le milieu aquatique.

3.4  Détection dans le milieu : techniques et contraintes

L’incertitude sur les concentrations environnementales des NPCs pousse les scientifiques a
étudier toutes les possibilités en testant une large gamme de concentration pouvant
correspondre a tous les scénarios possibles. Cette incertitude est principalement liée a
I’absence de technologie adaptée pour détecter ces NPCs. Méme si ce domaine de recherche
commence a se développer, les techniques de quantification des NPCs présentent de
nombreuses contraintes. La difficulté de quantification des NPCs est principalement liée a
leur intégration au sein de matrices plus ou moins dures (polymeres, résines, ...) a des fins
industrielles. Du fait des sources d’émission globale (non centralisées sur un point donné) les
quantités de NPCs émises dans 1’environnement sont relativement faibles et donc également
difficilement quantifiables. Les méthodes de détection doivent alors étre adaptées a de faibles
concentrations dans les milieux. De surcroit, I’état des NPCs est modifié en fonction des
conditions abiotiques complexifiant d’autant plus leur détection. Afin de normaliser
I’évaluation des risques, 1’'une des premiéres étapes est de standardiser également les

techniques de détection qui ne le sont pas encore.
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Bien que peu accessibles, quelques techniques de détection existent a 1’heure actuelle. Cing

types de methodes se distinguent :

- La plus simple d’entre elles est basée sur I’observation microscopique électronique a
transmission (MET) des NPCs dans un échantillon du milieu environnemental ou au
sein d’une matrice biologique. Cette méthode présente cependant certains biais
pouvant conduire & une mauvaise interprétation. L’observation de NPCs au milieu
d’une coupe peut simplement étre dii au déplacement de ces dernieres de I’extérieur de
I’échantillon vers 1’intéricur lors de la préparation de 1’échantillon (Bourdiol et al.,
2013). Cette technique est donc a utiliser avec précaution.

- La spectrométrie Raman permet a la fois de quantifier et de caractériser les NPCs.
Cette méthode analytique permet d’obtenir un spectre avec plusieurs pics
caractéristiques :la bande D, correspondant aux hybridations sp, et la bande G, pour
les hybridations sp®. L’intensité de chacun de ces pics et le ratio entre ces deux valeurs
permet d’informer sur la concentration, et I’orientation des atomes de carbone dans les
cas des CNTs, mais également sur la proportion d’atomes de carbone mal agencés
(Barbillat et al., 1999).

- Chaque NPC présente une signature thermique propre et fait ainsi 1’objet d’un autre
type de méthode de détection des NPCs : I’analyse thermogravimétrique. En mesurant
la variation de masse d’un échantillon pour une température donnée, cette méthode
permet d’estimer la quantit¢é de NPC dans un milieu complexe Des équipements
techniques spécifiques, tels qu’une canne d’analyse thermique différentielle, sont
nécessaires pour réaliser ce type de mesure. Cette méthode est donc assez peu
répandue.

- Les impuretés présentes au sein des suspensions de NPCs résultant de leur synthese
peuvent également étre dosées afin d’évaluer la quantité en NPCs présents dans un
échantillon. Cependant en fonction du mode de production et du lot de NPCs, les
catalyseurs metalliques utilisés pour leur synthese peuvent étre différents induisant
une incertitude quant au choix de 1’élément métallique a doser. Par ailleurs, méme si la
méthode de détection cherche a cibler des NPCs produits avec un catalyseur bien
spécifique, celui-ci peut avoir été libéré dans le milieu sous I’effet des conditions
environnementales. Cette méthode présente donc beaucoup d’incertitudes.

- La seule méthode aujourd’hui disponible capable de détecter les NPCs au sein d’une

matrice biologique de maniére fiable est le suivi apres fabrication de NPCs enrichies
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au *C ou au **C. Ces mesures engendrent des coups importants pour les chercheurs en
charge de la quantification des NPCs, mais également des problémes de sécurité et de
santé des manipulateurs (Petersen et al., 2011). Par ailleurs, ces techniques ne peuvent

pas étre utilisées dans le milieu naturel.

En appui & ces méthodes de détection, la modélisation des émissions des NPCs permet
d’estimer les quantités potentiellement retrouvées dans les différents compartiments
environnementaux. De cette maniere, T. Y. Sun et ses collaborateurs (2014) rapportent une
concentration en CNTs estimée a 1,2 pg/Kg dans les sédiments, bien supérieure a celle
estimée dans les eaux de surface atteignant 0,35 ng/L. L’accumulation des CNTs au sein des
sédiments s’explique par 1’agglomération entrainant la sédimentation des CNTs dans les
milieux aquatiques. Les organismes benthiques se retrouvent ainsi exposees a de plus fortes
concentrations en NPCs que les organismes pélagiques. Toutefois ces estimations ne tiennent
pas compte du devenir des NPCs dans les milieux aquatiques écartant a la fois le role de la
matiere organique et le scénario de sédimentation des NPCs dans le milieu.

4  Ecotoxicite des nanoparticules de carbone

L’accumulation des lacunes scientifiques sur 1’impact des nanoparticules de carbone, et
I’importance des services écosystémiques rendus par les milieux aquatiques, montrent un réel

besoin d’études nano-écotoxicologiques des organismes dulgaquicoles.

Les modifications des propriétés physico-chimiques des NPCs entrainent également une
variation de leurs impacts sur les organismes. Plusieurs études ont démontré une différence de
toxicité des nanoparticules en fonction de leur taille, de leur structure, de leur charge
superficielle, de leur surface spécifique (Chen et al., 2007; Long et al., 2012; Mottier et al.,
2016; Navarro et al., 2008; Simon-Deckers et al., 2009) mais également de leur mode de
dispersion (Kwok et al., 2010). Par ailleurs, le mode de production et la fonctionnalisation des
nanoparticules entrainent la présence d’impuretés, plus ou moins toxiques pour les
organismes. Différents types d’impuretés adsorbées a la surface des nanoparticules de carbone
sont alors susceptibles d’étre vectorisés dans les organismes, comme les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAPS) ou encore les éléments traces métalliques (ETMs) (Hull et
al., 2009; Pumera, 2007). La probabilité de désorption varie en fonction des conditions

physico-chimiques rencontrées (Oleszczuk et al., 2009) et dépend aussi des métabolites
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pouvant étre secrétés par les organismes étudiés (Wei et al., 2010). Ces contaminants ainsi
vectorisés peuvent étre impliques, a différents degrés, dans les effets observés sur les
organismes lors de I’expérimentation. Il est donc fortement recommandé de caractériser les
nanoparticules de carbone utilisées de tenir compte de I’interaction entre les NPCs et le milieu
(voir paragraphe 3.2. Physico-chimie des NPCs dans 1’environnement) afin de pouvoir
prendre en compte tous ces artéfacts lors de I’interprétation des résultats (Petersen et al.,
2014).

4.1 Les biofilms d’eau douce
4.1.1  Présentation des biofilms et composition cellulaire

Les biofilms sont définis comme étant une communauté microbienne, vivant au sein d’une
matrice, adhérente a une surface ou les cellules peuvent également adhérer entre elles
(Costerton et al., 1995) (Figure 7). Les biofilms se développent sur tout type de surfaces :
biotiques (macrophytes, exosquelettes...) ou abiotiques (rochers, sédiments...), naturelles ou
synthétiques. Selon le substrat, les biofilms phototrophes, appelés aussi périphyton, peuvent
avoir une dénomination plus spécifique. On parlera alors de biofilm épilithique lorsqu’ils se
développent sur une surface minérale, et de biofilm épiphytique pour ceux adhérant a un
macrophyte (Aloi, 1990; Townsend and Gell, 2005).

Les biofilms constituent des micro-écosystemes, plus ou moins complexes, composés de
différents types de cellules vivant en communauté: hétérotrophes ou autotrophes, eucaryotes
ou procaryotes (O’Toole et al., 2000). Ainsi selon les conditions environnementales, les
biofilms mixtes sont composés de bactéries, gram positif ou négatif, de micro-algues vertes ou
brunes (comme les diatomées), de champignons ou encore de protistes. La proportion de
chacun de ces organismes au sein du biofilm varie tout au long de I’année en fonction des
conditions environnementales (Gao et al., 2005; Lyautey et al., 2005; Stevenson, 1997). Les
organismes phototrophes peuvent alors représenter jusqu’a 30% de la masse de carbone totale
des biofilms (Lyautey et al., 2005).
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Les cellules constituant les biofilms vivent en symbiose au sein d’une matrice extracellulaire
représentant jusqu’a 90% de la masse seche des biofilms (Pyl’nik et al., 2007). Cette matrice
est majoritairement constituée de protéines, de polysaccharides et de lipides (Flemming and
Wingender, 2010). L’ensemble de ces constituants est regroupé sous le terme de substances
polymériques extracellulaires (EPS). Plusieurs études ont également démontré la présence
d’ADN extracellulaire au sein de cette matrice (Flemming et al., 2007; Whitchurch et al.,
2002). La composition de la matrice extracellulaire varie en fonction des organismes présents
et évolue en fonction de 1’age du biofilm (Barranguet et al., 2005; Flemming et al., 2007,
Romani et al., 2008).
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Figure 7. La matrice du biofilm : composition cellulaire et moléculaire. (@) Représentation d’un milieu
aquatique ou le biofilm adhere sur les sédiments. Les cellules planctoniques dans la colonne peuvent constituées
des espéces similaires aux espéces présentes dans le biofilm qui peuvent soit étre en cours d’adhésion, soit
présenter une préférence pour ce mode de vie selon [’environnement, ou encore constituer des cellules non
viables se détachant du biofilm. Le biofilm étant une interface entre la colonne d’eau et le milieu sédimentaire,
des EPS solubles sont souvent excrétées par les cellules se localisant ainsi proche du biofilm. (b) Schématisation
d’une coupe de biofilm mixte complexe. De nombreuses espéces peuvent se retrouver au sein d 'un méme biofilm.
La dynamique des populations microbiennes évolue en fonction des conditions abiotiques laissant place & un
cycle tout au long de [’année. L épaisseur du biofilm peut varier en fonction du stade de développement de ce
dernier. (c) Composition moléculaire des EPS constituant le biofilm. La concentration de chacun des
constituants de la matrice extracellulaire varie en fonction des conditions environnementales mais dépend
également de [’état de stress des cellules. Cette représentation n’inclue pas les formes plus complexes, comme
les glycoprotéines ou encore les lipoprotéines, qui peuvent étre inclues dans la composition du biofilm.

Les tailles et les formes schématiques représentées dans cette figure ne sont pas représentatives de la réalité.
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41.2 Roéles de la matrice extracellulaire

Le biofilm représente un mode de vie communautaire tres avantageux pour les micro-
organismes, car il est le si¢ge de nombreux processus et fonctions qui ne s’opérent pas en
mode de vie planctonique. L’ensemble de ces fonctions sont assurées par les EPS (Vu et al.,
2009). La fonction premiére du biofilm est I’ancrage (ou I’adhésion) a un substrat (Liu et al.,
2010). Les cellules peuvent coloniser un milieu lentique tout comme un milieu lotique sans
difficultés, en excrétant des EPS. La matrice extracellulaire procure ainsi la stabilité
mécanique du biofilm dans le temps, pouvant résister a une certaine agitation ou force de
courant. Cette fonction permet alors de former une matrice cohésive a 1’épreuve des
perturbations. Le biofilm forme un réseau, constituant un lieu d’échanges et d’interactions
entre les cellules au sein du biofilm, mais aussi avec ’extérieur. La matrice constitue ainsi une
voie de signalisation moléculaire par laquelle les cellules communiquent entre elles
notamment pour moduler la croissance du biofilm (Davies et al., 2014). D’autres types
d’interactions plus communes, comme la compétition, la prédation ou encore le mutualisme,
interviennent au sein du biofilm entre les algues et les bactéries. Les assemblages bactéries-
organismes phototrophes sont a 1’origine d’interactions antagonistes dans certains cas (Paerl
and Pinckney, 1996). Les bactéries étant des organismes hétérotrophes, elles consomment
ainsi une partie des EPS excrétés par ’ensemble des micro-organismes présents dans le
biofilm. En retour, les bactéries sécretent des toxines afin de limiter la prolifération des autres
organismes microbiens. Cependant, des interactions positives s’y produisent également
comme le recyclage des nutriments, ou encore la dégradation de certains polluants par les

bactéries profitant ainsi aux organismes phototrophes.

Lorsque les ressources nutritives se font rares, les EPS composant la matrice extracellulaire
représentent une source alternative de carbone pour les organismes mixotrophes et
hétérotrophes présents dans le biofilm. De plus, il est possible de retrouver de la matiere
organique, provenant du milieu extérieur, piégée dans le réseau d’EPS, procurant aux cellules
une ressource supplémentaire en carbone. Le biofilm permet ainsi un stockage de carbone, qui
est ensuite minéralisé lors des périodes de restriction nutritive (Wolfaardt et al., 1995). Une
réserve d’enzymes extracellulaires est maintenue proche des cellules du biofilm afin de
métaboliser les polyméres de la colonne d’eau accumulés dans la matrice (Flemming and

Wingender, 2010).
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Le biofilm offre également un espace tridimensionnel dans lequel les cellules munies de
flagelles peuvent se déplacer de maniere autonome, et les micro-organismes participant a la
production de la matrice extracellulaire montrent une certaine « mobilité », alors propulsés
sous I’effet de 1’excrétion des EPS. La matrice entourant les cellules leur confére ainsi une
protection a la fois contre les contraintes environnementales, comme la dessiccation, mais
¢galement contre les xénobiotiques. Plusieurs études ont ainsi démontré I’importance des EPS
dans la réponse des cellules face & un polluant soluble, comme les antibiotiques (Davies,
2003), ou particulaire, comme les nanoparticules (Luongo and Zhang, 2010; Quigg et al.,
2013). Rodrigues et Elimelech (2010) ont mis en évidence I’inhibition du développement du
biofilm d’Escherichia coli face aux SWCNTSs, lorsque ces derniéres sont encore a 1’état
planctonique, et démontrent ainsi la vulnérabilité des cellules face & un xénobiotique lors du
premier stade de croissance des biofilms, ou les cellules ne sont pas inclues dans une matrice
extracellulaire. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Y. Liu et al. (2007)
démontrant une réponse cellulaire moindre d’E. coli lorsque celle-ci est cultivée au sein d’un

biofilm composé d’EPS, contrairement & des cultures sans EPS.

Chacun des composants moléculaires du biofilm est impliqué dans une ou plusieurs fonctions
de la matrice extracellulaire. Les polysaccharides et les protéines participent alors a I’adhésion
et a la cohésion du biofilm notamment grace aux fibres amyloides (Randrianjatovo-Gbalou et
al., 2017). Cette matrice extracellulaire permet également de former une barriere protectrice
contre les agressions extérieures, comme le broutage ou l’interaction avec les polluants
(Flemming and Wingender, 2010). L’ ADN extracellulaire contribue également a la formation
du biofilm surtout dans les premiers stades de développement. Cependant cette contribution
varie en fonction des espéces microbiennes (Randrianjatovo-Gbalou et al., 2017; Tang et al.,
2013).

4.1.3  Intéréts des études écotoxicologiques sur les biofilms

Les ¢tudes de toxicologie environnementale cherchent a déterminer 1’effet d’un xénobiotique
sur les organismes en essayant d’appréhender les effets globaux sur I’écosystéme étudié. La
nano-écotoxicologie reléve alors des travaux s’appliquant a évaluer a la fois les effets
observés a 1’échelle de I’organisme (cytotoxicité, approche moléculaire, tissulaire...) jusqu’a
la propagation de ces effets au sein d’une population, d’une communauté ou d’un écosystéme.
Lors d’une étude monospécifique, le choix du modele d’étude doit étre pertinent afin de

pouvoir prédire les répercussions sur le fonctionnement de 1’écosystéme. Une fois dans le
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systeme aquatique, les nanoparticules carbonées pourront interagir avec les organismes
présents dans le milieu: des micro-organismes aux plus grands prédateurs. Les micro-
organismes photosynthétiques constituent les producteurs primaires, a la base de la chaine
trophique. Les organismes microbiens constituent donc un choix de mod¢le d’étude pertinent
au vu d’évaluer les impacts environnementaux des nanoparticules carbonées. L’¢étude de ces
organismes préesente plusieurs avantages, notamment la facilité d’entretien en laboratoire et la
vitesse de croissances des cultures. L’intérét porté pour les organismes microbiens provient
non seulement du fait qu’ils représentent la premicre forme de vie apparue sur la Terre, mais
qu’ils constituent la majeure partie des organismes vivants sur Terre, avec une remarquable
diversité spécifique. Ainsi le nombre d’études écotoxicologiques sur les micro-organismes

sont tres largement représentées.

Plusieurs études s’accordent a dire que les organismes les plus exposés aux CNTs et au
graphéne sont les organismes benthiques du fait du comportement des nanoparticules au sein
des milieux aquatiques (Lanphere et al., 2014; Schierz et al., 2014). La plupart des micro-
organismes benthiques vivent en communauté mixte formant des biofilms. Ces biofilms
constituent le siege des échanges entre le milieu sédimentaire et la colonne d’eau (Pyl’nik et
al., 2007).

Les biofilms phototrophes représentent la principale ressource nutritive pour de nombreux
brouteurs benthiques (Jenkins et al., 2001). Ils constituent ainsi un maillon clé dans le
fonctionnement de 1’écosystéme. Les biofilms phototrophes ont une participation majeure
dans la production primaire globale des systémes d’eau douce (Cushing and Wolf, 1984;
Wetzel, 1983). Les biofilms occupent ainsi une place non négligeable dans la régulation du
cycle du carbone (Romani et al., 2006), de 1’azote (Teissier and Torre, 2002) et du phosphore
(Dodds, 2003; Paerl and Pinckney, 1996). Ils procurent également un service écosystémique
largement utilisé dans le domaine sanitaire. En effet, les biofilms sont connus pour épurer la
colonne d’eau par adsorption des minéraux et des matieres organiques particulaires, mais
également des polluants (Miao et al., 2009; Simpson, 2008). lls offrent ainsi une fonction de
bioremediation naturelle, largement exploitée depuis plusieurs décennies dans les systéemes
d’épuration des eaux (Gebara, 1999; Lazarova and Manem, 1995). Cependant ce phénoméne
de bioremédiation ne conduit pas dans tous les cas a une élimination des polluants, surtout
pour ceux qui sont peu dégradables, comme les NPCs. Certains polluants peuvent ainsi étre

concentrés dans les biofilms.
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Dans le milieu naturel, ce phénoméne de bioremédiation par les biofilms peut impacter les
maillons supérieurs de la chaine trophique : en écotoxicologie ce phénoméne est appelé
bioamplification (Figure 8). Il résulte de la concentration des polluants chez un organisme en
particulier : la bioaccumulation. Chez les biofilms, ce terme convient uniquement si une
endocytose, ou une internalisation, des xénobiotiques survient, sinon le terme de biosorption
semble plus adapté dans le cas ou les xénobiotiques restent dans la matrice extracellulaire. En
effet, les biofilms sont capables de stocker toutes sortes de xénobiotiques solubles ou
particulaires, comme les métaux lourds (Morin et al., 2008; Wolfaardt et al., 1995), qui seront
ensuite consommés par les brouteurs (Wolfaardt et al., 1994). La consommation du biofilm
par les brouteurs permet alors le transfert des polluants vers le reste de la chaine trophique
jusqu’au superprédateur, bien souvent considéré comme I’Homme. Les biofilms présentent

ainsi une importance majeure dans le fonctionnement des écosystemes aquatiques face aux

xeénobiotiques.

Légende
K * Consommateur secondaire
®  Polluant @ Consommateurs primaires (brouteurs)
- Biofilm A AW Prédateur

Figure 8. Importance des biofilms benthiques dans le devenir des xénobiotiques au sein d’un systeme lotique et
leurs interactions avec les organismes le long de la chaine trophique. Une fois dans le milieu aquatique, une
part des xénobiotiques interagit directement avec les organismes pélagiques, mais la majeure partie se retrouve
piégée au sein des biofilms benthiques. De plus en plus de polluants sont ainsi stockés au cours du temps. Les
organismes brouteurs des biofilms ingerent alors des concentrations en polluant plus élevées que celles
retrouvées dans la colonne d’eau. Le transfert des xénobiotiques continue ainsi le long de la chaine trophique. A
chaque niveau trophique les polluants se retrouvent plus concentrés que dans les organismes du maillon
inférieur. Ce phénomene de concentration des polluants le long de la chaine trophique est appelé
bioamplification.

Du fait de leur importance dans le fonctionnement de 1’écosystéme, il est alors essentiel
d’évaluer les impacts des nanoparticules de carbone sur les biofilms. L’essentiel de 1’état de

Iart sur les effets démontrés des nanoparticules carbonées est présenté ci-aprés. On
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s’intéresse ici non seulement a leurs impacts sur chacun des composants cellulaires du biofilm
pris séparément et pas nécessairement organisés en biofilm, mais aussi sur les biofilms mixtes

afin de comprendre la réponse cellulaire et moléculaire des cellules au sein du biofilm.

4.2 Impact sur les composants cellulaires du biofilm

L’exposition des micro-organismes aux nanoparticules peut induire différents types d’effets
plus ou moins nocifs pour la cellule. L’évaluation de la toxicité des nanoparticules se base sur
le suivi de différents paramétres. Les principaux parametres étudiés en écotoxicologie
microbienne sont la croissance, la mortalité, la production d’espéces réactives de 1’oxygene
(ROS) et un indice de I’activité cellulaire, différent en fonction du micro-organisme expose.
L’étude bibliographique présentée ci-aprés met en évidence les effets des nanoparticules de
carbone sur chacun de ces parametres. La cause de ces effets peut étre tres diversifiée en
fonction du type de nanoparticules testé, mais aussi de I’organisme étudié. Afin d’avoir une
vision complete des effets des nanoparticules de carbone sur les biofilms, une synthese
bibliographe a été réalisée sur les études écotoxicologiques réalisées sur les différents types de
biofilms : des communautés complexes aux biofilms hétérotrophes et phototrophes simplifiés.
L’ensemble des études écotoxicologiques décrites ci-dessous ont été recensées dans le
Tableau 3.

4.2.1 Effets sur les biofilms mixtes

Les biofilms mixtes représentent le mode de vie microbien dominant dans les écosystémes
aquatiques. Les études écotoxicologiques traitant de 1’effet des nanoparticules de carbone sur
les biofilms aquatiques naturels sont quasi inexistantes. De par leur utilisation au sein des
systémes d’épuration des eaux, les études réalisées sur les biofilms portent de maniére
générale sur les boues activées. Ce terme fait référence a un assemblage de cellules, au sein
d’EPS formant des flocs, développé sous des conditions controlées. Afin de rendre compte de
I’impact de ces nanoparticules sur les biofilms mixtes, il sera tout de méme présenté ici

quelques études realisees sur les boues activees.

D’apres la bibliographie étudiée, les nanotubes de carbone n’induisent pas d’effets cellulaires
letaux pour les cellules composants les biofilms. Une amélioration de la fixation du biofilm au
sein de bioréacteurs a pu étre observée par Yin et al. (2009). Ces resultats mettent en avant un
effet faussement positif des nanoparticules de carbone sur les biofilms que les auteurs

n’expliquent pas. En effet, sachant que I’'un des roles des EPS est aussi de former une barriére
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protectrice (Flemming and Wingender, 2010), il est alors possible de se demander si la
réponse observée n’est pas une expression de 1’état de stress des micro-organismes. Les
cellules mettraient en place une allocation énergétique en faveur d’une sur-excrétion d’EPS
pour limiter le contact avec les nanoparticules, défavorisant ainsi d’autres fonctions
biologiques. En plus d’une augmentation des EPS dans le biofilm, Luongo and Zhang (2010)
ont pu mettre en évidence une inhibition de la respiration de la communauté microbienne

suite a I’interaction physique de MWCNTSs avec des cellules.

Des modifications en terme de structure de communauté ont été démontrées lors d’une
exposition aux SWCNTSs induisant une modification de 1’abondance relative des espéces
présentes dans une boue activée (Goyal et al., 2010). Certaines especes se trouvent étre plus
sensibles que d’autres et sont alors sélectionnées par 1’exposition aux SWCNTs. En plus d’un
effet sur la structure de la communauté bactérienne, El-temsah et al. (2017) ont observé un
changement de mode de vie de certaines bactéries favorisant le mode de vie planctonique, lors
d’une exposition aux CNTs en présence de matiére organique. D’aprés ces résultats, il est
nécessaire de se questionner sur I’impact des CNTs sur la fonction de dépollution des eaux
par les biofilms. En effet un changement de la composition du biofilm peut affecter le service
écosystémique de bioremédiation. De plus, un fort impact du Go sur les cellules composant
les boues activées a été démontré par Ahmed & Rodrigues (2013). L’exposition au GO

entraine alors une diminution de I’efficacité du traitement d’épuration des eaux.

4.2.2  Organismes hétérotrophes

La plus grande partie des études évaluant I’impact environnemental des nanoparticules de
carbone sont réalisées sur des bactéries. Certaines études mettent en évidence la cytotoxicité
des nanoparticules de graphene oxydé pour des souches bactériennes modeéles, telle que E.
coli ou Staphylococcus aureus. Le contact direct avec ces dernieres entraine des dommages au
niveau de la membrane cellulaire (Akhavan & Ghaderi, 2010). Ces souches bactériennes
présentent également une altération de la membrane cellulaire lorsqu’elles sont exposées aux
SWCNTs. Cette détérioration est accompagnée par une inhibition de la croissance (Simon-
Deckers et al., 2009) ainsi qu’une diminution de la viabilité cellulaire (Kang et al., 2007; Liu
et al., 2009). Les auteurs expliquent que le contact direct avec les nanoparticules est a
’origine des altérations cellulaires et affirment que les SWCNTS ont un effet tranchant sur les
bactéries. L’ensemble de ces études mettent alors en évidence I’impact physique des

nanoparticules de carbone a 1’origine de leur cytotoxicité.
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L’altération membranaire induit des effets nocifs supplémentaires sur les bactéries. Seoktae
Kang et al. (2008) ont montré que la détérioration des membranes due au contact direct avec
les nanoparticules entrainait un stress oxydatif, par la production de ROS. Les auteurs mettent
aussi en évidence I’importance des propriétés intrinseques des CNTS, en observant un stress
oxydatif de plus grande ampleur chez les bactéries exposées aux SWCNTS, par rapport a
I’exposition aux MWCNTs. Les auteurs ont émis I’hypothése que les SWCNTs ayant un
diamétre inférieur pourraient étre internalisés par les cellules et ainsi induire des dommages
cellulaires plus importants. La taille des CNTs, mais également leur structure électronique
joueraient un rdle non négligeable sur leur cytotoxicité. Vecitis et al. (2010) montrent que
plus les SWCNTs présentent une structure électronique métallique, a 1’inverse des semi-

conducteurs, plus la viabilité de E. coli est altérée en lien avec un stress oxydatif.

Néanmoins, les différentes espéces modeéles de bactéries ne semblent pas toutes présenter la
méme sensibilité face aux CNTs. Chez Cupriavidus metallidurans, une étude a pu montrer
que I’adsorption de MWCNTs a la surface des cellules n’entrainait aucune réponse (Simon-
Deckers et al., 2009).

En plus d’une inhibition de la croissance, plusieurs études ont démontré une diminution de
I’activité métabolique de E. coli lors d’une exposition au graphéne oxydé (Akhavan et al.,
2011; Hu et al., 2010). Akhavan, Ghaderi & Esfandiar (2011) ont mis en évidence un effet
surprenant lors de la réduction de feuillets de graphene oxydé en présence de mélatonine. Les
auteurs observent alors une immobilisation des bactéries E. coli qui se retrouvent enveloppées
dans les nanofeuillets, contraintes a I’inactivité. Chez la bactérie modéle marine Vibrio
fischeri, une inhibition de I’activité de bioluminescence, sans diminution de croissance, a été
observée lorsque les cellules sont exposées au graphene sous forme de poudre mais également
au graphene monofeuillet (Pretti et al., 2014). Cependant, toutes les études réalisées sur le
graphéne oxydé n’arrivent pas a la méme conclusion au sujet de sa cytotoxicité. En effet, Ruiz
et al. (2011) ont démontré un effet positif des nanoparticules de graphéne oxydées sur les
bactéries E. coli induisant ainsi une augmentation de leur croissance. Les auteurs expliquent
alors la possibilité d’utilisation des particules de graphéne comme d’un support de croissance
lie a une stimulation de la production d’exo-polymeres. De méme que les CNTSs, le graphene
oxydé et le graphite induisent également un stress oxydatif, chez E. coli mesuré par une
augmentation de glutathion-S-transférase, biomarqueurs enzymatiques impliqués dans la

détoxification cellulaire (Liu et al., 2011).
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4.2.3  Organismes phototrophes

L’évaluation de la réponse cellulaire lors des essais sur les effets des nanoparticules de
carbone chez les micro-algues prend en compte un parameétre supplémentaire, par rapport aux

études bactériennes : I’activité photosynthétique.

Plusieurs etudes réalisées sur I’évaluation de la réponse cellulaire des micro-algues
planctoniques Dunaliella tertiolecta, Raphidocelis subcapitata et Chlorella pyrenoidesa ont
mis en évidence une inhibition de la croissance lors d’une exposition a plusieurs formes de
nanoparticules carbonées de la famille du graphéne (Nogueira et al., 2015; Pretti et al., 2014;
Zhao et al., 2017). En plus d’une inhibition de croissance due a 1’exposition au graphéne
oxyde, une altération de la membrane cellulaire et une production de ROS ont été observées
chez R. subcapitata et C. pyrenoidesa. Cependant, le graphéne monofeuillet ne semble pas
avoir d’impact sur la croissance cellulaire de C. pyrenoidesa mais induit un stress oxydatif qui
serait lié a I’altération de la membrane cellulaire. Zhao et al. (2017) expliquent I’inhibition de
croissance chez C. pyrenoidesa par un effet indirect des nanoparticules de graphéne oxydé. lls
considérent alors que I’effet d’ombrage généré par le Go est responsable a 16% de la
diminution de la prolifération cellulaire. De plus, les auteurs soulévent ici un autre effet
jamais évoqué dans les études antérieures. En effet, un appauvrissement du milieu de culture
en macroéléments (Ca®* et Mg?*) est observé tandis que la concentration en microéléments
(Fe, Cu et Zn) n’est pas impactée. Les macroéléments ayant un potentiel électronegatif plus
élevé que les microéléments, sont ainsi préférentiellement adsorbés a la surface des
nanoparticules de Go. De ce fait, 53% de la toxicité du graphéne oxydé est alors expliqué par
une réduction de la disponibilité des éléments nutritifs. Cependant aucunes de ces études
démontrent un impact de ’ombrage du graphéne sur I’activité photosynthétique des micro-

organismes exposes.

Plusieurs études évaluant I’impact des CNTs s’appliquent a démontrer leurs effets néfastes sur
la croissance des algues vertes unicellulaires, comme Chlorella vulgaris et
Pseudokirchneriella subcapitata (Lukhele et al., 2015; Schwab et al., 2011; Sohn et al.,
2015). D’autres phénomeénes liés a une pathologie, comme 1’atrophie ou la rupture cellulaire,
ont été observés par Sohn et al. (2015) se traduisant par une altération de la morphologie des
cellules. Les auteurs ne discutent pas explicitement les conséquences de ces altérations, mais
au vue de la littérature nous pouvons imaginer qu’une interaction forte avec les CNTs est a

I’origine de ces dégradations. Schwab et al. (2011) expliquent que I’inhibition de croissance
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observée chez C. vulgaris est principalement due a un effet indirect de la suspension de CNTs
agglomérés dans la colonne d’eau. Le comportement des CNTs entraine ainsi une diminution
de la lumiére disponible pour ces organismes phototrophes induisant également une
diminution du métabolisme du carbone. Une des spécificités des nanoparticules de carbone est
I’induction d’un effet indirect défini comme étant un ombrage des nanoparticules sur les
cellules. En effet, les nanoparticules de carbone, étant de couleur sombre, a I’image du
charbon, elles absorbent la lumiére, contrairement aux nanoparticules métalliques, qui elles,
n’opacifient pas la colonne d’cau et n’induisent pas d’ombrage (Aruoja et al., 2009; Hund-
rinke and Simon, 2006). Une étude posterieure, réalisée sur Chlorella sp. confirme cet effet, et
accorde 25% de I’inhibition de croissance a I’interaction physique des CNTs agglomérés
autour des cellules et 25% a I’effet d’ombrage généré par ce complexe (Long et al. 2012). Les
auteurs définissent cet effet comme étant un effet d’ombrage dii a la formation d’agglomérats
de CNTs autour des cellules. L’observation d’un effet d’ombrage ameéne alors a se
questionner sur les effets des nanoparticules de carbone sur I’activité photosynthétique des
organismes phototrophes. Des altérations du rendement quantique du photosysteme Il ont été
observées chez la micro-algue verte Chlamidomonas reinhardtii en présence de nanotubes de
carbone (Matorin et al., 2010).

La génération d’un stress oxydatif suite a I’exposition aux CNTs a également été observée
dans plusieurs études. Long et al. (2012) ont mis en évidence une production de ROS ainsi
qu’une augmentation de la peroxydation lipidique traduisant un stress oxydatif chez les
cellules exposées aux MWCNTSs. La génération de ROS a également été constatée chez D.
tertiolecta (Wei et al., 2010). Le stress oxydatif induit est mis en relation avec une interaction
physique étroite entre les CNTs oxydeés et les cellules, entrainant ainsi une altération de la
membrane. Les auteurs ont pu également mettre en évidence que la cytotoxicité générée par
les CNTs oxydés est temporaire. L’excrétion d’EPS par les cellules serait alors a I’origine de
I’agrégation des nanotubes de carbone dans le milieu permettant ainsi aux algues de limiter

leurs impacts.

Une revue détaillant les études des effets des nanoparticules carbonées sur les organismes
aquatiques met en évidence la faible sensibilité des bactéries face aux nanoparticules de
carbone. Contrairement aux algues qui représentent les organismes étudiés les plus sensibles a

ces xénobiotiques (Freixa et al., 2018).

A T’heure actuelle peu d’études se sont penchées sur les effets des nanoparticules carbonées
sur les diatomées. La premiére étude sur 1’évaluation des effets des CNTs sur diatomées n’a
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¢été réalisée qu’une dizaine d’années auparavant. Cette étude a pu démontrer une inhibition de
croissance des diatomées marines Thalassiosira pseudonana lors d’une exposition aux
DWCNTs (Kwok et al., 2010). Par ailleurs, une étude plus récente a également démontré une
inhibition de croissance temporaire sur la diatomée d’eau douce Nitzschia palea liée a un
ombrage significatif uniquement aux fortes concentrations en MWCNTs dispersés sous 1’effet
de la matiere organique (Verneuil et al., 2014). Aprés une inhibition de croissance marquee,
les cellules exposeées aux DWCNTs ne montrent plus aucun signe de toxicité cellulaire au
bout de quelques jours. Les auteurs expliquent cette inhibition temporaire par une allocation
énergétique des cellules vers la production d’EPS limitant ainsi la toxicité des nanoparticules
qui se retrouvent adsorbées au sein du réseau d’exo-polymeres. Ce processus permet ainsi aux
cellules de se dégager et de retrouver un niveau de croissance normale sans aucun signe de
toxicité au bout de quelques jours. Plus récemment encore, il a été démontré que la réponse
engendrée par N. palea exposée aux nanotubes de carbone faisait intervenir une surproduction
d’EPS et plus particuliérement de protéines hydrophobes excrétées par les cellules (Verneuil
etal., 2015).

L’exposition aux CNTs peut aussi engendrer un tout autre type d’effet selon les organismes.
En effet, dans son travail de thése Laurent (Verneuil, 2015) a mis en évidence les effets
tératogenes et génotoxiques des DWCNTS sur une diatomées d’eau douce Nitzschia linearis.
Les cellules montraient de fortes modifications de la morphologie des frustules, ainsi qu’une
augmentation des anomalies nucléaires (micronoyaux, noyaux acentriques, ...). Ces effets ont

pu étre corrélés a une entrée des DWCNTS dans les cellules.
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Tableau 3. Etat de I’art de [’écotoxicité de différentes formes allotropiques du carbone. L étude bibliographique
s’est principalement focalisée sur l'impact des nanoparticules de la famille du graphéne et des nanotubes de
carbone sur les biofilms mixtes, les bactéries et les algues unicellulaires

Catégorie Espéce NP Carbone Doses testées Effets observes Références
MWCNT  624-3240 mg/L Inhibition de la respiration Luongo;g;c:’)Zhang,
. SWCNT 219 mg'L Modification de la Sm],crure dela Goyal et al., 2010
Biofilm communauteé -
mixte SWCNT 219 mg/Il. Amelioration de la fixation du biofilm  ¥in ef al., 2009
Graphene DI:IJ]J.IELUU.O n de laCU.\’lt:E.lI’letabOll(?'ue Ahmed and
oxvdé 10-300 mg/.  Diminution de la viabilité cellulaire Rodrieues. 2013
Y Production de ROS sues,
£. coli Grap herne 1000 mg/T.  Altération de la membrane cellulaire Akhavan and Ghader
S. aureus oxydeé 2010
Graphéne Diminution de l'activiteé métabolique
E. coli oxp 4 85 mg/L Inhibition de la croissance Huetal., 2010
Y Diminution de la viabilité cellulaire
V. fischeri POUdrPf de 5 mg/L Inhibition de bioluminescence Prettietal., 2014
graphéne
V. fischeri Grap heFle 5mg/L Inhibition de bioluminescence Pretti et al., 2014
monofeuillet
Graphéne Inhibition de la croissance
E. coli P Y 20-80 mg/l.  Diminution de la viabilité cellulaire Liuetal, 2011
oxyde Production de glutathionne GSH
Inhibition de la croissance
E. coli Graphite 20-80 mg/I.  Diminution de la viabilité cellulaire Liuetal, 2011
Production de glutathionne GSH
E. coli Gziﬁine 25 mg/L Augmentation de la croissance Ruiz et al., 2011
Bactérie E coli SWONT 5 mg/L Du,mnl:ltlon de la viabilité cel_lulal.re Kanget al,, 2007
Altération de la membrane cellulaire
Diminution de l'activité métabolique
3 Inhibition de la croissance
E. col SWCNT 5 /L Lo . . Ka tal., 2008
con ne Diminution de la viabilité cellulaire neetd
Stress oxydatif
Diminution de l'activiteé métabolique
E. coli MWCNT 5mg/L Diminution de la viabilité cellulaire =~ Kang et al., 2008
Stress oxydatif
E. coli . .
S aui‘zlis Altération de la membrane cellulaire
' ; SWCNT 5-80 mg/L Augmentation de la mortalite Liu et al., 2009
P. aeruginosa s .
. Inhibition de la croissance
B. subtilis
Ecoi ~ O@Phee oo smgr  lohbitiondelacroissance g 00 001
oxyde Diminution de 'activité métabolique
C. 10, 100 et 500 s Simon-Deckers et al.,
Ty \J T
metallidurans MWCNT me/L Pas d'effets sur la viabilité 2009
E. coli MWCNT 10, 100 et 500 Inhibition de la croissance Stmon-Deckers et a.,
mg/L 2009
E. coli SWCNT 100 mg/L Stress oxydatif Vecitis et al., 2010
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Tableau 3. Suite

Catégorie

Effets observés

Inhibition de la croissance

Références

Pretti et al., 2014

Espéce NP Carbone Doses testées
D. tertiolecta Poudrej de 1,25-10 mg/L
graphéne
D. tertiolecta Grap hel.le 0.675-10 mg/L
monofeuillet

Inhibition de la croissance

Pretti et al., 2014

R. subcapitata Graphéne oxydé 20-100 mg/L

Inhibition de la croissance

Nogueira et al., 2015

R. subcapitata Graphéne oxydé 10-100 mg/L

Altération de la membrane
cellulaire
Stress oxydatif

Nogueira et al., 2015

C. vulgaris CNT 24 mg/L Inhibition de la croissance Schwab et al., 2011
P.subcapitata CNT 36 mg/L Inhibition de la croissance Schwab et al., 2011
C. vulgaris CNT oxyde 40 mg/L Inhibition de la croissance Schwab et al., 2011
Inhibition de la croissance
" . . ,. Stress oxydatif o
D. tertiolecta MWCNT oxyde 10mg/L Diminution de I'activité Wei et al., 2010
Algue verte photosynthétique
unicellulaire Inhibition de la croissance
Chlorella sp. MWCNT 5-100 mg/L . Longetal, 2012
Stress oxydatif
C. reinhardti.  MWCNT 1-2 mg/L Diminution de Factivité Matorin et al., 2010
photosynthétique
P.subcapitata DWCNT 50 mg/L Inhibition de la croissance Luikthele et al., 2015
Inhibition de la croissance
] . . . Stress oxydatif
C. pyrenoidesa Graphéne oxydé 50 mg/L Altération de la membrane Zhao et al., 2017
cellulaire
Pas d'inhibition de croissance
] Graphéne . Stress oxydatif
C. py ful . 50 T e Zh tal, 2017
PITENOIAEsd  ltifevillets g Altération de la membrane aoerad
cellulaire
] Inhibition de la croissance
C. vulgaris . . . .
; SWCNT 12-46 mg/L  Modification de la morphologie Sohn et al., 2015
R. subcapitata
des cellules
T. pseudonana ~ DWCNT  1,86-100 mg/L Inhibition de la croissance Kowket al.,, 2010
N. palea MWCNT 0,1-50 mg/L Inhibition de la croissance Verneuil et al. 2014
. A Modification de la morphologie
Diatomee
des cellules
N linearis MWCNT 0,1-10 mg/L Diminution de la viabilité Verneuil ef al. 2015

cellulaire
Anomalies nucléaires
Inhbition de la croissance

(non publié)
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Chapitre 2

Présentation du modéle biologique
d’étude et des matériaux
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1 Introduction

Comme mentionné dans le chapitre précédent, 1’évaluation de la toxicité des nanoparticules
de carbone a été realisée sur un microorganisme tout particulier, la diatomée. Avant de décrire
les parametres biologiques suivis et les résultats obtenus, qui seront plus amplement abordés
dans les chapitres suivants, ce chapitre présente le modele biologique choisi, ainsi que
I’intérét de son utilisation au sein des études écotoxicologiques. Les conditions de culture
cellulaire spécifiques a chaque étude sont détaillées dans les chapitres correspondants. Une
présentation des deux formes allotropiques du carbone est également réalisée a la fin de ce
chapitre en mentionnant sommairement leurs caractéristiques physiques et chimiques et leur

méthode de production, qui sont détaillées dans les chapitres suivants.

2 La diatomée comme modeéele d’étude
2.1 Origine et classification

Découvertes et observées pour la premiere fois en 1702, les diatomées sont tout d’abord
classées dans le régne animal du fait de leur capacité a se mouvoir, mais c’est avec le progrés
de la microscopie que leur vraie nature est mise a jour (Saint Martin, n.d.). Au XIX¢ siécle,
aprés plus de 150 espéces recensées, les diatomées sont reconnues comme étant des
organismes photosynthétiques. L’originalité de ces organismes, reposant sur leur étonnante
carapace en silice appelée frustule, a fasciné les chercheurs du monde entier depuis plusieurs
siécles. Ce frustule étant imputrescible, 1’étude des fossiles a permis de déterminer 1’origine
des diatomées, marines en premier lieu, remontant au Jurassique (~185 millions d'années).
Cependant, des outils de recherche se basant sur la génétique, entre autres, supposent une

origine encore plus ancienne datant du Permien (Kooistra and Medlin, 1996).

Le nom de Bacillariée s’imposa en 1788 pour décrire la famille réunissant les différentes
especes de diatomées. Baptisés pour la premiere fois « diatomées » (Diatoma, en latin) en
1805, ces organismes sont aussi appelées Bacillariophycées, ou encore Diatomophyceées,
sous-catégorie des Bacillariophycées. Au plus haut de la taxinomie, les diatomées, étant des
organismes eucaryotes, appartiennent au sous-domaine des Bicontés, rassemblant tout
organisme dont la cellule présente deux flagelles (Stechmann and Cavalier-Smith, 2003).
Parmi les régnes regroupés sous le domaine des Bicontés, les diatomeées font partis des
Chromoalvéolés au sein duquel deux groupes se distinguent : les Hacrobia et les Harosa, ou

SAR (Burki et al., 2007). L’abréviation SAR provient de la premicre lettre de chacune des
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trois divisions dont il est constitué : les Straménopiles, les Alvéoles et les Rhizariens. Les
Straménopiles, connus sous d’autres noms comme Hétérokontés, Chromophytes, ou encore
Chromistes, abritent la classe des diatomées (Patterson, 1999). La diversité des noms donnés a
ce phylum est représentative des modifications de la systématique établie au cours des
recherches successives. Ce dernier nom désigne les organismes possédant, au cours de leur
cycle de vie, une cellule avec deux flagelles différents : un lisse et un plumeux. Au sein des
Hétérokontes, trois embranchements se distinguent: les Ochrophytes désignant les
organismes photosynthétiques, les Oomycetes, organismes filamenteux non photosynthétiques
regroupant les champignons et les saprophytes, et enfin les Bigyras encore mal connus a ce
jour (Cavalier-Smith, 1997, 1986). Les algues appartenant a [’embranchement des
Ochrophytes, comme les diatomeées, ont la particularité de présenter une coloration brune a
dorée. Au sein de cet embranchement on retrouve alors 16 classes, selon World Register of
Marine Species (Flanders Marine Institute, 2016) parmi lesquelles se trouvent les
Bacillariophycées. Cette derniere désigne les micro-algues unicellulaires aquatiques
pélagiques ou benthiques, entourées d’un squelette externe en silice, le frustule. La forme et

I’ornementation du frustule permet alors de diviser les Bacillariophycées en trois classes :

- Les diatomées présentant un frustule & symétrie bilatérale avec un raphé (zone
médiane non ornementée) (Figure 9b) sont des diatomées pennées regroupées sous la
classe des Bacillariophycées.

- Les diatomées pennées sans raphé représentent la classe des Fragilariophycées (Figure
9c).

- Les diatomées centriques dont le frustule présente une symétrie radiaire appartiennent

aux Coscinodiscophycées (Figure 9a).

80



(a) Diatomées centriques

ASRLRY W;’f&
vJs %—L“‘-‘\s}‘i SR |
SHERIIS ;.'.;;\_x:\ o %
sir metetele! /‘-L-f'l‘x oot ]
RISy Hese st eted |
AR =
: . Ssastes: “lug{:.
{3 -:{ - ,‘:3-‘», L)
FRH Anvisesesese B, ‘g‘V
) - {3 'y
j
i
»

ol

sttt it AT

Figure 9. Présentation des différentes variétés de symétrie du frustule des Bacillariophycées. D'apres Mathieu et
ses collaborateurs (2011).

Depuis leur découverte, la classification des diatomées s’est basée sur la détermination de la
morphologie gréce aux observations microscopiques. Cette méthode aujourd’hui contestée est
un peu moins utilisée pour la reconnaissance spécifique des diatomées laissant place aux
outils génétiques en perpétuel développement. Ces nouvelles méthodes apportent une bien
meilleure qualité quant a la précision de I’appartenance phylogénétique des diatomées, qui

restent malheureusement encore peu étudiées.

2.2  Biologie et cycle de vie

Les diatomées sont des micro-algues unicellulaires eucaryotes photosynthétiques et possedent
tous les organites propres a ces organismes. Le noyau des diatomees, localisé au centre de la
cellule, lorsque celle-ci n’est pas en phase de division cellulaire, présente une membrane
poreuse qui peut a certains endroits étre liée au réticulum endoplasmique. Autotrophes en
phase lumineuse et hétérotrophes a 1’obscurité, les diatomées possedent des gouttelettes
lipidiques, réserve en glycérides, et des chloroplastes pouvant prendre des formes differentes
en fonction de la classe de diatomées concernée. Les diatomeées pennees, plutét longitudinale,
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présentent deux chloroplastes plaqués le long de la membrane (Figure 10a) tandis que les
diatomées centriques, souvent de forme arrondie, possédent plusieurs chloroplastes de petite
taille dans le cytoplasme. En plus de la chlorophylle a et c, les diatomées possédent des
pigments chlorophylliens spécifiques appartenant a la famille des xanthophylles
(diatoxanthine, diadinoxanthine, fucoxanthine), mais également des caroténoides leur

conférant cette couleur brune.

20 pm
Nouvelles valves
Cytoplasme
Gouttelettes
lipidiques
Gouttelettes Noyau
lipidiques Cytoplasme
Noyau Hypothéque
Vacuoles Epithéque Raphé
Plaste Plaste Vacuoles
Frustule
Epithéque
thpothedue Microtubules
(a) Coupe frontale (b) Coupe sagittale (c) Coupe transversale (d) Formation de nouvelles

valves lors d’une division

Figure 10. Structure et composition cellulaire d'une diatomée pennée avec raphé (a) en coupe frontale (b) en
coupe sagittale (c) en coupe transversale. (d) Mise en évidence de la diminution de taille du frustule lors de la
division cellulaire (reproduction asexuée).

Le nom de diatomée vient du grec diatomos signifiant « coupé en deux », faisant ainsi
allusion aux deux théques, imbriquées I’une dans ’autre, constituant le frustule (Figure 10b-
c). La carapace de silice, sous forme non cristalline, est ainsi composée d’une grande théque
appelée 1’épithéque (que I’on peut imaginer comme le couvercle d’une boite), dans laquelle
est emboitée une plus petite théque, I’hypothéque (représentant ainsi le fond de la boite).
Chacune des theques est constituée de deux éléments : une valve et un cingulum. L’épivalve
et I’épicingulum compose 1’épithéque tandis que I’hypovalve et I’hypocingulum eux sont
associés a I’hypothéque. Le cingulum constitue une paroi verticale entourant la périphérie de
la cellule, a la mani¢re d’une ceinture, permettant la solidarisation de deux theques. Les

valves du frustule portent les fines ornementations (pores, sillons, excroissance, épines...)
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ayant fascinés les microbiologistes depuis plusieurs décennies. Le frustule étant inextensible,
les diatomées ont un mode de division cellulaire particulier durant lequel les deux théques du
frustule se séparent une fois les nouvelles valves formées, donnant tout son sens a

I’étymologie du nom de cet organisme.

Figure 11. Coupe de la diatomée marine
Phaeodactylum tricornutum photographiée au
microscope électronique et colorisée. Le noyau
est visible en bleu, un chloroplaste en vert, la
mitochondrie en rouge, divers granules en gris, et
le squelette siliceux en jaune. Photographie prise
par Bowler C., Takana A., ENS Paris.

La formation de nouvelles théques s’effectue grace a I’import de silicium provenant du milieu
extérieur vers I’intérieur de la cellule via des pompes membranaires consommant de I’ATP.
Ce processus étant energétiquement colteux pour les cellules, les nouvelles valves formées
sont ainsi que des hypothéques (Figure 10d-Figure 11). Selon les espéces, la taille des
diatomées varie de 5 pm a 500 um, voire jusqu’au millimétre pour certaine. Au long des
divisions cellulaires, la taille des cellules diminue de plus en plus jusqu’a atteindre une taille
critique (< 30% de la taille initiale), induisant le mécanisme compensateur, 1’auxosporulation.
Ce mode de reproduction sexuée particulier, spécifique aux Bacillariophycées, ne se produit
qu’une fois la taille limite atteinte, ou apres une longue période de pénurie en silicium, et
permet de générer une cellule dont la taille est équivalente a la taille initiale, voire trois a dix
fois plus grande. Les diatomees sont principalement rencontrées sous leur forme diploide,
bien que la forme haploide représente une courte période de leur cycle de vie. Les diatomées
présentent ainsi un cycle de vie monogénétique diplophasique, ou les cellules diploides d’une
seule génération assurent le retour a un individu identique a celui d’origine par la production

de gamétes haploides (Figure 12).
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Figure 12. Cycle de vie des diatomées. La phase diploide étant dominante ce cycle de vie est décrit comme
diplophasique monogénétique. Les divisions cellulaires successives entrainent la diminution de la taille du
frustule, déclenchement de la reproduction sexuée (auxosporulation). Ce mode de reproduction sexuée differe
entre les diatomées centriques (oogames) et pennées (cystogames).

Une meéiose se déroule dans chacune des cellules meres, produisant ainsi quatre noyaux
haploides, dont seulement deux fonctionnent comme des gametes. Chez les diatomées
centriques (Coscinodiscophycées), un gameéte femelle et un gamete male sont produits ; elles
sont oogames. Etant de grande taille, les gamétes femelles ne sont pas mobiles et restent dans
I’0oogone, tandis que les gamétes males de petite taille possédent un flagelle leur permettant de
pénétrer dans I’oogone de la cellule mere voisine, afin de féconder le gameéte femelle pour
donner un zygote diploide, appelé auxospore (Chepurnov et al., 2006). Le processus de
fécondation est légérement différent chez les diatomées pennées (Fragilariophycées et
Bacillariophycées), ou la production d’un mucilage, permettant de maintenir les cellules
meres proches 1'une de I’autre, précede la méiose. Trois des quatre gameétes produits
dégénerent, laissant place a un gaméte sans flagelle identique dans les deux cellules meres ;
elles sont cystogames. La fécondation des deux gametes immobiles se fait par la formation
d’un canal de copulation (Mann et al., 2003), ou par migration du gaméte male (non flagellé)
vers le gamete femelle (Chepurnov and Mann, 2004) pour former 1’auxospore. Ce mode de
fécondation est encore peu connu et presente des differences suivant les especes de diatomees,
mettant parfois en doute I’évolution et la taxonomie établie de certaines espéces (Davidovich
and Bates, 1998; Mann, 1993). Dans tous les cas, une fois formé, 1’auxospore produit un

mucilage épais et augmente considérablement sa taille pour ensuite produire un frustule.
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Qu’elles soient pennées ou centriques, les diatomées peuvent €tre autonomes et ainsi présenter
un mode de vie solitaire ou coloniale. Les cellules filles des especes vivant en colonie ont la
capacité de rester associées par I’intermédiaire d’une matrice externe ou par extension du
frustule formant progressivement une colonie, pouvant étre différente selon le type de liaison
(étoile, éventail, zigzag, filamenteux, ruban). Les cellules d’une colonie étant indépendante
les unes des autres, chacune d’entre elles a la possibilit¢ de survivre seule en cas de
décrochage. Au sein d’une colonie sans forme particuliére (déformable), les diatomées
peuvent se déplacer par le biais de la production de cette matrice exopolymériques propulsant
les cellules dans la direction opposée. Le raphé des diatomées pennées peut méme parfois
servir de rail lorsque les cellules, sous 1’effet de la production d’EPS, se glissent les unes sur
les autres. Certaines diatomées coloniales vivent sous la forme planctonique, en suspension
dans la colonne d’eau, ou a 1’état benthique, adhérées sur une surface de nature biotique ou

abiotique.

2.3 Conditions environnementales et role clé des diatomées

Apparues il y a environ 200 millions d’années, les diatomées marines ont survécu a la crise
biologique a I’origine de 1’extinction des dinosaures pour ensuite évoluer et occuper diverses
niches écologiques®. En développant des stratégies d’acclimatation environnementales dans
des conditions parfois extrémes, les diatomées ont pu coloniser différents milieux et sont
aujourd’hui ubiquistes (Bussard, 2015). Il est possible de les trouver dans tous les milieux
aquatiques (eaux marines, douces ou saumatres) méme dans les eaux polaires arctiques
(comme Thalassiosira antarctica), mais également dans les milieux terrestres (comme
Pinnularia borealis ou encore Hantzschia amphioxys). Encore plus surprenant, des diatomées
ont également été trouvées dans un environnement aérien, en dehors des milieux aquatiques
(mousses humides sur les arbres), et sont ainsi considérées comme des diatomées aériennes ou
subaériennes (Johansen, 2010). Ces milieux constituent des milieux extrémes ou relativement
peu d’especes sont capables de survivre. Les milieux aquatiques rassemblent les conditions

les plus favorables au développement des diatomées et constituent ainsi leur habitat majeur.

® Concept écologique décrivant I’ensemble des conditions biotiques et abiotiques nécessaire a la survie d’une
espece. Cette notion désigne également la distribution d’une espéce, sa fonction écologique et ses ressources
nutritives (Soberon, 2007).
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L’accés a la lumiére est un parametre essentiel pour leur croissance et représente donc un
facteur limitant modulant ainsi le mode de vie des diatomées au sein des milieux aquatiques.
Les diatomées marines sont donc souvent présentes sous la forme planctonique pres de la
surface de I’eau, bien que la formation croissante d’amas d’objets émergés dans les milieux
marins puisse constituer des substrats pour le développement des biofilms. Les diatomées
d’eau douce sont majoritairement benthiques. Une exposition lumineuse excessive ne
correspond pas a leur optimum de croissance. La présence de diatomées dans les biofilms
d’eau douce est ainsi modulée en fonction des saisons. Les diatomées représentent alors le
composant cellulaire majeur des biofilm d’cau douce en automne et au printemps (Chessman,
1985). Les diatomées présentent une activité cellulaire (photosynthése et production d’EPS)
plus importante en faible luminosité, contrairement aux algues vertes unicellulaires ou aux
bactéries (Barranguet et al., 2005). Lors d’importantes périodes d’ensoleillement, les
diatomées laissent alors place aux algues vertes apparaissant sous forme de « bloom », ou
efflorescence algale, en été. D’autres paramétres environnementaux (pH, salinité, teneur en
oxygene) sont déterminants dans la répartition géographique des diatomées notamment la
température des eaux. Un plus grand nombre d’espece de diatomées a été retrouvé dans les
eaux froides, riches en nutriments, tandis que les eaux tropicales pauvres en phosphate en en

azote ne représentent pas le milieu préférentiel des diatomées.

Leur capacité a effectuer la photosynthése désigne les diatomées comme des producteurs
primaires. Les producteurs tiennent une place essentielle dans le fonctionnement des
écosystemes, notamment en terme de captation du CO> et de production d’oxygéne. Ainsi,
I’émergence des diatomées sur Terre, accompagnées de deux autres groupes d’eucaryotes
unicellulaires photosynthétiques (les Dinoflagellés et les Coccolithophorales), a entrainé une
modification majeure du cycle du carbone amorcant le déclin du CO2 atmosphérique et
I’augmentation de 1’02 atmosphérique (Katz et al., 2005). Aujourd’hui, les diatomées
représentant la famille dominante des océans, plusieurs estimations démontrent qu’elles sont
responsables de 30 a 45% de la production primaire océaniques, sachant que le globe est
recouvert a 70% par les oceans (Armbrust, 2009). Ainsi, prés d’un quart de la production
primaire globale est assurée par les diatomees, ce qui surpasse la part produite par les foréts
tropicales (Falkowski et al., 1998; Scala and Bowler, 2001). Le role des diatomées au sein du
cycle du carbone est donc une évidence permettant ainsi la production de carbone organique
dans le milieu aquatique, ensuite utilisé par les organismes supérieurs de la chaine trophique.

L’azote, élément essentiel a la vie servant a la production de protéines et d’acides nucléiques,
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peut également étre capté par les diatomées. Un des secrets de la remarquable capacité
d’adaptation des diatomées aux conditions extrémes résident dans leur disposition a effectuer
le cycle de 1'urée (Armbrust et al., 2004). Ceci permet alors aux diatomées de survivre en
absence d’oxygene et de lumicre, pendant plusieurs mois, en utilisant le carbone organique
provenant des composés azotés sans effectuer la photosynthese (Kamp et al., 2011). Les
diatomées permettent ainsi la fixation de 1’azote organique et son transfert dans la chaine
trophique. La biominéralisation de la silice par les diatomées, permettant la synthése de leur
frustule, font de ces organismes les acteurs principaux dans le cycle du silicium. Ainsi les
diatomées jouent un rble non négligeable dans la régulation de plusieurs cycles

biogéochimiques.

La fonction de producteur primaire place les diatomées a la base de la chaine trophique
aquatique. Elles occupent ainsi une position clé dans le fonctionnement des milieux
aquatiques, assurant une ressource nutritive pour les niveaux trophiques supérieurs. Ce qui
signifie que la disparition de ces organismes entrainerait un dysfonctionnement consequent
pour I’ensemble des organismes aquatiques autant pour les autres micro-organismes que pour
les brouteurs, leurs consommateurs respectifs, ainsi que tout le reste des organismes de la

chaine trophique.

2.4 Intéréts en écotoxicologie

Depuis plusieurs années maintenant, le lien entre la composition spécifique des communautés
de diatomées, principalement des diatomées benthiques, et 1’état écologique des cours d’eau a
été établi (Watanabe et al., 1986). L’évolution des diatomées a aboutie & un nombre
spectaculaire d’especes différentes (pres de 200 000 especes estimées) présentant toutes des
caractéristiques différentes, notamment 1’aptitude a proliférer au sein d’un milieu pollué. De
cette maniere, le niveau de pollution organique affecte les especes de diatomées
différemment, déterminant ainsi I’existence d’espéce plus ou moins polluosensible. Ainsi les
diatomées ont été utilisées pour améliorer le suivi de la qualité de 1’eau mais ont également
été considérées comme des organismes bioindicateurs de 1’eutrophisation des cours d’eau.
Plusieurs indices ont alors été développés : I’'IPS (Indice de Polluosensibilité Spécifique) créé
en 1994 (Kelly and Whitton, 1995) et I’IBD (Indice Biologique Diatomique) mis au point en
1996, exprimant une note allant de 0 a 20 (normalisé par ’AFNOR en 2000 et révisé en
2016).
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L’utilisation de ces indices a également permis de détecter la présence de polluants
synthétiques dans les milieux aquatiques. Peu apres 1’avénement des herbicides, des études
écotoxicologiques de plusieurs pesticides, tel que le diuron, ont établi la résistance de
certaines espéces de diatomées a ces produits phytosanitaires (Molander and Blanck, 1992).
Ainsi les diatomées benthiques constituent un modele biologique incontestable en
écotoxicologie (Aradjo et al., 2010). La mortalité des individus n’est pas le seul paramétre
pouvant étre pris en compte par les études écotoxicologiques, la déformation de la frustule
sous 1’effet d’un contaminant peut également étre un indicateur du mécanisme de toxicité
(Cattaneo et al., 2004; Debenest et al., 2013).

En plus de la pertinence du choix de cet organisme comme modele biologique en
écotoxicologie, 1’étude des diatomées en laboratoire présente de nombreux avantages. Le fait
gue ce soit un microorganisme facilite son échantillonnage, mais également le maintien des
cultures en laboratoire. Le mode de reproduction et le temps de génération des diatomées
permet une amplification rapide des cultures et ne limitent donc pas la réalisation d’essais

écotoxicologiques.

2.5  Nitzschia palea, 1’espéce idéale

Le genre Nitzschia comprend environ 800 especes signalées sur la base de données AlgaeBase
(Guiry 2018) présentant des morphologies assez proches et rendant 1’identification et la
classification de ces especes complexe. Elles sont largement répandues dans les eaux douces
du monde entier, autant dans les milieux lotiques (riviére) que dans les milieux lentiques
(lacs). Les espéces de ce genre sont principalement benthiques et se retrouvent au sein d’une
grande partie des biofilms. Appartenant a la classe des Bacillariophycées, leurs frustule avec
raphé présente une forme linéaire avec des valves lancéolées mesurant entre 12 et 40 um de
long pour 3-4 um de large. Elles présentent des extrémités arrondies, avec une densité de
stries de 1’ordre de 36-38 dans 10 um (Kociolek, 2011). Certaines espéces sont connues pour
étre tolérantes aux pollutions organiques (Khan, 1990) et métalliques, (Lai et al., 2003;
Sabater, 2000), notamment 1’espéce N. palea.

Découverte pour la premicre fois en 1844 par F. T. Kiitzing, I’espéce Nitzschia palea portait
le nom originel de Synedra palea. Elle a ensuite été décrite par W. Smith en 1856 qui lui
donna son nom actuel (Smith, 1856). Au sein de I’espéce Nitzschia palea, ces travaux de

these se sont tout particulierement intéressés a la variété N. palea var palea. La capacité a
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coloniser les milieux pollués est encore plus marquee chez cette variété, pouvant ainsi étre
retrouvée dans des milieux chargés en nutriments, comme les eaux usées non traitées. En
laboratoire, cette variété peut étre cultivée en condition axénique, contrairement a d’autres
especes du genre Nitzschia qui ne subsistent pas sans leur cortége bactérien. Leur mode de vie
benthique est rendu possible grace a I’excrétion d’EPS leur permettant de former un biofilm
sous l’effet d’une légére agitation mécanique. La possibilit¢ de cultiver cette variété en
condition axénique et la rapidité d’établissement d’un biofilm sur un support de culture améne
a penser que N. palea var palea est une espéce pionniere pouvant coloniser une large gamme
d’habitat. La souche axénique utilisée (CPCC160) a été fournie par le Centre Canadien de
Culture Phycologique (Canadian Phycological Culture Center). A I’origine cultivée dans du
milieu de culture CHU10 (Annexe 1), elle a été maintenue en laboratoire dans une version
modifiée de ce milieu de culture dont la composition est légérement différente, renommé
SPE-1,5 (Annexe 1).

3 Les nanoparticules de carbone étudiées

La réponse des diatomées face aux nanoparticules de carbone a été évaluée sur deux
allotropes du carbone : une forme planaire a deux dimensions, le FLG, et la forme cylindrique
a une dimension, les DWCNTs. L’effet des DWCNTs sur le compartiment primaire
(diatomées) a deja eté étudié dans le cadre de la thése de Laurent Verneuil (2015). Cependant,
aucune ¢tude a I’heure actuelle considere I’'impact du FLG sur les diatomées. Ces travaux de
these permettent ainsi de mettre en paralléle les impacts de ces deux nanoparticules de
carbone sur les diatomées jusqu’a I’échelle moléculaire. L’ensemble des nanoparticules de
carbone nécessaire a la réalisation des expérimentations sur les diatomées a été synthétisée au
CIRIMAT (Institut Carnot, UMR 5085 CNRS UPS INPT) a Toulouse (31, France).

3.1  Graphene a quelques feuillets de carbone (FLG)

Le FLG utilisé dans ces travaux de these a été obtenu grace a une approche descendante a
partir de poudre de graphite. Le graphite expansible utilisé comme matériau initial est
commercialisé par la société Asbury Carbons, en tant qu’additif pour les retardateurs de feu.
Cette poudre de graphite (pH entre 5 et 10) contient plus de 98% de carbone et 3,1% de
souffre résultant d’un traitement a 1’acide facilitant la séparation des feuillets de carbone (Ref.

3772) (Asbury Carbons, 2018). Une exfoliation thermique de ce graphite a été réalisée a
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900°C entrainant une accumulation de la pression inter-feuillets. Le graphite exfolié a ensuite
été transféré dans un solvant (propan-2-ol) pour subir deux dispersions mécaniques : une
agitation de 15 min a 8000 rpm permettant d’homogénéiser la solution, suivie d’une
sonication (50% d’amplitude) d’1h30 afin de diminuer la taille des agrégats pouvant se former
lors du traitement chimique. Une étape de centrifugation (1h a 2000 rpm) permet ensuite
d’¢éliminer les particules les plus grosses (trop larges et/ou trop épaisses, ne respectant pas la
dimension nanométrique < 100 nm), qui restent dans le culot, pour récupérer les plus fines,
dans le surnageant. La suspension est alors filtrée sur une membrane en cellulose (45 mm de
diametre, taille des pores de 0,45 pm) pour enfin subir une congélation suivie d’une
lyophilisation (2-3 jours). Une fois les échantillons correctement séchés, ils ont été transférés
dans le milieu de culture SPE-1,5. Cette méthode de production présente un rendement

massique de 0,8%.

Cependant, le protocole de préparation du FLG étant a ses débuts lors du démarrage de cette
thése, il a pu étre amélioré au cours de ces travaux. Ainsi, la préparation des échantillons,
utilisés pour évaluer la réponse moléculaire des diatomées (Chapitre 4 et 5), n’a pas suivi
exactement le méme protocole. L’étape de congélation ainsi que la lyophilisation ont été
supprimées. De cette maniére, les échantillons ont directement été transférés dans le milieu de
culture SPE-1,5 aprés filtration. Cette nouvelle méthode de production présentait alors un

rendement massique plus important de 4,1%.

Les différentes méthodes de caractérisation des nanoparticules obtenues, appliquées au
CIRIMAT, ont permis d’estimer le nombre de feuillets de carbone entre 5 et 10. La
spectroscopie Raman a révélé une bande D de faible intensité et un pic G de forte intensité
permettant d’affirmer la bonne qualité structurelle du produit obtenu. La composition
élémentaire en carbone de ce FLG atteint 94,5%, le reste étant composé de 4% d’oxygene et
1,5% de silice.
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Figure 13. Photographies prises au MET de FLG utilisé pendant ces travaux de these

3.2 Nanotubes de carbone a double paroi (DWCNTYS)

Une synthese par DVCC a permis d’obtenir les DWCNTs. Le catalyseur utilisé dans cette
méthode de production est composé de magnésium et d’oxyde de cobalt (Mg:_xCoxO) en
présence d’oxyde de molybdéne (MoOy) (Flahaut et al., 2003). Ce dernier est connu pour
augmenter 1’efficacité de production. Lors de I’application de cette méthode de synthése, la
formation des CNTs est rendue possible grace a la présence d’un précurseur carboné
composé, dans notre cas, d’un mélange de dihydrogene et de méthane chauffé jusqu’a 1000°C
sous atmosphére d’azote. L’extraction des nanotubes de carbone, ou élimination des
catalyseurs, est ensuite réalisée grace a un traitement a I’acide chlorhydrique concentré (HCI1
37%). Ce traitement permet également de dissoudre tous les résidus de cobalt non protégés
ainsi que la magnésie. Seuls les éléments non solubles dans I’HCI peuvent subsister,
notamment le molybdéne sous forme de carbures de molybdéne. Ces éléments sont éliminés
par des ringages successifs permettant également de ramener les échantillons a la neutralité.
Une fois correctement nettoyes les échantillons ont ensuite été filtrés sur une membrane de
cellulose et transférés dans le milieu de culture SPE-1,5 en s’assurant de la bonne dispersion
des CNTs grace a des passages intermédiaires au bain a ultrasons. La solution finale a été

placée une derniére fois au bain a ultrasons pendant 30 min.

Les DWCNTSs représentent 77% du produit obtenu, le reste étant composé de 18% de
SWCNT et 5% de MWCNT formant des faisceaux de 1 a plus de 100 um de long et de 10 a
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20 nm de diamétre. Les DWCNTSs d’intérét, caractérisés par la suite, présentent un diamétre
interne de 1,2 nm et un diametre externe de 3,2 nm (Figure 14). La surface spécifique
déterminée par la théorie de Brunauer-Emmett-Teller est estimée a 980 m2.g™t. Le matériau
obtenu est composé de plus de 89% de carbone. Des résidus de cobalt et molybdéne ont été
détect¢ dans les échantillons a hauteur de 4,5% et 1,1% respectivement. L’intensité¢ des

bandes D et G en spectroscopie Raman permet de confirmer la qualité des DWCNTS produits.

Figure 14. Observation au MET de DWCNTSs utilisés dans ces travaux de these apres purification au CIRIMAT
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Chapitre3

Effet d’une exposition aux
nanoparticules de graphéne a
quelques feuillets sur la diatomeée
Nitzschia palea
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Résumeé
L’essor que connaissent les nanotechnologies depuis quelques années est principalement lié a

la manufacture de nanoparticules carbonées, comme les graphénes, présentant des proprietés
physico-chimiques inédites conduisant a diverses applications. La future production massive
de ces derni¢res souléve alors la question du rejet dans I’environnement et de leur
accumulation in fine dans les milieux aquatiques. Le but de cette étude a été d’évaluer
I’impact du Few Layer Graphene (FLG) sur une diatomée benthique d’eau douce vivant en
biofilm, Nitzschia palea, en distinguant les effets liés a ’ombrage de I’effet total, avec un
contact direct. La réponse cellulaire a alors été évaluée, gréce au suivi de la croissance, de la
viabilité/intégrité cellulaire et de I’activité photosynthétique. Afin de déterminer 1’existence
d’une interaction entre le biofilm et le FLG, le comportement du FLG a fait I’objet d’un suivi
quantitatif a la fois dans la colonne d’eau, et dans le biofilm algal. Les résultats marquants de
cette étude ont mis en avant une inhibition du taux de croissance associée a une altération
significative de la viabilité cellulaire des diatomées exposées a la plus forte dose (50 mg.L™)
aprés 48 h d’exposition. Cependant I’impact du FLG en contact direct sur la croissance
cellulaire n’est que temporaire puisqu’une récupération de la croissance des cultures est
observée a 144 h. Cela suggere alors I’existence d’une interaction entre les cellules et les
nanoparticules, contrairement a 1’exposition sans contact (effet d’ombrage), ou I’inhibition de
croissance est maintenue jusqu’a la fin de I’expérience. Le suivi du devenir du FLG dans le
milieu expérimental a montré une diminution de la concentration du FLG dans la colonne
d’eau et une augmentation au sein du biofilm. Une interaction forte entre les nanoparticules et
le réseau d’EPS a été observée, expliquant ainsi la récupération de croissance en exposition
totale. Cette étude a mis en avant la contribution des EPS dans la clarification de la colonne
d’eau et leur role dans la limitation des interactions entre les cellules et les nanoparticules
mais également dans la réduction de I’effet d’ombrage induit par ces derniéres. Dans
I’ensemble, ces résultats suggerent que I’impact du FLG résulte d’une combinaison entre

I’interaction physique et 1’effet d’ombrage.

Ces travaux ont fait 1’objet d’une premiére publication scientifique dans la revue Carbon,
intitulee :
Few Layer Graphene sticking by biofilm of freshwater diatom Nitzschia palea
as a mitigation to its ecotoxicity
Marion Garacci, Maialen Barret, Florence Mouchet, Cyril Sarrieu, Pierre Lonchambon,
Emmanuel Flahaut, Laury Gauthier, Jéréme Silvestre & Eric Pinelli
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Growth inhibition of diatoms exposed to FLG at 50 mg L~ ! was observed at 48 h of exposure associated
with an increase in diatoms mortality. At 144 h, the growth rate was recovered. However, in shading
condition, at 48 h of FLG exposure, a persistent growth inhibition was observed at 50 mg L™, Microscopic
observations and a monitoring of FLG concentration in the medium allowed to conclude that exo-
polymeric substances (EPS), naturally secreted by N. palea, strongly interact with FLG, sticking nano-
particles at the bottom of wells. Our results highlight the potential mechanisms of clarification of the
water column by diatoms biofilms, by sticking FLG even at high concentration. Overall, these results
suggest that one potential toxicity process of graphene could be a combination of direct and shading
effect leading Lo a strong interaction between biofilm and nanoparticles.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Nanotechnology is no more an emerging science and arouses
more interest for few years. The interest for new nanomaterials is
continuously growing [1], sustained by very intensive research
work in this field [2,3]. Among the studied manufactured nano-
particles, graphene nanomaterial family (graphene and related
materials), including Few Layer Graphene (FLG), is increasingly
studied for its promising applications. FLG is a planar carbon-based
particle which differs from bulk graphite by its nanometric thick-
ness. This is the assembly of several monoatomic layers of carbon
(graphene). Carbon atoms in each graphene sheet are bounded by
sp2 covalent bonds in a honeycomb lattice. The nanometric thick-
ness of this material confers numerous interesting properties such
as mechanical, electrical, thermal and optical properties [4—6],
which open new prospects and emerging applications in several
sectors ranging from energy |7,8| to the biomedicine [9,10].
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Nevertheless, interaction of such particles with biological sys-
tems is in return difficult to predict and thus the emergence of FLG
presents numerous environmental risks [11]. There is in fact a
strong lack of information about effective quantities of carbon-
based nanoparticles in circulation [1] and especially for graphene.
FLG could be found in the environment at several steps of its life
cycle and especially in aquatic ecosystems where most pollutants
can be concentrated. The size of nanoparticles implies a great
specific surface area, which plays an important role in the impact
on organisms [12,13]. Although many studies on the toxicology of
nanoparticles have been carried out in vivo to date on model or-
ganisms such as rat but also in vitro on human cells [ 14,15], studies
aimed to investigate the effect of graphene in the Environment are
scarce.

Most of ecotoxicological studies were carried out on the effect of
functionalized graphene such as graphene oxide. Several toxico-
logical studies reported the impact of graphene oxide on plants [ 16]
and bacteria discussing its antibacterial properties. A cytotoxic ef-
fect of these nanoparticles on Escherichia coli or Staphylococcus
aureus was evidenced [17]. Hu et al. [18]| reported a strong



140 M. Garacci et al. / Carbon 113 (2017) 135150

inhibition of E. coli (DH5a) growth in presence of 85 mg L ! of
graphene oxide. However, few years later, Ruiz et al. [19] observed
an opposite effect with an increase in E. coli (JM109) proliferation
exposed to the same range of concentration of graphene oxide.
According to the authors, this growth activation might have been
due to the use of graphene oxide as a growth scaffold, helped by an
overproduction of EPS which could depend on the bacteria species.
Nevertheless, only few studies have investigated the impact of FLG
on organisms. Pretti et al. [20] investigated the impact of graphene
mono layer flakes on several marine organisms and reported an
inhibition of bicluminescence on the bioluminescent bacterium
Vibrio fischeri with an ECsg value of 2 mg L !, but no effect on the
crustacean Artemia salina. Several studies on Dgphnia magna, a
freshwater planktonic crustacean, demonstrated an accumulation
of C-labeled graphene in gut's organisms [21,22]. Another study
revealed no texic effect of multi-functienal graphene on zebra fish
embryos even at 100 mg L ! [23].

Despite the low number of studies on algae, their crucial posi-
tion in the aquatic food chain as primary producer and their
important function in the carbon cycle [24] make them of particular
interest for the assessment of contaminants effects [25]. Never-
theless, only a small fraction of the studies on graphene ecotoxicity
was carried out on algae. A study on the green algae Raphidocelis
subcapitate reported a shading effect caused by graphene oxide
which contribute to reduce algal density [26]. Pretti et al. [20]
showed that graphene mono layer flakes induced a growth inhi-
bition on the unicellular algae Dunafiella tertiolecta from
1.25 mg L ! of graphene. All studies carried out on graphene have
shown a dose-dependent effect of this nanomaterial on biclogical
systems without clear conclusion on the effects associated with
shading or any direct toxicity [27].

The toxicity of nanomaterials on biological systems in the
aquatic environment could be impacted by the presence of natural
organic matter in the media. Thus, several recent studies aimed to
understand fate and effects of graphene-based materials in the
aquatic environment [28,29]. Wang et al. (2016} [29] demonstrated
that the presence of organic acids improved the stability of gra-
phene nanoplatelets suspension but had also an impact on the
toxicity of nanoparticles on a unicellular green algae Scenedesmus
obliquus. These authors observed a hormesis effect of low organic
acids [29], implying the mitigating of graphene toxicity only at low
concentration of organic acids resulting in a decrease of growth
inhibition and oxidative stress on Scenedesmus obliquus.

Among algae, diatoms play a major role in the global primary
productivity responsible at least of a quarter of the inorganic car-
bon fixed each year in the ocean [30]. Diatoms represent the main
component of many photosynthetic biofilms during autumn and
spring in freshwater [31]. These micrcalgae have the particularity
to produce a cell wall, called frustule, composed of silica structure
with different ornamentations. A particular feature of diatoms is
their capacity to produce extracellular polymeric substances (EPS}
mainly composed of polysaccharides and proteins [32]. The biofilm
built with these EPS helps diatoms to adhere and grow on a sub-
strate [33,34]. EPS can also have a role in the protection against
pollutants such as metals thanks to an accumulation of metals in
the polysaccharide matrix of the biofilm [35].

A recent study demonstrated original effects of carbon nano-
tubes {CNTs) on Niizschia palea algae [36]. This study reported that
CNTs caused a temperary growth inhibition linked to a shading
effect without neither toxicity nor photosynthetic disruption
Furthermore, the authors highlighted the major rcle of EPS pro-
duced during the interaction between diatoms and nanoparticles.

In this study, the toxicity of FLG on the diatom N. palea (Klitzing)}
W. Smith {N. palea} was assessed. The aim of this work was to
determine the toxicity level of FLG on diatoms cells by studying

three different endpoints such as growth inhibition, photosynthetic
yield and cell viability. An original device previously developed by
Verneuil et al. [36] was used. This device allows distinguishing the
shading effect and the total effect (including direct contact and
shading) of FLG on these benthic organisms. In addition, the
interaction between the algal biofilm and FLG suspension has been
investigated using complementary microscopic approaches.

2. Materials and methods
2.1. Diatom strain cultivation and graphene preparation

2.1.1. Diatom strain cultivation prior to exposure experiments

The axenic strain of N. palea CPCC-160 was provided by the
Canadian Phycological Culture Center {University of Waterloo,
Waterloo, ON, Canada). Algal cultures were grown under axenic
conditions in a modified CHU no. 10 basic medium, called SPE
medium (SPE; 6.4 < pH < 6.6} (Supplementary Table 51 for the
detailed composition}. Bioassays were carried cut in a growth room
at 22 + 1 °C on a rotary shaker at 90 rpm with a light/dark period of
14 h/10 h supplied by high pressure sodium lamps (VIALOX® NAV®
{SON} SUPER 4Y®, 400 W, OSRAM GmbH} at 120 pE. SPE medium
was replaced by fresh medium 72 h before each experiment. The
axenic conditions were maintained by carrying out experiments
under a class Il laminar flow hood to avoid biotic contamination.

2.1.2. FLG suspension

2.1.2.1. Synthesis. The FLG was prepared (CIRIMAT) by an exfolia-
tion process from expandable graphite flakes. This starting mate-
rial, provided by Asbury Carbons {Ref. 3772}, is a graphite of natural
origin which has been industrially treated with acids and using
strong oxidizing agents as catalysts, before being washed and dried.
In this way, acidic compounds are intercalated between graphene
sheets. This enables a later expansion of the material using a sud-
den thermal treatment.

Here, this thermal expansion was carried out from 26 g of
expendable graphite fakes. Batches of 200 mg {in 55 mL crucibles)
were thus placed 4 min in an open furnace maintained at 900 °C
under air, before being removed for cocling at room temperature.
The 810 mg resulting expanded graphite were dispersed in 4 L of
propan-2-ol to reach a 0.2 g L ! nominal cencentration. The me-
chanical exfoliation was carried out from this suspension. First, it
was homogenized with a shear mixer (Silverson L5M) for 15 min at
8000 RPM by batches of 1 L. Besides, it underwent a probe soni-
cation for 90 min at 50% amplitude {Vibra cell 75042, 13 mm-
diameter probe, 500 W, 20 kHz) by batches of 200 mL.

A size selection of the particles was then realized by centrifu-
gation at 800 G. Immediately prior to the centrifugation, the
200 mL batches were submitted again to a 4 min sonication at 50%
amplitude in order to redisperse agglomerates which may have
formed during the storage of the suspensions. The batches were
then submitted to centrifugation for 45 min in 0.6 L flasks (Ther-
mofisher scientific Heraeus Megafuge 40, rotation acceleration = 9,
rotation deceleration = 3).

The collected supernatant was filtered on cellulose nitrate
membranes (45 mm diameter, 0.45 pm pore size} and washed with
deionised water {1 volume of deionised water per volume of sus-
pension). The membrane with the FLG deposit was placed in
deionised water in a 10 mL flask and bath sonicated for 10 min
(Elmasonic S30H, 280 W) in order to fully recover the FLG from the
membrane. This FLG suspension was finally frozen and freeze-dried
(Christ Alpha 2—4 LSC) leading to a final weight of 19.8 mg which
corresponds to a 0.8 wt % global yield.

FLG was dispersed in SPE medium, bath sonicated for 10 min
(Elmasonic S30H, 280 W) and autoclaved. Dilutions were then
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carried out from this suspension for the algal test and microscope
observation. Before pipetting, the initial suspension was again ho-
moegenized by sonication for 2 min using a BRANDSON digital
sonifier 5-250D with a 1/8 inch Tapered Microtip (200 W; ampli-
tude: 35% 5s/2s) to prepare four homogenous intermediary FLG
suspension at 0.167, 1.67, 16.7 and 83.53 mg L ! ysed. These inter-
mediary dilutions permitted to prepare the experimental device
with the real concentrations 0.1, 1, 10 and 50 mg L 1 for the expo-
sure. A last sonication was carried out just before adding FLG sus-
pension in the exposure medium.

2.1.2.2. Characterization. The morphology of the dried particles
and their size were characterized by Transmission Electronic Mi-
croscopy (TEM, JEQOL JEM 1400). A very small fraction of the powder
was dispersed for 10 min by ultrasonic bath in ethanol, and few
drops were deposited on a TEM grid (Lacey carbon}. The structure
was controlled by RAMAN spectroscopy on a Labram-HR800
{Horiba) using a laser at 633 nm in confocal mode (x 100 magni-
fication, 100 pm hole, diaphragm D1, 20 s expositicn, 10 accumu-
lations). The chemical composition was analyzed by XPS (Ka
ThermoScientific, monochromatic Al-Ka source).

To avoid misinterpretations in the potential FLG toxicity inves-
tigation [37], the analysis of macro-, micro-nutrient and trace ele-
ments were conducted by incubation of 50 mg L ! of FLG in the
culture medium under stirring during 144 h. The mixture was
fillered at 0.1 pm on a Minisart® high flow polyethersulfone
membrane (SARTORIUS-STEDIUM). Elements were quantified by
inductively coupled plasma-optic spectrometry (ICP-OES, Agilent-
7500ce, Agilent Technologies, Palo Alto, CA) to check for a poten-
tial release by FLG.

2.2, Exposure conditions

The experimental device used in this study was the same as the
one previously described by Pouvreau et al. [38] and Verneuil et al.
[36] to distinguish the shading effect from the total effect {com-
bined effect of direct exposure and shading) on algae exposed to
nanoparticles. Experiments were carried out using experimental
device where two 12-wells plates (COSTAR®-3513, Corning Incor-
porated, Corning, NY} were superimposed on each other with a
black film stuck around the wells on the upper one. The plates were
surrounded by Parafilm® to aveid medium evaporation, and then
placed in an open-topped opaque bex to allow light perception by
diatoms only from the top aperture of wells.

Before the beginning of the exposure to FLG, lower plates of each
device were inoculated with 1 mL of algal culture (2.5 x 10 cells.
mL 1) to establish the algal biofilm. These plates were then shaken
in a culture room for 24 h of light at 120 pE. Then, to test the Total
effect, 1.5 mL of a dispersed suspension of nanoparticles, at the
appropriate concentration, were added into each well of the lower
plates in order to cbtain a final volume of 2.5 mL per well (corre-
sponding to time 0). The final FLG concentrations were respectively
0.1,1,10,and 539 mg L 1 (FLG5gmg). For the Shading effect test, 1.5 mL
of FLG suspensions were placed in each well of the upper plates
only. The wells which did not contain a final volume of 2.5 mL, were
filled with SPE medium (2.5 mL in wells of the upper plate for the
Total effect test and 1 mL in wells on the upper plate for the Shading
effect test). Wells were monitered by sampling at 24, 48, 72 and
144 h. Each experimental condition was conducted in triplicate.

2.3. Effect of FLG on N.palea growth and viability
At the end of the incubation time, the contents of triplicate wells

were scraped and homogenized. Algal concentrations were
assessed performing two counts per well using a Malassez cell
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counter. Like in Verneuil et al. study [36], the growth rates (r} was
calculated from the following equation (with mg = 1 x 10° repre-
senting the number of cells per mL at the beginning of the exposure
and mn, = the number of cells per mL after x hours of exposure to
FLG).

My — N
r= >'e 0
ng

Algal viability was determined at 48 h of exposure to FLG sus-
pensions using SYTOX Green® marking (Molecular Probes, Inc.,
Eugene, OR) [39] generally used on bacteria [40] but also on di-
atoms [41]. After scrapping, cells were incubated 10 min in SYTOX
Green® (100 nM) and then observed using a fluerescence micro-
scope (BX-41, Olympus, Center Valley, PA) equipped with an Hg
lamp (U-LH100HG, Olympus, Center Valley, PA) using a 470—490
nm{520 nm excitation/emission filter and a 500-nm dichromatic
filter (U-MNB2, Olympus, Center Valley, PA). All injured or dead
cells present an apparent green fluorescence of the nucleus
whereas intact cells do not present any fluorescence (Invitrogen,
Molecular Probes, SYTOX® Green Nucleic Acid Stain). The rate of
dead cells was determined by the following equation (T represents
the rate of dead cells, n4g = the total number of cells counted 438 h
after the beginning of the exposure and 4 = the number of counted
dead cells}

7{%) = % *100

24. Effect of FLG on photosynihetic activity

In agreement with Verneuil et al. [36], the photosynthetic active
radiations (PAR) received by N. palea were measured at 48 h of
exposure, using a light-meter (Li-230 A light meter equipped with
Li-COR Quantum sensor; Li-COR Biosciences, San Diego, CA). Before
the measurement, the agitation of culture flasks was stopped and
the sensor was placed between the two plates for each condition
for the Shading test, and under the lower plate in Total exposure
conditions. Measurements for the control condition were carried
out under and between the two plates to compare PAR values in
FLG exposure to the respective control value.

Pulse Amplitude Modulated fluorimetry (PAM) was carried out
to assess photosynthetic activity of diatoms exposed to FLG using a
Phyto-PAM {Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Germany). After a strong
light pulse, the photosystem Il quantum yield {PSIT} was obtained
from fluorescence yield measured just before the saturation pulse
and the maximal fluorescence yield. Then, the photosystem II
quantum yield is the ratio of emitted photons and photons absor-
bed by chlorephyll after the illumination pulse. When the quantum
yield is close to 0, photosystem II is strongly altered and photo-
synthetic activity is totally inhibited. This value rises when the
photosystem Il activity is increased (Phytoplankton Analyzer
PHYTO-PAM and Phyto-Win Software V 145, System Components
and Principles of Operation). Measurements were done 48 h after
the beginning of the exposure to FLG for each triplicated condition,
and after dark conditioning of well plates for approximately 10 min.
A measurement was carried out on wells containing only FLG5pmg
to contrel the impact of FLG on the Phyto-PAM measurement.

2.5, Assessment of FLG-Diatoms interaction and microscopy
observation of N. palea biofilms

The interaction between FLG and diatoms was investigated at 6,
24, 48 and 144 h of exposure to FLGsomg by combining (i)
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macroscopic observation of the wells, (ii) optical density mea-
surements after sampling the water column, (iii) observation of the
biofilm by stereomicroscopy, and (iv) observation of the biofilm by
scanning electron microscopy (SEM).

A first macroscopic observation was carried out using a stereo
microscope (SZX2-ILLT, Olympus Corporation, x8 and x56) to
photography the full wells in the presence and in the absence of
diatoms. After this, 1 mL of the supernatant (fraction called S, Fig. 1)
was sampled to assess the FLG concentration in the shallow-depth
part of the water column and the rest of the contents (fraction of
1.5 mL called §") was sampled to evaluate the sedimentation of FLG
above the diatoms biofilm. The wells were rinsed once with 1 mL of
SPE medium and a second macroscopic observation of the bottom
of wells was performed. The percentage of FLG in the three com-
partments was calculated as follows (where %S and %5’ represent
the percentage of FLG quantity in the respective fractions S and &',
0Ds, 0D¢ and OD; are the ODggg value for the respective fractions S
and S’ and for the total fraction of the well, V; and Vs represent the
volume of the respective fraction sampled S and ¥, Vi is the total
volume of the wells = 2.5 mL, and % FLG stuck represents the
percentage of FLG stuck in the biofilm):

orC ODS*VS %SJ - ODS *VS’

OD;i*Vior

OD;*Vior

%FLG stuck = 100 — %S — %S’

The fraction S and S’ removed from wells prior to stereo-
microscopy were preserved for measuring the optical density
measurement as previously described to assess the fate of carbon
nanoparticles in the presence of algae [42]. To avoid chlorophyll
absorbance, the optical density was measured at 800 nm (ODgpp) in
the fraction S and S’ at 6, 24, 48 and 144 h of exposure to FLG5omg
using a spectrophotometer (Secomam Anthelie UV/Visible Light
Advanced Spectrophotometer) for each condition. This ODgpg
measurement was also carried out with only FLGsomg in wells to
confirm the absence of adherence of nanoparticles at the bottom of
the wells. These measurements allowed to characterize the nano-
particles behavior in wells.

After collecting fractions S and §', the wells were rinsed once
with 1 mL of SPE medium and a second macroscopic observation of
the bottom of wells was performed by stereomicroscopy. The
collected images were analyzed with the “Image)” software
(“Image]” 1.45s, Wayne Rasband, National Institute of Health, USA)
using the “Analyze Particles” module to quantify the area covered
by FLG adhered on diatoms biofilm. Wells containing only diatoms
(0 mg L~! of FLG) were considered to fix the threshold value for FLG
detection with Image] software.

At the cellular level, interaction between FLG nanoparticles and
diatoms biofilm was observed for each condition by both light

FLGSOmg FLGSOmg + Bioﬁlm
Sampling
1.5 mL

Fig. 1. Schematic representation of FLG distribution between the three compartments
inwells: fractions S and $' in the water column and fraction of FLG stuck on the biofilm.

microscopy and SEM. For SEM analysis, glass coverslip were placed
at the bottom of wells before inoculating cultures and exposing
diatoms to FLG5omg for 48 h. Then, samples were fixed and colored
with Alcian blue (Sigma-Aldrich, Paris, France) directly in the wells
following the Erlandsen’s et al. [43] protocol with some modifica-
tions also used in earlier work by Verneuil et al. [36]. First, an in-
cubation of 24 h in a solution of 0.1% Alcian blue in acetic acid
(0.5 M), paraformaldehyde (2%), and glutaraldehyde (2%) buffered
using sodium cacodylate (0.15 M) permitted samples fixation
directly in wells. Then, wells were rinsed with a cacodylate buffer
(0.15 M). A second fixation step consisted in a 2 h incubation in a
solution of cacodylate buffer containing potassium ferro-cyanide
(1.5%) and 0s04 (1%) was conducted. Then, samples were rinsed
again and dehydrated in an ascending ethanol gradient [50, 70, 80,
and 95%] each for 10 min and twice for 15 min in ethanol 100%
before drying with Na. Glass coverslips were then placed on SEM
mounts and platinum coated before observation (JEOL ]SM-6700F,
3 kV, detection mode; Secondary Electron Imaging).

2.6. Statistical analysis

All statistical analysis were applied at a maximum level of 5% by
a one-way analysis of variance (ANOVA) implemented using the
statistical open source software “R” (SSR; R Development Core
Team 2012, Bio-RAD, Charlottesville, VA) to detect a significant
difference between the different conditions for the growth test,
viability test and PSII quantum yield measures. This analysis was
followed by Tukey HSD post hoc test to determine which conditions
were different from the others, If data did not follow a normal
distribution, equivalent non-parametric tests were run {Kruskal-
Wallis analysis of variance followed by Kruskal mc test post hoc).
Thus, to estimate a correlation between FLG concentration and PSII
quantum yield, a Kendall test was run. Furthermore, a correlation
between PAR and the cellular density was tested to exclude the
influence of the presence of diatoms at the bottom of wells on the
PAR measurement running a Kendall test.

3. Results
3.1. Characterization of FLG suspension

Fig. 2 shows an example of FLG nanoparticles. From both
Transmission Electronic Microscopy) TEM and XRD measurements
(confirming an interlayer distance of 0.335 nm) the number of
layers was estimated to be between 5 and 10.

A small D band was observed at 1330.1 cm ™' in Fig. 3. Its relative
intensity (Ipjc = 0.1) was especially low in comparison to what is
typically described in the literature using other routes (for example
stronger oxidizing treatments of graphite followed by reduction).
The low FWHM {17 cm™}) of the G peak at 1580.4 cm™' also
confirmed the good structural quality of this material.

Fig. 2. Transmission Electronic Microscopic micrography of FLG after drying and
dispersing in ethanol.
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Fig. 3. Raman spectrum of dried FLG.

The atomic composition of the surface was mainly: C =94.5 at. %
(284.1 eV),0 = 4.0 at. % (532.0 eV) (Fig. S2). Si accounted for 1.5 at.
%, although nothing in sample preparation could explain the
presence of this element. However, it may originate either from the
adhesive carbon tape used to prepare the sample for XPS analysis,
or from SiO; coming from the glassware used for sample process-
ing. Oxygen may also come from residual humidity, XPS is also very
sensitive to this.

The ICP-OES analysis did not reveal any difference between the

Table 1
Quantity of the different elements measured by ICP-OES analysis in the medium
culture in the absence and in the presence of FLGsomg. ND = not detected.

Elements quantified Medium culture (ppm) Medium culture + FLGso (ppm)

Medi culture el

Si 10.41 = 0.26 12.55 + 0.04

Na 2592 + 033 27.03 + 0.06

Ca 9.36 + 0.14 9.74 + 0.07

Mg 227 +0.03 233 +0.02

S 2.98 +0.07 3.20 + 0.02

K 442 +0.02 444 + 0.05

P 1.55 + 0.06 1512 + 0.002

B 043 + 0.01 0.539 + 0.019
Mn 0.044 + 0.001 0.047 + 0.002
Fe 027 +0.01 0.1435 + 0.0008
Mo ND ND

Zn 0.008 = 0.003 0.018 + 0.002
Co 0.0018 = 0.0001 0.0018 + 0.0001
Se ND ND

\" ND ND

Elements quantified Medium culture (ppm) Medium culture + FLGso (ppm)
Trace elements

o 0.0001 = 0.0001 ND
Ag ND ND
Al ND ND
As ND ND
Ba ND ND
Be ND ND
o ND ND
Li ND ND
Ni ND ND
Pb ND ND
Rb ND ND
Sb ND ND
Sc ND ND
Se ND ND
sr ND ND
Ti ND ND
Tl ND ND
U ND ND
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medium culture without nanoparticles and the medium culture
incubated with FLGsgmg (Table 1), demonstrating the absence of
release of metallic ions by FLG. Furthermore, no absorption of nu-
trients by FLG were demonstrated in this study which is a current
observation in the bioassays testing nanoparticles of the graphene
family nanomaterial [3].

3.2. FLG effects on N. palea growth and viability

Fig. 4 shows the growth kinetics curve of N. palea determined by
cellular counting from 24 h to 144 h of exposure. For each experi-
ment, growth rate was determined at 48 h, corresponding to the
end of the exponential growth phase, and at 144 h of exposure,
corresponding to the stationary period.

Diatoms growth rate calculated for the Total exposure and
Shading conditions at 48 h and 144 h are represented in Fig. 5a and
b, respectively. After 48 h of direct exposure (Total effect), FLG
caused a decline of diatoms growth for both exposure conditions.
The decrease in growth rate was significant only for diatoms
exposed to FLGsong suspensions (Fig. 5a) (p-value<0.05) reaching a
minimum value of 0.3 + 0.2. After 144 h of FLG exposure (Fig. 5b),
the inhibition totally disappeared whatever the tested concentra-
tions (0.1-50 mg L~ '). Then, at the end of the experiment, the
average diatoms growth rate was about 9.2 + 0.3. In the case of the
Shading test, the growth rate was significantly lower than control
only for the culture exposed to FLGsomg (48 h: 5.1 + 14, 144 h:
10.8 + 0.2) at respectively 48 h (2.1 + 0.4) and 144 h (6.5 + 1.4) of
FLG exposure. Shading effect at lower concentrations had no sig-
nificant impact on diatoms growth.

Fig. 6 shows the proportion of non-viable cells determined using
SYTOX Green® staining of dead cells. This graph outlines a similar
impact, although not significant, of the toxicity between 0.1 and
10 mg L 1 In the control conditions, 2.9 + 1.6% of the cells were
non-viable, which was consistent with mortality values cited by
Verneuil et al. [36] in similar incubations. At FLGsong exposure, the
viability test revealed a significant (p-value<0.05) increase in
toxicity with a diatoms mortality around 22.2 + 2.2%.

3.3. Effect of FLG suspension on photosynthetic yield and PAR
PAR was measured at 48 h of FLG exposure (Fig. 7). In the control

condition, PAR was clearly higher than other study where diatoms
are exposed to 45 pE [44| or 24 pE [36]. For both Total and Shading

12

—
- (=)} oo (=]

L]

Cellular density (1 0° cells.mL")

-24 0 24 48 72 96

Time (hours)

120 144

Fig. 4. Growth kinetic curve of N. palea control culture in SPE medium. Diatoms
counting were carried out in Malassez cell at 24, 48, 72 and 144 h of growth. Error bars
represent standard errors of the mean of 3 separate experiments.
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effect experiments, PAR decreased with the FLG concentration
tested. Light intensity measured in shading condition was always
higher than in total exposure due to the position of the sensor
during the measurement which was placed between the two wells
plates far the Shading test to assess exactly the shading provided by
FLG, For total exposure, PAR decreased significantly from exposure
to 50 mg L ! of FLG with a PAR value of 25.7 + 3.3 uE compared to
the control 1 which exhibited a PAR value of 55.3 + 3.4 E. This
decrease was also observed in shading condition where PAR
remained stable from 0.1 to 10 mg L~ and showed a significant
decline only at 50 mg L ! of FLG (46.0 + 2.5 LE for FLGs0mg and
72.3 + 3.9 pE for the control 2).

Fig. 8 depicts the PSII quantum yield measured at 48 h of FLG
exposure, Control cultures presented a PSIl quantum yield of
0.6 + 0.1 comparable to values found in the literature {around 0.50)
[45]. The absence of impact of the presence of FLG on the PSII
measurement was verified (data not shown). PSII quantum yield
measured in total exposure conditions showed a slight decrease in

90 BControl | wControl 2 @Total effect MShading effect
80 a8 aa ab a ab a bb
70
60
£ 50
>
-4
Z40
30
20
10
0 +— T — —
Control 0.1 1 10 50

FLG concenrration (mg.L-1)

Fig. 7. Photosynthetic Active Radiation measured for the total exposure test {grey bars}
and the shading test {blacl bars) at 48 h of FLG exposure. Groups with the same letter
are not significantly different (p-value>0.05). Error hars represent standard errors of
the mean of 3 separate experiments.

chloroplast integrity from 0.1 to 10 mg L' of FLG where diatoms
exposed to this range of concentration exhibited an average PSII
quantum yield of 0.6 + 0.1. A significant decrease in PSII quantum
yield was observed only for diatoms exposed to FLG5gpg. Thus, a
significant negative correlation between PSII quantum yield and
FLG concentration (z = 0.57; Z = - 2.78; p-value<0.05) was
observed in the total exposure test. In shading condition, no sig-
nificant difference in PSIl quantum yield was observed between
control and treated diatoms regardless of FLG concentration. PSIl
quantum yield values remained stable during the experiment for
diatoms exposed from 0.1 to 10 mg L ! of FLG, except for diatoms
exposed to FLGsgpg, with an average of 0.7 + 0.0.

The interaction of FLG with the algal biofilm was investigated at
6, 24, 48 and 144 h of FLGsgng exposure, using a stereo microscopy
and SEM., This interaction was first quantified by monitoring FLG
adhesion onto biofilm using stereo microscope, ODgpg and PAR
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Fig. 8. Photosystem Il quantum yield of N. palea exposed to the total effect (grey bars)
and to shading effect (black bars) at 48 h of FLG exposure. Groups with the same letter
are not significantly different (p-value>0.05). Error bars represent standard errors of
the mean of 3 separate experiments.3.4. Quantification of FLG interaction with algal
biofilm.

(data not shown). Fig. 9 shows examples of collected stereo-
microscopy images of FLGsomg. These images allowed to
observing the size and the structure of the agglomerates of nano-
particles in the absence (Fig. 9a and b) or presence of diatoms
(Fig. 9c and d). In the absence of diatoms, the nanoparticles were
agglomerated in the water column in the center of the wells
without any sign of adhesion at the bottom of the wells. In the
presence of diatoms, nanoparticles formed numerous scattered
agglomerates at the bottom of wells onto the biofilm.

Fig. 10 shows examples of collected SEM images of N. palea in
control culture (Fig. 10a) and in cultures exposed to FLGsgmg
(Fig. 10b—d). SEM allowed better observation at higher magnifica-
tion of algal biofilm and the interaction with FLG at 48 h of expo-
sure. SEM images evidenced the high affinity of FLG nanoparticles

for the EPS. These images show that FLG nanoparticles were
included in the EPS network (red arrows). Few FLG were also found
directly on the surface of cells. The high magnification of SEM im-
ages allowed observing that FLG size was too large to enter into the
cells by the pores of the frustules.

Fig. 11a and b shows examples of pictures analyzed using
“ImageJ” software at 6 h and 144 h of FLGs5pmg exposure where a
significant difference could be observed in the quantity of spot of
nanoparticles stuck at the bottom of wells. The quantification of
FLG adhesion onto the algal biofilm by densitometry analysis is
shown in Fig. 11c (represented by white points). An increase in FLG
adhesion at the bottom of wells was observed from 5.8 + 0.6% at 6 h
to 18.0 + 0.8% covering at 144 h in the presence of diatoms. Pre-
liminary microscopic observations allowed verifying the absence of
algae in the water column (data not shown).

The FLG concentrations in the two different fractions of the
water column (S and S') measured by optical density and the
deduced concentration of FLG stuck on the biofilm were expressed
in relative percentage of FLG quantity. The dynamic of the FLG
quantity in these three different compartments is presented in
Fig. 11c. In the absence of diatoms, FLG quantity values indicated
that FLG declined at shallow depth (fraction S) while it accumulated
in the bottom of wells (fraction S’), but did not adhere to the plate.
After 6 h, FLG in the bottom fraction of the well already accounted
for 95.3 + 0.4% of the total FLG quantity against 60% as the theo-
retical initial value. These data indicate that FLG underwent a
sedimentation process within the water column, without any
strong interaction with the plastic at the bottom of the well. In the
presence of diatoms, FLG also sedimented, but in that case, FLG
accumulated in the biofilm rather than in the bottom fraction of the
water column (S’). Indeed, the amount of FLG stuck to the biofilm
reached 71.4 + 0.4% after 6 h and more than 98% at 144 h. At this
time, the FLG in the water column was not detectable by ODggo
measurement. These results confirmed data derived from Image]
analysis.

Fig. 9. Examples of collected images at stereo microscopy of full wells containing FLGsgp,g without N. palea culture in large view (a) and in magnified view (b), and with N. palea

culture in large view and (c) in magnified view (d) after 144 h of exposure.
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Fig. 10. Scanning electron microscopy images of N. palea at 48 h of growth in control culture (a) and in culture exposed to FLGsomg (b—d). Red arrows indicate the EPS network
secreted by diatoms. {A colour version of this figure can be viewed online.)
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Fig. 11. Examples of pictures analyzed with “Image]” showing FLG at the bottom of wells after 6 h (a) and 144 h (b) of FLGs0,g exposure. FLG distribution derived from the ODggo
measures between the different fractions: fraction S (measured, white bars), fraction $' (measured, grey bars) and FLG stuck on the algal biofilm (estimated, black bars) in the
absence (-D) and in the presence (+D) of diatoms at the beginning (0 h}) (theoretical value), 6, 24, 48 and 144 h of FLG50mg exposure (c). FLGsomg percentage covering at the bottom
of wells derived from image analysis is represented by white dots (c). Error bars represent standard errors of the mean of 3 separate experiments.
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4. Discussion

The aim of this study was to assess the global response of
N. palea exposed to FLG measuring several standard endpoints
(such as the growth rate, the algal mortality and membrane
integrity} combined with a more original approach to characterize
the and the interaction between the algal biofilm and nano-
particles. In this study a particular interest was assigned to the
different effects of FLG distinguishing the shading effect which is a
potential part of the total effect of FLG on N. palea.

4.1, Effect of total exposure on digtoms growth and viability

Diatoms growth and mortality were assessed for the Total and
Shading effect test simultaneously. When cells were directly in
contact with nanoparticles (Total effect), the exposure to FLG
induced a dose-dependent inhibition which was significant only for
diatoms exposed to 50 mg L ! of FLG. Furthermere, the analysis of
cell viability revealed a high percentage of mortality only for di-
atoms in contact with FLGsgmg at 48 h. These results suggest a real
toxicity of FLG suspensions from 50 mg L . Alterations of the
photosynthetic quantum yield (PSII yield)} confirmed this toxicity
leading to a significant decrease of 28% of photosynthetic activity
for diatoms exposed to the highest concentration (50 mg L ).
Nevertheless, this decline is not due te a shading effect because in
this condition quantum yield was not affected (Fig. 8). This inhib-
itory response of diatoms PSII yield could be caused by the contact
with FLG nanoparticles as shown by the negative correlation be-
tween PSII yield and FLG concentration observed only in direct
exposure, meaning a negative effect of FLG on photosynthetic ac-
tivity. These results could suggest that direct physical interaction
between FLG and diatoms lead to frustule damages and a loss of
plasma membrane integrity. These physical disruptions were
already observed in presence of graphene oxide and CNTs on £. coli
|46,47], observed with SEM and TEM, leading to cell damages and
morphological alterations.

Thus, ODgng values in the absence of diatoms allowed to confirm
that FLG nanoparticles sediment at the bottom of the wells leading
to a contact with the biofilm. This contact may be at the origin of
toxic effects on cells at high concentration. In view of the di-
mensions of FLG, a shearing effect could be hypothesized. Then,
chloroplast alterations and inhibition of PSII yield could be a
consequence of diatom cell damages.

The FLG toxicity, like other nanoparticles may result from
numerous factors: damage by direct contact as previously observed
[48] and mentioned in a previous paragraph, but also reactive ox-
ygen species (ROS) production [49,50]. ROS generation can be
caused either by direct contact andfor indirect effects, associated
with the physico-chemical properties of the materials, the func-
tionalization of the surface andfor the release of toxic elements,
involved in the nanomaterial synthesis processes. In many cell
types, ROS generation is generally associated to plasma membrane
disruption and mitochondria alteration [50]. Today, little is known
about toxicity pathways for graphene in general and FLG in
particular. However, it has been suggested that because of their
similarity to carbon nanotubes, oxidative stress may be an impor-
tant pathway in the graphene family effects [3].

Several works focusing on the study of carbon nanoparticles
revealed that their toxicity was associated with the presence of
exogenous compounds as metal ions, used as nanoparticles cata-
lyzer for example [51—53]. FLG was not grown catalytically and do
not contain residual metal catalysts. However, a related contami-
nation due to its mode of dispersion by ultrasonic probe may be at
the origin of the presence of metals. So, the analysis of numerous
trace elements were conducted by incubation of 50 mg L ! FLG in
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the culture medium under stirring during 144 h. The absence of
toxic metallic ions (Table 1} demonstrated that growth inhibition
and toxicity were not caused by metal contamination. One of the
characteristics of FLG materials is their high surface area. FLG is
described as a potent sorbent for a wide variety of small melecule
solutes in a physiclogical fluid. Adserption on carbon surfaces is
possible for molecules with high lipophilic degree, molecules with
conjugated m bonds or molecules with positive charge. In this last
case, the biological consequences could be a micronutrient deple-
tion [54]. The analysis of nutrient composition of diatom culture
medium in presence and absence of 50 mg L ! FLG has shown no
significant differences. So, in this work, growth inhibition and cell
mortality at 48 h were not associated to release andjor scrption
processes but support a direct effect of FLG on diatom cells.

The growth recovery cbserved at 144 h of total exposure might
signify a decline or an absence of toxic effect of FLG on diatoms at
this time. These results support the hypothesis that the pressure of
the toxic agent is mitigated. Growth recovery was also observed by
Verneuil et al. [36] when diatoms were exposed to CNTs. These
results suggest the implementation of a protection process limiting
interaction with FLG allowing the growth over the biofilm con-
taining the nanoparticles. These results underline the capacity of
diatoms to recover their growth even after a strong initial pertur-
bation. This capacity can be related with the biofilm development.
Brouwer et al. [55] reported that EPS production had a major rele in
the biostabilization, reducing potential for ercsion, and the matrix
can be considered as a microbial recycling storage. But it is not the
only benefits of EPS matrix, which can confer a protection against
trace elements and biocides even at high concentrations [56].

4.2. Shading effect of FLG

In shading condition, growth inhibition was observed at 48 h of
FLGsomg exposure without a growth recovery at 144 h. These results
revealed that the presence of FLGsgmg in the upper plate strongly
inhibited diatoms growth until 144 h of exposure. In this condition,
an effect which is not a contact cne is stated. An exposure to
FLG50mg promotes a shading effect which is too high and does not
permit a growth recovery because (i} of a significant PAR deficit
(Fig. 7}, and (ii} cells and EPS are not in contact with nanoparticles
and then cannot interact with them. As shown by Pouvreau et al.
[38] when the light intensity is not enough, the algal growth is
altered. Therefore, growth inhibition observed in direct contact
condition at 48 h of exposure is due to a combination of toxic and
shading effect. Combined effects (contact and shading)} on cell
growth in presence of CNTs was also demonstrated by Long et al.
[57] and Schwab et al. [58] on Chlorella sp. However, shading effect
did not result in a significant diatom mortality even at the highest
FLG concentration tested in the present study. Shading effect was
also cbserved with the exposure of other brown algae such as Fucus
serratus to carbon black nanoparticles [59].

Contrary to carbon nanoparticles, metal oxide nanoparticles can
cause an opacification of the culture medium without shading ef-
fect on organisms reported [60,61]. The most studied nanoparticles
were cerium dioxide (CeO3) and titanium dioxide (TiO3). These
kinds of nanoparticles lead to milky suspensions and present an
absorption spectra only in the UV-range [62]. Some cytotoxic effect
of metal dioxide nanoparticles were demonstrated on green algae,
daphnia and bacteria [63—65] but no toxic effect were observed on
photosynthetic activity and no shading effect was recorded for
CeOy nanoparticles on diatoms [66]. Overall, the shading effect
seems to be specific to carbon nanoparticles, as a result of their
black color. Thus, carbon-based nancparticles appear to automati-
cally promote shading effect on benthic and pelagic organisms. In
this study, the results show that the shading did not significantly
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alter the photosynthetic activity at low FLG concentraticns. The
photosystem Il activity was slightly but significantly promoted at
high FLG concentration only. The presence of TiO, or Zn0O, nano-
particles was previously shown to increase the chlorophyll syn-
thesis in several photosynthetic organisms [67,68] which can be
considered as a response to a photo-induced stress. This shading
can alter physiclogical activity of photosynthetic organisms such as
the reproduction or the fertilization process. The increase of the
photosynthetic activity in shading exposition suggest that N. palea
invested more energy in chlorophyll synthesis which represent the
main source of energy in these cells. In these conditions, the energy
allocated to cell division was reduced.

4.3. Investigation of the interaction between diatoms biofilm and
FLG suspension

The interaction between algal biofilm and FLG nanoparticles
was investigated by microscopic cbservation but alse by a moni-
toring of ODggp of the supernatant. Wells observations at FLG5omg
exposure has shown that, in the absence of diatoms, FLG nano-
particles were agglomerated in the center of the wells and did not
adhere at the bottom of the plate even if a sedimentation phe-
nomenon could be observed {Fig. 9a and b). Nevertheless, in the
presence of diatoms, carbon nanoparticles formed numerous het-
erogeneous agglomerates stuck at the bottom of the wells (Fig. 114,
b, ¢}. These observations support a real interaction between algal
biofilm and naneparticles, leading to the formaticn of large ag-
glomerates of nanoparticles at the bottom of wells. Furthermore,
FLG adhesion rate onto diatoms and the monitoring of ODggg in the
water column suggested a transfer of FLG from the water column to
the bottom of wells. As a result, most nanoparticles for the expo-
sure concentration of 50 mg L ! were found stuck at the bottom of
the wells because of a strong interaction with algal biofilm. This
sticking was not due to the adherence of nanoparticles alone at the
bottom of wells. Furthermore, SEM observations (Fig. 10} provide
an evidence of a strong agglomeration and adherence of FLG on the
EPS network secreted by diatoms.

The data derived from the monitoring of FLG concentration in
the water column and from microscopic observation were in
agreement. The sedimentation process undergone by FLG in the
water column, which was associated with the sticking promoted by
EPS secreted by diatoms, as previously described [34].

It is well known that Nitzschia palea diatom species can be found
in contaminated or eutrophic medium [69]. This species presents a
strong resistance capacity which can be related with the biofilm
production. It was reported that the secretion of EPS by the marine
diatoms Thalassiosira weissflogii [70] increased in the presence of
Ag nanoparticles and reduced its toxicity [71] suggesting that EPS
can be involved in a detoxification process by this diatom.
Furthermore, the secretion of pelysaccharides in the medium
seems to be a defense mechanism of algae against heavy metals
[35,72]. More recently, Verneuil et al. [73] alsc demonstrated the
rale of EPS production in diatoms cultures exposed to CNTs. The
authors reported the high proportion of hydropheobic proteins in
EPS, which represent the primary part of extracted EPS. Otherwise,
extracellular DNA was identified as another component of EPS
during the biofilm development which can be a structuring
element of algal biofilm [56,74]. Tong et al. [75] reported that the
presence of extracellular DNA appears to play a role in the initial
adhesion and the biofilm formation of Reinheimera sp. F8, Pseudo-
monas sp. FW1, Microbacterium sp. FW3 and Serratia sp. FW2 and
especially during the exponential growth phase. A strong affinity
between nucleic acids and graphene has been previously reported
[3] and supports the possible involvement of extracellular DNA in
EPS and FLG interaction.

5. Conclusion

Exposure of N. palea to FLG clearly promotes a negative cellular
response at high concentration with a dose-dependent growth
inhibition and an effective short-term toxicity. The frustule appears
to be an efficient barrier preventing the FLG cellular uptake but itis
not sufficiently resistant to the physical interaction, which can be a
potential cutting effect, of FLG nanoparticles. In this paper, we
demonstrated that the cytotexicity is caused by a negative impact
of both the direct contact of cells with nanoparticles but also a
shading effect. This indirect effect was only observed with
dispersed CNTs. Shading seems to be specific to carbon-based
nanoparticles. EPS secretion appeared to be a key process in the
response of diatoms resulting in the clarification of the water col-
umn. This process allows reducing contact opportunities between
FLG and diatoms which can recover a normal growth after 144 h of
exposure. Then, the clarification of the water column by N. palea
results in physical interactions with FLG. To go further, an assess-
ment of the composition of the EPS secreted while diatoms are
exposed to different carbon-based nanoparticles could be the next
step to determine the specificity of the response induced by
N. palea. Beyond the proper response of N. palea to FLG exposure,
our results have ecological implications. FLG sticking in the biofilm
is likely to mitigate its ecotoxicity not only towards N. palea but also
towards other organisms in aquatic ecosystems, including pelagic
organisms. Despite the absence of toxic effects at low concentra-
tions on N. palea, toxicity effects might occur for upper organisms in
the food chain. Indeed, the sticking of FLG in the biofilm results in
the concentration of nanoparticles in the biofilm which can be
ingested by grazers. These organisms would be exposed to higher
concentration which could lead to toxic effects.
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Chapitre 4

Etude des fonctions biologiques
impliquées dans la réponse de
N, palea tace a différentes formes
allotropiques du carbone
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1 Contexte

Le chapitre précédent mettait en évidence 1’impact d’une exposition a de forte concentration
en FLG se répercutant sur la croissance ainsi que sur I’activité photosynthétique de N. palea.
Une différence de réponse entre une exposition directe et indirecte (correspondant a
I’ombrage généré par le FLG) a pu étre constatée. Une étude antérieure a également montré
les mémes effets sur la croissance, mais sans impact sur la viabilité cellulaire de N. palea
exposée a I’effet total des MWCNTs (Verneuil et al., 2014). De plus, aucun effet d’ombrage
sur la croissance, ni d’impact sur D’activité photosynthétique n’avaient été décelés. Par
ailleurs, les DWCNTs semblent avoir un impact supérieur sur les diatomées que les
MWCNTSs (Verneuil, 2015). Ainsi, afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu, une
approche transcriptomique évaluant la réponse de N. palea exposée a la fois au FLG, en
contact direct et en ombrage, mais également aux DWCNTs a été utilisée. Les études
présentées dans ce chapitre permettent ainsi de mettre en évidence les différents mécanismes
de toxicité du FLG entre une exposition directe et indirecte, et de comparer les processus
biologiques impliqués dans la réponse au FLG et aux DWCNTSs a faible concentration, sans
effets sur la croissance et fortes concentrations, inhibant la croissance des diatomées.

Cependant, la procédure d’extraction d’ARN a demandé une importante mise au point
préalable. En effet, la présence d’un frustule, protégeant le contenu cellulaire des diatomées,
représente un véritable obstacle lors de I’extraction du matériel génétique. Les NPCs,
particulierement les nanotubes de carbone, pouvant interagir physiquement avec les acides
nucléiques, le protocole d’extraction d’ARN a di étre adapté afin de pouvoir séparer les
acides nucléiques des NPCs. La premiere partie de ce chapitre présente alors I’ensemble des
tests effectués et les difficultés rencontrées, avant d’avoir élaboré le protocole final. La suite
du chapitre est divisée en deux partie: la premiére concernant 1’étude de la réponse
transcriptomique suite a une exposition au FLG, suivie d’une présentation des résultats

obtenus en preésence de DWCNTSs.

2 Développement d’une méthode d’extraction d’ARN d’une diatomée en
présence de NPCs
2.1 Les criteres a respecter

L’étude des processus biologiques induits lors de la réponse de N. palea aux NPCs passe par

un séquencage ARN de novo de haute résolution (lllumina Next Generation) realisé par la
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plateforme GATC Biotech (Constance, Allemagne). Afin d’assurer la qualité nécessaire pour
le séquencage, les échantillons doivent remplir certains criteres de quantité et une qualité
suffisante. Une fois sur la plateforme, les échantillons subissent un deuxiéme contréle qualité
avant la préparation de la librairie d’ADNc. Au moment de la mise en ceuvre de ces
expérimentations, les échantillons devaient contenir un minimum de lug d’ARN total (ce
taux a évolué en raison d’avancée techniques concomitantes a cette thése, fixé aujourd’hui a
150 ng d’ARN total). L’estimation de la quantité d’ARN extrait était réalisée par des mesures
d’absorbance au Nanodrop, pour ensuite étre affinée grace a la réalisation de microgel
d’électrophorése sur des puces Agilent (BioRad Experion) estimant la concentration en acides

nucléiques dans les échantillons en ng/uL.

La qualité des échantillons, en terme de présence de contaminants, peut également étre
déterminée au Nanodrop grace au ratio entre les absorbances mesurées a 230, 260 et 280 nm.
Les acides nucléiques purs se caractérisant par un ratio d’absorbance 260/280 de 2, et les
protéines absorbant fortement a 280 nm, le ratio 260/280 permet de déterminer la
contamination des échantillons d’ARN par les protéines. La plupart des solvants utilisés pour
I’extraction des acides nucléiques absorbant a 230 nm, le ratio 260/230 indique la
contamination des échantillons par des résidus de solvants provenant des tampons
d’extraction. Lorsque le ratio 260/280 est compris entre 1,8 et 2 et le ratio 260/230 entre 2 et
2,2, la pureté des échantillons en acides nucléiques est acceptable. Cependant, ces mesures

manquent parfois de précision.

Pour évaluer la qualité des échantillons en terme d’intégrité des ARN, deux autres indicateurs
résultant de 1’analyse par microgel d’électrophorése sur des puces Agilent (BioRad Experion)
ont été¢ pris en compte. Cette analyse a permis d’obtenir I'intensité des bandes d’acides
nucléiques détectées, notamment les bandes correspondant aux ARN ribosomaux des sous-
unités 28S et 18S présentes chez tous les eucaryotes. Le ratio entre I’intensité de fluorescence
de ces deux fragments est un indicateur du statut de dégradation de I’ARN analysé. Si ce ratio
est au-dessus de 0,8, I’intégrité de I’ARN testé est acceptable. Un nouvel indicateur se basant
sur I’intensité des fragments 28S et 18S doit également étre pris en compte : le RIN pour

RNA Integrity Number'®. Compris entre 4 et 6, il indique une qualitt moyennement

10 Le calcul de cette valeur est obtenu par un algorithme comparant 1’électropherogramme des échantillons testés
avec des séries de données standardisées.
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acceptable, mais entre 7 et 10 le RIN indique une qualité parfaitement acceptable. Cette

analyse par électrophorese permet de plus une deuxiéme mesure de la concentration en ARN.

2.2  Optimisation de protocoles d’extraction d’ARN connus en présence de
NPCs

Le premier obstacle a I’extraction d’ARN chez N. palea était d’assurer une lyse efficace des
cellules, et donc du frustule, pour avoir accés au matériel génétique tout en évitant les
dégradations de ce dernier. En paralléle a cette problématique, le choix de la méthodologie a
également été abordé en testant celle proposée par un kit commercial ou la méthode trés
connue au phénol chloroforme. Plusieurs protocoles de lyse basés sur ces deux options ont été
testés sur des échantillons de diatomées, dans un premier temps en absence de NPCs. Par la
suite, des modifications ont di étre apportées afin d’améliorer la qualité des extraits en

présence de NPCs.

2.2.1  Lyse des diatomees en absence de NPCs

Plusieurs conditions de lyse cellulaire ont été testées, suivies d’une purification soit par le kit
RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN), soit par la méthode au phénol chloroforme. Les conditions
testées font appel a une lyse mécanique, chimique ou une combinaison des deux. Cing

conditions ont été expérimentées sur des échantillons en absence de NPCs :

- Une lyse mécanique a I’aide d’un broyage a 1’azote liquide, au pilon et mortier

- Deux méthodes de lyse chimique a I’aide de Trizol, différant par leur température
(ambiante ou a 65°C pendant 5 min). En effet, le tampon de lyse proposé dans le kit
commercial est adapté pour les plantes, dont les parois cellulaires sont bien plus
faciles a lyser qu’un frustule de diatomée. Le choix du tampon d’extraction s’est donc
porté sur le Trizol, réactif a base de phénol, précédemment utilisé a température
ambiante sur diatomées (Moisset et al., 2015). Meng & Feldman (2010) ont démontré
une augmentation de la quantité, sans altération de qualité, en chauffant le Trizol a
95°C. Afin d’éviter toute dégradation d’ARN, une température de chauffage un peu
plus faible a donc été fixée a 65°C.

- Deux protocoles de lyse alliant a la fois une méthode chimique et mécanique. En plus

d’un traitement au Trizol, de 5 min a température ambiante, un broyage aux billes de
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silice (diametre 0,1 mm) a été ajouté en utilisant soit un vortex (5 min a vitesse

maximum) soit un homogénéiseur a haute vitesse (FastPrep, 6x20sec & 6,5m.s™).

Dans nos essais, le protocole d’extraction du kit QIAGEN a été adapté afin de pourvoir tester
la lyse cellulaire au Trizol. Ainsi, cette étape de lyse cellulaire est toujours suivie d’une phase
d’extraction au chloroforme avant de poursuivre avec 1’étape correspondante du protocole

proposé par le kit commercial.

En combinant les cinq conditions de lyse et les deux protocoles d’extraction, dix conditions au
total ont été testées. Les résultats, concernant la quantité et la qualité des extraits d’ARN,
obtenus au Nanodrop et sur puce Agilent (BioRad) sont présentés dans la Figure 26. Les
résultats quantitatifs sont exprimés en rendement, soit la quantité d’ARN normalisée par le
poids frais du culot cellulaire. Les microgels sont présentés dans la Figure 27. Les quantités
extraites avec le protocole du kit QIAGEN sont similaires a celles obtenues avec la méthode
phénol chloroforme affichant les mémes tendances pour chacune des conditions de lyse
cellulaires testée (Figure 26a et Figure 26b). Ces premiers résultats permettent de constater
que le broyage a I’azote seul ne donne pas de résultats satisfaisants (176100 ng d’ARN/mg
de poids frais) en comparaison aux autres méthodes de lyse (entre 240+50,7et 674,4+153,8 ng
d’ARN/mg de poids frais). C’est pour cette raison que la qualité sur puce Agilent des
échantillons correspondants a cette condition n’a pas été évaluée. De méme, les séries
d’extraction par la méthode phénol chloroforme étant réalisées en dernier lieu, cette condition

a été supprimée.

114



Kit QIAGEN Phénol Chloroforme

®Nanodrop ®BioRad ®Nanodrop ™ BioRad
(3} 1200 (b) 1200
)
éﬂ 1000 _’%‘ 1000
: 5
2 800 2 500
2 2
(=]
& g
g 600 E’ 600
B =
=]
E 400 o 400
g :
w =
o~ =]
B L i o h
0 0
(€)  =Nanodrop: A260/A280  mNanodrop : A260/A230 (d) = Nanodrop : A260/A280  mNanodrop : A260/A230
2,5 25
2,0 2,0
o 7]
[+ [+
Q2 [¥]
g g
£ 15 2 L5
§ &
S =
o 7]
[}
T 10 B 10
0.5 0,5
0.0 0,0
(e) BioRad - Ratio 285/18S ™ BioRad : RIN ® BioRad : Ratio 285/185  mBioRad : RIN
2.0 10 2,0 10
1.8 9 1.8 T 9
1.6 8 1.6 8
14 I 7 1.4 7
@ ©
g 12 6 o L2 I 6
2] 173}
& L0 5 E @ L0 5 E
-] o
= 08 4 =2 0,8 4
[~ I & I
0,6 3 0,6 3
0.4 2 0.4 I 2
02 L 0,2 1
0.0 o 0,0 0
& < i g
& & S F G A
> N ol
& & pr &8 " o & 8 q:}.f( ‘955@.
) -\lb% > 49 & ‘\\'g;
S & o » S
> \320 ,0\\ o5 & ox & @m
& & & < & &7

Figure 26. Résultats des extractions d’ARN pour chacune des méthodes de lyse testées. Les quantités d'ARN (a)
et la qualité déterminée a la fois au Nanodrop (c) et au BioRad (e) sont décrites pour les extraits obtenus a
partir du protocole du kit QIAGEN. Les mémes caractéristiques sont présentées pour la méthode d’extraction au
phénol chloroforme (b), (d) et (f).
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Pour chacune des conditions de lyse testées, les extraits d’ARN obtenus semblent étre de
moins bonne qualité lors de I’application de la méthode au phénol chloroforme (Figure 26d et
Figure 26f). En effet, le ratio 260/230 reste toujours inférieur a 1,5 indépendamment des
conditions de lyse, et les ratios 28S/18S (entre 0,3+0,2 et 1,3+0,6) ainsi que les RIN (entre
3,1+0,1 et 6,2+0,5) ne respectent pas les criteres qualités demandeés, excepté les echantillons
obtenus a partir d’un traitement au Trizol chauffé a 65°C (28S/18S=1,1+0 et RIN=8,2+0,9).
De plus, les numérisations des microgels réalisés sur puce Agilent indiquent de larges bandes
similaires a des smears générant des fragments de moins de 200 nucléotides pour toutes les
contions de lyse testées, excepté pour un des deux réplicas de la condition au Trizol chauffé a
65°C et avec un broyage au Fastprep (Figure 27b). De maniere générale, la méthode au
phénol chloroforme ne permet pas d’obtenir des extraits d’assez bonne qualité pour pouvoir

réaliser un séquencage de novo par la suite.

La qualité des échantillons évaluées au Nanodrop et sur puce Agilent indiquent de maniére
générale un meilleur niveau de pureté et une intégrité plus acceptable des ARNSs extraits avec
le kit QIAGEN (Figure 26¢ et Figure 26e). Les quantités extraites sont variables en fonction
des méthodes de lyse appliquées (entre 240+50,7 et 674,4+153,8 ng d’ARN/mg de poids
frais). Les ARNs extraits grace a un traitement au Trizol & température ambiante présentent
une mauvaise qualité avec un ratio 260/230 inférieur a 0,6 et un RIN de 4+0,2. Une large
bande similaire a un smear est observée assez tot dans la migration de ces échantillons
générant un grand nombre de fragment de moins de 200 nucléotides (Figure 27b). Malgré une
quantité plus importante, les extraits obtenus avec une lyse au Trizol chauffé a 65°C semblent
étre de trés moyenne qualité avec un ratio 260/230 de 0,9+0,1, un RIN inférieur a 6,5 et un
ratio 28S/18S de 0,7+0. Des smears sont également observés sur les migrations de ces
échantillons de méme que pour les extraits obtenus grace a un broyage au vortex. Cependant,
les ratios d’absorbance estimés au Nanodrop (2,20 et 1,7+£0,4 pour les ratios 260/280 et
260/230, respectivement) et les analyses sur puce Agilent (RIN=8,2+0,5 et ratio
28S/18S=1,1+0,3) indiquent une qualité proche d’étre acceptable.

La méthode de lyse cellulaire permettant d’extraire la plus grande quantit¢ d’ARN est
clairement identifiable : un traitement au Trizol combiné a un broyage a billes au Fastprep
semble tres efficace (674,4+£153,8 ng d’ARN/mg de poids frais). D’apres les ratios indiqués
par le Nanodrop (2,2 et 2,1+0,2 pour les ratios 260/280 et 260/230, respectivement) et le RIN
(8+0,5) calculé a partir de la migration sur gel des extraits, la qualité des extraits obtenus a
partir de cette methode de lyse suivie du protocole du kit QIAGEN respecte les critéres
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demandés. Seul le ratio 28S/18S reste moyennement acceptable et pourrait étre amélioré
davantage. La migration de ces extraits sur microgel révéle des bandes nettes avec une
coloration intense indiquant une bonne qualité et intégrité des ARNs obtenus. La technique de
lyse conservée est donc celle au Trizol combinée avec un broyage a billes au FastPrep, et le

protocole d’extraction retenu est celui proposé par le kit QIAGEN.

(a) Kit QITAGEN (b) Phénol Chloroforme
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Figure 27. Microgel réalisés sur puce Agilent des ARN extraits dans chacun des conditions de lyse cellulaire
suivie (a) du protocole du kit QIAGEN ou (b) de la méthode au phénol chloroforme.

2.2.2  Limiter I’interaction avec les NPCs

Les NPCs sont connues pour avoir de fortes interactions avec les molécules organiques et
notamment avec les acides nucléiques (Mu et al., 2014; Sargent et al., 2012). Cette propriété
est exploitée en nanomédecine ou les nanotubes de carbones sont utilisés pour délivrer des
molécules thérapeutiques, notamment des protéines et des acides nucléiques (Bianco et al.,
2005).

Avant de réaliser une modification sur le protocole choisi, une premiére série d’extraction
d’ARN de N. palea en présence de NPCs a été réalisee. Seules les plus fortes concentrations
(50 mg.LY), induisant une inhibition significative de la croissance (Garacci et al., 2017;
Verneuil et al., 2014), ont été testées sur des biofilms de 24 et 144h. Les NPCs ont été ajoutés
au dernier moment avant I’extraction d’ARN. Cette approche permet alors de s’affranchir des
effets biologiques potentiels des NPCs et de se concentrer sur les interférences dues aux NPCs

spécifiquement durant I’extraction d’ARN. La Figure 28 montre la quantité et la qualité
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estimées au Nanodrop. Les quantités d’ARN extraites en absence et en présence de FLG sont
a peu prés équivalentes, allant de 5,2 (144h) a 18,7 pg d’ARN (24h) pour la condition témoin
et de 3,6 4 23,5 ug d’ARN (24h) pour les diatomées exposées au FLG. Cependant la présence
des DWCNTs semblent fortement impacter 1’extraction d’ARN avec une quantité obtenue
inférieure a 7 ug d’ARN. Ces premiers résultats démontrent une plus forte interaction entre
les ARNs et les DWCNTSs qu’avec le FLG, entrainant un piégeage des ARNs a la surface des
DWCNTs responsable de la faible quantité récupérée. L’analyse qualitative des extraits
obtenus en présence de FLG révele un ratio 260/280 compris entre 1,6 (144h) et 2,3 (24h) (2,1
et 2,3 a 144h pour la condition témoin) indiquant I’absence de contamination protéique, tandis
que le ratio 260/230 des échantillons a 144h est trop faible (1,2+0,5) suggérant une
contamination par des solvants utilisé€s lors de 1’extraction. Ce constat est également fait pour
la condition témoin a 144h ou le ratio 260/230 est de 1,8+0,5. Concernant les extraits en
présence de DWCNTS, la pureté estimée est tres moyenne avec un ratio 260/280 inférieure a 2
pour les biofilms de 144h. Quel que soit la NPC testée, les ARNSs extraits ne présentent pas
une pureté suffisante pour assurer la qualité du séquencage par la suite. Ainsi des
améliorations doivent étre apportées a la fois pour diminuer I’interaction ARN-DWCNTS et
permettre la récupération des ARNs, mais également pour correctement éliminer les solvants

d’extraction dans 1’éluat final.
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Figure 28. Résultats des extraction d’ARN réalisées en absence et en présence de NPCs a 50 mg.L. Les
quantités (a) et la pureté (b) des échantillons est représentée pour les condition témoins et les diatomées
exposées aux FLGs et aux CNTSs.
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Les traitements thermiques sont connus pour entrainer une modification de la structure de
I’ADN en induisant la rupture des liaisons hydrogénes entre les bases azotées séparant ainsi
les deux brins d’ADN. La liaison entre les acides nucléiques et les NPCs peut étre de nature
électrostatique via des liaisons de Van Der Waals mais des liaisons hydrogenes, peuvent
¢galement se former entre les bases azotées des monobrins d’ARN et les atomes de carbone
des NPCs. Nous pouvons alors supposer que I’application d’un traitement thermique lors de
I’extraction d’ARN permettra de dénaturer les interactions existantes avec les NPCs. Ceci
permettrait alors de libérer les brins d’ARN qui ne seront plus éliminés avec les NPCs,
augmentant ainsi le rendement de 1’extraction. Sur la base de la littérature, trois températures
d’extraction ont été testées : 56°C (Chomczynski and Sacchi, 2006), 95°C (Pinto et al., 2009)
et 70°C pour avoir une température intermédiaire. Les premiéres séries d’extraction ont été
réalisées sur des biofilms de 24h en présence de FLG a 50 mg.L™. Les conditions avec
traitement thermique sont alors comparées avec une condition sans traitement thermique
toujours en présence de FLG (Non chauffé). Suite a cela certaines conditions ont pu étre
éliminées lors des essais en présence de CNTSs, qui sont comparées aux extractions réalisées
en présence de FLG. Ainsi la condition sans traitement thermique en présence de CNTS n’a
pas été appliquée. Par ailleurs, les faibles quantités extraites en présence de CNTs a 50 mg.L"
! nous ont poussé a choisir une concentration moins élevée afin d’optimiser le rendement de
I’extraction. Ainsi la nouvelle forte concentration des CNTs choisie pour le reste des
expérimentations de ces travaux de thése est de 10 mg.L™. Les résultats des analyses
quantitatives et qualitatives réalisées au Nanodrop et sur puce Agilent sont présentés dans la

Figure 29.
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Figure 29. Influence d’un traitement thermique lors de l’extraction d’ARN en présence de NPCs sur la quantité
d’ARN extrait (a), la pureté estimée au Nanodrop (b) et l'intégrité des ARNs (c et d).
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L’ajout d’un traitement thermique au protocole d’extraction d’ARN en présence de FLG
permet d’obtenir une quantité d’ARN plus importante (entre 9+1,9ug et 13,8+2,2ug pour la
condition Non chauffé et entre 23+3,6 et 38,3+8,9 avec un traitement thermique). Cependant,
I’élévation de la température entraine une diminution de la quantit¢é d’ARN estimée au
Nanodrop avec 36,243 ug d’ARN a 56°C, 30,1+7,6 4 70°C et 28,9+1,6 a 95°C (Figure 29a).
Cette tendance est également observée par les estimations de la quantité déterminées sur puce
Agilent, sauf pour le traitement a 56°C ou la quantité d’ARN extraite est plus faible (23£3,6
ug d’ARN) (Figure 29b). Les analyses qualitatives évaluant 1’intégrité des ARNs extraits a
95°C en presence de FLG montrent clairement une dégradation des ARNs obtenus avec un
RIN inférieur a 3,5 (Figure 29c). Les microgels de migration réalisés sur puce Agilent
montrent un smear visible tout au long de la migration pour les échantillons traités a 95°C
(Figure 30). C’est pour cette raison que cette condition n’a pas été testée pour la deuxiéme

série de tests en présence de DWCNTs a 10 mg.L™.
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Figure 30. Intégrité des ARNs extraits en absence (Non chauffé) ou en présence de FLG a 50 mg.L™* (FLG50) et
de DWCNT a 10 mg.L* (DWCNT10) aprés avoir appliqué un traitement thermique a 56°C, 70°C ou 95°C.
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En présence de DWCNTs, la quantité d’ARN extraite reste toujours beaucoup plus faible que
celle obtenue en présence de FLG quel que soit le traitement thermique (entre 1,7 et 11,3 ug
d’ARN). La plus faible température testée semble tout de méme donner des résultats
respectant les critéres pour le séquengage avec une quantité supérieure a 5 ug d’ARN. Malgré
les faibles quantités extraites en présence de DWCNTSs, la pureté des échantillons est
acceptable, avec des ratios d’absorbance estimés au Nanodrop toujours supérieurs a 2 (Figure
29b). Le probléme de contamination aux solvants utilisés lors de 1’extraction persiste au vue
des valeurs des ratios 260/230, oscillant entre 1,4+0,4 et 1,5+0,2 pour les extraits obtenus en
présence de DWCNTSs et de FLG a 56°C, méme pour les extraits obtenus sans traitement
thermique (260/230 < 1). D’apres les RIN et les ratio 28S/18S calculés, ’application d’un
traitement a 70°C semble entrainer une légére diminution de I’intégrité des ARN extraits a la
fois en présence de FLG et de DWCNTSs (Figure 29c et d). Ces résultats sont confirmés par la
migration de chacun de ces échantillons (Figure 30). Des smears, représentant un continuum
de fragments d’ARN, apparaissent entre les bandes observées a 56°C et 70°C, indiquant une
légére dégradation des ARN extraits a 70°C. L’ensemble de ces résultats permettent ainsi de
démontrer que D’application d’un traitement thermique est efficace pour augmenter le
rendement d’extraction d’ARN a partir d’échantillons en présence de DWCNTSs. Cependant
au-dela de 56°C, une dénaturation des ARNs commence a apparaitre. L’application d’un

traitement de 56°C lors de I’extraction d’ARN en présence de NPCs est alors conservée.

2.2.3  Amélioration de la qualité

Les essais précédents ont pu mettre en évidence la présence d’une contamination aux
solvants, issus des tampons d’extraction utilisés. Pour améliorer la pureté des échantillons,
une deuxiéme phase d’extraction au chloroforme successive est ajoutée au protocole
précédemment choisi. Une étape supplémentaire consistant a appliquer un traitement DNAse
est également appliquée afin de s’assurer de I’absence d’ADN. Ces derniers essais, réalisés
sur des biofilms de 48h, se sont focalisés uniquement sur les extractions en présence de
DWCNTs a 10 mg.L™?, par soucis d’économie du stock de FLGs préalablement préparés au
CIRIMAT. L’intégrité des ARNs précédemment extraits étant verifié, seuls les absorbances
estimeées au Nanodrop ont été mesurées afin d’évaluer les quantités d’ARN extraites et leur
pureté (Figure 31). L’application des derniéres modifications a alors permis d’améliorer la
pureté des échantillons, extraits en présence de DWCNTS, a la fois en réduisant la présence

d’ADN (ratio 260/280 > 2) mais également en diminuant la contamination aux solvants (ratio
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260/230 > 2). Ainsi, I’ensemble des critéres demandés pour le séquengage de novo en terme
de quantité, de pureté et d’intégrité est respecté. Ces modifications sont alors conservées et
permettent d’établir le protocole final d’extraction d’ARN qui permettra par la suite de

séquencer le transcriptome des cultures de N. palea exposées aux NPCs.
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Figure 31. Résultats des extractions d'’ARN en absence (Témoin) et en présence de CNT a 10mg.L
(CNT10) concernant (a) la quantité en ARN et (b) la pureté des extraits.

3  Deémarche des analyses bio-informatiques sur les données RNAseq

Une fois les expositions terminées et les extractions d’ARN réalisées, les échantillons sont
envoyés a la plateforme GATC Biotech (Constance, Allemagne) pour un séguencage en
« paired end »'! générant des fragments de 150 pb en utilisant la technologie Hlumina.
Environ 30 millions de fragments d’ARN ont ainsi pu étre séquencés et ont fait 1’objet
d’analyses bio-informatiques. L’ensemble des analyses bio-informatiques réalisees sont
résumées dans la Figure 32. Pour chacune des conditions testées, les séquences brutes ont été
nettoyées, afin d’éliminer les répétitions et les séquences de faible qualité comme les queues
poly A, et assemblés pour former des transcriptomes grace au pipeline De novo RNA-seq
Assembly Pipeline (DRAP) (Cabau et al., 2017). Ce processus a été répété avec chacun des

transcriptomes précédemment obtenus afin de générer un transcriptome le plus complet

11 Un séquengage d’ARN ou d’ADN, peut se réaliser en construisant une banque d’ADN complémentaires
(ADNOCc) dans le sens de lecture du brin codant de 3” vers 5” (single end) ou dans les deux sens de lecture du brin
codant (paired end).
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possible pour la diatomée N. palea. La génération préalable de transcriptomes pour chacune
des conditions testées permet de considérer toutes ces conditions, ou différentes réponses
transcriptomiques sont attendues, avec le méme poids dans cette analyse.

Aprés avoir généré un transcriptome complet, les fragments séquencés dans chacune des
conditions ont été « mappés »? sur ce transcriptome en utilisant le logiciel Trinity Transcripts
Quantification v2.4.0 (Haas et al., 2013). Cette étape permet alors de quantifier le nombre de
fragment séquences dans les différents transcrits identifiés afin de déterminer I’intensité de la
réponse mais aussi la régulation d’un géne par comparaison avec une autre condition. En
paralléle, une annotation fonctionnelle du transcriptome par homologie de séquence est
réalisée grace a I’utilisation du logiciel Blast2GO (Gotz et al., 2008). Les séquences obtenues,
automatiquement traduites en séquence protéiques grace a 1’outil Blastx, ont alors été
confrontées a la base de données «nr» permettant d’identifier les séquences référencées
homologues. Pour cette analyse le seuil d’homologie par défaut a été conservé éliminant ainsi
toutes les séquences dont la e-value (valeur statistique représentative des similarités et du
pourcentage de recouvrement de la séquence étudiée par une séquence référencée) est
supérieure & 1.10°3. Cette analyse permet ainsi d’obtenir des informations sur la fonction des
génes exprimés. Ces informations se traduisent par une description de la protéine
correspondante, c’est-a-dire le nom donné a la sequence de référence presentant le plus
d’homologie avec la séquence étudiée. Parfois la séquence réferencée la plus homologue ne
présente pas de description car sa fonction reste encore inconnue générant alors des transcrits
annotés « hypothetical protein » ou « predicted protein ». Cette analyse par homologie de
séquence permet également d’obtenir des annotations définissant la fonction des genes
exprimés sur la base du Gene Ontology Consortium (GO). Ces annotations se divisent en trois
catégories décrivant les fonctions des protéines putatives: le (ou les) compartiment(s)
cellulaire(s) (CC), la (ou les) fonction(s) moléculaire(s) attribuée(s) (MF) ainsi que le (ou les)
processus biologique(s) (BP) auxquelles elles participent. De cette maniére, méme sans
description il est possible d’avoir des informations sur I’éventuelle fonction des genes

impliqués dans la réponse de N. palea face a différentes formes allotropiques du carbone.

L’annotation du transcriptome est suivie d’une analyse d’expression différentielle entre les

différentes conditions testées et notamment par comparaison avec la condition témoin. Cette

12 | e « mapping » des fragments d’ARN ou d’ADN consiste a positionner ces derniers sur une séquence de
référence, génome ou transcriptome.
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analyse statistique est realisée sur le logiciel R (R Core Team, 2013) en utilisant le package
“DESeq2” (Love et al., 2014). Sur la base du nombre de fragments séquencés dans les
transcrits étudiés, les genes avec une expression significativement différente entre deux
conditions sont alors identifiés (DEGS). Les analyse bio-informatiques se poursuivent avec un
enrichissement des annotations GO, realisé grace au package “topGO” (Alexa and
Rahnenfuhrer, 2018), permettant de déterminer les annotations GO significativement

différentes entre les conditions.

Une fois I’enrichissement GO terminée, les annotations significatives identifiées pour chacune
des catégories GO sont utilisées comme données d’entrée dans un outil informatique libre
QuickGO. Cet outil permet de relier ces annotations entre elles et de les hiérarchiser sous
forme d’arbre. Les arbres générés ont ensuite été utilisés pour regrouper ces annotations sous
les mémes niveaux hiérarchiques, correspondant a de grandes fonctions biologiques. Cette
étape a permis ainsi de faciliter la comparaison des fonctions biologiques induites dans les
différentes conditions. Par la suite, 1’étude des processus biologiques impliqués dans la
réponse de N. palea lors de I’exposition aux NPCs s’est alors focalisée sur la fonction des

transcrits correspondant aux annotations mises en évidence par 1’enrichissement GO.
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Figure 32. Représentation schématique des étapes suivies pour le traitement bio-informatiques des données
générées par le séquencage ARN.
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4 Evaluation de la réponse transcriptomique de N. palea en exposition au
graphéne a quelques feuillets (FLG)

Résume
L’utilisation d’une approche transcriptomique lors de 1’exposition de N. palea a différentes

concentrations en FLG a permis de mettre en évidence des disparités et des similitudes dans
les réponses étudiées. La plus faible concentration testée (0,1 mg.L™?), proche de celle que
I’on pourrait retrouver dans les milieux aquatiques, ne semble pas induire une forte réponse
aprés 48h d’exposition. Une surexpression de geénes probablement impliqués dans la
protection des cellules contre un stress oxydatif est suggérée, ainsi qu’une génération de
protéines susceptibles d’étre impliquées dans la réparation du frustule, certainement li¢ a des
blessures provoquées par le FLG. Cependant, une forte concentration en FLG (50 mg.L?),
mimant un déversement accidentel, induit une forte réponse transcriptomique avec plus de
1900 geénes différentiellement exprimés apreés 48h de contact direct. Plusieurs altérations
physiologiques sont alors constatées, notamment une modification de la régulation de la
transcription, accompagnée d’une variation du mécanisme de modification post-
traductionnelles des protéines. L’ensemble de la voie de biosynthése des pigments
chlorophylliens semble étre inhibée. L observation de protéines impliquées dans la réparation
des parois cellulaires suggere, une fois de plus, la génération de blessures par le FLG. Ces
fortes concentrations en FLG induisent une importante modification du métabolisme
énergétique, ou les voies de la glycolyse et de I’oxydation des acides gras semblent étre sur-
régulées. Mais les génes les plus surexprimés sont impliqués dans la production de protéines
extracellulaires contribuant au processus d’adhésion cellulaire. La réponse générée par les
diatomées exposées a I’ombrage seul du FLG ne présente pas de similarités avec celle générée
en exposition directe. En effet, aprés 48h d’ombrage les cellules présentent une forte
inhibition du métabolisme énergétique, notamment du métabolisme des carbohydrates et des

acides gras.

Cette étude a abouti a la rédaction d’un article scientifique, récemment soumis dans la revue

Journal of Envrionmental Science : Nano, intitulé :

Transcriptomic response of the benthic freshwater diatom Nitzschia palea
exposed to Few Layer Graphene

Marion Garacci, Maialen Barret, Clément Folgoas, Emmanuel Flahaut, George Chimowa, Anthony

Bertucci, Patrice Gonzalez, Jéréme Silvestre, Laury Gauthier, Mohamed Zouine and Eric Pinelli
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Abstract
Nanotechnology currently undergoes a rising development partly due to the increasing use of

carbon-based nanoparticles, such as Few Layer Graphene (FLG). Owing to their numerous
applications, their industrial production is likely to lead to environmental release, especially in
rivers. In this study, a transcriptomic approach was used to assess the effect of FLG at low
(0.1 mg.L?) and high (50 mg.L™) concentration on the benthic freshwater diatom Nitzschia
palea after 48h of exposure. Direct contact with FLG and induced shading were distinguished
to compare the transcriptomic responses. Differentially expressed genes between each
exposure and control conditions were identified and their functional description was
discussed. Slight transcriptomic response related to cell wall repair was observed in diatoms
exposed to low FLG concentration. Exposure to high FLG concentration induced a strong
response involving 1907 transcripts. Notably, 16 transcripts involved in chlorophyll
biosynthesis process were under-expressed (Log2FoldChange between -3 and -1.2),
suggesting a down-regulation of photosynthetic metabolism. Diatoms exposed to high FLG
concentration over-expressed about 13 transcripts encoding for extracellular proteins playing
a role in cellular adhesion, and two highly up-regulated transcripts involved in cell wall
repair. Light deprivation caused by shading induced a down-regulation of genes involved in
the energetic metabolism of N. palea. Overall, these results revealed that metabolic pathways
impacted by FLG exposure were concentration contact-dependent. Moreover, this study
suggests that low FLG concentration, close to environmental conditions, will have minor
impact on diatom biofilms whereas high FLG concentration, mimicking accidental release,

might be critical for ecosystems.
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4.1 Introduction

The use of nanoparticles in everyday-life items available on the market place is now
established (Brumfiel, 2006). Nowadays, industrials seek to optimize performance and quality
of products already commercialized, thanks to the use of nanomaterials. Notably, the
development of nanocomposite-based products allows for miniaturizing technologies.
Nanotechnology has been a fast-growing science in the last few years. The number of
nanomaterials-based products was multiplied by thirty in less than a decade (Pitkethly, 2004;
Vance et al., 2015). The scientists’ interest for carbon nanoparticles such as graphene and its
derivatives is particularly rising because of their specific properties (Huang et al., 2011). The
graphene nanomaterials’ family encompasses graphene, strictly speaking (composed of a
monoatomic carbon layer), and related materials including Few Layer Graphene (FLG). The
particular properties of FLG are provided by the nanometric thickness of its planar carbon-
based sheets. Several monoatomic layers composed of sp?-bonded carbon atoms in a
honeycomb lattice (graphene) are overlapped to form FLG. The thickness in the nanometric
range confers industrially interesting properties such as lightness, bendability, and exceptional
electrical and thermal conductivity (Lee et al., 2008; Nair et al., 2008; Yan et al., 2015; Zhu et
al., 2010). All these properties move FLG from research laboratory to the market driven by
demand from industries ranging from energy to biomedicine (Brownson et al., 2011; Feng and
Liu, 2011; Wang et al., 2008). The use of these nanomaterials offers attractive economical

perspectives in several industrial fields (Ahmed and Rodrigues, 2013).

Yet, no strict regulation is yet established for nanomaterials production (Boverhof et al.,
2015). Information about real quantities of carbon-based nanoparticles in circulation are not
available, especially in the case of graphene. Thus, unknown nanoparticles’ amounts may be
discharged in waste water from industry and individual households, and then finally released
in the environment. Aquatic ecosystems are the final receptacle of pollution through different
hydro-geochemical processes, such as atmospheric deposition, lixiviation and leaching of
soils. In aquatic ecosystems, nanoparticles might interact with biological systems and cause
disturbances. Their theoretically exceptionally high specific area and the difficulty to predict
the release and fate in the aquatic ecosystems make FLG a worrying emerging contaminant
(Hu and Zhou, 2013; Mottier et al., 2016; Nel et al., 2006). In spite of this, the evaluation of
the environmental risk of FLG is still in its infancy and a strong lack of information persists

regarding its potential impact on aquatic ecosystems (Freixa et al., 2018).

129



Most of the environmental nanotoxicity studies assessing the impact of graphene family
material focused on the graphene oxide, which carries (among others) epoxide functions on
the surface of the carbon layer. Inhibition of root development followed by an adaptation of
terrestrials plants exposed to 0.01 to 1 mg.L™* was demonstrated (Wang et al., 2014; Zhou and
Hu, 2017). Studies on the ecotoxicological effects of FLG are scarce. An interesting work
carried out on zebrafish larvae exposed to 25 to 100 mg.L™ graphene quantum dots (GQD;
crystalline nanostructure smaller than a nanoparticle with high photoluminescence properties)
revealed an acute inflammatory response linked to an activation of the detoxifying system
(Deng et al., 2018). Graphene nanoplatelets (GNP) toxicity on Pseudomonas aeruginosa was
evaluated by Mortimer and his co-workers (2018). The authors suggested that GNP (10 mg.L"
1Y had no antibacterial activity, but could affect bacterial physiology and metabolism.

Potential accumulation in the sediment and subsequent transfer of nanoparticles along the
food chain through biomagnification justifies the relevance of ecotoxicological studies
towards microbial organisms which are essential to the biogeochemical cycles of aquatic
ecosystems. Despite the crucial role of photosynthetic organisms in the ecosystem
functioning, only few studies evaluated the effect of graphene family nanoparticles on algae.
Hu and co-workers (2014) reported an internalisation of graphene oxide nanoparticles in
Chlorella vulgaris cells, leading to organelles damages including the alteration of chloroplast
structure. After 8 days of exposure, cell division of C. vulgaris was inhibited with an increase
in Reactive Oxygen Species (ROS) production. Transcriptomic analysis revealed an inhibition
of the carbohydrates and amino acids metabolisms in addition to a modification of the urea
and fatty acids metabolisms. Few years later, the same authors demonstrated the contribution
of the fatty acid metabolism to ROS levels, adding that cell plasmolysis was associated with a
carbohydrate consumption (Hu et al., 2016). Nevertheless, in this study, these effects were
shown to be reversed with a return to the normal level by placing cells in a fresh medium,
suggesting reversible effects.

Diatoms constitute a particular branch of unicellular microalgae with the ability to produce a
cell wall, called frustule, composed of silica with different ornamentations depending on
species. Diatoms are known to play a major role in the global primary productivity of the
aquatic ecosystem (Falkowski et al., 2004; Parker et al., 2008). They represent the main
cellular component of freshwater biofilm when environmental conditions are not optimal for
green algae. Some diatom species are able to resist to organic pollution and the diatom
community composition can be used as a bioindicator of the ecological state of freshwater
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(Watanabe et al., 1986). Within biofilm, diatoms and other organisms are able to produce
extracellular polymeric substances (EPS) mainly composed of polysaccharides and proteins
(Flemming and Wingender, 2010). Several roles are proposed to the excretion of EPS, but the
primary and major role of this external matrix is to help diatoms to adhere and grow on a
substrate. Secondly, the EPS matrix was found to procure a protection against pollutants such
as metals (Andrade et al., 2010) or carbon nanoparticles such as carbon nanotubes (Verneuil
et al., 2015) or FLG (Garacci et al., 2017). Pollutants are then accumulated in the extracellular
matrix and removed from the water column. However, the biochemical structure of

substances responsible for the trapping of nanoparticles is still to be elucidated.

To evaluate the nanotoxicity on aquatic organisms, transcriptomics, proteomics and
metabolomics are up-date powerful tools. Indeed, they provide an accurate, high-throughput
and hypothesis-independent description of the mechanisms involved in stress response. Omic
approaches enables to establish the relationship between molecular endpoints and global
metabolic response at lower contaminants concentration and on all kind of organisms
(Poynton and Vulpe, 2009; Villeneuve and Garcia-Reyero, 2011). Transcriptomic and
proteomic studies conducted on diatoms are limited (Muhseen et al., 2015), and have never

been applied to nanotoxicology.

Cellular responses of N. palea (Kutzing) W. Smith (N. palea) exposed to FLG (0.1, 1, 10 and
50 mg.L™) were assessed in a previous work studying the impact on cellular growth and
photosynthesis activity (Garacci et al., 2017). Based on these endpoints, diatom response to
FLG was detected only at 50 mg.L™*. Moreover, the sticking of FLG nanoparticles in diatoms
biofilm was appreciated thanks to a monitoring of FLG fate in the water column and in the
biofilm. The current study aims at assessing the molecular response of this diatom exposed to
FLG using a transcriptomic analysis. Here, we analysed the difference of the transcriptomic
response of diatoms exposed to growth inhibitory and non-inhibitory FLG concentrations. We
tested two doses of FLG: one dose, close to a potential environmental concentration (0.1
mg.L ) and a high one (50 mg.L™?), which could correspond to an accidental release of
nanoparticles. We also distinguished the shading part of the total impact of FLG exposure at
high concentration.
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4.2  Materials and methods
4.2.1 Preparation of graphene suspension

The synthesis of FLG was carried out by an exfoliation process from expandable graphite
flakes provided by Asbury Carbons (Ref. 3772). Expandable graphite was prepared by
industrial intercalation of acids in order to facilitate the exfoliation process. A thermal
expansion was performed from 12.95 g of expandable graphite flakes divided in batches.
Crucibles containing the expandable graphite were placed for 4 min pre-heated and in a
furnace maintained at 900°C under air flow after what, they were retrieved and allowed to
cool down to room temperature. A dispersion of the 52 wt.% of resulting expanded graphite
was performed by two successive mechanical exfoliations in 2.2 L of propan-2-ol to reach a
3 g.L"* nominal concentration. The first one consisted in a homogenization with a shear mixer
(Silverson L5M) for 15 min at 8000 rpm for each batch. During the second one, a probe
sonication at 50% amplitude for 90 min (Vibra cell 75042, 13mm-diameter probe, 500 W, 20
kHz) was carried out by batches of 200 mL. The collected material was diluted to reach a

nominal concentration of 0.2 g.L™.

Selection of FLG by removal of too thick (> 100 nm) particles and agglomerates was
performed by centrifugation at 2000 rpm for 1h (Thermofisher scientific Heraeus Megafuge
40, rotation acceleration = 9, rotation deceleration = 3). Because, after storage, particles may
agglomerate at the bottom of the containers, a brief sonication of 10 min in the same
conditions as described above was carried out immediately prior to centrifugation. The
residue was discarded. Once the supernatant collected, a filtration on a cellulose nitrate
membrane (45 mm diameter, 0.45 um pore size) was performed followed by washing the
particles with deionised water (1 volume of deionised water per volume of suspension). The
final equivalent weight of dry FLG was 530 mg which corresponded to a yield of 4.1 wt. %

from the starting expandable graphite.

The wet FLG was diluted in SPE medium sterilized 20min at 121°C and bath sonicated for 10
min (Elmasonic S30H, 280W). Immediately after a second short bath sonication of 2 min of
the FLG suspension, dilutions were carried out under axenic conditions before the
experiments in order to avoid contamination. Homogenous intermediary FLG suspension
were then prepared at 0.167 and 83.5 mg.L™ to reach a final concentration in the experimental
device of 0.1 (FLGo.mg) and 50 mg.L™? (FLGsomg) respectively. Just before the addition of
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FLG to the diatoms culture, a last sonication was performed to ensure a good dispersion of

nanoparticles in the exposure medium.

422 FLG characterization

A small quantity of FLG suspension was frozen and freeze-dried (Christ Alpha 2-4 LSC) in
order to perform a Transmission Electronic Microscopy (TEM, JEOL JEM 1400) observation
to determine their size and morphology. Sample was dispersed by bath sonication in ethanol
for 10 min and then deposited on a TEM grid (Lacey carbon). Raman spectroscopy analysis
on a Labram-HR800 (Horiba) was performed using a laser at 633 nm in confocal mode (x100
magnification, 100 um hole, diaphragm D1, 20 s exposition, 10 accumulations). Chemical
analysis of the samples was obtained by XPS (Ka ThermoScientific, monochromatic Al-Ka

source).

4.2.3 Diatoms culture and exposure

Diatoms pre-cultivation

Axenic N. palea CPCC-160 strain was purchased from the Canadian Phycological Culture
Centre (University of Waterloo, Waterloo, ON, Canada). To maintain axenic conditions of
this strain, diatoms were handled under a class Il laminar flow hood to avoid biotic
contamination. The culture medium used was a sterilized modified CHU N° 10 basic medium,
called SPE medium (SPE; 6.4< pH< 6.6). The amplification of the algal culture and the
experiments were carried out in a growth room at 22 + 1 °C on a rotary shaker at 50 rpm with
a light/dark period of 14 h/10 h supplied by led Floodlight 150W Dimmable (Vegeled,
Colasse SA, Belgium) at 60+10 UE. To carry out ecotoxicological tests on diatoms in active

phase, the SPE medium was replaced by fresh medium 72 h before each experiment.

Exposure conditions

The principle of the experimental device used was the same than the one developed earlier by
Verneuil et al. (2014) and described in a previous study (Garacci et al., 2017) where the
shading effect of carbon nanoparticles could be distinguished from the overall exposure effect
(combined direct exposure and shading). Experiments were performed in 750 mL culture
flasks (FALCON® Cell Culture Flask, 175cm2 straight neck vented cap) superposed on each
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other. These culture flasks were then placed in customised open-top opaque boxes by batches

of 18 where the light perception was only provided by the top face of the flasks.

Before the beginning of the exposure to FLG, 15 lower flasks of each system were inoculated
with 100 mL of algal culture (2.5x10° cells.mL™?) to establish the algal biofilm. After 48h, 150
mL of dispersed FLG suspension diluted to the appropriate concentration was added to the
algal culture to obtain a final volume of 250 mL for each flask corresponding to the condition
of total exposure to nanoparticles. In this way, the final FLG concentration were 0.1 and 50
mg.L. For the shading exposition, only the highest FLG concentration was tested, which was
the only one inducing shading effect on diatoms culture (Garacci et al., 2017). To test the
shading impact on the molecular response of diatoms, 150 mL of FLG at a concentration of
83.5 mg.L* were placed only in the top flask of the experimental system. All of the flasks
which did not contain a final volume of 250 mL were filled with SPE medium (250 mL in the
superior flask of the total exposure condition, 150 mL in the lower flask and 100 mL in the
upper one of the shading exposure condition). Flasks were placed in a growth room for 48h.

Each experimental condition was conducted in triplicate.

4.2.4 RNA extraction and de novo sequencing

After 48h of incubation, the flasks were collected and all the supernatant was gently removed
without resuspending the algal biofilm. Then the biofilm was scrapped into 50 mL of fresh
medium, transferred in a 50 mL Falcon tube and centrifuge at 10 000 rpm for 10s. The
supernatant was not completely removed and the pellet containing diatoms was transferred in
a new 2 mL Eppendorf tube for a final centrifugation to pellet the cells. Once the supernatant
removed, the pellets were immediately frozen in liquid nitrogen and store at -80°C until RNA

extraction.

Extraction of total RNA was carried out using a modified QIAGEN® kit protocol (RNeasy
Plant Mini Kit, 74904, QIAGEN). A first step of cellular lysis was performed using 450uL of
TRIzol® Reagent (Invitrogen) combined to grinding with silica beads (Sartorius™ BBI-
8541400) (200uL) using a FastPrep® (FastPrep®-24 Classic Instrument, MP Biomedicals, 6.5
m.s?, 6x20s). Samples were then heated at 56°C for 10min to separate RNA from carbon-
based nanoparticles, since these nanoparticles are known to strongly interact with nucleic
acids through adsorption onto nanoparticles surfaces (Zheng et al., 2003). A first extraction
step with 200uL of chloroform RECTAPUR (VWR) was followed by the RNA isolation and
purification on QIAGEN® RNeasy Mini Spin column to bind total RNA. Potential small
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quantity of DNA in the sample was suppressed thanks to a 15min DNAse | treatment at room
temperature. The final elution was carried out in 40pL of RNase free water. The yield and
quality of RNA samples were assessed using a Nanodrop spectrophotometer. RNA
concentration ranged from 99 to 3,091.5 ng.uL™ . The ratio of absorbance at 260 and 280 nm
was higher than 2. RNA integrity was checked by a microgel electrophoresis on an
Experion™ Electrophoresis Automated System using a Experion™ RNA StdSens Analysis
kit. RIN ranged from 5 to 7.5. Samples were stored at -80°C prior to sequencing. RNA
samples were sent to GATC Biotech SARL platform for RNA sequencing. A next generation
Illumina paired end sequencing was performed with a strand specific cDNA library generated
and insert size of 150pb resulting in about 30 million reads (+ 3%). Assembled sequences
were submitted to Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) database in the GenBank NCBI
(Submission I1D: SUB4486479) under the BioProject named “Nitzschia palea Transcriptome”
(Accession number: PRINA489196).

4.2.5 RNA-seq de novo assembly and quantification analysis

Reads assembly was performed using the De novo RNA-seq Assembly Pipeline (DRAP)
(Cabau et al., 2017) including the trimming of low quality bases. A transcriptome was
generated for each conditions and a metatranscriptome was obtained. Reads were mapped on
this assembled metatranscriptome using the Trinity Transcripts Quantification v2.4.0 (Haas et
al., 2013) applying the RNA-Seq by Expectation-Maximization method (Li and Dewey,
2011). Annotation and Gene Ontology (GO) mapping of the N. palea metatranscriptome were
carried out with the Blast2GO software using default parameters (Gotz et al., 2008).
Transcripts were compared to the non-redundant ‘nr’ database using the BLASTx tool with an
E-value threshold of 1.10°. Differential expression analysis was inferred based on the
normalized counts with the statistical open source software R (R Core Team, 2013) using the
“DESeq2” package (Love et al., 2014). For all the differential expressed genes (DEGS) with
FDR < 0.05, a GO Enrichment analysis was performed using the “topGO” R package(Alexa
and Rahnenflhrer, 2018). The “topGO” outcomes were implemented in the open web-based
tool QuickGO (Binns et al., 2009) to generate GO trees for each condition and each GO
category (Biological Process, Molecular Function and Cellular Component). All the enriched
GO terms for these DEGs were aggregated at the same GO level in order to simplify the
comparison of BP involved between conditions. R packages “gplots” (Warnes et al., 2009)

and “RColorBrewer” (Neuwirth, 2005) were used to generate heat maps of gene expression,
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and “VennDiagram” package (Chen, 2014) to represent the numbers of DEGs shared between

conditions.

4.3  Results and Discussion
4.3.1 Characterization of FLG

The initial expandable graphite and the method used to produce FLG suspension were exactly
the same as the ones used in a previous study (Garacci et al., 2017). The full description of
FLG nanoparticles is thus provided in this previous study. Briefly, FLG nanoparticles present
a number of layers estimated between 5 and 10 with an interlayer distance of 0.34 nm. Figure

33 shows TEM observations of FLG nanoparticles.

Figure 33. Transmission Electronic Microscopy of dried FLG.

To avoid misinterpretations due to the presence of other pollutants in the FLG suspensions
(Petersen et al., 2014) which could be linked to the mode of production, ICP-OES analyses
were also performed on previous FLG sample revealing the absence of release of metallic

ions or absorption of nutrients by FLG in the culture medium.

4.3.2  Assembly and annotation statistics

Next Generation Sequencing and RNA-seq assembly generated an unprecedented N. palea
transcriptome. A total of 15,906 transcripts ranging from 230 to 24,434 bp (N50 = 2,139 bp)
were obtained after running the DRAP pipeline. The generated N. palea transcriptome
presented an estimated recovery of 69-97% of its sequenced genome (not published yet). The
obtained N. palea transcriptome thus ensures a consistent analysis based on reads
quantification. Functional annotation of N. palea transcriptome revealed that 17.5% of the

transcripts did not match with known sequences in the database we used.
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This non-negligible percentage revealed the lack of information for this species. Nevertheless,
the percentage of annotation was relatively similar for Hook and co-workers (2014) found on
the marine diatom Ceratoneis closterium transcriptome with 36.3% of non-annotated
transcripts. In other transcriptomic studies on diatoms, this percentage was not reached, with
33% of annotation for Thalassiosira pseudonana (Carvalho et al., 2011) or 27.6% for the
diatom Leptocylindrus aporus (Nanjappa et al., 2017). Only few transcriptomic or genomic
studies have been performed on diatoms, mainly on marine species, leading to a persistent
paucity of sequence information available (Hook et al., 2014). Indeed, the genome sequence
of only four marine diatoms are currently available: T. pseudonana (Armbrust et al., 2004b)
and Phaeodactylum tricornutum (Bowler et al., 2008), T. oceanica (Lommer et al., 2012),
Fragilariopsis cylindricus (Mock et al., 2017).

In addition, 37.2% of the transcripts showed no GO annotation. As shown in Table 4, in our
dataset the ten most over- and under-expressed transcripts (Log2FoldChange: Log2FC) in all
conditions inclusive were mostly generated in direct FLGsomg exposure. 85% of these

transcripts were annotated.
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Table 4. Characteristics of the ‘top ten’ up and down-regulated transcripts. This classification was performed on
the transcripts expression level in all conditions taken together.

Transcript ID Description Log2FC # GO Terms
FLGO.1 FLG50 Shading FL.G50

NP3908 ---NA--- 0.89 6.97 -0.89 0
NP12499 extracellular matrix 0.87 5.82 -0.51 8
NP11038 Bv80 Bb- 0.40 5.80 0.72 2
NP11871 vegetative cell wall gpl-like 0.76 5.72 -0.37 2
NP2395 ---NA--- 0.80 5.59 -0.05 0
NP5869 cytochrome c oxidase subunit ITT (mitochondrion) -3.43 5.48 1.32 5
NP4477 galectin-7 -0.63 -0.31 5.29 7
NP3305 zinc finger 0.00 5.26 -0.31 0

NP29 filamentous hemagglutinin family N-terminal domain 0.87 5.00 0.19 5
NP4460 cytochrome ¢ oxidase subunit I (mitochondrion) -4.87 6.35 1.41 9

NP701 predicted protein 2.07 -4.44 2.68 3
NP12220 Calcium calmodulin dependent kinase association-domain 345 -4.67 0.86 3
NP1950 ---NA--- -0.03 -4.69 2.71 0
NP3480 peptide methionine sulfoxide reductase 3.14 -4.75 1.21 2
NP6602 40S ribosomal S18 -5.02 0.65 0.81 15

NP717 keratin 1 -5.46 -0.31 2.10 17
NP5871 elongation factor 1-alpha 1 -5.46 3.89 2.75 25
NP4039 S100-A8 -5.96 -0.31 -5.12 37
NP4496 S100-A9 -5.42 -0.31 -6.01 40

4.3.3  Differential expression

The differential expression analysis was performed to identify DEGs after 48h under each
exposure condition. Among the 15,906 transcripts, 1,953 DEGs (12.3 %) were differentially
expressed. DEGs obtained were not filtered on the Log2FC value. This percentage of DEGs
is higher than that found in previous studies carried out on the marine diatoms T. pseudonana,
and C. closterium, in which DEGs with a Log2FC > 1 or > 3.3, accounted respectively for 6
and 2.5%(Carvalho et al., 2011; Hook et al., 2014). In these studies, T. pseudonana was
exposed to an ammonia concentration (4 mg.L™) corresponding to 10% growth inhibition
(IC10), and C. closterium to ICs of the polycyclic aromatic hydrocarbon benzo-a-pyrene
(36.45 pg.L ). These concentrations were sufficiently high to impact the cellular growth rate
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but induced a slighter transcriptomic response than obtained in our study. This comparison
highlight that conditions tested in our experiments, especially for FLGsomg €Xposure, represent
considerable conditions inducing strong transcriptomic response. In our DEGs dataset the
expression level varied between -4.7 and -0.6 for the down regulated and between 0.5 and 7
for the up-regulated DEGs. This transcript differential expression levels were comparable to
that observed by Carvalho, Bopp, and Lettieri (2011) in which the Log2FC reached 7.2. It is
noteworthy that, generally, the Log2FC resulting from the comparison with the control
condition is about 3. However, a reverse transcriptomic study on N. palea exposed to 1 pg.L™
diuron exhibited a maximum expression level, with Log2FC = 4.9, for the gene cox1 without
growth inhibition (Moisset et al., 2015). For example, during sexual reproduction of
Leptocylindrus danicus diatom, the flagellar gene exhibited the highest over-expression with a
Log2FC of 2.8 (Nanjappa et al., 2017). In our study, the gene expression levels suggested a

strong response of diatoms, especially for diatoms directly exposed to FLGsomg (Figure 34).

Exposure to the highest FLG concentration was associated with a high number of DEGs
(1907 DEGs), compared to the low FLG concentration (50 DEGSs) and shading condition (23
DEGs) (Figure 34a). Most of these DEGs were up-regulated in diatoms exposed to 0.1 and 50
mg.L* of FLG, while down-regulated transcripts represented most of the DEGs in the shading
condition. Overall, 68.2% of the DEGs could not be associated with GO terms. More
specifically 17.7% of DEGs were not annotated for the shading condition, 58% for FLGo.1mg
and 31.1% for FLGsomg exposure (Figure 34b). The comparison of expression profiles
obtained in FLGsomg With the two others conditions showed that diatoms responses were
mainly different, with only 13 DEGs shared with FLGo.1mg and 14 with shading condition
(Figure 34c). None of the DEGs was shared between the shading and FLGo.1mg exposure. This
is consistent with a previous study in which we did not detect any shading effect on cellular
response (Garacci et al., 2017). Diatoms exposed to high FLG concentration exhibited a
stronger and specific transcriptomic response compared to FLGo.1mg and shading conditions.

Within the amount of shared sequences, the number of transcripts regulated in the same way
were also identified. Among the 13 transcripts differentially expressed in diatoms directly
exposed to low and high FLG concentration, 9 were similarly regulated (up- or down-). These
results showed that responses shared between low and high FLG concentrations were weak.
Nevertheless, the few identical DEGs were mostly expressed in the same way and they
exhibited high Log2FC values (from -4.7 to -1.7 and 1.2 to 4.4, for down- and up-regulated
DEGs, respectively). Among the 14 DEGs shared between direct and shading exposition to
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FLGsomg, Only one was regulated in the same way. Shading exposure shared few DEGs with
direct exposure for the same FLG concentration where the common DEGs were in majority
inversely expressed. Regarding these first results, we could suppose that the response induced
by direct exposure to FLGsomg might not be comparable to the response obtained in the
shading condition. These results were in accordance with the shading effect observed in a
previous study (Garacci et al., 2017) revealing growth inhibition until the end of the
experiment while diatoms directly exposed to FLGsomg Showed a temporary growth inhibition
after 48h of exposure with a growth recovery at the end of the experiment thanks to the

sticking of nanoparticles in the biofilm matrix.
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Figure 34. Description of the differential expressed genes in the different conditions. (a) Total number of DEGs
with the proportion of up and down-regulated transcripts. (b) Percentage of DEGs assigned to a Gene Ontology
term. (c) Venn diagram showing the number of shared DEGs between in each exposure condition.
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434 Functional annotation

GO enrichment analysis was performed to identify biological processes (BP), molecular
function (MF) and cellular component (CC) to which DEGs are related. The results shown in
this paper primarily concern the BP category, with an overview of CC category, especially in
FLGsomg condition. Only 3 GO terms were overrepresented for 2 DEGs expressed in FLGo.1mg
condition, 162 GO terms for 599 DEGs in FLGsomg and 37 GO terms for 8 DEGs in the
shading condition. It should be noted that each DEG can be associated with several biological

processes and hence carrying multiple GO terms.

Study of the BP involved in diatom’s responses to FLG was performed on DEGs with
enriched GO terms in each condition. Once enriched GO terms aggregated at the same GO
tree level, one BP term can be encompassed under multiple higher GO terms. Thus, the
number of enriched GO terms do not correspond to the number of BP involved in each
condition. These BP and the associated DEG expression levels are displayed in Figure 35.
The response of diatoms exposed to FLGsomg involved the highest number of BP (14) when
compared to FLG shading condition (12) and low FLG concentration (6). The rest of the
functional analysis, based on DEGs description, focused only on DEGs associated to enriched
GO terms.

Diatoms exposed to low FLG concentration

Results of GO enrichment revealed that only two up-regulated DEGs were associated with
enriched GO terms for diatoms exposed to low FLG concentration. These two DEGs (4% of
total number of DEGs expressed in FLGo.1mg) had a Log2FC values of 1.1 and 1.2 and were
commonly involved in primary, organic substance metabolic processes. The first DEG
(NP15612) encoded for a platelet activating factor acetylhydrolase-like protein (PAF-AH; e-
value = 7.7E-33) involved in catabolic process. The molecular activity of PAF-AH is a
deacetylation of the PAF protein leading to a loss of activity. PAF-AH can participate in
several physiological processes, probably involved in nuclear movement and microtubule
organization and it can also protect cells from oxidative stress by suppressing oxidized
phospholipids(Arai et al., 2002). The other DEG (NP11952) was also involved in cellular
metabolic, nitrogen compound metabolic and biosynthetic processes and could correspond to
a proline rich protein (PRP) (e-value = 4.5E-5). It was demonstrated that frustulin, in

association with the silica-based substructure of the diatom cell wall (frustule), presented
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considerable proline rich region (Kréger et al., 1997, 1996). The significant activation of PRP
could suggest a rallying of protein involved in frustule synthesis to undergo a minor physical
stress which could be induced by the interaction between cells and FLG nanoparticles. Low
FLG concentration elicited a slight transcriptomic response in diatoms and didn’t result in

cellular damages, in accordance with a previous study (Garacci et al., 2017).
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Diatoms exposed to high FLG concentration

In the direct FLGsomg exposure, 31.4% of the total DEGs presented a GO term and a BLAST
homology. Within these DEGs, 7%, mostly up-regulated (Log2FC between 0.7 and 3), were
involved in cellular response to stimulus, response to stress and regulation of biological
quality. The expression of down-regulated transcripts participating to these biological
processes did not exceed -3 in Log2FC. One of the 10 most down-regulated DEGs (NP3273)
participating to these biological processes encoded a DNA helicase homologue (Table S1).
The deactivation of this enzyme involved in several crucial cellular processes such as DNA
replication and transcription (Matson et al., 1993) suggested a genomic regulation in response
to a stimulus. DNA helicases are also known to be the first agent encountering DNA damages,
and then can be highly involved in the DNA repair after mutations due to chemical
expositions or radiations (Tuteja et al., 2009). As down-regulated in our study, exposure to

high FLG concentration did not seemed to generate genetic damages in the diatom N. palea.

A majority of the transcripts was involved in the organic substance metabolic process (530
DEGs) and cellular metabolic process (243 DEGs). Several DEGs among the 10 most up-
regulated ones participated to these biological processes, especially GO term related with
DNA modification, such as DNA-templated transcription, termination and DNA binding. One
of these DEGs (NP9382) was described as a Rho termination factor with specific mMRNA
binding site. Rho termination factor acts as an helicase to disengage mMRNA from DNA and
RNA polymerase (Kaplan and O’Donnell, 2003). This transcription factor was primarily
discovered in Escherichia coli and known to be present in bacteria (Das et al., 1976). A Rho
termination factor-like protein was also identified in higher plants plastids (Chi et al., 2014).
Interestingly, regulatory mechanisms associated with Rho termination factors have not been

described yet in diatoms (Montsant et al., 2007).

Moreover, two major up-regulated DEGs, a SPT2 homolog (NP10895), which is a chromatin
component, and a winged helix DNA-binding domain-containing protein (NP11926)
participated to the regulation of biological process (9.6% of the 1907 DEGs expressed in this
condition) and cellular component organization (1.31%). These putative proteins play a role
in the transcription and post-transcriptional regulations (Thebault et al., 2011). In the 10 more
down-regulated DEGs, the presence of three DEGs participating to the organic substance
metabolic process, suggested a decrease in post-translational protein modification process
with a down-regulation of peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (NP3760), calcium calmodulin
dependent kinase association-domain protein (NP12220) and peptidase S8 (NP11562). These
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results might suggest that cells established regulation processes in response to the stress
generated by the presence of high FLG concentration. This response is likely to be linked with
the growth recovery previously observed (Garacci et al., 2017) after a temporary growth
inhibition at 48h of FLGsomg exposure. Diatoms were then able to implement an efficient
response to reduce toxic effects induced by FLGsomg €xposure which is in accordance with the

modification of regulation processes observed in this work.

The catabolic process encompassed up to 4.7% of the annotated DEGs with 53 out of 90 up-
regulated DEGs with a Log2FC up to 5.8. Seven DEGs were involved in pathogenesis, all of
them being up-regulated (Log2FC between 1.6 and 3). Two up-regulated DEGs, participating
to these biological processes, presented the same protein identification referring to a
vegetative cell wall gpl-like (NP13398 and NP11576) that is a glycoprotein described as a
major component of the outer cell wall layer of the green microalgae Chlamydomonas
reinhardtii (Ferris et al., 2001). In a previous study evaluating the cell viability by fluorescent
marking, toxicity effect induced by FLGsomg exposure was assumed to partly result from
cellular wounds generated by the physical contact between cells and FLG nanoparticles
(Garacci et al., 2017). Indeed, in some diatoms from the population exposed to FLGsomg,
wounds and cell wall distortions were evidenced by scanning electron microscopy (Figure
36b-d). The physical interaction could partly explain the alteration of the global metabolism,
as observed by Pohnert (2000) who found that the diatoms Thalassiosira rotula and
Asterionella formosa overproduced Cyo fatty acids in response to mechanical cell damages,
reproducing herbivorous impact, as a chemical defence by high local concentration of
defensive metabolites. The upregulation of the transcript encoding this protein suggests a
potential cell wall repair as a consequence of wounds induced by physical contact with
FLGsomg.
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Figure 36. Scanning electron microscopy images of N. palea at 48 h of growth in control culture
(a) and in culture exposed to FLGsomg (b-f). Red arrows indicate a wound or distortion of the cell
wall and yellow ones indicate EPS matrix.

In addition, DEGs participating in pigment metabolic process (10 DEGSs), small molecule
metabolic process (118 DEGSs), organic substances and cellular metabolic processes, counted
among the lowest regulated DEGs (Log2FC between -3 and -1.2). Only one DEG contributing
to these BP was upregulated encoded for a phosphoribosylamine-glycine ligase (Log2FC =
1.4). Among the most downregulated DEGs, 16 participated in the pigment biosynthetic
pathway, encoding for 10 enzymes or proteins complexes (Table S2). The position of
enzymes encoded by these transcripts in the pigment biosynthetic pathway are represented in
the Figure 37. Among these DEGs, an Aminolevulinate (ALA) dehydratase started this
metabolic pathway in the cytoplasm forming porphobilinogen, the first pyrrole. Moreover, an

uroporphyrinogen Il synthase and three uroporphyrinogen decarboxylase were found as
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potential products of DEGs being part of the most down-regulated transcripts. These
tetrapyrroles enzymes are involved in the porphyrin biosynthesis which enter in the
chlorophyll biosynthesis and then play a role in the photosynthesis process (Stenbaek and
Jensen, 2010). Enzymes catalysing reactions of the rest of the metabolic pathway, such as
protoporphyrinogen IX oxidase, ferrochelatase, protoporphyrin IX methyltransferase, geranyl
reductase and chlorphyll synthetase were all found in down-regulated DEGs. Two DEGs
described as light harvesting complex and two others encoding for fucoxanthin chlorophyll a
¢ binding protein were also included in this down-regulated DEGs group. Taken as a whole,
the under-expression of these 17 transcripts suggest a reduction of photosynthesis as a result
of exposure to FLGsomg. A reduction of photosynthetic activity thanks to photosystem Il
quantum yield measurement was previously demonstrated for diatoms directly exposed to
FLGsomg (Garacci et al., 2017), which is in full agreement with the transcriptomic response

identified here.

Besides, DEGs encoding for a glutathione S-transferase and a glutaredoxin (NP3215 and
NP11801, Log2FC = -2.7; -2.6, respectively) were part of the most down-regulated
transcripts. These proteins are known to act against oxidative stress by maintaining redox
homeostasis (Shelton et al., 2005), as demonstrated by Poirier and co-workers (2018) studying
P. tricornutum exposed to cadmium selenide nanocrystals. The down-regulation of these
transcripts in our case suggests that FLGsomg exposure might be associated with a lower
oxidative condition than in control. The down-regulation of oxidative stress management
could be linked to the reduction of photosynthesis activity. Indeed, during photosynthesis,
superoxide radicals production resulting in electron transfer from PS-I to oxygen is one of the
major source of ROS generation in plants leading to oxidative damages (Ahmad et al., 2008).
As a result of the marine diatom P. tricornutum acclimation to high light, Nymark and co-
workers (2009) revealed the up-regulation of gene encoding for enzymes involved in
photosynthetic pigment biosynthesis and genes encoding specific proteins involved in ROS
scavenging. This supports the relationship between light intensity exposure and ROS
production. In the case of FLGsomg exposure, we can hypothesize the reverse regulation
process, where lower photosynthetic activity leads to a decrease in ROS production, then
genes associated with oxidative stress were downregulated in order to reduced ROS

scavenging.

A part of the plastid genome encodes for proteins involved in photosynthesis(Mullet, 1988).
Among all plants, chlorophyll biosynthesis pathway starts in the cytoplasm with the
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chloroplast glutamate tRNA, which after several enzymatic reactions forms the 5-
aminolevulinic acid synthesis (Schon et al., 1986). This plastid encoded factor was found
down-regulated in diatoms exposed to high FLG concentration (NP8573; Log2FC = -1.22). In
our dataset, almost all protein complexes and enzymes involved in the chlorophyll
biosynthetic pathway were down-regulated in diatoms exposed to high FLG concentration.
Genes encoding for these proteins might be grouped and submitted to the same regulation
process such as Rho termination factor previously discussed, found up-regulated in this
condition. Genomic analysis undertaken by Yu and co-workers (2014) suggested that
environmental stress, such as light, can induce the formation of functional modules by
nuclear-encoded transcription factors which can mediate the regulation of plastid gene
expression. This could be the case here, where Rho termination factor might be nuclear-
encoded and act on chloroplast gene expression. Thus, we can hypothesize that the up-
regulation of the transcript homologous with a Rho termination factor could be linked with
the down-regulation of all DEGs encoding for enzymes involved in chlorophyll biosynthetic
pathway.
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Figure 37. Chlorophyll a biosynthetic pathway in N. palea derived from Stenbaek and Jensen (2010)%. Coloured
squares indicated the regulation of gene encoding for enzymes functioning (in bold) after 48h of exposure to
FLGo.1mg (FO.1), FLGsomg (F50) and shading FLGsomg (ShF50). The scale on the right represents genes Log2FC
value. Solid arrows indicate the conversion of each intermediate into the next and the involved enzymes are
shown next one to each arrow. Dotted arrows indicate a reduction of chemical reaction to facilitate the reading
of the figure. The red arrow indicates a transfer of chlorophyll a from cytoplasm to thylakoid membrane and the
green arrow indicates a protein complex formation.

The analysis of transcript characterized by the CC GO category revealed a majority of
transcripts (126 DEGSs) encoding for proteins located in cell among which 57.1% were up-
regulated transcripts (0.7 < Log2FC < 4). Assembly of two or more macromolecules (protein-
containing complex) was also represented (99 DEGs) but with a majority of down-regulated
transcripts (60.6%). An interesting result was found for transcripts involved in extracellular
region and membrane (50 DEGs) with a majority of up-regulated transcripts (76%). In
addition, the DEG with the highest overexpression encoded for a protein located in the
extracellular matrix (NP12499, see Table 4). Among the extracellular proteins, adhesin
protein (NP98), non-classical arabinogalactan 31 (AGP31) (NP11899), a lpxtg-motif cell wall
anchor domain protein (NP486) and a filamentous hemagglutinin family N-terminal domain
protein (NP29) were highly up-regulated (Log2FC = 5). AGP31 was found to be a
proteoglycan that may contribute to the strengthening of cell walls in Arabidopsis thaliana
(Hijazi et al., 2014). Willis et al. (2014) also hypothesized that a protein sharing weak
similarities with AGP31 (PDC4) was involved in the adhesion of P. tricornutum directly on
substrate. A protein homologous to a filamentous hemagglutinin domain was described as a
bacterial adhesin, especially for the bacteria Bordetella pertussis, allowing for cellular
adhesion (Weiss and Hewlett, 1986). Our results suggest that the excretion of proteins
involved in adhesion process was highly activated in the FLGsomg direct exposure (Figure
36e-f).

Biofilm formation, by keeping cells close to each other, promote strong cells interactions
including cell-cell communication and the formation of synergistic microconsortia (Flemming
and Wingender, 2010). After the detection of environmental stress, marine diatoms cells are
able to modulate infochemicals synthesis, such as nitric oxide, to induce cell-cell
communication but also biofilm formation (Vardi, 2008). Thus, cell communication and
adhesion process thanks to the EPS external production can both be consequences of
environmental stress. Several molecular components of the extracellular matrix can be
involved in the N. palea response to FLGsomg exposure, such as polysaccharides (in our
dataset 9 chitin-binding protein were overexpressed in this condition), which are known to

represent a non-negligible part of the EPS matrix (Bellinger et al., 2005), and specific protein
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(adhesin and AGP31 for instance) (Willis et al., 2014). The induction of adhesive protein
excretion as a response to the presence of high FLG concentration is consistent with previous
nanotoxicological studies. Verneuil et al., (2015) demonstrated an EPS overproduction and
excretion, especially the protein part of them, by N. palea exposed to carbon nanotubes. This
is also supported by the observation of FLG sticking in the external matrix, which was already
pointed as a mitigation to FLG toxicity (Garacci et al., 2017). Although EPS overproduction
is a well-known mechanism occurring in a wide range of microorganisms exposed to many
types of contaminants (Davies, 2003; Luongo and Zhang, 2010; Quigg et al., 2013), little is
known about the structure, mechanisms and specificity of these over-produced EPS. Our
study provided valuable insights into the biochemical characteristics of the EPS over-excreted
by N. palea exposed to FLG. This defence mechanism may lead to a modification of biofilm

composition with more extracellular matrix and less cells.

These results suggest a global alteration of biological processes regulation to engage a
response to contaminant, which can reveal an adaptive response to high FLG concentration.
The impact on catabolic process could reveal a modification of the energy produced by cells.
As evocated in previous works (Garacci et al., 2017; Verneuil et al., 2014), diatoms could be
able to induce energetic allocation from growth energy to EPS excretion pathway and
response to stress in order to maintain a viable physiological level. Furthermore, the
transcriptomic response suggesting an increase of extracellular proteins and polysaccharides
production was only observed at high FLG concentration but not at low FLG concentration.
The response between low and high FLG concentration was partly different and did not
engage the same metabolic pathways. Slight transcriptomic response with low impact on the
diatoms physiology was induced in low FLG concentration, whereas a clear stress was
detected in high FLG concentration with light harvesting decrease and a significant toxicity
linked to a growth inhibition. Signs of cellular damages probably linked to physical
interactions with nanoparticles could occur at low and high concentration but EPS
overproduction was only induced when diatoms were exposed to FLGsomg Where wounds

were actually observed.

Diatoms exposed to FLG shading

GO enrichment of DEGs in response to FLGsomg resulted in 12 BP with 8 down-regulated
DEGs associated. One single DEG (NP10387, Log2FC = -2.2) described as an ubiquitin super
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oxide dismutase participated in response to stress, response to chemical, cellular response to
chemical, cellular detoxification and cellular metabolic processes. This protein is known to
remove cellular superoxide radicals. The reduction of this mMRNA expression suggested that

cells response to oxidative stress was inhibited.

Major biological processes were primary, small molecule, organic substance and cellular
metabolic process representing, taken together, 537 DEGs with expression level ranging from
-2.3 to -1.5 of Log2FC. Functional description of the DEGs involved in these biological
processes revealed the down-regulation of one DEG encoding for a glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) (NP4189), involved in glycolysis and gluconeogenesis
processes. Enzymes involved in energetic metabolic pathways are represented in Figure 38
(Table S3 details the DEGs expression level and functional description). It was demonstrated
that in Neurospora this enzyme activity was not influenced by environmental stresses such as
nitrogen deprivation, high temperature or osmotic stress, but it was controlled by circadian
clock, closely linked to light availability (Shinohara et al., 1998). Studies undertaken on P.
tricornutum demonstrated that GAPDH was activated during dark period (Allen et al., 2008;
Siaut et al., 2007), which correspond to a period of time not exceeding 24h. Nevertheless, in
the case of N. palea exposed to 48h of shading FLGsomg, Which is longer than a dark period,
this enzyme was down-regulated. This observation suggests that the duration of light limited
access induced a modification of carbon metabolic pathway. This metabolic adaptation could
help to maintain a physiological homeostasis during light deprivation. This might be at the

origin of cell growth rate decrease (Garacci et al., 2017).

In addition, functional analysis revealed the inhibition of the catabolic process and regulation
of biological quality, modulating physical traits of an organism. In these biological processes,
three DEGs were respectively associated with a long-chain fatty acid protein with a CoA
ligase activity (NP206), an acyl-CoA dehydrogenase (NP6038), and a fatty acid oxidation
alpha mitochondrial protein with a 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity (NP3058).
These three down-regulated DEGs were involved in the fatty acid beta-oxidation process
which contribute to the production of energy from fatty acids, captured in the form of ATP.
Another down-regulated DEG (NP14730) in this condition encoding for a 3-ketoacyl
participated to several biological processes linked to the cellular organization and localization
(establishment of localization and cellular component organization). The description and the
MF of this putative protein, suggesting an acetyl-CoA C-acyltransferase activity, were in
accordance with the activity of a 3-ketoacyl-CoA thiolase, also involved in the fatty acid beta
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oxidation process. Thus we can hypothesize that the 3-ketoacyl protein described in our
dataset is a 3-ketoacyl-CoA thiolase. This catabolic pathway provides the major source of
energy for ATP production (Schulz, 1991), but to start the oxidation process, fatty acids must
be activated by acyl CoA synthase to form acyl-CoA, which consumes ATP (Coleman et al.,
2002; Suzuki et al., 1990). In the literature, the effect of environmental conditions, such as
light intensity, nutrient availability and temperature, are known, for a long time, to influence
the content and the composition of fatty acids in diatoms (Mortensen et al., 1988; Roessler,
1990). Exposition to high light intensity induced an accumulation of fatty acids in cells
(Mortensen et al., 1988; Roessler, 1990), but in the case of shading FLGsomg exposure, with
limited access to light, the reverse phenomenon occurred and could result in a decrease of
fatty acid oxidation.

Moreover, a DEG corresponding to a homologous of isocitrate lyase (NP2633) was down-
regulated in this condition. This protein is known to be a part of the glyoxylate cycle,
resulting in the formation of succinate, generally involved in carbon source deprivation
(Cronan, Jr. and Laporte, 2006), with ATP consumption (Kornberg and Madsen, 1958). This
metabolic pathway is located in the peroxisome, where a part of oxidation reactions occur, as
suggested by Kroth and co-workers (2008). The down-regulation of this enzyme could be
linked to the inhibition of fatty acids beta oxidation that produces acetylCoA which is a
substrate of the glyoxylate cycle. Another product of the glyoxylate cycle is the oxaloacetate
(OAA) which is involved in numerous metabolic pathways such as fatty acids biosynthesis or
gluconeogenesis process. A DEGs described as a gene encoding a phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) (NP14613) was also down-regulated in shading FLGsomg condition.
This enzyme, located in mitochondrion, catalyses the chemical reaction of OAA in
phosphoenolpyruvate (PEP), which is a primary step to enter in the gluconeogenesis process
and lipids production. No evidence of effect of light intensity on this enzyme activity was
found in the literature but a study demonstrated the increase of transcripts associated with
PEPCK during the induction of pH stress on a marine diatom (Mus et al., 2013). This suggest
that once exposed to certain environmental stresses, such as pH or salinity, the induction of
PEPCK allowed cells to manage stress. However, in the case of shading FLGsomg €Xposure,
the under-expression of PEPCK could mean that diatoms were not able to undertake efficient
response to the stress generated. Glyoxylate cycle is generally involved in the glucose
production from lipids such as fatty acids, thanks to the OAA obtained. And yet,
decarboxylation of OAA by the PEPCK generating PEP was also inhibited in this condition.
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Our results highlighted that all these processes, needing energetic supply, were down-
regulated suggesting a strong alteration of energetic metabolism of N. palea after 48h of
shading FLGsomg exposure.
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FLGsomg Shading seemed to more generally inhibit the energetic metabolism of diatoms
despite the slight number of DEGs involved. The reduction of basic metabolism might
evidence an energetic preservation waiting for optimal environmental conditions for
proliferation. Interestingly, this downregulation mechanism was effective after 48h of
FLGsomg shading exposure whereas it was undetected or even opposite after 48h of FLGsomg
direct exposure (Figure 38). This phenomenon could be explained by the fact that under
shading condition, cells response could not have an effective feedback on the shading stress.
Indeed, in that case, cells were not in contact with nanoparticles and that sticking of FLGsomg
in the extracellular matrix was not possible. An hypothesis could be that the down regulation
mechanisms reported with FLGsomg Shading might have occurred at the very beginning of the
FLGsomg direct exposure, followed by a recovery of basal expression after FLG sticking
associated with a clarification of the culture medium (i.e. mitigation of shading effect) before
48h (Garacci et al., 2017).

The stress induced in the shading and the direct FLGsomg €xposure was absolutely not the
same despite the presence of shared DEGs. A majority of these was up-regulated in direct
exposure while they were all down-regulated in the shading exposure. The low percentage of
similar DEGs regulated in the same way was mostly lost after the GO enrichment analysis.
Contrary to the shading exposure, the direct contact of FLGsomg mostly up-regulated the
transcription of DEGs involved in the fatty acids oxidation. Diatoms exposed to shading and
direct FLG exposure exhibited a specific response to the stress caused by direct contact or
shading, which could help to adapt their physiological functions. Production of extracellular
proteins involved in the direct exposure was not found in the shading effect suggesting that
the contact and/or the toxicity induced by direct exposure was at the origin of this response.
Hence, the two exposure modalities used in this study made it possible to disentangle the FLG

effects due to contact or shading.

4.4  Conclusion

A transcriptomic approach was used to assess the effects of low and high FLG concentration
in direct contact or in shading condition to identify the genes involved and the metabolic
pathway affected in the different conditions. At low FLG concentration, close to anticipated
environmental conditions, a slight transcriptomic response was induced in order to maintain
the diatoms physiological state in accordance with the absence of growth inhibition. On the

contrary, diatoms directly exposed to high FLG concentration exhibited a stronger
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transcriptomic response with differentially expressed genes involved in cell division and
response to stress. No oxidative stress was identified but a decrease in photosynthetic
metabolism gene expression was noticed suggesting a decrease in primary production. At the
ecosystem level, this could eventually lead to a reduction in resources for grazers. An increase
of transcripts encoding extracellular proteins with a role in the cellular adhesion confirmed
previous results showing a sticking of FLG nanoparticles in the EPS matrix. The
accumulation of FLG nanoparticles in the biofilm may then represent a risk of
bioaccumulation for upper organisms. Few DEGs were shared between diatoms exposed to
low and high FLG concentration, but the biological processes and the metabolic pathways
mainly differed except for cellular division induction. In the shading condition, light
deprivation induced a global slowing down of the metabolic activity of N. palea. This study
highlighted that the number of DEGs expressed in a condition did not reflect the cellular
response. In fact, a low number of DEGs were detected in diatoms exposed to low FLG
concentration and shading, and yet a growth inhibition was only observed in the shading
condition. In transcriptomic analysis, the function of DEGs must be prioritized over the
number of DEGs.

Overall, this study gave insights into the specific biological processes and pathways involved
in diatoms response to different FLG concentrations and exposition conditions. Nevertheless,
transcriptomic study on the species N. palea present limits because the paucity of genomic

and transcriptomic data available on diatoms impact the annotation quality.
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Supplementary information for the article Transcriptomic response of the
benthic freshwater diatom Nitzschia palea exposed to Few Layer
Graphene

Table S1. Identification and description of the top 30 up and down-regulated DEGs in N. palea exposed
tO FLGSOmg.

DEG identification Description Log2FC E-value
NP12499 extracellular matrix 5,82 2.32395E-10
NP29 filamentous hemagglutinin family N-terminal domain 5,06 1.40079E-49
NP7579 ubiquitin thioesteraseVirion core 506  2.94065E-13
NP10895 SPT2 homolog 4,96 5.95629E-92
NP9382 Rho termination factor 4,45 7.3469E-16
NP13398 vegetative cell wall gpl-like 431 2.4908E-20
NP11576 vegetative cell wall gpl-like 4,14 1.44095E-37
NP11926 winged helix DNA-binding domain-containing 3,86 6.40682E-17
NP486 Ipxtg-motif cell wall anchor domain 3,81 2.60566E-19
NP9 adhesin [ 3,79 1.50536E-53
NP2579 pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase 3,72 3.77326E-160
NP11899 non-classical arabinogalactan 31 (peptidoglycane) 3,70 1.34501E-37
NP10091 filamentous hemagglutinin family N-terminal domain 3,68  7.20383E-56
NP12002 axoneme-associated mst101(2)-like isoform X2 3,63 1.56664E-29
NP140 beta strand repeat-containing 3,62 1.96448E-168
NP4006 possible RNA polymerase sigma factor 3,51 5.48801E-12
NP12165 5 -3 exoribonuclease 1 3,51 0.0
NP12360 family 18 chitinase 3,40 4.59927E-22
NP13781 DNA-binding heat shock factor 3,30 6.41012E-18
NP13331 autotransporter-associated beta strand repeat 326  4.11169E-26
NP5512 hypothetical protein THAOC 30976, partial 3,24 1.44114E-107
NP4857 glycosyl transferase family 8 3,23 2.35408E-37
NP12374 choice-of-anchor A domain-containing 3,19 5.49928E-114
NP11654 basic proline-rich - 3,15 7.52329E-103
NP4074 patatin-like phospholipase domain-containing 2 isoform X1 3,14 1.44665E-52
NP1265 hypothetical protein FisN_121.h033 3,14  9.76254E-43
NP3505 cell surface receptor 3,06 1.51773E-76
NP15068 hypothetical protein FRACYDRAFT 251158 3,05 1.12553E-29
NP12543 filamentous hemagglutinin family N-terminal domain 3,02 2.12447E-116
NP97 DUF3494 domain-containing 2,97 1.93628E-61
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Table S1. Continued

DEG identification

NP12042
NP6800
NP10861
NP5447
NP2631
NPL516
NP15514
NP2445
NP1389
NP13280
NP3140
NP4739
NP3751
NP14722
NP3303
NP11842
NP9464
NP3871
NP7005
NP11801
NP3215
NP11562
NP15604
NP5503
NP3273
NP11727
NP3760
NP9080
NP701
NP12220

Description
NAD-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase
ribose 5-phosphate isomerase A
RNA polymerase sigma factor

branched-chain-amino-acid aminotransferase chloroplastic-like isoform X2

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase-like
glutaredoxin 3

nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating]

trimethylguanosine synthase
tetratricopeptide repeat family
predicted protein
G1 S-specific cyclin-E3 isoform X2
DUF952 domain-containing
cell surface receptor
uroporphyrinogen decarboxylase
fucoxanthin chlorophyll a ¢ binding
triosephosphate isomerase
hypothetical protein FRACYDRAFT 243716
SET domain-containing
Cof-type HAD-IIB family hydrolase
glutaredoxin
glutathione S-transferase
peptidase S8
uroporphyrinogen-iii synthase
NA
DNA helicase
Light harvesting complex
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
predicted protein

Calcium calmodulin dependent kinase association-domain

Log2FC

-2,01
-2,02
-2,02
-2,03
-2,04
-2,04
-2,04
-2,06
-2,12
-2,20
-2,22
-2:22
-2,23
-2,24
-2,28
-2,30
-2,32
-2,55
-2,56
-2,62
-2,71
-2,78
-2,80
-2.87
-2,96
-3.01
-3.13
-3.60
-4.44
-4.67

E-value
8.3601E-145
1.47214E-148
7.83548E-146
0.0
9.37844E-65
2.72799E-30
2.90052E-68
2.68973E-92
3.35772E-149
3.63203E-87
4.06593E-10
1.17713E-29
7.52967E-11
0.0
7.67505E-39
3.50352E-146
1.72987E-21
1.05216E-120
9.84635E-87
3.33467E-31
5.81408E-84
3.38969E-38
3.97566E-98
1.18368E-85
8.70572E-13
2.02388E-101
T7.16764E-78
6.21015E-70
5.14558E-25
6.84004E-58
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Table S2. DEGs participating in the biosynthetic chlorophyll pathway expressed in N. palea exposed to
FLGSOmg.

DEGs Identification

NP1688
NP8573

NP11715

NPL1375
NP13058

NP4484

NP5306
NP14769
NP5898
NP4009
NP12307
NP4316
NP14722
NP3303

NP15604
NP11727

Description
zeta-carotene desaturase
plastid glutamyl tRINA

geranylgeranyl reductase

plastid protoporphyrinogen

ferrochelatase
fucoxanthin chlorophyll a ¢

chloroplast light harvesting isoform
chlorophyll synthetase
ALA dehydratase
Uroporphyrinogen decarboxylase
uroporphyrinogen decarboxylase
protoporphyrin IX methyltransferase
uroporphyrinogen decarboxylase
fucoxanthin chlorophyll a ¢ binding
uroporphyrinogen-iii synthase
Light harvesting complex

Log2FC
-1.20
-1.22

-1.27

-1.43
-1.63

-1.67

-1.71
-1.71
-1.79
-1.81
-1.96
-2.00
-2.24
-2.28

-2.86
-3.01

E-value
0.0
0.0

0.0

0.0
0.0

1.61E-93

3.14E-69
0.0
0.0
0.0
0.0
5.84E-146
0.0
7.67E-39

3.97E-98
2.02E-101
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Table S3. DEGs participating to energetic pathways expressed in N. palea exposed to shading FLGsomg

DEGs identification
NP206

NP2633

NP6038

NP3058

NP14613

NP4189

NP14730

Description
Long-chain-fatty-acid--

isocitrate lyase
acyl- dehydrogenase

fatty acid oxidation alpha mitochondrial
phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

3-ketoacyl- mitochondrial

Log2FC
-1.50

-1.69
-1.76

-1.88

-2.07

E-value

4.40E-158

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0
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5 Effets des nanotubes de carbone double paroi (DWCNTS) sur la
réponse transcriptomique de N. palea

Résume
Des réponses transcriptomiques différentes sont géenérées par N. palea en exposition a de

faibles (0,1 mg.L™) et de fortes (10 mg.L™?) doses en DWCNTs. En effet, trés peu de génes
exprimés sont partagés entre ces deux conditions. Cependant, les analyses fonctionnelles de
ces génes demontrent de nombreuses similitudes. Une modification de régulation de I’appareil
de transcription ainsi qu’une altération du mécanisme de modification post-traductionnelles
des protéines sont observées a la fois a faible et forte concentration en DWCNTSs. L’induction
d’une réponse contribuant a I’adhésion cellulaire est également suggérée dans les conditions
testées, mais semble étre plus prononcée a forte dose. Certaines protéines impliquées dans
I’adhésion cellulaire présentent une fonction moléculaire en relation avec la synthése de
chitine ou avec le transport et/ou la fixation du calcium. Cette observation suggere le role de
ces deux composés dans le processus d’adhésion cellulaire en réponse a 1’exposition aux
DWCNTSs. Une inhibition de la biosynthese de pigments chlorophylliens en association avec
une diminution de la lutte contre le stress oxydatif, moins marqué a faible concentration en
DWCNTs, semble également étre induite apres 48h d’exposition. L’énergie investie dans le
transport des contaminants parait étre économisée via la répression de génes codant pour les
transporteurs correspondants. Cependant, le métabolisme énergétique semble étre altéré
uniquement a I’exposition a forte dose en DWCNTs, favorisant ainsi la voie métabolique des
pentoses accompagné d’une modulation de la voie du shikimate étroitement associée a la voie

de biosynthese des acides aminés aromatiques, notamment celui du tryptophane.

L’ensemble de ces résultats sont détaillés dans la partie suivante rédigée sous la forme

d’article scientifique s’intitulant :

Transcriptomic response of the freshwater diatom biofilm exposed to potential

environmental and accidental concentration of Carbon Nanotubes

Marion Garacci, Eric Pinelli, Clément Folgoas, Emmanuel Flahaut, Pierre Lonchambon, Anthony

Bertucci, Patrice Gonzalez, Jérdme Silvestre, Mohamed Zouine, Laury Gauthier, and Maialen Barret
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Abstract
DWCNT-based nanomaterials are likely to be released in aquatic environment at different

step of product life cycle. This study focused on the transcriptomic response of the benthic
freshwater diatom Nitzschia palea after 48h of exposure at low (0.1 mg.L™) and high (10
mg.L'Y) DWCNT concentration. After de novo RNA-seq, differentially expressed genes in
each exposure condition were functionally analysed and altered metabolic pathways were
identified. Among the 1,972 differentially expressed transcripts, only 68 were involved at low
DWCNT concentration. Enrichment analysis evidenced modification in transcription
regulation and post-translational modification induced by DWCNTs exposure
(Log2FoldChange between -4 and 1.7, and -2.5 and 6.6 for low and high DWCNT
concentration, respectively). The pigment biosynthetic process was down-regulated, with only
one gene encoding for chlorophyll pigment down-regulated at low DWCNT concentration,
while 8 were repressed at high DWCNT concentration. The suggested reduction in
photosynthesis activity was associated with a decrease in reactive oxygen species managing.
An adhesion response seemed to be involved, regardless of DWCNT concentration,
associated with cell wall repair at high DWCNT concentration. Energetic saving was
suggested by reducing ATP-consumption by drug transporters. Moreover, exposure to high
DWCNT concentration led to a modulation of glucose metabolism, shikimate pathway and
tryptophan biosynthesis. As the tested concentrations are known not to induce growth
inhibition, this study highlighted an adaptive response whose intensity and diversity of

expressed genes depend on the dose of exposure.
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51 Introduction

Nanoparticles represent the solution to the main industrial issue in nanotechnologies:
miniaturize technology with an improvement of its efficiency. The number of research studies
performed on the exploitation of their properties are incessantly rising, just like the scientists’
interest (Vance et al.,, 2015). Carbon-based nanoparticles are especially attractive for
industrials thanks to their tremendous physical chemistry properties (Research and Markets,
2016). Carbon Nanotubes (CNT) are the second carbon nanoparticles synthetized after the
fullerenes (spherical carbon structure, similar to a football) (lijima, 1991). CNT are
cylindrical, similar to a monoatomic carbon layer, where atoms bounded by sp? covalent
bonds are organized in a honeycomb lattice (graphene), enrolled on itself. Their extremities
can be closed by a demi-fullerene. The number of layer can vary from one (for single-wall
CNT: SWCNT), two (for double-wall CNT: DWCNT) to 50 (multiple-wall: MWCNT). The
diameter of CNT, generally ranging between 0.8 nm for SWCNT and 20 nm for MWCNT,
respects the size criterion of nanoparticles, with at least one spatial dimension not exceeding
100 nm (lijima and Ichihashi, 1993). But their length can range from 100 nm to several
centimetres. Owing to their remarkable mechanical properties (combining high flexibility and
strong rigidity) (Bernard, 2007; Lu, 1997), electrical behaviour (acting like semiconductor or
metal) (Hong and Myung, 2007), and their high thermal conductivity (Hone, 2001), they are
currently used, associated in composite materials, in sporting equipment, paintings,
supercapacitors and more (Ajayan and Zhou, 2001). Chemical vapour deposition (CVD),
presenting the best production yield, is the most common synthesis process used for industrial
production and has led to an incredible increase of their worldwide production, multiplied by
10, between 2006 and 2013 (De Volder et al., 2013).

Because of their future massive production, which is not yet subjected to clear regulations,
CNT will likely be released in the environment at different steps of the nanoparticles based-
products life cycle (Gottschalk et al., 2013). In addition, CNT production estimated from
CNT-related journal publications is generally overestimated compared to confirmed by
number estimated by industries, leading to strong uncertainties on CNT-based products on the
market (De Volder et al., 2013). This lack of information contributes to uncertainties of
prediction of the CNT quantity discharged in the environment. As waste-water treatment plant
cannot ensure complete elimination of engineered nanoparticles (Brar et al., 2010), all

nanoparticles released from industrials waste-water or individual habitats, will be found in
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aquatic environment, which is a final receptacle. Different hydrogeochemical phenomena
conducing to this transfer, such as atmospheric deposition or lixiviation (Nowack and
Bucheli, 2007), lead to the concentration of pollutants in aquatic ecosystems, especially rivers
(Gottschalk et al., 2013; Sun et al., 2014). Once discharged in the aquatic medium, CNTs will
be able to interact with organisms of different food web level. Since a decade, environmental
evaluation of CNTSs toxicity are slowly rising but a strong lack of information is still missing
concerning their fate in aquatic systems and their impact on ecosystem functioning (Freixa et
al., 2018). In particular, ecotoxicological studies on photosynthetic organisms, which are
primary producers at the basis of the trophic chain, are essential to predict the impact of CNTs

at ecosystem level.

Nevertheless, most of evaluations of CNT toxicity on aquatic photosynthetic organisms
focused on cellular impact without dealing with advanced physiological response. A majority
of ecotoxicological studies, assessing the CNT toxicity mechanism, was undertaken on plants
thanks to their potential application in agriculture for molecular disease treatment and
enhancing the nutrient absorption by plants (Joseph and Morrison, 2006). In Arabidopsis
thaliana exposed to high SWCNT concentration (25-100 mg.L), genes encoding for
enzymes involved in peroxide scavenging were upregulated in protoplasts isolated from
leaves, leading to programmed cell death (Shen et al., 2010). Khodakovskaya and co-workers
(2011) observed an up-regulation of genes involved in stress response in tomato seedling
exposed to 200 mg.L? of SWCNTSs. A study on an aquatic planktonic rotifer, Brachionus
koreanus, exposed to 100 mg.L™* of MWCNTSs revealed an induction of reactive oxygen
species (ROS) production associated with an upregulation of glutathione S-transferase (GST)
(Lee et al., 2016). Taken as a whole, these studies revealed that CNTSs, especially SWCNTS,
were included in the major contaminant category inducing oxidative stress (Shvedova et al.,
2012).

Photosynthetic microbial communities constitute a crucial compartment for aquatic ecosystem
functioning, playing an essential role in the carbon, nitrogen and phosphorus cycle (Paerl and
Pinckney, 1996). Among these organisms, diatoms are ubiquitous microalgae responsible for
20% of global primary productivity (Falkowski et al., 1998). They are easily recognizable
thanks to their particular cell wall, called frustule, composed of silica and specifically
ornamented for each species. Diatoms are widely used as bio indicators for the evaluation of
ecological state of aquatic environment, since the diatoms community composition differs
depending on the amount of pollutants (Watanabe et al.,, 1986). Diatoms can have a
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planktonic or benthic lifestyle thanks to the excretion of exopolymeric substances (EPS)
mainly composed of polysaccharides, proteins and extracellular DNA (Flemming and
Wingender, 2010). The first role of EPS secretion is the cellular adhesion to a substrate in
order to create a biofilm, but another function of this excretion is to protect cells from external
pollution (Andrade et al., 2010; Davies, 2003), and notably from CNTs as observed by
Verneuil and co-workers (2015). Their study demonstrated that proteins excreted during
exposure to DWCNT (0.1, 1, 10 and 50 mg.Lt) were overproduced by the freshwater diatom
Nitzschia palea suggesting that extracellular proteins play a crucial role in response to
DWCNT exposition. A temporary growth inhibition presumably related to energetic
allocation for EPS excretion was observed for N. palea exposed to 50 mg.L™, without cellular
damages. The cellular impact of DWCNT was thus evaluated on diatoms, but the
physiological mechanisms are still not well understood. The use of a transcriptomic approach
usually results in more specific insight of toxicity mechanisms even for non-impacting
pollutants concentration. Transcriptomic studies on diatoms are scarce, and until now

inexistent for diatoms exposed to nanoparticles.

In this study, a differential transcriptomic analysis of the diatom N. palea response in
exposition to low (0.1 mg.L) and high DWCNT concentration (10 mg.L™) was achieved.
These two tested doses represent respectively a condition close to environmental future
concentration and an accidental discharge. In this way, we could also determinate biological
processes and metabolic pathways involved in diatoms exposed to DWCNT concentrations

that do not inhibit growth.

5.2  Materials and methods
521 Preparation before cellular exposition

CNT synthesis and preparation of the suspension

Suspension of DWCNT was prepared by a CVD synthesis using Mg:_xCoxO solid solutions
as catalysts, associated with MoOy (Flahaut et al., 2003). DWCNTSs were obtained by carbon
vaporisation from a mixture of H, and CH4 heated at 1000°C under N> atmosphere. The
extraction, or catalysts elimination, was carried out from composite material (ref: R-4-
170717) with an acidic treatment. Composite material (159 mg containing 12.6% of
DWCNTSs) was suspended in 4 mL of HCI 37% and 0.7 mL of distilled water for 19h. The
obtained suspension, composed of a theoretical amount of 20 mg of DWCNTSs, was then

filtered on a 0.45 pm pore size nitrate cellulose membrane and washed with distilled water.
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Once properly collected, product was soaked in 30 mL of medium culture. The mixture was
briefly (1 min) bath sonicated (Elmasonic S30H, 280W) to break nanoparticles aggregates.
The rest of the medium culture was added to reach a final volume of 222 mL with an
intermediary step after 10 mL of medium added followed by 1 min of bath sonication. After
this, the mixture concentrated at 90 mg.L™* was bath sonicated a last time during 30 min and

keep in a fridge before sterilisation at 121°C for 20 min.

Brunauer, Emmett and Teller theory were used to
determinate the specific surface area which was
estimated at 980 m2gl High Resolution
Transmission Electron Microscopy observation was
performed to estimate the diameter size: inner and
outer diameter were about 1.2 and 3.2 nm,
respectively (Figure 39a-b). The Raman spectroscopy
indicated the absence of DWCNTS disruption caused
by ultra- sonication (Figure 39c). To avoid
misinterpretations on toxicity induced by DWCNTSs
exposition (Petersen et al., 2014), an analysis of the
dried samples composition (Crealins) was carried out
to quantify catalysts residues. Dried DWCNTSs

samples were composed of 4.5% of cobalt and 1.1%

of molybdenum, which correspond to non-induced =
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exposition to ensure homogenous dispersion in the experimental device.
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Cellular cultivation

Axenic strain of Nitzschia palea (CPCC160) was provided by the Canadian Phycological
Culture Centre (University of Waterloo, Waterloo, ON, Canada). Diatoms culture were grown
in a sterilized SPE medium with controlled pH (6.4 — 6.6). To maintain the strain purity,
cultures were manipulated under a class Il laminar flow hood. The maintenance and
experimental exposition were carried out under agitation (50 rpm), to reproduce water
movements in rivers, in a growth room at 22 + 1 °C. The light/dark period was supplied by
led Floodlight 150W Dimmable (Vegeled, Colasse SA, Belgium) at 60 + 10 uE. Expositions
were carried out on diatoms in growth active phase by replacing SPE medium by fresh

medium culture 72h before experiments.

522 Cellular CNT exposure conditions

The experimental setup was inspired by exposure mode used in a previous study (Verneuil et
al., 2014). In this study, only direct DWCNT exposure were performed in agreement with a
previous study which demonstrated the absence of shading impact of MWCNTS suspension
on the cellular growth of N. palea (Verneuil et al., 2014). Cellular expositions were performed
in 750 mL culture flasks (FALCON® Cell Culture Flask, 175cm?2 straight neck vented cap).
To reproduce water column, supplementary culture flaks only containing SPE medium were

superposed on the one containing cells and DWCNTS suspension.

Diatoms culture were first inoculated for 48h before the DWCNTSs exposure to promote a
biofilm production. Thus, 9 culture flasks containing 100 mL of algal culture (2.5 x 10°
cells.mL?) were placed in the growth room without agitation. After this, DWCNTs
suspension to the appropriate concentration were added to reach a final volume of 250 mL
with concentrations of 0.1 (DWCNTo1mg) and 10 mg.L? (DWCNTiomg). For the control
condition, SPE medium culture replaces DWCNTSs suspension. Representatives water column
culture flasks were filled with 250 mL of SPE medium. All the culture flasks were correctly
placed in black boxes, opened on the top, for 48h in growth room. Each experimental

condition was conducted in triplicate.

523 RNA isolation and sequencing

The method for RNA isolation from the diatom N. palea was the same as the one used in

Garacci et al. (submitted). The extraction was performed after 48h of DWCNT exposure. All
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the supernatant was first removed while the algal biofilm remained intact. To collect the cells,
the biofilm was scrapped in 50 mL of fresh medium culture. The algal suspension was then
transfer in a 50 mL tube for being centrifuged at 10 000 rpm for 10 sec in order to collect cells
in a pellet. Supernatant was removed and 2 ml of fresh medium was added and transferred in
a new tube to be briefly centrifuged at high speed a last time. After discarding the supernatant,
the pellet was a frozen in liquid nitrogen and the samples were stored at -80°C in order to
preserve RNA from degradation.

Modifications were made to the manufacturer’s extraction protocol (RNeasy Plant Mini Kit,
74904, QIAGEN®). Cellular lysis was carried out in 450 pL of Trizol Reagent (Invitrogen).
Once vortexed, 200 uL of silica beads (Sartorius™ BBI-8541400) were added for mechanical
grinding with a FastPrep® (FastPrep®-24 Classic Instrument, MP Biomedicals, 6.5 m.s*,
6x20s). A heat treatment (56°C for 10 min) was performed in order to separate RNA from
residuals DWCNTSs, initially trapped in the biofilm matrix. Indeed, CNTs are known to have
great interactions with organic molecules, and especially for nucleic acids, leading to their
adsorption on the CNTSs surface (Bianco et al., 2005b; Mu et al., 2014). This is the reason why
samples obtained from culture exposed to 50 mg.L™? did not present sufficient amount of
undamaged mRNA to be sequenced. After addition of 200 uL of chloroform RECTAPUR
(VWR), total RNA was isolated and purified on a QIAGEN® RNeasy Mini Spin column.
Residual DNA was removed by incubating with DNAse | for 15 min at room temperature
followed by washings (RW1 and RPE buffers from QIAGEN® RNeasy Plant Mini kit).
Finally, the RNA was eluted in 40 pL of RNAse-free water. Quality control of RNA samples
was first performed using a Nanodrop spectrophotometer. RNA concentrations were
estimated between 48.8 and 3,091.5 ng.uL* and ratios of optical densities at 260 and 280 nm
were higher than 2. Microgel electrophoresis on an Experion™ Electrophoresis Automated
System using an Experion™ RNA StdSens Analysis kit was carried out in order to evaluate
RNA integrity. RNA RNA Integrity number (RIN) was estimated between 5.9 and 7.4. RNA
samples were conserved at -80°C before sequencing. A next generation Illumina paired end
sequencing with 150 bp inserts was performed by GATC Biotech SARL platform (Constance,
Germany). About 30 million reads pairs (+ 3%) were generated. Raw reads were submitted to
a Sequence Read Archive (SRA) database (Submission ID: SUB4486857) included in the
project “Nitzschia palea Transcriptome” deposited at GenBank NCBI under the accession
PRINA489196.
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5.24  RNA assembly and differential expression analysis

RNA-seq reads were mapped to the referenced N. palea transcriptome (Garacci et al.
(submiteed)) where 15,906 transcripts were identified, and transcripts abundance were
quantified by Trinity Transcripts Quantification v2.4.0 (Haas et al., 2013) applying the RNA-
Seq by Expectation-Maximization method (Li and Dewey, 2011). Genes differentially
expressed (DEGSs) between control and exposure conditions (False Discovery Rate < 0.05)
were identified using the number of mapped reads as inputs in the statistical software R (R
Core Team, 2013) the using the “DESeq2” R package (Love et al., 2014). A Gene Ontology
(GO) enrichment analysis was performed using the “topGO” R package (Alexa and
Rahnenfuhrer, 2018) for each GO category (Biological Process, Molecular Function and
Cellular Component). Enriched GO terms were submitted to the open web-based tool
QuickGO (Binns et al., 2009) in order to visualize GO trees and encompass GO terms at the
same level to facilitate comparison between exposure condition. Heat maps were generated
thanks to the R packages “gplots” (Warnes et al., 2009) and “RColorBrewer” (Neuwirth,
2005).

5.3  Results and Discussion
53.1 Differential expression and annotation statistics

Among transcripts sequenced from diatoms exposed to DWCNT, more than 60% presented a
GO annotation. However, among the ten most up-or down-regulated transcripts (expression
level indicated in Log2FoldChange: Log2FC), mostly generated in DWCNT10mg condition,
45% did not have a GO annotation (Table 2). It’s noteworthy here that the most up-regulated
transcript in this dataset did not present GO annotation. The non-negligible amount of non-
annotated transcript evidenced the lack of genetic information among diatoms (Heydarizadeh
et al., 2014). The occurrence of horizontal gene transfer from bacteria, which are widely
studied, explains the presence of a non-negligible amount of diatoms transcripts description

from bacteria sequences (Bowler et al., 2008).
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After 48h of DWCNTs exposure, differential expression analysis revealed that 1,972
transcripts presented an expression level significantly different from the control condition
representing 12.4% of the transcriptome. Expression level for these DEGs ranged between 0.5
and 6.9 for up-regulated DEGs and -4.4 to -0.5 for the down regulated ones. These statistics
were similar to a previous study where N. palea was exposed to Few Layer Graphene (FLG)
with a Log2FC ranging from -4.7 to 7 (data on submission). This would mean that the
conditions tested in this study induced stress level comparable to earlier tested FLG

conditions.

Among the 1,972 DEGs detected in this study, the majority was differentially expressed in
diatoms exposed to DWCNT1omg (1912 DEGs representing 12% of the transcriptome) while
almost 30 fold less DEGs (68 DEGs) were found in DWCNTo.1mg condition (Figure 40a). Up-
regulated transcripts were mostly expressed in DWCNT1omg Whereas low DWCNT exposure
generally induced a gene downregulation. Among all DEGs detected in this study, 85%
presented a description and 64% had a GO annotation. Nevertheless, 462 DEGs, that being
23.4% of DEGs, were described as an “hypothetical protein” or “predicted protein” which
represent a non-negligible amount of transcript partially annotated with unknown function.
Functional annotation provided higher yield in DWCNT1omg condition than in DWCNTo.1mg
(Figure 40c). This annotation results highlighted that a part of the diatoms’ response was not

taken into account functional analysis.

Only 8 DEGs were shared between low and high DWCNT concentration exposure among
which 5 were regulated in the same way (up-or down-regulated). The gene expression profiles
(Figure 40b) showed that transcriptomic response was highly pronounced in DWCNT10mg
exposure compared to DWCNTo.1mg, suggesting that diatoms’ response was concentration-
dependent. However, absence of cellular impact was previously observed for both DWCNT
concentrations. This highlighted that even if DWCNT1omg did not induce growth inhibition, a

high transcriptomic response was generated after 48h of exposure.

An interesting comparison of the number of DEGs detected in low DWCNT exposure and
low FLG concentration from a previous study, where 50 DEGs were detected (Garacci et al.
(submitted)) suggested the same stress level of the diatoms exposed to low FLG and DWCNT
concentrations. However, in FLGo.1mg condition most of the DEGs were upregulated while in
diatoms exposed to DWCNTo.1mg they were in majority downregulated (Log2FC between -7.1
and 3 for DWCNTo.1mg and between -1.7 and 4 for FLGo.1mg). In the case of exposure to high
FLG and DWCNT concentrations, a stronger similarity was observed with almost the same
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number of DEGs involved (1907 DEGs in high FLG condition) and their comparable range of

expression level (Log2FC between -4.7 and 7, and ranging from -6.8 to 6.9 for FLG and

DWCNT, respectively). These results might suggest comparative physiological response
induced in FLG and DWCNT exposure.
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Figure 40. Differential expressed genes at low and high DWCNTSs concentration. (a) Number of up-and down-
regulated DEGs. (b) Heat map showing the Log2FC values of DEGs. (c) Percentage of Gene Ontology
annotation among the DEGs.
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5.3.2 Functional annotation

Analysis of enriched GO terms was carried out in each condition, but only GO terms related
to BP category are discussed in this study. GO enrichment revealed 90 GO terms associated
with 15 DEGs in DWCNTo.1mg condition, while 127 GO terms for 495 DEGs were found in
DWCNT1omg condition. A majority of these DEGs were upregulated (66% with a Log2FC
between 0.5 and 6.7) in DWCNTiomg exposure whereas 75% were down-regulated in
DWCNTo.1mg €Xposure.

Altered BP were studied on the basis of DEGs corresponding to enriched GO terms.
Aggregation of enriched GO terms led to the association of BP terms to one or several higher
GO terms. BP affected by DWCNT exposure and expression level of DEGs contributing to
these BP are displayed in Table 3 for DWCNTo.1mg and Figure 41 for DWCNTiomg. Once
agglomerated at the same GO level, 15 BP were involved in DWCNTo.1mg exposure and 22 in
DWCNT10mg exposure. The number of BP induced in response to DWCNTSs was higher than
in FLG exposure (19) (Garacci at al. (submitted)), suggesting that even at lower concentration
(10 mg.L! for DWCNTSs against 50 mg.L* for FLG), DWCNTs might induced more
physiological alterations than FLG. To determine specific metabolic pathways involved in the
response of N. palea, functional analysis, based on DEGs description which present different

name from BP, was performed only on DEGs with enriched GO terms.

Alteration of DNA, transcription machinery and post-translational modifications

At low concentration exposure, 7 DEGs participating to the BP response to stress and cellular
response to stimulus were involved with Log2FC between -2.3 and 0.8. Within these DEGs,
the most up-regulated (NP2462, Log2FC=0.85) encoded for an hypothetical protein
(FRACYDRAFT_241601), similar to that sequenced in the diatom Fragilariopsis cylindrus.
According to Uniprot database description (Entry: AOA1E7F538), this putative protein,
involved in mismatch repair process, seemed to be part of the protein domain High mobility
group (HMG) box (InterPro: IPR009071) and is known to bind to DNA. The same encoding
DEG was also found up-regulated with the same magnitude in diatoms exposed to high FLG
concentration (Log2FC = 1) (Garacci et al. (submitted)). Among plants, this HMG-box
protein domain, described as a chromatin-associated protein, was found to be involved in the

regulation of several nuclear processes such as chromosomal architecture or DNA
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recombination/repair (Antosch et al., 2012). Moreover, environmental stresses, such as
drought, cold or high-salinity induced an overexpression of genes encoding for HMG proteins
in order to modulate plant gene expression (Kim et al., 2010). A DEG participating in several
BP such as aging, growth, cellular component organization and cell death was down regulated
in this condition. This DEG (NP12458, Log2FC = -3.9) encoded for an endonuclease which is
known to be involved in DNA recombination. This suggests that CNTo.1mg €Xxposition induced
a stress leading to a modification of gene regulation.

Table 3. Participation to biological processes of the DEGs involved in low DWCNT concentration exposure and
their expression level in each exposure condition. The number of DEGs associated with a BP is indicated next to
the corresponding biological process.

Description Ié‘;"’,iﬁg Biological process
NP133 Gram-positive anchor 222 ] [ ]|
NP1265 hypothetical protein FisN_12Lh033 167 336 H B Bl
NP14142 winged helix DNA-binding domain-containing 130 0 [ B B | |
NP11926 winged helix DNA-binding domain-containing 129 228 H EH Bl
NP2462 hypothetical protein FRACYDRAFT 241601 0.85 0.82 H B B
NP4691 268 proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 -0.79 0 H BN
NP3424 fucoxanthin chlorophyll a ¢ -1.34 ] HEE N
NP3175 thioredoxin-like -1.55 0 [ | ] [ | [ |
NP14860 Pol Poly -1.97 0 EEE B
NP15432 heat shock transcription factor -2.06 0 B B Bl
NP13123 multidrug resistance MATE family -2.27 0 [ |
NP14294 Pol Poly 2.37 1.21 B B Bl
NP3639 hypothetical protein THAOC 18690. partial 2.44 0 [ | [ |
NP9964 camp receptor -2.56 0 [ | [ |
NP12458 endonuclease 391 0 B EERTEE
Aging (1) I cellular response to stimulus (7) [ | Organic substance metabolic process (10)
Biosynthetic process (6) B celtutar metabolic process (11) [ | Regulation of biological process (10)
B cell death (1) [ | Establishment of localization (1) Response to stress (7)
Cellular component organization (1) Growth (1) I Small molecule metabolic process (1)
B celtular nitrogen compound (8) M Macromolecule localization (1) Transposition (1)

For diatoms exposed to DWCNT1omg, functional analysis primarily focused on the thirty most
up-and down-regulated DEGs (Table S4). Among these DEGs, two presented a functional
description related to DNA modification and participated to cellular metabolic, biosynthetic
metabolic and nitrogen compound metabolic processes. The up-regulated DEG (NP5512;
Log2FC = 3.2) described as an hypothetical protein (THAOC_30976), sequenced in
Thalassiosira oceanica, probably plays a role in specific-sitte DNA recombination according
to GO annotation. The Uniprot database description (Entry: KORA91) suggested the similarity
of this protein with a DNA integrase (InterPro: IPR011010). The presence of this putative

DNA integrase was also identified in two marine diatoms Thalassiosira pseudonana
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(Armbrust et al., 2004a) and Skeletonema costatum (Chung and Hwang, 2009) by genome
sequencing. The previous study on N. palea exposed to high FLG concentration revealed
overexpression (Log2FC = 3.2) of the same DEG, but most of DEGs involved in DNA
damages were down-regulated in this condition (Garacci et al. (submitted)). In addition, a
down-regulated DEG (NP13280, Log2FC = -2.5) was involved in DNA integration, according
to GO annotation. Unfortunately, no accurate information about the function or the origin of
this predictive protein was found. These results would mean that putative proteins expressed
in DWCNTiomg condition have an enzymatic activity mediating site-specific DNA

modification.
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In DWCNTo.1mg condition, three DEGs participated in biosynthetic, organic substance
metabolic, cellular metabolic processes, cellular nitrogen compound and regulation of
biological process (Log2FC between -3.9 and 1.7). Two up-regulated DEGs (NP14142 and
NP11926), involved in these BP, were homologous to sequences encoding a winged helix
DNA-binding domain-containing protein. 9 DEGs encoding for this domain-containing
protein were also found in DWCNTiomg exposure condition. Among these 9 DEGs, 3
belonged to the set of thirty most down-regulated genes (Log2FC between — 2.3 and — 1.3)
and 6 to list of up-regulated ones (Log2FC between 2.3 and 2.8). This protein motif is known
to make sequence-specific DNA contact and regulate transcription process, but also plays a
role in post-transcriptional regulations (Thebault et al., 2011). In diatoms exposed to high
FLG concentration, three similar DEGs corresponding to this protein were regulated in the
same way than in DWCNTSs exposure (Garacci et al. (submitted)). The third DEG (NP1265)
contributing to these BP was commonly overexpressed at low and high DWCNT
concentration (Log2FC = 1.7 and 3.4 in DWCNTo.1mg and DWCNT1omg, respectively). This
DEG encoding an hypothetical protein (FisN_12Lh033), described in the oleaginous diatom
Fistulifera solaris (Uniprot database entry: AOA1Z5KGP7), presented a sequence-specific
DNA binding molecular function (MF). The function of this protein is currently unknown but,
as mentioned in the database, it could be a part of winged helix DNA-binding domain-
containing protein (InterPro: IPR036388) or Heat Shock Factor (HSF) superfamily (InterPro:
IPR000232). Exposition of N. palea to high FLG concentration also induced the
overexpression of this DEG (Log2FC = 3.1). Another DEG (NP15432) corresponding to an
HSF transcription was down-regulated (Log2FC = -2) in DWCNTo.img condition. This
transcription factor is involved in the regulation of heat shock gene expression, especially in
its activation (Pirkkala et al., 2001). In the marine diatoms T. pseudonana and Phaeodactylum
tricornutum, most of the transcription factors are HSF, within many of them might play a role
in specific response to environmental stimuli (Rayko et al., 2010). Among down-regulated
DEGs in DWCNTo.1mg condition, two (NP14860 and NP14294) were described as Pol Poly
protein with a nucleic acid and zinc binding molecular function. One of them (NP3639)
corresponded to an hypothetical protein (THAOC_18690), described in T. oceanica (Uniprot
entry: KOS7H9), without any functional description but probably involved in regulation of
transcription, according to GO annotation. These results suggested that the exposition to low
DWCNT induced a modification of transcription process which could be a response to
environmental modifications. Interestingly, no significant modification in regulation of

transcription was observed in diatoms exposed to low FLG concentration (Garacci et al.
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(submitted)). In addition, the cellular response to stimulus and response to stress BPs were
involved with 7 DEGs expressed in exposition to DWCNTo.1mg. Most of DEGs participating
to these BP were down-regulated (Log2FC between — 2.3 and 0.8). One of them (NP9964)
encoded for a camp receptor protein (CRP) described in the bacteria Escherichia coli as
playing a role in transcription. Indeed, after a conformational change caused by the binding to
cyclic adenosine monophosphate (cCAMP), CRP fixes to the promoters of controlled genes
allowing for RNA polymerase binding (Lawson et al., 2004). This highlighted that exposition

to low DWCNT concentration induced a modification of transcription regulation.

In DWCNT1omg condition, three up-regulated DEGs (NP9422, NP2884 and NP13077,
Log2FC = 3; 1.8; 1.4, respectively) were associated with the same hypothetical protein
(FRACYDRAFT_264505). According to Uniprot database (Entry: AOA1E7ERH9), this
protein could correspond to a lamin tail domain protein (InterPro: IPR001322). Six DEGs
corresponding to this hypothetical protein were also up-regulated (Log2FC between 1.2 and
2.4) in N. palea at high FLG exposure among which 3 DEGs were shared with DWCNT 10mg
condition. This protein, which is an intermediate filament in metazoans cell, presenting a
DNA binding molecular function, acts as a stress absorber and manages cytoskeleton
machinery. This suggests that this putative protein can participate in the regulation of
transcription. DEGs expressed in this condition were also found to contribute to the cellular
component organization BP. In the most up-regulated DEGs in DWCNT 10mg, 5 relating to this
BP were involved in the transcription machinery (Log2FC between 3.1 and 6.6): one SPT2
homolog protein, one possible RNA polymerase sigma factor, one ubiquitin
thioesteraseVirion core and a 5°-3’ exoribonuclease 1. The SPT2 homolog and RNA
polymerases sigma factors, which can be found in plastid transcriptional apparatus (Liere and
Borner, 2007), are known to be involved in regulation and initiation of transcription,
respectively. The exposition of N. palea to high FLG concentration also highly induced the
overexpression (Log2FC = 5) of the SPT2 homolog protein. The ubiquitin thioesteraseVirion
core was described as a Rho termination factor on the Uniprot database (Entry: W8W248).
This transcription factor, generally found in bacteria (Das et al., 1976) but also described in
plants plastids (Chi et al., 2014), ends the transcription process by binding specific mMRNA
sequence and disengages RNA polymerase. The up-regulation of this putative protein
suggests an inhibition of specific genes and probably plastid-encoded genes, as suggested in a
previous study where N. palea was exposed to high FLG concentration (Garacci et al.

(submitted)). The hypothesis of the regulation of chloroplastic gene expression was reinforced
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by the identification of a RAP (RNA-binding domain abundant in Apicomplexans) domain-
containing chloroplastic-like encoded by NP14446 DEG, counting among the most down-
regulated. Indeed, this motif found in A. thaliana proteins, is involved in chloroplast rRNA
maturation (Kleinknecht et al., 2014). One more DEG among the 30 most down-regulated,
NP11131, encoding for a predicted protein with a nucleic acid binding molecular function,
was also involved in regulation of transcription. According to these results an exposition to
high DWCNT concentration induced a strong modification of transcription regulation to
probably implement an efficient response to the stress detected. These results were similar
with those found in N. palea exposed to high FLG concentration causing growth inhibition

(Garacci et al. (submitted)).

Moreover, the two DEGs associated with Pol poly proteins down-regulated in DWCNTo.1mg
exposure also seemed to play a role in proteolysis according to GO annotation. In addition, a
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 encoded by a down-regulated DEG
(NP4691, Log2FC = -0.8) was also identified in this condition. This subunit may correspond
to a multiprotein complex, not including ATPase, involved in the degradation of unfolded
protein, allowing for the maintenance of protein homeostasis (Kanayama et al., 1992). In
diatoms exposed to DWCNTiomg concentration, a tetratricopeptide repeat domain was
encoded by a DEG (NP1389, Log2FC = -2.5) in the most 30 down-regulated. It was also
down-regulated, with the same magnitude, at high FLG concentration (Log2FC = -2.1). The
functional description of this protein motif, frequently found in eukaryotes, is still not well
defined. Tewari and co-workers (2010) suggested that proteins containing this motif could be
molecular chaperones. Taking together, these results suggested that DWCNTs exposure,
regardless the concentration, induce a decrease in post-translational modification, and then

modulate protein activity.

Adhesive response and cell wall alterations

The most up-regulated DEG (NP133, Log2FC = 2.2) in DWCNTo.1mg condition participated in
macromolecule localization and establishment of localization. The corresponding protein was
a Gram-positive anchor protein, described in Gram-positive bacteria, containing hydrophobic
domain responsible for the anchorage in cell membrane in order to be linked to the outer cell

surface (Jenkinson, 1995).
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The most up-regulated DEG (NP12499, Log2FC = 6.7) in DWCNT1omg condition, encoded
for an extracellular matrix protein. A DEG encoding an ADP-ribosylation factor GTPase-
activating 1 (NP3396), which contributed to regulation of molecular function process, was up-
regulated (Log2FC = 3.6). Only identified in human, this factor is involved in membrane
trafficking and /or vesicle transport and then is involved in the Golgi organization. Mazaki
and co-workers (2001) demonstrated that cellular localization mechanisms, requiring this
factor, were regulated during integrin-mediated cell adhesion. Thus, we could hypothesize
that diatoms implemented cell adhesion process in response to DWCNT1omg exposure. In
addition, several DEGs encoding for extracellular proteins were up-regulated in this condition
(Log2FC between 1.4 and 4.5). A DUF3494 domain-containing protein (NP97), which is a
protein family, involved in primary metabolic process was over-expressed. This protein, with
a chitin binding molecular function, was found in bacteria but also in the Antarctic marine
diatom Nitzschia stellate (Uniprot entry: H2EZP5 9STRA) and in the polar sea-ice diatom F.
cylindrus (Uniprot entry: DOFHAS3). This last one is known to grow on ice thanks to the
excretion of ice-binding protein belonging to the DUF3494 protein family (Bayer-Giraldi et
al., 2018), suggesting that this protein, which is able to bind chitin, could play a role in cell
adhesion in response to DWCNT1omg exposure. In addition, others DEGs encoding for
proteins, with function in bacterial adhesion (Weiss and Hewlett, 1986), such as filamentous
hemagglutinin family N-terminal domain proteins (3 DEGs : NP29, NP141 and NP12543)
and adhesin (NP98) were up-regulated. All overexpressed DEGs involved in cell adhesion in
DWCNT1omg Were also induced in N. palea exposed to high FLG concentration where cells
induced excretion of adhesive proteins in order to mitigate FLG contact and shading (Garacci
et al. (submitted)). An adhesive response related an overproduction of hydrophobic-like
proteins constituting the EPS network was also evidenced for N. palea exposed to DWCNT
(Verneuil et al., 2015).

Furthermore, a benzoate transporter was encoded by an highly down-regulated DEG
(NP2881, Log2FC = -2.4). The function of this transporter was highlighted by Nishikawa and
co-workers (2008) in the Gram-negative bacteria Pseudomonas putida in the extrusion of
benzoate from cells. Benzoate is an aromatic compound degraded into catechol by two
specific enzymes in P. putida (Cowles et al., 2000). The moiety of catechol was found to be
the link between protein and chitin in several animal and plant organisms reinforcing the
strength of cuticle (Briggs, 1999). This could suggest that inhibition of benzoate transporter
observed in N. palea exposed to DWCNT1omg induced the benzoate accumulation in cells in
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order to increase benzoate degradation into catechol. Several proteins involved in cell
adhesion presented a chitin binding molecular function. Thus, we can hypothesize that down-
regulation of benzoate transporter could allow for the binding of adhesive proteins to chitin.
As Durkin and co-workers (2009) evidenced the association of chitin with the cell wall of T.
pseudonana, we could suggest that the under regulation of benzoate transporter could result in
frustule reinforcement. These results were in accordance with the over-excretion of
extracellular protein involved in EPS matrix demonstrated by Verneuil et al. (2015) in N.
palea exposed to high DWCNT concentration. In addition, benzoate intermediates are known
to convert chorismate, via a series of enzymatic reactions, in salicylic acid which is involved
in the activation of disease resistance in plants following pathogens invasion (Vlot et al.,
2009). This suggests that not-extruded benzoate, thanks to the inhibition of benzoate
transporter, may participate to signaling pathway in response to the stress induced by

DWCNT10mg exposure.

The list of up-regulated adhesive proteins was longer, not forgetting the expression of an
encoded (NP12716, Log2FC = 2.7) hemolysin-type calcium-binding protein, involved in cell
adhesion. Lin and co-workers (2008) demonstrated the induction of hemolysin-type protein,
with a calcium-binding function as observed in our study, in adhesion process. This suggests
that calcium also plays a role in this process. Interestingly, 13 DEGs related to calcium were
overexpressed in this condition, in which the two most up-regulated encoded for conserved
repeat domain proteins (NP4436, Log2FC=3) and a cation transporting (NP13944,
Log2FC=2.8), with calcium binding and calcium-transporting ATPase activity molecular
function, respectively. This result suggested that calcium plays an important role in diatoms’
response to environmental perturbations (Verret et al., 2010), DWCNT10mg €Xposure here, but

also in the cell adhesion as evocated in Leptospria spp. (Lin et al., 2008).

Moreover, in DWCNT1omg exposure, two DEGs encoding a vegetative cell wall gpl-like
protein (NP11576, Log2FC = 4), major component of cell wall in Chlamydomonas reinhardtii
microalgae (Ferris et al., 2001), and a Ipxtg-motif cell wall anchor domain protein (NP15636,
Log2FC = 2.7), allowing cells to resist to physical aggression (Fischetti et al., 1990; Otto,
2014) were up-regulated in this condition. Overexpression of the encoded vegetative cell wall
gpl-like protein was also noticed at high FLG concentration (Log2FC = 4.1). Three encoded
silicon transporters (Log2FC between 1.8 and 2.4) and urea-proton symporters DUR3
(NP974, Log2FC = 3.1), known to transport urea but also polyamines required for silica
precipitation, were also up-regulated suggesting the induction of frustule component
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production (Allen et al., 2011). This suggested that diatoms exposed to DWCNT1omg
implemented cell wall repair maybe due to wounds generated by physical interactions with
DWCNTSs. However, no alterations of the cell wall of N. palea exposed to DWCNT were

observed in a previous study (Verneuil et al., 2015).
Photosynthesis and oxidation reduction process

Functional analysis revealed that exposition to low DWCNT concentration involved the under
expression of one single DEG corresponding to a fucoxanthin chlorophyll a ¢ (NP3424;
Log2FC = -1.3). This photosynthetic pigment plays a crucial role in the light harvesting
complex for photosynthesis. This would suggest a decrease in photosynthesis activity for N.
palea exposed to low DWCNT concentration. This alteration was not observed for diatoms
exposed to low FLG concentration, and Verneuil and co-workers (2014) did not detect
significant decrease in photosynthesis activity nor chloroplasts abnormalities for diatoms
exposed to MWCNT.

Nevertheless, in DWCNT10mg €Xxposure, pigment biosynthetic process seemed to be repressed
with the down-regulation (Log2FC between — 2.4 and -1.1) of uroporphyrinogen
decarboxylase (2 DEGs involved in pigment metabolic process), plastid protoporphyrinogen,
with oxygen-dependent protoporphyrinogen oxidase activity MF, protoprophyrinogen X
methyltransferase, coproporphyrinogen 11l oxidase, ferrochelatase and glutamyl-tRNA
reductase. The down regulation of this chlorophyll biosynthetic pathway was also observed at
high FLG concentration. In addition, in the down-regulated DEGs, three DEGs were
described as mevalonate kinase (NP7195, Log2FC = -1), 2-C-methyl-D-erythritol 4-
phosphate cytidylyltransferase (NP1066; Log2FC = -2), and 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl
diphosphate reductase (NP13478, Log2FC = -2.1), all involved in isoprenoid biosynthetic
process. The biosynthesis of heme, which is one of the numerous biomolecules included in
isoprenoids class, provides the precursor for the photosynthetic pigment in diatoms (Obornik
and Green, 2005). Thus, we can hypothesize that the down regulation of these proteins may
also have an impact on the photosynthetic pigment biosynthesis. This can be related with the
under-expression of 3 DEGs (Log2FC between -3 and -1.8): one (NP1256) encoding an
hypothetical protein (FisN_24Hh015), sequenced in F. solaris (Uniprot entry: AOA1Z5KJ33),
and two (NP8524 and NP3244) coding for an hemopexin domain-containing protein which
were described as globin proteins (InterPro: IPR0O00971). These putative proteins appeared to
play a role in the binding and transport of oxygen which occurs in photosynthesis process.
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The downregulation of these proteins would suggest a decrease of photosynthesis activity
caused by high DWCNT concentration exposure, as observed at high FLG concentration
(Garacci et al. (submitted)). However, no significant correlation was previously observed
between DWCNT concentration and photosystem Il quantum vyield (Verneuil et al., 2014).
This could suggest that N. palea enhanced its photosynthesis efficiency to compensate the

underproduction of photosynthetic pigment.

In DWCNTo.1mg condition, a DEG (NP3175) involved in small molecule metabolic process
encoding for a thioredoxin-like protein was down-regulated (Log2FC = -1.5). Indeed, most of
the thioredoxins present in the marine diatom P. tricornutum were found located mainly in the
plastid, and in a lesser extent in mitochondrion and cytosol (Weber et al., 2009). It was
suggested that thioredoxins in diatoms are involved in the redox regulation of the
photosynthetic reactions (Kikutani et al., 2012). In comparison, the up-regulated PAF-AH at
low FLG concentration is also involved in the cell protection from oxidative stress.
Furthermore, a DEG (NP15862, Log2FC = -2.1) down-regulated in DWCNTz1omg condition
encoded for a violaxanthin de-epoxidase enzyme, which plays a role in most of xanthophyll
cycles (Latowski 2011). Indeed, xanthophyll cycles can be involved in protection against
oxidative stress generated by over-exposition to light, or environmental stress inducing ROS
production in plants but also in N. palea (Willemoés and Monas, 1991). Nevertheless, the
upregulation of a DEG (NP7708, Log2FC = 2.8) in the first 30 ones, revealed the induction of
a nucleoredoxin 2 involved in cellular component biogenesis and cellular component
organization. This protein seems to be a protective enzyme for antioxidant agents, such as
catalase, in plant cells with ROS-induced oxidation (Kneeshaw et al., 2017). Thus, a decrease
in photosynthesis can be related to a modulation in oxidation-reduction process in diatoms
exposed to DWCNT which is similar with the results obtained in presence of high FLG

concentration (Garacci et al. (submitted)).

Cellular transport

Involved in cellular response to stimulus and localization, a down-regulated DEG (NP13123,
Log2FC = -2.3) was overexpressed at low DWCNT concentration. It encoded for a multidrug
resistance MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion) protein family. Proteins
belonging to the MATE family, which is a part of multidrug efflux transporters families, were

discovered in several microorganisms but more specifically in bacteria Escherichia coli and
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Staphylococcus aureus involved in resistance to antimicrobial agents (Kuroda and Tsuchiya,
2009). MATE family was not found in plants but it was the case for one of the five multidrug
pumps family: ABC transporters (Theodoulou, 2000). These active transporters, or pumps,
typically extrude unrelated substances from cellular content thanks to an electrochemical
gradient cation-dependent. But this mechanism requires energy from ATP hydrolysis (Higgins
and Linton, 2004). The down-regulation of this putative protein might suggest that diatoms
inhibited drug extrusion pathways, which are energetic consuming, in order to allocate energy
for response to stress such as adhesive extracellular protein production, as suggested by
Verneuil et al. (2014).

In DWCNT10mg condition, seven DEGs described as ABC transporters as well as multidrug
and toxin extrusion protein and Drug Metabolite Transporter (DMT) protein superfamily were
present in the 30 most down-regulated DEGs (Log2FC between — 2.3 and -1). Hypothetical
functions, other than drug extrusion have been addressed to the ABC transporters family such
as light-dependent cell elongation (Sidler et al., 1998) and chlorophyll catabolite transport in
Arabidopsis thaliana (Tommasini et al., 1998). No transcript encoding for this transporter
family was differentially expressed in FLG condition. As these transporters may function as
ion channels transporters (Higgins, 2001), multiple DEGs encoding ion transport were also
down-regulated (Log2FC between -2.1 and -1) such as copper, zinc potassium or molybdate
transporters. On the other hand, transport of other substrates seemed to be activated in
DWCNT1omg conditions. Indeed, DEGs involved in macromolecule localization were up-
regulated, one of them (NP14837, Log2FC = 3.2) encoding a solute:sodium symporter family
protein. This protein is known to be involved in transport of sugars, amino acids and water.
Most of symporters are required for catabolic pathways and then allow cell to import organic
resource as nitrogen or carbon (Jung, 2002). The ATP consumption at the origin of ABC
transporters mechanism might explain the down regulation of this transporter family in N.
palea exposed to DWCNT1omg. In such a stress condition, diatoms implemented energetic
supply saving as a response to stress and resulting in EPS production. Furthermore, this
response seems to be specific to DWCNT exposition, as it was not shared with FLG exposure
(Garacci et al. (submitted)).
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Alteration of energetic and aromatic amino acids biosynthesis pathways

Only in DWCNT10mg condition, several DEGs involved in energetic metabolism and amino
acids biosynthesis pathway were involved (Figure 42 details positions of enzymes encoded in
these pathways). In fact, several DEGs encoding for proteins contributing to glycolysis
pathway were identified. One encoding glucose-6-phosphate isomerase (G6PI) was down-
regulated while two DEGs encoding for a triosephosphate isomerase, which is known to
catalyse a reversible reaction to form glyceraldehyde-3-phosphate (Anderson and Cooper,
1969), were up-regulated. Others DEGs encoding for enzymes well known to contributing to
this pathway were up-regulated such as enolase and pyruvate kinase. Anabolic metabolism
also seemed to be modulated with the overexpression of an encoded dihydroxyacetone kinase,
contributing to polysaccharides production during glycerol deprivation in the green algae
Dunaliella parva (Lerner and Avron, 1977). In addition, a DEG encoding an UDP glucose-6-
phosphate-dehydrogenase (G6PDH) involved in pentose phosphate pathway was up-
regulated. Most of these DEGs were also regulated in the same way in diatoms exposed to
high FLG exposure (Garacci et al. (submitted)). These results suggested that diatoms exposed
to DWCNTiomg condition modified their energetic metabolism to implement an energy

mobilization probably to undertake all others ATP-consuming pathways.

Shikimate pathway, occurring in chloroplasts according to Kroth and co-workers (2008), also
appeared to be altered in DWCNTiomg condition. One DEG encoding a 3-deoxy-7-
phosphoheptulonate synthase (DAHP synthase) was up-regulated, as observed at high FLG
concentration, whereas an encoded 3-dehydroxyquinate synthase was down-regulated.
Shikimate pathway connects carbon metabolism and aromatic amino acids (AAA)
biosynthesis, tryptophan, phenylalanine and tyrosine (Maeda and Dudareva, 2012). DEGs
encoding for proteins involved in AAA biosynthetic process were also observed in our
dataset. An encoded chorismate synthase was up-regulated. The formation of chorismate leads
to several AAA production, and the tryptophan pathway seemed to be particularly modified in
this study. Indeed, a DEG encoding for a protein with a phosphoribosylanthranilate isomerase
(PAI) activity was down-regulated. AAA are precursor of several organic molecules in plants
including pigments or cell wall components, essential for defense and environmental

response.
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Figure 42. Representation of energetic metabolic pathways involved in N. palea exposed to CNTs. Colored
squares indicated the regulation of gene encoding for enzymes functioning (in bold) after 48h of exposure to
CO0.1 (CNTo.1mg), C10 (CNT1omg). The scale in the bottom represents genes Log2FC value. Solid arrows indicate
the conversion of each intermediate into the next one and the involved enzymes are shown next to each arrow.
Dotted arrows indicate a reduction of chemical reaction to facilitate the reading of the figure. Black arrows
indicate a transport of organic molecule between cellular compartment. For simplicity, the number and the
shape of organelles are not representative of the reality in this figure. This schematic view was adapted from
Maeda et al., (2012). Abbreviations: G6PI: glucose-6-phosphate isomerase; DAK: Dihydroxyacetone kinase;
PK: pyruvate kinase; G6PD: glucose-6-phosphate dehydrogenase; DHAP: 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-
phosphate; EPSP: 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate; CdRP: 1-(o-carboxyphenylamino)-1-deoxy-ribulose 5-
phosphate PAI: phosphoribosylanthranilate isomerase.

5.4  Conclusion

The response of N. palea exposed to DWCNT was evaluated thanks to a transcriptomic
analysis at low concentration, corresponding to potential future environmental condition, and
high concentration, mimicking an accidental release. The amount of DEGs and expression
pattern were less pronounced at low DWOCNT concentration, where modulation of
transcription machinery and regulation in post-translational modifications were noticed. A
slight inhibition of the response to oxidative stress together with a decrease in photosynthesis
(diminution of light harvesting and pigment biosynthetic process in DWCNTo.1mg and
DWCNTiomg respectively) occurred in both conditions. High overexpression of adhesive
proteins, with chitin association, was observed in both conditions. However, proteins involved
in cell wall composition were only upregulated in high DWCNT exposure. In this condition,
diatoms seemed to implemented energetic allocation by managing glucose metabolism,
shikimate pathway and tryptophan biosynthesis, but also reducing drug extrusion process
which is ATP consuming. This energetic allocation was probably linked to excretion of
proteins and other compounds involved in cell adhesion. Overall these results evidenced

mechanisms of diatoms’ response exposed to growth non-inhibitory DWCNT concentrations.
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Table S4. Identification and description of the top 30 up and down-regulated DEGs in N. palea
exposed to DWCNT10mg

DEG identification Description Log2FC E-value
NP12499 extracellular matrix 6,76 2.32E-10
NP10895 SPT2 homolog 6,60 5.96E-92

NP97 DUF3494 domain-containing 4,52 1,94E-61
NP29 filamentous hemagglutinin family N-terminal domain 4,46 1.40E-49
NP11576 vegetative cell wall gpl-like 4,01 1.44E-37
NP3396 ADP-ribosylation factor GTPase-activating 1 3,61 1,02E-148
NP15833 possible RNA polymerase sigma factor 3,59 6,38E-22
NP98 adhesin [ 3,58 1.51E-53
NP1265 hypothetical protein FisN_121.h033 3,36 9,76E-43
NP4491 Dihydroxyacetone kinase (Fragment) 3,27 9.43E-46
NP5512 hypothetical protein THAOC 30976, partial 3,23 1.44E-107
NP14837 Solute:Sodium symporter family 3,18 0,00E+00
NP7579 ubiquitin thioesteraseVirion core 3,15 2,94E-13
NP12165 5 -3 exoribonuclease 1 3,13 0,00E+00
NP8268 predicted protein 3,10 1,96E-15
NP 14260 triosephosphate isomerase 3,07 0,00E+00
NP974 Urea-proton symporter DUR3 3,07 0,00E+00
NP9422 hypothetical protein FRACYDRAFT 264505 3,01 1,65E-35
NPG6948 RNA recognition motif-containing 2,98 2,93E-89
NP4436 conserved repeat domain 2,98 8.82E-129
NP141 filamentous hemagglutinin family N-terminal domain 2,94 2,63E-86
NP7708 nucleoredoxin 2 2,84 3,23E-53
NP3569 winged helix DNA-binding domain-containing 2,79 4,63E-34
NP6799 PABI binding 2,77 5,15E-109
NP14280 hypothetical protein FisN_3Hh170 2,76 9.46E-71
NP13944 cation transporting 2,75 0,00E+00
NP15636 Ipxtg-motif cell wall anchor domain 2,75 9.14E-27
NP12716 hemolysin-type calcium-binding region 2,68 0,00E+00
NP13293 peptidase 2,66 0,00E+00
NP7607 chaperonin 2,65 0,00E+00
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Table S4. continued

DEG identification

NPL15521
NP12991
NP4009
NP15520
NP10054
NP12225
NP1066
NP412
NP4070
NP1375
NP9085
NPL15862
NP14446
NP8330
NP9130
NP63
NP13478
NP12688
NP6382
NP1256
NPL15192
NP12837
NP11131
NP2913
NP14722
NP2881
NP1389
NP14301
NP13280
NP8524

Description
ABC transporter
tryptophanyl-tRNA synthetase
Uroporphyrinogen decarboxylase
major facilitator superfamily domain-containing 5
F-box only 31-like
tRINA-intron endonuclease
2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase
ABC transporter
Drug Metabolite Transporter (DMT) Superfamily
plastid protoporphyrinogen
heme oxygenase
Violaxanthin de-epoxidase
RAP domain-containing chloroplastic-like
ABC transporter
copper-transporting ATPase
multidrug and toxin extrusion 1-like
4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase
ATP-binding subfamily G (WHITE) member 2
3-dehydroquinate synthase
hypothetical protein FisN_24HhO015
RNA polymerase sigma factor
winged helix DNA-binding domain-containing
predicted protein
ABC transporter A family member 7-like
uroporphyrinogen decarboxylase
benzoate transporter
tetratricopeptide repeat family
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily
predicted protein
hemopexin domain-containing

Log2FC
-1,90
-1,93
-1,95
-1,97
22,02
2,03
2,03
2,05
2,06
2,06
-2,08
2,08
2,09
2,10
2,12
2,12
2,14
2,16
2,19
2,19
i) ')6

227
-2,31
-2,33

-2.42

E-value
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
5,34E-117
1 46E-129
1,64E-114
2.88E-141
0,00E+00

1,74E-75
0,00E+00
5,95E-96
2,14E-135
0,00E+00
0,00E+00

1,82E-37
2,68E-169
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

1,02E-23
0,00E+00
3,28E-10

2,84E-77
0,00E+00
0,00E+00
3,73E-118
3,36E-149
4,34E-99

3,63E-87
1 41E-122
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Chapitre 5

Effets d’une exposition a
différentes formes allotropiques du
carbone sur la composition de la
matrice extracellulaire de
Nitzschia palea
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1 Contexte

Les études réalisées concernant la réponse cellulaire de N. palea aprés exposition au FLG,
correspondant aux résultats présentés dans le Chapitre 3, et aux DWCNTSs, travaux de thése
de Laurent Verneuil (Verneuil, 2015) ont permis de mettre en évidence le role majeur de la
matrice exopolymérique ou EPS constituant du biofilm dans la réponse des algues avec pour
effet principal un collage des NPCs et une épuration de la colonne d’eau. Le chapitre
précédent confirmait ces observations macroscopiques en montrant une induction des genes
liés a la production de protéines contribuant a 1’adhésion des cellules a la fois en présence de
FLG, et des DWCNTSs. Les observations du piégeage des nanoparticules au sein du réseau
d’EPS laissent donc penser qu’une augmentation de la production d’EPS pourrait étre
engendrée par I’exposition au FLG, sans savoir si celle-ci provient de la perception du contact
direct ou de I’ombrage généré par les nanoparticules de carbone. De méme, il a été suggéré
que la fraction protéique tenait une place importante dans 1’atténuation des effets des
DWCNTSs en comparaison des carbohydrates (Verneuil et al., 2015). L’étude présenté dans ce
chapitre s’est alors intéressée a I’effet du FLG et des DWCNTSs sur la matrice extracellulaire
grace a une approche a la fois quantitative et qualitative. Cette étude a pour objectif de (i)
comparer la composition de la matrice extracellulaire de biofilms exposées a deux formes
allotropiques du carbone, (ii) évaluer la différence d’impact sur la production d’EPS entre une
exposition directe au FLG et D’effet d’ombrage, enfin (iii) identifier les protéines

extracellulaires impliquées dans la composition des EPS.

La grande difficulté de ce travail a résidé dans le fait que 1’étude de la matrice extracellulaire
implique une extraction des EPS sans pour autant endommager les cellules afin de ne pas
contaminer les extraits protéiques avec le contenu intracellulaire. Ce chapitre présente dans un
premier temps le développement de la méthode utilisée pour réaliser cette extraction en
mettant en avant les difficultés rencontrées, avant d’aborder les résultats de cette étude dans

une seconde partie rédigée sous la forme d’une publication.

2  Développement d’une technique d’extraction des EPS

Les matrices extracellulaires des biofilms benthiques étant majoritairement composées en
protéines et carbohydrates (Flemming et al., 2007; Wingender et al., 1999), 1’évaluation des

effets des NPCs sur les EPS excretées par N. palea s’est basée sur 1’¢tude de ces composés.
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Une premiére analyse quantitative est envisagée afin d’estimer la quantité d’EPS grace aux
dosages des protéines et des sucres. Le contenu protéique des échantillons a ensuite fait
I’objet d’une analyse qualitative par spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines
induites dans la réponse extracellulaire des diatomées face a deux formes allotropiques du
carbone. Cette approche qualitative implique une bonne qualité des échantillons, contenant
des proteines extracellulaires non dégradées, mais également en quantité suffisante (10 pg de
protéines au minimum). Plusieurs paramétres doivent alors étre développé afin de s’assurer de

I’absence de contenu intracellulaire, mais aussi de 1’efficacité de I’extraction.

2.1  Choix d’un indicateur de I’intégrité cellulaire

Le principal objectif de la mise au point d’une méthode d’extraction des EPS est de limiter la
libération du contenu intracellulaire, tout en récupérant une biomasse suffisante pour les
analyses. Avant d’établir un protocole d’extraction, I’attention est portée sur le
développement d’un indice de viabilité afin de pouvoir estimer la lyse cellulaire provoquée
par les différentes étapes de 1’extraction des EPS. Dans plusieurs études, la lyse cellulaires a
été vérifiée par des observations microscopiques (Sesay et al., 2006; Staats et al., 1999;
Takahashi et al., 2009). Cette méthode peu précise a été remplacée par le dosage de
composants intracellulaires dans les extraits, comme I’ATP (Azeredo et al., 2003), I’ADN
(D’Abzac et al., 2010) ou encore la glucose-6-phosphate déshydrogénase (Ras et al., 2008).
Les diatomées étant des organismes photosynthétiques, le dosage de chlorophylle est

également un bon indicateur de la libération de contenu intracellulaire.

Pour ces premiers essais, deux éléments ont été dosés apres plusieurs temps de lyse cellulaire
d’une culture de N. palea: ’ATP et la chlorophylle. Pour une méme culture initiale, les
diatomées ont subi une lyse aux ultrasons pendant 1, 2 et 3 min. Une fois les échantillons
centrifugés et le surnageant récupéré, I’ATP a été dosé par mesure de luminescence en
utilisant un kit commercial (ATP Determination Kit, Molecular probes) et des mesures de DO
a 663 nm ont permis d’évaluer la concentration en chlorophylle. Pour la mesure d’ATP, un
standard fourni dans le kit commercial a été utilisé pour réaliser la gamme étalon tandis
qu’une gamme ¢étalon de chlorophylle a été effectué en lysant des cultures de densité
cellulaire croissante aux ultrasons. Les corrélations entre le temps d’ultrasons subies par les
diatomeées et la quantité en ATP, et en chlorophylle détectée ont été testées en appliquant la
méthode de Pearson (Figure 43).
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Figure 43. Comparaison de deux méthodes de mesure de lyse cellulaire. Corrélation entre (a) la mesure de la
DO a 663 nm et le temps de lyse d'une culture aux ultrasons (b) la concentration en ATP et le temps de lyse
d'une culture aux ultrasons.

Bien que les mesures d’ ATP présentent une bonne corrélation avec le temps du traitement aux
ultrasons (Figure 43b), la mesure de DO a 663 nm (Figure 43a), relatif a la concentration en
chlorophylle dans les extraits, donne une meilleure indication de la présence de contenu
intracellulaire. Lors des extractions d’EPS, le suivi de la lyse cellulaire tout au long des étapes
du protocole sera effectué par une estimation de la chlorophylle grace a la mesure de DO a
663 nm. Le calcul de la lyse cellulaire, exprimée en pourcentage par la suite, se base sur la
concentration totale en chlorophylle de la culture étudiée. Ainsi, une fois I’extraction des EPS
terminée, les cellules font I’objet d’une lyse totale et un dosage permet de déterminer la teneur
totale en chlorophylle. Le pourcentage de lyse est alors calculé comme suit
(ou [chlorophylle],yrqir correspond a la concentration en chlorophylle estimée dans 1’extrait en
question et [chlorophylle]...ure iNdique la concentration en chlorophylle totale dans la totalité

de la culture aprés extraction des EPS) :

_ [Chlorophylle]extrait * UOlumeextrait
Lyse (%) = * 100
Z [Chlorophylle]extraits * UOlumeextruits + [Chlorophylle]culture * UOlumeculture
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2.2  Technique de lyse

Lors du suivi de la lyse cellulaire déterminée par les mesures de chlorophylle, les
pourcentages de lyse obtenus (Figure 46b) semblent tres variables affichant de grandes
valeurs d’erreur standard a la moyenne. Des essais ont €té mis en place afin de diminuer cette
variabilité en utilisant des techniques de lyse a la fois mécaniques et chimiques. Ainsi en plus
de la lyse aux ultrasons, des méthodes de lyse a I’acétone et au broyage a billes de silice
(similaire a celui appliqué lors des extractions d’ARN cf. Chapitre 4) ont été testées sur des

culture présentant des densités cellulaires croissantes.

La lyse a Dl’acétone des cultures de diatomées géneére une gamme ¢Etalon satisfaisante
présentant une bonne corrélation entre la concentration croissante en cellules et la DO a 663
nm. Cependant, en présence des solvants d’extraction, la gamme étalon se trouve modifié¢e
pour une méme concentration en acétone, modifiant ainsi les estimations en cellules lysées.
Cette technique de lyse a lors été écartée. La gamme étalon obtenue aprés un broyage a billes
au Fastprep des cultures de diatomées présente également une bonne corrélation avec la
concentration en cellules lysées. Sa rapidité d’exécution et la reproductibilité du traitement
pour tous les échantillons ont orienté le choix de la technique de lyse des échantillons en

faveur du broyage a billes au Fastprep.

2.3 Extraction séquentielle

De nombreuses études se sont penchées sur I’étude des EPS, et plusieurs méthodes
d’extraction d’EPS ont ainsi ét¢ mises au point. Le tableau présenté en Annexe 3 synthétise
I’ensemble des méthodes d’extraction d’EPS décrites dans la littérature. Certaines font appel a
des moyens mécaniques ou physiques (traitement aux ultrasons), afin de favoriser le
détachement des EPS attachés aux cellules, et d’autres utilisent plutét des agents chimiques
dans le but de dénaturer les liaisons existant entre les EPS et les cellules. Parmi les composés
chimiques les plus souvent utilisés, le Tween 20 ou le Triton permettent de dénaturer les EPS
et de réduire les liaisons entre les EPS et les cellules favorisant ainsi la solubilisation des
protéines hydrophobes. Les chélateurs de cations, comme I’EDTA ou les résines échangeuses
de cations (CER), sont utilisés afin d’entrainer le détachement des cations divalents fortement
impliqués dans les liaisons des EPS et permettre I’extraction des protéines a caractére ionique.

Cependant, en fonction des analyses réalisees a la suite des extractions, la présence d’EDTA

209



dans les extraits implique une dialyse en fin de procédé (Monico et al., 2017; Sheng et al.,
2010). De plus, la présence d’EDTA semble altérer la quantification des EPS extraits (Liu and
Fang, 2002).

Dans le cadre de la thése de Lurent Verneuil, des extractions de la matrice exo-polymérique
ont également étaient réalisées. Lors de ces travaux, une extraction séquentielle des EPS en
fonction de leurs caractéristiques a été mise en place. Ainsi, une premicre extraction a 1’aide
d’un tampon salin (PBS) permettait d’obtenir la fraction soluble des EPS, une deuxie¢me
fraction était extraite grace a une incubation au Tween 20 (0,25%), correspondant aux
protéines de nature hydrophobe, et enfin une derniére incubation a ’EDTA (1%) libérait les
protéines de nature ionique. Aprés un premier essai du protocole précédemment utilisé, les
extraits obtenus ont fait 1’objet de mesure de chlorophylle afin de vérifier I’intégrité cellulaire.
Un peu moins de 30% de lyse cellulaire a été observée pour les extraits obtenus apres
incubation au Tween 20 et environ 10% pour les échantillons résultant de 1’incubation a
I’EDTA. Ces premiers résultats ont alors encouragé I’optimisation du protocole d’extraction
séquentielle des EPS, sur la base de la méthode précédemment établie, afin de diminuer cette

lyse cellulaire.

Une des premiéres modifications apportées est de supprimer 1’étape d’incubation au PBS
apres laquelle une quantité négligeable d’EPS y sont extraites. La qualité des extraits peut
également étre améliorer en réalisant toutes les manipulations, de la récupération des cultures
jusqu’a I’obtention du culot final, en chambre froide a 4°C. Ceci limite ainsi la lyse cellulaire,
mais également la dégradation des EPS extraits. De plus, des prétraitements chimiques
peuvent parfois étre entrepris en ajoutant des fixateurs cellulaires, comme le formamide ou le
glutaraldéhyde afin de limiter la lyse et donc de contaminer les extraits protéiques (Delattre et
al., 2016). Un prétraitement a alors testé en fixant les cellules au formamide (37%) avant les
incubations au Tween 20 et & ’EDTA. Par ailleurs, la soude (NaOH) semble étre également
efficace pour extraire les EPS en dissociant les groupements acides des EPS grace a la
diminution du pH (Adav et al., 2008). D’aprés Liu & Fang (2002), I’enchainement d’un
prétraitement au formamide avec une incubation au NaOH seraient la technique d’extraction
la plus efficace. Cette méthode fait alors 1’objet d’un des protocoles testés dans cette mise au
point. Une proposition supplémentaire a ét¢ faite concernant 1’ordre des incubations au Tween
20 et a PEDTA. Une hypothése selon laquelle les protéines a caractere hydrophobe se
trouveraient majoritairement au cceur de la matrice exo-polymérique a motivé 1’essai d’un

autre protocole ou ces deux incubations ont été inversées. Enfin, les interférences possibles de
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I’EDTA avec certaines méthodes d’analyse et de quantification suggere I’utilisation d’un

autre composé chimique permettant de récupérer les protéines a caractére ionique, comme la
CER (50 mg CER pour 10 mg de masse séche). Ainsi, 6 protocoles ont été testés sur des

biofilms de 168h (excepté pour le protocole avec une incubation en présence de CER réalisé

sur des biofilms de 144h). La Figure 44 détaille 1’ensemble des expérimentations réalisées.

| Culture

/\

Culot cellulaire | Suspension cellulaire

l i i l oo

Tween 20 0,25% Tween 20 0,25%  EDTA 1% Formamide Formamide Formamide
4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, lh

i l l i

Centrifugation 3200g, 10min, 4°C | Centrifugation 3200g, 10min, 4°C

i l i l Voo

Récupération 5 Cﬁi{n Ms  EDTA1%  Tween20025% Tween200,25% EDTA1%  NaOH IM
des extraits fo'c 11% 4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, 1h

l l i l L

Centrifugation 3200g, 10min, 4°C

l l

?;;g:;iﬂ‘t": EDTA 1% Tween 20 0,25% Tween 20 0,25%
4°C, 1h 4°C, 1h 4°C, 1h

i .

Centrifugation 3200g, 10min, 4°C

Récupeération
des exfraits

Figure 44. Comparaison de six protocoles d'extraction des EPS d'un biofilm de diatomée.
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Les essais comprenant un traitement a la soude ont été
stoppés directement apres cette incubation a cause de la
coloration verte des cultures. Une importante lyse cellulaire a
ainsi pu €tre constaté suite a 1’incubation a la NaOH, les
mesures de chlorophylle n’ont pas été effectuées et ce
protocole a directement été écarté. Les mesures de
chlorophylle des cultures incubées en présence de CER
présentaient un niveau de lyse au-dela de 3% qui par
comparaison au premier protocole établie par Laurent
Verneuil était plus important (Figure 45). L’EDTA a donc été

conserve pour la suite des expérimentations.

CER BEDTA

Tonique

Figure 45. Estimation de la lyse
cellulaire aprés 1h d'incubation en
présence de CER
(50mgCER.10mgMS) ou d'EDTA

Suite aux extractions, les teneurs en protéines ont été déterminées en utilisant un kit

commercial de dosage a 1’acide bicinchoninique (BCA) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit) en

utilisant comme standard 1’albumine de sérum bovin (BSA). La mesure est ensuite effectuée

en mesurant 1’absorbance a 562 nm. Le reste des résultats concernant la quantité de protéines

extraites et la lyse cellulaire estimée sont présentés dans la Figure 46.

(a) (b)

180 2

Extrait Tween ®Extrait EDTA Extrait Tween mExtrait EDTA

Teneur en protéines (ug eq BSA)
Lyse (%)

140 1.6
1.4
120
1.2
100 S
1
80
0.8
60
I 0.6
40 0,4
20 0,2 [
0 0

Formamide Tween EDTA Formamide EDTA Tween Formamide Tween EDTA Formamide EDTA Tween
Tween EDTA EDTA Tween Tween EDTA EDTA Tween

Figure 46. Résultats de quatre protocoles d'extraction d'EPS. (a) Quantité de protéines extraites et (b)

estimation de la lyse cellulaire pour chacun des étapes d'extraction.
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D’apres les dosages protéiques, seule la fraction correspondant aux protéines a caractére
hydrophobe est détectée (Figure 46a). Ces protéines semblent représenter la majorité des
protéines présentes dans la matrice extracellulaire. L’estimation de la lyse cellulaire montre
pourtant une lyse des extraits a 'EDTA de I’ordre de 0 a 1,2+0,6%, tous protocoles
confondus (Figure 46b). Pour les échantillons extraits a ’EDTA, I’absence de détection de
protéine en présence de lyse cellulaire peut s’expliquer par une interférence de ’EDTA avec
la méthode de quantification utilisée. En effet, plusieurs gammes étalons ont été effectuées et
sur chacune d’entre elles, la concentration protéique et la DO mesurée ne présentaient pas une
bonne corrélation, avec des R? allant de 0,31 a 0,85. Apres les dosages, les valeurs obtenues
font I’objet d’un calcul de limite de détection sur la base de la gamme étalon afin de
déterminer la valeur minimum pour laquelle un composé est réellement présent. L’équation

permettant de calculer la limite de détection est la suivante (avec o représentant 1’écart-type) :
Limite de détection = 3,28 ¢

La limite de détection calculée a partir de la gamme étalon réalisée en présence d’EDTA était
relativement haute du fait de la grande variabilité des mesures (surtout pour les faibles
concentrations), considérant une détection de protéines a partir de 350 mg.L™ environ. Ceci
engendre donc 1’élimination de la totalité des valeurs de dosage obtenues, expliquant

I’absence de protéines détectée mais la présence de lyse cellulaire.

D’apres les pourcentages de lyse cellulaire, I’ajout d’un prétraitement au formamide ne limite
pas la lyse dans tous les cas (1,2+0,6% de lyse lors de I’application du protocole formamide
Tween EDTA). Les méthodes présentant les plus faibles valeurs de lyse < 0,6% sont obtenues
lors de D’application d’une incubation a ’EDTA avant celle du Tween avec ou sans
prétraitement au formamide. Ce sont également celles qui permettent d’extraire la plus de
protéines. Cependant, [’absence de prétraitement au formamide semble augmenter le
rendement de I’extraction sans engendrer de lyse cellulaire. Ainsi le protocole choisi pour
I’¢tude d’impact des NPCs sur la composition de la matrice cellulaire comprend une
incubation a I’EDTA (1%, 1h), suivi d’une incubation au Tween (0,25%, 1h) sans

prétraitement des cultures, le tout réalise a 4°C.
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2.4 Quantification

Les essais d’extraction d’EPS ont mis en avant un dernier parametre a ameliorer : le dosage
des protéines en présence d’EDTA. Lors des extractions d’EPS, I'utilisation de 'EDTA
entraine souvent une étape de purification afin d’éliminer ce composé incompatible avec
certaines méthodes de quantification. Il existe quatre principales méthodes de dosage des
protéines (Tableau 5) et dans deux d’entre elles ’EDTA est incompatible. La méthode de
Lowry est totalement incompatible avec la présence d’EDTA, mais la méthode de
quantification au BCA, utilisée dans nos expérimentations, tolére la présence d’EDTA jusqu’a

10 mM.

Tableau 5. Présentation des différentes méthodes de quantification des protéines

L .
ongueur Limite de

Méthode d’onde Mécanisme Avantages Inconvénients Incompatibilité

d’absorbance détection

Interférence des composés

Absorption tyrosine et , .
présentant le méme spectre

Petit volume, rapide,

Absorption UV 280 nm 0.1-100 pg/ml

tryptophane pas chere dabsorbance
. React.mn de B}Fret : riduct}on Compatible avec les EDTA >10mM
Acide du cuivre (Cu?* en Cu™) grace N . . .
. - . , L détergents et agents  Faible voir non compatible Tween >5%
Bicinchoninique 562 nm a la présence de résidus 20-2000 pg/ml , . . .
(BCA) cystine. cystéine. tryptophane dénaturants, faible avec les agents réducteurs  Triton X-100 > 5%
Y ¥ » TYptop variabilité Tris > 250mM

et tyrosine Ethanol > 10%

Réaction de Biuret et

production de la coloration Incompatible avec les

Lowry 750 nm bleu par la réaction entre le  10-1000 pg/ml  Trés sensible et précis (!etergents et a‘c:lems Carbohydrates
— . réducteur, procédure EDTA
réactif de Folin-Ciocalteu et le .
longue Tris

complexe cuivre-protéines

Bradford ou .. . Compatible avec les .
Liaison du bleu de Coomassie , Incompatible avec les
bleu de 470 nm avee los protéines 20-2000 ng/ml  agents réducteurs, déteraents Tween
Coomassie p rapide g Triton X-100

Le but étant de trouver une méthode de quantification permettant de doser tous les extraits de
la méme maniére, le réactif de Bradford ne peut donc étre utilisé du fait de son incompatibilité
avec les détergents non ioniques comme le Tween. L’utilisation de la méthode de mesure
d’absorption a 280 nm ne serait pas fiable dans notre cas. En effet, cette méthode présente un
inconvénient majeur lié a la présence de composés présentant une absorption a cette longueur,
comme les acides nucléiques. Or il a été démontré que la matrice extracellulaire des biofilms
contenait également de I’ADN extracellulaire (Tang et al., 2013). De plus, la présence de
NPCs, notamment de FLG a forte concentration entraine une mortalité des diatomees risquant
ainsi d’entrainer la libération d’ADN. Les échantillons obtenus a partir des cultures exposées

au FLG seraient alors contaminées par la présence d’ADN qui interferera lors de la mesure
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d’absorption a 280 nm. La solution envisagée pour pouvoir doser tous les extraits avec une
méme méthode de quantification est de précipiter tous les extraits protéiques a 1’acide
trichloracétique (TCA) pour ensuite les redissoudre dans une solution tamponnée (contenant
du sulfate de cuivre, du sodium citrate, du carbonate de sodium et de la soude). Cette
manipulation a ensuite permis de réaliser la méthode de quantification au BCA, plus rapide et

suffisamment précise.

L’ensemble des étapes réalisées lors de 1’extraction et du dosage des EPS sont résumées dans
la Figure 47. Lors des expérimentations en présence de NPCs, la fraction soluble a tout de
méme été conservée avant le grattage du biofilm, pour récupérer les cellules, et aprés le
grattage afin d’estimer a la fois la concentration en EPS solubles mais également pour

s’assurer de I’absence d’altération des cellules par ce procédé.
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Figure 47. Protocole d'extraction d'EPS d'un biofilm de diatomée benthique
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3 Etude de la réponse extracellulaire de N. palea en exposition a
différentes formes allotropiques du carbone

Résume
Cette étude a permis d’établir un premier apergu de 1’exoprotéome de N. palea. Les

composants des matrices extracellulaires mentionnés dans la littérature ont ainsi été retrouvés
grace a I’analyse fonctionnelle des 100 premiéres protéines les plus abondantes suggérant
ainsi la présence de protéines, impliquées dans I’adhésion cellulaire, de carbohydrates, de
glycoprotéines. Des protéines impliquées dans le processus de traduction, pouvant
potentiellement avoir une fonction dans 1’adhésion cellulaire, ont également été retrouvées. La
réponse induite aux faibles concentrations en nanoparticules de carbone entraine
principalement la surproduction de protéines relatives au processus de traduction, ces effets
sont plus marqués en présence de DWCNTs. L’exposition des diatomées a du FLG en
condition d’ombrage seul entraine une réponse extracellulaire différente de celle observée en
contact direct, induisant principalement une sous-production des protéines extracellulaires.
Les protéines surexcrétées dans la condition d’ombrage correspondent en majorité a des
fonctions cataboliques révélant la mise en place d’une économie d’énergie. Par ailleurs, une
surexcrétion significative des exoprotéines, plus prononcée pour les cultures exposées aux
DWCNTs, a été observée pour les cultures exposées a de fortes concentrations en
nanoparticules de carbone. Les diatomées semblent alors mettre en place un complexe
d’adhésion, incluant des protéines associées a de la chitine, probablement pour renforcer le
réseau d’EPS. Les protéines les plus abondantes de cette étude, retrouvées chez les cultures
exposées aux fortes concentrations en DWCNTS, présentent une fonction associée a celle des
microtubules, suggérant un réle majeur de ces protéines dans la réponse des diatomées. De
plus, I’excrétion d’enzymes protéolytiques impliquées dans le catabolisme a été mise en
relation avec la réduction de la production de protéines impliquées dans plusieurs voies
métaboliques. L ensemble de ces résultats suggerent, pour les fortes doses testées, la mise en
place d’une modulation de 1’allocation énergétique orientée vers I’excrétion d’EPS, qu’elle
que soit la nature des nanoparticules. Les réponses extracellulaires générées par N. palea
montrent une forte similarité pour les deux formes de nanoparticules pour la méme gamme de

concentration testée. La réponse étant plus liée a la concentration qu’a la forme allotropique.
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L’ensemble de ces résultats sont détaillés dans la partie suivante rédigée sous la forme d’un

article scientifique en préparation :
Role of exoproteome in diatoms’ biofilm response to carbon nanoparticles

Marion Garacci, Maialen Barret, Claire-Emmanuelle Marcato-Romain, Emmanuel Flahaut, George

Chimowa, Annie Perrault, Jérdme Silvestre, Laury Gauthier and Eric Pinelli
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Abstract
Remarkable physical chemical properties of Few Layer Graphene (FLG) and Carbon

Nanotubes (CNT), pushed industries to develop nanotechnology, and it use in an increasing
number of current life items. Their future massive production will probably increase
environmental discharge, and accumulation in aquatic ecosystems. A proteomic approach was
used in this study to assess the extracellular response of the axenic Nitzschia palea biofilm
exposed to different allotropic form of carbon nanoparticles at low (0.1 mg.L™) and high
concentration (10 and 50 mg.L™ for FLG and CNT, respectively). As FLG is known to induce
significant shading, a distinction between direct exposure and shading exposition was
conducted at high FLG concentration. A quantitative and qualitative analysis of extracellular
proteins were performed. The exoproteome of N. palea was characterized and the presence of
translation elongation factor, which appeared to have a significant role in diatoms’ response to
low carbon nanoparticles concentration, was discussed. Functions of proteins differentially
overproduced in each exposure condition related to control condition were discussed. A
significant overproduction of hydrophobic-like proteins and carbohydrates was observed in
exposition to high FLG and CNT concentration, while shading condition induced four time
more under than overproduced proteins. A major extracellular enzymatic response was
induced in shading condition with low number of similar exoproteins with the direct contact
condition. An “adhesive complex” involved in high carbon nanoparticles concentrations
exposures was proposed including specific adhesive protein, carbohydrates, chitin and
extracellular DNA. The role of microtubules in response of high DWCNTSs concentration was
discussed. This study highlighted an important extracellular response of N. palea specificity

for carbon nanoparticles concentration.
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3.1 Introduction

Since the discovery of carbon nanoparticles, scientific interest and investigations on their
physical chemical properties have risen continually (Pitkethly, 2004; Zhang et al., 2011).
Newly synthetized for the first time, graphene is a bi-dimensional crystal composed of a
monolayer of carbon with atom organized in honeycombs. It is the finest carbon nanoparticle
ever obtained (Novoselov et al., 2004). Graphene can be functionalized or composed of
different number of carbon layer leading to several derivatives including Few Layer Graphene
(FLG). The number of carbon layers of FLG is not higher than 10. The graphene nanometric
thickness, not exceeding 100 nm, does not harm its mechanical properties. On the contrary, it
combines exceptional bendability and strength (Lee et al., 2008; Zhu et al., 2010). Carbon
nanotubes (CNTSs), constituted of one (SWCNTSs), two (DWCNTS), or several (MWCNTS)
carbon layers (graphene) enrolled to form a cylindrical structure (lijima, 1991), is one of the
most famous carbon nanoparticles thanks to its remarkable properties and its synthesis
facilities (Zhang et al., 2011). CNT and FLG have both outstanding electrical (Kasumov et al.,
1999; Yan et al., 2015), thermal (Hone, 2001; Mahanta and Abramson, 2012) and optical
properties (Nair et al., 2008; Popov, 2004) which bring them to be the new component of
nanocomposites used in numerous nanotechnologies (Paul and Robeson, 2008; Potts et al.,
2011). Thus, carbon nanoparticles represent a consequent economical stake in different
industrial fields, such as energy (Baughman et al., 2002; Brownson et al., 2011) or
biomedicine (Bianco et al., 2005; Feng and Liu, 2011).

Their potential applications in multiple industrial markets will lead to their future massive
production, which has already started for CNTs and some form of graphene (Piccinno et al.,
2012). Thus, at different steps of the life cycle of carbon nanoparticles-based products, CNTs
and FLG are likely to be involuntarily released in the environment (Keller et al., 2013). As
carbon nanoparticles are emerging contaminants with difficulty to quantify, discharged
quantities are not clearly determined but some research teams have tried to evaluate this
number thanks to modelling (Sun et al., 2014). These statistical evaluation focused on CNT,
as carbon nanoparticles, but information on FLG production or discharge estimation are
currently not available in research journal publications (Boverhof et al., 2015). In addition, no
clear regulation drives the carbon nanoparticle market. As a result, communication on
production yields by the industries is not well established. This lack of information leads to

serious uncertainties implemented in modelling. The industrial or domestic discharge of
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carbon nanoparticles in the environment will lead to their concentration in aquatic
environment, final receptacle of all pollutants. Despite interaction with aquatic biological
system is inevitable, environmental risks evaluation of the release of carbon nanoparticles are
still missing especially for FLG (Freixa et al.,, 2018). Nevertheless, the number of
ecotoxicological studies on FLG and CNT are continuously rising but their impact on the
aquatic ecosystem functioning remains unclear. This is the reason why evaluation of impact
of the CNT and FLG on photosynthetic organisms, primary producers at the basis of the food

chain, are fundamental.

Studies assessing the impacts of carbon nanoparticles on algae and biofilms represent a minor
part of the ones performed on aquatic organisms. Microorganisms living in biofilms are
included in an external matrix composed of exopolymeric substances (EPS). Proteins,
polysaccharides, nucleic acids, and lipids are the major organic components of the EPS matrix
(Flemming and Wingender, 2010). The first role of EPS is the cellular adherence in order to
colonize a substrate and constitute a biofilm (Cooksey and Wigglesworth-Cooksey, 1995).
Nevertheless, EPS provide other advantages to the biofilm lifestyle, such as cellular cohesion
or protective barrier towards mechanical aggressions (Flemming, 1993; Liu et al., 2010). The
essential role of EPS in the maintenance of productive biofilm pushed the evaluation of
carbon nanoparticles effects on EPS composition. As CNTs is the most studied carbon
nanoparticles, the majority of ecotoxicological evaluation on microbial communities focused
on the CNTs effects. At low CNTs concentration (0.5 mg.L™?), a fluorescent lectin binding
analysis was conducted by Lawrence and co-workers (2016) on riverine microbial
communities. The authors observed quantitative as well as qualitative effects on the amount
of sugar residues decreased of approximatively 75% and sugar composition was modified. A
previous study undertaken on activated sludge evidenced the protective role of the EPS matrix
against high concentration of MWCNT (640 to 3240 mg.L™) by EPS content quantification
(Luongo and Zhang, 2010). An overproduction of proteins fraction was detected with an
amount of 68 mg.L? in sheared cultures and 0.3 mg.L ™ in unsheared ones. Ecotoxicological
studies on FLG on microbial biofilm are not existent, but the impact of graphene oxide on
Escherichia coli cultures was evaluated. Ruiz and co-workers (2011) demonstrated the role of
EPS secretion in E. coli response to 25 mg.L™! of graphene oxide exposure. In addition,
Rodrigues and Elimelech (2010) highlighted the role of soluble EPS in E. coli mature biofilm
exposed to 1 to 500 mg.L* of SWCNT in the mitigation of its cytotoxicity.
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Among the aquatic microbial community, diatoms are mixotrophic microalgae responsible for
about 20% of global primary productivity (Falkowski et al., 2004), and then take a crucial
place in the ecosystem functioning. Easily identifiable with their silica cell wall, diatoms are a
part of biofilm thanks to their EPS excretion capacities. The impact of FLG and DWCNTSs on
the benthic species Nitzschia palea was assessed in previous works revealing the crucial role
of EPS in the sticking of carbon nanoparticles in the biofilm matrix to mitigate their toxicity
and shading (Garacci et al., 2017; Verneuil et al., 2014). A previous study performed on this
species demonstrated an overproduction only of the protein part of EPS promoted by the
exposition to 1 and 10 mg.L* of DWCNTs (Verneuil et al., 2015). Nevertheless, the
properties and functions of proteins involved in the response to carbon nanoparticles still

remain unknown.

In this study, the extracellular proteins excreted by diatoms culture exposed to low and high
FLG and DWCNTSs concentrations were quantitatively and qualitatively characterized. The
effect of shading of these carbon nanoparticles was also assessed. The EPS production in total
carbohydrates and proteins was quantified and the protein composition was determined by
shot gun sequencing. This work allowed to establish a novel insight of carbon nanoparticles

influence on the extracellular matrix protein composition of a diatom biofilm.

3.2  Materials and methods

3.2.1 Preparation and experimental exposition
Diatoms cultivation

To avoid biotic contamination, the axenic N. palea CPCC-160 strain purchased from the
Canadian Phycological Culture Centre (University of Waterloo, Waterloo, ON, Canada) was
maintained in a sterilized modified CHU no. 10 basic medium, called SPE medium (SPE;
6.4< pH< 6.6) and manipulated under a class Il laminar flow hood. Culture amplification and
experimental exposition to nanoparticles were carried out in a growth room at 22 +1 °C on a
rotary shaker at 50 rpm with a light/dark period of 14 h/10 h supplied by led Floodlight 150W
Dimmable (Vegeled, Colasse SA, Belgium) at 60+10 YE. The culture medium was replaced
by fresh medium 72h before experiment in order to ensure ecotoxicological tests on diatoms

cultures in active growth phase.
Synthesis and preparation of carbon nanoparticles suspension

Carbon nanoparticles suspensions were prepared in the same way as previously described

(Garacci et al., 2017; Verneuil et al., 2015). The FLG suspension was obtained thanks to
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thermal exfoliation process (4 min at 900°C) of expandable graphite flakes provided by
Asbury Carbons (Ref. 3772). This process was followed by a mechanical exfoliation in
propan-2-ol by homogenization (15 min at 8000 rpm, Silverson L5M) and probe sonication
(90 min at 50% amplitude, Vibra cell 75042, 13mm-diameter probe, 500 W, 20 kHz). A
centrifugation (1h at 2000 rpm, Thermofisher scientific Heraeus Megafuge 40, rotation
acceleration = 9, rotation deceleration = 3) allowed to apply a size selection avoiding the
collection of too thick (> 100 nm), and large particles. After this, nanoparticles in the
supernatant were filtered on a cellulose membrane (45 mm diameter, 0.45 pum pore size) and
diluted in small volume of distilled water. This synthesis methods presented a production
yield of 4.1 wt. % from the starting expandable graphite. A chemical vapour deposition
synthesis was performed to produce DWCNT suspension using a using Mgo.0C00.10 solid
solutions as catalysts (Flahaut et al., 2003). An overnight acidic treatment (HCI 37%) allowed
to remove catalysts from composite material (ref: R-4-170717) containing about 12.6% of
DWCNTSs. As for FLG production, the product obtained was filtered and washed in distilled
water. Once obtained, FLG and DWCNTSs powder were diluted in SPE medium culture with
serial brief bath sonications (Elmasonic S30H, 280W) to obtain a final carbon nanoparticles

suspension at 90 mg.L*. Both suspensions were sterilized at 121°C for 20 min.

To avoid bacterial contamination, sterilized DWCNTs and FLG suspension were diluted
under a class Il laminar flow hood. Carbon nanoparticles suspension were bath sonicated
immediately before dilutions in medium culture to ensure homogenous dilutions. These
intermediary dilutions were prepared at 0.2, 16.7 and 83.5 mg.L? to obtain a final
concentration of 0.1 mg.L™? (FLGo.img and DWCNTo.1mg), 10 mg.L* (DWCNT1omg) and 50
mg.L? (FLGsomg and FLGsomg shading) in the experimental design. Finally, carbon
nanoparticles suspensions were sonicated a last time just before diatoms exposure ensuring a

good initial dispersion.
Exposition of diatoms cultures to carbon nanoparticles

Experimental device used was inspired by the one developed by Verneuil and co-workers
(2014) and was the same as used in a previous study (Garacci et al. (submitted)). The
experimental design allowed to distinguish the shading effect of carbon nanoparticles from
the total effect (combining direct contact and potential shading effect). In the literature, it was
demonstrated that only FLGsomg induced a significant shading impact on the growth rate of N.

palea (Garacci et al., 2017; Verneuil et al., 2014). This is the raison why the shading
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exposition was tested only for the FLGsomg exposure. The principle of the experimental device
was based on the superposition of two 250 mL culture flasks (FALCON® Cell Culture Flask,
75cm? straight neck vented cap) for each replicates. This allowed the absence of contact
between cells and carbon nanoparticles for the shading condition. Once correctly filled,
batches of 2 x 9 culture flasks were placed in a specific device where diatoms had access to

light only by the top face of the superior flasks.

To promote a biofilm formation before carbon nanoparticles exposure, 36 culture flasks were
filled with 25 mL of algal culture (4 x 10° cells.mL™) and placed in a growth room without
rotary shaking for 48h. After this, culture flasks, which constituted the lower level of the
experimental device, were filled with carbon nanoparticles suspension: 40 mL of
nanoparticles suspensions were added in 24 culture flasks containing diatoms to reach a final
concentration of DWCNTo.1mg, DWCNT10mg, FLGo.1mg and FLGsomg. Culture flasks containing
diatoms exposed to control condition and FLGsomg shading were filled with 40 mL of medium
culture. To reproduce the water column in river and to ensure the same experimental
conditions for each replicates, cultures flasks without cells, which constituted the upper level
of the device, were correctly filled with: 65 mL of medium culture for control condition (6
flasks) and total exposition (18 flasks), and 65 mL of the suspension of FLGsomg in culture
medium, for the shading condition (6 flasks). Once properly placed in the experimental
device, flasks were placed in a growth room for 48h and 168h. Three replicates were

performed for each experimental condition.

For each exposure condition, the photoactive radiation (PAR) was monitored using a light-
meter (Li-250 A light meter equipped with Li-COR Quantum sensor; Li-COR Biosciences,
San Diego, CA) at the beginning of the exposure and at 48h and 168h of exposure. Measures
were taken by placing the sensor under the two superposed flasks, to evaluate the quantity of
light under the biofilm, between flasks, to determine the light quantity absorbed by carbon
nanoparticles or water column, and above the flasks, to verify the homogeneity of light

received by each replicates.

3.2.2 EPS extraction and growth monitoring
Sequential EPS extraction

After 48h and 168h of carbon nanoparticles exposure, 3 flasks per condition were gently
removed from the experimental device. A sequential extraction using a modified method

previously described by Ras and co-workers (2011) was performed (Figure 48). Four steps

224



extractions were run in order to remove soluble EPS in the water column, ionic-like and
hydrophobic-like EPS in the biofilm. All the following manipulations were carried out at 4°C
to avoid cells disruption and proteins denaturation.

In the first place, 50 mL of culture medium was removed and constituted the first fraction (B)
of soluble EPS. After this, flasks contents were completely removed and discarded, and 25
mL of fresh medium were added to gently scrap the biofilm. Once the biofilm detached from
the flasks, cells were collected and centrifuged at 3,200 g for 10 min and the supernatant was
collected (S0). Cells in pellet were then incubated in 1.5 mL of EDTA 1% (in Tris—HCI 0.3
mol.Lt, pH 8.2) and placed in rotary shaking (60 rpm) for 1h. After a new centrifugation
(3,200g for 10min), ImL of the supernatant was first collected (SE) and the remaining 0.5 mL
were separately collected. The last fraction, closer from the pellet, was centrifuged one more
time in order to remove residual cells in the sample. The supernatant was added to the 1mL
fraction SE, and the obtained pellet was diluted in medium culture for a later quantitative
analysis of cellular density to determine the cell losses. The last extraction step was performed
by incubating the cells pellet in 1.5 mL of Tween® 20 (0.25% in phosphate buffered saline pH
7.4) for 1h of incubation. The last fraction (ST) was collected, in the same way as the fraction

SE, by removing the supernatant after centrifugation (3,200g for 10 min).

3.2.3 Quantitative analysis
Evaluation of the presence of intracellular contents

To determine the amount of chlorophyll in EPS samples, due to potential cell lysis, the final
pellets obtained after EPS extraction was completely lysed by grinding. For this, pellets were
incubated in 1.5 mL of fresh medium culture and 500 pL of silica beads (Sartorius™ BBI-
8541400) and cellular lysis was performed wusing a FastPrep® (FastPrep®-
24 Classic Instrument, MP Biomedicals, 6.5 m.s, 6x20s). Then, after a brief centrifugation
(10,000 g for 10sec) supernatant was collected and conserved for quantitative analysis. A
standard range was prepared for each extraction buffer: EDTA, Tween® 20, but also for
medium culture (corresponding to the fraction B and S0). In addition, seven cell cultures
dilutions were prepared at 0.1, 1, 2, 5, 10, 50 and 100 cells.mL™? and cellular lysis was
performed, as previously described to serve as a standard curve. A quantitative analysis on
EPS samples (B, SO, SE and ST) and on final lysed pellet was carried out by Optical Density
measurement (OD) at 663 nm using a microplate reader (CLARIOstar® BMG Labtech). Three
subsamples of 150 pL for each samples were deposited in 96-well microplates (Falcon®

353072) for this ODes3 measurement.
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Carbohydrates contents

Carbohydrates were quantified using the method previously described in (De Coen and
Janssen, 1997). Glucose was used as a standard for quantitative analysis of carbohydrates with
a concentration of 0, 0.37, 0.75, 1.5 and 3 mg.L™. 50uL of each EPS fraction and standard
were added in triplicates in 96-well microplate (Falcon® 353072). After this, 50 pL of phenol
5% and 200 pL of sulphuric acid (H2SO4) were added and microplates were then placed in
obscurity for 30 min. Carbohydrates concentration was measured by OD at 492 nm using a
microplate reader (CLARIOstar® BMG Labtech).

Protein quantitative analysis

Before protein quantitative analysis, SE and ST fractions were precipitated with
trichloroacetic acid (TCA) with a final concentration of 15% in samples. After 30 min at 4°C,
samples were centrifuged at high speed (13,000g for 15 min at room temperature) and the
supernatant was gently removed. The pellet was carefully washed twice with acetone 99%,
maintained at -20°C, and a last centrifugation was performed. The final pellets were diluted in
a saline buffer (containing CuSOas, Na3CsHs07, Na2COz and NaOH). Standards in each
extraction buffer (medium culture, EDTA and Tween® 20) were prepared with bovine serum
albumin (BSA) at 25, 40, 80, 100, 200, 400 and 600 mgeqBSA.L™. Each standard was also
precipitated with TCA, as previously described.

Quantitative analysis of protein contents in EPS samples was performed using the Pierce
bicinchoninic acid (BCA) Protein Assay kit (ThermoFisher Scientific, 23225). 25 pL of EPS
fractions or standards in saline buffer were added in triplicates to 200 uL of BCA reagent in
96-well microplate (Falcon® 353072) and were protected from light. After 30 min at 37°C,
OD was measured at 562 nm using a microplate reader (CLARIOstar® BMG Labtech).
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Figure 48. Schematic representation of the sequential extraction methods of extracellular proteins. This method
allowed to differentiate three fractions: soluble, ionic-like and hydrophobic-like EPS. The final pellet was lysed
to assess the total chlorophyll content. After extraction, quantitative analysis of chlorophyll and carbohydrates
contents were performed. Only EPS samples extracted in EDTA and Tween® 20 were precipitated in TCA. After
this, the proteins content was measured in all EPS samples.

3.2.4  Shotgun sequencing and functional analyses of the exoproteomes

The proteomic analysis was performed by the Proteome Plateform in the Centre of Functional
Genomics of Bordeaux. A control quality was first performed with 10 uL of each sample
deposited in a gel-SDS-PAGE (10%). As samples had correctly migrated (Figure S1), protein
bands were collected and decoloured. Disulfids bonds were alkylated and a trypsine treatment
was undertaken overnight. Peptides were extracted from the bands and acidified before LC-
MS/MS analysis using a Fusion Lumos (Gradient 70 min).

Identification of peptides was performed on the basis of sequence homology, with comparison
to database. A validation tool (Percolator) was used in order to obtain a false-positive yield <
1%. All proteins identified with a number of peptides < 2 were removed. After this, a relative
label-free quantification analysis was performed to compare each exposure condition with the
control condition. Differential excreted proteins (DEPS) were identified (p-value < 0.05) and
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only proteins presenting a fold change > 2 (overexpressed DEP) or < 0.5 (underexpressed
DEP) were retained (Choi et al., 2008). Proteins descriptions resulted from the sequence
homology analysis were discussed based on the biological process to which they participated.

3.25 Statistical analysis

To identify a significant effect of carbon nanoparticles treatment on chlorophyll, proteins and
carbohydrates content, statistical analysis were performed at a maximum level of 5% (p-value
< 0.05) on the statistical open source software ‘R’ (R Core Team, 2013). One-way analysis of
variance (ANOVA) were performed and the normal distribution of residuals was tested. After
this a Tukey HSD post hoc was implemented in order to determine significant differences
between conditions. When the data did not follow a normal distribution, squared root
transformation was applied. To generate representation of DEP shared between conditions,
the “VennDiagram” (Chen, 2014) package was used, and for expression level visualization
heat maps were generated (package “gplot” (Warnes et al., 2009) and “RColorBrewer”
(Neuwirth, 2005)). To simplify, expression level visualization of the fold change was

transformed in logarithmic base 2 value (Log2FC).

3.3  Results
3.3.1  Impact of carbon nanoparticles on EPS content

Despite all cautions taken to handle samples, potential cellular lysis can persist. Then
quantitative analysis of chlorophyll in B, SO, SE and ST extracts were carried out to check the
presence of intracellular content.in EPS samples. No significant cellular lysis could be
detected by chlorophyll quantitative analysis in EPS samples in any experimental condition
(Table S5). Detection limit, corresponding to the lowest chlorophyll concentration
quantifiable in EPS samples, represented about 2% and 1.5% at of the total cellular density at
48h and 168h, respectively.

After sequential EPS extraction, proteins and carbohydrates contents were quantified
separately in order to evaluate a modification in EPS composition. No significant amount of
soluble EPS was detected in the fractions B and SO. In addition, in the ionic-like fractions
(SE), quantification indicated very low concentrations of proteins and only few amounts of
carbohydrates, not exceeding 13 mg.eqGlucose, at both time of exposure (Figure S2). Figure
49 shows the results in the hydrophobic-like fraction (ST) at 48h (Figure 49a) and 168h

(Figure 49b) of carbon nanoparticles exposure.
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Figure 49. Results of quantitative analysis of proteins and carbohydrates contents in hydrophobic-like EPS
samples at 48h (a) and 168h (b) of carbon nanoparticles exposure in each exposure condition. Groups with the
same letter are not significantly different (p-value>0.05). Error bars represent standard errors of the mean of 3
separate experiments.

After 48h and 168h of high DWCNTSs and FLG concentration exposure, a significant increase
in hydrophobic-like proteins contents (111.7+1.5 mg eqBSA and 101.2+2.9 mg egBSA in
FLGsomg and DWCNT1omg conditions respectively at 48h and 112.6+2.8 mg eqBSA and
112.3+4.7 mg eqBSA at 168h) by comparison to the control condition (68+3 mg egBSA and
40.7+12.3 mg egBSA at 48h and 168h, respectively) was observed. However, the amounts of
exoproteins was not modified at low concentrations. In addition, FLGsomg exposure seemed to
induce carbohydrates excretion and this overexcretion was more pronounced when diatoms
were exposed to DWCNT1omg With an amount of 22+0.6 mg.eqGlucose at 48h and 58.9+1.6
mg eqGlucose at 168h. However, when diatoms were exposed to FLGsomg Shading, a
significant reduction in hydrophobic-like proteins contents was observed after 48h whereas at
the end of the experiment (168h) this amount was not significantly different from control

condition.

3.3.2 Analysis of the baseline exoproteome of N. palea biofilm
A total number of 1,956 proteins were identified by LC-MS/MS method in all experimental
conditions taken together. To evaluate the protein composition of the N. palea extracellular

matrix, the first 100 most abundant proteins in control samples, representing 68% of the total

abundance in this condition, were considered. The Figure 50 depicts the relative abundance
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proteins for each biological process deduced from the description obtained by sequence

homology analysis.
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Figure 50. Relative abundance of top 100 proteins detected in the N. palea biofilm assigned to the biological
processes. Indicated values ranging from 0 to 1.

A consequent proportion of proteins could not be functionally annotated, representing 17% of
the abundance of the top 100 proteins. The most important biological process in which
extracellular proteins were involved, was the translation elongation, representing 22% of the
first top 100 proteins. The second biological process most represented in EPS samples was
related to carbohydrates metabolic process (12% of the top 100), followed by protein folding
activity and cell motility, with proteins associated to actin polymers. The same proportion was
observed for proteins contributing to oxidation-reduction process, protein binding activity and

amino acid metabolic process.
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3.3.3 Identification of exoproteins involved in diatoms’ response
Overview of DEP regulation

After BLAST identification in each condition at 48h of exposure, a number of 310 DEPs was
identified in all conditions taken together. Figure 51 details the relative proportion of under
and overexcreted DEPs detected in each condition. Diatoms exposed to high carbon
nanoparticles concentrations showed the most important relative abundance of overexcreted
DEPs, with the same relative abundance of 0.97. In DWCNTo.1mg condition the relative
proportion of overexcreted DEPs was about 0.92 against 0.48 in FLGo.1img. Underexcreted
DEPs were comparable in DWCNTs and FLGsomg conditions, but the abundance of
underexcreted proteins observed in FLGo.1mg was proportionally higher (0.52). FLGsomg
shading exposure induced the lowest proportion of extracellular proteins overrepresented
where the relative abundance of underexcreted DEPs was almost 4-fold higher than

overexcreted DEPs.
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Figure 51. Proportion of the differentially overexcreted and underexcreted proteins in the total amount of
DEPs for each exposure condition.

The similarity between conditions was assessed considering the number of shared DEPs
represented in the Venn diagrams in Figure 52. The highest similarity was found between
high carbon nanoparticles conditions with 81 identical DEPs which were all regulated in the
same way. The second most similar condition were the two low carbon nanoparticles
concentrations with 41 shared DEPs, among which 95% were similarly over or underexcreted.
Only 20 DEPs were shared in FLGsomg direct and shading exposure and 75% of them were

regulated in the same way.
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Figure 52. Venn diagrams of the proteins differentially expressed between in each exposure condition.

Functional analysis

Annotation analysis led to the description of DEPs in each exposure condition. Several DEPs
did not present any description or information because of the absence of homologous
sequences in the interrogated database. Others were only described with a name species and
no functional information was available for these DEPs. And finally, other DEPs presented a
description with a gene identification and/or Gene Ontology terms category and eventually a
species name. Only, the latter were considered for the functional analysis. The lowest
percentage of annotation was observed in FLGsomg Shading exposure where only 17% of the
DEPs were annotated, followed by DWCNTiomg and FLGsomg with 28% and 38% of
annotation, respectively. Low carbon nanoparticles concentration presented the highest
percentage of annotation, with 57% and 92% of annotation for FLGo.1mg and DWCNTo.1mg,
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respectively. Biological processes were proportionally represented as a function of DEPs
relative abundance calculated from the total DEPs abundance in each exposure condition.
(Figure 53).
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Figure 53. Biological processes and relative abundance of DEPs on the total DEPs abundance in each exposure
condition.
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Differentially excreted proteins related to cell adhesion. The biological process presenting the
most abundant DEPs was related to translation mechanisms (Figure 53), especially in diatoms
exposed to DWCNTo.1mg concentration where 18 DEPs were overexcreted (Log2FC ranging
between 1.3 and 4.1) (Figure 54). DEPs contributing to translation machinery were mostly
repressed in high carbon nanoparticles concentration with 3 underexcreted and 4 overexcreted
DEPs in FLGsomg (Log2FC ranging from -3.8 to 2.2) and 5 underexcreted DEPs in
DWCNT1omg (Log2FC reaching -4.6). In addition, proteins involved in signal pathway and
cell adhesion processes were overrepresented in the exoproteome of diatoms exposed to high
carbon nanoparticles concentration with 9 and 2 overexcreted DEPs, respectively, in both
conditions (Figure 54). DEPs related to nucleic acid metabolic process were also overexcreted
at high carbon nanoparticles concentration with an expression level ranging from 1.4 to 3.4 of
Log2FC. In FLGsomg condition, relative abundance of these DEPs represented 16% of the
total DEPs abundance in this condition. This biological process was not particularly involved
at low carbon nanoparticles concentration but one DEP (g9887.t1), involved in 'de novo'
pyrimidine nucleobase biosynthetic process was overexcreted in FLGo.1mg. (LOg2FC=2.5). A
biological process related to spindle check point was induced only in DWCNT1omg condition,

representing about 14% of the total abundance of DEPs excreted in this condition.

Several overexcreted DEPs involved in metabolism of organic molecules such as
carbohydrates (Log2FC ranging from 2.5 for g13276.t1 and 6.6 for g14417.t1 in FLGsomg),
lipids (g4164.t1 with Log2FC=2 in DWCNT1omg), glycoprotein (g7455.t1 with Log2FC=1.8
in DWCNT1omg), or glycolipids (g13276.t1 with Log2FC=2.6 in DWCNT10mg) Were observed
at high carbon nanoparticles concentration whereas they were partially underrepresented in
DWCNTo.1mg. Among these biological processes, the highest DEP abundance was found for
proteins involved in carbohydrates metabolic process for diatoms directly exposed to FLGsomg
(Figure 53) whereas the shading condition induced only one overexcreted DEP (g17422.11,
Log2FC=1.8) (Figure 54). In diatoms exposed to DWCNTo.img, One slightly overexcreted
DEP (g4594.t1, Log2FC=1.4) was involved in proteasome assembly with low proteins
abundance, and two DEPs (g11352.t1; g15214.t1) related to cell motility were underexcreted
(Log2FC=-1.3 and -1.4). Diatoms exposed to high carbon nanoparticles concentration
overexcreted two different DEPs involved in chitin metabolic process (Log2FC reaching 6.6
for g16173.t1 in FLGsomg and 2.7 for g13937.t1 in DWCNT1omg), but only FLGsomg exposure
induced an overexcretion of a DEP (g3388.t1) involved in calcium ion binding in beta roll

structure with an expression level reaching 1.4.
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Figure 54. Heat maps of extracellular DEPs involved in several biological process related to adhesive response
in each carbon nanoparticles conditions.

Effects of carbon nanoparticles on extracellular protein modifications. Amino acid
metabolism also seemed to be affected by low carbon nanoparticles mostly in the way of
down-regulation as DEPs contributing to this biological process showed a Log2FC ranging
-6.6 from to 2.5. (Figure 55). Furthermore, some post-translational modifications processes
seemed to be repressed with two underexcreted DEPs participating to protein modification
that were not detected in direct exposure to carbon nanoparticles (i.e. Log2FC=-6.6). In
addition, high carbon nanoparticles inhibited the excretion of DEPs associated with protein
homooligomerization (921179.t1) in DWCNTiomg and peptidyl-amino acid modification
(911965.t11) in FLGsomg (L0g2FC=-6.6, i.e. undetected). Other DEPs were commonly
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overexcreted in all experimental conditions, participating to protein phosphorylation
(920248.11) with an expression level ranging from 1.5 in DWCNTo.1mg to 6.6 in the others

conditions.
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Figure 55. Heat map of DEPs involved in several protein metabolic process in each carbon nanoparticles
conditions.

Exoproteins involved in catabolic processes and physical interactions. Carbon nanoparticles
exposure seemed to induce a modification of extracellular catabolism (Figure 56) In all
experimental conditions, one DEP (g19939.t1) contributing to proteolysis was identified
whereas it was not detected in control conditions The number and relative abundance of
overexcreted DEPs involved in this biological process was higher at high carbon
nanoparticles concentrations but also in shading condition. In addition, one common DEP
(921034.t1) involved in fatty acid oxidation was overexcreted (Log2FC=6.6) in diatoms
facing all carbon nanoparticles exposure conditions except for FLGsomg condition. Moreover,
one overexcreted DEP (g5138.t1) involved in cell redox homeostasis was observed in all
exposure conditions (Log2FC=6.6) and was more represented in diatoms exposed to FLGo.1mg

(Figure 53). Others DEPs participating to these biological process also seemed to be repressed
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in direct contact exposure conditions (Log2FC ranging from -4.7 in FLGsomg and -1 in
FLGo.1mg). In addition, DEPs associated with oxidation-reduction process were mostly
underexcreted in these conditions (Log2FC ranging from -6.6 when no detected in FLGo.1mg
and FLGsomg and -1 in FLGo.1mg). In addition, DEPs participating to response to oxidative
stress and gluthatione metabolic process were underrepresented at low carbon nanoparticles

concentrations.

Furthermore, three DEPSs participating to response to wounding were overexcreted only in
diatoms exposed to high carbon nanoparticles concentrations, with a Log2FC of 2.9 (g310.t1)
and 3.5 (g3491.t1) in DWCNT1omg, and 4.2 in FLGsomg (93491.t1) (Figure 56).
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Figure 56. Heat maps showing the Log2FC values of DEPs with catabolic activity and DEPs involved in
oxidative response in each condition.

Probable energy saving. Several DEPs participating in diverse metabolic pathways were
underexcreted, or even undetected, mostly in direct contact exposures (Figure 57). Thus,
underexcreted DEPs associated with response to stress, to toxic substance, to stimulus and
disease resistance were underexcreted in these conditions (Log2FC ranging from -6.6 to -1.1).

DEPs involved in metabolic process were generally underexcreted in direct contact exposure
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conditions (Log2FC ranging from -6.6 to -1.2), except in FLG o.1mg. Nitrogen metabolism
seemed to be partly inhibited (g8358.t1 and g20946.t1 were underexcreted) in direct contact
conditions, except in DWCNT1omg. Despite the inhibition of one DEP (g13365.t1) related to
transport in diatoms exposed to DWCNT1omg, two others were overexcreted in DWCNTSs
conditions (Log2FC reaching 2.4 in DWCNT1omg). In shading exposure to FLGsomg, Only one
DEP (g11754.t1) contributing to tricarboxylic acid cycle was underexcreted (Log2FC=-1.9).
Proteins involved in these biological processes were not detected among the top 100 described

in the N. palea exoproteome (Figure 50).
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Figure 57. Heat maps of DEPs involved in several inhibited pathways in the different carbon
nanoparticles exposures.

3.4 Discussion

The aim of this study was to identify proteins of the N. palea extracellular matrix and assess
quantitative and qualitative modifications of this exoproteome in response to carbon

nanoparticles exposure. In this work, two allotropic forms of carbon were compared at
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different concentrations and a shading exposure was distinguished only for the highest FLG

concentration condition.

3.4.1  Exoproteome: dream or reality?

Studies on the exoproteome of biofilms have one principal issue linked to the contamination
by intracellular components, and especially for diatoms because of their silicic exoskeleton
making difficult the microscopic appreciation of cellular lysis induced by extraction buffer.
However, several results obtained indicated that proteins identified by LC-MS/MS analysis

probably did not originate from the intracellular content.

First, all cautions were taken during extracellular proteins extraction. Cellular lysis was
monitored at each step revealing that chlorophyll was not detectable in all the EPS samples.
The detection limit, corresponded to less than 2% of total cellular density, meaning that this
control quality measure was robust. This would suggest that the EPS extracts likely contained
minor intracellular contamination. Despite the absence of chlorophyll detection in samples,
the functional description of the identified exoproteins was carefully examined, especially in
control conditions. (Figure 50) The functional analysis revealed the presence of protein
related to photosynthesis but in the lower abundant protein of this top 100 focus (0.01).
Nevertheless, a previous proteomic study of a diatom limited in iron evidenced the
overexcretion of proteins contributing to photosynthesis in the first induced biological process
(Nunn et al., 2013), suggesting that the presence of these photosynthesis-related proteins does
not necessarily reveal cell lysis.

Furthermore, functional analysis of the proteins extracted from the control culture revealed
several biological processes, notably proteins involved in translation. It was demonstrated that
a cell surface protein involved in cell adhesion (PVNL1) in higher plant had high sequence
identity with a translational elongation factor (EF-1a) (Zhu et al., 1994). In addition,
proteomics studies on marine diatoms in phosphorus (Dyhrman et al., 2012) or nitrogen
(Yang et al., 2014) deprivation induced an intracellular underproduction of proteins involved
in translation. This supports our hypothesis that proteins involved in translation in control

condition were excreted by diatoms and were not released by cell lysis.

The presence of proteins related to carbohydrates metabolism in this study was in accordance
with numerous studies which evidenced the role of carbohydrates in the extracellular matrix

(Flemming and Wingender, 2010; Smith and Underwood, 2000). The observation of proteins
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involved in oxidation-reduction process and cell redox homeostasis was also consistent with
the literature. Indeed, the presence of oxidoreductases, such as phenol oxidase, peroxidase or
extracellular redox activity enzymes, was previously noticed in rivers biofilm and activated
sludge (Flemming and Wingender, 2010). Proteins with enzymatic activity in the N. palea
exoproteome suggested a degradation of organic molecules in the extracellular matrix such as

carbohydrates, which can then be used as carbon resources by diatoms.

Exoproteins involved in protein folding, protein binding, amino acid metabolic process,
protein phosphorylation and protein transport suggested that proteins composing the
extracellular matrix might undergo post-translation modifications in the extracellular medium.
Cell motility also counted among the most represented biological processes in the
exoproteome. Such proteins were already observed in diatoms thanks to the association of
actin polymers with myosin (Lesley and Zavortink, 1983), but also in the vesicle transport
allowing the adhesion complex assembly (Chiovitti et al., 2006). These cell-wall associated
polymers, located just behead the raphe, play a role in the adhesion of diatoms (Evans, 2003).
As pennate diatoms are attached to the substrate at their raphe, we could hypothesize that this
actin filament could be excreted and act as a rail for cell motility. However, the presence of

actin filament in the extracellular matrix was not yet evidenced.

The role of proteins associated with calcium in cell adhesion was previously demonstrated
(Geesey et al., 2000). In addition, nucleic metabolic processes can suggest the presence of
extracellular DNA, known to be a component of the extracellular matrix of bacteria biofilm
(Flemming and Wingender, 2010; Tang et al., 2013), likely to allow the structuration of the
EPS network.

All these results suggest that proteins identified in this study were in great majority excreted
in the extracellular medium despite their function which are primarily known as intracellular.
Added to the fact that no cellular lysis was detected, we considered that our EPS extraction

method did not provoke significant release of intracellular contents

34.2 Effect of carbon nanoparticles on the exoproteome
The annotation analysis of DEPs excreted in diatoms’ biofilm exposed to carbon
nanoparticles revealed a significant lack of functional information on extracellular proteins, as

the percentage of annotated DEPs ranged between 17% and 92%. This highlighted that

identification of extracellular proteins in the biofilm matrix is still in its infancy and needs to
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be explored (Heydarizadeh et al., 2014). Even if some proteins have already been sequenced
in other diatoms species, their functions are not determined yet. Then, these results evidenced
a clear need in omics approach, such as transcriptomic, proteomic or metabolomics in biofilm
matrix in order to identify molecular components acting in stress response to external

pollution as carbon nanoparticles exposition.
In the shadow of FLG

Quantitative analysis revealed a clear difference in the extracellular response induced in
shading and direct contact exposure to FLGsomg. A significant underexcretion of proteins was
observed in shading condition whereas an overexcretion of proteins was noticed in direct
exposure to FLGsomg. Moreover, similarity in proteins differentially excreted in these two
conditions was relatively low. As the light reduction in the beginning of the exposure was
comparable in these two conditions, with a significant PAR decrease (Garacci et al., 2017),
we can suggest that physical contact with diatoms is responsible for this overexcretion. The
protein underexcretion observed in shading condition was consistent with the transcriptomic
response assessed in a previous study where a global reduction of its energetic metabolism
was evidenced (Garacci et al. submitted). Lowering protein production and excretion is
another way for saving energy. Moreover, the inhibition of signal pathway (Figure 54) which
is crucial in biofilm development (Kjelleberg and Molin, 2002) was consistent with the
protein underexcretion observed for diatoms exposed to shading. In addition, the induction of
exoproteins involved in proteolysis and fatty acid oxidation suggested that diatoms exposed to
FLGsomg shading tended to degrade extracellular components, as protein or fatty acids, which
can be a part of EPS component previously excreted (Conrad et al., 2003). Proteolytic
enzymes are known to be excreted by light-stressed biofilms (Berges and Falkowski, 1998;
Romani, 2009). These extracellular enzymes allow the acquisition of nitrogen and carbon
resources from the external matrix in bacteria biofilm which undergone an environmental
stress or starvation (Zhang and Bishop, 2003). As N. palea is mixotrophic, they consume
extracellular components from natural organic matter or EPS, as carbon resources in obscurity

period
Impact of direct contact with carbon nanoparticles on N. palea exoproteome

Proteins quantification revealed a significant protein overexcretion at high concentration of
both FLG and DWCNTSs, which is in accordance with a previous study for diatoms exposed to

DWCNTSs (Verneuil et al., 2015). Interestingly, exoproteins measured at low concentrations
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conditions did not reveal significant differences with the control condition. However, LC-
MS/MS analysis revealed the presence of overexcreted proteins at low carbon nanoparticles
concentrations, more pronounced for diatoms exposed to DWCNTo.1mg. These results suggest
that the excretion of proteins involved in the biofilm matrix was dependent of the

concentration of these carbon nanoparticles.

Low concentrations exposure. Functional analysis of the exoproteome produced by diatoms
exposed to low carbon nanoparticles did not reveal any overexcretion of proteins involved in
cell adhesion. However, a consequent number of overexcreted proteins related to translation
was noticed in these conditions, especially for diatoms exposed to DWCNTo.1mg. The proteins
involved in this biological process could be associated with transcription elongation factor,
which was suggested to have a role in plant cell adhesion (Zhu et al., 1994). As DEPs
involved in signaling pathway were inhibited in diatoms exposed to low carbon nanoparticles
concentrations, this concentration did not seem to be detected through this pathway as an

environmental stress by N. palea.

The overexcretion of proteins involved in carbohydrates metabolic process suggested that low
carbon nanoparticles concentration induced a modification in EPS composition by modulating
the proportion of polysaccharides in the extracellular matrix. In addition, a major
underexcretion of proteins involved in proteolysis, in accordance with a reduction in nitrogen
assimilation and nitrogen compound metabolic process, suggested the reduction, of

extracellular carbon and nitrogen utilization as resources.

Nevertheless, post-translational protein modification seemed to be induced in these
conditions. Protein phosphorylation, occurring as well in plants and prokaryotes, is a part of
post-translational modifications generally taking place in response to environmental stress,
altering protein function (Duncan and Hershey, 1989). This mechanism, leading to activation
or deactivation of a targeted protein, plays an important role in the signalling pathway by
translating extracellular signal into cellular response. In Streptococcus mutans the expression
of pKnb gene, coding for an homologous serine/threonine protein kinase family involved in
protein phosphorylation, with an extracellular C-terminal domain, seemed to be essential in
biofilm formation (Hussain et al., 2006). Thus, we can suggest that overproduction of
exoproteins contributing to protein phosphorylation in N. palea exposed to carbon

nanoparticles was related to biofilm formation in response to carbon nanoparticles exposition
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regardless the type of nanoparticles. It is noteworthy that this regulation mechanism was also

detected at high concentrations, which revealed its genericity.

High carbon nanoparticles concentration. Signal pathway appeared to be induced in diatoms
exposed to high FLG and DWCNTSs concentrations suggesting a response to environmental
modification. Detection of environmental stress pathway in bacterial biofilm generally
involves the quorum sensing system in order to modulate physiological processes such as
biofilm formation (Cvitkovitch et al., 2003; Parsek and Greenberg, 2005). Small peptides are
then produced and excreted, as signals, to be detected by neighbour cells. Such signal
peptides, involved in cell-cell communication, seemed to play a role in N. palea response to

high carbon nanoparticles concentration.

Exoproteomic analysis also revealed an induction of cell adhesion process when diatoms were
exposed to high carbon nanoparticles concentrations, suggesting an extracellular adhesive
response. The overexcretion of proteins involved in carbohydrates metabolic process
suggested that a part of exoproteins involved in diatoms’ response, especially to DWCNT 10mg,
were probably in association with polysaccharides. This was supported by the overexcretion
of exoproteins contributing to glycoproteins and glycolipids, but also lipids metabolic
processes at high DWCNT concentration. It was previously demonstrated that these organic
molecules composed the extracellular matrix of microbial biofilm (Conrad et al., 2003;
Flemming and Wingender, 2010; Lind et al., 1997).

The adhesive complex produced by diatoms at high carbon nanoparticles concentration also
seemed to include chitin-associated exoproteins. Several studies have already demonstrated
the role of chitin as a structural component of the cell wall in the marine diatom Thalossiosira
pseudonana (Durkin et al., 2009; Hoagland et al., 1993). Chitin then crossed and embedded
the cell wall forming chitin-based network which can play a central role in cell division
during silica starvation (Brunner et al., 2009). In this way, chitin is known as a component of
the cell wall but can also take part in biological processes to undergo environmental stress.
Moreover, Wetherbee and co-workers (1998) reported that the extracellular adhesion system
produced by diatom is in part associated with the plasma membrane and cytoplasm. Then we
can hypothesize that under exposure to high carbon nanoparticles concentrations, the
overproduction of chitin-associated exoproteins can play a role in the diatoms response by

strengthening the EPS network. In addition, analysis of extracellular proteins also allowed to
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evidence one of the toxicity mechanism of carbon nanoparticles by induction of exoproteins
involved in response to wounding. Then, overproduction of these proteins confirmed that
physical contact with FLG and DWCNTs induced wounds, as previously observed for N.
palea in direct contact with FLGsomg (Garacci et al. submitted) but also for bacteria exposed to
SWCNTs (Kang et al., 2007; Liu et al., 2009). This physical interaction might explain the
strengthen of EPS matrix only in high carbon nanoparticles concentration by chitin.

In this way, glycoproteins, which are generally transmembrane proteins, and glycolipids
involved in the response to DWCNT1omg condition could also be associated with chitin. In
addition, exoproteins with calcium ion binding function appeared to play a role in the
extracellular response of N. palea exposed to FLGsomg. The induction of hemolysin-type
protein, with a calcium-binding function in Leptospria spp. pushed Lin and co-workers (2008)
to suggest the role of calcium in cell adhesion. These results suggest that calcium and calcium
binding protein play a role in the biofilm network composition in response to high

concentrations of carbon nanoparticles.

Furthermore, the presence of overproduced exoproteins involved in nucleic acid metabolism
in the extracellular matrix of diatoms exposed to high concentration of carbon nanoparticles
suggested the presence of extracellular DNA. Randrianjatovo-Gbalou and co-workers (2017)
demonstrated that association of extracellular DNA with amyloid-like polymers plays a role
in the adherence but also in the aggregation of a bacteria extracellular matrix. In DWCNT 1omg
condition, diatoms generated exoproteins, contributing to spindle checkpoint. This process
generally involved in cell duplication makes act the kinetochores, which are multi-proteins
complexes, and microtubules for genetic material separation and migration (De Martino et al.,
2009). Animal cell extracellular matrix components such as adhesive proteins were supposed
to influence the intracellular microtubules organization (Bokel et al., 2005) and assembly
caused by external mechanical forces (Putnam et al., 2001). Despite the absence of evidence
in the literature of the excretion of microtubules, we could hypothesize that these exoproteins
might allow the cell anchoring to substrate or to DWCNTSs, as they were excreted only in this

condition.

Moreover, exoproteins involved in response to oxidative stress were mostly underproduced in

all experimental conditions but one exoprotein involved in cell redox homeostasis was

overproduced. However, previous studies demonstrated the absence of intracellular oxidative

stress induced by high FLG (Garacci et al. (submitted)) and high DWCNTSs concentrations

(Garacci et al. (in preparation)), with a decrease in transcripts encoding for protein involved in
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ROS scavenging. In addition, Wuertz et al., (1998) suggested that the induction of
extracellular redox activity in activated sludge could be involved to facilitate enzymatic attack
of recalcitrant organic molecule as lignin. This phenomenon can be linked to the induction of
proteolysis, which can be undertaken, as evocated above, in order to biodegrade extracellular
proteins and use products as nitrogen and carbon resources, when diatoms had a limited

access to light.

Then, several pathways such as global response to stress pathway, related to drug export, or
transduction process, allowing cell communication, but also energetic pathways were
repressed. These results suggested an energy saving strategy reinforcing the hypothesis of
energetic allocation of diatoms exposed to carbon nanoparticles, regardless the allotropic form

or the concentration (Garacci et al., 2017; Verneuil et al., 2014).

3.5 Conclusion

This study provided a proteomic approach of the extracellular matrix generated by N. palea
exposed to different forms and concentrations of carbon nanoparticles. Functional analysis
revealed a strong lack of information about proteins excreted by diatoms. Nevertheless, our
proteomic data was consistent with previous studies which demonstrated the presence of
different extracellular components, such as adhesive proteins, carbohydrates, extracellular
DNA or oxidative enzymes. Translation elongation factor and actin polymers were supposed
to have a role in cell adhesion. After 48h of exposure to high FLG and DWCNTSs
concentration, diatoms exhibited an overexcretion of hydrophobic-like proteins and
carbohydrates contents. The experimental distinction between shading and direct contact
exposure to FLG highlighted an extracellular response completely different suggesting the
induction of a major extracellular catabolic metabolism in shading condition. Only low carbon
nanoparticle highly induced translation elongation factor suggesting that the production of
these exoproteins might be specific for low concentrations. High carbon nanoparticles
concentrations seemed to induce an adhesive response including adhesive protein,
glycoproteins and glycolipids, but also chitin. This suggested that a whole adhesion system
was undertaken by diatoms in response to direct exposition to carbon nanoparticles. In
addition, a modification of extracellular catabolism was deduced by the induction of
proteolytic enzymes and redox activity which allow cells to provide extracellular nitrogen and
carbon resources. Overall, this study evidenced the exoproteomic response of N. palea

presented high similarities between the same concentration of carbon nanoparticles.
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Supporting information for the article Role of exoproteome in diatoms’

biofilm response to carbon nanoparticles
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Figure S1. Control quality of EPS samples estimated on gel SDS-PAGE.
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Figure S2. Quantification of carbohydrates in ionic-like proteins fraction at (a) 48h and (b)
168h in different carbon nanoparticles exposures conditions. Groups with the same letter are
not significantly different (p-value>0.05). Error bars represent standard errors of the mean of

3 separate experiments.
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Table S5. Optical density values at 663 nm for chlorophyll measurement and detection limit calculated at

48h and 168h of exposure.

Samples DO 663 nm 48h Detection limit 48h DO 663 nm 168h Detection limit 168h
B-TR1 0,013 0,014 0,012 0,024 0,013 0,014 0,014 0,025
B-TR2 0,013 0,012 0,012 0,024 0,016 0,018 0,016 0,025
B-TR3 0,013 0,014 0,01 0,024 0,015 0,014 0,015 0,025
B-FLGO,1R1 0,012 0,012 0,013 0,024 0,01 0011 0,011 0,025
B-FLGO0,1R2 0,012 0,012 0,011 0,024 0,013 0,013 0,012 0,025
B-FLGO0,1R3 0,012 0,012 0,047 0,024 0,013 0,012 0,015 0,025
B-FLG50R1 0,013 0,014 0,013 0,024 0,013 0,012 0,012 0,025
B-FLG50R2 0,013 0,021 0,012 0,024 0,011 0,014 0,012 0,025
B-FLG50R3 0,012 0,015 0,011 0,024 0,013 0,013 0,013 0,025
B-Shading-FLG50R1 0,011 0,012 0,01 0,024 0,014 0,014 0,013 0,025
B-Shading-FLG50R2 0,011 0,01 0,011 0,024 0,013 0,013 0,012 0,025
B-Shading-FLG50R3 0,01 0,011 0,01 0,024 0,013 0,013 0,013 0,025
B-CNTO,1R1 0,013 0,012 0,012 0,024 0,012 0,015 0,012 0,025
B-CNTO0,1R2 0,011 0,012 0,012 0,024 0,016 0,017 0,015 0,025
B-CNTO0,1R3 0,012 0,012 0,012 0,024 0,012 0,013 0,012 0,025
B-CNT10R1 0,01 0,013 0,01 0,024 0,011 0,014 0,012 0,025
B-CNT10R2 0,011 0,011 0,01 0,024 0,016 0,015 0,011 0,025
B-CNT10R3 0,01 0,01 0,009 0,024 0,014 0,013 0,01 0,025
S0-TR1 0,012 0,013 0,011 0,028 0,011 0,012 0,012 0,017
S0-TR2 0,012 0,011 0,011 0,028 0,012 0,011 0,011 0,017
SO-TR3 0,013 0,012 0,011 0,028 0,012 0,011 0,011 0,017
S0-FLGO,1R1 0,011 0,011 0,012 0,028 0,01 0,01 0,011 0,017
S0-FLGO,1R2 0,012 0,012 0,011 0,028 0,01 0,01 0,01 0,017
S0-FLGO,1R3 0,012 0,011 0,012 0,028 0,011 0,011 0,011 0,017
S0-FLG50R1 0,012 0,012 0,012 0,028 0,01 0011 0,011 0,017
S0-FLG50R2 0,011 0,021 0,011 0,028 0,011 0,011 0,01 0,017
S0-FLG50R3 0,011 0,012 0,011 0,028 0,011 0,011 0,011 0,017
S0-Shading-FLG50R1 0,011 0,011 0,011 0,028 0,012 0,011 0,012 0,017
S0-Shading-FLG50R2 0,011 0,011 0,01 0,028 0,013 0,011 0,012 0,017
S0-Shading-FLG50R3 0,01 0,01 0,011 0,028 0,014 0,013 0,012 0,017
S0-CNTO,1R1 0,011 0,011 0,012 0,028 0,011 0,011 0,01 0,017
S0-CNT0,1R2 0,011 0,011 0,012 0,028 0,011 0,012 0,012 0,017
S0-CNTO,1R3 0,012 0,011 0,011 0,028 0,01 0,01 0,011 0,017
S0-CNT10R1 0,01 0,013 0,012 0,028 0,01 0014 0,011 0,017
S0-CNT10R2 0,011 0,011 0,011 0,028 0,014 0,011 0,011 0,017
SO0-CNT10R3 0,011 0,011 0,01 0,028 0012 001 0.009 0.017
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Table S5. Continued.

Samples DO 663 nm 48h Detection limit 48h DO 663 nm 168h Detection limit 168h
SE-TR1 0,011 0,012 0,01 0,014 0,013 0,012 0,011 0,016
SE-TR2 0,011 0,011 0,012 0,014 0,012 0,011 0,011 0,016
SE-TR3 0,012 0,011 0,012 0,014 0,013 0,011 0,011 0,016
SE-FLGO,1R1 0,011 0,011 0,012 0,014 0,011 0,012 0,011 0,016
SE-FLGO,1R2 0,011 0,011 0,012 0,014 0,013 0,012 0,017 0,016
SE-FLGO,1R3 0,013 0,012 0,013 0,014 0,014 0,011 0,016 0,016
SE-FLG50R1 0,013 0,014 0,016 0,014 0,014 0,013 0,013 0,016
SE-FLGS0R2 0,013 0,023 0,013 0,014 0,013 0,015 0,013 0,016
SE-FLGS50R3 0,011 0,012 0,014 0,014 0,011 0,013 0,012 0,016
SE-Shading-FLGS0R1 0,01 0,011 0,011 0,014 0,011 0,011 0,011 0,016
SE-Shading-FLGSOR2 0,011 0,011 0,011 0,014 0,011 0,01 0,011 0,016
SE-Shading-FLG50R3 0,01 0,011 0,011 0,014 0,011 0,011 0,011 0,016
SE-CNTO,1R1 0,011 0011 0,012 0,014 0,011 0,013 0,012 0,016
SE-CNTO,1R2 0,011 0,012 0,012 0,014 0,011 0,012 0,013 0,016
SE-CNTO,1R3 0,012 0,012 0,013 0,014 0,012 0,013 0,012 0,016
SE-CNTI0R1 0,012 0,015 0,013 0,014 0,01 0,014 0,011 0,016
SE-CNT10R2 0,011 0,011 0,013 0,014 0,011 0,01 0,01 0,016
SE-CNTI10R3 0,012 0,011 0,012 0,014 0,01 0,01 0,01 0,016
ST-TR1 0,023 0,022 0,02 0,024 0,014 0,014 0,013 0,024
ST-TR2 0,021 0,021 0,021 0,024 0,013 0,012 0,012 0,024
ST-TR3 0,02 0,019 0,018 0,024 0,014 0,013 0,012 0,024
ST-FLGO,1R1 0,017 0,019 0,019 0,024 0,012 0,012 0,012 0,024
ST-FLGO,1R2 0,019 0,018 0,018 0,024 0,013 0,013 0,013 0,024
ST-FLGO,1R3 0,021 0,02 0,021 0,024 0,015 0,014  -0,02 0,024
ST-FLG50R1 0,02 0,02 0,02 0,024 0,015 0,014 0,014 0,024
ST-FLGS50R2 0,018 0,023 0,018 0,024 0,015 0,026 0,015 0,024
ST-FLGS50R3 0,014 0,018 0,017 0,024 0,015 0,019 0,016 0,024
ST-Shading-FLGS0R1 0,017 0,02 0,017 0,024 0,013 0,018 0,014 0,024
ST-Shading-FLGS0R2 0,017 0,017 0,018 0,024 0,013 0,012 0,011 0,024
ST-Shading-FLG50R3 0,015 0,015 0,015 0,024 0,012 0,012 0,012 0,024
ST-CNTO,1R1 0,019 0,02 0,019 0,024 0,013 0,013 0,019 0,024
ST-CNTO,1R2 0,016 0,015 0,015 0,024 0,014 0,014 0,013 0,024
ST-CNTO,1R3 0,017 0,018 0,016 0,024 0,011 0,013 0,012 0,024
ST-CNTI0RI 0,016 0,016 0,016 0,024 0,012 0,012 0,011 0,024
ST-CNT10R2 0,016 0,018 0,018 0,024 0,012 0,013 0,015 0,024
ST-CNT10R3 0,016 0,017 0,016 0,024 0,014 0,014 0,015 0,024
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Discussion générale, conclusions
et perspectives

Les risques environnementaux liés a 1’utilisation croissante des NPCs ont suscités le
développement d’études en nano-écotoxicologie dans le but d’anticiper les effets de ces
nouveaux contaminants sur les organismes. C’est dans cette démarche prospective que
s’inscrivent ces travaux de thése évaluant les mécanismes de toxicité de deux allotropes du

carbone sur le compartiment primaire des milieux aquatiques.

Les biofilms, connus pour épurer la colonne d’eau, peuvent accumuler des quantités
conséquentes de différents polluants, incluant les NPCs, exposant ainsi les organismes qui
broutent le biofilm a de fortes concentrations locales. Dans I’optique de prédire les effets du
rejet potentiel de ces NPCs sur le fonctionnement des écosystéemes aquatiques, le choix du
modele biologique pour ces travaux s’est porté sur la diatomée benthique Nitzschia palea,
composante cellulaire d’une majorit¢ de biofilms phototrophes. Les effets de deux formes
allotropiques du carbone, du FLG et des DWCNTS, ont été étudiés a la fois a 1’échelle de la
population cellulaire mais également a I’échelle moléculaire grace a différentes approches.
Dans un premier temps, la toxicité du FLG sur les cultures de N. palea a fait I’objet d’une
premiére étude, mis en paralléle avec les résultats obtenus dans un travail antérieur sur les
MWCNTs (Verneuil et al., 2014). Cette étude a permis d’établir de premicres hypothéses
quant aux mécanismes de toxicité de ces NPCs.

L’utilisation des outils « omiques » a permis de comparer les réponses générées entre de
faibles concentrations, n’induisant aucun impact sur la croissance, et de fortes concentrations
ou des effets significatifs d’inhibition de croissance ont €¢t¢ mesurés au niveau de 1’appareil
photosynthétique ou encore de la transcription, pour une méme nanoparticule. Une premiere
étude a permis de déterminer la réponse transcriptomique générée lors d’un contact direct en
comparaison avec l’effet d’ombrage du FLG. Lors des expérimentations suivantes, la
présence de DWCNTS, interagissant fortement avec les acides nucléiques, et donc empéchant
I’extraction/purification des ARN, n’a malheureusement pas permis de déterminer la réponse
transcriptomique générée face a une concentration induisant une inhibition de croissance.
Cette forte concentration a alors été remplacée par une concentration un peu plus faible sans

effets démontrés sur la croissance de N. palea. Ces approches transcriptomiques ont permis de
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mettre une évidence les processus biologiques impliqués dans les effets sur la croissance mais

aussi de mieux cerner leur cause.

De maniéere générale ces études ont clairement suggéré 1’importance du role des EPS dans la
réponse de N. palea a I’exposition aux deux formes allotropiques du carbone. C’est pourquoi,
une ¢étude de la matrice extracellulaire a été mise en ceuvre. L’effet des NPCs sur le biofilm
algal a alors été évalué grace a une analyse quantitative déterminant les taux d’excrétion a la
fois des protéines extracellulaires, mais également des carbohydrates composant cette matrice.
Une approche a la fois semi-quantitative et qualitative, par spectrométrie de masse, a été
investie dans le but d’identifier les protéines impliquées dans la réponse extracellulaire de N.

palea induite par les différentes NPCs choisies.

1  Comparaison des réponses induites par les deux types de NPCs

Ces travaux de these se sont orientés sur la comparaison de deux formes différentes de NPCs
afin de déterminer la spécificité de la structure tridimensionnelle, et des caractéristiques
intrinseques associées, sur leur écotoxicité. La forme cylindrique des CNTs, largement étudiés
dans les évaluations environnementales (Freixa et al., 2018), a été comparée a la forme plane
du FLG, largement moins étudié dans la littérature (Zhao et al., 2014). Les premiers essais
évaluant la réponse des cultures de N. palea ont été réalisés sur du FLG en utilisant la méme
méthodologie développée lors de travaux antérieurs sur les MWCNTSs (Verneuil et al., 2014)
afin de faciliter la comparaison des résultats obtenus. De cette maniére, les impacts sur la
croissance, 1’intégrit¢ cellulaire et le rendement quantique des photosystemes II ont été
déterminés apres 144h d’exposition. La réponse moléculaire de N. palea a été évaluée sur les
deux formes allotropiques du carbone dans les mémes conditions expérimentales, nécessitant
parfois des adaptations techniques (cf. Chapitre 4 et 5 partie 2). Les effets subis lors du
contact direct ainsi que I’ombrage du FLG seul ont été évalués grace a un dispositif
expérimental adapte. La détermination de la spécificité de la réponse des diatomeées a la forme
allotropique du carbone est discutée dans cette partie en analysant 1’ensemble des résultats
obtenus dans un premier temps pour les faibles doses, puis pour les fortes doses testées.
L’effet d’ombrage du FLG, lui, a toujours été étudié¢ en parallele avec le contact direct des
nanoparticules avec les cellules pour une méme concentration de 50 mg.L™. L ensemble des
résultats sont synthétisés dans le Tableau 6 résumant schématiquement les réponses obtenues

par les trois grandes approches utilisées lors des différentes expositions aux NPCs.

256



1.1  Réponses générées aux faibles doses

La plus faible dose expérimentée (0,1 mg.L™?) dans I’ensemble de ces travaux de thése
n’induit pas d’impact décelable a 1’échelle de la culture cellulaire, a la fois pour les essais en
présence de FLG (Chapitre 3 (Garacci et al., 2017)) ou de MWCNTSs (Verneuil et al., 2014).
Ainsi, aucun effet sur le taux de croissance, le taux de mortalité ou encore le rendement
quantique des photosystemes II n’a été noté pour ces cultures. D’apres la littérature,
I’ensemble des études ecotoxicologiques effectuees sur des organismes aquatiques (Freixa et
al., 2018), notamment sur les cultures algales (Pretti et al., 2014; Schwab et al., 2011), mettent
en évidence une gamme de concentration effective des CNTs et du graphéne du méme ordre
de grandeur, sans effets néfastes en dessous de 1 mg.L™. Cependant, si les faibles doses en
NPCs n’impactent pas la croissance des cultures, 1’évaluation de la réponse transcriptomique

semble indiquer une modification significative de I’expression des génes (Chapitre 4).

Bien que seulement 50 et 68 genes soient différentiellement exprimés par les diatomeées
exposées au FLG et aux DWCNTs, respectivement, I’ intensité des réponses transcriptomiques
générées a faible concentration n’en est pas moins négligeable. Les DWCNTs semblent
altérer la réponse transcriptomique des diatomées de maniere plus importante que le FLG
avec une gamme d’expression différentielle plus large. Cependant, le nombre de DEGs
similaires dans les deux conditions représentent pres de 30% de la réponse transcriptomique
générée, révélant ainsi un profil de réponse commun a ces deux allotropes du carbone a faible
concentration. De plus, sur ces 30% de DEGs partagés, tous sont régulés de la méme maniére,
qu’ils soient surexprimés ou réprimés, renforcant ainsi I’hypotheése d’une réponse similaire

pour un ensemble de génes.

Cependant, I’analyse fonctionnelle des DEGs, présentant une annotation fonctionnelle
significative, ne révele plus cette similitude de réponse. En effet, apres I’enrichissement des
annotations par Gene Ontology (GO), les annotations significativement différentes de celles
exprimées dans la condition témoin ne permettent pas de sélectionner des génes communs aux
deux conditions. Ainsi, les processus biologiques impliqués dans la réponse de chacune des
NPCs testées semblent différents. L’exposition au FLG semble induire un léger stress
oxydatif accompagné d’une induction des transcrits impliqués dans la synthése/réparation du
frustule, suggérant un effet abrasif lors de 1’interaction entre les diatomées et le FLG méme a
de faibles concentrations. Les graphénes sont connus pour engendrer des dommages

membranaires a des doses plus importantes (plus de 1 mg.L™?) (Akhavan and Ghaderi, 2010),
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mais ces constatations sont souvent faites a partir de méthodes de dosage extracellulaire ou
d’observations en microscopie ¢électronique. L’utilisation d’une approche transcriptomique
permet ainsi de déceler des symptdmes cellulaires a de faibles concentrations en contaminants
(Poynton and Vulpe, 2009), tandis que les méthodes de suivi classiques sont moins sensibles
et ne permettent pas de déterminer les mécanismes de toxicité. Les DWCNTSs, eux, semblent
avoir un impact physiologique plus large touchant ainsi la régulation de la transcription mais
également le mécanisme de modification post-traductionnelle des protéines, pouvant ainsi
modifier leur fonction. De plus, une légére diminution de I’expression des génes impliqués
dans la synthese de pigments chlorophylliens (chlorophylle a) peut étre observée chez les
diatomées exposées aux DWCNTs, suggérant un début d’impact sur le processus de
photosynthése, également évoqué chez I’algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii en
présence de 1-2 mg.Lt de MWCNTs (Matorin et al., 2010). Une premiére hypothése en lien
avec la surface spécifique pourrait étre envisagée ici pour expliquer la différence d’intensité
de réponse entre les diatomées exposées a du FLG et aux DWCNTSs. En effet, Mottier et
al.(2016) ont pu mettre en évidence I’importance de cette caractéristique sur I’impact des
NPCs chez les xénopes. Avec une surface spécifique de 980m2.g™, les DWCNTSs présentent
une surface d’interaction avec les organismes bien plus importantes que le FLG dont la
surface spécifique peut étre jusqu’a trois fois plus petite (elle a été estimée entre 263 et

526m2.g™t pour le FLG utilisé dans ces travaux).

Par ailleurs, I’induction d’une réponse adhésive retrouvée uniquement chez les diatomées
exposées aux DWCNTS, via la synthése de protéines impliquées dans le processus d’adhésion
cellulaire, laissent penser que la lutte contre le stress induit par les DWCNTS passe par une
stratégie liee au style de vie « biofilm ». En effet, les protéines extracellulaires composant le
matrice des biofilms peuvent avoir en plus du réle d’ancrage des cellules a un substrat, une
fonction cruciale dans la protection des cellules face aux agressions extérieures (Flemming
and Wingender, 2010). Ces derniers résultats sont cohérents avec les analyses de la matrice
extracellulaire (Chapitre 5) révélant une augmentation de la quantité de protéines apres 48h
d’exposition légerement plus importante aux faibles concentrations aux DWCNTs (50
protéines surexcrétées) qu’en présence de FLG (32 protéines surexcrétées). La réponse
fonctionnelle extracellulaire des diatomées semble malgré tout étre similaire entre les deux
conditions dont une grande partie fait appel a des protéines impliquées dans le processus de
traduction, qui pourrait avoir un role dans I’adhésion cellulaire. Cependant, I’intensité de

production différentielle et 1’abondance de ces exoprotéines suggere une réponse
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extracellulaire plus marquée chez les diatomées exposées aux DWCNT, tout comme la
réponse transcriptomique. En plus de la relation établie entre la surface spécifique et la
toxicité des DWCNTs, un autre phénomeéne pourrait expliquer 1’ampleur de la réponse des
diatomées lors d’une exposition aux DWCNTSs. Bien que des travaux antérieurs (Verneuil,
2015) aient pu observer des ornementations au sein des pores qui pourraient agir comme une
barriere physique et empécherait 1’internalisation des CNTs, la réponse transcriptomique
générée par les diatomées en exposition aux DWCNT suggerent I’internalisation des ces
derniers. Un phénoméne d’internalisation a déja été observé sur des cellules de mammiféres
(Kam et al., 2004), chez I’algue verte Desmodesmus subspicatus (Rhiem et al., 2015) ou
encore chez la diatomée Nitzschia linearis (dont le frustule présentent des pores de plus
grande taille). La présence du frustule chez les diatomées forme une véritable barriére rendant
la pénétration des CNTs plus difficile. Cependant, 1’existence d’un stade dans leur cycle
cellulaire, ou les diatomées se retrouvent sans frustule (stade zygote ou auxospore), laisse

penser que I’internalisation des CNTs reste tout de méme envisageable.

Dans I’ensemble, ces études suggerent que les expositions au FLG et aux DWCNTs a de
faibles concentrations induisent des interactions physiques différentes avec les cellules, mais
provoquent toutes deux une réponse extracellulaire proche. Les interactions avec les cellules

semblent jouer un grand role dans I’effet des NPCs.

1.2 Réponses genérées aux fortes doses en NPCs

Les cultures de diatomées présentent une inhibition de croissance significative aprés 48h
d’exposition au FLG, tout comme aux MWCNTs, a forte concentration (50 mg.L) (Verneuil
et al.,, 2014). Cependant, la présence de FLG entraine une cytotoxicité contrairement a
I’exposition aux MWCNTs ou le taux de mortalité est similaire aux cultures témoins. Bien
qu’aucun impact significatif n’ait été détecté sur la croissance des diatomées exposées a 10
mg.L* de DWCNTs (Verneuil et al., 2015) , I’étude de la réponse transcriptomique aprés 48h
d’exposition révele des modifications importantes de I’expression de certains genes, tout
comme dans le cas des diatomées exposees au FLG. Il est important de mentionner ici que
I’étude sur la réponse cellulaire des diatomées exposées aux DWCNTSs a été réalisée en
présence de matiére organique naturelle avec qui les DWCNTs ont une grande affinité
(Hyung and Fortner, 2007). L’interaction entre la matiére organique et les CNTs permettrait
ainsi de réduire leurs effets sur les organismes, comme observé chez 1’algue verte Chlorella

pyrenoidosa (Zhang et al., 2015).
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Bien que les concentrations etudiées soient différentes, un nombre comparable de DEGs sont
communs a ces deux formes de NPCs et représente pres de 30% des DEGs exprimés dans
chacune des deux conditions. Ces chiffres mettent en évidence 1’existence d’une réponse
générique, d’autant plus que prés de 96% de ces DEGs partagés sont régulés dans le méme
sens. D’apres ces données, les DWCNTSs induisent une réponse transcriptomique d’ampleur
similaire au FLG, mais le fait que les DWCNTSs soient 5 fois moins concentrés que le FLG
suggeérent un stress physiologique induit par ces derniers plus important. Cette remarque fait
également appel a la différence de surface spécifique entre ces deux nanoparticules, plus
grande chez les DWCNTs augmentant leur surface de contact avec les cellules et donc leur
toxicité. En plus de cette disparité de surface spécifique, une nouvelle hypothése peut étre
envisagée pour expliquer I’ampleur de la réponse transcriptomique générée a 10 mg.L™ de
DWCNT. Sachant que la taille des agrégats formés par les DWCNTSs en milieux aqueux étant
trop important pour permettre leur internalisation au sein des auxospores des diatomées, il est
possible d’imaginer la production de résidus carbonées via la biodégradation des DWCNTS.
En effet, les CNTs ont la possibilit¢ d’étre biodégradés par des enzymes comme les
peroxydases (Allen et al., 2008), dont certaines peuvent se retrouver dans la matrice
extracellulaire des diatomées (Flemming and Wingender, 2010; Moore et al., 1996). Ce
phénomeéne pourrait alors conduire a la génération de résidus carbonés de plus petites tailles

pouvant étre par la suite internalisés et agir.

Dans les deux conditions, I’exposition aux NPCs affecte la régulation de la transcription ainsi
que les processus de modifications post-traductionnelles des protéines (Tableau 6). Par
ailleurs, la quasi-totalité des voies de biosynthése de pigments chlorophylliens est réprimée
dans les deux conditions, ce qui s’accompagne d’une diminution de la régulation du stress
oxydatif. Cette observation est cohérente avec la diminution des rendements quantiques des
photosystémes 11 observée en présence de FLG. La littérature concernant les effets des CNTs
sur I’activité photosynthétique des microalgues est plutot partagée. Verneuil et al. (2015)
n’avaient pas décelé d’effets sur ce parameétre lors d’une exposition aux DWCNTSs, méme a
50 mg.L™?, tandis que Wei et al. (2010) rapportent une diminution du rendement quantique des

photosystémes II lors de I’exposition de Dunaliella tertiolecta a 10 mg.L* de MWCNTS.

Souvent évoqué dans les études précédentes, une modulation de I’allocation énergétique
pourrait contribuer a expliquer I’inhibition de croissance observée a fortes concentrations en
NPCs (Garacci et al., 2017; Verneuil et al., 2015, 2014). Cette hypothese est renforcée par les

résultats des analyses transcriptomiques évoquant des modifications du métabolisme
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énergétique a la fois chez les diatomées exposées au FLG, et celles exposeées aux DWCNTSs
(Tableau 6). Cependant, des différences entre les deux conditions semblent apparaitre sur ces
processus biologiques. Une induction des génes impliqués dans la glycolyse et 1’oxydation
des acides gras ainsi que dans le cycle du glyoxylate est observée en présence de FLG, tandis
que les DWCNTSs auraient un impact plus modéré sur ces voies métaboliques avec une
amplification de la voie des pentoses contre une diminution de 1’expression des geénes
impliqués dans la glycolyse. La glycolyse étant un processus réversible, la régulation positive
d’enzymes impliquées dans ce processus peut également signifier une induction de la
néoglucogeneése. La différence des effets de ces deux NPCs sur le métabolisme énergétique
pourrait étre liée a la proportion de carbohydrates excrétés dans la matrice extracellulaire qui
semble plus importante, chez les diatomées exposées aux DWCNTSs (Chapitre 5).

En plus d’une modification du métabolisme énergétique, une répression de nombreux
transporteurs notamment ceux impliqués dans I’excrétion de contaminants s’ajoute a
I’économie d’énergie cellulaire mise en place par les diatomées exposées aux DWCNTs. Une
derniére différence de la réponse transcriptomique dans les deux conditions de NPCs testées
apparait au niveau de la modulation de la voie du shikimate et de la biosynthése des acides
aminées aromatiques en présence de DWCNTs. L’affinit¢ des CNTs avec les composés
organiques aromatiques apolaires (Chen et al., 2007), comme certains acides aminés, pourrait
expliquer la modulation de ces voies métaboliques via I’internalisation des résidus
intermédiaires générés par la biodégradation de ces derniers (Chapitre 4, partie 4.2).
L’hypothése de modulation de I’allocation énergétique est renforcée par la possibilité d’un
recyclage des composants de la matrice extracellulaire, comme les protéines ou les lipides,
grace a I’excrétion de protéines cataboliques. De plus, une augmentation d’exoprotéines
enzymatiques, pouvant étre impliquées dans la dégradation des polysaccharides (Wingender
et al., 1999) mais également des molécules organiques plus coriaces, comme lignine pouvant
étre dégradée par des cultures d’Escherichia coli (Wuertz et al., 1998), ou la chitine, renforce
I’hypothése d’une utilisation des composants de la matrice extracellulaire comme source de
carbone. Cette observation laisse alors penser que les diatomées mettent en place une
économie du métabolisme énergetique, ciblée sur la réutilisation de composants

extracellulaires précédemment excrétés, afin d’investir dans une réponse extracellulaire.

Une récupération de la croissance plus tardive est observée pour les cultures exposées aux
deux allotropes du carbone qui se retrouvent alors collés dans la matrice extracellulaire. Parmi
les genes les plus surexprimes dans les deux conditions d’exposition aux NPCs, les génes
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codant pour différentes protéines adhésives, comme une hémagglutinine filamenteuse ou
encore une adhésine sont observés. Ces observations sont cohérentes avec 1’augmentation
significative de protéines extracellulaires estimée lors des expositions aux fortes
concentrations en NPCs. La présence de DWCNTs semble engendrer Iégerement plus de
surproduction protéique que le FLG, accompagnée ¢également d’une augmentation
significative de la part des carbohydrates dans la matrice extracellulaire. Cette réponse
extracellulaire a également été observée suite a I’exposition a d’autres formes de
nanoparticules, notamment des nanoparticules métalliques (Andrade et al., 2010) suggérant

une réponse générique a 1’exposition aux contaminants nanoparticulaires.

La communication extracellulaire semble également jouer un r6le important dans la réponse
des diatomées, certainement li¢ a la mise en ceuvre d’une réponse adhésive collective (Davies
et al., 2014; O’Toole and Kolter, 1998). Comme nous avons pu 1’observer, un ensemble
d’exoprotéines d’adhésion mais également de glycoprotéines, suggérées par I’induction
d’exoprotéines impliquées dans le métabolisme de ces derniéres mais également dans le
métabolisme des polysaccharides, sont susceptibles d’étre surproduites en réponse aux NPCs.
Un grand nombre de ces protéines peuvent interagir avec la chitine, connue pour renforcer
I’exosquelette des insectes et des crustacés (Moussian et al., 2005; Raabe et al., 2006). Ces
résultats suggerent un réle important de ce polysaccharide dans la formation du systeme
d’adhésion cellulaire. La potentielle induction de chitine pourrait alors supposer un
renforcement de la matrice extracellulaire entourant les cellules, agissant alors comme une
barriére protectrice permettant de limiter les dommages au niveau du frustule. D’autant plus
que des auteurs ont montré I’importance de la chitine dans la formation du frustule (Durkin et
al., 2009). Des altérations physiques peuvent ainsi expliquer ce renforcement de la matrice
extracellulaire. En effet, des observations au microscope électronique ont pu mettre en
évidence des altérations du frustule qui semble alors «cisaillé » par le FLG a forte
concentration (Chapitre 3). Ces observations sont cohérentes avec l’induction de genes
impliqués dans la réparation de la paroi cellulaire lors d’une exposition au FLG mais
également aux DWCNTSs, méme si pour ces derniéres aucunes détériorations des frustules
n’ont été observées. Néanmoins, bon nombre d’études ont pu mettre en évidence 1’impact des
CNTs sur les membranes plasmiques des cellules immunitaires (Paloméaki et al., 2011), mais
également des bactéries (Liu et al., 2009) perc¢ant ainsi les cellules a I’image d’une
« aiguille ». Ces observations suggerent de fortes interactions entre les diatomées et les
DWCNTSs dans notre cas.
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Plus globalement, ces résultats démontrent des réponses extracellulaires similaires des
diatomées en présence de deux formes allotropiques du carbone (Tableau 6). Les analyses de
la composition de la matrice extracellulaire semblent indiquer la mise en place d’un systéme
d’adhésion comprenant des protéines, a caractére hydrophobe, filamenteuses, mais surtout des
peptidoglycanes, probablement en association avec de la chitine grace a I’intervention du
calcium. Nous pouvons proposer comme hypothése que les différences fonctionnelles
observées proviennent bien de la forme des nanoparticules et non de la différence de
concentration (50 mg.L* pour FLG et 10 mg.L? pour DWCNTs) car méme a des
concentrations différentes les profils de reponse intracellulaire et extracellulaire sont
sensiblement similaires entre les deux NPCs. Cette matrice extracellulaire permet ainsi aux
cellules de piéger les NPCs pour limiter leurs effets. Le piégeage des NPCs au sein de la
matrice extracellulaire des diatomées conduit a I’accumulation de ces contaminants dans les
biofilms phototrophes. Les organismes des niveaux trophiques supérieurs, mais également les
autres espéces composants les biofilms se retrouveront alors confrontés a des concentrations
en NPCs bien plus importantes que dans la colonne d’eau. D’un point de vue
écotoxicologique, I’exposition des diatomées aux NPCs pourraient conduire a un transfert des
NPCs le long de la chaine trophique qui se retrouveront alors de plus en plus concentrées a
chaque niveau trophique supérieur par bioamplification. Ce phénoméne pourrait avoir in fine
des conséquences pour la santé humaine lors de la consommation d’organismes aquatiques
d’eau douce. Ces travaux de thése s’étant focalisés sur une espece de diatomées résistante aux
pollutions organiques, il est possible d’envisager une sélection des organismes les plus
résistants lors d’une exposition aux NPCs, ce qui pourrait a terme manifestement modifier le

fonctionnement de I’écosysteme.

Les grands impacts concernant le fonctionnement des écosystemes et les services
écosystémiques associés découle de 3 phénomenes : (i) la modulation d’allocation énergétique
modifiant la production primaire, (ii) I’accumulation dans le biofilm qui peut affecter la santé
de tous les organismes de la chaine trophique, et enfin (iii) la modification des communautés

par la sélection des organismes les plus résistants.

1.3  Ombrage et contact direct FLG

Les MWCNTs, méme a fortes concentration, n’induisent pas d’effet significatif sur la
croissance des diatomeées lorsque celles-ci ne sont pas en contact avec les cellules (Verneuil et

al., 2014), contrairement au FLG (Chapitre 3). Cette inhibition de croissance persiste jusqu’a
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la fin de I’expérience tandis qu’en contact direct la surproduction d’exoprotéines permet de
limiter la toxicité du FLG et de retrouver un taux de croissance similaire aux cultures témoins
(Garacci et al., 2017).

L’évaluation de la réponse moléculaire a permis de mieux cerner les effets de I’ombrage, 1i¢
au FLG, sur les diatomées. L’impact de I’ombrage du FLG sur la croissance des cultures est
expliqué par 1’analyse de la réponse transcriptomique suggérant une répression globale du
métabolisme énergétique. Les genes codant pour des protéines impliquées dans le cycle du
glyoxylate, la glycolyse et I’oxydation des acides gras se trouvent alors réprimeés. Les réponse
transcriptomiques générées lors d’une exposition au contact direct ou a ’ombrage du FLG
révélent un faible nombre de DEGs communs (14 DEGs représentant moins de 1% des DEGs
exprimés dans la condition de contact direct et environ 60% pour la condition d’ombrage)
correspondant en grande partie a la modification du métabolisme énergétique induit dans les
deux conditions. Parmi ces DEGs communs, un seul est régulé de la méme maniére
correspond a la répression d’une protéine impliquée dans la diminution du stress oxydatif. En
effet, ’accés a la lumicre étant limitée, la diminution de la photosynthése est alors

accompagné d’une diminution de la gestion des espéces réactives de I’oxygéne (Ahmad et al.,

2008).

Une diminution des protéines de la matrice extracellulaire est observée dans la condition
d’ombrage par rapport au contrdle, contrairement au contact direct, suggérant qu’avant 48h
d’ombrage les cellules investissent moins d’énergie dans la formation d’une matrice
extracellulaire. Cependant, 20 exoprotéines sont retrouvées différentiellement produites dans
les deux conditions, dont 15 sont régulées de la méme maniére. La faible réponse
extracellulaire commune entre ces deux types d’exposition concerne 1’excrétion de protéines
cataboliques, suggérant [I’utilisation des composés extracellulaires notamment des
carbohydrates comme source de carbone. Ce phénomene, observé sur des biofilms bactériens
en carence nutritive (Zhang and Bishop, 2003), entraine une déstructuration de la matrice
extracellulaire a 1’origine du détachement du biofilm. Bien que ce phénoméne n’ait pas fait
I’objet d’un suivi particulier dans ces travaux de these, il est possible d’imaginer que le
biofilm de N. palea en condition d’ombrage est sur le point de se détacher du support, afin de
coloniser un nouveau milieu plus propice au développement cellulaire. Dans cette condition
expérimentale, 1’accés a la lumiére, connu pour influencer le déplacement des diatomées
(McLachlan et al., 2009), constitue probablement le signal de cette réponse. Bien que ce

facteur limitant soit également présent lorsque les diatomées sont en contact direct avec le
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FLG, les diatomeées genérent des réponses différentes (Tableau 6). La surproduction de
protéines extracellulaires est efficace contre la réduction de 1’acces a la lumicre uniquement
lorsque les nanoparticules entrent en interaction avec les cellules. L’ombrage subi par les
diatomées lors du contact direct est de courte durée car le collage des NPCs dans la matrice
extracellulaire est rapidement mis en place, y compris grace a la matrice extracellulaire déja
en place au moment de la contamination. Cette absence de contact dans la condition
d’ombrage empéche les diatomées d’épurer la colonne d’eau et donc de retrouver des

conditions favorables au développement cellulaire.
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Tableau 6. Synthese des impacts observés et suggérés sur la diatomée N. palea lors de [’exposition aux
différentes formes de nanoparticules de carbone pour chaque dose et type d'exposition testés. Les effets observés
sur les diatomées exposées aux DWCNTs et au FLG sont indiqués a ['aide d’un cercle ou d’un rectangle,
respectivement. Lorsqu’un impact est observé ou activé, la forme géométrique correspondante est jaune, bleue
dans le cas contraire ou grise pour indiquer une modulation. L’ absence de forme géométrique indique qu’aucun
effet significatif n’a été observe.

Ombrage
Approche Impacts Faible dose Forte dose g
FLG
Culture Inhibition de croissance
Culture Altération de l gcuwte
photosynthetique
. . Biosynthése de pigments
Transcriptomique Y P12
chlorophylliens
Transcriptomique Stress oxydatif
Transcriptomique
Exoprotéomique Altération de la membrane
Culture
Culture Altération de la viabilité
. . Modification du mécanisme
Transcriptomique ) .
de transcription
Transcriptomique ) . . -
Modification post-
o traductionnelles
Exoprotéomique - -
Transcriptomique Meétabolisme des sucres . -
Transcriptomique Meétabolisme des acides gras -
Transcriptomique Meétabolisme du glyxoylate -
— Catabolisme des molécules .
Exoprotéomique S - -
organiques
. . Activité des transporteurs de
Transcriptomique P
xénobiotiques
Transcriptomique Voie du shikimate .
L Biosynthése des acides .
Exoprotéomique i .
aminés aromatiques
Transcriptomique
Exoprotéomique Réponse adhésive
Culture
Culture Récupération de croissance
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2 Limites et perspectives vers une genéralisation des effets des NPCs a
I’échelle de 1’écosystéme

2.1  Utilisation des outils « omiques » sur les diatomées : prudence et efforts a
conduire

De maniére générale, les diatomées, qu’elles soient d’eau douce ou marines, ne font pas
parties des organismes les plus étudiés a 1’heure actuelle, en particulier en écotoxicologie.
Bien que ces organismes soient connus depuis plusieurs siecles, un certain manque de
connaissance concernant leur physiologie persiste encore. Depuis quelques années une équipe
de recherche se concentre sur 1’évolution des diatomées marines grace a 1’utilisation d’outils
génétiques (séquencage du génome de Thalassiosira pseudonana et Phaeodactylum
tricornutum) (Armbrust et al., 2004; Bowler et al., 2008). Ces travaux ont permis d’établir une
premiére série de données servant ainsi de référence pour les études suivantes, notamment
lors de I’évaluation de la réponse transcriptomique d’autres especes de diatomées. Cependant
de nombreuses informations, comme la localisation de certaines protéines et leur mode
d’activation, restent encore a clarifier (Heydarizadeh et al., 2014). Dans les jeux de données
présentés dans le présent manuscrit, le manque de développement des études genétiques sur
les diatomees a alors conduit a des proportions importantes de genes et de protéines non
annotés car leur séquence ne correspondait a aucunes de celles qui sont référencées dans la
base de données. De ce fait, des DEGs fortement réprimés ou au contraire induits, ne
présentant pas d’annotations, ne sont pas pris en compte dans 1’analyse fonctionnelle
permettant de déterminer les processus biologiques impliquées dans la réponse de N. palea
face aux NPCs, et idem pour les exoprotéines. Ce défaut d’annotation induit alors un doute
sur les interprétations émises a partir de ces données, qui sont incompletes. L acquisition de
nouvelles données génétiques et transcriptomiques sur différentes especes de diatomées a la
fois d’eau douce et marines résoudra progressivement le probléme des genes et transcrit non
identifiés. Cependant, pour déterminer la fonction des protéines codées par ces genes ou
transcrits des ¢études de biochimies structurales classique sont a mettre en ceuvre et cela

protéine par protéine.

Néanmoins, une analyse par RT-qPCR permettrait de confirmer et de généraliser 1I’ensemble
des résultats obtenus par I’approche transcriptomique. Les génes fortement impliquées dans la
réponse a 1’exposition aux NPCs pourraient ainsi étre utilisés comme biomarqueurs grace a

ces analyses rapides et peu colteuses, comparées au RNAseq. La mise au point de tels
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marqueurs permettrait alors de détecter la présence de NPCs dans un milieu naturel. Un suivi
de la contamination environnementale par différents types de nanoparticules, comme les
nanoparticules d’oxyde métallique (dioxyde de titane ou oxyde de cérium) ou encore des
nanoparticules naturelles (I’argile ou la silice), pourrait également étre évaluée grace a
I’utilisation de ces biomarqueurs si et seulement si la réponse de N. palea a ces différentes

nanoparticules s’aveére étre spécifique.

Par ailleurs, la réponse moléculaire de N. palea obtenue lors d’une exposition au contact
direct et a ’ombrage du FLG suggére des stress trés différents. Sachant que les diatomées ont
la capacité d’induire un collage des NPCs seulement quelques heures aprés le début de
I’exposition, il est alors possible d’imaginer que, durant cette courte période, les diatomées
exposeées a ces deux conditions subissent un stress similaire. Ce postulat pourrait étre éclairci
grace a une évaluation de la réponse transcriptomique de diatomées exposées a ces deux

conditions dans les premicres heures d’exposition.

Lors de I’étude de la réponse transcriptomique de N. palea exposées aux NPCs, I’annotation
des DEGs a fait référence en grande partie aux bactéries. Ces observations peuvent faire
penser en premier lieu & une contamination bactérienne des cultures de diatomées maintenues
en laboratoire par nos soins, mais en y regardant de plus pres cette constatation avait déja été
faite a plusieurs reprises dans la littérature. En plus d’un manque d’informations sur les
diatomeées dans les banques de données, Bowler et son équipe (2008) rapportent 1’existence
d’un transfert génétique horizontal entre les bactéries et les diatomées expliquant ainsi

I’existence d’homologie entre ces microorganismes, appartenant a des régnes différents.

L’¢évaluation de la réponse protéique extracellulaire est encore plus délicate. En effet, en plus
d’un nombre important de séquences non annotés et non identifiés, comme c’est le cas pour
les séquences nucléotidiques, les annotations des protéines extraites font souvent appel a des
mécanismes renseignés comme intracellulaires. Cette observation peut étre expliquée par

deux hypotheses :

- La premiére hypothése est qu’une partie des cellules ont été lysées entrainant la
libération du contenu intracellulaire dans le milieu expérimental, alors analysé en plus
du contenu réellement excrété. Ce qui voudrait dire que toutes les protéines a fonction
intracellulaire devraient étre retirées de I’analyse laissant alors trés peu d’exoprotéines

a analyser.
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- La deuxieme hypothese serait que les protéines séquencees lors de cette analyse
auraient a la fois une fonction intracellulaire et extracellulaire. De ce fait, I’analyse
fonctionnelle des protéines de la matrice extracellulaire font ainsi référence a des
fonctions intracellulaires. Cette constatation est également liée au mangue de données
sur les protéines de la matrice extracellulaire disponibles dans les bases de données.
Bien qu’elles fassent 1’objet de plus en plus d’études, ces protéines extracellulaires

restent peu connues.

Ces deux hypotheéses peuvent expliquer les résultats obtenus par 1’analyse protéomique de la
matrice extracellulaire des diatomées exposées aux NPCs. Bien que les Vérifications de lyse
cellulaire, basées sur la détection de chlorophylle dans le milieu expérimental, n’indique pas
de libération significative du contenu intracellulaire, les interprétations doivent tout de méme
étre considérées avec prudence. De plus, méme si une méthode d’extraction parfaite, ¢’est-a-
dire ou aucune lyse cellulaire n’est détectée par plusieurs techniques de mesure plus fines que
celle utilisée dans ces travaux, est développée, le doute persisterait quant a 1’absence de
protéines intracellulaires dans les extraits obtenus apres une exposition aux NPCs. En effet,
les NPCs et tout particulierement le FLG, induisent une mortalité significative des cultures
apres 48h d’exposition. Une autre solution serait de réaliser une analyse non-destructive. Une
autre technique de caractérisation du biofilm comme la spectrométrie d’absorption infrarouge,
permettant d’accéder aux différents composés organiques ou inorganiques présents dans les

biofilms, pourrait étre envisagée (Hui et al., 2010).

De maniere générale, des efforts restent a produire sur le développement des études omiques
sur les diatomées. Au-dela de la comparaison de deux formes allotropiques du carbone, ces
travaux de these constituent une premiere exploration de la réponse moléculaire de diatomées

d’eau douce face a des nanoparticules carbonées.

2.2 Représentativité des conditions environnementales

Les essais écotoxicologiques monospécifiques réalisées sur des microorganismes présentent
des avantages incontestables quant a la mise en place des expérimentations, le contrble des
conditions d’exposition et donc D’interprétation des effets des contaminants observés sur
I’espece étudiée. Les expérimentations réalisées dans ces travaux de thése se sont focalisés sur
une seule espece de diatomées en condition axénique. Cependant, les diatomées, constituant

les biofilms phototrophes, en milieux naturels sont accompagnées de différentes especes de
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bactéries, algues vertes, et champignons. Plusieurs types d’interactions interspécifiques
peuvent alors avoir lieu au sein de ces biofilms (Little et al., 2008) influengant potentiellement
le comportement de chacune des especes lors d’une exposition a un contaminant. La présence
d’autres espéces dans les essais écotoxicologiques peut donc modifier la réponse des
diatomées face aux NPCs. Bien que le choix du modéle biologique se soit porté une espece
clé¢ dans le fonctionnement de 1’écosystéme, la généralisation des effets des NPCs sur les

biofilms phototrophes et les organismes supérieurs reste cependant difficile.

Dans le but de généraliser les effets des NPCs aux écosystemes aquatiques, plusieurs mises au
point peuvent étre effectuées sur les expérimentations en laboratoire. Des essais sur des
biofilms mixtes, plus proche des conditions environnementales, pourraient étre envisagés afin
de pourvoir anticiper les impacts des NPCs sur les biofilms naturels. Mettre en paralléle ces
essais avec des essais monospécifiques sur chacun des composants cellulaires de ce biofilm
permettrait de déterminer I’influence des interactions interspécifiques sur la toxicité des
NPCs. Si on ajoute a cela un fractionnement de la composition de ce biofilm entre des espéces
sensibles et d’autres résistantes, il sera alors possible de confirmer 1I’impact des NPCs sur la

sélection des especes résistantes.

Le rejet des NPCs dans 1’environnement aquatique pourrait intervenir a toutes les étapes du
cycle de vie des nanocomposites et donc a n’importe quel moment de 1’année. L’évaluation
des impacts des NPCs sur les biofilms pourrait donc étre envisagée a différents stades de
maturation du biofilm : du premier stade de colonisation du milieu lors de 1’établissement
d’un biofilm, afin de déterminer la capacité des organismes a coloniser un milieu déja
contamingé, jusqu’au biofilm mature. Par ailleurs, en mettant en ceuvre cette étude sur de
longues périodes (plusieurs semaines), il serait alors possible d’observer la capacité des
microorganismes a changer de mode vie. En effet, certains bactéries vivant en biofilm ont la
capacité, sous D’effet d’une exposition aux CNTs de favoriser le mode de vie pélagique,

évitant ainsi le contact avec les CNTs (El-temsah et al., 2017).

Les conditions expérimentales mises en ceuvre dans les évaluations présentées dans ce
manuscrit ont cherché a simuler le mouvement de la colonne d’eau, que 1’on peut retrouver en
milieux lotiques naturels, en placant les dispositifs expérimentaux sur un plateau rotatif.
Cependant, le renouvellement constant en ressources nutritives par écoulement de la colonne
d’eau, se produisant dans les conditions environnementales, n’a pas été reproduit en
laboratoire. Néanmoins, il est possible que cette dissemblance n’affecte ni la croissance, ni la
réponse des diatomées face aux NPCs. En effet, les diatomées présentent une trés bonne
270



aptitude a proliferer en conditions de laboratoire. Par ailleurs, la composition du milieu de
culture utilisé dans ces études ne reflete pas celle du milieu naturel. En effet la présence de
matiére organique n’a pas été reconstituée ici, contrairement aux essais antérieurs réalisés sur
les effets des DWCNTSs sur N. palea (Verneuil et al., 2015). Bien que cette derniére favorise
la croissance des cultures de diatomées et modifie 1’état de dispersion des CNTs, nous avons
préféré ne pas 1’ajouter dans nos expérimentations. Ce choix s’est basé sur le fait que cette
matiére organique presente de nombreux composants moléculaires, et potentiellement des
protéines, interférant avec les analyses mises en ceuvre pour déterminer la réponse
moléculaire des diatomées, notamment lors de 1’étude de la matrice extracellulaire. Ces
interférences peuvent engendrer des erreurs dans I’interprétation des effets des NPCs sur le

biofilm de diatomées.

Par ailleurs, les milieux aquatiques contiennent de nombreux types de polluants en faible
concentration formant ainsi des cocktails de polluants différents, en fonction des conditions
environnementales et des localisations géographiques. La présence de ces cocktails de
polluants peut influencer a la fois 1’état physiologique des diatomées avant I’exposition aux
NPCs, mais également les caractéristiques physico-chimiques des NPCs, et leur potentiel de
sorption d’autres contaminants comme les HAPs, et donc leur toxicité. En effet, la présence
de micropolluants peut entrainer des effets synergiques ou au contraire antagonistes, modulant
ainsi la toxicité des nanoparticules (Deng et al., 2017). Dans nos expérimentations, cet aspect
a donc été écarté pour isoler les effets propres aux NPCs, et s’affranchir des interactions avec
d’autres contaminants. Cependant, la représentativit¢ du milieu naturel serait d’autant plus
optimale en utilisant un milieu d’incubation représentatif d’un cours d’eau contenant a la fois
des micropolluants, mais aussi de la matiere organique. Cette modification permettrait de
déterminer les conséquences a la fois sur les propriétés physiques et chimiques des NPCs

mais également sur leur niveau de toxicité sur les biofilms.

Le dernier point important abordé quant a la représentativité des conditions
environnementales concerne les concentrations en NPCs testées. Des concentrations plus
faibles en NPCs pourraient egalement étre testées afin de se rapprocher des concentrations
environnementales estimées a I’heure actuelle (Sun et al., 2014). La plus faible concentration
évaluée dans ces travaux est de 0,1 mg.L™?, ce qui représente une concentration élevée par
rapport aux estimations des concentrations que ’on pourrait retrouver dans les milieux
aquatiques, de I’ordre du ng.L. Les fortes concentrations (50 mg.L™ pour FLG et 10 mg.L*
pour DWCNT) testées se justifient par la possibilité d’occurrence de déversements accidentels
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entrainant le rejet de quantités massives des nanoparticules de carbone, comme ¢a été souvent
le cas pour les nanoparticules de dioxyde de titane (Haut Conseil de la Santé Publique, 2018).
Par ailleurs, I’un des objectifs de ces études était de déterminer les mécanismes de toxicité des
NPCs, les concentrations étudiées ont di étre suffisamment élevées pour pouvoir mesurer et

analyser ces mécanismes.

Les résultats des études sur la réponse transcriptomique de N. palea exposées au FLG et aux
DWCNTs soulévent plusieurs questions. La premiere concerne 1’interaction physique entre
les DWCNTs et les diatomées. Afin de confirmer 1’hypothése d’internalisation des DWCNTSs
faiblement concentrés, une étude centrée sur I’interaction physique de ces NPCs avec des
auxospores ou des cellules en division pourrait &étre mise en ceuvre grace a une
synchronisation du cycle cellulaire des diatomées (Armbrust and Chisholm, 1990; Godhe et
al., 2014; Kinrade et al., 2002) avant une exposition aux NPCs. Une deuxieme hypothése
énoncée plus haut suggere la biodégradation des CNTs par I’excrétion d’enzymes, notamment
des peroxydases, qui pourrait alors étre vérifiée par des méthodes de quantification
extracellulaire d’activité enzymatique au cours de 1’exposition a de fortes concentrations en
DWCNTSs. La production de CNTs marqués au 3C ou au **C pourrait également étre utilisée
afin de mettre en évidence la génération d’intermédiaires réactionnelles par 1’action des

enzymes excrétées par les diatomées.

La généralisation des effets des NPCs a I’écosystéme nécessite également de se placer a une
échelle similaire lors des expérimentations en laboratoire, notamment en utilisant des
mésocosmes (Bour et al., 2015; Lagier, 2017). Ainsi, des essais de longue durée sur un milieu
environnemental complexe sont encouragés. De cette maniére, chacun des compartiments des
milieux aquatiques dulcaquicoles pourrait y étre représenté, des brouteurs jusqu’au
prédateurs, en mimant des conditions environnementales (écoulement de 1’eau, température,
luminosité...). Le suivi des parametres propres a chacun des modeles biologiques étudiés
(croissance, reproduction, activité photosynthétique, prédation...) permettrait ainsi de
déterminer ’effet des NPCs sur chacun des organismes dans un systéeme complexe mais
¢galement d’évaluer I’impact global des NPCs sur le fonctionnement de 1’écosystéme et les
services écosystémiques rendus. La clé d’une généralisation des effets des NPCs a un systeéme
naturel passe donc par une approche multistress, représentative des facteurs de stress

environnementaux a la fois biotiques et abiotiques.
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Annexe 1

Composition des milieux de culture CHU n°10 et SPE-1,5

Concentration (mg.L™)

Composition CASN CHU10 SPEL5
NaSiOs 5H20 (212,14) 10213-79-3 60 90
Ca(NOs)4H.0 (236,15) 13477-34-4 60
MgSOs 7H20 (246,48) 10034-99-8 25
Eléments Na2COs (105,99) 497-19-8 20
majeurs K-HPO: (174,18) 7758-11-045 10
H:BO:s (61,83) 10043-35-3 2,86
Fe-EDTA prépare au 5 :
laboratoire
MnSO H-0 (169,01) 1004-96-5 1,5 -
MnClz 4H20 (197,844) 13446-34-9 - 0,18
Na;EDTA 2H.0 (372.2) 6381-92-6 - 4,36
FeCI3 6H20 - 15
. CuS0: 5H20 (249,612) 7758-99-8 0,8 0,0001
élgr'r:gﬁts ZnSOs TH:0 (287,54) 7446-20-0 0,25 0,02
Co(NO) 6H:0 (291,03) 10026-22-9 0,05 -
CoClz2 6H20 (237,839) 7791-13-1 - 0,01
HzSeO:s 7783-00-8 - 0,0016
NaVO0s (121,93) 13718-26-8 - 0,0012
Na:MoOa4 2H20 (241,92) 10102-40-6 0,025 0,02
Thiamine HCI : C12H1»CIN4OS,HC1 67-03-8 0,01
Vitamines Vitamine B12 : CssHssCoN14O14P 68-19-9 0,005
Biotine (B7) : C10H1sN2SOs 58-85-5 0,00055
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Annexe 2
Syntheése bibliographique des méthodes d’extraction des EPS

Meéthode Protocole Organismes Taux d’extraction Evaluation de la lyse
GTA, Ultrasons Biofilm 19,7-69 4mg g biofilm | D°52° ‘;ﬁﬂf‘go“g'g (Azeredo et al., 2003)
A denitrificans et Dosage ATP - 150
P fluorescens 35-128mg.g biofilm € bioﬁh-n He2 (Azeredo et al., 2003)
Biofilm algue- . L .
bactérie 20,39-22 3mg.g biofilm Pas de vérification (Pan et al_ 2010)
] Dosage G6P-DH:
Biofilm nitrifiant (Corf;ﬁg:'iﬁ“’ﬁﬁue) 11,2pmol min mL (Liang et al , 2010)
- /mES (control : 0.6umol.min mL)
150mg.g boue Pas de vérification (Zhang et al., 2007)
US court 10mgL |Dosage G6P-DH : cellules 5
Physique Ultrasons USlong : 115mg L. |intactes  (pas de données (Ras et al., 20082)
Dosage G6P-DH :
97-162g.g boue 0 nmol NADH/min/g VSS (Ras et al., 2008b)
Dosage G6P-DH:
(contziﬁgéi bo“eboue) 8 4pmol. min mL (Liang et al., 2010)
-Ome-g (control : 0,6pmol.min mL)
190-250mg.g boue | Dosage G6P-DH: 10-30% | (Pellicer-Nacher et al_,
(control : 10-20mg.g) (control : 0%) 2013)
180-250mg_g boue Pas de vérification (Yu et al., 2008)
12,7g.g boue Pas de vérification (Dignac et al., 1998)
" . Dosage G6P-DH :
Blender Boues bactéries 73-157g g boue 0 nmol NADH/min/g VSS (Ras et al , 2008b)
Go150m gt Dtz s
- _ 2 —Va - : 3 . 2
(control: 15-80mg.g (control - 0,003-0261mg (D°Abzac et al., 2010)
boue)
boue)
14-22 6mg.g boue Pas de vérification (Liu et al , 2010)
Ultrasons et CER 255-266mg.g boue
(control: 249-317mg.g Pas de vérification (Comte et al_, 2006)
boue)
Dosage G6P-DH : cellules 5
25mg L intactes (pas de données) (Ras et al., 20082)
24 2g.g boue Pas de vérification (Dignac et al.[1998)
Ultrasons et Triton X- Dosage G6P-DH : cellules 5
100 120mg L intactes (pas de données) (Ras et al., 20082)
US : 20-150mg.g
Ultrasons, Tween mixed auto- 'I‘\J\-'eentful)l)ﬁhlg()m Dosage GEP-DH :
- WeSIL L ophic/heterotrophi ORSVMEE 100547 Ug biofilm soit 0-|  (Ras etal, 2011)
EDTA ¢ biofilm biofilm 9,7% contamination
EDTA : 40-150mg.g e
biofilm
Ultraturax et/ou Triton 64-182mg L Doififcetg.sp_DH(: Ezlclil:es (Ras et al., 2008a)
Physique et X-100/CER TLocHg- N L
chimique données)
Dosage de KDO (2-keto-3-
36-53mg.g boue deoxyoctonate) : 0,10- .
(control : 5.8mg.g boue)| 0,19mg.g boue (control : (Adav et al., 2008)
0.01mg_g boue)
Boues bactéries 15-190mg g boue Dgsggj ::)c;c[l)e;’. ;;c;ell)%l;e: :
- _ 2 Bt} -, : 3 . 2
(control: 15-80mg.g (control - 0,003-0261mg g (D°Abzac et al., 2010)
boue)
boue)
Dosage acides nucléiques :
25,8-54 6mg.g boue
(Ultrasons), > : 0,15-0,35mg.g boue .
[Formaldéhyde/Formam (control l_);ll,li;?,ng_g (control : 0,02-0,06mg.g (Liv and Fang, 2002)
ide, NaoH, (Ultrasons) boue)
Biofilm algue- L .
bactérie 13,64-17,07mg.g boue Pas de vérification (Pan et al | 2010)
10820 megboue | POPE I N
(control l:);ll,l;?ﬁmg_g (cofltrcl "o, 02‘:030 6me o (Liu and Fang, 2002)
Boues bactéries boue)
73-107mg.g boue
(control : 249-317mg.g Pas de vérification (Comte et al_, 2006)

boue)
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Meéthode

Protocole

Annexe 2 (suite 1/3)

Chimique

Organismes

Taux d’extraction

Evaluation de la Iyse
Observation au microscope:
98% cellules lysées (control :

incubation & 80°C

Formaldéhyde/Formam
de

GTA, CER et eau a
30°C

GTA et eau a 30°C

GTA et CER

(control: 15-80mg.g

(control : 0,003-0,261mg. g

Diatomée marine : 50pg.cellule N .
Navicula jeffrey1 | (control : 10pg.cellule) 2;_;3 - 95000 Million C]zﬁz?eg: (Takahashi et al., 2009)
(control : 2000)
Diatomée marine : Marquage au DIBAC et
Cylindrotheca |1,5pg.mL (Bound EPS)| comptage au microscope: (Brouwer et al., 2002a)
Incubation 4 30°C en clpsterurlm 43 .6% (control: 11,7%)
eau Dlatgmees
marines :
Cylindrotheca Sucres Pas de vérification (Brouwer et al_, 2002b)
closterium et
Nitzschia sp.
[r:::;fnr::;;s Observation des cellules aprés
Pinterface 5.4-16.8% (7) coloratlo_q a 1’Alc1@ bleu: pas| (Staatsetal., 1999)
eau/sédiments d'impact visible
NaCl 60°C 15-55mg. g boue Pas de vérification (Liand Yang, 2007)
Lavage en PBS,
agitation, incubation a 66mg.g boue Pas de vérification (Wang et al., 2006)
60°C
Dosage de KDO (2-keto-3-
2mg.g boue deoxyoctonate) : 0,10mg.g .
(control : 5.8mg.g boue) bous (Adav etal., 2008)
(control : 0,01mg. g boue)
Dosage acides nucléiques :
R, 40-210mg.g boue
mc“b:;fiﬁl?g Cen (control: 15-80mg.g (03;1%?061 ?igﬁ%ﬁgﬁz_g (D" Abzac et al, 2010)
Boues bactéries boue) boue)
121mg. g boue Pas de vérification (Frolund et al_, 1996)
296-378mg.g boue
(control : 249-317mg.g Pas de vérification (Comte et al_, 2006)
boue)
Dosage acides nucléiques :
Formaldshyde et 40-310mg.g boue 0,148-0,722mg.g boue

(D’Abzac et al., 2010)

boue) boue)
Dosage G6P-DH:
5
~MEE boue 1,9umol min ml (control - (Liang et al , 2010)
(control : 6mg.g boue) 0,6umol min mL)
Ime o boue Dosage G6P-DH:
.| Biofilm nitrifiant - _g.g 0,5umol.min mL (control : (Liang et al., 2010)
1 (control : 7Tmg.g boue) 0.6umol.min mL)
Biofilm algue- . .
bactéria 2,57-8mg.g biofilm Pas de vérification (Pan et al | 2010)

Boues bactéries

Diatomée marine :
Navicula jeffrey1

5,9-12 3mg.g boue
(control : 4,4-7 9mg g
boue)
9pg.cellule
(control : 10pg.cellule)

12pg.cellule
(control : 10pg.cellule)

8pg.cellule
(control : 10pg.cellule)

Dosage acides nucléiques :
0,02-0,07mg.g boue
(control : 0,02-0,06mg g boue)
Observation au microscope:
21% cellules lysées (control -
25%)
Observation au microscope:
43% cellules lysées (control -
25%)
Observation au microscope:
19% cellules lysées (control :
25%)

(Liu and Fang, 2002)

(Takahashi et al., 2009)

(Takahashi et al., 2009)

(Takahashi et al., 2009)

Biofilm
A denitrificans et

6,3-16. 4mg.g biofilm

P fluorescens

Dosage ATP: 50ug.g

(Azeredo et al_, 2003)
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Méthode

Protocole

Annexe 2 (suite 2/3)

Organismes

Taux d’extraction

Evaluation de la lyse Auteurs

Chimique

284

CER

Boues bactéries

243mg.g boue

60-140mg_g boue
(control: 15-80mg.g
boue)

86mg.L

40-60mg.g boue
(control : 10-20mg.g)

37-50g.g boue

Coloration DAPI, CTC et
acridine orange (visualisation
d*une diminution du nombre
de cellules)
Dosage acides nucléiques :
0,014-0,16 mg.g boue
(control : 0,003-0,261mg.g

(Frolund et al., 1996)

(D’Abzac et al_| 2010)

boue)
Dosage G6P-DH : cellules
intactes (pas de données) | (Ras etal., 20082) |
Dosage G6P-DH : 0-20% (Pellicer-Nacher et al.,
(control : 0%) | 2013)

Dosage enzyme G6P-DH :

0 nmol NADH/min/e vss | 2setal, 2008b)

301-322mg.g boue
(control: 249-317mg g
boue)

Pas de vérification (Comte et al_, 2006)

57.9-74meg ¢ boue

Pas de vérification (Park et al_, 2008)

68mg.g boue
(control : 12mg.e boue)

Pas de vérification (Wuertz et al., 2001)

6,2-17,6mg.g boue
(control : 4,4-7 9mg g
boue)

49mg g boue
(control : 6mg.g boue)

300-600mg.L
191-353mg.g boue

39-73mg.g boue

Dosage acides nucléiques :
0.05-0,14mg g boue
(control - 0,02-0,06mg.g boue)|
Dosage G6P-DH:
3,1pmol.min mL (control :
0,6umol.min mL)

Pas de vérification
Dosage acides nucléiques :
5,5-28mg g boue
Dosage G6P-DH : cellules
intactes (pas de données)

(Liu and Fang, 2002)

(Liang et al., 2010)

(Ni et al, 2009)
(Wilen et al., 2003)

(McSwain et al_, 2005)

53mg.g boue

Pas de vérification (Sesay et al., 2006)

Biofilm
A denitrificans et
P fluorescens

7-16,5mg g boue

Dosage ATP : 25-350pg.g (Azeredo et al_, 2003)

Observation au microscope:
28% cellules lysées (control :

Diatqmée r_nari.ne_: 15pg.cellule 25%) Dosage | (Takahashi et al., 2009)
Navicula jeffreyi | (control : 10pg.cellule) ATP - 5000 Million cellules
(control : 2000)
. . 43 mg g bous Dosage G6P-DH: :
Biofilm nitrifiant ) 3,5pumol . min mL (control : (Liang et al., 2010)

(control : Tmg.g boue)

0,6pumol min mL)



Annexe 2 (suite 3/3)

Méthode

Chimique

Protocole Organismes Taux d’extraction

51mg.g boue

Evaluation de la lyse
Dosage G6P-DH:

Auteurs

Biofilm nitrifiant (control - 7mg g boue) 5,'a'y}:ncrl_m.i.n_m.lr (control - (Liang et al., 2010)
= 0,6umol.min.mL)
Dosage G6P-DH:
NaOH 64n?g_g boue 4,1pm01_n:jn_mL (control - (Liang et al., 2010)
Boues bactéries | (control : 6mg g boue) 0,6umol.min.mL)
185-210mg.g boue Pas de vérification (McSwain et al | 2005)
96 mg.g boue Pas de vérification (Frolund et al_, 1996)
Diatomeée marine : Marquage au DIBAC et
NaCl Cylindrotheca |1,2ugmL (Bound EPS)| comptage au microscope: (Brouwer et al., 2002a)
closterium 33,5% (control: 11,7%)
Dosage G6P-DH :
19-50g.g boue o amol aNg ADH/min/s VSS (Ras et al., 2008b)
Ethanol 45-200mg g boue Dosage acides nucléiques :
(control: 15-80mg.g 0.005-0,169mg.g boue (D’Abzac et al_, 2010)
b- = (control : 0,003-0,261mg.g -
oue)
boue)
Dosage enzyme G6P-DH :
3-592g g boue 0-10,5 nmol NADH/min/g (Ras et al, 2008b)
VSS
6,5-22,9mg. g boue Dosage acides nucléiques :
(control : 4.4-79mg. g 0,22-0,47mg.g boue (Liu and Fang, 2002)
Boues bactéries | boue) (control : 0,02-0,06mg. g boue)
21mg.g boue Dosage G6P-DH : cellules
| (control : 12mg g boue) | intactes (pas de données) (Wuertz et al., 2001)
50mg.g boue Dosagfi gf;gégs Ezﬁtelques_ (Sheng and Yu, 2006)
73mg.g boue Dosage G6P-DH: .
(control - éﬁg_q boue) 2,9pm01_m.m_mL (control - (Liang et al., 2010)
EDTA = 0,6umol.min.mL)

10-25mg_ g boue
(control: 15-80mg.g

Dosage acides nucléiques :
0,007-0,151mg.g boue
(control : 0,003-0,096mg.g

(D’Abzac et al_, 2010)

boue) boue)
88meo & boue Dosage G6P-DH:
Biofilm nitrifiant _g'“ 4. 4umol.min mL (control : (Liang et al., 2010)
(control : 7mg. g boue) . =
= 0,6umol.min.mL)
Bmﬁ]m,a!gue_ 0,71-1,7mg.g biofilm Pas de vérification (Pan et al., 2010)
| bactérie | =
Diatomeée marine : Marquage au DIBAC et
Cylindrotheca | 3pg.mL (Bound EPS) | comptage au microscope: (Brouwer et al., 2002)
closterium 100% (control: 11,7%)
S0mg L (exposées a Coloration au Sytox Green:
Diatomées ) Pas de DIFFERENCES de .
PBS, Tween, EDTA Nitschia palea 10mg L mortalité entre les conditions (Verneuil et al, 2015)

(control : 30mg.L)

testées

Dosage G6P-DH :

Tween 120g.g boue 0,05-0,74 nmol NADH/min/g (Ras et al., 2008b)
V58
. Dosage G6P-DH: 75-100% | (Pellicer-Nacher et al.,
Triton X-100 120-310mg.g boue (control - 0%) 2013)
Sulfide : NaCl, . 5
Na2.9h20 11,1-33mg.g boue Pas de vérification (Park et al_, 2008)
S _ 20-50mg.g boue Dosage G6P-DH: 20-50% (Pellicer-Nacher et al.,
Acide - HzS04 (pH=3) Boues bactéries | (control : 10-20mg.g) (control - 0%) 2013)
) 31-68,7mg.g boue Pas de vérification (Park et al_, 2008)
Base '(plilaflloet;"’OH 220-250mg.g boue | Dosage G6P-DH: 70-90% | (Pellicer-Nacher et al.,
S control : 10-20mg. control - 0%
(control : 10-20m (control - 0%) 2013)

Enzymes (a-amylase

Observation microscope : pas
de lyse cellulaire observée
(données non disponibles)

(Sesay et al., 2006)

et/ou cellulase et/ou 3,2-63,2mg.g boue
proteinase)
Crown ether 15-44mg g boue

(control : 12mg_g boue)

Pas de vérification (?7)

(Wuertz et al., 2001)
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Assessment of Graphene toxicity on a benthic freshwater diatom Nitzschia palea

Interaction of carbon nanoparticles with algal biofilm

M. Garacci®, M. Barret®, F. Mouchet!, C. Sarrieu?, E. Flahaut?, L. Gauthier®, J. Silvestre! and
E. Pinellit”

1EcoLab (Laboratoire d’Ecologie Fonctionnelle), ENSAT, INP, UPS, Université de Toulouse ; UMR CNRS 5245, Castanet
Tolosan, France,

2Institut Carnot CIRIMAT (Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des MATériaux), Université de Toulouse,
INP, UPS, UMR CNRS 5085, Toulouse, France

The use of carbon-based nanoparticles such as Few Layer Graphene (FLG) is processing in
several fields such as materials engineering, owing to their nanoscale and physicochemical
properties. Carbon-based nanoparticles are thus likely to be found in the environment and
especially in rivers. In this study, the toxicity of FLG on the freshwater benthic diatom
Nitzschia palea was assessed. The experimental design used allowed to distinguish the
shading effect from the total effect of FLG exposure on N. palea, where diatoms are directly
exposed to nanoparticles. To assess the effect of FLG on diatoms, a range of concentrations
was tested(0.1, 1, 10 and 50 mg.L™) and several toxicity end-points were evaluated, such as
the growth rate, mortality and photosynthetic activity. A growth rate inhibition of diatoms
culture exposed to 50 mg.L™? of FLG was observed 48 h after the beginning of the exposure,
revealing a significant effect in both conditions tested (Total and Shading test). In total
exposure conditions, the growth inhibition was associated with an increase in diatoms
mortality (cell viability) and photosynthesis alteration. For total exposure condition, after 144
h, the toxicity disappeared and the growth rate was recovered, suggesting a decline in diatoms
mortality. Microscopy analysis showed a strong interaction between FLG and exo-polymeric
substances (EPS) produced by N. palea. In addition, optical density measurements of the
culture medium in presence or absence of diatoms allowed to demonstrate that EPS secretion
contributed to clarify the water column and reduced the physical interaction between FLG and
diatoms. Overall, these results suggest that graphene toxicity could be a combination of direct
and shading effect, in relation with a strong interaction between biofilm and nanoparticles.
These results also highlight the potential mechanisms of clarification of the water column by
trapping and sticking FLG at the bottom of wells even at high concentrations.

292



Commumication orale pour la conférevce Fumctional Ecoloay and Environment din 11

an 12 juillet 2017 (Toulouse, Frawce)

Evaluation of the cellular and molecular response of a monospecific diatom
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Emmanuel®, Gauthier Laury?, Barret Maialen? and Pinelli Eric®*
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Tolosan, France,

b Institut Carnot CIRIMAT (Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des MATériaux), Université de Toulouse,
INP, UPS, UMR CNRS 5085, Toulouse, France

Carbon-based nanoparticles such as Few Layer Graphene (FLG) and Carbon NanoTubes
(CNT) present a rising interest in several fields as aerospace, electronics or automotive. Then,
at the end of their life cycle, carbon nanoparticles are likely to be found in aquatic
ecosystems. In the majority of ecosystems, phototrophic microorganisms such as diatoms
represent the first level in the food chain and their exposition to pollutants can affect the

whole ecosystem.

In this study, the effect of different forms of carbon nanoparticles on the benthic diatom
Nitzschia palea was assessed distinguishing the shading effect induced by carbon

nanoparticles already demonstrated on N. palea and total effect of carbon nanoparticles.

The cellular response of benthic freshwater diatoms exposed to carbon nanoparticles was
assessed by monitoring the cellular growth. After 48 hours of exposure, an impact of high
FLG and CNT concentration (50 mg.L™) on the growth rate of diatoms was observed,
associated with a significant mortality only for diatoms exposed to FLG. Nevertheless, a
recovery of growth for diatoms was observed after 144 hours of exposure, linked to a sticking

of nanoparticles in the biofilm formed by the extracellular substances secreted by diatoms.

To bring the role of extracellular proteins to light, the molecular response of N. palea exposed
to CNT and FLG has been assessed carrying out the extraction of the extracellular matrix at
different times of exposure. At 48h of exposure, the effect of CNT was more pronounced than
FLG inducing an overproduction of 50% of hydrophobic proteins at high concentration and
50% of ionic proteins. At 144h of exposure, the effect of FLG and CNT was similar and lead

to a ten-fold overproduction of ionic proteins.

Our results demonstrate that carbon nanoparticles can modify the characteristics of benthic

biofilms, which is likely to disturb the functioning of natural ecosystems.
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E. Pinellit”
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INP, UPS, UMR CNRS 5085, Toulouse, France

Carbon-based nanoparticles such as graphene have many applications in different fields due
to their outstanding electrical, optical and mechanical properties leading to their industrial
production. Thus, few-layer graphene nanoparticles (FLG), composed of 1 to 4 planar carbon
layers, are likely to be found in the environment and especially in rivers. In this study, the
ecotoxicological effect of FLG on the freshwater benthic diatom Nitzschia palea was
assessed. The experimental design used allowed to distinguish the shading effect from the
total effect of exposure to FLG on N. palea, where diatoms are directly exposed to
nanoparticles. A large range of concentrations was tested (0.1, 1, 10 and 50 mg.L? of FLG).
To assess the effect of FLG on diatoms, several toxicity markers were evaluated such as
growth rate, mortality and the photosynthetic activity. An inhibition of the growth rate of
diatoms exposed to 50 mg.L? of FLG was observed 48 h after the beginning of the exposure,
revealing a significant toxicity. In these conditions, the growth inhibition was associated with
an increase in diatoms mortality. After 48 h of FLG exposure, a shading effect was observed
on the cellular growth for culture exposed to the highest concentration of FLG. However,
after 144 h of exposure, the growth rate was recovered, revealing a decrease in diatoms
mortality, which can be explained by FLG stuck on the biofilm. N.palea naturally produces
biofilm by excreting exo-polymeric substances (EPS) which can help diatoms to grow on the
substrate. Indeed, EPS analysis by Alcian blue coloration and Scanning Electron Microscopy
observation allowed us to conclude that EPS produced by diatoms strongly interact with FLG,
sticking nanoparticles at the bottom of the well. These observations could explain the growth
rate recovery at the end of the experiment in the total exposure conditions. In our experiments
EPS secretion contributed to clarify the water column and reduced the physical interaction
between FLG and diatoms to avoid the contamination. Overall, these results suggest that one
potential toxicity process of graphene could be a combination of direct and shading effect
leading to a strong interaction between biofilm and nanoparticles. Our results highlight the
potential mechanisms of clarification of the water column by diatoms biofilms in natural
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ecosystems, by sticking FLG even at high concentration, which can correspond to an overflow
accident condition.
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Assessment of the impact of Few Layer Graphene on the benthlc diatom Nitzschia palea
The trapping of carbon nanoparticles

M. Garacci?, J. Silvestre!, F. Mouchet?, C. Sarrieu?, E. Flahaut?, L. Gauthier?, M.Barret!and E. Pinellil

1Ecolab (Laboratoire d’Ecologie Fonctionnelle), Université de Toulouse, CNRS, INPT, UPS, Toulouse, France,

2Institut Carnot CIRIMAT (Centre Inter-universitaire de Recherche et d’Ingénierie des MATériaux), Université de Toulouse, CNRS, INPT, UPS,
Toulouse, France

Carbon-based nanoparticles such as graphene have many applications (electric, mechanic and optic) leading to
their industrial production. Thus, Few-Layer Graphene nanoparticles (FLG) are likely to be found in the environment
and especially in rivers. N.palea is a freshwater benthic diatom which naturally produces biofilm by excreting exo-
polymeric substances (EPS) which can help diatoms to grow on the substrate. The aim of this work was to determine
the toxicity level of FLG studying growth inhibition, photosynthetic yield and cell viability. The experiments were =
carried out using an original device previously developed by Verneuil et al. (2014) allowing the assessment of shading f,'ﬂi,,f,‘,’,’,’,f;'zz:,",ﬂﬂe,‘:,ﬁxf:‘,':;
effect and total exposure to FLG.
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Results and Discussion
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Reduction of photosynthetic activity

EPS secretion by diatoms contributed to clarify the water column, limited the FLG-Diatoms physical interaction and reduced cytotoxicity.
The transient toxicity of graphene observed on diatoms could be a combination of direct and shading effect. These results strongly

Conclusion

underline the potential mechanisms of clarification of the water column by diatoms biofilms by sticking FLG even at high concentration.

[1]F.Schwab et al. (2011) Environ. Sci. Technol., 45, 6136-6144, [2] L.Verneuil et al.(2014) Nanotoxicology, 5390, 1-11, [3] L.Verneuil et al. (2015) Carbon, 88, 113-125
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Carbon-based nanoparticles such as Few Layer Graphene (FLG) and Carbon NanoTubes
(CNT) present a rising interest in several fields as aerospace. Then, at the end of their life
cycle, carbon nanoparticles are likely to be found in aquatic ecosystems, where phototrophic
microorganisms such as diatoms represent the first level in the food chain. In this study, the
effect of different forms of carbon nanoparticles, close to environmental concentration (0.1
mg.L?), on the benthic freshwater diatom Nitzschia palea was assessed distinguishing
shading and total effect induced by carbon nanoparticles only for high concentration (50
mg.L1). After 48h of exposure, RNA of N. palea was extracted and an Illumina Next
Generation sequencing was performed. Sequences were assembled by running the DRAP
pipeline allowing to generate the N. palea transcriptome for the first time. Transcripts were
then annotated with BLAST tools based on the sequence homology by interrogating the
database “nr” and a differential expression analysis was applied to determine the impact of
low carbon nanoparticles concentration on the transcriptomic response of N. palea. The size
of the assembled transcriptome obtained was estimated at 31Mb. The first results showed that
low carbon nanoparticles concentration seemed to induce a slight modification of gene
expression for both carbon allotropic forms. Diatoms exposed to low FLG concentration
generated a majority of overexpressed genes, whereas CNT mostly induced a downregulation,
suggesting that the impact on biological processes were different. Furthermore, in shading
condition FLG seemed to induce a slight transcriptomic response with a great majority of
underexpressed genes. This result suggests that in shading condition, diatoms downregulated

a majority of metabolic pathways.
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INTRODUCTION

Since few decades carbon nanoparticles (NPs) such as Carbon NanoTubes (CNT) and
Few Layer Graphene (FLG) has revealed bit by bit their exceptional properties ar

applications. Thus, their industrial production will induce a growing risk to find them in
the environment, especially in rivers. Recent studies!"” have demon:trated that
exopolymeric substances (EPS) naturally secreted by the diatom species Nit palea
play a major role during the exposition to CNT and FLG leading to a sticking of carbon
nanoparticles in the EPS matrix, with a significant shading effect of FLG on the growth

rate.

OBJECTIVES
The aim of this study was to
transcriptomic response of N. palea ex
carbon NPs

* Comparing the induced response in the presence
of FLG and CNT at low and high concentration

* Observing an eventual difference in the gene
induction between the two types of exposition
(shading and total effect) for FLG exposure.
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TITLE: Assessment of the cellular and molecular response of a benthic freshwater diatom

exposed to carbon-based nanoparticles

ABSTRACT :

Different approaches were used to assess the effect of two forms of carbon-based
nanoparticles (CNP) nanotubes and graphene, in order to determine the mechanism of the
response generated by the benthic freshwater diatom Nitzschia palea. The effect at the cellular
community scale demonstrated a temporary impact on biofilm growth and an accumulation of
NPC in the extracellular matrix. The use of transcriptomic study evidenced the role of the
physic interaction, causing alteration of the frustule, in the extracellular response leading to an
overexcretion of exopolymeric substances (EPS). This approach also revealed the impact of
NPC on the photosynthetic activity of diatoms and a modification of the energetic metabolism
suggesting an energetic allocation for the EPS production. The study of the extracellular
proteome allowed to have a first insight of the extracellular matrix composition, in majority
composed of hydrophobic-like proteins. In NPC exposure, diatoms seemed to produce an
adhesive system allowing to strengthen the extracellular matrix and increase the biofilm
stability while trapping NPC. The exposition of diatoms to the two NPC forms induce a
response greatly similar for the highest tested concentration.

Key words: carbon allotrops, carbon nanotubes, graphene, diatom, biofilm, transcriptomic,
proteomic, shading effect, extracellular matrix, energetic allocation.
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RESUME :

Différentes approches ont été utilisées pour évaluer les effets de deux formes de
nanoparticules de carbone (NPC), nanotubes et graphéne, afin de comprendre les mécanismes
de la réponse générée par la diatomée benthique d’eau douce Nitzschia palea. Les effets a
I’échelle de la communauté ont démontré un impact temporaire sur la croissance du biofilm et
une accumulation des NPC dans la matrice extracellulaire. L’application d’une étude
transcriptomique a mis en ¢évidence l’importance de !’interaction physique, a 1’origine
d’altération du frustule, dans la mise en place de cette réponse extracellulaire se traduisant par
une surproduction des substances exo-polymeriques (EPS). Cette approche a également révélé
I’impact des NPC sur D’activité photosynthétique des diatomées et une modification du
métabolisme énergétique, suggérant une allocation énergétique en faveur de la production
d’EPS. L’¢tude du protéome extracellulaire a permis d’avoir un premier apercu de la
composition de la matrice extracellulaire, principalement constituée de protéines a caractere
hydrophobe. Lors de 1’exposition aux NPC, les diatomées semblent produire un systéme
adhésif complexe permettant de renforcer la matrice extracellulaire et d’augmenter la stabilité
du biofilm tout en piégeant les NPC. L’exposition des diatomées face au deux formes de NPC
induit une réponse présentant une forte similitude notamment pour les plus fortes

concentrations testées.

MOTS-CLES : allotropes du carbone, nanotube de carbone, graphene, diatomeée, biofilm,
transcriptomiques, protéomiques, effet d’ombrage, matrice extracellulaire, allocation

énergétique.
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