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Avant-propos

Cette thése a été réalisée grace au soutien fanadeil'’Agence Nationale de la Recherche (ANR) tlans
cadre du programme Investissements d'Avenir, au dieiLaboratoire d'Excellence COTE (ANR-10-
LABX-45) et les cing derniers mois de la thése gréig soutien financier d'Irstea Bordeaux (UR EABX).
Le financement du LabEx COTE a été obtenu danadeecdu projet IMPACT, dans lequel s'inscrit cette
these : « Influence de la qualité de la Matierewigue dissoute sur la toxicité des Pesticidea-vis-des
micro-Algues le long d'un ConTinuum eau douce —raatine », coordonné par Soizic MORIN, chargée
de recherche a Irstea Bordeaux.

Cette these a été codirigée par :

— Madame Edith PARLANTI, chargée de recherche audw'équipe Physico et Toxico Chimie de
I'environnement (LPTC) de 'TUMR EPOC 5805 CNRS’tmiversité de Bordeaux ;

— Madame Soizic MORIN, chargée de recherche audeiféquipe Contaminants Anthropiques et
Réponses des Milieux Aquatiques (CARMA) de 'UR BAB'Irstea Bordeaux ;

—Madame Sabine STACHOWSKI-HABERKORN, chargée deheeche au sein du Laboratoire
d'Ecotoxicologie (LEX) de I'unité Biogéochimie etdoxicologie d'lfremer (Centre Atlantique).

Elle a ainsi été réalisée entre trois laboratoaesemblant des connaissances sur :

—l'étude de la présence, des transports et tremdgfeer-compartiments, de la réactivité, des
phénoménes de bioaccumulation et de biotransfasmatinsi que de l'impact des contaminants
organiques au niveau moléculaire (EPOC-LPTC — CNRiSérsité de Bordeaux) ;

—la caractérisation du fonctionnement et des g®ndes communautés végétales aquatiques
(macrophytes, phytoplancton et phytobenthos) smfluénce de diverses catégories d'altérations
anthropiques en cours d'eau et plans d'eau (EGARMA — Irstea Bordeaux) ;

— I'étude des conséquences de I'exposition a egtémilles de polluants chimiques (pesticidesPHA
PCB, microplastiques, éléments traces métalligses)les organismes marins (LEX — Ifremer
Nantes).

La période passée au sein de chacun de ces boiatiaires n'a pas été « linéaire » mais a étéitonci)

de la mise au point des marqueurs cytométriquds & réalisation des expérimentations sur lescespé
marines (Ifremer), ii) de l'isolement des espeadesatjuicoles, de tests sur des marqueurs biologjiejude

la réalisation des expérimentations sur les espélchgaquicoles (Irstea), et i) des phases de
concentration/dessalement et d’'analyse de la raatigganique dissoute mais également des pesticides
(EPOC). Aussi, diverses périodes successives énpatsées au sein de chacun de ces laboratoires
permettant ainsi d’avoir une vision approfondie’desemble des compartiments étudiés au courssle ce

travaux de recherche.

: g ﬁx\ss‘?s,a‘ ;_’zz \‘.
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Budzinski, N. Tapie, P. Pardon, L. Chevance-Deni2046, Mai). Is herbicide toxicity on

14



marine microalgae influenced by the natural DissthOrganic Matter (DOM)? SETAC
Europe 28 Annual meeting, Nantes, France.

N. Coquillé, D. Maurer, I. Auby, H. Budzinski, S. Stachowslatd¢rkorn, S. Morin E. Parlanti, J.
Vedrenne, G. Jan, D. Ménard, V. Dupraz, L. RigouirGouriou, F. d’Amico, M.P. Tournaire,

C. Méteigner, M. Perriere-Rumeébe, A. Mounguengui, Tidpie, L. Chevance-Demars, P.
Pardon, E. Geneste (2015, Septembre). Communautésalgales : effets de la matiére

organique dissoute et des pesticides sur ['actipldtosynthétigue et la composition
taxonomique. ECODYN, Paris, France.
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Introduction générale

Les microalgues sont des organismes unicellulsivesit librement dans la colonne d’eau (phytoplanyt

ou fixés sur des substrats (phytobenthos, périphy@e sont des organismes photosynthétiquesfigsali
de producteurs primaires, en raison de leur ca@paciynthétiser de la matiere organique a partir de
lumiere, de molécules d’eau et de dioxyde de carbBien que représentant moins d’1% de la biomasse
végétale de la planéte (D'Elbée, 2016), les miguea jouent un role fondamental sur Terre et dess |
écosystéemes aquatiques. Elles sont en effet aitieride la production de prés de 50% de I'oxygéne
consommé chaque année par les organismes vivdat glanéte (Carlowicz, 2011). Consommées par les
organismes hétérotrophes, les microalgues se plaoesi a la base des réseaux trophiques aquatiques
(Amblardet al, 1998, Mostajiret al, 2012). Cependant, les microalgues peuvent étibliindirecte de
pesticides et particulierement des herbicides &worrade leur proximité avec les végétaux supeérieurs
(photosynthese). En effet, les écosystemes tarseditiviaux et marins sont étroitement connecEsjui
entraine un transfert de matiére chimique, dont pesticides, par divers phénomenes (ruissellement,
transport aérien, drainage, lessivage des sdigatinn), depuis les écosystemes terrestres gerg\ieres

et la mer.

Les pollutions engendrées par les pesticides, lfament diffuses, sont trés préoccupantes cgetaent
répandues dans I'environnement, y compris danszdess éloignées des sources comme les régions
polaires (Khairyet al, 2016, Maet al, 2016). En France, I'importance de la surfacecafgiutile (la plus
grande d’Europe avec pres de 29 millions d’hectgméscipalement représentée par de I'agriculttirdee

la viticulture, génere une forte consommation detigides (66 659 tonnes en 2013 ; Ecophyto, 2015,
Eurostat, 2013). En conséquence, une contamingBogralisée des eaux de surface est documentée
depuis de nombreuses années. Ainsi, en 2013, 92%odes d’eau échantillonnés en métropole et @sns |
départements d’Outre-Mer étaient contaminés pardsticides et dans pres de 60% des cas par ptlis de
molécules (SOeS, 2015). Ces molécules, présemedetarejets urbains et agricoles, peuvent caleser
effets déléteres sur les microalgues, parfois acdesentrations environnementales (Maeinal, 2009,
Roubeix et al, 2012, Roubeixet al, 2011la, Stachowski-Haberkort al, 2008). Cependant, les
microalgues sont également susceptibles d'influelecéransfert et le devenir de ces molécules aia |
bioaccumulation des molécules dans les cellulese{Bil, 2012) et la capacité de biodégradation de
certaines especes (Figure 1), comme démontré &teazihe (Kabraet al, 2014), le fluometuron
(Zablotowiczet al, 1998) ou l'isoproturon (Bét al, 2012).

Dans les hydrosystemes, d’autres éléments commatlare organique dissoute (MOD) peuvent interagir
avec les microalgues et les pesticides (FigureLd)MOD est un mélange complexe de molécules
organiques, de taille inférieure a 0,45 um, réstiltee la dégradation des organismes vivants, de leu
défécation, excrétion ou sécrétion. Elle représprie de 90% de la matiere organique non vivargsi au
bien dans les océans que dans les rivieres (Duutsiawson, 1981, Wetzel, 2001). La présence de
MOD peut affecter les microalgues via son impactiayénétration de la lumiére dans la colonneuw’ea
(diminution de la zone euphotique (Kirk, 2010),tpation contre les radiations UV (Tedetti & Sempéré

2006)) mais également par I'apport de certainegcotés comme des vitamines (Crefftal, 2006), des
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composés azotés, phosphorés (Beardall & Raven,),28ponibles pour les microalgues. Certaines
microalgues ont d'ailleurs la capacité de consontlitectement, c’'est-a-dire sans l'intervention [ziéie

des bactéries, des composés simples comme le gl(EbsSheektet al., 2012, Perez-Garcia al., 2011)

et d’autres plus complexes comme les substanceisies(Campbelit al., 1997, Coste & Morin, 2008),
présentes dans la MOD naturelle. Les composésible faoids moléculaire sont consommeés via des
mécanismes d'adsorption, ou d'internalisation pabikis de pompes ou de canaux (Perez-Gereih,
2011), quand des mécanismes tres complexes pamtiigtisorption des substances humiques (Campbell
et al., 1997). Cependant, les interactions entre la M@iDrelle prise dans son entiereté et les microalgue
sont encore peu décrites et méritent des invastigaplus poussées, étant donné l'importance de ces

composants dans I'environnement aquatique ettesigtions potentielles avec les pesticides.

Transport + dégradation <, K{/

Piégeage &,

Figure 1 : Interactions connues entre les micreagla matiére organique dissoute et les pesticides

Les possibilités d'interactions entre la MOD etpesticides sont multiples. En effet, les pestiigeuvent
s’adsorber sur le carbone organique présent dansat@re organique, diminuant (dans les sols) ou
favorisant (dans le milieu aquatique) ainsi leansgport (Gacet al., 2012). Les substances humiques
présentes dans la MOD jouent également un rélepdépant dans le devenir des pesticides puisgsi’elle
peuvent inhiber ou au contraire favoriser la phégoddation des molécules (McNeill & Canonica, 2016,
Yuan et al., 2016, Zenget al., 2002). D'autre part, l'interaction entre les prdes les molécules
organiques influence leur biodisponibilité et leoxicité (Bejarancet al., 2005b, Haitzeet al., 1998).
Cependant, hormis une étude recensée a ce jourg2ha., 2016b), peu d'informations sont disponibles
dans la littérature scientifique sur l'influence Be MOD sur la toxicité des pesticides vis-a-vis de
microalgues. Il est donc nécessaire de mettreame ples études dédiées afin d’élucider et de coahere

les phénoménes pouvant se produire dans I'enviroene

L’objectif principal de cette thése, qui s'insatdians le projet IMPACT (Influence de la qualité de |
Matiere organique dissoute sur la toxicité desidss vis-a-vis des microAlgues le long d'un Conilim

eau douce — eau marine) du LabEx COTE (ANR-10-LAESX-a donc eu pour but d'étudier, par des
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expérimentations controlées en laboratoire, I'erfice de la MOD naturelle sur la toxicité d’herbaésiais-
a-vis de microalgues en cultures monospécifiques.

Ce manuscrit est composé de huit chapitres. Leigramapitre est consacré a la présentation dexient
de 'étude. Il présente chaque élément étudiéyairsées microalgues, la MOD et les pesticidesiaiue
I'état des connaissances actuelles sur leursameaét interactions. Il se termine par une prégentplus
détaillée des objectifs de ces travaux de these.

Le deuxieme chapitre est consacré a la présentdtisrmatériels et méthodes utilisés pour I'étude de
I'influence de la MOD sur les microlagues et laitig des herbicides: la préparation de la MOD nagity)

les microalgues étudiées, la préparation des fuEstjdes expérimentations réalisées ainsi quanalyses
appliguées aux échantillons et le traitement dagteds.

Les chapitres 3 et 4, présentés sous la forme ldiEgtions scientifiques, sont consacrés a la ptésen

des deux études préliminaires réalisées en amerdxgeriementations avec MOD, mettant en ceuvre les
microalgues en présence des pesticides uniguement :

- une premiere étude préliminaire (Chapitre 3) visa@aluer I'utilisation des caractéristiques de la
mobilité des diatomées comme critere d’évaluatmtadoxicité du métolachlore.

- une deuxieme étude préliminaire (Chapitre 4) visaévaluer les différences de sensibilité entre
une souche de microalgues résistante au diurceugtsbuches sauvages, lors d'une exposition au
diuron et a l'irgarol, seuls et en mélange.

Les chapitres suivants, consacrés aux résultatawbsur I'influence de la MOD sur les micraolgeeks
toxicité des herbicides, sont présentés sousraefoie publications scientifiques :

- le cinquiéme chapitre, est une étude de la relatimicroalgues (en conditions non
axéniques)/MOD naturelle.

- le sixieme chapitre vise a étudier I'influence @®OD naturelle sur la toxicité d’herbicides, seuls
et en mélange, vis-a-vis de microalgues marines.

- le septieme chapitre concerne l'influence de la M&DDla toxicité et le devenir des pesticides en
présence de microalgues dul¢aquicoles en conditimmsxéniques.

Enfin, le huitiéme et dernier chapitre est une lss¢ générale qui a pour but de discuter les pauogi

résultats acquis ainsi que les perspectives quigneétre données a ces travaux.
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Chapitre 1 — Contexte général Les microalgues

Ce chapitre dresse I'état de I'art des connaissaacteielles sur les trois composants étudiés qudeso
microalgues, la matiére organique et les pesticalasi que sur les interactions entre ces élémieatisut
de ce chapitre est de recontextualiser ces tral@athese ainsi que leurs objectifs, détaillés ghoglement

ala fin.

1. Les microalgues

1.1. Définition

Les microalgues sont des organismes unicellul@ihesosynthétiques eucaryotes dont la taille vagie d
moins d’'un micromeétre a plusieurs centaines deamietres. Les microalgues, qui sont pour I'essentiel
aguatiques, vivent soit libres dans la colonneu@speces planctoniques : phytoplancton) soitlear
substrats (especes périphytiques : périphyton, higems : microphytobenthos) de nature variable
(macrophytes, animaux, roches, sable, etc.). Leloépement sur substrat est permis gréace a latisécré
de substances polymérisées (= matiére organiqge)erdent appelées EPS (Extracellular Polymeric
Substances), composées notamment de polysacchprotémes, lipides (Pierre, 2010).

Parmi les classes phylogénétiques auxquelles appaeht les microalgues, deux sont les plus repiése
sur notre planéte (en nombre d’espéces) : les |&amihycées et les Chlorophycées (Damien, 2013,
Guiry, 2012, Royt al., 2011). Ces deux classes sont décrites brieveshaptes étant donné que trois des
quatre espéces de microalgues étudiées dans foedte én font partie. La classe d’appartenance de la

quatrieme espece (Chlorodendrophycée) est égal@nésentée.

1.2. Les Bacillariophycées (Embranchement des Bacil  lariophytes)

Les Bacillariophycées, également appelées diatomezgsuperaient plus de 200 000 espeéces tousirilie
confondus (eaux douces, saumatres et marineshgtitaent la classe la mieux décrite a I'heureedletu
(Damien, 2013, Guiry, 2012). Les diatomées sordatot’une paroi siliceuse, appelée frustule, coégpos
de deux valves imbriquées (I'hypovalve et I'épigdlweliées par une bande (ou ceinture) appeléalaimg
(Figure 2). Le frustule est recouvert de substapoBgnérisées plus ou moins épaisses, sécrétéeepar
pores fins appelés aréoles et présents sur chafyee (Duke & Reimann, 1977). Cette sécrétion permet
aux cellules de se mouvoir, d’excréter des déchets
métaboliques, contribue a [l'adhésion des

organismes au substrat, permet la formation de

colonies, et protegerait les cellules de la .
dessiccation (Chiovittet al., 2006, Hoaglanakt

al., 1993). La forme (centrigue ou pennée) ainsi

Cingulum

que l'ornementation du frustule sont utilisés i
comme criteres principaux  didentification

(Lavoie, 2008). Les pigments photosynthétique%igure 2 : Cellule de la diatomédgiploneis beyrichiana
dont le frustule est ouvert (Maurice Loir et

Alain Couté). 35



Chapitre 1 — Contexte général Les microalgues

sont majoritairement de la chlorophy#eet c et des caroténes (Jgrgensen, 1977, dRay, 2011). Les
lipides de réserve contenus dans le cytoplasmeealieges sont notamment de la chrysolaminarine sous
forme de gouttelettes d’huile (R&y al., 2011). Leur reproduction est principalement agexivision
cellulaire) donnant lieu & deux cellules, I'une tdéle identiqgue a la cellule mére et l'autre déleta

inférieure. Elles se reproduisent de fagon sexnédais la taille minimale atteinte (pour la poybiala).

1.3. Embranchement des Chlorophytes

1.3.1. Les Chlorophycées

Les Chlorophycées, également appelées algues,veotestituent la seconde classe de microalgues la
mieux décrite apres les diatomées. Elles regroigmractuellement plus de 13 000 espeéces tousurilie
confondus, bien que majoritairement inféodées alieux dulgaquicoles (Damien, 2013, Guiry, 2012,
Royet al., 2011). Les Chlorophycées peuvent, selon les espéte dotées de flagelles (au nombre de 2, 4
ou 8). Les pigments photosynthétiques sont esiemtent de la chlorophylla etb et des caroténoides.
Les réserves sont présentes sous la forme de dgrain&lon au sein des chloroplastes (Garon & Guggue
2014). Elles peuvent se reproduire par simple idivisellulaire avec des cellules filles de taitleritique
dont le nombre peut aller de 23 (Zachledert al., 2016), par reproduction sexuée, ou par sporaolatio
formant des zoospores (spores mobiles dotées dellds) ou autospores (spores non mobiles)
(Chrétiennot-Dinet, 1990).

1.3.2. Les Chlorodendrophycées

La classe des Chlorodendrophycées est constitagpétes qui, il y a peu, appartenaient encoreladse
des Prasinophycées (fkova et al., 2014). Elle regroupe a I'heure actuelle 46 espéoas milieux
confondus (Guiry & Guiry, 2017). Les Chlorodendrgpées sont des cellules non mobiles ou mobiles
grace a des flagelles (Chrétiennot-Dinet, 19903. higments photosynthétiques sont essentielleneclat d
chlorophyllea etb, des caroténoides et des xanthophylles. Tout cdesr@hlorophycées, elles stockent
des réserves sous forme d’amidon au sein de ldaroplaste unique (Chrétiennot-Dinet, 1990) mais
surtout sous forme de gouttelettes lipidiques @plartet al., 2015). Elles semblent essentiellement se
reproduire par division cellulaire (Chrétiennot-8in1990), peu de données étant disponibles paigr ce

classe a I'heure actuelle.

1.4. Métabolisme des microalgues : la photosynthese

Les microalgues sont qualifiées de producteursgirgs. Ce sont des organismes photo-autotrophes qui

synthétisent leur propre matiere organique a paetila réduction de dioxyde de carbone et d’uneceou

d’'énergie externe, les photons apportés par laekanvia le processus de photosynthese.

La photosynthése se déroule au sein des chloreplasi niveau de la membrane des thylakoides é-igur

3), en deux étapes : la conversion de I'énergigniense en énergie chimique (le Nicotinamide Adénine

Dinucléotide Phosphate (NADP) et 'Adénosine Trifjiftate (ATP)) appelée réaction claire, suivie de la
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fixation du carbone (réduction du carbone en gkg)idappelée réaction sombre. L’équation globala de
photosynthése est :

nCQ,+ NHO — (CH,0), + NO..

PHASESOMBRE /

PHASE CLAIRE

Transpost cycliqua des ilectrons

Fiir‘;ﬂlhn
g zru.nrn
HADP réductase 1
IULL'II" In-

élecirons

Energie des

ESPACE INTRA-THYLAKOIDIEN I

Figure 3 : Schéma bilan de la photosynthése intlaaphase claire (conversion de I'énergie lumieeeis énergie

chimique) et la phase sombre (synthése de carlsgagique) (Matthieu Sim&i.

1.4.1. La réaction claire

L’énergie d’excitation (= photon) est captée panténne collectrice du PSII et transportée jusqcéaire
réactionnel, appelé P680, qui passe a I'état eiei80*) (Figure 3). Le P680* transmet un électaoia
phéophytine (pigment), considérée comme I'accepigmnaire, et le P680* oxydé (P630etourne a son
état fondamental grace aux électrons provenaribgigdhtion d’'une molécule d’eau (= photolyse par le
complexe d’émission de I'oxygéne). L'électron trawss par le P680* est transporté par une chaine de
transporteurs d’électrons (quinones A et B, plastame, complexe cytochrome b6f jusqu'a une
plastocyanine (protéine)).

L’électron est alors transféré au centre réactiodndSI, appelé P700, qui est a son tour excitoqp.
L'électron émis par le P700* (en retournant a stat tondamental) est transporté par une chaine de
transporteurs d’électrons jusqu'a une ferrédoxmetéine). Cette derniere transmet alors I'élecikame
enzyme, la ferrédoxine NADRxydoréductase, qui réduit le NADEn NADPH (Hopkinst al., 2003,
Karp et al., 2010, Lance, 2013). Le PSI, disposant d'une aeteollectrice de photons, peut fonctionner

indépendamment du PSII.
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Parallelement a cela, la production d'ionsissue de la photolyse de I'eau et du transfetecténs au
sein du cytochrome b6f, engendre un gradient déomsoentre le stroma et le lumen favorable a

I'activation de I’ATP synthase, qui induit la pradion d’ATP.

1.4.2. La réaction sombre

Cette derniére étape de la photosynthése, beaphasifente que la précédente (de l'ordre des sesond
jusgu’aux heures), peut se réaliser a la lumienenoe a I'obscurité et a pour but de convertir lxgite de
carbone (C@ en carbone organique a partir du NADPH et de PAJénérés lors de la réaction claire.
Cette phase se déroule dans le stroma du chlaegkigure 3), via le cycle de Calvin-Benson dant |
bilan global est (Ravest al., 2011) :

6CO; + 18ATP + 12NADPH + KD — 2 glycéraldéhyde-3-phosphate + 16 Pi + 18 ADP NADP",

1.5. Facteurs influencant le développement microalg  al

Dans I'environnement naturel, les microalgues dépendes conditions du milieu (parametres physico-
chimiques (pH, salinité, température, hydrodynaraisjret qualité de I'eau en termes de polluticths)a
saison (processus de succession saisonniére) gatesnént du facies et de la profondeur étudiésté@os
al., 2009, Guesdod al., 2016, Rolland, 2009). Néanmoins, que cela soi tlanvironnement naturel ou
en milieu controlé (laboratoire), trois facteursntseapitaux, a savoir la lumiére pour leur survie

(organismes photosynthétiques), la températuesetdls nutritifs. Ces facteurs sont présentgwresa

1.5.1. La lumiere

En tant gu'organismes photosynthétiques, les niguea sont directement dépendantes de la lumiere.
Leur développement est conditionné a la fois paguantité de lumiere recue, mais également par sa
qualité (composition spectrale) et sa durée (pléotoge) (Hopkingt al., 2003).

Dans I'environnement naturel, sur la totalité daérgie solaire atteignant la Terre, seule la ltenisible

est utilisable par les organismes photosynthétigBasgamme de longueur d'onde, qui s’étend de 400
(violet) a 700 nm (rouge) correspond donc aux ragowents photosynthétiquement actifs (PAR en
anglais) (Figure 4). La quantité et la qualité aéduimiere incidente qui arrive jusqu’aux eaux ddase
varient selon la qualité de lair (les particulesupent diffuser et absorber les radiations), lavedure
nuageuse, le moment de la journée et de I'annéek{kxet al., 2003, Kirk, 2010).

400 450 500 550 600 650 700 750
Longueur d'onde (nm)

Figure 4 : Spectre de la lumiére visible.

En milieu aquatique, la quantité de lumiére rego@rdie avec la profondeur en raison de I'absorptien
I'énergie lumineuse par les constituants de I'é@ette absorption a pour conséquence de modifier

qualitativement le spectre lumineux (UV-Visible)reesure que I'on s’éloigne de la surface, les m@#écu
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d’eau absorbant principalement dans l'ultraviotdirdrarouge (D'Elbée, 2016). Les substances @iues
dissoutes et particulaires, organiques et minéralesnt également un réle important sur la pétiétralu
rayonnement dans l'eau. En effet, selon leurs @Ew optiques, elles conditionnent fortement la
transparence de l'eau et par conséquent la prafonde la zone photique (zone euphotique), qui
correspond a la zone dans laquelle I'expositiorifense est suffisante a la photosynthése (KirkQRQh
zone euphotique s’étend de quelques centimétresrentres turbide jusqu’a 200 m de profondeur ee zo
oligotrophe (D'Elbée, 2016). En milieu contrblé, ebt toutefois difficile de reproduire la réalité
environnementale : les dispositifs utilisés tenghdutit & produire des conditions invariables dariemps.
Ainsi, la photopériode appliquée correspond géegraht a la moyenne de ce qui peut étre observé a un
saison ou période de I'année particuliere : pamgke la photopériode 16h:8h (jour:nuit) correspande
période de jours longs. D’autre part, en raisotidportance de la qualité du spectre sur le dégymdonent
algal, la culture de microalgues est souvent &alsous un éclairage artificiel constitué par desg
fluorescents ou des diodes électroluminescented)(bErmettant de diffuser une lumiére blanche de ty
“jour”. Enfin, dans la majorité des cas, les vaviad (d'intensité et spectrales) engendrées maismn, la

gualité de l'air ou la couverture nuageuse ne jgasprises en compte.

1.5.2. La température

La température affecte fortement la croissanceri@®algues en raison de son influence sur la plules
réactions biologiques catalysées par des enzymegmimums thermiques variables. L'amplitude des
températures tolérées ainsi que I'optimum de @oiss sont fonction de I'espéce considérée (Lavoie,
2008, Lowe, 1974).

En zones tempérées, les fluctuations saisonnierksstdmpérature atmosphérique se répercutentuagec
certaine inertie, sur la température de l'eau. @omgmentation de la température corrélée a une
augmentation de I'ensoleillement, et associée aoneentration élevée en sels nutritifs (apportgytnes

ou reminéralisation des organismes morts commes ajme efflorescence) permet le développement
microalgal (Berget al., 2009, Fauriet al., 2011, Lavoie, 2008).

En milieu controlé, la température appliquée domaltenir compte des conditions de développement

optimal de I'espéce étudiée.

1.5.3. Les sels nutritifs

En plus de conditions de lumiére et de tempérdawerables, un certain nombre de nutriments sont
nécessaires au développement des microalguesadareironnement : azote, phosphore, silice (f@sur
diatomées essentiellement), oligo-éléments (Tablet lvitamines. En milieu naturel, divers facteurs
interviennent dans la disponibilité de ces selsitiisit controlés essentiellement par les saisdnese
phénoménes météorologiques. En effet, en raistan amntinuité des écosystemes, lors de phénomeénes d
fortes pluies et de crues, des apports terrestm@settent d’enrichir le milieu aquatique. Le type sbls
(milieux naturels, urbanisés ou industrialisés)a@amment 'abondance et le type de végétationuede
le long des cours d'eau conditionnent aussi la extnation et le type de sels nutritifs apportéssdan
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'environnement aquatique. En hiver, la forte tleboe des eaux permet de remettre en suspension et
d’homogénéiser les nutriments dans la colonne deapériode estivale (hors apports engendrésepar |
apports d’eau douce), la disponibilité des nutrimeliiminue en raison de la forte consommationdes
efflorescences printaniéres. Cette activité biojogiparticipe également au recyclage des nutrimaatis
reminéralisation effectuée par la boucle microbgefu@veloppée dans la partie 1.6.2.).

Aussi, afin de pouvoir cultiver les microalguesnaifieu contrélé et en conditions optimales, deseui

de culture artificiels sont reconstitués et comt@t pour la plupart tous les éléments cités daiable 1

avec ou sans ajout de vitamines (B12 (cobalamiefthiamine), B7 (biotine)).
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Table 1 : Sels nutritifs nécessaires a la croigsedas microalgues (ainsi que leurs réles) dangilmement naturel et artificiel.

Eléments Role Références
Azote (N) Quatriéme constituant le plus important apres thyehe, le carbone et I'oxygéne. Elément essantislétabolisme cellulaire, c'est un constituant des (Lavoie, 2008, Raven & Giordano, 2016, Taiz &|
ote
acides aminés, protéines, acide nucléique, nudisptvitamines, chlorophylle, chromophores... Zeiger, 2006)
Intervient dans de nombreuses fonctions physialegigt dans la synthése de nucléotides, phosplesljmioenzymes, sucres phosphatés et autfes
Phosphore (P) i 3 P .y @ v i B P [mo y P . p (Dyhrman, 2016, Lavoie, 2008, Taiz & Zeiger, 200
composés phosphorylés. C'est un constituant stalideinombreuses molécules (protéines, polysadesaARN, ADN, ATP, lipides,...)
- . Elément constitutif du frustule des diatoméegritabue également au maintien des propriétés rytedes parois cellulaires de nombreuses especes . ) .
Silice (Si) . o (Finkel, 2016, Lavoie, 2008, Taiz & Zeiger, 2006
de microalgues (rigidité, élasticité)
Un des principaux constituants des cellules aldglemtité similaire au phosphore). C'est un élémestrant dans la composition de nombreux . . . . .
Sulfure (S) ) ) o o . o (Giordano & Prioretti, 2016, Taiz & Zeiger, 2006
composants fonctionnels et structurels (acide anghétathion, vitamines, constituant de la paedutaire,...)
. ) o o o o (Cooksey & Wigglesworth-Cooksey, 1995, Lavoi
Calcium (Ca) Elément impliqué dans de nombreuxga®s biologiques (calcification, mobilité,...)

2008, Taiz & Zeiger, 2006, Taylor & Brownlee, 201

Potassium (K)

Cofacteurs de plus de 40 enzymessititipe également au maintien de I'électronétédtidé: la cellule

(Lavoie, 2008, Taiz & Zeiger, D0

Fer (Fe)

Intervient dans la synthése de la chlorophyllesa@Enombreux processus cellulaire et réactionsratifjues. C'est un constituant de nombreus

enzymes, de cytochromes et d'autres porphyrines.

egLavoie, 2008, Marchetti & Maldonado, 2016, Taiz|
Zeiger, 2006)

Manganese (Mn)

Intervient dans l'activation de nombreuses enzygnéans le maintien de la structure membranairetdesoplastes. Il a également un rdle imports

dans la photosynthése des microalgues car élémmstitatif de la chlorophylle.

nt
(Lavoie, 2008, Quigg, 2016, Taiz & Zeiger, 2006

Intervient comme catalyseur et dans le deveniCdetlla déshydrogénation deiBidans le lumen des thylakoides. C'est un constities

Cuivre (Cu) . ) (Lavoie, 2008, Quigg, 2016, Taiz & Zeiger, 2006
plastocyanines, cytochrome oxydases, superoxydeitises.
) Intervient dans la réplication et la polymérisatitas acides nucléiques et est impliqué dans dereasds autres fonctions métaboliques. C'est Un . ) ) )
Zinc (Zn) . i (Lavoie, 2008, Quigg, 2016, Taiz & Zeiger, 2006
constituant des ADN et ARN polymérases.
Molybdéne (Mo) Role essentiel dans la réduction et I'absorptidiazete. (Lavoie, 2008, Quigg, 2016, Taiz & Zeiger, 2006
Cobalt (Co) Intervient dans les réactions de teahdE I'oxygene et hydrogéne. Composant de lavitaB12. (Lavoie, 2008, Quigg, 2016, Taiz & Zej@I06)
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1.6. Role dans les écosystemes

1.6.1. Production d’oxygéne

Les microalgues sont des organismes photosyntkétigynthétisant de I'oxygéne et des sucres & garti
dioxyde de carbone et de molécules d’eau (sectibh Bien que représentant moins d'1% de la bismas
végétale de la planéte (D'Elbée, 2016), les miguee sont, avec les cyanobactéries, a I'originéade
production de prés de 50% de l'oxygene de notreepda (Carlowicz, 2011). Elles sont également
responsables de prés de 50% de la fixation et clenkzersion du carbone atmosphérique (inorganiguie)
carbone organique (Beardall & Raven, 2016, Kuméatagier, 2012, Mollo & Noury, 2013).

1.6.2. La base des réseaux trophiques aquatiques

Les microalgues sont des producteurs primairesbte@de produire leur propre matiére organiquesrta p

de matiere inorganique. Elles sont donc a la baseréseaux trophiques aquatiques et soutiennent le
développement des organismes hétérotrophes quotes®mment, jusqu’aux grands prédateurs (Amblard
et al., 1998, Mostajiret al., 2012). Ceux-ci, n'ayant pas la capacité de syistréleur propre matiére
organique a partir de sources inorganiques, s@ttgueux qualifiés de consommateurs (Mollo & Noury
2013, Wetzel, 2001) (Figure 5).

Périphyton ; ? Y

Figure 5 : Réseaux trophiques aquatiques (la reptason choisie est valable pour I'eau douce et peau mer, les

photos n’étant qu'illustratives, Coquiflg
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Par alilleurs, les microalgues contribuent au réseiatobien ou boucle microbienne (Figure 5), qui es
principalement basé sur la décomposition et la@ongation des microalgues, et sur les exsudats des
cellules vivantes (Mostajigt al., 2012). La boucle microbienne fait intervenir legcroorganismes
hétérotrophes comme les bactéries, flagellés, anebeiliés (Azanmet al., 1983), qui sont également
consommeés par le zooplancton ou les brouteursouplage de la boucle microbienne avec les réseaux
trophiques est une importante voie de transfertedigie entre les producteurs primaires et les nkea
trophiques supérieurs (Findlay & Sinsabaugh, 2008)boucle microbienne, par la reminéralisation des
éléments nutritifs sous une forme dissoute, assnge le renouvellement des nutriments nécessaitas
croissance des microalgues. On estime que de 0@adB la production primaire totale sont consommeés
par la boucle microbienne (Azaatal., 1983, Lévéque & Mounolou, 2008).

Les microalgues ainsi que leurs sécrétions coaestitdonc un véritable réservoir de matiere organiqu

soutenant I'ensemble des réseaux trophiques.

1.7. Les microalgues, organismes modeles

Etant & la base des réseaux trophiques, les ntjoesakont exploitées en aquaculture afin de ndesir
stades larvaires des mollusques bivalves et deacass certains juvéniles de poissons, et lessstatidtes

de divers organismes de type copépodes, mollus@aker-Feugaet al., 2007b). Elles sont aussi
exploitées dans d’autres domaines comme la nattitimnaine comme complément alimentaire (exemple :
spiruline) ou colorant naturel, la cosmétique giHarmaceutique (Spolaceeal., 2006). Les microalgues
servent également dans le domaine bioénergétigpeatburant) en raison de leur teneur riche eddgpi
(Mataet al., 2010).

Ces organismes unicellulaires, dont certaines espgant cultivees couramment en laboratoire, pieisen
ainsi des avantages pour leur étude en conditionsaiées : disponibilité permanente de nombreuses
espéces en culture via les souchotheques, temgénéeation court, organismes peu contraignanes ell
sont utilisées comme organismes modeéles dans laiderde I'écotoxicologie. Elles font I'objet detes
standardisés dont les résultats (concentrationantwignhibition de 50% de la croissance, Esont
utilisés dans les procédures d’autorisation de rsigele marché (AMM) des substances chimiques
(REACKH, cf. partie 3.5.1.). En effet, leur facildé culture permet de réaliser des tests rapidesidation

de limpact toxique de molécules (Stachowski-Haberk2008). L'intérét de ces bioessais sur cultures
monospécifiques, est aussi de pouvoir tester destaswces en mélange, ou encore linfluence d'autres
éléments et parameétres physico-chimiques. C'estymamnple le cas de I'étude de Zhahgl. (2016b) qui

a montré qu'en conditions expérimentales, la ttkide divers chlorobenzénes était modulée par la

présence de matiere organique dissoute natureffggasante environnementale majeure.
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2. La matiére organique

2.1. Généralités

La matiere organique peut étre divisée en dewstyjge matiére organique vivante et non vivante Le
éléments de synthése comme les composés chimiquasiques manufacturés seront exclus de cette
définition.

La matiere organique vivante regroupe I'ensemble atganismes vivants. Chaque maillon trophique
représente en effet de la matiére organique dimesteconsommable par le maillon supérieur (Figlre 5

La matiére organique non vivante résulte de lam@osition des organismes vivants, de leur défécatio
excrétion ou sécrétion. Il s’agit donc d'un mélarig#érogéne et complexe d’éléments, en constante
évolution. Dans les milieux aquatiques, la mat@ganique peut ainsi étre sous forme particulMOR)

ou dissoute (MOD). Le seuil de coupure généraleradntis pour discriminer la MOD de la MOP par
filtration est de 0,45 um. Selon cette définititan,dénomination MOD au sens large englobe donc la

matiére organique colloidale et la matiere organitjgsoute (Figure 6).

0,45 pm Métres
102 103 104 105 10 107 108 100 10-10
| | | | | | |
| | | |
' cides Acides
Zooplancton Ao gras
. Carbohy-
Phytoplancton ‘ Jeides arates,
o) 4 A d
Bactéries e
Virus
Hydrocar
p bures
Complexes argilo-
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Figure 6 : Continuum de taille de la matiére orgaeien milieu aquatique (D'aprés Doeteal., 2015).

Dans les milieux aquatiques, la matiere organigstepeesente majoritairement sous forme dissoute
(Findlay & Sinsabaugh, 2003). Dans les océans,stme par exemple que la matiére organique totale
sous forme dissoute a 89% et a 9% sous forme ydaite (non vivante), le reste étant de la matiérante
(Duursma & Dawson, 1981). Dans les rivieres, omeségalement que la proportion de MOD (90%) est
tres largement supérieure a la fraction particeléh0%) (Wetzel, 2001). Dans la suite de ce maituscr

nous nous focaliserons plus particulierement sMQD.

2.2. Origine de la MOD aquatique

Dans les milieux aquatiques, la MOD naturelle @uatir deux origines : une origine allochtone, cast
dire provenant d'un autre écosysteme, et une erigintochtone, c'est-a-dire produite au sein de
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I'écosystéme étudié. La part représentée par chdeuces deux types de MOD dépend du systeme
aquatique considéré et de la saison. En effet, ldarurs d’eau, la MOD a essentiellement uneatiga
d'origine allochtone, en raison de sa forte proténet de sa connexion directe avec les écosystémes
terrestres. La MOD terrestre transite dans lesscdi@au proches par des phénoménes de ruissellement
drainage, lessivage des sols (Figure 7). La MORedte est plus réfractaire (= plus difficilement
dégradable ou utilisable par les organismes viyauks la MOD autochtone aquatique. En effet, quand
organisme meurt, aprés les premiers stades de gésition lors desquels la matiére labile est
consommée, des processus de polymérisation, polgneation, polyaddition (= processus dits
d’humification) se mettent en place. Ces processtipour conségquence de générer des molécules plus
complexes et plus difficilement dégradables paolganismes tels que les bactéries. La MOD tergigen
retrouvée dans les milieux aquatiques, ayant aubijeure partie de ces processus de dégradatisteda
sols, est donc plus réfractaire que la MOD autaghemuatique (Pernet-Coudrier, 2008, Thurman, 1985)
Dans les zones de transition entre les écosysti@mestres, fluviaux et marins, comme les estuairéss
zones cotieres sous influence continentale, la M&in mélange de matiere allochtone et autochtene.
MOD océanique a, quant a elle, une origine esdlentient autochtone : elle est majoritairement pitedu
par les microalgues, par leur excrétion et surteut décomposition par les bactéries (Findlay &
Sinsabaugh, 2003). La part représentée par chaeserigines est également fonction de la saison
(température, lumiére) et notamment du régime hygique (Aoki et al., 2004, Biberet al., 1996,
Guégueret al., 2006). Dans les zones cotieres ou dans les stuatiennes, en période hivernale ou aprés
de fortes pluies, la part allochtone est majogtaik linverse, au printemps, en été et au début de
lautomne, compte tenu de la forte productivité Idgamue de ces milieux (efflorescences
phytoplanctoniques), une signature majoritaireraetbchtone est retrouvée (Mingral., 2006, Vacher,
2004).

Au niveau quantitatif, les concentrations en cagbanganique dans les cours d’eau sont systématianiem
supérieures aux eaux marines, qui présentent giigot les valeurs les plus basses des eaux regurell

(avec les eaux souterraines et I'eau de pluie) (et1@007, Pernet-Coudrier, 2008).
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Figure 7 : Représentation schématique de l'origieda MOD aquatiqueune origine autochtone (au sein des réseauxitnagt) et une origine allochtone (provenant desysteme

terrestres et dont les phénomeénes de transferappatents). Notela représentation des réseaux trophiques chicisst valable pour I'eau douce et pour I'eau (fes photo

n'étant qu'illustratives, Coquilfa.
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2.3. Composition de la MOD

En plus de son origine et des facteurs saisonrdé&stres processus influencent la compositionade |
MOD :
(photodégradation, polymérisation, polycondensatfslyaddition) (Aiken, 2014b, Imaét al., 2001,

des processus biologiques (biodégradationnsa@mmation, excrétion) et chimiques
Vacher, 2004). La MOD est un mélange hétérogemaalécules et macromolécules organiques naturelles
provenant de la dégradation de matériel biolog@tjoggine animale ou végétale. Une grande partge de
molécules qui la composent ne sont pas identifitasturellement a I'’heure actuelle (Dittmar & Siins,
2014).

Les molécules qui composent la MOD sont de typ&bes, acides ou neutres et peuvent-étre divisées e
trois fractions (Rodiegt al., 2016) :

—la fraction hydrophobe : molécules adsorbéesuser résine de type XAD-8 (hydrophobe) selon le
protocole de I'lHSS (International Humic SubstarSesiety) ;

—la fraction transphilique : molécules non retenger une résine XAD-8 mais retenues sur une résine
XAD-4 (plus hydrophile que la résine XAD-8) ;

— la fraction hydrophile : molécules non retenugdes résines XAD-8 et XAD-4.

La fraction hydrophobe correspond aux substanaeigjues et les deux autres fractions correspondent a

substances dites non-humiques (Table 2).

Table 2 : Molécules constitutives de la MOD, classselon leur famille et leurs propriétés acidocpes et leur
hydrophobicité (D'apres Huguet, 2007, et Tippiri§2).

Fraction hydrophobe Fraction hydrophile

Acides Acide fulvique Acides hydrophiles
Acide humique Acides carboxyliques simples
Complexes substances humiques/carbohydratesCarbohydrates oxydés avec des groupements COOH
Acides aromatiques simples Protéines
Polyphénols oxydés Acides aminés
Acides gras a longue chaine Adénosine di- et tri-phosphates
Tannins Inositol et autres sucres phosphatés
Flavonoides
Polyphénols
Vanilline
Protéines
Phospholipides
Neutres Hydrocarbures Sucres neutres simples
Chlorophylle Polysaccharides
Caroténoides Alcools
Phospholipides Cétones
Substances humiques de faible acidité Ethers
Protéines Protéines
Alcools Acides aminés
Cétones Urée
Esters
Bases Peptides Sucres aminés
Protéines Pyrimidines
Purines
Acides aminés
Peptides
Protéines

Amines de faible masse molaire
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Les substances non-humiques sont constituées @gslalé molécules simples et complexes, provenant
essentiellement de I'excrétion et de la décompuosities organismes vivants. Les molécules simples
facilement biodégradables ou assimilables par lganismes, sont de type protéines, polysaccharides,
acides nucléiques, sucres (glucose, xylose, gatcerabinose), acides gras ou encore acides aminés
(Findlay & Sinsabaugh, 2003). La fraction dite $pimlique est caractérisée par des pigments, des
protéines, des alcools, des polyphénols oxydésrfdmy 1985, Tipping, 2002) mais proviennent
également de réactions de polymérisation, de caatien, d'addition (complexes de substances
humiques/carbohydrates) (Table 2). Les processusrification, encore mal compris, sont résumés dans

la Figure 8.

Organismes morts

v

Carbohydrates, lipides, protéines, pigments,

lignines, tannins

" v

Dégradation microbienne et décomposition

N, v

Sucres, acides organiques, acides aminés, acides gras, COmposés

Sécrétions/excrétions

aromatiques, phénols

v

Condensation chimique et biochimique

v

Complexes assemblés

v

Polymérisation, condensation et addition

v

Substances humigques

Figure 8 : Schéma résumé et simplifi¢ des proceBsumification (D'aprés Huguet, 2007, Rashid, 2012

Les substances humiques sont des macromoléculeplesas dont la structure correspond a un
assemblage de groupements aromatiques et aliptmtigs par des liaisons covalentes (Haresea.,

2016, Jones & Bryan, 1998). Dans les milieux aquas, les substances humiques sont divisées en deux
catégories, définies selon leur solubilité :

— les acides fulviques, solubles quel que soiHe p

— les acides humiques, solubles uniquement & wBup&rieur a 2.

Ces substances, qui sont généralement réfractaursdivers processus de biodégradation mais
particulierement sensibles a la photodégradatien\(dcchio & Blough, 2006), sont de couleur jaune a
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marron/noir et font partie des molécules qui flsoeat (Jones & Bryan, 1998, Thurman, 1985, Tipping,
2002).

Comme cité plus haut, la photodégradation a undigtieect sur la composition de la MOD : diminution
du caractere aromatique de la MOD et de la tadierdolécules, diminution de l'intensité de fluoesse

et de l'absorbance, apparition de molécules réctjde type peroxyde d’hydrogene, oxygéne singulet)
(Del Vecchio & Blough, 2002, Helnes al., 2013, Hudsouet al., 2007, McNeill & Canonica, 2016).

Compte tenu de la complexité et de la variabiléelal MOD, aucune technique analytique a I'heure
actuelle ne permet d’appréhender sa compositiortesinsi que ses caractéristiques globales. Alest,
nécessaire de mettre en ceuvre des approches quesytomplémentaires pour caractériser la MOD
naturelle. D’un point de vue quantitatif, la cortcation de la MOD est typiguement estimée via laume

de la concentration en carbone organique dissdDB)@uisqu’on estime que la MOD contient 50 a 60%
de carbone organique (Dittmar & Stubbins, 2014 taractéristiques gqualitatives sont quant a elles
classiguement évaluées via des techniques rapplestrascopiques (spectrofluorescence, UV-visible)
(Dittmar & Stubbins, 2014). Ces derniéres permetlertravailler avec de faibles volumes et dondest

informations globales sur la composition de la M&ibrée et fluorescente (De Perre, 2009).

2.4. Roéle dans les écosystémes

2.4.1. Cycles biogéochimiques

Compte tenu de sa composition résultant de la datipa physique, chimique et biologique des
organismes vivants, la MOD intervient dans le chibgéochimique de nombreux éléments indispensables
a la vie aquatique. C’est notamment le cas du natbmmposant majoritaire de la MOD (environ 60%)
(Dittmar & Stubbins, 2014). En effet, on estime daes les océans, il y aurait 700 Gt C organiqutana

gue dans I'atmosphére sous forme de @@cipalement (750 Gt C) (Bauer & Bianchi, 20113. MOD
intervient également dans le cycle de 'azote, lthsphore et de certains éléments traces métall{fpres
manganése, cuivre) (Findlay & Sinsabaugh, 2003)pet dans le fonctionnement des réseaux trophiques
(cf. parties 1.2.3 et 1.3.2.; Azaatral ., 1983, Mostajiet al., 2012).

2.4.2. Influence sur les microorganismes

Dans I'environnement, les microorganismes commeniesoalgues et les bactéries sont influencésaar |
présence de MOD dans le milieu.

La MOD peut affecter les microalgues de facon @ule via son impact sur la pénétration de la lwenier
dans la colonne d'eau. En effet, une forte conaBotr en matiére organique dissoute diminue la
profondeur de la zone euphotique qui conditionrdékeloppement microalgal et donc la productivié d
I'écosysteme en guestion (Karlssaral., 2009, Kirk, 2010). Les matiéres organiques digsonolorées
jouent un réle prépondérant dans les variation®sdigtion du rayonnement solaire. En effet, ces
substances absorbent fortement dans la zone PAiIQuéars d'onde entre 400 et 700 nm) et plus
spécifiquement dans le bleu (~440 nm) qui correspégalement aux longueurs d’'onde d’absorption
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maximale de la chlorophylie La présence de matiere organique limite dondsfaodibilité de la lumiere
pour les microalgues (Nelsehal., 1998, Siegedt al., 2002).

Cependant, les substances colorées de la MOD petyaiement jouer un réle positif sur les organgsme
aquatiques en les protégeant des radiations U¥ffEn il a été démontré que le pourcentage d'adttéon

des rayonnements UVA (315-400 nm) et UVB (280-31% dans la colonne d’eau était positivement relié
a la concentration en MOD colorée (voir la revueTaeletti & Sempéré, 2006). Les radiations UV
engendrent un stress oxydatif dans les cellulesaca des dommages cellulaires et moléculairésCaN;

au niveau des chloroplastes, des photosystemegPessoa, 2012). L'atténuation du rayonnementi€d/ |
aux substances colorées peut ainsi s'accompagmee diminution des dommages a I’ADN observés sur
des organismes planctoniques (voir la revue detlf@8empérée, 2006).

La MOD affecte également les microorganismes denfarecte via sa consommation. En effet, la MOD,
dont se nourrissent principalement les bactériésnier & Stubbins, 2014), est a la base de la loucl
microbienne (Azanet al., 1983). Les bactéries, qui sont des organismestogphes (Nagata, 2008),

« consomment » les molécules de faible poids migiigelen tout premier lieu. La matiére polymériege
transformée par les bactéries en petites molétalddes grace a des enzymes extracellulaires redasy
dans le milieu, qui hydrolysent les composés (Ngg2008). En plus d’'alimenter les bactéries, cette
hydrolyse permet de mettre a disposition des mguea un certain nombre de composés inorganiques et
organiques comme les vitamines, qui sont indisfigesa leur développement et qu’elles sont incagabl
de synthétiser pour certaines espéces. C'est leotasyment des vitamines B1 (thiamine), B7 (bigtme

B12 (cobalamine) (Croftt al., 2006). On estime par exemple que la croissan@b%edes espéces de
microalgues dépendrait de la consommation de viafil2, rendue disponible dans le milieu grace aux
bactéries (Croftt al., 2005, Droop, 2007). D’autres molécules organicggesent de source d'azote, de
phosphore et de fer (Beardall & Raven, 2016, Péaaziaet al., 2011). Outre ces éléments, des études
réalisées en conditions contrblées de laborataite naontré que plusieurs espéces de microalgues
dulcaquicoles et marines pouvaient consommer déicoies « simples » : des sucres comme le glucose
(Cheirsilp & Torpee, 2012, EL-Sheekhal., 2012, Liuet al., 2009) ou le sucrose (Bhatnaghal., 2011,
Sharmaet al., 2016), de I'acétate (Alkhamis & Qin, 2013, Laliide& de la Noue, 1993, Sharraaal .,
2016), du glycérol (Liet al., 2009, Sharmat al., 2016) ou de I'urée (Choochateal., 2010, Liet al.,
2008). Dans les études citées, la croissance desatgues est systématiquement stimulée en prédence
ces molécules. Des molécules plus complexes corameubstances humiques peuvent également étre
consommées (Campbetlal., 1997, Gagnoset al., 2005, Millour, 2011, SAnchez-Marin & Beiras, 2011
Cependant aucune étude n'a, a notre connaissaBeéea \considérer la MOD naturelle prise dans son
intégralité et toute sa complexité, dans des exgéiiations avec des microalgues.

Enfin, & ces impacts positifs de la MOD sur lassance des microalgues peuvent s’ajouter des effets
potentiellement négatifs, en raison des lienstéteoiistant entre la MOD naturelle et les polludeits que

les pesticides.
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2.4.3. Transport et biodisponibilité des polluants — Cas des pesticides

Dans I'environnement aquatique, la MOD joue un giiépondérant dans le transport, le devenir et la
biodisponibilité des polluants dont les pesticiRejarancet al., 2005a).

La MOD peut affecter le transport des contaminats.effet, selon les propriétés de la molécule du
pesticide considéré et notamment son affinité peurarbone organique (représentée par la constante
Kboo), elle peut s’adsorber aux molécules constitutileea MOD via diverses liaisons comme les liaisons
de Van der Waals (Gab al., 2012). Cette adsorption conditionne la mobilitépdsticide selon le milieu :
diminution de la mobilité dans les sols et sédimattmobilité favorisée en phase aqueuse @Gab,
2012). Les molécules peuvent ainsi plus facilertransiter dans le milieu aquatique.

Dans 'environnement aquatique, certains compostnis MOD comme les substances colorées jouent un
role prépondérant dans le devenir des pesticidies. ieuvent a la fois stimuler et freiner leurrdégtion
naturelle (Canonica, 2009). En effet, ces substamcdorées absorbent fortement dans le violet et
l'ultraviolet, longueurs d’'onde qui participent é&gaent a la dégradation naturelle des pesticides
(Mahmoud & Loutfy, 2012). Aussi, dans I'environnergdes substances humiques captent une partie des
photons, atténuant ainsi lI'impact direct des ph®tenr les molécules de pesticides et donc leur
photodégradation (Canonica, 2009, Zetg., 2002). Cette diminution de la photodégradatidriceetion

du pesticide et de la concentration en substangesgbes (Zenget al., 2002). Cependant, I'énergie
absorbée par les substances humiques est immeéelidteonvertie, ce qui provoque la libération de
chaleur et la formation de composés trés réactddical hydroxyle, oxygéne singulet, peroxyde
d’hydrogene, molécules excitées a I'état de tiipdgapelés photosensibilisateurs. Cela peut inites
réactions chimiques avec des pesticides, y corapes ceux difficilement dégradables (Canonica, 2009
McNeill & Canonica, 2016). De nombreuses étudesaimsi montré une dégradation beaucoup plus
importante de pesticides en présence de MOD : p&stxemple le cas du métolachlore (Trouts, 2@QB),
triclocarban (Trouts, 2008), de I'atrazine (Minet@l., 1992, Zengt al., 2002) et de lisoproturon (Yuan

et al., 2016). Yuaret al. (2016) ont également observé une photodégradigidisoproturon en conditions
lumineuses, photodégradation devenue réversiblepassage a l'obscurité et en présence de MOD
(cétones aromatiques et acides fulviques de ré&féyele phénomene étant température- et pH-dépendan
Ces résultats soulignent donc le réle importantppig avoir la MOD sur le devenir des pesticidessda
'environnement.

La présence de MOD dans le milieu peut égalemédhteircer la biodisponibilité et la toxicité des
pesticides. En effet, plusieurs études réaliséesiesi animaux ont montré que la présence de MOD
modifiait la biodisponibilité et notamment la bicamulation des pesticides selon la molécule étudiée
'organisme et la concentration de MOD (Haiteerl., 1998). Bejaranat al. (2005b) ont par exemple
montré que, quelle que soit la fraction de MOD m#rée (fractions naturelles marines <0,45 um et
<3 kDa, acides humiques et fulviques commercidiagcumulation du chlorpyrifos dans le bivalve mari
Mercenaria mercenaria Linnaeus diminuait comparativement au milieu exetdepMOD. Bejaranet al.

(2005a) ont montré que la présence de MOD natuselignentait la toxicité du fipronil et diminuait la
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toxicité du chlorpyrifos et du chlorothalonil visvés du copépode estuarighmphiascus tenuiremis.
Carmosiniet al. (2016) ont montré une diminution de la mortalité développement et du taux d’éclosion
en présence de carbone organique dissous pouridgopozébreDanio rerio exposé a du triclosan.
Concernant les microalgues, seule I'étude de Zleamaty (2016b), & notre connaissance, porte sur des
pesticides combinés a de la MOD naturelle (SRNOMvBInee River natural organic matter), IHSS) vis-
a-vis d’'une microalgue dulgaquicole cultivée eniguilnon axéniqueChlorela pyrenoidosa. Ces auteurs
ont montré que la présence de MOD avait augment®xiaité du monochlorobenzene et du 1,2-
dichlorobenzene, alors qu’elle avait diminué laidib& du pentachlorobenzene et de I'hexachlorolbenzé
et n'avait pas changé celle du 1,2,3-trichlorobeazet du 1,2,3,4-tétrachlorobenzéne. Aucune étiade n
donc visé a évaluer la toxicité de la combinaiserpésticides et de MOD naturelle sur des microalgue

dulcaquicoles et marines en culture.

3. Les pesticides

3.1. Définition

Les pesticides (de I'anglais “pest” signifiant riiis et du latin “caedere” signifiant frapper, dt&ttuer)
sont des substances ou mélanges de substancegudsirdestinés a repousser, controler ou détruite to
organisme considéré comme nuisible (FAO, 2003, tJRiaropéenne, 1998). Selon leur cible, on distingue

les herbicides, les fongicides, les insecticidesphctéricides, etc.

3.2. Historique et utilisation

L'utilisation de pesticides est trés ancienne puedipn recense dans les écrits de Pline I'Anctédaenére
(Antiquité) I'utilisation du soufre et de 'arseniomme moyen de lutte contre les nuisibles en waltrie
(Calvet, 2005). Cependant c’est surtout au couss XIX°™ et XX*™ siécles que les propriétés des
pesticides ont été mises en évidence donnant ligesadéveloppements considérables: de graves
épidémies (phylloxéra, mildiou, doryphores, rogilleoidium) ont touché les productions agricoles
indispensables & la consommation des populatiénéales, pommes de terre, vigne). Au cours df™kX
siécle, l'utilisation des pesticides a connu unitaBle essor avec 'apparition des produits delmsd
(Calvet, 2005). C'est en 1939 que Muller et Weissrda la Société Ciba-Geigy ont découvert les
propriétés insecticides du produit organophospluarésynthese, le dichloro-diphényle-trichloro-éthane
(DDT). Cette découverte a conduit au développermestpesticides a base d’hydrocarbures chlorés et de
composés organophosphorés pendant la Seconde Gdmmdkale (Bolandet al., 2004). Aussi, cette
période marque un véritable tournant dans le mederaduction agricole, a tel point qu'on la qualifie

« Révolution Verte » en raison des changementsmisfopérés : production intensive a rendemeng glev
protection de la qualité des produits alimentaimesin d’ceuvre plus réduite, mécanisation, le toatea
I'utilisation et I'accroissement de l'arsenal chyme que constituent les pesticides (Bolahdl., 2004,

Calvet, 2005). A I'heure actuelle, de nombreux ipels existent et couvrent un trés large panel
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d’organismes ciblés (végétaux, bactéries, acar@ashnides, mammiféres, rongeurs, nématodesaetc.)
moyen de divers mécanismes d'action (inhibitionnzignes, de mécanismes cellulaires comme la
photosynthése, la production de lipides, de caoités, d'acides aminés, inhibition de la chaine
respiratoire, etc. (Belles, 2012)). Cette évolutibnnombre de produits mis sur le marché est lige a
synthése de substances de plus en plus efficamedyisant a une diminution des quantités appliquées
(Calvet, 2005).

En Europe, les substances utilisées sont regrogmedsux catégories, qui définissent la réglementat
qui s’y applique ainsi que leurs usages : les Eaytibaires et les biocides. Les produits phytosiaes,
également appelés produits phytopharmaceutiquet,dsstinés a protéger les végétaux ou les produits
végétaux contre les organismes nuisibles. lls sssgntiellement utilisés dans le domaine agricoéés
également dans les zones non agricoles commeplaseasspublics (voiries, espaces verts), ou le darsg
lignes de chemins de fer (Reglement n°1107/200%riJBEuropéenne). Les biocides sont quant a eux
destinés a tous les autres usages : sanitairef@#ants), protection des matériaux (bois, fibmegteriaux

de construction, produits antisalissures), rémjlgifscicides, insecticides, etc. (Reglement N2,
Union Européenne).

En Europe et en 2013 (données les plus récersg)ays en téte de I'utilisation de substancegescsiont
I'Espagne avec 69 587 tonnes suivie par la Framee @6 659 tonnes. La troisiéme position est oeeupé
par I'ltalie avec 49 011 tonnes. Cependant, lad&ast au premier rang par la surface agricole (2B
millions d’hectares) suivie de I'Espagne (24 miibo d’hectares) et de [I'Allemagne (17 millions
d’hectares). Aussi, en considérant la consommatiomnité de surface agricole, la France estiréng
européen avec 2,3 kg-héEcophyto, 2015, Eurostat, 2013). La surface algrictile de notre pays est
essentiellement exploitée pour la production déatés, de betteraves sucrieres, d’oléagineux, menes

de terre mais également par des vignes et arbiger (Ecophyto, 2015).

Les molécules ainsi épandues, transitent vergytiros$ystémes en raison de la continuité des éemsgst
Elles sont constamment retrouvées dans I'enviroeneém compris dans des endroits inattendus comme
dans les régions polaires (Khaigy al., 2016, Maet al., 2016), et constituent a I'neure actuelle des

pollutions diffuses considérées comme trés pré@euap (Aubertatt al., 2005).
3.3. Facteurs de transfert des pesticides dans I'en  vironnement

aguatique

La contamination des systémes aquatiques par stisiges se fait majoritairement de facon diffysa,
leur transfert vers les eaux via une multituderdegssus et facteurs qui dépendent :

— des propriétés intrinseques des molécules cclmaictere dispersif (processus de sorption et jtésar
volatilité, caractere hydrophile, affinité pour darbone organique dissous) et leur caractére dduead
(temps de demi-vie) (Aliet al., 2005, Aubertoét al., 2005, Gaat al., 2012, Lundbergt al., 1995) ;
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—du mode d'application : une molécule épanduevpiar aérienne, sous forme de granulés ou de peintur
(antifouling) pourra plus facilement contaminenidieu aquatique qu’'une substance injectée (Aubetto
al., 2005, Van Der Werf, 1997) ;

— des conditions climatiques pendant et apresliGgtion : la présence de vent fort, de brouillakel pluie,

ou de tres fortes températures (évaporation) feede dispersion des pesticides. Aprés applicalkisn,
conditions météorologiques vont affecter le trartsgans I'environnement aquatique par des phénanene
de volatilisation, drainage, ruissellement, leggivales sols, lixiviation, érosion des sols (FigQje
(Aubertotet al., 2005, Van Der Werf, 1997) ;

—de la “vulnérabilité” du milieu : la nature dul $caractéristiques géologiques et pédologiques/opi
conditionner I'adsorption et la désorption des malgs), sa pente, les systemes de culture @I,
2005, Aubertott al., 2005, Gaat al., 2012, Van Der Werf, 1997) ;

—de la structuration du paysage : la présenceodeszd’habitation, de zones tampons, de champs
agricoles, de communautés urbaines, le type des abeau et sa proximité avec tous les éléments cité
précédemment (Aligt al., 2005).

Tous ces éléments vont fortement influencer le tgpemolécules retrouvées dans I'environnement
aquatique ainsi que leurs concentrations du faladmntinuité des écosystemes. Le milieu marirecot
représente ainsi le réceptacle ultime de ces mek¢Rajasekaraé al., 2005) (Figure 9). On estime a

I'heure actuelle que 80% de la pollution marinedéstigine terrestre (Colas & Pappalardo, 2011).
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Volatilisation
/7 /7
7
(4 72 Crei) .
/v ) Précipitations
7

Figure 9 : Schéma bilan faisant état (i) des processus de transfert des pesticides (fleches rouges) et de la MOD allochtone (fleches bleues) dans I’environnement aquatique, (ii) de la production de

MOD autochtone et (iii) des réseaux trophiques aquatiques (Coquillé®).
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3.4. Etat des lieux de la contamination aquatique

3.4.1. En France

La contamination des cours d'eau en France esiesdapuis plusieurs années maintenant. Ce suivi a
montré que des pesticides, essentiellement degides) étaient présents dans la quasi-totalitéedg-ci
(SOes, 2015).

En 2013 et en France métropolitaine, sur les 28#&8gde surveillance de la qualité des cours d'@a¥
contenaient au moins un pesticide sur les 664 mietcecherchées (Figure 10). Les rares endraits no

contaminés étaient retrouvés dans les zones mentses ou dans les zones ou I'agriculture était peu
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Figure 10 : Nombre de pesticides quantifiés dameders d'eau en 2013 (Source : agences et offices
de l'eau ; SOeS, 2015).

Dans prés de 60% des cours d’eau contaminés, aus rdoi pesticides différents ont été retrouves,
essentiellement des herbicides (en France métimipeli les départements d’Outre-Mer étant surtout
contaminés par des insecticides) (Figure 11).

Cette contamination des eaux reflete d'une pasabje largement répandu de certaines molécules comme
le glyphosate ou le S-métolachlore, d’autre papelsistance de molécules interdites en agricuttepeis

de nombreuses années comme l'atrazine et le diimendites depuis 2003 et 2008, respectivement).
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Notes - * molécule interdite ; H et m-H - herbicide ou son produit de dégradation ; F - fongicide ; | - insecticide. Le métolachlore et le S-métolachlore, son produit de
remplacement autorisé, ont éte distingués a ce stade de connaissance méme si en pratique. les laboratoires ne les différencient pas systématiquement.

Figure 11 : Pesticides les plus quantifiés dansdess d'eau de métropole en 2013 (Source: agdedésau; SOeS,

2015).

3.4.2. Cas de la Leyre et du Bassin d’Arcachon

Le travail présenté dans ce manuscrit porte suifidation de matiére organique dissoute naturelle

provenant d’'une zone d’'étude spécifique : le Badgircachon et son principal tributaire, la Leyre.

Le Bassin d’Arcachon (Figure 12) est une lagund&®&km?2 peu profonde et soumise a l'influence des

marées dont I'amplitude varie de 1,1 m a 4,9 m {@ast al., 2012, Dagens, 2012). Le temps de

renouvellement du Bassin est estimé a respectivteirde® et 15,9 jours en saison hivernale et estival

(Pluset al., 2006).

Figure 12 : Localisation du Bassin d’Arcachon (Ga¥tgil).
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Chaque année, le Bassin d’Arcachon est 'exutarprés de 1250 millions de’m¥eau douce (Fauvelle,
2012), alimenté par une surface totale de bassgsanede plus de 3000 km? (Cantral., 2012). Ces
apports d’eau douce sont dominés par la Leyregipahtributaire représentant environ 78% des dppor
totaux, le reste étant attribuable a 15 autretspturs d’eau (Cantatal., 2012).

De nombreuses activités faisant usage de produiteganitaires y sont identifiées : les pratiquggales
(9,3% de la surface totale du bassin versant, 8b@% pour la culture du mais et 15% pour la cailtur
légumiere), la sylviculture, les pratiques non@aéds comme I'entretien des espaces verts, ddssyaies
réseaux ferroviaires et des jardins (Dagens, 2@1&3. pratiques, qui S'ajoutent aux activités naetq
(professionnelles et récréatives) dans le Bassim, & |'origine d’une contamination chimique desea
mise en évidence au moyen de réseaux de surveillAntsi, le réseau de surveillance REPAR (Réseau
opérationnel de suivi et d'expertise sur les playtitaires et biocides au niveau du Bassin d'Arcaehale
ses bassins versants) a démontré qu'au coursntédadeux pics de contamination dans les couas @t

le Bassin d’Arcachon sont généralement observépiaprintanier et un pic hivernal (REPAR, 2015).

Le pic printanier correspond a la période d'épaadias pesticides. Le pic hivernal est quant adu la
conjonction de deux éléments : le type de sol ftittde profondeur de la nappe d’eau souterraineeftet,

les Landes sont caractérisées par un sol sablesifiltrant. En hiver, cette nappe, qui s'est céargn
pesticides accumulés dans les sols, devient afieerr Cette eau chargée est alors drainée paoues c
d’eau jusqu'au Bassin d’Arcachon. Ce pic hiverrapdllution est généralement plus important quei cel
du printemps (REPAR, 2015).

Depuis la mise en place du REPAR en 2010, les miefdes plus retrouvées au sein de la Leyre et du
Bassin d’Arcachon sont principalement des herbic{@iégure 13) et notamment le métolachlore (R--ou S
en raison de I'impossibilité de différencier lesnmeres par la technique analytique mise en ceuvsese
meétabolites ESA et OA témoignant de son importatilieation (Figure 14) (REPAR, 2015, Taieal .,
2016).
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Figure 13 : Evolution des concentrations en pesticiau sein de la Leyre (A) et dans le Bassin d#ron a la
station de Grand Banc (a proximité de la sortig {REPAR, 2015).
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Apres le métolachlore, d’autres molécules de typebibide et algicide ont une forte empreinte de
contamination au sein du Bassin d’Arcachon : laciéiore, I'irgarol et le diuron (Figure 14).
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Azoxystrobine 1 0,1%
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Atrazine déséthyl | 01%
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Cyfluthrine | 0,1%

biméluchlore | 1 0,1%

Metsulfuron-methy 0,1%
Cyperméthrine 0,1%

Chloroteluron 0.1%

Figure 14 : Empreinte de contamination a la stadierirand Banc dans le Bassin d’Arcachon (Teipat., 2016).

Les éléments encadrés correspondent aux molécates merbicides (rose) et algicides (bleu).

Concernant la Leyre, les données d’empreinte dewsomation disponibles, moins récentes, montreat un
contamination chronique par le métolachlore, I'gatrobine, et 'acétochlore, et une contaminatitws p
ponctuelle par le diuron (Figure 15).
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Figure 15 : Suivi de la contamination de 33 petgigidans la Leyre entre mars 2010 et 2011 (Faugelle).

Le constat de la contamination de la Leyre et dgsiBad’Arcachon par des pesticides et algicidess a
guidé le choix des molécules a considérer dansaesix de thése.
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La prise de conscience de la contamination géséealiles eaux ainsi que les risques associés a cette
contamination pour les écosystéemes et 'homme,gereié la mise en place d’'une réglementation a

différents niveaux.

3.5. Réglementation

Les pesticides sont ainsi des molécules retrowlaes les environnements aquatiques et dont le eamebr
cesse de s'accroitre. Or, compte tenu (i) des otratens et du nombre parfois élevé de molécules
retrouvées dans les écosystemes aquatiques, (@) rdaltitude de sources a l'origine des contarionat
(agricole, domestique, industrielle, urbaine) néjalement (iii) des impacts délétéres que peuwarit a
ces molécules sur les organismes vivants non cilflesadre réglementaire de plus en plus contraigna
été mis en place au fil des années.

La réglementation qui concerne les pesticides esefé & deux niveaux: au niveau des substances
chimiques elles-mémes (REACh, plan Ecophyto) etiegiau de la protection des masses d'eau et des
écosystemes aquatiques (Directive Cadre sur 'HXQE et Directive Cadre Stratégie pour le Milieu
Marin : DCSMM).

Ces deux types de réglementations ont pour butod&dter la mise sur le marché des substances
(REAChH), de réguler l'utilisation de ces molécu(ptan Ecophyto) afin de limiter les concentrations

retrouvées dans I'environnement et ainsi limiterd#fets sur les organismes (DCSMM).

3.5.1. Réglementation visant a encadrer la vente et lutilisation des

substances chimiques

Au niveau européen, le réglement REACh (Registraiwaluation Authorization and Restriction of
Chemicals, Reglement n°1907/2006) a été mis ee pla”007 et vise a encadrer la mise sur le mdeché
substances chimiques dont les pesticides (proplyt®sanitaires et biocides). L'objectif de ce edgknt

est d’améliorer la protection de I'environnementdet la santé humaine contre les risques liés aux
substances chimiques tout en maintenant et rentdezaompétitivité de I'industrie chimique europée.

Il s'adresse aux industriels, qui doivent enregrstes substances qu'ils fabriquent ou importemowtir

la preuve que l'utilisation de la substance en tiprepeut se faire sans risque pour la santé henain
pour I'environnement. L’'autorisation ou la resioat de mise sur le marché incombe a des comités
d’experts de 'Agence Européenne des Produits Cuiesi (European Chemicals Agency, ECHA).

Au niveau national, le plan Ecophyto 2018, inite2808, avait pour objectif de réduire de 50% Kgsa
des produits phytosanitaires dans un délai de $0eancohérence avec les impératifs économiques et
technigues de production (en qualité et en quanfén champ d'action ne se limite pas a la sphére
agricole, puisqu’'un axe spécifique du plan concégadement les zones non agricoles. Le but n’gyast
été atteint, un second plan Ecophyto (Ecophyta &)¢ mis en place en 2015. Son objectif de réstude
50% de l'usage des pesticides est réaffirmé es@ien deux phases : une réduction de 25% d'ici 2020

une réduction de 50% d'ici 2025 grace a différeligpositifs tels que la loi de transition énergégigpour
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la croissance verte (Loi n°2015-992 du 15 aolt pOT6tte loi interdit, & compter dd' janvier 2017,
l'usage des produits phytosanitaires par I'Etat,dellectivités locales et les établissements psigour
I'entretien des espaces verts, voiries, forétg@npnades. Cette loi interdit également, a conthiet”
janvier 2019, la commercialisation et la détentilenproduits phytosanitaires & usage non profesionn

(jardiniers amateurs).

3.5.2. Réglementation visant a protéger les masses deau et les

écosystemes
La Directive Cadre sur 'Eau (DCE, 2000/60/CE) ws¢ directive européenne fixant un cadre de gestion
dont le but était d’'atteindre ou maintenir, ava@L%, un bon état écologique et chimique des masses
d’'eaux souterraines et superficielles (eaux santéh 1 mille nautique de la ligne de base seradat
mesure de la largeur des Eaux territoriales). Gbteetive donne ainsi une priorité a la protectitm
'environnement et a une utilisation durable dewWevia la préservation et la restauration detl'des
masses d'eaux. L'état chimique des masses d'eg&vase via la mesure des concentrations de saestan
prioritaires et la comparaison par rapport a umenaade qualité environnementale (NQE). Cette tiste
substances prioritaires est composée de 45 matédalpesticides, métaux et hydrocarbures (Annexe 1)
Le but n‘ayant pas été atteint en 2015, un repars $a forme d’'un second plan de gestion a étéemis
ceuvre (2016-2021) afin d'atteindre les objectifdgrennementaux au plus tard en 2027.
La Directive Cadre Stratégie pour le Milieu Marid@SMM, 2008/56/CE) est une directive européenne
fixant un cadre d’action dont le but est de rédlgseimpacts des activités humaines sur le miliatmm
Dans ce but, une stratégie de gestion a été émbfired’atteindre ou maintenir, d’'ici 2020, le bérat
écologique des cotes de 'ensemble des pays ems)fégs estuaires et a la limite de la Zone Ecameen
Exclusive (ZEE), située a environ 370 km au large.bon état écologique est défini selon onze
descripteurs, dont le descripteur 8 concerne émasnt les niveaux de concentrations en contaminants
(dont les pesticides) a ne pas dépasser. Cetietivirebasée sur une approche écosystémique, vise a
promouvoir 'utilisation durable des eaux marinestten préservant les écosystéemes. En raison de son
champ d’'applicabilité, elle est en lien direct awkautres directives comme la DCE ou les directives
Habitats/Faune/Flore (92/43/CEE) et Oiseaux (2CG0QAE).

La mise en place et I'application de la réglem@ntasont alimentées par les connaissances issges de
travaux de recherche et programmes de surveilurdesquels I'effort doit étre maintenu. Cela @ne
en particulier une meilleure connaissance du devenides effets des molécules dispersées dans

I'environnement.
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3.6. Devenir et toxicité des pesticides dans lenvi  ronnement
aguatique

Dans I'environnement aquatique, les pesticides greuavoir des devenirs différents. lls peuvent féat e
étre dégradés via des processus abiotiques efuasti engendrant la formation de métabolites é&/ou
minéralisation des molécules, et/ou étre bioaccésndéns les organismes. Leur devenir va impacter le

toxicité vis-a-vis des organismes aquatiques.
3.6.1. Dégradation

3.6.1.1. Dégradation abiotique

L’hydrolyse, I'oxydation ainsi que la photolyse stas principaux processus de dégradation abiotigse
pesticides (Wolfet al., 1990).

L’hydrolyse est une réaction chimigue entre lestigides et les molécules d'eau. Cette réaction,
température- et pH-dépendante, est fonction diedetgre chimique et des groupements fonctionrelad
molécule (Gaet al., 2012).

L'oxydation des pesticides est fonction de nombrdasteurs environnementaux comme le taux
d'oxygene, le pH, la concentration en métaux, leterau en matiére organique. Ces éléments peuvent en
effet catalyser la réaction (Geial., 2012).

La photolyse est une voie importante de dégradatsnpesticides, notamment par le biais des radati
UV. La présence de MOD dans le milieu peut stimolefreiner la dégradation des pesticides (voiti@ec
2.4.3. et Canonica, 2009). Les propriétés phydmmiques des molécules (solubilité dans I'eauniéfi
avec des molécules organiques, ionisation, vaatitin) peuvent également influencer la photodédjad
des pesticides (Burrovesal., 2002, Calvet, 2005).

3.6.1.2. Dégradation biotique (ou biodégradation)

La dégradation biotique est due a I'action desrisgaes vivants (végétaux, animaux, microorganismes)
C’est un processus majoritaire permettant de wamsfr les pesticides, jusqu’a leur minéralisationrp
certaines molécules : elles passent d'un état mpgud un état inorganique. C'est la seule voieptant

la disparition compléete de la molécule dans I'emvirement (Calvet, 2005).

Bien que de nombreux organismes soient capabldégtader, ce processus est essentiellement assuré p
des bactéries et des champignons en raison ddiVewsité et notamment de la multiplicité des ctons

de développement (Calvet, 2005). La biodégradatiépend de nombreux facteurs: les parameétres
physico-chimiques, I'état du pesticide (qui doiteét I'état dissous pour les microorganismes), sa
biodisponibilité et I'équipement enzymatique daspdsent les cellules.

La dégradation peut se faire par quatre voies&Bd Liu, 1990) :

—le métabolisme dit de routine : utilisation dstimde comme source d'énergie pour la croissar@ecg

aux enzymes dont dispose I'organisme ;
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—le co-métabolisme : transformations chimiques piesticides via une molécule (ou un ensemble de
molécules) qui favorise/permet la dégradation ;

— la conjugaison : réactions chimiques entre pdetoou avec d’autres molécules, qui sont cataysae
des enzymes extracellulaires ;

—les effets liés a l'activité des micro-organismesnsommation d’oxygene, production de composeés
organiques, modulation du pH qui vont agir dire@strsur la dégradation des pesticides (facilitation
inhibition).

Un autre parametre est également capital pour deadation des pesticides: la biodisponibilité (ou
capacité d'interagir) de la molécule pour les oigrans. La biodisponibilité est fonction de I'organi
étudié (physiologie), du pesticide, de son dewsniis I'environnement, c’est-a-dire de sa dégrauatiais
également de la présence de matiére organiquéaehment de la fraction dissoute. Les pesticidesgrau
s’adsorber sur les molécules de MOD : cette comafitex a pour conséquence de moduler leur
dégradation (Canonica, 2009), leur bioaccumulagtdaur toxicité (Alixet al., 2005).

3.6.2. Devenir et effets dans les organismes aquati  ques

Une fois passé les barrieres biologiqgues (membrares pesticides peuvent étre bioaccumulés,

biotransformeés et/ou induire des effets délétanekes organismes aquatiques dont les microalgues.

3.6.2.1. Bioaccumulation et biotransformation

La bioaccumulation peut se faire via la consommati® nourriture contaminée ou directement par sliver
phénoménes comme la diffusion passive, la filtratia diffusion facilitée (via un canal) ou via un
transporteur (Amiard, 2011). Plusieurs facteurbié@mfcent ce transport : la physico-chimie, le detgé
lipophilie de la molécule pesticide. Le potentiel bioaccumulation d'une molécule est évalué via le
coefficient de partage octanol/eaw,Ken raison de la polarité proche de I'octanol deecmembranes
lipidiques. Si le Log K, est inférieur & 1,5, la substance est polaireetjoaccumulable et si le Log K

est supérieur a 3, la substance est apolaire atduimulable (Amiard, 2011). Les pesticides, quivcent

une gamme de Logd§entre 1,0 et 8,0, ne sont donc pas tous bioaceinhasl(Calvet, 2005).

La biotransformation est un processus qui permebtwersion de la molécule-mére en métabolite. Ce
processus a pour but de détoxifier I'organisme. Unmaltitude de transformations chimiques,
essentiellement causées par des enzymes (cytochf#d®, catalase, glutathion S-transférase), peuven
avoir lieu. La nature de ces transformations, ajjp& l'intensité de détoxification, sont fonctioa th

molécule mais également de I'organisme (Amiard1201

3.6.2.2. Etude des effets des pesticides

L'exposition directe des organismes aux pesticigest engendrer des effets divers selon le type de
pesticide, la concentration, la durée d'expositianganisme, sa sensibilité et notamment ses d@gaae
détoxification. En effet, les pesticides aux modistion variés peuvent agir selon plusieurs types
réactions (Stenersen, 2004) :

— inhibition d’activités enzymatiques ;
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— perturbation de signaux chimiques via le bloageecepteurs ;

— génération de molécules trés réactives provodaaiéigradation de composants cellulaires ;

— altération des gradients de pH (qui se font auets des membranes) nécessaires a la production
d’énergie dans les mitochondries et les chloropast

— perturbation de la structure physique des merabregllulaires.

Pour évaluer limpact toxique de pesticides sur deganismes, différentes échelles peuvent étre
considérées : des communautés, populations, dvidog son métabolisme et les mécanismes cellglaire
jusgu'a I'échelle moléculaire (génomique, trangoriique). Aussi, dans les tests standardisés a®c d
microalgues comme celui de 'OCDE (2011), les sffgint évalués a I'échelle de la population staug

de croissance.

Depuis de nombreuses années, les effets des gestatint étudiés sur les microalgues a divers univéa
complexité (population, communautés, pesticidedsseu en mélange), que ce soit pour fournir des
données de toxicologie classiques (comme cellegesidans le cadre des autorisations de mise sur le
marché) ou dans le but d'évaluer plus précisémest donségquences d'expositions en conditions
environnementales.

De trés nombreuses études ont porté sur l'influelecenolécules seules sur des especes dulgaquitoles
marines (Bérardt al., 2003, Maet al., 2003, Maet al., 2006). Les impacts sont généralement évalués sur
la croissance mais également sur la photosyntbiétede nombreux herbicides (pres de 50% ; Steners
2004). Maet al. (2006) ont par exemple démontré que parmi 40 tidds comprenant neuf modes
d’action différents, testés sur la microalgeaphidocelis subcapitata, les molécules les plus toxiques
étaient l'atrazine, I'amétrine, le diuron, l'isofinmn et la simazine. Parmi les neuf paramétrdedigques
étudiés, les plus sensibles étaient les proce$misgynthétiques, la division cellulaire et la bgse des
lipides. La toxicité des pesticides est aussi @rfaée par la présence d’autres contaminants ; &gsi
pesticides en mélange peuvent donner lieu a dets effnergiques, additifs, antagonistes (Cedergteen
al., 2007, Faust al., 1993, 1994). L’'acquisition de données de toxigikdividuelle des molécules
considérées devrait donc, dans la mesure du pmssiblccompagner d'études intégrant les effets de
mélange, pour mieux comprendre les phénoménesgéntant en milieu naturel (Altenburgetral., 2004).

Le réalisme environnemental peut également étrdéicaagnén considérant les communautés naturelles de
microalgues (Bérard & Benninghoff, 2001, Hartgersal., 1998, Kim Tiamet al., 2016, Roubeixt al.,
2011a). Par exemple, Knaueital. (2008) ont observé gu'une communauté phytoplaigpiend’eau
douce exposée aux herbicides atrazine, isoproairdiuron, seuls et en mélange, montrait une diioimu
des impacts toxiques au cours du temps (exposit®rb semaines). Ce résultat peut traduire une
diminution des concentrations de pesticides et/oe acquisition de tolérance correspondant a une
restructuration de la communauté (remplacement tedrsns sensibles par des taxons tolérants).
L’augmentation du niveau de complexité des expériat®ns (considérant notamment les communautés
et/ou les mélanges de molécules) au profit dusréalienvironnemental s’accompagnéortiori d’'une

difficulté d'interprétation des résultats et de poémension des mécanismes du fait des interactions
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multiples entre les différents compartiments. Ausssimplification des systemes par la mise enresuv

d’expérimentations en laboratoire est complémentaiur mieux appréhender les mécanismes en jeu.

3.7. Caractéristiques et toxicité des pesticides ch  oisis vis-a-vis

des microalgues

3.7.1. Caractéristiques des molécules sélectionnées

Trois molécules ont été choisies, a partir des éesmle contamination du Bassin d’Arcachon et de la
Leyre, en fonction des criteres suivants :

— molécules herbicides et/ou algicides de famillesiiques différentes ;

— molécules les plus concentrées et/ou les plgedrément détectées.

Il a donc été décidé de sélectionner :

— I'herbicide S-métolachlore (2-Chloro-N-(2-ethyhtethylphenyl)-N-[(1S)-2-methoxy-1-
methylethyllacétamide ; famille des chloroacétasjidsomére du métolachlore autorisé sur le matehé
R- étant interdit) et présent de fagon chronigues da Leyre et le Bassin d’Arcachon ;

— I'herbicide et algicide diuron (1-(3,4 dichloraptyl)-3,3dimethylurée ; famille des phényluréeserdit

en usage agricole et biocide depuis 2008 (Diretiiveide 98/8/CE et arrété du 21/08/2008) maisotas
utilisé comme antimousse en traitement de facadi/é de facon plus ponctuelle dans la Leyre et le
Bassin d’Arcachon ;

— l'algicide irgarol (2-methylthio-4-tertbutylamir®-cyclopropylamino-s-triazine ; famille des triags),
interdit depuis 2016 par la Commission Européeb@igion d'exécution n°2016/107 de la Commission
du 27/01/16) mais encore tres utilisé dans le mondame biocide dans les peintures antisalissurdessu
bateaux. Il est ponctuellement retrouvé dans IsiBasArcachon.

Les caractéristiques des trois molécules sont misedans le Table 3.

Les principaux produits de dégradation connus:sont

—diuron: DCPMU (1-(3,4-dichlorophényl)-3-methyde), 1,2,4-DCPU (1-(2,4-dichlorophényl)urée),
1,3,4-DCPU (1-(3,4-dichlorophényl)urée), DCA (dmtdanilide) (Giacomazzi & Cochet, 2004) ;

— irgarol : métabolite M1 (2-méthylthio-4-tert-blatynino-6-amino-s-triazine) (Liet al., 1997, Okamurat

al., 2000b) ;

— S-métolachlore : meétolachlore OA (acide [(2-étyyhéthylphenyl)(2- méthoxy-1-
meéthyléthyl)amino]Joxo acétique), métolachlore ESKide 2-[(2-éthyl-6-méthylphényl)(2-méthoxy-1-
meéthyléthyl)amino]-2-oxo-éthane sulfonique) (Riva2@03).
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Table 3 : Propriétés physico-chimiques des troigcutes étudiées (f: temps de demi-vie).

Les pesticides

. Typar
) Poids o Typpar
. ) Numéro o . ) Solubilité dans hydrolyse o
Composé Famille Structure chimique moléculaire n | 109 Kow photolyse dang  Références
CAS l'eau (mg.L") dans l'eau o
(uma) o l'eau stérilisée
stérilisée
HN
o PR . R | (INERIS, 2012,
Irgarol Triazines 28159-98-0 NN 253,4 9 40 Tres stable 36 a 148 jours

M| CHs Tetkoet al., 2005)

HzCS™ 'N H CH3

CHs
Cl o
_ ) ] )J\ . i (INERIS, 2007,
Diuron Phénylurées 330-54-1 -CHs 233,1 35 2,9 Tres stable 43-2180 jours
Cl NN Tetkoet al., 2005)
CHg3
CHa
O .
) o cl \)j\ . ) (Rivard, 2003,
S-métolachlore Chloroacétamides 51218-45-2 N 283,8 530 3,4 Trés stable >30 jours

Tetkoet al., 2005)
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3.7.2. Toxicité des trois substances vis-a-vis des microalgues

L'irgarol et le diuron, bien qu'appartenant a déamilles différentes, ciblent tous deux la photdkgse.

En effet, ils inhibent le transport d’électronsrerieés quinones A et B du photosysteme |l (cf.ipdréd.1
pour le détail de la photosynthése) (Jones & Kdls@@03, Nimbalet al., 1996). Le S-métolachlore
inhibe quant a lui les élongases localisées awanide réticulum endoplasmique et des mitochonduées
interviennent dans la synthése des acides grasigudochaine (Fuerst, 1987, Gotz & Boger, 2004,
Vallotton et al., 2008). Cette inhibition entraine notamment urégétibre dans la composition des acides
gras des membranes, conduisant a une perte déérigidde perméabilité des parois (Boger, 2003,
Schmalfuf¥t al., 1998).

Les diverses études écotoxicologiques réaliséaesdmgecultures monospécifiques de microalgueseet av
ces trois molécules ont montré que la toxicitét déaiction de I'espéce étudiée mais également de la
molécule. Une partie des résultats disponibles ttarsbliographie ont été synthétisés sous forme de
tableaux (Table 4 pour l'irgarol, Table 5 pour ierdn et Table 6 pour le S-métolachlore).

Pour l'irgarol, la concentration causant I'inhibiti de 50% de la croissance ¢gEetait comprise entre
0,116 pg.L* pour la chlorodendrophycéeetrasdmis sp. et 2,3 ug.L pour la chlorophycégdenastrum
capricornutum (Table 4), démontrant la trés forte toxicité déecenolécule a de faibles concentrations.
Pour le diuron, la Cf pour la croissance est globalement plus élevée afdre de grandeur que pour
lirgarol au regard des données disponibles : @¢1,1™* pour la chlorophycéRaphidocdis subcapitata &
prés de 27 pg:Lpour la diatomédlavicula forcipata (Table 5). Enfin, pour le S-métolachlore, la pldgs
CEs pour la croissance couvre une gamme allant deg8'pour Chlorella pyrenoidosa & prés de

21 280 pg.L* pourTetraselmis suecica. Ainsi, la toxicité des trois molécules peut &rgonnée de la facon
suivante : irgarol > diuron > S-métolachlore. Dfaupart, les études ont montré que la sensibitig d
parametres biologiques étudiés était fonction elspEce de microalgue. En effet, Buehal. (2009) ont
ainsi montré que suite a une exposition a de taigéa photosynthese était plus inhibée que lsssamce
pour Fibrocapsa japonica, contrairement detrasdmis sp. (croissance plus inhibée que la photosynthese)
(Table 4).
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Les pesticides

Table 4 : Effets de l'irgarol sur diverses espéemicroalgues (G&: concentration efficace causant une diminutioB@¥% du paramétre biologique étudié par rapportéumwins).

Espéces microalgales Milieu de vie Parametre Coratiem (ug.L") Références
) _ CEs croissance (72h) 1,6 (Okamutaal., 2003)
SHenastrum capricornutum dulcaquicole i
CEs croissance (72h) 2,3 (Okamutaal., 2000a)
_ _ ] CEs croissance (72h) 0,618
Fibrocapsa japonica R (Bumaet al., 2009)
CEso photosynthese (72h) 0,110
_ CEso croissance (72h) 0,116
Tetrasemis sp. (Bumaet al., 2009)
CEso photosynthése (72h) 0,230
Skeletonema costatum CEs, croissance (96h) 0,57 (Baal., 2011)
Thalassiosira pseudonana marine CEs, croissance (96h) 0,38 (Betal., 2011)
Dunalidlatertiolecta CEs croissance (96h) 11 (Gatidou & Thomaidis, 2007)
Navicula forcipata CEs, croissance (96h) 0,6 (Gatidou & Thomaidis, 2007)
CEs croissance (72h) 0,406
R (Bumaet al., 2009)
Emiliania huxleyi CEso photosynthese (72h) 0,604
CEs croissance (72h) 0,25 (Devilhal., 2005)
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Les p

Table 5 : Effets du diuron sur diverses especasici®algues (Ck: concentration efficace causant une diminutioB@lé du parameétre biologique étudié par rapportémoins).

esticides

Espéces microalgales Milieu de vie Paramétre Coratim (ug.L") Références
Emiliania huxieyi CEso croissance (72h) 2,26 (Deviltaaal ., 2005)
Navicula forcipata CEsq croissance (96h) 27 (Gatidou & Thomaidis, 2007
Dunalidlatertiolecta marine CEs, croissance (96h) 59 (Gatidou & Thomaidis, 200]
Skeletonema costatum CEs, croissance (96h) 59 (Babal., 2011)
Thalassiosira pseudonana CEsq croissance (96h) 4,3 (Babal., 2011)
Raphidocdlis subcapitata CEsq croissance (96h) 0,7 (Mahal., 2006)
Sdlenastrum capricornutum dulcaquicole CEsq croissance (72h) 6,6 (Okamuataal ., 2003)
Chlordla vulgaris CEsq croissance (96h) 4,3 (Maal., 2002)
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Table 6 : Effets du (S-)métolachlore sur diversggees de microalgues (§gEconcentration efficace causant une diminutio®@ du parametre biologique étudié par rapporténnoins ;

met : métolachlore ; S-met : S-métolachlore).

Especes microalgales Milieu de vie Paramétre Coratiem (1g.L) Références
SHenastrum capricornutum (met) CEs croissance (96h) 84 (Fairchildet al., 1998)
Chlordlawvulgaris (met) CEs croissance (96h) 203 (Fairchédal., 1998)
Chlamydomonas reinhardi (met) CEso croissance (96h) 1138 (Fairchildet al., 1998)
Scenedesmus quadricauda (met) CEs croissance (96h) >3 000 (Fairchildet al., 1998)
Microcystis sp. (met) dulgaquicole CEs croissance (96h) >3 000 (Fairchildet al., 1998)
Anabaena flosgue (met) CEso croissance (96h) >3 000 (Fairchildet al., 1998)
Raphidocelis subcapitata (met) CEs croissance (96h) 5508 (Meal., 2006)
Chlordla pyrenoidosa (S-met) CEso croissance (96h) 68 (Liu & Xiong, 2009)
Scenedesmus vacuol atus (S-met) CEso croissance (48h) 2 300 (Vallottenal., 2008)
Tetraselmis suecica (met) CEs croissance (72h) 21 280 (Ebenezer & Ki, 2013)
Ditylumbrightwellii (met) marine CEs croissance (72h) 423 (Ebenezer & Ki, 2013)
Prorocentrum minimum (met) CEso croissance (72h) 73 (Ebenezer & Ki, 2013)
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Cependant, des études comme celle de Delorgnaio (2013) et Knaueet al. (2007) ont également
montré que la toxicité des herbicides étudiés &aittion de paramétres physico-chimiques telslgue
température, la salinité et la teneur de carborie (n@tiére organique représentant environ 10% du
carbone organique total dans les sédiments ; Krewatr, 2007). DeLorenzet al. (2013) ont observe
gu’une augmentation de température ne modifiaitgptscicité du diuron (concentration testée delgQ”

Y et de lirgarol (concentration testée de 10 fj.lsur la croissance d®unaliella terciolecta,
contrairement a l'augmentation de salinité, quicexaait I'impact toxique du diuron. En revanche, le
couplage des deux augmentait fortement la toxuw#é herbicides. Knauet al. (2007) ont mis en
évidence une diminution de 10% de la toxicité durafi & la concentration de 5 pg.kis-a-vis de la
photosynthése de la microalgBseudokirchneriella subcapitata, en présence de carbone noir, une partie
du diuron sétant adsorbée dessus. Ces deux eétiidsgrent ainsi linfluence de facteurs
environnementaux susceptibles de modifier la ttéxides herbicides et notamment la matiére organique
présente dans I'environnement. Ce volet est eniogpepeu étudié étant donné l'influence exercédgsar
composantes du milieu aquatique sur les interactiaire les microalgues et les pesticides.

D’autre part, dans un souci de réalisme environnéhel est également pertinent de travailler s dieses
environnementales et avec des mélanges de pestierdeaison des interactions possibles entre mekc
(Cedergreen, 2014, Cedergrekal., 2007, Gatidou & Thomaidis, 2007). Fernandez-Asta. (2002) ont

par exemple observé que les effets de l'irgarotietdiuron en mélange sur de la croissance de la
microalgue Sdenastrum capricornutum étaient synergiques, c'est-a-dire que l'effet oldsestait plus

important que la somme des effets de chaque melgdsk individuellement.
4. Objectifs de I'étude

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail ontdbté :

— d’évaluer dans quelle mesure la MOD naturelle pluencer des microalgues dul¢aquicoles et rearin
en conditions non axéniques ;

—d'évaluer, sur ces microalgues, la toxicité déstpesticides (le diuron, lirgarol et le S-métbibre)
présents seuls et en mélange, a des concentnaadistes du point de vue environnemental ;

— d'évaluer si la présence de MOD naturelle peuduies cette toxicité.

Pour répondre a ces objectifs de travail, la ré#dis de deux études préliminaires, mettant en edasr
microalgues en présence des pesticides uniquenéé@treécessaire pour tester (i) la réponse de aoxve
parametres biologiques comme la mobilité des diégsnet (ii) pour évaluer la toxicité de l'irgaroldz
diuron seuls et en mélange sur une partie des essigdadiées (marines). Ces deux études, qui ant fai
I'objet de publications, sont présentées dans epi@es 3 et 4 du manuscrit.

La suite des recherches se sont centrées sur gap&ees de microalgues en cultures non axénigees :
especes d'eau douddgmphonema gracile (diatomée) e§phaerellopsis sp. (chlorophyte)) et deux espéces
d’eau de merCGhaetoceros calcitrans (diatomée) eTetrasdmis suecica (chlorophyte)) et les effets ont été

évalués sur la croissance, l'efficacité photosytighé et la quantité relative de lipides intradalhes. Les
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cultures étant non axéniques (non exemptes derieatda concentration bactérienne a également été
évaluée. Afin d’essayer de comprendre au mieugffets biologiques observés et les interaction® des
trois composantes (microalgues, MOD et pesticide®, caractérisation de I'environnement chimique a
€galement été réalisée : mesure des concentratiopssticides, en sels nutritifs et en carbonenayga

dissous mais également diverses mesures optiquesgeant sur certaines caractéristiques de la MOD.
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Chapitre 2 — Matériels et Méthodes Prélévement et isolement de la matiére organique dissoute (MOD) naturelle

Dans ce chapitre sont présentés les objets d’étildés pour répondre aux objectifs généraux dbdae,

les matériels et méthodes des études préliminaliyesont donc pas présentés, ces derniers étesenise
dans les Chapitres 3 et 4. Ce chapitre présenteldanatiere organique dissoute (MOD) naturelle (so
préléevement et son isolement), les quatre espéresiaoalgues étudiées ainsi que la préparation des
molécules (irgarol, diuron et S-métolachlore). S&iit le principe des expérimentions réalisées pour
évaluer linfluence de la MOD sur la toxicité dexlhicides vis-a-vis des quatre especes. L'enseddse
analyses biologiques et chimiques avec le primbgzetechniques utilisées y est ensuite détailliin,Hes

analyses statistiques appliquées aux données ebtsont présentées.
1. Préelevement et isolement de la matiere organique

dissoute (MOD) naturelle

1.1. Choix des sites

Pour réaliser les expositions des cultures de algues a de la MOD naturelle caractéristique de leu
milieu de vie, la MOD a été prélevéee a partir dexdgtes : le ruisseau de Rebec (pour les expésemec
les microalgues dulcaquicoles) et la station dexéGBanc dans le Bassin d’Arcachon (pour les expétie

avec les microalgues marines) (Figure 16).

Océan Atlantique

Figure 16 : Localisation des sites de prélévemeatuddans le ruisseau de Rebec (A) et dans lerBdigsicachon
a la station de Grand Banc (B).

Le ruisseau de Rebec est un petit tributaire deyee long de 4,1 km traversant a la fois des $oeétdes
milieux semi-naturels (sur 83,5% de son trajetiajue des territoires agricoles (sur 13,5% detrsgpet)
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(Sandre, 2017). Ce ruisseau a été choisi caijektsedans la Leyre qui est le principal tributalteBassin
d’Arcachon, et parce qu'il draine un bassin vergaut agricole, limitant ainsi les apports de comation
chimique. La station de prélévement est située tmarmartie aval du ruisseau, a 700 m du point de
confluence avec la Leyre.

La station de Grand Banc est suivie historiquenfehytoplancton et chimie) par le Réseau REPAR
(Réseau opérationnel de suivi et d'expertise surplg/tosanitaires et biocides au niveau du Bassin
d'Arcachon et de ses bassins versants). Cettansthtiréseau de surveillance est la plus procle si@tie

du Bassin et donc la plus soumise aux apports iogéem Elle a été choisie afin d’avoir le maximues d

influences océaniques et de minimiser l'influenes apports fluviaux.

1.1. Prélevement de la MOD naturelle

Afin de pouvoir isoler et concentrer la MOD natlggetles prélevements d’eau ont été réalisés papgugen

au niveau des deux stations sélectionnées. Lestéicms d’eau ont été conditionnés dans des bidiens

20 L préalablement lavés avec du RBS 50, déteajealin et chloré permettant de retirer toute trdee
contamination organique, abondamment rincés a léaurobinet puis a I'eau ultrapure (Milli-Q,
Millipore).

Un volume de 91 L d'eau de mer a été prélevé Imas 2015 dans le bassin d’Arcachon au niveau de la
station Grand Banc (coordonnées : 44°39'59.8981R12'45.88"0) (Figure 16). L’'eau a été collectée a
1,50 m de profondeur & marée haute afin de liraitemaximum l'influence des apports en eau douce. Le
coefficient de marée était de 53.

Un volume de 97 L d’eau douce a été préleve levtiB2015 dans le ruisseau de Rebec (coordonnées :
44°35'16.962"N - 0°56'2.239"0) (Figure 16).

1.2. Isolement de la MOD naturelle

Les échantillons d’eau contenaient initialemeninkiére organique vivante et non vivante, sous dorm
particulaire (MOP) et dissoute (MOD). Afin d’élinenla MOP, les échantillons d’eau douce et manme o
été filtrés immédiatement aprés le retour au
laboratoire & l'aide de cartouches filtrantes
Whatman Polycdf 75TF en Teflon de

porosité de 0,45 um (Figure 17). Chaque

Filtre Polycap™ 75TF

cartouche filtrante utilisée a nécessité un

Echantillon non

conditionnement préalable avant utilisation : fitre
(MOP+MOD)

Echantillon
filtré (MOD)

0,4L de méthanol (qualité Ultra Gradient
HPLC, Baker, France) suivi de 5L deau
ultrapure (Milli-Q, Millipore) et de 1L d'eau

3 . i L 3 I(:Jgure 17 : Premiere étape d'isolement de la MCiDrelte par
échantillonnée ont été passés au travers o

] filtration sur 0,45 pm.

chaque filtre. L’'eau contenant la MOD
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utilisée pour réaliser les expérimentations avec les cultures de microalgues a ensuite été dessalée (pour la

MOD marine) et/ou concentrée environ 10 fois. Ces procédures sont détaillées dans les parties suivantes.

1.2.1. Concentration de la MOD

Les MOD dulgaquicole et marine ont été concentrées par osmose inverse, a I’aide d’un pilote (TIA) équipé
d’une membrane FILMTEC™ SW30-2540 (congue pour dessaler I’eau de mer). Cette technique repose sur
la réversibilité du phénomene d’osmose. En effet, lorsque deux solutions de concentrations différentes sont
séparées par une membrane semi-perméable, les molécules d’eau vont passer au travers de la membrane de
la solution diluée vers la solution concentrée afin d’équilibrer les concentrations de part et d’autre : c’est le
phénomeéne d’osmose. Une pression supérieure a la pression osmotique (correspondant a la pression
neécessaire sur la solution concentrée pour que le flux d’eau s’annule) doit étre appliquée pour inverser ce
flux osmotique, le flux d’eau va ainsi étre dirigé de la solution concentrée vers la solution diluée : c’est le

phénomene d’osmose inverse (Figure 18).

Membrane semi-
perméable

Pression

; Pression >t
osmotique 1
Eau
pure
Solution Solution
diluée concentrée EQUILIBRE OSMOSE
OSMOSE OSMOTIQUE INVERSE

Figure 18 : Principe du phénomene d’osmose et d’osmose inverse (Huguet, 2007).

Appliqué a nos échantillons, ce principe permet de concentrer la MOD via I’élimination des molécules
d’eau. Le schéma du pilote utilisé est présenté dans la Figure 19. 1l est important de préciser que plusieurs
cycles de nettoyage ainsi que des contrbles de propreté (par spectrofluorimétrie) et de qualité ont été
réalisés avant la concentration. De la méme fagon au cours du processus de concentration des échantillons,
différents paramétres ont été suivis : la température, la pression, le pH et la salinité afin d’éviter toute

modification de I’échantillon.

Echangeur de Vanne a pointeau

chaleur Manometre 2
Rétentat CP

Thermomeétre

Echantillon

Membrane

|
L T
Réservoir l

Perméat

Vanne de décharge

YT @

Vanne 1 Vanne 2 Pompe haute pression Manometre 1

Figure 19 : Schéma du pilote d’osmose TIA (rétentat = ce qui est retenu par la membrane, c’est-a-dire la matiére

organique et les sels ; perméat = ce qui passe au travers de la membrane, de I’eau).
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D’autre part, la concentration des échantillons provoguant une augmentation de température, ceux-ci ont
été refroidis au cours du processus (refroidisseur LAUDA WK1200). Les échantillons d’eau douce (96 L)
et d’eau de mer (90 L) contenant la MOD ont été concentrés jusqu’a un volume final de respectivement 9,6
et 9,5L ; soit un facteur de concentration de 10 pour I’eau douce et de 9,5 pour I’eau de mer. La

température maximale atteinte n’a pas excédé 14°C pour I’eau douce et 23°C pour I’eau de mer.

1.2.2. Dessalement de la MOD

En raison de la concentration simultanée des sels lors de I’étape d’osmose inverse, la MOD marine a du
étre dessalée. Le dessalement a été effectué, avant et aprés concentration, a I’aide d’un pilote
d’électrodialyse (pilote EUR2B-10P, Eurodia). Cette technique séparative est basée sur le transfert sélectif
d’ions (= diffusion) a travers des membranes sous I’effet d’un champ électrique. Un empilement de deux
types de membranes homopolaires a été utilisé : les membranes échangeuses d’anions (dites anioniques,
permettant le passage des anions (comme CI) et au nombre de 10) et les membranes échangeuses de
cations (dites cationiques, permettant le passage des cations (par exemple Na") et au nombre de 12)

(Neosepta, Tokuyama Corporation, Japon). Le principe est présenté dans la Figure 20.

Diluat = échantillon dessalé

Concentrat =|solution concgntrée en sels

A c A c A

|__le}

" @ ) c
A
: g :
D Na* N a H
E o
@ & g
+ Cl-

(N S (e =

[ Echanti!loJ [ I [

Figure 20 : Représentation schématique du principe de I’électrodialyse. A et C correspondent respectivement aux
membranes anioniques et cationiques. Elles sont au nombre de 10 pour les anioniques et 12 pour les

cationiques (D'apres Huguet (2007)).

Appliqué a nos échantillons, ce principe permet de dessaler la MOD via I’élimination des sels. Le schéma
du pilote utilisé est présenté dans la Figure 21. 1l est important de préciser, tout comme pour I’osmose
inverse, que plusieurs cycles de nettoyage ainsi que des controles de propreté (par spectrofluorimétrie) et
qualité ont été réalisés avant le dessalement. De la méme facon au cours du processus de dessalement des
échantillons, différents paramétres ont été suivis : la température (qui augmente au cours du processus), la

salinité, la tension, I’intensité et le pH afin d’éviter toute modification de I’échantillon.
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Empilement
membranaire

Concentrat Electrodat Diluat

Pompe centrifuge

Vanne de vidange g

Figure 21 : Schéma du pilote d’électrodialyse (emtrat = cuve vers laquelle vont migrer les sels ;

diluat = cuve contenant I'échantillon a dessafdectrodat = cuve contenant I'électrolyte).

La température maximale atteinte au cours du psasede dessalement était de 24°C. La salinité de
I'échantillon avant et aprés concentration étaiB8esalinité du milieu de culture utilisé ensytir les
expérimentations).

La qualité de la MOD a été vérifiee par fluoreseeBD (détaillée dans la partie 6.4.2.) avant eésapr

dessalement et concentration.
2. Materiel biologique

Pour chaque milieu d'étude, deux especes ont éigieh :
— Gomphonema gracile (diatomée) eBphaerdlopsis sp. (chlorophyte) pour le milieu dul¢aquicole ;

— Chaetocer os calcitrans (diatomée) eTetrasamis suecica (chlorophyte) pour le milieu marin.

2.1. Especes dulgaquicoles

Les deux espéces dulcaquicodsmphonema gracile et Sphaerellopsis sp. ont été isolées par micro-
manipulation sous microscope inversé a partir écimantillon de biofilm naturel prélevé dans le se@u

de Rebec en décembre 2013. Ces deux espéces, éroquas, ont été cultivées en milieu Dauta stérile
(Dauta, 1982) (Annexe 2) dans une armoire de euthermostatée (610 XAP, LMS LTDUK) & 17°C
sous une intensité lumineuse de 67 + 0 umoktravec un cycle jour:nuit de 16h:8h. P@haerellopsis

sp., des tests préliminaires de vitesse de craissamt également été effectués avec du milieu iereu
WC (Guillard & Lorenzen, 1972), couramment utiligéur la culture de microalgues d’eau douce. Les
résultats n’étant pas meilleurs que ceux obtenes l@vmilieu Dauta, il a été décidé de ne pas poues

avec ce milieu de culture.
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2.1.1. Gomphonema gracile Ehrenberg, 1838

Gomphonema gracile (Figure 22) est une diatomée benthique pennéertappat a la famille des

Gomphonemataceées. Les cellules possedent des hahéespolaires et striées avec un stigma dame l'ai
centrale. Les valves ont une longueur et une largawiant
respectivement de 20 a 80 um et de 4,5 a 9 umh@dic 2015).

Les cellules d&. gracile peuvent étre mobiles ou fixées au substrat’

par un pédoncule et vivre seules ou regroupéeseiu ddune

matrice. Cette espéce peuple préférentiellemerles [égérement
acides. Elle est considérée comme trés sensibiecés dypes de ;
pollution (selon son profil écologique dans I'IBDCpsteet al., e ol

2009) et est retrouvée dans de nombreuses zonesodde Figure 22 : Frustule d8omphonema
(Germain, 1981, Verma & Nautiyal, 2016, Villeneug&ePienitz, gracile (- Costé€).
1998).

2.1.2. Sphaerellopsis sp. Korshikov, 1925

Compte-tenu des modifications engendrées par la aemisculture des cellules ainsi que des description
trés proches des espéces du g8plnaerellopsis, le taxon cultivé

nN'a pas pu étre définitivement identifié jusqu’aiveau de " o~
lespece (Figure 23). En effet, il peut s’agir despece Wt :
Sphaerellopsis fluviatilis (F. Stein) Pascher 1927 ou de I'espece | 70
Sphaerellopsis gloeocystiformis (O. Dill) Gerloff 1940, trés
proche morphologiquement (Pente Cost, 2011). Daussite de

cette étude, afin d'éviter toute confusion, cells@a nommée

) Figure 23 : Cellules d&phaerellopsis sp.
Sphaerellopsis sp. o
isolées (Laplace-Treytute
Il s’agit d'une chlorophyte appartenant a la familbdes
Chlamydomonadacées. Les cellules ellipsoides & Ipzatine sont caractérisées par leurs chloropgaste
forme de coupe et par la présence de deux flagadletaille identique. Les cellules ont une largeur
comprise entre 10 et 20 um et une longueur compnse 14 et 30 unle genrePphaerelopss est
retrouvé dans les eaux européennes ainsi que emmslix nord-américaines (Nakada & Nozaki, 2015,

Pente Cost, 2011).

2.2. Espéces marines

Les cultures non axéniques @kaetocer os calcitrans (CCMP 1315) effetrasdmis suecica (CCMP 904)
proviennent du Provasoli—-Guillard National CentarMarine Algae and Microbiota (NCMA). Elles ont
été cultivées dans une armoire de culture thermées{ST5+, POL-EKO-AparatdtaPoland) & 17°C et
sous une intensité lumineuse de 106 + 0 pnfokhavec un cycle jour:nuit de 16h:8h. Les deux espéce

ont été maintenues dans du milieu de culture etdal milieu f/2 pourT. suecica et f/2+Si pourC.
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calcitrans (Guillard, 1975, Guillard & Ryther, 1962) (Annexg 8es milieux de culture sont fabriqués a
partir d'eau de mer naturelle provenant de la pailet la Varde prés de Saint-Malo, filtrée sur @ 2Ret

autoclavée, a laquelle sont ajoutés les différ&@tsents stériles (Annexe 3).

2.2.1. Chaetoceros calcitrans (Paulsen) Takano, 1968

Chaetoceros calcitrans (Figure 24) est une diatomée planctonique appartenala famille des
Chaetocerotacées. Les cellules portent sur chaajue une
paire d'expansions siliceuses latérales munies ireép
appelées soies. La taille des cellules est géndzate
comprise entre 5 et 10 um (Ricard, 1987, Robedi.,
2004). Cette espéce est couramment retrouvée dans d

le}

nombreuses mers tempérées du globe. Elle eséetién

écloserie comme algue fourrage pour les larves de
. Figure 24 : Cellule d€haetoceros calcitrans
mollusques et de crevettes en raison de ses gualité
B _ o ) (Stachowski-Haberkof).
nutritionnelles (riche en lipides de type choled)gMuller-

Feugeet al., 2007b, Robett al., 2004).

2.2.2. Tetraselmis suecica (Kylin) Butcher, 1959

Tetraselmis suecica (Figure 25) est une chlorophyte planctonique dppant a la famille des
Chlorodendracées. Les cellules sont ovoides a fissei et sont
caractérisées par la présence de quatre flageluxé
(Chrétiennot-Dinet, 1990).

Les cellules ont une taille généralement comprise® et 11 um
(Robertet al., 2004). Cette espece est ubiquiste en milieurcotie

tempéré. Elle est trés largement utilisée en édpseomme
fourrage pour de nombreux organismes aquatiquemgcdes, Figure 25: Cellule de Tetraselmis
crevettes, mollusques) en raison de sa forte ptividécet de sa suecica (CCMP).

teneur riche en lipides et notamment en acidespplgsinsaturés

(Muller-Feugaet al., 2007a, Muller-Feugat al., 2007b, Stattrup, 2007). Ces derniers font qu'efie

également étudiée pour la production de biocarhuran

3. Préparation des solutions de pesticides

Pour chaque pesticide, une solution mére de 500 fray.été préparée & partir de méthanol pur et de
molécules sous forme de poudre pure & plus de 98@ld lirgarol (Pestand) et le S-métolachlore
(Pestandl) et & plus de 98% pour le diuron. Ces trois mddécont été achetées chez Sigma Aldrich

(Seelze, Allemagne).

81



Chapitre 2 — Matériels et Méthodes Principe des expérimentations

A partir de ces trois solutions meéres, quatre misitde travail ont été réalisées pour chaque mieléans

de I'eau Milli-Q ultrapure stérile (Table 7) :

Table 7 : Concentration et pourcentage de méthdan les solutions de travail utilisées pour laammation des

ballons lors des expérimentations.

Irgarol et Diuron S-métolachlore

Concentration (mg.t) 0,002 0,02 0,006 0,06 0,02 0,2 0,06 0,6

Pourcentage de

p 0,0004| 0,004| 0,0012 0,01
méthanol

N

0,004 0,04 0,012 0/12

4. Principe des expérimentations

Quatre expériences indépendantes ont été rédlisaepar espece). La durée de ces expérimentatiétés
fonction de la cinétique de croissance de chaquicesle microalgue. Ainsi, les expériences ont skepé
jours pourG. gracile, 14 jours pouiSphaerellopsis sp. et six jours pour les deux especes marines. Ce
expérimentations ont été réalisées dans des balongrre borosilicaté préalablement calcinés @50
pendant 6 heures et autoclavés 20 minutes a 12R60r I'ensemble des expériences, le volume
expérimental était de 60 mL.

Pour chaque expérience, les influences seulesisées de la MOD et des pesticides ont été testigdss
cultures de microalgues (Figure 26). Pour ce féarenoitié des ballons a été remplie avec du mitieu
culture (Dauta pour les espéces d’eau douce, 2 acsuecica et f/2-Si pourC. calcitrans) : condition
sans MOD. La seconde moitié des ballons a été iempkc du milieu de culture et de la MOD
concentrée : condition avec MOD. Dans ce dernisr Banrichissement du milieu de culture en sels
nutritifs a été ajusté en considérant I'ajout de IM&mme un facteur de dilution, de fagon a ce que |
concentration finale en nutriments soit la méme dgpes la condition sans MOD. Le volume de MOD
ajouté a été calculé de facon a avoir une condiemtrdinale égale a deux fois la concentration
environnementale au moment du préléevement, ceagréspond a des niveaux communément retrouves
dans I'environnement d’étude (données issues des sle 2008 a 2012 des projets Région Aquitaine
OSQUAR et OSQUAR 2). Les concentrations finalesvi@D dans les ballons étaient ainsi de 12,9
mgC.L" pour les espéces dulcaquicoles (pour une contientranvironnementale de 6,5 mgC.hau
moment du prélévement) et de 2,2 mgE.pour les espéces marines (pour une concentration
environnementale de 1,1 mgC.au moment du prélévement).

Au sein de chacune de ces deux conditions (aveanst MOD), neufs traitements « pesticides » ont été
appliqués :

— un traitement témoin (sans pesticides ajoutés)

— deux traitements irgarol aux concentrations @8 (00,05) et 0,5 (10,5) ugt

— deux traitements diuron aux concentrations de (@0,05) et 0,5 (DO,5) pgL
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— deux traitements S-métolachlore aux concentsatierD,5 (S0,5) et 5 (S5) pug.L

—deux traitements « mélange » composés des coattamd minimales de chaque pesticide pour le
premier mélange (M1 = 10,05 + D0,05 + S0,5) etatggentrations maximales de chaque pesticide pour |
second mélange (M2 =10,5 + D0,5 + S5).

Le nombre de réplicats par traitement, conditidrexpérimentations est indiqué dans le Table 8.

Table 8 : Nombre de réplicats réalisés pour chrgitement de chaque condition et de chaque volet.

Volets Conditions Traitements Nombre de réplidats
Témoins 4
Sans MOD
Cultures exposées aux pesticides 3 par concentratio
Biotique
Témoins 4
Avec MOD
Cultures exposées aux pesticides 3 par concentratio
Témoins 1
Sans MOD
Ballons avec pesticides 1 par concentratjon
Abiotique
Témoins 2
Avec MOD
Ballons avec pesticides 2 par concentratjon

Le pourcentage maximal en méthanol est de 0,00C2%e concentration, qui est 700 fois plus basse qu
celle recommandée pour les tests avec microaldumsu{Waly, 2000), a été testée au préalable sur les
especes marines (Duprat al., 2016) sans gu'une toxicité ne soit détectée esr garametres
physiologiques étudiés.

L’ensemble des conditions et traitements a ét@igppour chaque espece, avec une culture merease p
exponentielle de croissance a une concentratitialénien microalgues de 2 000 cellules’tour les
espéces dulcaquicoles et de 20000 celluleS.mbur les espéces marines au premier jour des
expérimentations. Cela correspond au volet biotigtigure 26). En paralléle, les mémes conditions et
traitements ont été appliqués dans un environnembiatique, c'est-a-dire contenant les différents
composants a l'exception des microalgues et detérimx associées. Le premier jour de chaque
expérimentation, un ballon supplémentaire a étiiséepour chaque traitement de chaque condition. Ce
ballon a été immédiatement échantillonné dans s@grialité pour les besoins des mesures chimiques

initiales.

Au cours des quatre expérimentations, des préléwsmat été effectués pour les analyses biologigies
chimiques.

Les paramétres biologiques suivis ont été :

— la croissance des microalgues, évaluée gracenadare de la densité cellulaire effectuée touples

OUVIéSs ;
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— le contenu relatif en lipides intracellulairegléé le dernier jour des expérimentations ;

— l'efficacité photosynthétique réelle, mesuréddmier jour des expérimentations ;

— la concentration bactérienne au sein des cultonesurée le dernier jour des expérimentations.

Les parameétres chimiques suivis ont été :

— les concentrations en sels nutritifs (nitratethaphosphates et silicates), mesurées le preauessjr le
ballon supplémentaire et le dernier jour sur I'emgle des traitements de chaque condition et deuehaq
volet (biotique et abiotique) ;

—les concentrations en pesticides, mesurées ri@igrret le dernier jour des expérimentations saquk
réplicat des traitements témoins (biotiques et tigpies avec et sans MOD) et des concentrations
maximales en irgarol, diuron, S-métolachlore etrgilange ;

—les concentrations en carbone organique dis&DBY, mesurées le premier et le dernier jour dess |
traitements témoins (biotiques et abiotiques aveamrs MOD) et les traitements pesticides pouukdsq
un effet drastique a été observé sur les microsldies analyses du premier jour ont été réaligdele s
ballon supplémentaire ;

— des parametres optiques caractérisant la MODyrggesur les mémes traitements que le COD.

L’ensemble des analyses réalisées est détailldemparties suivantes.
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Isolement MOD

a B

Prélévement

\ 2
Filtration
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Témoin abiotique Irgarol Diuron S-métolachlore Mélange
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L Z
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[ Paramétres
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Figure 26 : Représentation schématique des expérimentations réalisées. Jf correspond au jour 7 pour Gomphonema gracile, au jour 14 pour Sphaerellopsis sp. et au jour 6 pour les
deux espéces marines. 85
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5. Analyses biologiques

5.1. Cytométrie en flux

Les mesures détaillées ci-apres ont été réaliséms @n cytométre en flux BD-Accuri C6 (Becton

Dickinson Accurl™) équipé d'un laser bleu (488 nm) et d'un lasegeo{640 nm).

5.1.1. Principe

La cytométrie en flux est une technique rapidepguimet d’effectuer une analyse multiparamétrique de
cellules individualisées en suspension (Retal., 2006). Les cellules issues de I'échantillon @iiét sont
aspirées par le cytométre et subissent alors wadidation hydrodynamigue au sein du systeme canten
€galement un liquide de gaine : dans notre cd®aleultrapure Milli-Q filtrée sur 0,22 um et aclavée.

Les cellules défilent ensuite une par une devaatsonirce d’excitation lumineuse constituée pamaaerl

Les cellules frappées par le laser émettent daawsigumineux correspondant a de la diffusion leuge

et & I'émission de fluorescence (Figure 27). Lepaix émis sont liés d’'une part aux propriétés
intrinseques des cellules (taille, structure irdeon autofluorescence liée aux pigments dans laless
microalgues), mais également aux propriétés irslyigr un marquage spécifigue d'une structure ou

fonction cellulaire grace a I'utilisation de fluatoromes.

Capteurs de
fluorescence

Analyses des

données
.

Suspension cellulaire

Filtres

dichroiques x
- \

Laser

Détecteurs de ’K &
diffraction _...

SSC

Filtres
passe-bande

Détecteurs de
diffraction
FSC

Figure 27 : Représentation schématique du primdenctionnement d’'un cytometre en flux.

Le forward scatter (FSC) correspond a la diffusleria lumiére aux petits angles, collectée damne kku
faisceau du laser. Il donne une indication deille tzlative d’'une particule : plus celle-ci sgrande, plus

le signal de FSC sera important (Figure 28).
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Le side scatter (SSC) correspond a la diffusioladigmiere aux grands angles, collectée a 90°gmuart
au faisceau du laser. Il permet de renseignerasstrdicture interne d’une cellule (complexité, gtarité
ou encore granulosité) : plus une particule senaptexe et plus le signal de SSC sera importanu(€ig
28).

Détecteur de

Miroir diffraction

dichroique SsC

Taille

des

particules

Laser Particules  Détecteur de diffraction v

FSC

Figure 28 : Représentation schématique du sidees¢an haut a droite) et du forward scatter (engbdroite) en

fonction de la taille d’'une particule.

Les signaux de fluorescence émis par les cellulmsvgnt étre liés a leur contenu pigmentaire
(autofluorescence) ou résulter d'un marquage pardthrome(s). Les fluorochromes sont des molécules
qui vont se lier sur un site de fixation particylieomme les lipides membranaires, 'ADN, ou encore
certaines especes réactives de I'oxygene. lls pefluerescer naturellement, fluorescer apresaiadn au
site de fixation, ou aprés avoir été activés/clipas une enzyme. Quel que soit le mode d’activaten
principe est que le fluorochrome activé émet uneréiscence lorsqu'il est excité par le laser. Aquba
fluorochrome correspond un spectre d’excitatiod'@&mission. Les signaux de fluorescence émis gar le
cellules sont collectés simultanément et sépaéegr des systemes de miroirs dichroiques etlttes fi
sélectifs permettant de détecter, dans notre &dlsiorescence verte (FL1 : 530 £+ 15 nm), la flsoemce
jaune-orange (FL2 : 585 + 20 nm émise par la phytiméne par exemple) et la fluorescence rouge (FL3
>670 nm et FL4 : 675 + 12,5 nm, émise par la ciployie par exemple) (Figure 27).

5.1.2. Parametres mesurés

L’ensemble des parametres mesurés pour chaqueespeours des diverses expérimentations, exaepteé |
croissance, a nécessité la réalisation de testenimaires. Ces tests ont permis de sélectionner la
concentration et la durée de marquage optimaleg@ague fluorochrome et chaque espéce. Cette mise a

point n'est pas détaillée dans la suite du martuscri
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5.1.2.1. Croissance

La croissance a été évaluée a partir des mesures de densité cellulaire, pour lesquelles des échantillons de
300 pL de chaque culture ont été prélevés et fixés au glutaraldéhyde (concentration finale dans les
échantillons de 0,25% ; Acros organics, Geel, Belgique). Ce fixateur offre une bonne qualité de fixation car

il préserve les structures fines des cellules (Mgtrie

al., 2005). Une fois le glutaraldéhyde ajouté, les

tubes ont été vortexés et incubés a l'obscurité eta =

température ambiante durant 15 minutes. Les o

. . . s , Microalgues
echantillons ont ensuite été analysés pour les o a4, 0%

cultures marines et congelés a -80°C jusgua

wd

analyse pour les cultures d’eau douce.

Pour G. gracile et T. suecica, les cellules ont été

FL1 (fluorescence verte)

wd ad

dénombrées a partir des populations visualisées sur

1

des cytogrammes représentant la fluorescence verte

dan

_ w e Wt ot WS W Tl
(FL1) en fonction de la fluorescence dans le rouge FL4 (fluorescence rouge)

lointain (FL4) (Figure 29). Les cellules de
. fes 1z L . Figure 29: Cytogramme utilisé pour dénombrer les
FPhaerdlopsis sp. ont été dénombrées a partir desIgu ytog HHISE Hod

] ] o cellules - Exemple de la condition témoin
populations visualisées sur des cytogrammes

_ sans MOD pouf. suecica au jour final.
représentant la fluorescence en FL1 en fonction de
la fluorescence rouge (FL3L. calcitrans a été dénombrée a partir des populations visualisées sur des

cytogrammes représentant le SSC en fonction de la fluorescence en FL3.

Les courbes de croissance des microalgues ont généralement pour équation :
N, = Nye*  ol: —N=ladensité cellulaire au jour initial (cellules.HL

— Nt = la densité cellulaire au temps t (cellules’mL

— 1 = le taux de croissancé'lh

—t = le temps de I'expérimentation (h)
Deux parametres ont été calculés a partir des courbes de croissance : le taux de croissance moyen et le
temps de doublement.
Afin d’extraire plus facilement le taux de croissance, les données doivent étre linéarisées. Pour ce faire, une
transformation de type logarithme népérien (Ln) est appliquée aux concentrations cellulaires. Une droite de
régression linéaire est alors appliquée au nuage de points. Cette droite a pour équation :

Ln(N;) = ut + Ln(Ny)

Le taux de croissance, qui représente le coefficient directeur de cette droite, a donc pour équation :

[Ln(N.) — Ln(Ny)]
t
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Le temps de doublement de la populatios) (€galement appelé temps de génération ou tentigisien,
a pour équation :
In(2)
T, =
T

Les données présentées dans le manuscrit sonnéegrien fpour le taux de croissance et en h pour le

temps de doublement.

5.1.2.2. Contenu relatif en lipides intracellulaire s
Le contenu relatif en lipides intracellulaires (hids a €té estime le dernier jour des expérimentations
grace a l'utilisation d’'un fluorochrome, le BODIFY®**(Life Technologie$, Carlsbad, CA, USA). Ce
fluorochrome, qui fluoresce dans le vert (FL1),9@asu travers des membranes par diffusion en rdeson
son caractere trés lipophile (haut coefficient aitgme huile/eau;
Cooperet al., 2010). Il est utilisé pour marquer un large éaient
de lipides : acides gras, phospholipides (Goveadal:, 2012).
Il permet également de visualiser les goutteldipgdiques des

microalgues par microscopie a épifluorescence (E€oepal.,

2010) (Figure 30). Le protocole de marquage appligua été

adapté de celui de Brennetral. (2012). Figure 30 : Cellule d&. suecica marquée
Pour chaque espéce, une solution de travail de BOPY**a au Bodipy®***(Microscope &
été préparée a partir d’'une solution mére a 5000 frgjluée épifluorescence - Dupréy

dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) pur (Sigma Aldri€aint-

Louis, USA). Les concentrations des solutions aleail sont présentées dans le Table 9.

Table 9 : Concentration en BODIBY***dans les solutions de travail et dans les éctamgilnarqués pour les quatre

espéces de microalgues.

G. gracile | Shaerelopsissp. | C.calcitrans | T. suecica

_ | Concentration
Solution de travai L 6 6 3 4
(mg.LY)
Dans chaque Concentration
) _ 2 60 60 75 120
échantillon (ng.L)
marqué % DMSO 1 1 25 25

Pour chaque culture, des échantillons de 200 plétnprélevés et des billes fluorescentes de 2 ¢um d
diamétre en polystyréne ont été ajoutées a raisahl par échantillon (Flow CheékHigh Intensity
Alignment Grade Particles 2.00 um, Polysciences Warrington, PA, USA). Les échantillons ont etesui

été marqués a l'aide des solutions de travail angentrations finales présentées dans le Table 9.
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Aprés ajout du fluorochrome, les échantillons ¢@tidcubés a 'obscurité et a température ambiuntant

3 minutes pour les especes dulgaquicoles, 5 mipota@€. calcitrans et 6 minutes pour. suecica.

Afin de s’affranchir d'éventuels biais sur la flescence, liés soit a des variations dues au laser d
cytometre, soit a l'influence des différents conf@ogherbicides, MOD) sur la fluorescence native des
cellules, les valeurs de FL1 des cellules marqoéesté corrigées par :

- les valeurs de FL1 des cellules non marquées

- les valeurs de FL1 des billes dans les échamiltoarqués et non marqués.

La formule de normalisation est la suivante :

Fleicroalgues marquées

_ FL1piges marquées
FLlLipides -

Fleicroalgues non marquées

Fleilles non marquées

5.1.2.3. Concentration bactérienne

Les cultures des quatre espéces étant non axénligemcentration en bactéries naturellement ptése
dans les cultures a été mesurée le dernier jouexgEsimentations grace a l'utilisation du fluonmhe
SYBR® Green | (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA&jte molécule, qui a une forte affinité pour la
double hélice d’ADN, s'intercale entre les paireshkéises. Elle posséde une faible affinité pour NAD
simple brin et pour 'ARN (Mariegt al., 1997, Noble & Fuhrman, 1998). Ce fluorochrome téome
fluorescence verte quand il est lié. Le protocaemhrquage suivi est identique a celui de Metrid.
(1997).

Pour chaque espéce, 200 pL de chaque cultureéomtagtjués a I'aide d’'une solution de travail de RYB
Green | (concentration a 100X dans de l'eau Miji{@éparée a partir d’'une solution commerciale
(concentration & 10 000X dans du DMSO). Les édlargimarqués (concentration finale de 1X) ont été
incubés a I'obscurité et a température ambiantantuk5 minutes. Les cellules ont été dénombrées et
visualisées a partir de cytogrammes représentdlobl@scence verte (FL1) en fonction de la fluceegse
rouge (FL4).

5.2. Mesure de l'efficacité photosynthétique par fl  uorimétrie PAM

Les premiéres étapes de la photosynthése sonté&e@es par la captation d’'un photon par I'antenne
collectrice (cf photosynthése chapitre 1 partie311). Le photon est transporté par résonance 'asqu
photosysteme |l ou les molécules de chlorophgllpassent dans un état excité et instable. L'énergie
accumulée peut étre convertie en énergie chimigoie photochimique) ou étre dissipée sous forme de
chaleur ou de fluorescence.

Ces trois voies de dissipation d’énergie étantoempétition, la fluorescence permet de renseigrdicsat

des réactions photosynthétiques et plus spécifigoesur I'état des cellules étant donné le lieoitédntre

le transport d’électrons et le métabolisme deslleslivégétales (Juneau, 2007). La technigue derendsu
l'activité photosynthétique par fluorimétrie PAMtdsasée sur cette compétition entre processus. Elle

90



Chapitre 2 — Matériels et Méthodes Caractérisation de I'environnement chimique

consiste a appliquer une lumiére modulée (correfpuna une fréquence donnée) qui engendre une
réémission de fluorescence modulée par les celldfesd’évaluer I'efficacité du transfert d’éleotns sous
une condition de lumiere donnée, les cellules dramigues adaptées a cette lumiére (dite actinspure)
soumises & un pulse lumineux puissant et de cdurée (3000 pmol de photong.st) (Herlory, 2005).
Ce pulse permet de bloguer la voie photochimiqueodeersion de I'énergie lumineuse par saturates d
photosystémes en photons, privilégiant ainsi Isigigion de I'énergie sous forme de fluorescencesiu
alors maximale. L'efficacité de conversion de l'dgie lumineuse en énergie chimique par les centres
réactionnels ouverts est estimée grace au rendemantique effectif du photosysteme 1. Ce paraanétr
également appelé efficacité photosynthétique réellgield opérationneld(’ y ou ®ps; dans la littérature)
est défini de la facon suivante :
. (F'u—F)
Dy = T
Ou : — Fy représente la fluorescence maximale mesuréessugialse saturant ;
— F représente le niveau de fluorescence miniraagtant sous lumiére actinique.
Pour cette étude, &'\, de chaque culture a été mesuré le dernier jouexfimentations a l'aide d’'un
fluorimétre PHYTO-PAM (Heinz Walz, GmbH, Allemagnepur les espéeces dulcaquicoles et d'un
fluorimétre Aquapen-C AP-C 100 (Photon System umsént§, Drasov, République Tchéque) pour les
espéces marines.
Pour les espeéces dulgaquicoles, dix mesures omé&igées sur le fond de chaque ballon (grace a un
systeme sur mesure fait maison, assurant une aistapteur-culture fixe), aprés homogénéisation par
agitation et apres avoir vérifié 'absence notalidanas. Ces dix mesures ont été moyennées pouwnehaq
culture.
Pour les especes marines, aprés homogénéisatiayitetion manuelle, trois mesures ont été réalisée
dans des cuves a usage unique en plastique denseatiée de 1 cm de c6té contenant 2 mL de culture
diluée au demi dans du milieu de culture, pourélit saturation de I'appareil. Les trois mesurgsété

moyennées pour chaque culture.

6. Caracterisation de I'environnement chimique

La caractérisation de I'environnement chimiqueéarétlisée sur des échantillons filtrés sur demnenirs
de filtration a usage unique dotés d'un filtre dd5Qum en polyéthersulfone (PES; VWR, USA)

préalablement rincé avec de I'eau ultrapure (0,7 L)

6.1. Dosage des pesticides

Les concentrations en pesticides ont été dosgeeriger et le dernier jour des expérimentations dains
les réplicats des témoins biotiques et abiotigdlestta-dire sans pesticides ajoutés) et dansdigsnents

correspondant aux concentrations les plus éleveégsdticides, soit 10,5, D0,5, S5 et M2.
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Les analyses ont été réalisées par chromatograptpbase liquide (Infinity 1290, Agilent Technoks)i
USA) couplée a un spectrométre de masse triplerigdéel (Série 6460, Agilent Technologies, USA).
Cette technique est également appelée LC-MS/MS. d¢etay des échantillons filtrés de 100 pL de chaqu
directement aprés ajout des étalons internes ajgsofirgarol-D9, diuron-D6 et métolachlore-D6). La
séparation a été réalisée a l'aide d’'une colonmeetiék C18 thermostatée a 35°C et d’'un gradient de
solvants A et B, correspondant & une solution eidvbd'acétate d'ammonium (Fluka, France) et de 0,1%
d’'acide acétique (Baker, France) dilué dans de ké@apure (Millipore, Milli-Q) pour le solvant At a du
méthanol pur (qualité HPLC, Baker, France) powsdant B. La vitesse de flux était de 0,5 mL.fnin
L’analyse des trois pesticides et de leurs métaisdluniquement pour le diuron et le S-métolachlorété
réalisée en mode MRM (multiple reactions monitdrieg I'ionisation a été réalisée avec une source
électrospray ESI+ (Agilent Jet Stream).

Les moyennes des limites de quantification obteauesours des différentes injections sont donnaes d

le Table 10.

Table 10 : Limites de quantification moyennes deoules étudiées obtenues au cours des différiajgesons.

Molécules Nom chimique IUPAC Limites de quantifioat(ng.L™?)

2-methylthio-4-tertbutylamino-6-cyclopropylamino-s-

Irgarol riazine 0,24 + 0,07
Diuron 1-(3,4 dichlorophenyl)-3,3 dimethylurée 146,18
DCPMU 1-(3,4-Dichlorophényl)-3-méthylurée 4,43 ¥O,
1,2,4-DCPU 1-(2,4-dichlorophényl)urée 5,29 £0,83
1,3,4-DCPU 1-(3,4-dichlorophényl)urée 4,26 +1,76
s-métolachlore 2-Chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-[(1S)-2- 1114018

methoxy-1-methylethylJacétamide

acide 2-[(2-éthyl-6-méthylphényl) (2-méthoxy-1-
Métolachlore ESA . ] 3,13+1,40
méthyléthyl)amino]-2-oxo-éthanesulfonique

acide [(2-éthyl-6-méthylphenyl)(2-méthoxy-1-
Métolachlore OA K Y _ P -y)( Y 1,23+0,13
méthyléthyl)amino]oxo-acétique

6.2. Dosage des sels nutritifs

Les nitrates, orthophosphates et silicates (unigaepour les diatomées) ont été doseés par le laiperde

chimie d’Irstea Bordeaux dans I'ensemble des ciomditet traitements réalisés et détaillés danartzepd.
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6.2.1. Nitrates et orthophosphates

L'analyse des nitrates et orthophosphates a diéée@aur des échantillons de 15 mL filtrés etédilavec

de I'eau déminéralisée (France Eau) avant injecties échantillons d’eau douce ont été dilués aui de
ceux d'eau de mer au vingtieme. Les analyses antrédlisées par chromatographie ionique avec
suppression chimique (COMPACT 881 IC Pro, MetroBuisse) équipée d'un détecteur de conductivité
(850 IC, Metrohm). La séparation a été réalisée ave pré-colonne Metrosep A Supp 4/5 Guard/4.0
suivie par une colonne échangeuse d’'anions Metr8s&upp 5 — 250/4.0. L'éluant utilisé était une
solution de 3,2 mM de carbonate de sodium@d) et 1 mM de bicarbonate de sodium (NaHC€ la
suppression chimique était une solution de 100 mitide sulfurique (K5Q;). Les limites de

quantification pour les nitrates étaient de 0,040Lrhet de 0,005 mg:L.pour les orthophosphates.

6.2.2. Silicates

L'analyse des silicates solubles n'a été réalisée qyr les échantillons provenant des expérimentati
avec les diatoméds. gracile (pour I'eau douce) €. calcitrans (pour I'eau de mer). Pour le premier jour
des expérimentations, I'analyse a été faite sdrchantillon de 20 mL provenant du ballon suppléaiat
Pour le dernier jour, 5 mL de chaque réplicat ahéme traitement ont été rassemblés pour I'andlgse.
dosages ont été réalisés par méthode coloriméseloa la norme AFNOR NF T90-007 (AFNOR, 2001)
avec un spectrophotometre Shimadzu UV-1800 (Shimade., Kyoto, Japon) et la limite de

quantification était de 0,05 mg'L

6.3. Carbone organique dissous (COD)

Les dosages des concentrations de COD ont étgésalbur tous les témoins biotiques et abioticgaess(
pesticides), et pour les traitements pesticidesigueu un effet important sur les microalgues. ddssges
ont été réalisés le premier et le dernier jouraedggrimentations avec un analyseur de carboneiqugan
total Shimadzu (TOC-V CSN, Japon) équipé d'un pasd&chantillons (ASI-V, Shimadzu), en mode
NPOC (Non Purgeable Organic Carbon). Le carbonangyge non purgeable (NPOC) correspond au
carbone organique restant en phase aqueuse apgespan un gaz. Il est assimilable au COD pour les
échantillons ne contenant pas de carbone organdaiaid.

Pour ce faire, 10 mL d’échantillons filtrés de alagulture ont tout d’abord été acidifiés avec soiation
d’acide chlorhydrique (HCI, Suprapur Merck, Darrdstallemagne) a 2 M (concentration finale 0,5%).
Chaque échantillon a ensuite été purgé, avantimjecurant 6 minutes avec de I'air synthétiquénaete
pureté (LINDE, Air Synthétiqgue Zero Monitoring 5&fn d’éliminer le carbone inorganique présentsdan
I'échantillon. L'injection est faite dans un tube@mbustion, contenant des billes de catalyseptadime,
chauffé a 680°C. La quantité de dioxyde de carborugluite par I'oxydation catalytigue a haute
température du carbone organique dissous, estensesurée par un détecteur Infra Rouge Non Digpers
(NDIR). La surface du pic généré par le signal rggule NDIR, est proportionnelle a la concentratie

carbone dans I'échantillon. Cette concentrationC@D est calculée grace aux courbes de calibration
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réalisées a partir de solutions de phtalate desgiata (GH4(COOK)(COOH)) (Shimadzu, Kyoto, Japon),
elles-mémes validées par analyse d’eaux de rétreedifiées (ANALAB, Environnement Canada,
Burlington, Canada).

Pour chaque échantillon, la concentration en CQespond a la moyenne de trois a quatre mesuras aya
un coefficient de variation inférieur a 2%. De ply®our chaque série d’'analyses, au moins deux
échantillons de référence certifiés (CRM) sont gpeé début et fin de séquence, afin de s’assaréx d

qualité des mesures et de valider les résultats.

6.4. Caractérisation de la MOD

La caractérisation de la MOD a été effectuée lenjmeet le dernier jour des expérimentations ssir le
mémes conditions que pour les analyses de CODénaains biotiques et abiotiques (sans pesticiées),
les traitements pesticides qui ont eu un effet mapb sur les microalgues. Cette caractérisati@néa

effectuée par spectroscopie d'absorbance UV-Visibtie fluorescence.

6.4.1. Spectrophotomeétrie UV-Visible

Le principe de cette méthode repose sur le faitsgudes les molécules fortement conjuguées abgorben
une partie du rayonnement lumineux (Di BenedettBr&uil, 2007, Skoogt al., 2003). La quantité de
lumiere absorbée, essentiellement dans I'UV etidible, est fonction de la composition atomique et
principalement des liaisons entre atomes. En affet, molécule comportant des chromophores ou les
atomes sont liés par une ou plusieurs double-haisdsorbe, contrairement aux molécules composées d
liaisons simples (Skoag al., 2003).
L'absorption est directement liée a la concentnaties molécules absorbantes d’'aprés la loi de Beer-
Lambert :
A= ¢gfc

Ou : — A correspond & I'absorbance pour une longdieadel (sans unité) ;

—&g, correspond au coefficient d’extinction molaire (emol™.cri®) ;

—+£ correspond a la longueur du trajet optique patc@m cm) ;

— ¢ correspond & la concentration en mbtles molécules qui absorbent & la longueur d’ande
L'absorbance peut également étre déterminée gréige autre expression de la loi de Beer-Lambette Ce

éguation est la suivante :
Iy
A =log(—)
1
Ou : — | correspond a l'intensité de la lumiére incidente ;
— | correspond a l'intensité de la lumiére transmis

A partir des spectres d’absorption réalisés poageh échantillon, deux paramétres courammentéstilis

ont été calculés : le rapport de pentes spectadeement appelé 8t I'indice SUVA:s,
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L'indice Sz ou rapport de pentes spectrales est un parantdéisgé comme proxy de la variation du poids
moléculaire moyen de la MOD contenue dans I'échamtill est calculé de la fagon suivante (Heknal .,
2008) (Figure 31) :

5275—295
S = 23728
5350—400

Ou : — $75005c0rrespond a la pente du spectre d’absorptionléalentre 275 et 295 nm ;

— Ss040cc0rrespond a la pente du spectre d’'absorptionléalemtre 350 et 400 nm.

Absorbance
60
50 A
40 1 S275nm -295nm
30 4
20 1 S
350nm-400nm
AN /
10 +
0 \

210 260 310 360 410 460 510 560 610 660
Longueur d'onde (nm)

Figure 31 : Spectre d’absorption typique sur legaelt indiquées les pentes spectrales utilisées ldatalcul de
I'indice S:.

Helms et al. (2008) ont montré que cet indice était inversenoemtélé au poids moléculaire moyen
(diminution du poids moléculaire moyen = augmeotatiu {).
L'indice SUVAs, (Specific UV Absorbance a 254 nm) fournit des rinfations sur le caractére
aromatique de la MOD. Cet indice est supposé augmawec l'aromaticité, I'nydrophobicité et le poid
moléculaire de la matiére organique (Labanowskd420Une augmentation de ce parameétre traduit une
augmentation du caractere aromatique global de@®Nrésente dans les cultures. Il est calculé de la
facon suivante (Weishaetral., 2003) :

Abs;s,4
SUVA254 = m%’loo

Ou: - Abssreprésente I'absorbance a 254 nm

— [COD] représente la concentration en carbonenaga dissous (en mg-l

L'appareil utilisé est un spectrophotomeétre UV-bligi (JASCO V-560, France) équipé d’'une lampe a
décharge au deutérium (pour I'émission entre 185@tm) et d’'une lampe a filament de tungsténar(po
I'émission entre 330 et 900 nm). L'échantillon glsicé dans une cuve en quartz de 1 cm de trajgtiept

(Hellma, Mullheim, Allemagne). L'acquisition desegjres a été réalisée de 210 a 700 nm, avec wepas
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1 nm et une vitesse de balayage de 200 nii.ndinx spectres des échantillons est systématiquemen
soustrait le spectre d’absorption de I'eau ultragiilli-Q, Millipore), réalisé au préalable darsshéme

cuve afin de retirer la part d’absorption liéegall et a la cuve elle-méme.

6.4.2. Spectrofluorimétrie

by

L'énergie absorbée par les molécules provoque fEssage a un état excité. Cet état excité est
thermodynamiquement instable (Figure 32). Aussihdigie absorbée doit étre restituée afin que les
molécules puissent revenir a leur état fondame@gidte restitution peut s’effectuer sous forme @smn

de chaleur (relaxation non rayonnante pouvantise $aus forme de conversion interne, de relaxation
vibrationnelle, etc.) ou sous forme d’émission tdetpns (relaxation sous forme de fluorescence)lesur
totalité des chromophores contenus dans la MODs sesifluorophores (comme les cycles aromatiques)
réémettent de la lumiere (Aiken, 2014a, Reynol@442; les autres restituent I'énergie sous forme d
chaleur. Le rayonnement réémis par les molécutgmsiant de fluorophores posséde une énergie inférie
au rayonnement d’excitation. Pour faire passemumpiécule d'un état d'énergie basal a un état exdaét

lui fournir une quantité d'énergie équivalente @iférence entre ces deux niveaux. Toutefois lgiae
émise est toujours plus faible que celle d'exomapuisqu'il y a des pertes au sein de la molétuale.
longueur d’'onde du rayonnement émis est donc toujsupérieure a celle d'excitation (Reynolds, 2014,
Skooget al., 2003). L'étude par fluorescence de la MOD appdete informations qualitatives et semi-

guantitatives (composition relative) sur le typentt@écules fluorescentes présentes.

. Etats excités singulets
A 7y Conversion
A interne

7y Etats excités triplet
»-
A )
Sz 7y i)
A ¥ L)
" A . . .
) h Croisement 111re1‘5ysreme
51 A v —p
Lol Tl
5L Absorption
2 Fluorescence g
- =
s Phosphorescence
e
4 v v=4
y v v=3
. A A _—
So v y ‘,\=‘1
¥ _
v=0

Etat fondamental

Figure 32 : Diagramme de Perrin-Jablonski (Hug2@y).

Les analyses des échantillons ont été réaliséagla t'un spectrofluorimetre Fluorolog FL3-22 (lia
Jobin-Yvon, France) équipé d’'une lampe a arc Xefuen450 W) et de double monochromateurs a
I'excitation et a I'émission. Les échantillons aamis dans une cuve en quartz de 1 cm de trajguepti
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(Hellma, Mdullheim, Allemagne), étaient thermostats20°C dans le compartiment échantillon. Les
analyses de fluorescence ont été réalisées darouadsions de faible absorbance (absorbance <0,1 a
maximum d’absorbance, ici 250 nm) afin d'éviter ééfets de filtre interne et d’étre dans un domalee
linéarité entre intensité de fluorescence et cdnaton.

La fluorescence tridimensionnelle, ou matrice dxion-émission de fluorescence (EEM en anglais),
été largement appliguée a I'étude de la MOD dasisedix naturelles (Cobkt al., 2014, Findlay &
Sinsabaugh, 2003). Les matrices de fluorescendeeadiit des cartes de fluorescence de l'ensetaisle
fluorophores d'un mélange. Elles permettent dect&iser plusieurs composés dans un mélange. Elles
renseignent ainsi sur les sources, la composlgéategré de dégradation/transformation et la natictie

la MOD (Moncada, 2004, REPAR, 2015, Tagial., 2016).

Les spectres de fluorescence 3D sont composéssieiifes d’émission acquis de 260 a 700 nm (avec u
incrément de 1 nm et un temps d'intégration des8c pour des longueurs d'onde d’excitation althnt
250 a 410 nm (avec un incrément de 10 nm). L'aitirisdes matrices de fluorescence est réalisée en
mode S/R (S = « sample », R = « reference » camesmt a I'énergie de la lampe mesurée par une
photodiode de référence) afin de s’affranchir gestions d'énergie de la lampe. A chacun de cestss

a été soustrait le spectre de fluorescence 3Dldant enregistré quotidiennement avec de I'eaapiite
Milli-Q dans la méme cuve que celle utilisée pasréchantillons. Cette soustraction a pour buinaiigr

les biais liés a la cuve elle-méme et d’éliminerdéfusions Rayleigh et Raman liées aux phénoméaes
diffusion de la lumiére dans I'eau Milli-Q.

Sur les spectres de fluorescence, on observe erdef§ pics étroits dus aux phénomeénes de diffuséon
diffusion Rayleigh est due a l'interaction entres ginotons et des molécules d’eau. C'est une diffusi
élastique, c'est-a-dire qu’elle se produit sansification de I'énergie des photons. Les bandedtergas
sont observées a la longueur d'onde d'excitatica. diffusion Raman résulte aussi de linteraction
photons/molécules d'eau. C'est une diffusion nastéue, c'est-a-dire qu’une partie de I'énergis de
photons est perdue. La longueur d’onde de diffuskaman est supérieure a la longueur d’'onde
d’excitation.

Une correction instrumentale est ensuite réaliigada s’affranchir des biais liés a I'appareilldguguet

et al., 2009b). L'ensemble des spectres 3D acquis ao@téedi en unités Raman (voir la publication de
Huguetet al. (2009b) pour le détail de la normalisation pdydade Raman de I'eau Milli-Q).

La Figure 33 montre les principaux pics de fluogese observés pour les eaux naturelles. Les
caractéristigues de ces composants en termes deosition et de longueurs d'onde d'excitation et

d’émission sont données dans le Table 11.
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Emission (nm)

260 280 300 320 340 360 380

Excitation (nm)

400

Caractérisation de I'environnement chimique

0.000
0.015
0.030
0.045
0.060
0.075
0.090
0.105
0.120
0.135
0.150
0.165
0.180
0.195
0.210
0.225
0.240

Figure 33 : Exemple de spectre de fluorescenceb®&ha avec un échantillon contenant de la MOD reatinBassin

d’Arcachon sur lequel sont représentées les pafesbandes de fluorescence observées.

Table 11 : Principaux fluorophores des eaux nadsréli'aprés Parlargi al., 2000).

Type de composés

Longueur d’'onde

d’excitation (nm)

Longueur d’onde

d’émission (nm)

Substances de type humique (acides humiques gffek) +

bactérienne

o ] 250 — 260 380 —480
matériel récent

a | Substances de type humique 340 - 370 420 — 480
Production récente de matériel 310-320 380 — 420
Composés de type protéique + activité microbienne e

Y 270 - 280 300 - 350

Deux autres paramétres peuvent également étréasadcpartir de ces spectres : les indices HIXXt B

L'indice HIX ou indice d’humification, li¢é au careze aromatique de la molécule, permet d’estimer le

degré d'évolution dans le processus d’humificatienla MOD (Zsolnayet al., 1999). Il est calculé en

faisant le rapport de deux aires (H et L) du spedtémission enregistré pour une longueur d’'onde

d’'excitation de 254 nm (Figure 34) :

HIX—H
L

Ou: — H correspond a l'aire sous la courbe entrintensités émises allant de 435 & 480 nm ;

— L correspond a I'aire sous la courbe entre kesigités émises allant de 300 a 345 nm.
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Fluorescence (Unités Arbitraires)

200 250 300 350 400 450 500
Longueur d'onde d’émission (nm)

Figure 34 : Délimitation des domaines H et L petamtie calcul de I'indice HIX sur le spectre d'ésion typique

pour une longueur d'onde d’excitation de 254 nrapids Zsolnagt al, 1999).

Une augmentation de HIX traduit une augmentatioatactere aromatique des molécules (déplacement
du spectre vers les grandes longueurs d’onde)amtfldes phénomenes de condensation, de polyri@risat
des molécules et donc un degré de maturationmiosrtant de la MOD.

L'indice BIX, également appelé indice biologiqust an indicateur de production autotrophe, autrémen
dit de contribution autochtone récente (Hugrietl, 2009b). Il correspond au ratio entre l'intenéiéise a

380 nm (correspondant au maximum d'émission durdplmore B) et lintensité émise a 430 nm
(correspondant au maximum d’émission du fluorophgrgour une longueur d’'onde d'excitation de
310 nm. Plus il augmente, plus la contributionadbdndé} et donc la production autochtone de MOD, est

importante.

7. Analyses statistiques

Différentes analyses statistiques ont été réaligéesla description et l'interprétation des réaslt Elles
sont explicitées de fagon plus précise dans chadesgarties « matériels et méthodes » des artjoles
constituent les chapitres 5, 6 et 7.

Pour les résultats biologiques, des analyses éinear(ANOVA) a un ou deux facteurs (selon les éesn
exploitées) ont été réalisées sur les différentanpatres afin de détecter I'existence de différence
significatives entre les traitements expérimentdD®s analyses ont été réalisées aprés avoir Vvérifié
'homogénéité des variances (homoscédasticité)egedctest de Levene. Le cas échéant, des dests
posteriori de Tukey ou Newmann-Keuls (selon I'étude considéoée été appliqués pour identifier les
différences significatives entre les témoins etldtires exposées aux pesticides (avec une prvadedb
considérée comme statistiguement différente).

Concernant les concentrations en pesticides, deuparaisons ont été réalisées : une comparaisoniau
initial entre les ballons biotiques et abiotiquetsune comparaison entre le jour initial (t0) ejoler final

(tf) pour un méme traitement.
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Pour une partie des paramétres de caractérisaiMOD (COD et indicespgSSUVAs, HIX et BIX),

la valeur initiale a été soustraite a la valeualérafin de retirer la part de variation due &l#&jde MOD
dans les ballons le premier jour des expérimemsitiGette soustraction a notamment permis de cempar
les conditions avec et sans MOD.

Pour les sels nutritifs ainsi que pour les fluompes de la MOD, la comparaison a été effectuééesur
valeurs obtenues au jour final. Pour I'ensemblecele analyses chimiques, les comparaisons ont été
effectuées avec un test t ou un test de Welch (@weg-valeur <0,05 considérée comme statistiquemen
différente), apres avoir vérifié I'homoscédastieit&c un test F de Fisher.

Pour I'ensemble du jeu de données, biologiquebigtigues, lorsque les résultats des analysestisiadis
n'étaient pas significatifs et que les données &aemt malgré tout indiquer une tendance, I'ergritype

Il également appelée erreur statistiqgue béta eaitélée. Cette erreur correspond a la probakilggue)
d’'accepter I'hypothese nulle alors qu’elle est $a is’est-a-dire le pourcentage de chances desnsjpda
différence alors qu'il y en a une.

L’ensemble des analyses statistiques a été réalese le logiciel R version 3.2.2. (lhaka & Gentlema
1996). Les graphiques ont été réalisés avec leidbgbigmaPIdt version 12.0 (Systat Software Inc.,
USA).
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1. Introduction

Cette premiére étude préliminaire a eu pour buvall@r I'impact du métolachlore sur la diatomée
dulgaquicole Gomphonema gracilpar la mesure de divers paramétres liés a: gylamique de
population (croissance, distribution des classedadie), i) la physiologie des cellules (conteen
chlorophylle a, mesure de l'efficacité photosynthétique et quardiATP), et iii) leur comportement
(pourcentage de cellules mobiles, vitesse de d&plact, linéarité de la trajectoire et pourcentage d
cellules associées).

Les cellules ont été exposées durant sept jounisicbncentrations de métolachlore (1, 10 et 10} &

une température de 20°C selon un cycle jour:nuli2iel2h. Le nombre de réplicats par traitemeittadga
quatre pour les témoins (sans pesticides) et @ gour chaque concentration étudiée. Les parasnetre

biologiques ont été évalués aux jours 0, 1, 3,74 et
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2. Article 1: Use of diatom motility features as

endpoints of metolachlor toxicity

Nathalie Coquillé*® Gwilherm Jah Aurélie Moreird, Soizic Morirt”

lirstea, UR EABX50 avenue de Verdun, 33612 Cestas cedex, France
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Abstract

Many recent ecotoxicological studies suggest atioakhip between freshwater contamination and
increasing abundances of motile diatoms (poteptéile to move). The capacity to escape would ptese
advantages to species in polluted environments.ederyactual motility as a response to toxicantsriot
been described and required experimental validation

We designed a specific experiment to assess h@adadolated diatomGomphonema gracijelistributes
energy toin situ resistance (increased population growth or phaotbsgis) and escape (behavioral
changes), when exposed to increasing concentratiche herbicide metolachlor.

We report here the dose-time dependent respons€ gfacile populations. They coped with low
contamination by resisting situ, with early hormetic responses highlighted by station of chlorophyll-
afluorescence. At a higher dose, harmful impactewbserved on growth after a few days, but ateearl
behavioral response suggested that higher magiligycentage of motile individuals and mean distance
crossed) could be involved in escape.

Our findings bring new arguments to support thelémentation of real measurements instead of nyotilit
traits in toxicity assessment. Specifically, motit@scriptors have been used as early-warning iotécaf
contamination in our study. Further works shouldirads the reliability of these endpoints in more

complex conditions (interspecific variability, befa in the field).

Keywords

Diatoms; physiology; behavior; pesticide exposuretility; CASA
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2.1. Introduction

Motility has been described in many pennate diat@ts Bertrand, 1999, Harper, 1977), and migration
plays a role in photoregulation, described as amizghavioral response in intertidal environments (
Longphuirtet al, 2006, Serddiet al, 2012). Freshwater diatom motility, also obsermagsponse to light
intensity (Cohn, 2001, Colet al, 2004), may be affected by environmental facttiierathan light (Cohn

& Disparti, 1994, Cohrt al, 2003). The decrease in the speed of the di@iaticula cuspidatdhas been
proposed to assess toxicity of sediment elutrig@ehin & McGuire, 2000). Ahmed and Hader (2010)
demonstrated inhibition of the percentage of matééds and of upward swimming Buglena gracilis
exposed to heavy metals. When dealing with commaibtoxicology, the motility trait is preferredttoe
effective behavioral descriptors in toxicity assesst, and is calculated based on the structural
composition (and more specifically, growth form§communities and ability of some species to move
(i.e. species belonging to the “motile guild”, @&sied by Passy, 2007). Indeed, the structuresobiiilm

is made up of very diverse species, with varioasvtr forms controlling its thickness. The layerscells
closest to the substrates are dominated by pregighitly attached diatoms. Other diatom growthm®r
(clumps, filaments) compose a complex three-dinosasistructure. Species not fixed have the aliity
move within the biofilm matrix. According to Roukest al.(2011b) or Paulet al. (2013) the abundance
of potentially motile taxa is expected to increasih toxic contamination. Indeed, the motile spsaee
assumed to be able to control their refuge withenhiofilm (Larraset al, 2012), or regulate the balance
between access to environmental resources (ligitients) and exposure stress (Fore & Grafe, 2002,
Lavialeet al, 2009). But, the real motility response to toxisamas been, to date, overlooked and requires
experimental validation.

A toxicant entering the cell generates a dramatitimulation of reactive oxygen species (ROS) in the
cytosol (Wanget al, 2004). Excess ROS are cytotoxic and have diffecefiular targets (nucleus,
mitochondria and chloroplasts). Adverse effectdiaiioms are most often: damage to the photosyatheti
apparatus (Knauert & Knauer, 2008) affecting Dltgiroresulting in photoinhibition (Cartaxaes al,
2013); damage to the electron transfer chain inaghdndria, causing a decrease in ATP productiahéSt

& Bagchi, 1995); damage to DNA affecting vegetativewth (Stohs & Bagchi, 1995). The way to cope
with sublethal contamination would rather be linkem temporary physiological adaptation: low
concentrations of toxicants promote hormesis (cosgery stimulation), as a mechanism to counteract
the stress induced by the toxicant. In microalgadncrease in chlorophydlsynthesis (“greening effect”)
can be observed (e.g. Tlét al, 2011) as a short term response to maintain &ieeff photosynthetic
processes. In contrast, exposure to higher dosgproeoke more overwhelming responses (even death).
The capacity to escape may thus constitute a sagieantage for cells experiencing contamination.
Metolachlor [2-chloro-N-(2-ethyl-6-methylphenyl)-N-(2-methoxy-1-methylethyacetamide] is a pre-
emergent and early post-emergent chloroacetarikdeicide widely used in agriculture and detected a

high concentrations in rivers in particular durthg field application period and after rainfallgieLiu &
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Xiong, 2009, Roubeiet al, 2012). It inhibits growth by suppressing syntbesi chlorophyll, proteins,
fatty acids and lipids, isoprenoids, and flavondiBeerst, 1987, Rivard, 2003). Assessing metolachlo
toxicity is challenging, because current diatomidatbrs of toxic impact (mainly growth and
photosynthesis) fail to properly assess metolackdaicity, except when it is at extremely high
concentrations (Debenesital, 2009, Roubeiet al, 2012, Roubeiet al, 2011a).

We designed a specific experiment to determine i@hahanges (motility parameters) of a pennate
diatom isolated in the fielddomphonema gracil&hrenberg) when exposed to three environmentally
realistic concentrations of metolachlor. In our erkpent, we hypothesized that physiology and behavi
would be modified by exposure to metolachlor. Maeecifically, we expected the responses to
preferentially bdn situ resistance at low doses (increased reproductighatosynthetic processes) and
escape (increased motility) at higher concentrati@ver a certain level of exposure, and thussstaeghe
organisms, impacts on population dynamics (reprimu@and mortality) were also expected to occur. A
delay before the detection of an impact, and thergial non-linearity of the dose-response relatiqps,
could complicate toxicity assessment. Here we aitnatetermine whether motility parameters, obtained
with a rapid method commonly used in animal bioldgy ImageJ plug-in), would provide a finer

assessment of metolachlor toxicity earlier thanroomly used descriptors.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Gomphonema gracile

Gomphonema gracileEhrenberg (1838) is a benthic species prefergnt@ind in slightly acidic waters
(Germain, 1981). Its length and width range fromt@0100um and from 4 to 1lum, respectively
(Krammer & Lange-Bertalot, 1986). This speciesadasidered to be very sensitive to various types of
pollution (according to the Indice de Polluoseniglité Spécifique: Coste in Cemagref, 1982). Itais
pennate diatom and has a bidirectional movemé&stphiost raphid species (Cohn, 2001).

The specimen used was from a field sample (Dece2@i8) collected from an upstream section of the
river Leyre, the main tributary of Arcachon Bay (8o West France) by micromanipulation under the
inverted microscope, and cultured in Dauta mediDauta, 1982). The culture was incubated in a chambe
with a light/dark cycle of 12 h:12 h at a mean terafure of 20 °C. The culture was regularly (evie®
weeks) transplanted into freshly prepared mediuiatobh length in our cultures was mainly in the &ng
of 20-40um. The effective quantum yield (see Se@i@.3.1) of the culture was periodically checgadr

to the experiment and found to be stable over ((W&6+0.00 n=70).

2.2.2. Experimental design

Thirteen experimental units (EUs) of 40 mL (finalume) were filled with culture medium autoclaved a
121°C for 21 minutes and with the cultureGfgracile at an initial cell concentration of around 30 000

cell.mL™. Four EUs were used as control replicates (nan®dafid the three concentrations of increasing
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exposure (C1, C2 and C3) were performed in tridicihe cultures in exponential growth phase were
exposed by pouring metolachlor in solution (racemmietolachlor at 100 mgl, 99.5% purity, Dr.
Ehrenstorfer, Germany) into the EUs to reach theviing nominal concentrations: 1, 10 and 100 ig.L
(i.e. 4 nM, 35 nM, 352 nM). Three additional experntal units, used as abiotic positive controlsiewe
filled with culture medium contaminated with theglmest concentration of metolachlor. The three
concentrations correspond to (i) environmentalgfiséic exposure concentrations (1 id).in the Leyre
watershed (Roubeigt al, 2012) or other rivers of the area (Fauvellal, 2014), and (i) for the higher
ones, concentrations of the same order of magniasdéhose used in other ecotoxicological studies
(Debenestt al, 2009, Roubeiet al, 2011a). The cultures were thus exposed to tlesdaratments over

7 days, during which samples were taken for chdraié biological measurements.

2.2.3. Biological endpoints

Biological endpoints were determined on day O {igiinediately after contamination), d1, d2, d3, dd an
d7. First, measurements of yield and chloropayiluorescence were performed directly on the intact
biofilms (in their benthic “form”). Then the culies were gently shaken to homogenously suspenelite ¢
before sampling aliquots for the other endpointasueed: 20 puL were used for the motility measurésnen
and image acquisition; 375 pL were preserved wi2sgiL drop of formalin solution for growth and

mortality analyses; 300 puL were immediately frofmrfurther ATP content determination.

2.2.3.1. Chlorophyll-a fluorescence derived paramet  ers

Measurements were performed on the intact biofilosng a PHYTO-PAM (Heinz Walz, GmbH)
equipped with an emitter-detector unit (PHYTO-EDB3ing a home-made system for reproducible direct
measurements on bottom of the EUs, ten randontgcted benthic measurements of the effective
guantum yield AF/Fm’) and chlorophylk content estimated by chlorophglifluorescence (Chd) were
performed to account for the patchy pattern of Hoensettlement (especially in the initial phase of

colonization). The median of 10 values per samjale tiven used for statistical analyses.

2.2.3.2. Motility
The motility parameters (percentage of motile ¢e#docity) were determined using the ImageJ pfyg-i
CASA (Computer-assisted sperm analysis). This plugaitially developed to measure the motility of
human spermatozoa, was adapted to animal biolagygfzsh sperm) by Wilson-Leedy and Ingermann
(2007) and is commonly used to analyze the movenfdardchophore larvae, sea bass spermatozodt, etc.
allows a quick measurement of different motilitygraeters, characterizing the general state ofette c
The measurement conditions as well as the CASA-iplugere specifically adapted t8omphonema
gracile. Briefly, a 20 pL drop of sample was carefully dsifed onto a microscope slide and, after 2-3 min,
video acquisition (Archimédf, Microvision Instruments) was performed. Cell rantivariables, calculated
from 260 frames and corresponding to 10 s of fivare: VAP (velocity average path), VCL (velocity
curvilinear), VSL (velocity straight line) and LIfinearity, LIN=VSL/VAP). The measurement of these
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parameters (automatized in the CASA plug-in) alldkes characterization of the different velocity égp

and, for the LIN parameter, describes the curvaititiee trajectory (Rurangwet al, 2004).

2.2.3.3. Population dynamics
The enumeration of live and dead diatoms was choue at a x400 magnification (Olympus BX51 upright
microscope, UK) using a Nageotte counting cell diemisee Moriret al, 2010 for details). Solitary cells
were also distinguished from those forming associatin the counts. Growth rates were calculateah fr
live cell densities during the whole experimeniipfeing Morin et al.(2008).
In diatoms, population growth is dominated by dllision, leading to a reduction in the size of the
daughter cells (Roun@t al, 1990); larger cell sizes are only recovered afxual reproduction.
Gomphonemapeciesare known to undergo sexual reproduction (Dreld#&7 1Rose & Cox, 2013). Thus,
a shift in cell distribution towards smaller celhgses would reflect vegetative-dominated repraaiuct
whereas larger sizes could indicate sexual reptiaubut seeRose & Cox, 2013)). Reproduction mode
(vegetative vs. sexual) was assessed by measwiintgrigths (10 values per replicate) throughoet th
experiment. Length data were discretized into slasses using Huntsberger's formula (Huntsberger,
1961):

1+ 3.32 x log,¢(n) , wheren corresponds to data numbers
An optimal number of six size classes was obtai®&e class limits were selected in order to rdspec
homogeneity of data distributions, and intervassés of the same width were fixed. We assumedthat
increase in the number of larger cells (>34um) betwtwo sampling dates was related to sexual

reproduction.

2.2.3.4. ATP content
The cellular ATP content was measured from B0®f the cultures, in microwells using the Perkimier
ATPlite™ kit according to the manufacturer’s institans. Luminescence measurements were performed

with a Synergy HT multi-mode microplate reader (Bi6).

2.2.4. Metolachlor concentrations

One milliliter of water was collected in all EUs &@in after contamination (d0), and on d4 and dw, fo
dissolved metolachlor analysis in order to assetsmlbexposure throughout the experiment. Sampbes w
filtered through syringe filters in regeneratedutese (Spartah 13 mm diameter, pore size 0.45 pm,
Whatmaff) and stored frozen until HPLC-ESI-MS/MS analysiP( 2000 triple quadrupole mass
spectrometer, Applied Biosystems/MDS SCIEX). Asdhantification limit was of 1 pgl, samples from
CO0 and C1 were preconcentrated 5-fold (evaporatidche 1-mL sample using a RapidVap system and
reconstitution of the residue in a 90/10, v/v migtof ultrapure water and acetonitrile), and C3iiweed
5-fold prior to analysis.
At the end of the experiment, the replic&emphonema gracilsuspensions of each treatment were
pooled to get enough fresh material for measureraenbtal metolachlor bioaccumulation. Samples
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filtered through GF/F filters (47 mm glass micreiifilters, pore size 0.45 pum, Whatrfianvere then
extracted by ASE (Dionéx Accelerated Solvent Extractor 200) and storedefmountii HPLC-ESI-
MS/MS analysis.

2.2.5. Statistical analyses

Undetectable metolachlor concentrations were reglag half the value of the detection limit accogdio
Helsel (1990) to determine statistical differenoetsveen exposure conditions.

Repeated-measures ANOVAs and Newman-Kpalt-hoctests were run in Statistica 10 (StatSoft, Inc,
Tulsa, OK, USA) to detect differences between samphith a significance level @k0.05. Correlated
variables were identified using Multiple Factor Arsés for a mixture of qualitative and quantitative
variables (MFAmIx) inside the groups of endpointelgted respectively to population dynamics,
physiology and behavior). MFAmIx is an extensionRuincipal Component Analysis (PCA) handling
heterogeneous (quantitative and categorical) Vagabirst, PCA for mixed data (PCAmix) are comgute
for each group of endpoints (population dynamibysmwlogy and behavior), using the set of quantgat
and qualitative variables measured. Then, the t@&mix are given the same weight (normalized) to
remove the influence of datasets of different stre¢he final inertia. Finally, the normalized nizgs are
combined into a common representation of the diffedata. The map of observations or variableseglot
reflects the similarities between the observatidihg analysis was performed in the R environmesihgu
the package PCAmixdata (Chavenal, 2014).

2.3. Results

2.3.1. Control units

2.3.1.1. Population dynamics

From dO to d4, the diatom cell density increasenificantly from 31 168 + 2538 cell.iiLon dO to
162 389 + 10 030 cell.mbon d4 (Figure 35a), with an average growth rat8.41+0.03 divisions/day.
Simultaneously, the percentage of dead diatomsedsed continuously from dO (4.29+0.66%) to d4
(0.09+0.07%). On d7, mortality increased (0.38+%)Gnd growth rate clearly decreased (0.31+0.03
divisions/day between d4 and d7) indicating thatdiltures were no longer in exponential growth.

The distribution of size classes is shown in Figgsb. From dO to d2, the proportion of the higlsezst
(>34 pm) class decreased. At the same time, tip@gion of intermediate classes (32-34, 30-32 &8@
pum) increased indicating that vegetative reprodoctiominated. On d3, the proportion of highest size

class increased suggesting sexual reproduction.
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Figure 35: a) Diatom live cell density, b) disttiilom of cell size classes (error bars not provittedclarity; statistical
groups refer to differences in the largest clage: sk34um) versus time as a function of metolachlor
exposure (values are meantstandard error, n=4 dotrats and n=3 replicates for each metolachlor
concentration). White bars represent CO, light gmarg: C1, dark grey bars: C2 and black bars: @Gerent

letters indicate between-treatmenst hodifferences.

2.3.1.2. Physiology

The chlorophylla content measurements increased over the duratidineoexperiment (Figure 36a),
following the cell growth (Figure 35a). The effeetiquantum yieldAF/Fm’) of the CO cultures (Figure
36b) did not change significantly during the sedags, and perfectly matched the values measurad ove
the weeks preceding the experiment (0.3608070). This confirms that our experimental cooditi did

not significantly impact yield. ATP content decred®ver time (not shown).
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Figure 36: Chlorophyl& fluorescence derived parameters versus time arad famction of metolachlor exposure
(values are meanzstandard error, n=4 for controdsre3 replicates for each metolachlor concentrgtio
a) chlorophyla fluorescence, b) effective quantum yield. Bar rolre the same as in Figure 1. Different

letters indicate between-treatmenost hodifferences.

2.3.1.3. Behavior

The percentage of motile cells (Figure 37b) deecbas the first days of the experiment. From d&, th
number of motile cells increased significantly. STtkémporal pattern was inversely correlated with th
clumping of individuals giving small scattered aggation patterns (Figure 37a): an increase fromo di
(highest percentage of cells in associations)vialb by a significant decrease until d7. Motilitysnaoted

in 43+5% of the cells on dO falling to 15+1% on d®&ile larger numbers of ribbon- to star-shaped

associations (4-7 cells in the first days, therd&dlls) were noted. The abundance of cell cluneaded
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on d3 (20+£3% of the total number of cells), theeyttended to disaggregate from day 4 (smaller ciimp
and/or disintegrate on d7, potentially indicatingfibm senescence. Conversely, the percentage tfemo
cells increased to 72+3% at this date, confirmiogytation decay.

Whatever the velocity measurement considered, #hees significantly increased from dO to d2, then
stabilized until d7 (Figure 37c, 37d and 37e). Onwelocities were of 5.81+0.17 purM@/AP), 6.68+0.42
pum.st (VCL) and 4.30+0.26 pni'gVSL), and reached 8.50+0.20 pih(¥AP), 9.08+0.18 pm5(VCL)
and 7.48+0.28 pni's(VSL) on d2. The LIN parameter was on average @& over the 7-day
experiment (Figure 37f), indicating a constantet&ry (relatively linear) of the cells (illustrdten

Supplementary material: Figure 40).
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Figure 37: Behavioral endpoints versus time fdied#int metolachlor exposure levels (values are trgtandard error,
n=4 for controls and n=3 replicates for each metdta concentration): a) percentage of cells in
associations, b) percentage of motile cells, chamespath velocity, c) curvilinear velocity, d)asght line
velocity and e) linearity. Bar colors are the samsein Figure 35. Different letters indicate between

treatmenpost hodifferences.

2.3.1.4. Correlations between physiological, behavi  oral and populational descriptors

The two common parameters used to estimate pedpbjomass, cell density and chlorophgll-
fluorescence, were well correlated (R2 =0,840.0001; also see Figure 38). Both increased with,t
highlighting the exponential growth of the cultur€owth rates were inversely correlated with ayera

diatom length and percentage of larger cells (IEigB8), highlighting the key role of vegetative
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reproduction in the exponential growth. The deaems ATP content over time, simultaneous with
exponential cell growth (R2 =0.45<0.0001), and the negative correlation with sexearoduction
(Figure 38), also expressed culture growth anchggei

In contrast to these unidirectional trajectorieshadvioral descriptors provided complementary iniiom
about the structural evolution of the cultures urwbmtrol conditions. Indeed, we observed thateasing
aggregation of cells was inversely correlated withpercentage of motile cells (R2 =0.460.0001). The
velocity parameters (VAP, VCL and VSL) were welfretated, with a positive relationship between VAP
and VCL (R?=0.93, p<0.0001), as well as with VSleda the constant linearity value of the trajee®ri
over time (LIN=VSL/VAP).

— Physiology

1.0

e Population dynamics

0.5

Reproduction

Dim 2 (21.33 %)
0.0

-0.5

1.0 05 0.0 0.5 1.0
Dim 1 (28.66 %)

Figure 38: Correlation circle of variables analybgdMultiple Factor Analysis for quantitative andadjtative data,
performed for all samples. Variables related tospiggy: Chlorophyll fluorescence (Ch); effective
photosynthetic yieldXF/Fm’) and ATP content (ATP); to behavior: percgptaf cells in associations (%
Associations) and of motile cells (% Motile), andbtility parameters (VAP, VCL, VSL, LIN); to
population dynamics: diatom live cell density (Dgns mean cell length (Length), percentage ofscell
longer than 34pum (% Larger), growth rate (GR) amds@nce or absence of sexual reproduction

(Reproduction).

2.3.2. Metolachlor-contaminated units

2.3.2.1. Chemical concentrations

Metolachlor concentrations measured in the EUsaiting G. gracile were close to the nominal
concentrations: the anticipated gradient of exposaf our cultures was respected (Figure 39).
Concentrations were below quantification limitsdf, and 1.1+0.2 pgtin C1, 9.1+0.5 ug.tin C2 and
45.5+6.6 pg.l* in C3 over the 7-day experiment. Metolachlor coiregions in the abiotic EUs (highest
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concentration) on d0 and d7 did not differ fromsthaneasured in C3 at the same sampling dates€Figur
39). Concentrations decreased slightly over timalintreatments (although this was not statistjcall
significant).

Final biomass collected on the filters for bioacolation measurements was quite high (18+2 mg

Iyophilized weight), but no metolachlor was quaetifin the biota, even at the highest concentrd@a).
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Figure 39: Exposure in the EUs: Mean (xstandaroremetolachlor concentrations analyzed over theeement
(n=4 for controls and n=3 for each metolachlor emti@tion). White bars represent CO, light greysbar
C1, dark grey bars: C2, black bars: C3, and dashed abiotic EUs. bdl: below detection limit; nnat
measured.

2.3.2.2. Population dynamics

Exponential growth was globally similar betweentoals and treatments (Figure 35a) from dO to d4. On
d7, however, diatom cell numbers were significaldlyer at the highest exposure concentrations itihan
the controls (Figure 35a), with densities of 33868 950 cells.mit in C2 and 349 468+24389 cells.ihL

in C3 (compared to 411 563+26 394 cells’hih the controls). The distribution of size classe€1 and

C2 treatment was similar to that of the controlgyfe 35b). Sexual reproduction (recovery of larggdt
sizes) was however delayed with highest exposar€38), happening 1-2 days later than with the other

treatments.

2.3.2.3. Physiology

Chl-a increased over time in all EUs (Figure 36a), bas wignificantly inhibited at high doses (in C3 on
d7), whereas a slight stimulation of fluorescenaes wbservable earlier (d1, d3) at lower doses. The
effective quantum vyieldAF/Fm’) did not differ significantly from the contsy whatever the exposure
concentration (Figure 36b). ATP production was sighificantly impaired by the concentrations of
metolachlor used and was not different from thathef controls (not shown), suggesting that overall

metabolism was maintained.
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2.3.2.4. Behavior

A significant increase in the percentage of matéés with metolachlor exposure was measured on d3
(Figure 37a). Motility was significantly higher fafl treatments (60+11%) compared to the contrdlshe
same sampling date, cell associations were alsactep (Figure 37b): on d3 cells grew in less agdesh
patterns than in the controls, especially for C&mtthe percentage of diatoms forming associat@ss
always lower than in CO.

The VAP and VCL were still well correlated (R? =6.9<0.0001 for the contaminated EUs; Figure 38)
and no significant effect of metolachlor was obedrwon these parameters (Figure 37c and 37d).
Conversely, the VSL of motile diatoms tended tadase with time, and was significantly higher in C2
from d4 (Figure 37e). The LIN parameter increadigtitty in C2 from day 4, and significantly highieiN

was measured on day 7 in all treatments comparegdOtoindicating a more linear, although jerkier

movement (observation not quantified). Linearitytipalarly increased in C2 at the last date (Fig#D.

2.3.2.5. Correlations between physiological, behavi  oral and populational descriptors

Figure 38 provides an overview of the correlatibesnveen physiological, behavioral and populational
descriptors in this experiment. Cell densities @mtla were still well correlated (R2 =0.88<0.0001),
although some discrepancies were observed in cisopap the controls: chlorophydlfluorescence was
enhanced at lower doses, and decreased with theshigoncentration of exposure at the end of the
experiment. Metolachlor effects were mostly highigg by motility parameters, driving correlatiossd
Figure 38, top-right corner) between higher pewgesg of motile cells and a more linear trajectory
(p<0.0001).

2.4. Discussion

In ecotoxicology studies, the parameters commaosiyluo assess the impact of a molecule on micealga
are generally growth and photosynthesis, becausspifity and ease of measurement. Based on the sol
use of these two endpoints, toxicity can be untlevated, especially in the case of toxicants nitady
targeting photosynthesis. This may explain the tefflective concentrations (E&) of metolachlor
(inhibitor of fatty acids and lipids synthesis; Faie1987) found in the literature. Toxicity vadugased on
photosynthesis and growth are of the order of gndins per liter (Juneaa al., 2001, Maet al., 2006,
Thakkaret al., 2013). There is an urgent need to develop conggitary toxicity endpoints. This work is
thus topical, as the use of motility endpoints mes an image of the general state of cells, argess
toxicity on (an)other metabolic target(s). Moregwe is quickly and easily quantifiable. Motilitys
characterized via the quantification of differeargmeters (velocity values: VAP, VCL, VSL,; linegrit
percentage of motile cells). For approximately 4@rg (Rupert & Dagmar, 2014), motility has been
commonly used in animal biology as a quality intticaf human sperm, and as an endpoint of toxicity.
More recently, motility endpoints were successfullsed with for example fish and bivalve sperm,

trochophore larvae, thanks to the CASA system @(filseedy & Ingermann, 2007). Wilson-Leedy and
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Ingermann made this method of motility assessment mccessible, by developing an easy-to-use plug-i
implemented in the freeware ImageJ. In the prestely, we aimed to demonstrate its applicability to
algae, and to determine the motility parameter&@hphonema gracile, a diatom chosen because of its

high sensitivity to pollutants and its presencthe@environment studied, the Leyre River.

2.4.1. Control conditions

Under control conditions, the five motility paramet assessed showed different patterns of chamigeg du
the experiment. Indeed, the VAP, VSL and VCL vdlesi increased the first days (dO to d2) then
stagnated. In contrast, the LIN parameter desgitiia cell trajectory directly, did not depend be age

of the culture. Changes in motility were consistsith other parameters related to population dynami
(growth rate, class size distribution), physioldghlorophylla content, effective quantum yield, ATP
content) and behavior (percentage of cells in &smt). Indeed, our results indicated an incréasell
velocity (VAP, VSL and VCL) in the first three daysrresponding with decreasing ATP content (Figure
38), thus revealing higher energy consumption fotility purposes (e.g. see Bertrand, 1999). Besithes
initial decrease (from dO to d3) in the percentaigmotile cells showed that exponential growth aigithe

first days of the experiment coincided with thenfation of diatom associations (Vieigaal., 2008), as a
consequence of the natural developmerahphonema gracile populationsGomphonema gracile cells
were mainly solitary, as expected for highly mosifeecies (Hudon & Legendre, 1987). On the firssday
clusters started to form in the culture, with irrgiag aggregation of cells. In another study peréal with
shaken cultures dfitzschia angularis and Thalassiosira weissflogii, Crocker and Passow (1995) also
observed cell aggregates within 6 hours. As cegjtgegated, lower numbers of motile individuals were
predictably found. Population density and cell proty increased the likelihood of sexual reprodoicti
(Mann, 2011), and the cell aggregations observeyl lmase favored sexuality, as observed through the
recovery of larger cell sizes in the 2-3 first dalisenGomphonema associations tended to disaggregate
from day 4 (smaller clumps) and/or started to sames d7, with aging of the populations. At the @am
time, increasing numbers of motile diatoms wereneed. Decreased cell aggregation in the stationary
growth phase was also suggested by Decho (1998)kinktics of cell clustering depend on the species
considered (Crocker & Passow, 1995), but disceenglltterns were observed in d@omphonema
cultures. The cells quite quickly formed loose aggtes during their first stage of exponential gnow
which then became denser. Aggregation is involmeatlatom sinking, and here it may have contribtbed
forming the benthic mats observed on the bottonthefEUs. Then, with population senescence and/or
crowding, the search for more favorable conditiarmild be allowed by disaggregation and increased
motility.

2.4.2. Diatom responses to metolachlor exposure

Besides the validation of the motility evaluatioethod, this study aimed to characterize the toxioit

metolachlor on a whole set of parameters and toodstmate the interest of increasing the number of
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endpoints, in order to properly assess the toxafigny type of molecule with various modes of@gctin

particular those not targeting photosynthesis tijrec

2.4.2.1. Metolachlor exposure

Although metolachlor concentrations in the EUs rtyetited a gradient, the highest dose prepardg on
reached half its nominal concentration. Severabthgses may explain this loss of dissolved mettdach
including: bioaccumulation in the diatom cells, @etation and adsorption on the UE walls. The tist
were refuted by the analysis of diatom biomassnfetolachlor detected) and in the water of the mbiot
EUs (no breakdown products quantified, data notvelpdVioreover, dissolved metolachlor concentrations
were similar in C3 (i.e. with diatom cultures) andthe abiotic EUs, supporting the hypothesis pida
adsorption onto the EU walls (within the 30 firshates).

Even at the highest concentration, no metolachlas guantified in biofilms, tending to disprove the
conclusion of Larrast al. (2013) that hydrophobicity of substances alonelmised to predict benthic
diatom exposure through bioaccumulation. Indeedir thtatement was based i) on the relationships
obtained in biofilms by Headley al. (1998) between short-term sorption capacity choigcontaminants
and their hydrophobicity, and ii) on their expenna results highlighting greater sensitivity todsr
hydrophobic substances (irgarol, metolachlor, teyl) of benthic diatoms, compared to planktonitrfe.
They came to the conclusion that this sensitivityudd be explained by sorption in the biofilm matri
(Larraset al., 2013). In the case of metolachlor, our resultaatestrate that low bioaccumulation is to be
expected, and that sorption processes are deterrbipeproperties other than hydrophobicity of the

compound. Here, exposure, and subsequent toxiglied more on dissolved metolachlor concentrations

2.4.2.2. Time-dose dependent impacts on diatoms

As expected, very few endpoints highlighted metdaceffects on population growth and physiology.
Indeed, there was no significantly diverging tremer the experiment in most of these parametecgpéx
for chlorophylla fluorescence, and a slight (although above theu8étel) impact on cell association.
ATP production was not significantly impaired by tbhoncentrations of metolachlor used (not shown),
suggesting that overall metabolism was maintaidwth and effective quantum yield were globally
similar between controls and treatments (Figure, 3&), as were VAP and VCL (Figure 37c-d).
However, certain parameters were affected by nettlaa exposure. A time effect was almost always
observed, and the impact of treatment was visiblg at certain times of exposure, suggesting that
population responses did not follow unidirecticinajectories but rather followed time-dependeniepas,
with possible successive shifts in strategies.

The effects on chlorophydl-content were clearly dose-dependent: a slightutdiion of fluorescence was
observable at low doses, whereas it was significamtibited at the highest concentration (Figu6a)3
These results stress that coping with sublethalaoginations requires optimal allocation of energy t
specific processes, to counterbalance the impatte doxicants. This phenomenon is known as haemes

(Calabrese, 2005). Biofilm stimulation of chloropHiuorescence has been shown to occur broadly wit
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low dose exposure (e.g. Ricatal., 2009, Tlili et al., 2011, Tlili et al., 2008), for diverse classes of
chemicals. This consistent compensatory responggests that extra allocation of resources to
fluorescence may be sufficient to maintain phottisstic activity, without affecting the total numbeir
cells, in slightly impacted environments. Indedw: tultures displayed dose-time dependent hormetic
responses: the “greening effect” was recordedegari C1 (d1, d3) than C2 (on d4). Fluorescence
stimulation in C1 and C2 suggested that diatom® able to implement the same tolerance mechanisms,
at timescales depending on the intensity of thesstirAs time progressed, fluorescence levels estuim
control values. In contrast, the inhibition on st days of experiment in C3 indicated deleterimpacts

for the culture, converging with the conclusionsDefbeneset al. (2009) that diatoms are sensitive to
chronic metolachlor exposure from 30 pig.L

The highest concentration (C3) of exposure impatttedsize class distribution, the percentage dé ael
associations and the percentage of motile celdagr8. Other works have also demonstrated thatants
can effect the distribution of cell sizes in diatpopulations (decrease in average cell size wittalme
exposure; Luist al., 2011) and particularly delayed sexual reproduac(iater recovery of larger cell
sizes). The percentage of cells forming assoceticas lower in the treatments than in the confFeitgure
37a), suggesting that toxicant exposure may afsotahe normal structure of the biofilm. Previousrks
showed that pesticides, including chloroacetarslidmodify the 3-D structure of more complex
(multispecies) biofilms by reducing biofilm thiclsgeand the distribution of the life forms preseng.(
Roubeixet al., 2012, Roubeiet al., 2011a regarding metolachlor). The lower numbéegygregated cells

in C3 indicated that changes could also occur etptbpulation level, contributing to alterationstlie
overall biofilm architecture. Despite the fact tlgsociation in colonies could help the diatomst lihe
influence of toxicants, by reducing the cell suefaexposed or thanks to the concomitant increase in
exopolymeric substance production (Crocker & Pas4®85), cell aggregation is likely to make eadh ce
lose its motility, thus its potential to escape tomtaminant. Here, it can be noted that, conti@arghe
observations made by Cohn and McGuire (2000) or gshand Hader (2010), the percentage of motile
cells did not decrease, nor increase, with mettwa@xposure, meaning that only a given proportbn
individuals within the population would be ablessrape a contaminant.

Finally, the VSL velocity and the LIN parameter eiéound to be the most sensitive. Indeed, VSL t&nde
to increase with time, and was higher in C2 from(igure 37e). Cell trajectory was still curvilimda
metolachlor-exposed EUs, but on d7 all treatmeatkdignificantly higher LIN than CO indicating a mo
linear movement which could enable the diatomsoigiclarger distances. Motile pennate diatoms thus
regulated their motility depending on exposure &iatachlor, with higher velocity and lower trajagto
curvature. Active gliding in diatoms is related ttee cell’'s ability to secrete extracellular polyroer
substances (Cohn, 2001). On the other hand, exwrefi polymeric substances is also involved in
resistance mechanisms: by binding the toxicanaestiularly, they contribute to limiting the entcaninto

the cells and thus lessen toxicity (Pereiral., 2011). Higher motility (increased VSL and a mimear

trajectory) in the metolachlor-exposed EUs withpees to controls could thus highlight both increase
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escape behavior against toxicants and higher @wrgiduced by exposure. Escape behavior could be
controlled by the ROS generated by the toxicattiercell. Indeed, Laviale al. (2011) recently suggested
ROS-controlled migration in marine diatoms, i.e. R@cting as signaling molecules to generate

movement.

2.5. Conclusions and perspectives

The cost of coping with toxicants for the organisnas/ not always be highlighted by the effect desors
used so far. In microalgal ecotoxicological studie®rescence measurements are widely used, gieen
fact that most of the toxicants target any of thengonents of the photosynthetic chain, directly or
indirectly.

However, harmful impacts on fluorescence and &ssdr extent on cell density were observable hdye o
at the highest concentration tested and at theoktite experiment, whereas other endpoints resjpbonde
earlier and/or at lower concentrations, such aditpatlated ones. The results of our experimesiswed
that, at low-dose exposure, energy was allocatecesstin situ (increased fluorescence), whereas
increased motility at higher doses tended to irtdiaa escape behavior.

The generalizability of these behavioral resposkesild now be confirmed for diverse contaminantth(w
different modes of action). Motility endpoints wdyprovide valuable perspectives for the assessaient
pollutant impacts not targeting photosynthesisctliyegiven the fact that the use photosynthesigitors

is increasingly restricted (Commission, 2012), iegllfor new reliable toxicity indicators other than
photosynthesis-based ones.

Diatom motility, and more generally behavior, irspense to perturbations has been overlooked in
freshwater environments. Here, we demonstrate dlewance of this kind of response, even if further
investigations are still needed for a better assessof the value of diatom behavioral measureméiis
species considered may obviously be a major safre@riability, as well as its origin. Moreover eth
extrapolation of these motility measurements widloarequire determining the degree of correlation

between laboratory observations and behavior ifigtte
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Figure 40 : Supplementary information: Individuafectories of. gracile: projection of 250 video frames from a 10-s
video from samples collected day 3. CO to C3 iridithe treatment and rl to r4 different replicafesale
bar: 100 pm.
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3. Synthese

Les résultats de cette étude ont permis de mettewant des effets biologiques « relativement peEce

(au jour 3) a la concentration maximale sur le pentage de cellules mobiles, le pourcentage dale=ll
associées et sur la distribution des classes le téne augmentation du pourcentage de celluldsileso
inversement corrélé avec le pourcentage de celldssciées a été observée. L'augmentation de la
proportion de grandes cellules (contraire au medeproduction asexuée typique des cellules causant
diminution de taille) a la concentration 100 jitslggére une mise en place de la reproduction sexmée
visible dans les autres conditions, ou elle a és& mn place plus tardivement (1 a 2 jours aptes).
résultats ont également permis de montrer qu’aufijaal, les parametres affectés a diverses coratants
étaient : la densité cellulaire, le contenu enrdploylle a, |a vitesse de déplacement appelée VSL (velocity
straight line soit la vitesse en ligne droite)watla linéarité du mouvement (LIN).

Les résultats obtenus sur la mobilité montrent aumgmentation de la linéarité de la trajectoire éée
avec l'augmentation de la vitesse de déplacempétite. Le LIN a été affecté par I'ensemble des
concentrations testées, y compris la concentraienl ug.l*, traduisant des effets sublétaux du
métolachlore a une concentration trés basse (ppottaaux données de la bibliographie) non visibles

les autres paramétres biologiques. En effet, la & 6té augmentée par les deux plus fortes contiengra
(10 et 100 pg.t) et la densité cellulaire et le contenu en chlbytip a ont été significativement plus
faibles aprés exposition aux concentrations de 10@pg.L*, et 100 pg.L, respectivement.

Les résultats de cette étude ont donc montré ursibdieé beaucoup plus grande des paramétrea ligs
mobilité des cellules par rapport aux autres desens couramment utilisés comme [efficacité
photosynthétique (aucun effet sur ce parameétre camxentrations testées) et la croissance. Chez les
diatomées pennées, le mouvement est permis paaplacitt des cellules a sécréter des substances
extracellulaires polymérisées (Cohn, 2001) égalérmepliquées dans la résistance aux toxiques (qui
peuvent se lier & ces substances ; Pesedlg 2011). Ce comportement échappatoire pourraitteésie la
présence d’'espéces réactives de l'oxygene comipeléstpar Ezequiekt al. (2015). La mesure du
comportement de mobilité est relativement chrongphpendant les expérimentations (5 minutes de
préparation et d'acquisition vidéo par échantilloomédiatement apres le prélévement, puis 5 min de
traitement pour chaque vidéo) mais ne nécessitelguaatériel courant dans les laboratoires (micsc

et caméra). La mobilité est effet tres utiliséesdandomaine animal comme critere de qualité dedaet

de spermatozoides : compte tenu de la sensilbditgeddescripteur, il serait intéressant de pouesilgs
recherches pour évaluer son potentiel comme imdicate toxicité sur les microalgues, complémentaire
des descripteurs classiques tels que la croissafephotosynthése.

Lors des expérimentations présentées dans ledrelsapi 6 et 7 du manuscrit visant a évaluer Uerfice

de la MOD sur les microalgues et la toxicité debibiles, la mobilité des cellules n'a toutefois §ite
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mesurée en raison du temps nécessaire aux prélégeraex filtrations et aux analyses des autres

parametres biologiques et chimiques.
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1. Introduction

Cette deuxiéme étude préliminaire a eu pour butatl)@r I'impact de l'irgarol et du diuron seulsest
mélange, sur la diatomée mari@baetoceros calcitrans et la chlorodrendrale mariffetraselmis suecica
sur le temps de doublement (division), I'efficacpdotosynthétique, le contenu relatif en lipides
intracellulaires et en espéces réactives de 'axgge

Les cellules des trois souches ont été exposéantdiix jours a trois concentrations de chaquecmsst
(0,05, 0,1 et 0,5 pugtpour rirgarol (I) et 0,5, 1 et 5 pgLpour le diuron (D)) et & quatre mélanges
binaires (M1: D5+I0,5; M2: D5+I0,1; M3 : D1+®; M4 : D1+I0,1). Les expérimentations ont été
conduites a une température de 17°C et suivanyala pur:nuit de 16h:8h. Le nombre de réplicats pa
traitement était de quatre pour les témoins (sasticles) et de trois pour chaque modalité tesiee.
comptage des cellules a été effectué quotidienrteehdes trois parametres ont été mesurés le déonie

des expérimentations.
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Abstract

A wild strain of C. calcitrans and wild and diuron-resistant strainsTosuecica, were exposed to the PSII
inhibitor herbicides diuron and irgarol, individlyahnd in mixtures. The effects of three conceiurst of
diuron and irgarol and four binary mixtures weraleated on doubling time, relative reactive oxygen
species and lipid content by flow cytometry, and mhtosynthetic efficiency by pulse amplitude
modulated fluorescence.

In both wild strains, significant effects were alveel for each molecule at the highest concentragisied:

at irgarol 0.5 pg.L, C. calcitrans was shown to be more sensitive tifasuecica (+ 52% and + 19% in
doubling time, respectively), whereas at diurorga.pj, T. suecica was more affected (+ 125% in doubling
time) thanC. calcitrans (+ 21%). Overall, irgarol had a higher toxicityaalower concentration than diuron
(no effect at diuron 0.5 pgH). for both wild strains. The strongest mixture &g 0.5 pg.L* + diuron 5
ng.L") increased doubling time by 356% fbr suecica, thus showing amplified effects when the two
compounds were mixed.

Sequencing of the diuron-resistant strain demdsstia@single mutation in thesbA gene coding sequence.
Although resistance of this strain to diuron wasifitmed with no effect at the highest diuron
concentration, no resistance to irgarol was shdmwaddition, the mutant strain exposed to the gish
mixture showed a 3.5-fold increase in doubling ttoenpared with irgarol alone, thereby supportirg th

hypothesis of a biochemical interaction betweegélt@o compounds.

Keywords

Microalgae; Herbicides; Antifouling; Irgarol; DiunpDiuron resistance
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2.1. Introduction

Irgarol (2-methylthio-4-tertbutylamino-6-cycloprdpynino-s-triazine) and diuron (1-(3,4 dichlorophigny
3,3 dimethyl urea) are two biocides commonly useddpper-based antifouling paints to replace TBT
(Tributyltin) (Manzoet al., 2006). Diuron has also been used as an herhitidgriculture. The use of
diuron as a biocide and herbicide was prohibiteBrance in 2008 (Directive biocide 98/8/CE and #ré
du 21/08/2008). However, its persistence in thérenment means that it is still found in rivers anvdstal
waters. In the Water Framework Directive (2000/&)/Eliuron, and later irgarol (Directive 2013/39)JE
were included in the list of “48 priority pollutanto be monitored in European waters”, which eitld to
their progressive prohibition over the next 20 ge&Vhile diuron is no longer used in most European
countries, it is still of great concern in otheutiies, such as in Australia where it is knowhedcharmful

to the Great Barrier Reef (Holmes, 2012, Lewigl., 2009). In contrast, irgarol is still widely usid
antifouling paints all around the world despitear of high toxicity in some studies from the U.K.
(Chesworthet al., 2004, Thomast al., 2001), where its use in antifouling paints hasnbprohibited.
Along the French coasts, average irgarol concéangafrom 10 to 40 ng:twere found in Arcachon Bay,
while concentrations up to 0.1 pd.lwere reported in Arcachon port (Auby & Maurer, 2D0More
recently, irgarol concentrations up to 0.186 [{guere reported in Vilaine Bay (Caquettal., 2013). In
Singaporean coastal waters, irgarol concentraiiotie range of 3 to 4 pg'lhave been reported (Basheer
et al., 2002). As for diuron, concentrations from 11 &r®).L" were reported in Mediterranean coastal
waters (Munaroret al., 2012), and 0.268 pg-Lin Vilaine Bay (Caquekt al., 2013). The highest
concentrations reported in European rivers andrgrouaters have been 0.279 pigand 0.864 pg.t,
respectively (Loogt al., 2009, Loost al., 2010). In addition, diuron and irgarol have besasured at
maximal concentrations of 2.583 and 0.824 jigrespectively, in careening areas of several f§exgic

& Durand, 2013).

Irgarol, a triazine, and diuron, a phenylurea, bath as photosystem Il (PSll) inhibitors: their dinmg
action on the D1 protein in PSIl prevents electransfer between quinones @nd @, impeding Hill's
reaction (Jones & Kerswell, 2003, Nimlsalal., 1996). As PSII structure is very well conservatbag
plants and microalgae, numerous non-target organuld suffer deleterious effects if environmental
pollution occurs (Readmagbal., 1993).

Effects on phytoplankton have been recorded in raben of studies. Koutsaftis and Aoyama (2006)
reported 72 h IG values of 1.1 ug:it and 36 pg.L for irgarol and diuron respectively, on the growth
the microalgaChaetoceros gracilis. Nystromet al. (2002) established that irgarol concentrationgjiran
from 441 to 647 ng.t were responsible for 50% photosynthesis inhibiiiobake Geneva phytoplankton.
Larraset al. (2013) assessed the sensitivity of benthic diatonasuron and irgarol under both planktonic
and benthic conditions. They establishedE@alues of 4.27 and 10.07 pd.for planktonic conditions
and 9.50 and 0.070 ugtlfor benthic conditions, for diuron and irgarolspectively, based on the 96 h
growth rate of the population. Devill al. (2005) established Egvalues based on 72 h cell number
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inhibition of 2.26 and 0.25 pgLfor diuron and irgarol, respectively, on the madga E. huxieyi. For
diuron, tropical estuarine microalgae spedlagcula sp. andN. pyriformis showed Eg, values of 7.8 and

8 ug.L", respectively, based on 72 h growth rate (Magmuetsal., 2008). In another study, Magnussbn
al. (2010) found diuron 1§ values of 2.6, 2.01, 2.71 and 4.4 |igfor Navicula sp., N. pyriformis,

P. tricornutumandC. closterium, respectively, based on photosynthetic efficiency.

In the environment, organisms are exposed to dtkihchemicals, it is thus of interest to stuthg t
effects induced by mixtures of contaminants. FettaarAlbaet al. (2002) showed that a mixture of irgarol
and diuron resulted in a synergistic interactiopanting three different organisms, including a padga.
Gatidou and Thomaidis (2007) showed that the hdreffacts of interactions between irgarol and its
metabolites were additive on phytoplankton, wHile interaction between diuron and its metabolitas w
shown to be synergistic. Recently, Cedergreen (2@dviewed the main interactions resulting from
different types of pollutants: metals, pesticideg antifouling agents, revealing that synergistieriaction
often occurred with antifouling mixtures.

Following chronic exposure to many different chealsc genetic variants resistant to certain types of
molecules might arise in some species. It was dstraiad that PSII inhibitor resistance was mainiy th

a mutation in the gene sequence coding for the iDfeip (Ericksonet al., 1989, Oettmeier, 1999).
However, according to the literature available hsowtations were not involved in resistance toroba
(Erikssonet al., 2009). Cells resistant to contaminants ariseawahg by rare spontaneous pre-selective
mutation during replication (Costasal., 2001, L6pez-Rodagt al., 2001). In the case of environmental
pollution, such mutants would allow a populationbiecome resistant (Carrera-Martingzal., 2011,
Lopez-Rodast al., 2009, Romero-Lopea al., 2012). In the particular case of diuron resisgtaitchas
been demonstrated that diuron itself was not resiplenfor the first appearance of resistant célfgpéz-
Rodast al., 2001).

The microalgae used in this study were the chlgrgphetraselmis suecica and the diatonChaetoceros
calcitrans. In addition to their use in aguaculture, bothhafse species are encountered in the temperate
coastal waters of the East Atlantic. The testingpafcies from two different phyla enabled us toecav
broader range of potential responses to pestigideseare. Furthermore, two different straind’ofuecica
were used in this study: (i) a “wild” strain ang @ diuron-resistant strain (Stachowski-Haberkeiral.,
2013).

In order to understand to what extent environmesgatamination with herbicides can affect microklga

populations, this study aimed:

1. To evaluate the toxicity of diuron and irgarol sepaly and to explore the effects of binary

mixtures, on four physiological endpoints, using species of microalgae.
2. To identify the mutation responsible for diuronsesce in the mutant strain bfsuecica.

3. To investigate the effects on the mutant straingafrol and of binary mixtures of both herbicides.
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To answer these guestions, the impacts of irgaididauron (individually and in mixtures) were asses

on three strains of two marine phytoplankton spgeciée genetic basis of the resistance to diurah wa
investigated and effects of the herbicides weresored on four parameters. Growth, measured by
doubling time (F), is a parameter obviously related to the survpraicess in microalgae. Two other
parameters related to the physiological statubettrains are expected to vary because of photess
inhibition caused by diuron and irgarol: the phygtdietic efficiency ¢’'\) and the relative reactive oxygen
species (ROS; Flgbg content. Since the two phytoplankton speciescaremonly used in aquaculture,
the relative lipid content (Fl.}ies) Was also measured, as it is related to the metquality of the cells.

One major interest of the present study is thaguoknowledge, no ecotoxicological studies have ye
established the effects of herbicide mixtures towhoth wild and resistant strains of the same

phytoplankton species.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Chemical / toxicant preparation
Irgarol (Irgarol Pestandl> 98.4%) and diuron (> 98%) were purchased from Sigkdrich. Stock

solutions of irgarol (500 mgd) and diuron (500 mg:t) were then prepared in pure methanol. These
solutions were diluted, using sterile ultra-pureevao make working solutions of 0.02 mg.{0.004%
methanol) and 0.06 mg*L(0.012% methanol) for irgarol; and 0.1 m§(0.02% methanol) and 1 mg'.L

(0.2% methanol) for diuron.

2.2.2. Microalgal cultures

The marine microalgadetrasdmis suecica (CCMP 904) (*wild” strain: T_wild) and Chaetoceros
calcitrans (CCMP 1315) (“wild” strain:C_wild) were obtained from the Provasoli-Guillard Natlona
Center for Marine Algae and Microbiota (NCMA).Tetraselmis suecica strain resistant to diuron (diuron-
resistant mutanfl_mutant) was obtained from wild strain CCMP 904 after expents performed by
Stachowski-Haberkoret al. (2013).

Microalgal cultures were maintained in sterile 88d f/2-silica medium (Guillard, 1975, Guillard &
Ryther, 1962) at 17 + 1°C, in a thermostatic chan®&5+ (POL-EKO-Aparatufa Poland) at 105
pumol.m?s® (Quantometer Li-Cor Li-250 equipped with a spharisensor), with a dark:light cycle of
8:16 h. Cultures were grown in 100 mL round boicaté sterile glass flasks previously heated t6°@50
for 6 h and autoclaved 20 min at 121°C.

For exposure experiments, cultures were grown inm&Osterile f/2 medium foil. suecica and f/2-Si
medium forC. calcitrans: cultures were inoculated using stock culturesxponential growth phase. The

initial concentrations of cells were 20,000 cell-hfbr each species at the beginning of exposure.
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2.2.3. Exposure experiments

Six-day exposure experiments were run. Prelimieaperiments performed with each biocide separately
showed that above 0.5 pd.lrgarol or 5 pg.L* diuron, no algal growth was observed for at leastof the
three strains. Each strain was therefore exposeddo biocide singly (irgarol: 0.05 (10.05), 0.2.1)) and

0.5 (10.5) ug.t%; diuron: 0.5 (D0.5), 1 (D1) and 5 (D5) pd)Land to four binary mixtures of irgarol and
diuron: M(D5+10.5), M(D5+10.1), M(D1+I0.5) and M([>10.1). All concentrations are expressed as
nominal concentrations. Only the two highest cottaéions of each biocide were tested in the mistuas

no effects were expected with the lowest conceatrsit Two control treatments were included in the
experiments. Control cultures (C) contained onlgroalgae and culture medium; solvent-control cafur
(Co) contained microalgae, culture medium and thedsgmethanol concentration corresponding to either
M(D5+10.5) (0.0011% methanol) or diuron 5 pg.[0.001% methanol), which are more than 700 fold
lower than the maximum methanol concentration renended for algal bioassays (Abou-Waly, 2000).
Five independent experiments were run in ordexpmse the three strains to all the treatmentsufagt
were carried out in triplicate (exposed conditioos)in quadruplicate (control conditions). Everyda
500 uL of each culture were sampled to measureastentrations. On the last day (day 6), whenrabnt
cultures reached the end of exponential growthiythdr 1400 uL were sampled in each culture tosasse
the effects of exposures on different physiologieatipoints: photosystem |l effective quantum vyield

(1000 uL), relative intracellular ROS content (200 and relative intracellular lipid content (200)u

2.2.4. Microalgal analysis using flow cytometry

Samples were run on an Accuri C6 flow cytometerc{@e Dickinson Accuri™) equipped with a blue
(488 nm) and a red (640 nm) laser. Preliminary exmsts made it possible to select the optimalqoait

(staining duration and concentration) for eachrigoent dye and species.

2.2.4.1. Doubling time measurement

In order to measure the cell density daily in eacdkture, 500 uL were sampled and fixed using
glutaraldehyde (final concentration 0.25%). Tubesaamixed and left for 15 minutes at room tempegatu
in the dark before analysis. Preliminary experirmenade it possible to choose the parameters besi su
to discriminatethe species: cells of. suecica strains were counted on a FL1 (green fluorescés8#30
nm) vs. FL4 (red fluorescence, 675/25 nm, chlorbphiated) cytogram. Cells of. calcitrans were
counted on a SSC (Side Scatter) vs. FL3 (red fhoerece, > 670 nm) cytogram.

Observation of culture samples by microscopy comdi thaC. calcitrans did not produce chains of cells
under these experimental conditions. Counts weadlaile directly in the BD Accull' C6 software,
including the analyzed volume.

For each culture, growth parameters were calcukseddllows: the growth rate (i, hotysvas the slope
of the regression line from the plot of Ln (cell.Mlon time (hours). The doubling timeg(Thours) was

calculated as: = Ln(2)/u.
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2.2.4.2. Reactive oxygen species (ROS)

The fluorescent dye 2',7'—dichlorodihydrofluoresteiacetate (HDCFDA) was used to check for effects
of irgarol, diuron and their mixtures on intrac&luROS production (Molecular probes, Eugene, OR,
USA). H,DCFDA is a non-polar dye which can enter the céllspresence of }0,, ROOs or ONOQ
acetate groups are cleaved and oxidized by inludsreksterases, resulting in the conversion fram-n
fluorescent EDCFDA to highly fluorescent 2',7'-dichlrofluorese¢DCF). This fluorescent compound can
be measured by green fluorescence (FL1, 530/30 . following protocol was adapted from
Stachowski-Haberkormt al. (2013): a stock solution of 100 mM,BICFDA in dimethyl sulfoxide
(DMSO) was used to make a 2 mM working solutiorplimsphate-buffered saline (137 mM NacCl; 2.7
mM KCI, pH 7.4, 2% final DMSO concentration in therking solution). Preliminary experiments were
carried out to determine the optimagMCFDA concentration and incubation time to uselfeuecica and

C. calcitrans cultures, using cultures exposed to 1 mM or 100, (final concentration) as a positive
control. In the present experimensMCFDA was used at a final concentration of 80 uN&2 DMSO)

in fresh 200 uL samples. Samples were incubatafierndark at room temperature for 30 min before

analysis.

2.2.4.3. Relative intracellular lipid content

The relative intracellular lipid content was estieasaby the use of a green lipophilic fluorochromhgt-
difluoro-1,3,5,7-tetramethyl-4-bora-3a,4a-diazadacene (BODIPY*®™ Life Technologie®, Carlsbad,
CA, USA). This fluorescent compound is accumulaiedthe intracellular lipid bodies (which are
morphologically diverse) by a diffusion mechanisna aubsequent trapping. This dye easily crossés cel
and organelle membranes due to its high oil/wadditipn coefficient (Akimoto & Mimuro, 2007, Coope
et al., 2010). BODIPY®™**can be measured by green fluorescence (FL1, 530180 The following
protocol was adapted from Brennetral. (2012): a working solution of 12 pgilwas prepared from a
5000 mg.L* stock solution in pure DMSO. BODIPY was used 878.ug.L* final concentration (0.6%
DMSO) for C. calcitrans and 0.12 pg.L final concentration (1.0% DMSO) fdr. suecica in fresh 200 pL
samples. Before analysis, samples were incubatiée idark at room temperature for 6 and 5 minwes f

C. calcitrans andT. suecica, respectively.

2.2.5. Photosystem Il effective quantum yield

Photosystem |l effective quantum vyield (operatioyigld = ¢’) was measured by Pulse Amplitude
Modulated (PAM) fluorescence using an Aquapen-CCARR0 fluorometer (Photon system Instrum@nts
Drasov, Czech Republic). Measurements were maderoh of diluted cultures (1:2 dilution in culture
medium) in light adapted conditions (light intepsitf the culture chamber). Three measurements were

performed for each culture and a mean taken oé thasies.
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2.2.6. D1 protein mRNA sequencing

Triplicate 50-mL cultures of wild andT_mutant were grown in control conditions for six days mder to
extract total RNA. Cells were centrifuged at 45060910 min, washed in sterile f/2 medium and re-
centrifuged prior to adding 1.5 mL Trizol (Ambiohjfe Technologies). Total RNA was extracted
according to the Trizol manufacturer's instructidRBIA concentrations were determined using an ND-
1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Walthaf USA) at 260 nm. RNA integrity was assessed
on an Agilent bioanalyzer using RNA 6000 Nano kigilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
according to the manufacturer’s instructions. Rexéranscription was carried out with the High-Cipa
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosysterhffe Technologies), according to manufacturer's
instructions, on 2g total RNA. Primers (Table 12) were designed @ilttsuecica D1 protein complete
CDS (Genbank DQ173249) using Primer-BLAST NCBI $odlhe protein was divided into two regions
(A and B) in order to obtain PCR products betwe@ &d 600 bp. For eadhsuecica strain and primer
pair, PCR reactions were performed in triplicatengidNEBNext High Fidelity 2X Master mix (New
England Biolabs, Ipswich, MA USA) on 3 uL cDNA wib puM of primers. The thermal cycler was
programmed, according to manufacturer’s instrustioms follows: 98°C for 30 seconds for initial
denaturation; 15 cycles at 98°C for 10 seconds; 66f 30 seconds and 72°C for 30 seconds; then 72°C
for 5 min for the final extension. PCR products evpurified with USB ExoSAP-IT PCR Product Cleanup
(Affymetryx, Santa Clara, CA, USA) and sequenced ifacility with a Sanger ABI 3730xI (Applied
Biosystems, Life Technologies), using the primer§able 12. Sequences were aligned with Clustal W
implemented in MEGA 6 software (Tamueatzaal ., 2013).

Table 12 : Primers used for D1 protein coding seggi@mplification end sequencing.

Sequence (5'->3) Product length (bp)
D1 A Fw GCTAACTCAATGTGGGCTCG
D1 ARv ACCTAAAGGCATACCATCAGAGA 498
D1 B Fw ACCCAATCGGTCAAGGTTCA
D1 BRv AGCGTTTACAGATGGAGCTTCT >78

2.2.7. Statistical analysis

One-way ANOVAs were performed on each strain/chain@ombination to check for significant
differences in growth, yield, relative intracelluROS level and lipid content between control axgbeed
cultures. Ap-value <0.05 was considered statistically sigaific When significant differences were
observed, a multiple range Newman—Keuls test wed ttsscompare means. All statistical analyses were

performed using Statistica (StatSoft, Inc., verdioh
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2.3. Results

Neither methanol concentration showed a signifiedfect on the studied parameters (data not shown)
compared with the control without solvent, whatether species and strain. The results obtainedaict e
species/strain are therefore presented withousahent-controls. In Table 13, results are exprbsse
mean values (+ standard-error, SE) of raw datall lthe figures, results are shown as the percertfg

variation of exposed samples compared with therglontthout solvent (C).
2.3.1. Chaetoceros calcitrans

2.3.1.1. Toxicity of single herbicides

Among the three concentrations of diuron testedy; e highest (D5) showed significant effects ba t
four parameters measured (Table 13), namely: daultiine T, photosynthetic efficiency’y, reactive
oxygen species-related relative fluorescence:bddnd lipid-related relative fluorescence Eld. In the
D5-exposed cultures, whileyTincreased by 21 + 2.2%» € 0.0002) compared to the control, the three
other parameters decreased (Figure 41).

Like diuron, irgarol showed no significant effetttae two lowest concentrations (Table 13). Atjdga.",

a significant increase ofylwas demonstrated (+52 + 3.1p6; 0.0002); significant decreases were noticed

in ¢’m and FL%os although no significant effect was found on Flel (Table 13).
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Figure 41 : Percentage variation of exposed sangfle€3. calcitrans @ wild) compared with the control treatment
without solvent (C) for: doubling time §J, photosynthetic efficiencyd(' ), relative ROS content (Fkdg
and relative lipid content (Flubps); after exposure to diuron (D) and irgarol (Iora and in mixtures
(means = SE). Only significant effects are showNQVA, p < 0.05).
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Table 13 : Effects of diuron and irgarol, singlylan mixtures, orC. calcitrans andT. suecica after six-day exposures.

Diuron (pg.lL™1) Irgarol (pgL ) Mixtures
Ta(h™) P FL1pgos (10° a.w) FL1ipigs ( 10% aw) To(h™)  d'm FLlpgs (10° an) FLI Lipids To(h™) ' FL1os (107 aw.) FL1ipigs (10° a.w)
(10 a.u)
C_wild C 182+ 0.1 074 +0.002 1.61 + 005 371 £20 C 167+ 01 074 +0.003 1.89 + 017 420+ 46 C 182 +01 074 +0002 1.61+0.05 371 +£ 20
a a a a a a a a a a a a
D05 183+ 0.1 073 +0013 163+ 022 381 + 103 10,05 169+ 03 073 +0.004 136+ 029 376 + 38 M(D5+10.5) 340 +20 055+ 0,006 062 +0.01 142 + 16
a a a a a a ab a b d b b
D1 181+ 01 073 +0009 1.79+023 468 + 70 10,1 171 +02 073 +0.001 150+ 0.31 322 +3 M(D5+101) 245 +1.1 0654+ 002 064+002 142 +9
a a a a a a ab a d b b b
D5 221+ 04 068 +0003 0.71 + 0.02 133 + 21 10.5 255+ 05 06+ 0004 066+ 001 328 + 20 M(D1+105) 285 +04 059+ 0004 064 +0.00 134 +12
b b b b b b b a C L b b
M{D1+I10.1) 186 + 02 074 + 0.002 1.66 +0.21 193 + 24
a a a b
T wild C 244+ 01 075 +0004 1660 +034 791 +24 C 273+ 05 076 +0.004 17.70 +£0.10 749+ 32 C 273 +05 076+ 0004 17.70+ 0.10 749 + 32
a a a a a a a a a a a a
D05 254+ 04 073 +£001 1650+012 G687 +43 1005 273+ 02 078 +0.002 1580+042 726 + 11 M{D5+10.5) 1242 +95 054 + 0.009 3450 = 1.40 475+ 19
a a a b a b b a d d c C
D1 262+ 05 072 +0008 1830+0.70 662 + 27 10,1 262+ 02 077 +£0.001 16.60+ 053 763 + 23 M(D5+10.1) 681 +24 058 + 0.004 31.70 + 1.00 479 + 25
a a b b a ab ab a C C be C
D5 548+ 59 056+0013 2370+030 493 + 15 10.5 325+ 05 075 +0005 25.60+0.82 594 + 10 M(D1+10.5) 493 +06 065+ 0,004 2940 + 0.77 489 + 6
b b c c b C c b b b b €
M{D1+10.1) 288 £+ 0.8 075+ 0,003 19.60 + 2.40 622 + 40
a a a b
T_mutant C 292+ 03 076+0003 1410+053 885 + 20 C 292+ 03 076 +£+0.003 14104053 BE5+20 C 292 +03 076+ 0003 1410+ 053 885 + 20
a a a a a a a a a a a a
D05 292+ 03 075 +0.004 1450+ 056 901 +17 10.05 288+ 04 074 +0.005 1460 + 027 851 + 26 M{D5+10.5) 483 +20 065+ 0.005 24.00 = 1.10 TIB+17
a ab a a a b a a C d C b
D1 287+ 10 075+0003 1420+ 029 928 +9 10,1 284+03 075 +0.004 1480 +0.26 873+ 15 M(D5+10.1) 291 +05 073 + 0.007 1540 + 0.17 931 + 23
a ab a a a a a a a b a a
D5 286+ 0.1 074 +0002 1530+ 041 884 + 12 0.5 346+ 1.0 0.70 + 0.005 17.00+ 0.71 751 + 25 M(D1+105) 374 + 0.8 070+ 0.004 18.80 + 0.34 786 + 41
a b a a b C b b b ¢ b b
M{D1+I10.1) 286 +02 074 + 0,002 14.60 + 0.34 297 + 10
a b a a

All values are mean values (+ standard-error, $Ejw data

a, b, c, d indicate significant differences betwieeatments (ANOVAp < 0.05 followed by Newman-Keuls post-hoc tpst,0.05)

Tp: doubling time®’\,: photosystem I effective quantum yield; gt intracellular ROS relative content; Rlalys: intracellular lipid relative content
C wild: C. calcitranswild strain; T_wild: T. suecica wild strain;T_mutant: T. suecica mutant strain; C: Control treatment without sotven
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2.3.1.2. Toxicity of herbicide mixtures

The four mixtures used in this study significamatiiectedC. calcitrans for at least one parameter out of the
four measured (Table 13, Figure 41). Indeed, w{B1+10.1) induced only a single significant desea
in FL1, 50, the three other mixtures had significant effectslbparameters. M(D5+10.5) and M(D1+10.5),
induced greater effects o, @and¢’y than M(D5+10.1): | was increased by 87 + 11%= 0.0002) and
by 56 + 2.2% § = 0.0003) when the cultures were exposed to M(D5}land M(D1+10.5), respectively.
The increase induced by M(D5+10.1) was lower (+3%%,p = 0.0021). In the same way, these three
mixtures caused significant decrease®'in from -26 + 0.8% f§ = 0.0002), to -14 + 2.9%pE 0.0002)
(Figure 41). FL&os and FL1yi4s Were affected to nearly the same extent by theetimixtures, with

decreases around 60%0< 0.0002 for all concentrations and both pararagter
2.3.2. Tetraselmis suecica

2.3.2.1. Wild strain

2.3.2.1.1. Toxicity of single herbicides

Among the three diuron concentrations tested, th@yhighest (D5) significantly affected all paraenst
the greatest effect being o T+125 + 24.3%p = 0.0003) (Table 13 and Figure 42). At 1 jig.tiuron
induced a significant increase in Regby 10 + 4.2%§ = 0.019) and a significant decrease in [glsd by
16 + 3.4% = 0.028), when no effect was detected grofid’y. At 0.5 pg.L* diuron (Table 13), only a
significant decrease in FLijss was demonstrated (Figure 42).

After exposure to irgarol 0.5 pg'Lsignificant effects were shown on the four patense(Table 13 and
Figure 42). | and FL%kos were increased (+19 + 2% fop,Tp = 0.0002), whilep’y and FL1jpgs Were
decreased (Figure 42). With irgarol 0.05 |iy.slight significant effects were noticed ¢y, which was

mildly stimulated, and FLgbs which was lower than the control.

2.3.2.1.2. Toxicity of herbicide mixtures

Among the four mixtures tested in this study, thneliced significant deleterious effects on albpagters
measured (Table 13). The most concentrated mixt(@®5+10.5), led to a 356 + 35%p & 0.0002)
increase in §, as well as a 95 + 8% € 0.0002) increase in Fkds(Figure 42). Thep'y and FL1jids
decreased significantly by 29 + 1.2¢«0.0002) and 37 + 2.6% € 0.0003), respectively.

While the increase inglwas more than two-fold lower for M(D5+10.1) (15@:20%,p = 0.0003) and four-
fold lower for M(D1+10.5) (81 + 2.2%p = 0.008), the effects on FlJss remained at the same level as for
M(D5+10.5) (around -35%jp = 0.0003 for both) (Figure 42). The toxicity graali was also observed in
¢'m with a 23 £ 0.6% (= 0.0002) decrease for M(D5+10.1) and a 15 + 0(H% 0.0002) decrease for
M(D1+10.5), which was half the decrease observed/f@®5+10.5). FLkosalso showed the same toxicity
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gradient between mixtures, with 79 +5.89%=(0.0002) and 66 + 4.4%p € 0.0003) increases for
M(D5+10.1) and M(D1+0.5), respectively.

Finally, the least toxic mixture, M(D1+10.1), wasly responsible for a slight but significant dese@
FL1piss (Figure 42).
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Figure 42 : Percentage variation of exposed sangdlds suecica (T_wild) compared with the control treatment
without solvent (C) for: doubling time ¢J, photosynthetic efficiencyd’y), relative ROS content
(FL1ro9 and relative lipid content (Flubps); after exposure to diuron (D) and irgarol (I)praé and in
mixtures (means + SE). Only significant effectsgrewn (ANOVA, p < 0.05).

2.3.2.2. Diuron-resistant strain

2.3.2.2.1. D1 protein mRNA sequencing

The sequence alignment in the resistant straimledea mutation from G to A in the quinone binding
domain (amplified with primer pair B) at positior6% of the CDS (Figure 43A). This mutation

corresponded to a change in the codons from GTA#®, leading to a switch in the amino acid sequence
from Valine (V) to Isoleucine (I) at position 221 the protein (Figure 43B). No other mutations were

observed in the sequenced samples.

2.3.2.2.2. Toxicity of sngle herbicides

Diuron exposure did not show any significant effattthe mutant strain at the three concentratiested

(Table 13), except a slight decreasé’gfat 5 pg.L* (Figure 44).
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Irgarol exposure induced significant effects onrtihant strain, in particular at the highest cotredion
tested (0.5 ug:h): Tp and FLkes increased significantly (+19 + 3.4% fop,Tp = 0.0002), whereas y,
and FL1;,4s decreased significantly (Figure 44). A slight Sighificant decrease ¢f, was obtained with
the lowest concentration of irgarol (0.05 LY.L

A
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Figure 43 : Sequence alignments of the mRNA codtinghe D1 protein inl. suecica wild and diuron-resistant
strains. A: nucleotide sequences; B: translatedejrcsequences. Dots represent identities, dashes

represent unidentified amino acids.

2.3.2.2.3. Toxicity of herbicide mixtures

The four mixtures tested did not impact the mugtrain in the same way. On the one hand, M(D5+10.5)
and M(D1+0.5) significantly affected all paramstéested (Table 13). M(D5+10.5) was the most toxic
mixture, which induced an increase of Bnd FLX%kos by 66 £ 6.7% p=0.0002) and 70 +7.9%
(p=10.0002), respectively, whil¢’y, and FL1i,ss decreased (Figure 44). In comparison, M(D1+l0.5)
exposure resulted in lower toxicity, with an ineean T, by 28 + 2.8%/§ = 0.0002). FLAosandd’'y also
indicated lower effects of M(D1+10.5).

On the other hand, the two other mixtures did aose strong deleterious effects on this straitheaenly
significant effect was a slightly lower photosynibefficiency with M(D5+10.1) and M(D1+10.1) (Fige
44). No significant effect was detected on growltilzos0rFL1, jsias (Table 13) with these two mixtures.
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Figure 44 : Percentage variation of exposed sangbl@ssuecica (T_mutant) compared with the control treatment
without solvent (C) for: doubling time §J, photosynthetic efficiencyd( ), relative ROS content
(FL1ro9 and relative lipid content (FLps); after exposure to diuron (D) and irgarol (I)pra and in
mixtures (means + SE). Only significant effectssgrewn (ANOVA,p < 0.05).

2.4. Discussion

2.4.1. Herbicide toxicity towards the two wild strains

The two microalga species were not affected in gshme way by the exposure to the herbicides.
Chaetoceros calcitrans, when exposed to irgarol 0.5 ug,lshowed an increase in, That was 2.5-fold
higher than that folfetraselmis suecica, highlighting a higher sensitivity of the diatom itgarol. This
increase corresponded to a 144 h growth rate tidnbdf 34.3 + 1.3% folC. calcitrans and 16.1 £ 1.4%
for T. suecica (data not shown), showing that for both specié4,HLEG, would be higher than 0.5 pg'L
Exposure to diuron 5 pg'iresulted in a six-fold higher increase infar T. suecica compared with the
diatom, corresponding to 144 h growth rate intohitdf 17.5 + 1.6% fo€. calcitrans and 54.5 + 4.8% for
T. suecica, the latter being close to the Gn comparison, E§gbased on 72 h growth rate fdavicula sp
andN. pyriformis exposed to diuromere 7.8 and 8 pgL(Magnussoret al., 2008). Bumaet al. (2009)
determined irgarol E& (based on 72 h growth rate) from 0.46 + 0.09 4 2.0.68ug.L™" for four marine
microalga species. Devilki al. (2005) reported 72 h Egof 0.25 pg.L* irgarol and 2.26 pg:t.diuron on
the growth of the microalgamiliania huxleyi, while 96 h EG,of 0.57 pg.L* irgarol and 5.9 pg:Ldiuron
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were measured on the growth of the diafSkeletonema costatuiao et al, 2011). Our results are thus
in agreement with the data available in the litesat

Diuron and irgarol both target photosystem Il onclvimicroalgae rely for photosynthesis to produnesrt
organic matter and to divide. Photosynthesis itibiliconsequently induces growth inhibition, asvaino
by these results. Furthermore, other side effextaralue to the action of such molecules on phetery

Il. Harmful free radicals such as hydrogen peroyade produced when the photochemical pathway is
blocked (Fuerst & Norman, 1991, Oettmeier, 1992} asuld be by PSII inhibitors. The two molecules
tested in the present study were thus particuexpected to induce oxidative stress in the exposésl
When looking at ROS intracellular levels expredsgdrL1zos for each wild strain, the response induced
on FLles by either diuron or irgarol at the highest conian (5 pug.[* and 0.5 pg.Lt, respectively)
was in the same range: a decrease of about 60%daldiatom and an increase of about 40% for the
chlorophyte. UnlikeT. suecica in which FL%os was enhanced, indicating an increase of intrdaellu
reactive oxygen species content, the significaotedese of about 60% observed in kdglfor the diatom
indicates a decrease of intracellular ROS conkBmetiminary experiments made it possible to vatidae
use of HDCFDA with this species, using hydrogen peroxidenfdl and 100 uM) as a positive control,
and showing an increase in Fd (data not shown). Diatoms possess an effectiviexaddnt system
against photo-inhibition and photo-oxidation: isH@een demonstrated that fucoxanthin, which isjarma
carotenoid pigment in diatoms (Penningtnal, 1988), has a very effective ROS scavenging &agtivi
(Sachindreet al, 2007, Xiaet al, 2013). As a consequence, the decrease of RO8ntatiserved with

C. calcitransin the present study could be due to the high RG&enging activity of fucoxanthin.
Another hypothesis, which could be related to g Is that the biocides trigger a ROS scavergyatgm
involving enzymes such as SOD and CAT through tindaibition of photosynthesis. Thus, it would be
interesting to quantify the fucoxanthin within diat cells and measure enzymatic activities of SO an
CAT to test these hypotheses.

When herbicide exposure inhibits photosynthesis? Affoduction is compromised, impairing biochemical
pathways such as lipid synthesis. BODIPY*® was used to measure the relative lipid content in
microalgal cells. BODIPY°%** stains neutral lipids, which correspond to oilpliets that accumulate
inside cells over time (Hat al, 2008).T. suecicavas affected at all diuron concentrations testeen the
lowest (0.5 pg.E diuron). For C. calcitrans FL1,,4s decrease was two-fold greater than for the
cholorophyte at the highest concentration (5 figlluron), but no significant effects were obseratd
lower concentrations. These results indicate thabn induced greater effects than irgarol on neddtpid
content in both strains. It could be interestingriake further studies on this lipid decrease, terdéne
and quantify which lipid classes are impacted. Tisild provide information about the effects oftsuc
herbicides on the nutritive quality of these spe@ece they are commonly used in aquaculture.
Considering growth as the most integrative paramé€le calcitransappeared to be more sensitive to
irgarol thanT. suecicawhich had a higher sensitivity to diuron. Howevbe concentrations used to assess

diuron toxicity were ten-fold higher than the camications used to test irgarol, thus illustratiogvhrgarol
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has a higher absolute toxicity than diuron, whatéwe microalgal species. Several studies alregiyrted
higher toxicity of irgarol toward microalgae in cpamison with diuron (Devilleet al, 2005, Gatidou &
Thomaidis, 2007). The higher toxicity of irgaroksas likely due to its higher affinity for the;Qiche and

a higher toxicokinetic (Cheswor#t al, 2004).

Regarding the effects on the coastal water mica@dlgsuecicaand the diator®. tricornutum Huertaset

al. (2010) demonstrated that the chlorophlytsuecicavas more tolerant of simazine (a triazine) than th
diatom. Another study found the triazine atrazinéo¢ more toxic to the chlorophytes than to diatoms
(Seguinet al, 2001). From the data available in literaturdsistill unclear whether diatoms are more
sensitive to triazine than other microalgae, sitiée sensitivity can vary depending on the herbicid
(Suresh Kumaet al, 2014) and the diatom species (Laetal, 2014). Moreover, following a study from
Weineret al. (2004), the sensitivity of microalgae could vagpdnding on the herbicide uptake, which is

itself related to intrinsic properties of the spsclike biovolume or surface area.

2.4.2. Toxicity of single herbicides vs. mixtures in the two wild strains

The sensitivity of these species to the mixturdevied the same trend as the single moleculesoAgh
M(D5+10.5) was the most toxic mixture for both sipsc the increase in doubling-time was four-fold
higher forT. suecicathan forC. calcitrans When looking at the increase in doubling-timeppeared that
T_wild was more sensitive to mixtures containing dilqrg.L". On the contranC. calcitranswas more
affected by mixtures containing irgarol 0.5 pi§.These results corroborate the effects obtainéul thé
single molecules. Impacts @, were within the same range for both species arehled a similar level
of toxicity than T for M(D5+10.5), M(D5+10.1) and M(D1+10.5). The dease in FLiss was almost
two-fold higher for the diatom. An interesting jgatt was obtained for FLjs in both species, as the same
decrease was caused by the three strongest mixtaibesit 60% for the diatom and 35% for the
chlorophyte). There might be a threshold beyonatiwFiL1,,is cannot decrease further, corresponding to
the lowest concentration of oil droplets allowedthg cell and/or to the background fluorescenceeval
obtained with BODIPY*****for each species. As shown by the single-herbigigi®sures, FlLibs results
were the opposite between the two species: a thicegalas shown in the diatom responses, with theesam
decrease in Flgbs for M(D5+10.5), M(D5+10.1) and M(D1+I0.5). In camatst, T. suecicashowed an
increasing gradient in the Fkds from M(D1+l0.5) (about 66%) to M(D5+I0.5) (almo$00%), thus
indicating an enhanced ROS production in the exposkts, which is consistent with the results olbegr
on Tp andd’ y.

When comparing the toxicity of single herbicides amxtures, M(D1+10.5) was significantly more toxic
than irgarol 0.5 ug:tto T_wild. The only difference between these two treatmematsthe addition of 1
ng.L* diuron to M(D1+10.5), which itself was not harmfid the T. suecicawild strain. Finally, when
M(D5+10.5) toxicity was compared with added singkrbicide toxicities, it showed a higher toxicity o

Tpthan the two biocides together, while the impach'en FL1zosandFL1, 4 remained nearly the same
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as for single-herbicide exposures. For the diat@ntalcitrans M(D5+10.5) was as toxic as the added
toxicity of the two single biocides orpandg’ .

When looking at the percentage of variation of diagtiime in comparison with the control, the efgeof
M(D5+10.5) and M(D1+10.5) were stronger than a dergddition on the chlorophyte: the added effect of
D5 (125 + 24.3% increase in)land 10.5 (19 £+ 2% increase in)Tshould be around 144% increase in
doubling time, when M(D5+10.5) was responsibled@56 + 35% increase. Similarly, the summed effect
of D1 (no significant effects onp) and 10.5 (19 £ 2% increase iny)Tshould be around 19%, while
M(D1+l0.5) was responsible for a 81 +2.2% increaBeese results might thus indicate a possible
synergistic interaction between these two herbigide already reported elsewhere (Fernandezeilah
2002, Koutsaftis & Aoyama, 2006). However, the olsa Concentration Addition (CA) model (Loewe &
Muischnek, 1926) is required to prove the additiveynergistic interaction between the two biocides
Considering the set of parameters, the toxicitynoftures and single herbicides that induced sicpuifi
effects on these two species can be ranked as/follo

C_wild: M(D5+10.5) > M(D1+I0.5~ 10.5 > M(D5+10.1) > D5

T_wild M(D5+10.5) > M(D5+10.1x D5> M(D1+10.5) > 10.5

When mixed together at the highest concentratested, these two herbicides show a higher toxicéy

the sum of single toxicities far. suecicaand it is very likely that other molecules frone ttame family or

with a similar mode of action would further incredise toxicity of such mixtures (Cedergreen, 2014).

2.4.3. PsbA gene mutation: resistance to diuron and comparison with the

wild strain

The appearance of species or strains resistantevant to xenobiotics is an increasing problenp@a
Rodaset al, 2009, Marvaet al, 2010) and illustrates the selective pressuretexkdsy pollutants on
organisms. For example, in cases of severe pallutican aquatic environment, the selection pressure
exerted will permit the survival of resistant vat& among the natural phytoplankton community.
However, the surviving community will have a rediigenetic diversity that may not be sufficient &ald
with other ecosystem disturbances, such as thgeectd with climate change for example. In addition
resistance to a pollutant is usually accompaniediiwynished primary production (Lardass al, 1998)
that could eventually impair the ecosystem proditgti Some microalga species show resistance to
photosynthesis inhibitor herbicides: in the cas®$fl inhibitors that specifically bind to D1 pristethe
resistance was shown to be due to mutations ipghagene coding for this protein binding site (Eriakso
et al, 1989, Ericksoret al, 1985, Galloway & Mets, 1984). In the present gttice mutation found in the
diuron-resistant strain df. suecicavas caused by a single nucleotide modificatiothé@psbAsequence,
and resulted in a change from V to |, as alreaggrted (Ericksoret al, 1985). The additional methyl
group in Isoleucine could prevent the binding afrdn to the D1 protein by steric blockage (Wildner

Gulnteret al, 1990). This particular mutation was previouslpwh to confer a resistance to diuron in
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Chlamydomonageinhardtii (Oettmeier, 1999). Some authors demonstrated tlagat@ion of microalgae
to herbicides might be the result of pre-seleativgations (Lopez-Roda al, 2001, Marvéet al, 2010).

In order to assess whether the mutation could taffieain response to another PSIl inhibitor, bdth
suecicastrains were exposed to diuron and irgarol. Unlikeild, which was heavily affected by diuron 5
ng.L' exposure (125% increase in)T T_mutantwas not affected by diuron, regardless of the
concentration used. Even though exposure to irgafolig.L" induced an increase of 19% of Th both
T_wild andT_mutant the effects on Flgbs and FL1i,gs in T_mutantwere lower compared withi_wild.
The lower effects on ROS and lipids Thmutantmight be a side-effect of the mutation. The triazi
irgarol significantly impacted all studied parametat the highest concentration in the mutantrstrai
implying that the mutation did not prevent its toaction, i.e. it did not prevent irgarol from hingl to the
D1 protein. The two herbicides share the same rabdetion, inhibiting electron transfer betweep 1Q

Qg by reversely-binding on thegQbinding site on the D1 protein (Giardi & Pace, 20Tischer &
Strotmann, 1977). One reason why the mutation ptewdiuron but not irgarol from binding to the D1
protein could be that the two molecules do not sesrdy have the same toxicological behavior (Brree
al., 2004, Gramaticat al, 2001) because they come from different chemuaiilfes (phenylureas for
diuron and triazines for irgarol). Indeed, the talasses of compounds are structurally different, as
demonstrated by Gramatieh al. (2001), and their binding niches therefore diffieghtly (Geissbuihleet

al., 1975, Ohacbt al, 1990).

Recently, tolerance to irgarol in marine periphyieas found to be based not on amino acid subestituti
but rather on increased D1 degradation (Eriket@b, 2009). This latter mechanism seems to be lined t
the non-conserved amino acid region (PEST regiogived in regulating D1 protein degradation. Iy an
case, in the present study, this region did nowsdy differences between the tiWosuecicastrains.

The effects of mixtures were also investigatedutthér examine the toxicity pattern obtained witk t
single molecules. As expected, the wild strain wadst more sensitive to the mixtures M(D5+10.5) and
M(D5+10.1) than the mutant strain. Regarding thiel strain, M(D5+10.5) induced an increase i that
was nearly six-fold the increase observed in theanstrain. Although M(D5+10.1) induced no sigeaiint
effect onT_mutant it was responsible for a 150% increase of dogHlime in the wild strain. Similar
impacts were expected on the mutant strain afgarat 0.5 pg.l}, M(D5+10.5) and M(D1+10.5)
exposures, because they all contained the samentaation of irgarol. In fact, after M(D5+10.5) eogure,
the increase in Jof T_mutantwas three-fold higher than with irgarol 0.5 ijdlone. As observed to a
higher extent in the wild strain, the strongesttarix resulted in amplified effects in the mutamist as
compared to single molecules. This implies thahéfvdiuron alone was not toxic to the mutant strat 5
ng.L' it seemed to somehow increase the toxicity of @igr5 pg.L*. This might be the result of a
synergistic effect between these two compoundsiupiiter investigations would be needed to proi® th
using a wider range of concentrations in ordepfayathe CA model. As reviewed by Cedergreen (2014)
binary mixtures of PSII inhibitor antifouling agentvere mostly responsible for additive or syneigist

effects on autotrophic organisms. The present teesudicate such synergy also probably occurs with
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resistant variants, confirming the existence of esonteractions between these compounds that are not
limited to the known mode of action. From the matatevealed by sequencing, it is assumed thabiwliur
cannot bind efficiently to the £niche of the mutant strain. There could be chdmbaractions between
the two molecules: diuron might facilitate the igdof irgarol with its target. The mechanisms akphg
such interactions between these PSII inhibitoranerto be demonstrated (Cedergreen, 2014).

To our knowledge, no other such experiments inaglwvild and mutant strains exposed to single
herbicides and mixtures have yet been performesvaksre.

On the one hand, the wild strain was obviously nserssitive to the mixtures containing 5 jigdiuron:
M(D5+10.5) and M(D5+10.1). On the other hand, doiéd resistance to diuron, the mutant strain waiem
sensitive to mixtures containing 0.5 pditgarol. Effects of mixtures and single herbicides be ranked
from the most toxic to the least toxic for the stains as follows:

T_wild M(D5+10.5) > M(D5+10.1x D5> M(D1+10.5) > 10.5

T_mutantM(D5+10.5) > M(D1+10.5> 10.5

This study demonstrates the great interest of comgpthe responses of sensitive and resistannstrai
exposed to mixtures, in order to figure out whathemical interactions could lead to an increageidity

when substances are mixed, especially for resistians.

2.5. Conclusions

Significant effects were induced by exposure of twarine microalgal species to diuron 5 pigand
irgarol 0.5 pg.L%, showing the higher toxicity of irgarol, which wlaarmful at a tenth the concentration of
diuron. Wild strains o€. calcitransandT. suecicadid not have the same sensitivity towards the cubds
(alone or in mixtures), the first being more séwsito irgarol 0.5 ug.t and the second being more
sensitive to diuron 5 pgL

The mutation identified as a single nucleotide gieain thepsbAsequence of &. suecicastrain that was
resistant to diuron was effective against diuroon@ but failed to confer resistance against itgaro
exposure. Thus, unlike the wild strain, the muttréin was more sensitive to irgarol. In additithe
exposure of the mutant strain to the mixture cairgiirgarol 0.5 pg.L and diuron 5 pg.t, induced
stronger effects on growth than irgarol alone. Btigly, involving a comparison between a wild and a
mutant strain of the specids suecicaexposed to two PSII inhibitors, highlighted thetfthat: i) a
particular mutation was not effective to induceistesice to two molecules from different chemical
families; ii) a mutant strain, despite its resis&to one of the molecules tested, could also bieced to
probable additive/synergistic effects; iii) biochieah interactions took place inside the cells betwhe
two molecules, which were, at least for diuron,dicctly linked to its binding to gniche.

This study provides new insights into understandiog pollution in aquatic environment can affect
unicellular primary producers, by comparing effestssingle-herbicide and mixture exposure towards
different species, including a mutant strain rasisto diuron. In addition to the identification tife

mutation, further investigations on exposure o8 thiutant strain to pollutants (gene expression and,
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epigenetic mechanisms) would help us to improveerstdnding of the mechanisms of microalgal

adaptation to chronic contamination.
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3. Synthese

Pour les substances testées seules, les résultat®ntré une inhibition de la croissance, deitaffité
photosynthétique et une diminution du contenu ilipid avec les concentrations maximales des deux
molécules pou€. calcitrans: +20% pour le temps de division avec le diuronggd.* contre +50% pour
I'irgarol dix fois moins concentrél. suecicaétait beaucoup plus sensible au diuron Guealcitrans
puisque le temps de division a été largement augn@fa concentration maximale de diuron (+125%).
Cependant, pour les deux especes a concentragigpadition égale, I'irgarol a été nettement plusaioe

que le diuron (+19% pour le temps de divisioT dsuecica

Les résultats des mélanges ont montré @ualcitransune diminution de l'ordre de 40% du contenu
lipidique avec le mélange M4, alors que les mo&gkules n'ont eu aucun effet. Les effets obsewres

la croissance et notamment avec le mélange M1 satdwrrespondre a des effets de type additifs. Pou
suecicales mélanges M1 et M3 ont montré des impactetaegt plus toxiques gue les molécules seules.
Par exemple, le temps de division a été augmeetdvidon 350% (mélange M1) contre 125% pour le
diuron et +19% [l'irgarol pris seuls.

Les résultats de cette étude ont donc permis dérendnune toxicité accrue de l'irgarol par ragpan
diuron) concentration équivalente, conformémentiaformations disponibles dans la littératurej)equie

les mélanges (M1 et M4) provoquaient des effetiqims plus importants que les molécules seules,
conditionnant le choix du type de mélange a utilgeir les expérimentations avec MOD.

D'autre part ces résultats ont également perm@d’dpporter des informations de base sur la t@xidés
molécules choisies (notamment en mélange) et &liidd des deux especes marines considéréasast (i
déterminer, en complément de I'étude préliminafe tes concentrations d’exposition (choisies piive

environnementales) pour la suite des expérimentapicésentées dans les chapitres suivants du manusc
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1. Introduction

La matiére organique dissoute représente une camigomajoritaire de I'environnement aquatique. été@
démontré gqu’elle pouvait influencer la croissanes thicroalgues, via son impact sur la pénétrateomad
lumiere dans la colonne d’eau : diminution du démeément des microalgues benthiques et planctaique
(Karlssonet al, 2009) et protection vis-a-vis des rayonnementqT8detti & Sempéré, 2006).

La MOD peut également affecter les microalgueslaiaonsommation des molécules qui la composent,
directement ou indirectement par le biais des hastéDans I'environnement aquatique, les bacté@pnies
consomment des molécules de faible poids moléeslatransforment la matiére polymérisée en petites
molécules labiles via I'excrétion d’enzymes extiatares (Nagata, 2008). Cette libération d’hydsas
permet également de rendre disponibles des matéorganiques de type vitamines (B12, B1 ou B7) fesur
especes de microalgues incapables de les synih@isst et al, 2005, Croftet al, 2006, Droop, 2007).
D'autres études réalisées en cultures non axénigpteégalement montré que des substances organiques
comme l'acétate, le glucose ou le glycérol pouvamimuler la croissance de certaines especes de
microalgues (EL-Sheekht al, 2012, Liuet al, 2009, Sharmat al, 2016). Or, ces substances sont des
molécules constitutives de la MOD naturelle (Figdfa Sinsabaugh, 2003). Ainsi, il parait indispersab
d'investiguer l'influence que peut avoir la MOD wglle sur les microalgues.

D’autre part, il est admis que les microalguesnbuea role prépondérant dans la production de M@Dqur
sécrétion, leur excrétion et leur décompositiongmbactéries dans I'environnement aquatique {8 &
Jones, 2003), et que cette production est fondiiostade physiologique (Lelowt al, 2013). Or, aucune
étude n'a visé a évaluer dans quelle mesure lesoagues peuvent influencer les changements de
composition et de concentration de la MOD naturelle

Ce chapitre s’attache donc a appréhender les dtitera possibles entre la MOD et quatre espéces de
microalgues avec leurs bactéries associées (ailtwa axéniques). Pour ce faire, deux espéces de
microalgues d’eau douce et deux espéces de migesaigarines ont été exposées en conditions cargriée
laboratoire a de la MOD extraite de I'environneméiat mesure de parameétres physiologiques (croissanc
efficacité photosynthétique et quantité relativdigides) a été couplée a la caractérisation aeifennement
biologique (mesure des concentrations bactériemted)imique, via des mesures des concentratiosslen
nutritifs, en carbone organique dissous et deysemb’absorbance UV-Visible et de fluorescence.

Ce chapitre est présenté sous la forme d'une ptiblicqui sera prochainement soumis.
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Abstract

Dissolved organic matter (DOM) is a complex andefmgeneous mixture of organic molecules (size
<0.45 pm). For the first time, the influence ofurat DOM on non-axenic microalgal cultures was istuid
using DOM collected from freshwater and marine mments. The effects were assessed on growth,
photosynthetic efficiency and intracellular lipidrntent of four speciesSphaerellopsisp, Gomphonema
gracile, Chaetoceros calcitrard Tetraselmis suecig¢aThe cellular density of bacteria naturally initialy

the cultures was also assessed at the end of ezpddicroalgae growth was significantly enhancedhsy
addition of DOM, with gradual responses, from anding to slight stimulations depending on the isgec
+30,000% forSphaerellopsisp., +104% foiG. gracile +80% forC. calcitransand +14% forT. suecica
respectively. No difference between conditions wlaserved on bacteria concentration fosuecicaandG.
gracile, contrarily to the two other species, where areige of bacteria concentrations in cultures witivD
was observed, related to microalgae growth. Notesthethe bacteria per microalga ratio was notidifft for

C. calcitrans(equal to 1) and decreased &phaerellopsisp. (160 without DOM vs. 3 with DOM). At the
same time, the relative lipid content decreasethéncondition with DOM forSphaerellopsisp. andC.
calcitrans but not forG. gracile andT. suecica The characterization of chemical environment gtba
decrease of the average molecular weight and amiyaf DOM for all species. The results also sleoi)

a decrease of DOM humic-like substances in theureultontainingSphaerellopsisp. and its associated
bacteria, (ii) an increase of all chromophoresfath marine species and (iii) a decrease of atirmbphores
for G. gracile On the other hand, the dissolved organic carbocantrations and the DOM optical indices
studied also showed that microalgae, in presentteeofassociated bacteria, by their metabolicetiam and
consumption (directly or indirectly), drasticallyhanged the characteristics of DOM (concentratiod an
composition) originating from marine and freshwatevironments. This study proved that (i) natur@ND
addition can induce a stimulation of photoautotioginganisms, directly or indirectly via associabettteria
initially inhabiting the cultures and that (i) mbalgae, together with their associated bactesia,actively

contribute to DOM changes in the environment.

Keywords

Microalgae; Dissolved organic matter; DOM; Fresteratarine water; Production; Transformation
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2.1. Introduction

Dissolved organic matter (DOM) is a complex andefugeneous mixture of organic molecules passed
through a 0.45 um filter. DOM results from: envingental processes (drainage, erosion or runoffipdsical
processes (decomposition of terrestrial and/ortaxjaeganisms, their excretions, secretions, t@ansition

of these molecules into new organic molecules lyraurganisms and their free enzymes (Saunders J1957)
or physicochemical processes (e.g. photodegraglation

DOM is thus a mixture of aromatic and aliphatic fogdirbon structures that have attached functicoaipg
(e.g.amide, carboxyl, hydroxyl, ketone), of autochthasorigin, derived from in situ photosynthetic @ty

and processed microbially, and allochthonous inghas are rich in humic substances and largelyeéri
from terrestrial environments (Blough & Del Vecch2002, Ogawa & Tanoue, 2003). Properties and
concentrations of DOM vary greatly with seasons@madng locations (Canuel & Hardison, 2016, Stember
et al, 2006). DOM contains a wide range of moleculeyingrin size, molecular weight and functionality,
making them difficult to characterize using traafitll chemical techniques. Their composition andtraty

in aquatic ecosystems thus still remain poorly tstded. However, optical techniques, including Uigible
spectrometry and fluorescence excitation-emissiatrixn(EEM) spectroscopy, have been largely used to
identify DOM sources, dynamics and chemical natGenuel & Hardison, 2016, Fellmatnal, 2010, Helms

et al, 2008, Hudsomet al, 2007, Jaffét al, 2008, Stedmoat al, 2011).

DOM has been classified in the literature in défercategories defined operationally on the bastheir
properties: (i) “non-humic” and “humic (humic anavic acids)” substances by fractionating with X/&D-
resin (Thurman & Malcolm, 1981); (ii) “hydrophobijc™transphilic’, “hydrophilic”, “acidic”, “basic”,and
“neutral” categories based on polarity and isolatétth two serial resin (XAD-8 and XAD-4) columns
(Leenheer & Croué, 2003); (iii) according to biatad availability, e.g. labile, semi-labile and recalcitrant
DOM (Minor et al, 2014); (iv) size classes (Benner & Amon, 2018)pptical properties (Coble, 2007).

DOM plays a key role in aquatic biogeochemical @adlogical processes (Ahlgren & Merino, 1991,
Downing et al, 2009). It influences the penetration of light timee water column, the transport and
bioavailability of pollutants as metals or pes&sdDowninget al, 2009, Hansert al, 2016)In addition, it

is established that DOM supports aquatic food wdhsMeanset al, 2015, Taipaleet al, 2016). For
example, in the ocean, it is the main mediatomeirgy flux from autotrophic organisms like micrcaggto
microbial-type heterotrophic organisms (Dittmar &l$ins, 2014).

Microalgae, as primary producers, are the basggoétic food webs (Wetzel, 2001). Karlssdral. (2009)
showed that, in the environment, microalgae camdwgatively affected by high turbidity and/or a high
concentration of colored DOM. Conversely, these mmmds can play a protective role against UV-
radiations (see Tedetti & Sempéré, 2006's revi®@)M also affects positively microalgae through its
consumption, directly or via bacteria interventimd more specifically their extracellular enzyntedeed, in
natural environment as well as controlled laboyatmmditions, bacteria participate in the bioavaliiy of

various compounds such as vitamins (necessarhdéodevelopment of microalgae), that some species ar
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unable to synthesize (Cradt al, 2005, Croftet al, 2006). Windleret al. (2014) also showed the crucial
importance of the bacteria presence in culturethree freshwater diatom#ghnanthidium minutissimym
Cymbella affiniformisand Nitzschia palep for the development of cellular size and theirrphology
(morphological aberrations of frustule microstrues) simplification and deformation of frustule)ndér
controlled conditions, Liuvet al. (2009) also showed a growth increase of the diaRiraeodactylum
tricornutumin non-axenic cultures with the addition of divemsganic compounds such as glucose or acetate.
Campbell et al. (1997) and Millour (2011) also demonstrated theroailgae ability to adsorb humic
substances, using the freshwater chloropl@idorella pyrenoidosathe marine haptophytesochrysis
galbanaand the ochrophytsdannochloropsis oculatdn axenic environment. However, to our knowledge,
study has explored the influence of natural DOM gi@xmixture on microalgae.

On the other hand, as microalgae are involved itMD@Poduction, metabolism or cell death also lead to
changes in DOM characteristics. Indeed, in nataabatic environments, DOM is enriched with
autochthonously-produced organic components dysimgoplankton blooms, due to the formation and
degradation of dissolved organic carbon by micaalgMeon & Kirchman, 2001). Under controlled
conditions, microalgae naturally excrete compougsdsh as carbohydrates, lipids), nature of whigiedds
on the phase of the cellular cycle and on the spaansidered (Hendersehal, 2008, Lelouet al, 2013).
These secretions (namely algal organic matter, A@hd)in particular the cellular decomposition bgtbaa,
strongly participate to DOM formation in the aqoatnvironment (Bertilsson & Jones, 2003). Howewer,
study has until now measured the general impateshwater and marine microalgae with their assetia
bacteria (which modify the AOM through their congaion and their own secretions ; Romera-Castillal,
2011) on the changes of composition and concemtrafinatural aquatic DOM. Therefore, this stuadhyed:

— to investigate the influence of natural DOM ourfepecies of microalgae in non-axenic conditions;

— to evaluate to what extent the microorganismsr@algae and their associated bacteria) inducetitatave
and qualitative changes in the natural DOM studied.

To answer these questions, four non-axenic micaeadgecies (two freshwater and two marine spesis)
exposed to natural DOM extracted from riverine aradine waters. The influence of DOM was evaluated o
the growth of microalgae and on two physiologicalgmeters (photosynthetic efficiency and relatipiel |
content). On the other hand, the bacteria condemrand chemical environment (nutrient concerdrati
dissolved organic carbon concentration (DOC) andviDfptical properties) were also characterized dver

experiments.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Sampling and concentration of natural DOM

In order to concentrate DOM, 97 and 91 L of natwaler samples were collected (pumped) during gprin
2015 in Rebec stream (small tributary of Leyre R44°35'16.962"N - 0°56'2.239"0) for freshwater amd
Arcachon Bay at site Grand Banc for marine watéf3g2'59.898"N - 1°12'45.88"0), respectively (Figure
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45). The Leyre River is the main tributary of the Arcachon Bay (South West of France), with a mean
discharge about 20 m3s™, representing 77% of the freshwater inputs into the bay. The marine water was

collected at 1.50 m depth at high tide to avoid influence of freshwater inputs.
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Figure 45: Location of water sampling sites in the Rebec stream (Leyre River - A) and in Arcachon Bay at Grand Banc
(B).
Water samples were filtered, immediately after returning to the laboratory, through 0.45 um Teflon filter
cartridges (Whatman, Polycap™ 75TF) to remove particulate organic matter. All filters were pre-cleaned with
methanol (Ultra Gradient HPLC, JT. Baker) (0.4 L) then rinsed firstly with 5 L of ultrapure water (Millipore,
Milli-Q) and secondly with sample water (1 L). In order to obtain the concentrated DOM, 96 L of 0.45 um
filtered freshwater were concentrated ten times by reverse osmosis (RO; TIA pilot equipped with a
FILMTEC™ SW30 - 2540 membrane) until a final volume of 9.6 L. For marine DOM, 90 L of 0.45 um
filtered marine water were first desalted by electrodialysis (ED; EURODIA Aqualyzer pilot EUR2B-10P
equipped with Neosepta AMX/CMX membranes from Tokuyama Corporation (Japan)). The desalted water
was then concentrated by reverse osmosis about ten times until a final volume of 9.5 L and finally desalted
again to reach a salinity of 33 (corresponding to the salinity of /2 culture medium used to grow marine
microalgae). The sample temperature was controlled during the steps of both concentration (RO) and
desalination (ED), in order to minimize any loss of molecules and possible modifications of DOM. The
maximum temperatures reached during the RO and ED proceedings did not exceed 14°C for the freshwater
sample and 24°C for the marine water sample. Moreover, DOM quality was checked by excitation-emission-

matrix (EEM) fluorescence spectroscopy before and after concentration and desalination (Figure 46). Only
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slight differences of spectra were observed, pwnbut that no selective loss nor modificationlabfescent
organic compounds occurred during RO/ED proceedifigs concentrated and desalted final samples were
thus representative of the original ones. Moreildata the protocols and on the RO and ED systesed gan

be found in Huguet (2007) and Hugeeal. (2009a).
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Figure 46: Excitation-emission matrix (EEM) speatfareshwater (A) and marine (B) DOM before (ajl adter (b)
concentration and desalination. Note that theaefagtor of 10 in scale between EEM spectra befndeafter

concentration (fluorescence intensity in Ramar) unit

2.2.2. Microalgal cultures
The freshwater specieGomphonema gracile (Bacillariophyta) andShaerdlopsis sp. (Chlorophyta), were

isolated from a natural biofilm sample collecteddacember 2013 in the Rebec stream, at the saroe pla
than DOM sampling (Figure 45). The two species Viiestisolated separately following micromanipidat
under the inverted microscope and then culturedténile Dauta medium (Dauta, 1982) at 17°C in a
thermostatic chamber 610 XAP (LMS LTDUK) at 67 + 0 pmol.mis" with a dark:light cycle of 8:16 h.
Cultures were non axenic.
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Non axenic cultures of the marine microalgdetrasems suecica (CCMP 904, Chlorophyta) and
Chaetoceros calcitrans (CCMP 1315, Bacillariophya) were previously obégirirom the Provasoli-Guillard
National Center for Marine Algae and Microbiota (M&). Microalgal cultures were maintained in stefil2

(for T. suecica) and f/2-silica medium (fo€. calcitrans) (Guillard, 1975, Guillard & Ryther, 1962) at 17°C
in a thermostatic chamber ST5+ (POL-EKO-ApardtuRoland) at 17°C, in a thermostatic chamber ST5+
(POL-EKO-Aparaturd, Poland) at 106 + 0 pmol:hs® with a dark:light cycle of 8:16 h.

All cultures were grown in 100-mL round borosilieaterile glass flasks previously heated to 450 fh
and autoclaved 20 min at 121°C. For the experimenttures (60 mL volume) were inoculated usinglsto
cultures in exponential growth phase. At the bdgmnof experiments, cultures were inoculated at
2,000 cell.ml* for the freshwater species and 20,000 celtrfdr the marine species, respectively. These
inoculation concentrations were chosen based owtlgr&inetics of each species in its culture medium

determined during previous experiments.

2.2.3. Experimental design

Experiment durations were set according to the tjrolinetics of each species: fourteen days for
Shaerdlopsis sp., seven days fdb. gracile and six days for the two marine species. Fourpeddent
experiments were run (one per species), each ingubur treatments: two “biotic” treatments with
microalgae and associated bacteria in culturedjeshkd two treatments without any microorganismmedg
“abiotic” treatments. These were: biotic contrektment (algae and associated bacteria in cultedium, in
quadruplicate), biotic exposed treatment (algae aswbciated bacteria in culture medium + DOM, in
quadruplicate), abiotic control treatment (cultaredium only, one replicate) and abiotic exposeatrment
(culture medium + DOM, in duplicate). In exposezhtments, concentrated DOM, as obtained followieg t
protocols described in section 2.2.1., was adddldetdlasks to reach a final concentration of twifee initial
environmental concentration. This stands in thgeaf environmental concentrations observed irstidied
areas (projets Région Aquitaine OSQUAR et OSQUARard) corresponds to: 2.2 mgC.for marine
species (initial DOC concentration of 1.1 mg&.In the marine water sample) and 12.9 mgCfar
freshwater species (initial DOC concentration 6fragC.L" in the freshwater sample). To avoid any bias due
to DOM addition, nutrient concentrations (nitratphpsphates, silica, vitamins and trace elemengsg w
adjusted in the culture media to obtain the sana Goncentrations in all treatments (with or withBOM
addition). Freshwater species were exposed toaldd®M isolated from Rebec, when marine specieg wer
exposed to natural DOM isolated from Grand Banc.

During each experiment, samples were taken foogichl and chemical measurements. The biological
parameters monitored were: cell density of micralgmeasured throughout the experiments), phoésayst
I effective quantum yield (measured on the lasf delative intracellular lipid content (measudthe last
day) and bacterial concentration (measured on dbkeday). The chemical parameters monitored were:
nutrient concentrations, dissolved organic cari@®@@) concentrations and DOM optical properties.yThe

were measured on the first and last days of egmériexent as described in the following sections.
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2.2.4. Biological parameters

2.2.4.1. Measurements by flow cytometry
Culture samples were analyzed on an Accuri C6 égiwmeter (Becton Dickinson Accllf) equipped with
a blue (488 nm) and a red (640 nm) laser. Prelimpitests allowed to select the optimal stainingation and

concentration for each fluorescent dye and species.

2.2.4.1.1. Microalgal cell density and doubling time

For cell density measurements, 300 uL were sanfpbed all the cultures and fixed using glutaraldetyd
(final concentration 0.25%; Fisher Scientific). €slwere mixed and left for 15 minutes at room teaipee

in the dark before analysis for marine speciesazeh (-80°C) until analysis for freshwater spedigsunts
were performed on a FL1 (green fluorescence, 53t80versus FL4 (red fluorescence, 675/25 nm)
cytogram forG. gracile and T. suecica, on a FL1 versus FL3 (red fluorescence, >670 nytggcam for
Shaerellopsissp and on a side scatter (SSC) versus FL3 cytogra f@lcitrans (Duprazet al., 2016).

For each species, the cell density was monitotedaalg the experiments and the average doubling (i,
hours) was calculated based on the whole growtreatsing the formula: = In(2)/u, where p is the growth

rate (1) corresponding to the slope of regression linenflio(cell. mL™?) vs time (h).

2.2.4.1.2. Relativeintracellular lipid content

The relative intracellular lipid content (Flgks) was estimated on the last day of experimenthi&yse of a
green lipophilic fluorochrome: 4,4-difluoro-1,3,8atramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (80[511'51‘5%’5
Life Technologie, Carlsbad, CA, USA). This dye is accumulated @ititracellular lipid bodies (which are
morphologically diverse) by a diffusion mechanism aubsequent trapping. This dye easily crosskarael
organelle membranes due to its high oil/water famticoefficient (Akimoto & Mimuro, 2007, Coopet al.,
2010). BODIPY®**can be measured by green fluorescence (FL1, 588430The following protocol was
adapted from Brennagt al. (2012).

Working solutions of BODIPY°*'® were prepared from a stock solution at 5,000 thgih pure
dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma Aldrich). For eachiltare, 200 uL samples were stained with a
BODIPY*®*working solution at 6 mg:t for freshwater species, 3 md.for C. calcitrans and 4.8 mg.L*

for T. suecica leading to final BODIPY®**concentrations of 60 pg'tfor freshwater species (1% DMSO),
75 pg.L* for C. calcitrans (2.5% DMSO) and 120 ug'ifor T. suecica (2.5% DMSO). Stained samples were
incubated at room temperature in the dark duringjrites forG. gracile and Sohaerdlopsis sp., 5 minutes
for C. calcitrans and 6 minutes fof. suecica (optimal incubation time for species-dependenihisig). FL1
values of microalgal cells (unstained cells ants gthined with BODIPY) were normalized using Flalues

of 2 pm-fluorescent polystyrene microspheres (F@meck™ High Intensity Alignment Grade Particles
2.00 pm, Polysciences Inc., Warrington, PA, USAYe in all samples. The normalization is resumigid w

the formula:

157



Chapitre 5 — Interactions entre les microalgues et la matiére organique dissoute naturelle Article 3

I:I—:I-Lipids = (FL:lstained microalgaé I:I—:I-stained microsphe)é(FLlunstained microalgaé I:I—:L\Jnstained microsphe}e

2.2.4.1.3. Bacterial concentration

The bacterial concentration in cultures was esgéthan the last day of experiments using the fllowoe
SYBR® Green | (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USN)BR® Green |, which intercalates between
base pairs, has a strong binding affinity for detgttanded DNA. This fluorescent dye, which is roptly
excited at 495 nm, emits green fluorescence onlgrwihis bound and is measured by green fluorescenc
(FL1, 530/30 nm). Following the protocol of Masal. (1997), 200 pL samples were stained with a SYBR
Green | working solution (100X diluted in sterileillMQ water) prepared from a commercial solution
(10,000X in DMSOQ). Stained samples (1X) were intedtbeat room temperature in the dark during 15

minutes for all species.

2.2.4.2. Photosystem Il effective quantum yield - Photosynthesis

The photosystem Il (PSII) effective quantum yietderational PSIl quantum yield®, ;) was measured on
the last day of experiments by Pulse-Amplitude Maida (PAM) fluorescence using a PHYTO-PAM
(Heinz Walz, GmbH) equipped with an emitter-deteatdt (PHYTO-EDF) for the freshwater species and a
Aquapen-C AP-C 100 fluorometer (Photon system uns#nt§, Drasov, Czech Republic) for the marine
species, respectively.

For freshwater species, measurements were realiged a home-made device for reproducible direct
measurements on the bottom of the flasks. Ten mexasnts were made after homogenization of each
culture by agitation and after checking that cellsre not stuck on the bottom. For marine species,
measurements were made in 1-cm wide cuvettes Rsimngof algal cultures diluted (1:2) in culture med.
Three measurements were performed for each cufiareeach culture, the mean of ten or thibge values,
depending on the species, was calculated. In ¢wd®roid any bias induced by the different absokalees

of measurements obtained using two devices fohvrater and marine specieB;y results for exposed

cultures were expressed in percentage of theiecéisp control cultures.

2.2.5. Chemical analyses

All chemical analyses were performed on samplesgditl on the first and last day of each experintéfiy-

five millilitre samples were filtered using steriléltration funnels containing a 0.45n PES
(polyethersulfone) filter (VWR, USA), previoushynged with ultrapure water (0.7 L). On the first ddgach
experiment, one additional flask was prepared doheof the four treatments in addition to the oaés, in

order to provide sufficient volume for these anadyd his additional flask was immediately entisgynpled.

2.2.5.1. Nutrient analyses
For nitrate and orthophosphate analyses, 15 mLajpg6 mL) of the filtered culture samples werautdit
with ultrapure water (1:2 for freshwater and 1:80rharine samples) before injection. These analyses

performed by ionic chromatography with chemical pgapsion (COMPACT 881 IC Pro, Metrohm,
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Switzerland) equipped with a Metrohm 850 IC ConhigtDetector. The separation was performed with a
Metrosep A Supp 4/5 Guard/4.0 pre-column followgdabMetrosep A sup 5 - 250/4.0 anion exchange
column. The eluent was a solution of 3.2 mMGI&; and 1 mM NaHCg and the chemical suppressor was
a solution of 100 mM EBQO,. Quantification limits were 0.010 mg?l_for nitrates and 0.005 mg‘?Lfor
orthophosphates.

For silicate analysis, 20 mL were sampled fromatiditional flask of each treatment on the first,dayd
5mL per quadruplicate of each treatment were poole the last day of experiment. Soluble silicate
concentrations were determined by colorimetric wetlvith a Shimadzu UV-1800 spectrophotometer
(Shimadzu Inc., Kyoto, Japan) according to the éfremtandard NF T90-007 (AFNOR, 2001). The
quantification limit was 0.05 mgiL Silicates were only analyzed in samples from ex@nts with diatoms

(G. gracile andC. calcitrans).

2.2.5.2. DOM characterization

After filtration through 0.4%tm, all samples were stored at 4°C in the dark UD@M analyses. To
characterize the DOMs from freshwater and maringewas well as their evolution over time in the
experiments, DOC concentrations were determinedbptidal analyses (absorbance and fluorescence) wer
performed. Furthermore, to compare the evolutiopach parameter in time between the treatmentsanih
without DOM, the results for each parameter wepgessed as the difference between the last arfitshe

day of experiments.

2.2.5.2.1. Dissolved organic carbon (DOC)

For DOC concentration measurements, 10 mL samgieBltered cultures were acidified with 2 M
hydrochloric acid then sparged during 6 minute$ Wwigh purity air before injection. DOC concentras
were determined using a Total Organic Carbon asrlg@himadzu TOC-V CSN, Japan), calibrated with
solutions of potassium hydrogen phthalatgHECOOK)(COOH)) and run in non purgeable organic aarb
(NPOC) mode. The DOC concentration result is thamef the three to four injections most satisfyimg
terms of variation coefficient (<2%). At least twatural water certified reference materials (CRMs -
Environment Canada purchased by ANALAB) were syateally analyzed within each samples series in
order to validate DOC measurements. The measuttedsvior MISSISSIPI-03 River Water lot 1010 and
CRANBERRY-05 Lake Water lot 0411, respectively 64258 mg.L* and 3.76 + 0.08 mgi, were within
the range expected for these natural water CRN84 ¢60.71 mg.L* and 3.60 + 0.51 mgtrespectively).

2.2.5.2.2. Absorbance analyses

Four millilitre samples of filtered cultures weresed for absorbance measurements. All absorbance
measurements were made using a 1-cm path lengtu felica cell (Hellma) and a Jasco V-560
spectrophotometer (JASCO, France) equipped wittedam and tungsten iodine lamps. The light absgybi
properties of DOM were studied via two optical oadi: the Specific UV Absorbance (SUMA and the
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spectral Slope Ratio g5 The SUVAs, (L.mg.C*.m") index provides information on the aromatic chiamac

of DOM (Weishaart al., 2003); it is calculated as the ratio between Wgosbance at 254 nm and DOC
concentration (mgt). The & parameter, used as a proxy for molecular weightesponds to the ratio

between the spectral slopes of the 275-295 nmrregid the 350-400 nm region of the absorbancerapect

(Helmset al., 2008).

2.2.5.2.3. Excitation-emission matrix (EEM) spectroscopy analyses

Four millilitre samples of filtered cultures weraed for fluorescence measurements. The spectra were
acquired using a 1-cm path length quartz cuvettdirfid) and a Fluorolog FL3-22 fluorometer (Horilodih
Yvon, France) equipped with a xenon lamp (450 WJ ardouble monochromator at both excitation and
emission sides. The excitation-emission matrix (EEpectra were composed of seventeen emissionrapect
acquired from 260 to 700 nm (with an increment afnl and an integration time of 0.5 second) with
excitation wavelengths in the range of 250 to 40Q(with an increment of 10 nm). Each spectrum obti
was corrected by subtracting an ultrapure watemkbipectrum to eliminate water Rayleigh and Raman
scattering peaks. Spectra were also correctedimnsiitally as detailed in Hugusttal. (2009b). EEM spectra
allowed obtaining the intensity values of the obsdr fluorescence peaks’ (maximum excitation
wavelength Xey) in the 250-260 nm region and maximum emissionelesgth ey in the 380—-480 nm
region),a (Aex = 340—-370 nm anitl, = 420—480 Nm)3 (Aex = 310-320 nm ankk, = 380—-420 nm) angd (hex

= 270-280 nm an@l,, = 300—-350 nm) (Parlargt al., 2000). The fluorescence intensities were expdeisse
Raman units (RU). Two additional parameters weteutzied from EEMs fluorescence spectra : HIX (or
humification index) and BIX (or biological indexjjhe HIX index, used to characterize DOM humificatio
Zsolnayet al. (1999), was calculated as the ratio of the arem femission wavelengths 435 to 480 nm
divided by the area from 300 to 345 nm for an exah wavelength of 250 nm. The BIX index (Hugeket
al., 2009b) is an indicator of autotrophic producti\iit recent autochthonous contribution); it wasakaited

as the ratio of emission intensity at 380 nm dididey emission intensity at 430 nm for an excitation

wavelength of 310 nm.

2.2.6. Statistical analyses

For microalgal growth curves, two-way ANOVAs wererfprmed on each species to detect significant
differences in the cell densities over time betwbmtic treatments (with @-value < 0.05 considered as
statistically significant). When significant difemices were detected, a Newman-Keuls post-hoc st w
performed.

For each parameter at the end of experiment, tie lsixposed treatments were compared to biotir@on
treatments using Student’s t-test or Welch'’s t{&&h ap-value <0.05 considered as statistically signifizan
after having checked the homoscedasticity withdfisi-test. When the result was not significatitcalgh

data suggested a trend, the type |l efraras calculated, corresponding to the probabiitwitongly accept
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the null hypothesis. All statistical analyses waeegformed with R 3.2.2. (Ihaka & Gentleman, 199&] all
graphs were performed with SigmafPl&®.0 software (Systat Software Inc., USA).

2.3. Results

2.3.1. DOM influence on cultures

2.3.1.1. Microalgal growth

Growth curves of control cultures showed differanaenong the four species, the freshwater onesréigu
47A-B) showing a lower growth than marine speciEgure 47C-D). Indeed, cell concentration of
Shaerellopsis sp. barely increased during the experiment fronoutibl,200 cellmlt to about
10,000 + 1,000 cell.nt.in 14 days (Figure 47B-bzomphonema gracile cultures reached the beginning of
exponential growth phase at the end of experimelay (7), with a final cell concentration of
53,000 + 18,000 cell.mL (Figure 47A). On the contrary, the two marine gseexhibited a well-marked
exponential growth with final concentrations (dgyaound 3,000,000 + 50,000 cell.ihffor Chaetoceros
calcitrans (Figure 47C) and 700,000 + 20,000 cell:hfbr Tetraselmis suecica (Figure 47D).

When DOM was added to the culture medium, the teesbbwed faster growth with significant differenae
exponential growth for the four species: from ddpr3C. calcitrans, from day 4 forT. suecica and from day

6 for the freshwater species. (gracile andSphaerellopsis sp.) (Figure 47). As compared to control cultures,
exposed cultures reached final cell densities f&gnitly higher: initial cell densities were muligd by 29
(vs 18 in controls) fo6. gracile, by 32 (vs 30 in controls) far. suecica and by 243 (vs 135 in controls) for
C. calcitrans. For Sphaerdlopsis sp., the DOM addition induced a particularly catsing increase of cell
density of more than 2,000 fold (Figure 47B-a), pamad to the weak growth observed in controls ¢id f
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Consequently, DOM significant influence on growthasralso observed on average doubling times cadaulat
from the complete growth curves Gf calcitrans and Sohaerellopsis sp. (Figure 48A). Indeed, for these
species § was 2 h and 90 h lower, respectively, in the DOMosed cultures as compared to controls. For
the two other specieS. gracile and T. suecica, no significant difference was detected on averGg€p-
value = 0.23 and 0.29, respectively) but fhealues were very high (0.80 f@. gracile and 0.82 forT.

suecica, respectively).

2.3.1.2. Microalgal physiology

Concerning the relative intracellular lipid conteméasured on the last day of experiments, the;fgl tatio
was very heterogeneous between species in conttotas. The species can be classified accorditigeio
lipid relative contentC. calcitrans > T. suecica > G. gracile > Shaerdlopss sp. With addition of DOM to
the cultures, the Fl s ratio was significantly different compared to coty for Sohaerellopsis sp. andC.
calcitrans, with lower values (Figure 48B). In contrast, rigngicant difference was detected between
treatments on the Fljgs ratios ofG. gracile andT. suecica, but cultures containing DOM tended to exhibit
slightly higher FL1;5qs ratio values. For those species, Highalues (0.84) were found.

The photosynthetic efficiencg’, was not significantly different between treatmefuis G. gracile, C.
calcitrans andT. suecica (Figure 48C). FoSphaerdlopsis sp, there was a significant decreasaf; (-17%)

when DOM was added to the cultures as comparde toantrols.

2.3.1.3. Bacterial concentration

At the end of the experiments, bacteria conceatratin controls, as determined in the culturesguS¥iBR
Green |, were the highest in cultures@fgracile (4.0x10 cells.mL* vs 1 to 2x16cells.mL* for the three
other species) (Figure 48D). When DOM was addedsigoificant change was observed in bacterial
concentration fo6. gracile andT. suecica, when a slight increascurred irC. calcitrans (2.9x16 cells.mL

) and a huge one ifphaerdllopsis sp. (9.7x18cells.mL"). However, when the bacterial concentration is
divided by microalgae concentration (Figure 4889,40le significant difference observed betweenlitons
with and without DOM was irfphaerellopsis sp.: the bacteria number per algae cell decreased f
165 + 13 bacteria.célldown to 3 + 0 bacteria.cgll
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2.3.2. Evolution of the chemical environment during experiments

2.3.2.1. Nutrient concentrations

On the first day of experiments, nutrient conceiaing were in the same range between treatmenide(Ta
14), except for silicate concentrationGngracile cultures where the concentration in exposed csltvees

1.6 fold the concentration of control treatment.

For G. gracile, the nutrient concentration decrease during theeraxent was quite similar for both
treatments (-14% of nitrate concentration and -88#thophosphate concentration in control and sego
cultures) and the silicates were almost entirelgsamed in the control treatment at the end of the
experiment (-95%) (Table 14). F&phaerelopsis sp., the nitrate and orthophosphate concentrations
decreased in the exposed treatment by about 55%8¥drespectively, with a total consumption of the
latter, whereas no change was observed in contiengreover time for the control treatment. For
calcitrans, in cultures exposed to DOM, the nitrate and q@tiosphate concentration decreases were more
important compared to control cultures (-38% vs%24f nitrate concentration and -90% vs. -52% of
orthophosphate concentration) and orthophosphatse wimost entirely consumed in the exposed
cultures; the silicate concentration decrease w@amd 50% for both treatments. Finally, firsuecica

species where no orthophosphate data are avaitétiddes were almost entirely consumed (90%).

Table 14: Mean (x SE) concentrations of nitrate®{)\ orthophosphates (BPand silicates (Si) on the first (Day 0)
and last (Day f) days of experiments for the fqaecies and the two treatments (n = 4 for;NDd PQ

on the last day; otherwise n = 1).

Nitrates — N@ (mg.L") Orthophosphates — F@mg.L") Silicates — Si (mg.£)

Day 0 Day f Day 0 Day f Day 0 Day f
Gomphonema~ Control 175.6 148.3+3.9 8.1 30+0.3 28.2 1.8
gracile Exposed  161.0 1426 +4.3 8.1 15+1.1 457 16.3
Shaerdlopsis Control 175.6 178.9+0.9 8.1 11.1+0.1 -
Sp. Exposed 161.0 72145 8.1 0.2+0.1
Chaetoceros ~ Control 65.0 50.6 +6.5 1.8 0.9+0.3 22.6 11.0
calcitrans Exposed 58.5 34.0+0.4 15 0.2+0.2 22.0 11.8
Tetrasdmis Control 65.0 8.8+23 - -
suecica Exposed 58.5 44+09

2.3.2.2. Modifications of DOM

2.3.2.2.1 Quantitative evolution — DOC concentrations

DOC concentrations in the control cultures incrddse all species during the experiments, as shioyvn

the positive values in Figure 49A. In cultures esqebto DOM, DOC also increased between the fiigt an
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last days. This increase of DOC was significaniffieent from the control treatment only in the touks
of the two chlorophytessphaerellopsis sp. andT. suecica). In the culture ofC. calcitrans ADOC wasnot
detected as statistically different in DOM exposeftlures but th@ value was high (0.68).

2.3.2.2.2 Absorbance indices

Between the first and last days of experiments, 84Mof control cultures decreased for three out of fou
speciesG. gracile, C. calcitrans andT. suecica (Table 15). Ifhaerdlopsis sp. cultures, this index related
to DOM aromaticity did not evolve during the expeent. In the exposed treatments, the SLYA
decreased over experiment duration for all spectgnificant differences IMASUVAs,; between
treatments were highlighted in cultures@®fgracile andT. suecica (lower decrease over time in exposed
treatments) and f&phaerellopsis sp., with negative values ASUVA,s, in the cultures exposed to DOM.
The & index, used as a proxy of molecular weight, showifitrent patterns of changes between
freshwater and marine control cultures: it decreaseer time in theG. gracile and Sphaerellopsis sp.
cultures, whereas it increased over timeCincalcitrans and T. suecica cultures (Table 15). In DOM
exposed cultures, theS; was statistically different from the controls egicéor C. calcitrans. Indeed, for

G. gracile cultures the decrease was less important tharthiorcontrol treatment and th&S; of
Shaerdlopsis sp. cultures even increased over time whereascitedsed in control treatment.
calcitrans cultures, no significant difference was found lesw treatments (p-value = 0.065), however the
increase over time ing%ended to be higher with DOM than withofitgfror = 0.42). Finally, ifT. suecica

cultures, §increased during the experiment with DOM as vizeit,significantly less than without DOM.
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Table 15: EvolutionA) of qualitative DOM descriptors between the last &irst days of experiments. All values are mearations over time, between final sampling date ¢éh+ standard

error) and day O (n = 1). * indicates significaiffalences between two treatments (t-test, * p050+* p < 0.01; *** p < 0.001). The value in braets indicates thg value.

Gomphonema gracile Fohaerellopsis sp. Chaetoceros calcitrans Tetraselmis suecica
Control Exposed Control Exposed Control Exposed Control Exposed
Absorbance ASUVAk,(L.mgC m?) -237+052 -024+0.05  034+050 -1.43+0.0%  -1.08+0.43  -1.09+0.62 -2.55+0.03 -2.06+0.10*
indices ASk -021+0.04 -0.02+0.00 -211+023 010+0.04*  0.77+0.08 150+0.35(0.42) 0.78+0.20  0.19+0.07
Fluorescence AHIX 0.25+0.13 -0.39 £ 1.00 0.27+0.09 -477+048* -037+015 -0.76+0.40 -1.11 +0.06 -0.54 +0.10°*
parameters ABIX -0.01 £0.02 0.03+0.01 0.19+£0.06 0.06 = 0.00 0.11+0.01 0.10£0.03 -0.04+0.05 0.00+0.01
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2.3.2.2.3. Fluorescence analyses

The o’ fluorophore, associated with humic-like substanmixture of fulvic and humic acids) and with
recent organic matter, increased over time in obtreatment foiG. gracileand for two marine species
(Figure 49B). In exposed culturas, fluorescence intensity l) decreased fos. gracile and increased
with time for the three other species (-8% @r gracile, +4% for Sphaerellopsisp, +61% for C.
calcitrans and +21% forT. suecica respectively). ThisAla® was significantly different compared to
controls except fof. suecicawhere the type Il errd¥ values were high (0.72).

The o fluorophore, characteristic of humic-like substs)cand thé fluorophore, associated with recent
production of biological material, decreased owaetin control cultures d&. gracilewhen they increased
in control cultures of the three other speciesuiggtoC and D). In cultures exposed to DQ@Nhtensity
decreased wheify intensity increased foSphaerellopsissp. For G. gracile intensity of the two
fluorophores decreased significantly more tharténdontrols during the experiment. For marine cegtu
althougha fluorophore intensity increased between the &rsl last days of experiments, no significant
difference between treatments was observed (high [evalue, of 0.58, foC. calcitrang. Finally, thef
fluorophore intensity increased significantly foqpesed cultures in comparison with controls dutime
experiments for both marine species.

The intensity of fluorophorg, characteristic of protein-like compounds and dx@aifmicrobial activity, did
not evolve over time in controls for freshwatercpe cultures and increased in controls for mapezies
cultures (+489% fof. calcitranscultures and +291% fdr. suecicecultures, respectively) (Figure 49E).
With natural DOM addition to cultures, a signifitattecrease was observed@ gracile cultures. In
Sphaerellopsisp cultures, a significant increase (+113%) was obthitturing the experiment, compared
to the controls. For both marine speciefluorescence intensity increased over time silyilar control
treatments, althoughvalue was high (0.73) f@. calcitranscultures.

The humification index (HIX) increased during thgeriments without DOM in freshwater cultures, and
decreased in marine cultures (Table 15). With DQMiteon, HIX was stable over time iB. gracile
cultures, while it decreased in the other speaidisres. Significant differences between treatmergse
found inSphaerellopsisp. culturesdue to inverse variations in HIX, andTinsuecicacultures where the
decrease in HIX was halved in the presence of DOMpared to the controls. Finally, the biologicaler
(BIX) was stable over time in G. gracile and T.csce cultures without DOM (Table 15), whereas it
increased for the two other species. With DOM,ghtterns were similar and no significant difference

ABIX was found between treatments.

2.4. Discussion

The aim of this study was to investigate the respsnof four non axenic cultures of microalgae,
Gomphonema gracileéSphaerellopsisp., Chaetoceros calcitrangnd Tetraselmis sueciceexposed to
dissolved organic matter (DOM) from their naturalvieonment. Diverse biological parameters were

assessed, namely growth, relative intracellulad lgpntent, and operational photosynthetic efficyenf
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microalgae together with bacteria counts in théuoes. Parameters linked to their chemical enviemm

were also monitored to characterize the changes@uiby DOM added to the cultures.

2.4.1. Microalgal growth stimulation in the presence of natural DOM

The marine species grew very well during the six-@gosure, as shown by the control treatmentsavher
the initial cell densities were multiplied by 13% €. calcitransand 30 forT. suecicarespectively. These
results, together with nutrient concentrations, alestrated that the /2 culture medium was not iingit
and attest the validity of the treatment withoutND@sed as controls. The growth of marine species wa
faster than the freshwater species growth. Ind€edjracile cultures barely reached the beginning of
exponential growth phase at the end of experindat 7). Therefore, it would have been interesting t
continue the experiment for a few additional dajthough the silicate concentration was already dbw
the end of experiment. Finally, growth resultsSphaerellopsisp. seemed to demonstrate that cultures
were in a compromised physiological state (maimgirthe cell rather than an efficient growth). The
hypothesis, which may explain these results, isttf@culture medium used (Dauta) does not comadhin
the nutrients essential to the cellular divisiontto§ species. Due to the lack of culturing datatfis
species in the literature, preliminary tests wése earried out with the WC medium (Guillard & Lozen,
1972) currently used for freshwater microalgaluels. Growth results being similar between bothiaped
this species was maintained in unexpected non-aptonditions. Finally, the relative lipid contentthe
controls showed that species had very heterogerguididevels, that can be classified as followa:
calcitrans> T. suecica> G. gracile> Sphaerellopsisp.. Brown (1991) already observed such resuitis, w
a lipid percentage of dry weight of 16% 10r calcitransand 10% forT. suecicarespectively. For the
freshwater species, no bibliographic data werdablai The fact that the lipid content was higlarthe
marine species compared to freshwater speciesatdiergeneralized. Indeed, many studies showed that
lipid content is species-dependent (see reviewnaret al, 2012).

At the end of experiments among control culturastdria concentrations were the highessimgracile at
least twice compared to the other species; whetetioconcentrations were divided by algal cell
concentrations, the highest ratio was foundSiphaerellopsissp. cultures, the marine cultures still
exhibiting the lowest ratios. In the case of diapthis difference between freshwater and marieeisp
may be explained by the fact that the freshwatethie diatomG. gracile secretes large amounts of
exudates (personal observations and Cogeiliél, 2015), compared to marine species. Indeed, agstro
production of exudates promotes the fixation aneld@ment of bacteria, as also demonstrated byl Atzu
al. (2002) for dinoflagellates. F&@phaerellopsisp., a combination of two factors would explaia tiigher
number of bacteria per algae: first, algal cellsites were very low, explaining the high bactesé/ratio

in the control cultures; second, this species preslunucus that was observed under the microscegy, |
providing nutrients for bacteria and promoting itheevelopment (Romera-Castilig al, 2011). In any
case, as both freshwater species were isolatedafrmatural biofilm, the high amount of bacteriaaibiting

these cultures is nor outstanding nor surprising.
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The evolution of cultures under DOM exposure shotketl microalgae were positively influenced by the
presence of DOM in their environment. Indeed, th#ular division of the four species studied was
stimulated: a final cellular concentration increab&4% forT. suecica80% forC. calcitrans 104% for

G. gracile and 30,000% foBphaerellopsisp. was observed at the end of experiments. Hartic the
latter exhibited an outstanding stimulation: thessaults would therefore demonstrate that optimaivtr

of this species requires nutrients that are notiged by the Dauta culture medium used in the obntr
treatment. Nutrient analyses on the first days slaativat DOM effects on growth were not due to atgre
quantity of nitrates, phosphates or silicates dnougy DOM addition. In the same time, bacteria
concentrations in the cultures were significanthhanced with DOM forSphaerellopsisp. andC.
calcitrans However, considering the bacteria/cell ratiodifference was detected f@. gracileanymore,
neither in the two marine species (ratio equal Yowhen a significant decrease was observed for
Sphaerellopsisp. (from 165 to 3 bacteria.c8ll These results confirm that DOM addition to tbétures

did not introduce high amounts of bacteria nor @edan outstanding increase of bacteria naturally
inhabiting the cultures. The bacteria are knowpl&y a role in the algal growth and survival ancevi
versa (Aminet al, 2015, Kimet al, 2014, Ramanaat al, 2016, Windleret al, 2014). Indeed, bacteria,
which are heterotrophic organisms, degrade andftian the organic matter into small molecules useab
by microalgae (Crofet al, 2005, Croftet al, 2006, Droop, 2007). At the same time, the exlidae
products released by algae provide a source obigcahd energy for bacteria (Larsson & Hagstrém9197
Maurin et al, 1997, Romera-Castillet al, 2011). On the other hand, several studies haverslthe
microalgae ability to use relatively simple molesusuch as sugars (glucose, kiual, 2009), acetate
(Laliberté & de la Noue, 1993), but also more carpholecules such as humic substances (Campbell et
al. 1997). More generally, the results obtainedhenfour species are in agreement with the obsengat
made on several species from various phyl&esnedesmus obliqu(@Shlorophyta) exposed to different
glucose concentrations (EL-Sheekh et al. 201Xydshwater microalgae, afhaeodactylum tricornutum
(Bacillariophyta) exposed to 100 nM of glucose tateeand glycerol (Liu et al. 20093ochrysis galbana
(Chlorophyta) exposed to 12 mM of glucose, acetatd glycerol (Alkhamis & Qin 2013) and
Alexandrium tamareng@®inoflagellata) exposed to different concentradiof humic substances (Gagnon
et al. 2005) for marine microalgae. In the fourdisa cited, the growth of microalgae (in non-axenic
conditions) was stimulated in presence of orgaaiban substances mentioned, which are possible DOM
components (Findlay & Sinsabaugh 2003). In axemilitions, Bollman and Robinson (1977) previously
demonstrated, by kinetics of assimilation, theitgbibf Chlorella sp. andChlamydomonas segnts
directly consume acetate, lactate, glycolate. Tlsebstances can be internalized in microalgae ghrou
numerous mechanisms via pumps, channels, enzytoeferez-Garcia et al. 2011b) but also phenomena
as sorption (ad/absorption), diffusion and osmadiswever, our results do not make it possible to
discriminate between direct effects of DOM on magtgae via consumption or indirect ones through

bacterial metabolism, as bacteria are able to groDOM.
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On the other hand, the effects obtained on theivelépid content and the operational photosynthet
efficiency, are somewhat related to growth resal{sarameter directly linked to survival and depeient
of cells.Sphaerellopsisp. andC. calcitransthe species most stimulated when exposed to D&ivbited

a decrease of about 30% in their relative lipidteon it can be assumed that stimulated cells woelfss
subjected to accumulate energy stock as lipidsrdeio and Pohl (1984) showed that total lipid conte
was different during growth and was function ofceg for example, they observed an increase ower t
for Scenedesmus obliquasd Chlorella vulgaris a decrease folnacystis nidulansind variations over
time forMicrocystis aeruginosa

The addition of natural DOM to the cultures alsordased the photosynthetic efficiencysphaerellopsis
sp. (17%), whereas no significant difference weasepled for the three other species indicatingttieit
phototrophic metabolism was not substantially medif For Sphaerellopsissp., our results are in
agreement with those of Liu et al. (2009) and Heiét al. (2000): they showed that, in mixotropéuicl
non-axenic conditions realized using glucose, gblcand acetatePhaeodactylum tricornutunand
Chlamydomonas reinhardtiixhibited a decrease in photosynthetic efficiemdyereas their growth was
boosted by these molecules. These authors obsaivadsitory decrease @f y, which resulted from the
stimulation of the respiration caused by organib@a consumption. Therefore, we hypothesize that th
decrease ofd’y in Sphaerellopsissp. could also be linked to enhanced respiratiarn, dpecific

measurements off@onsumption are needed to prove it.
2.4.2. Changes in DOM in the presence of microorganisms

2.4.2.1. Putative consumption by microorganisms

In the control cultures where no DOM was added, ibdiike, recent biological and protein-like matéria
related fluorophoresu( o', B andy) increased over the experiment for marine speE@sSphaerellopsis
sp., no variation was observed @randy intensities, and a small increase was observeteotwo other
fluorophores. ForG. gracile whereaso andy did not evolve over experiment, increased and
decreased. When cultures were exposed to naturléll, D@ensities of the four fluorophores also ince@
over time for marine species. These intensity ssme (corresponding to an increase of relative
concentration) were not proportional to DOC inceeantrarily to the controls. F&phaerellopsisp., a
drastic decrease farintensity and an increasegfo’ and p intensities (not proportional to DOC increase
for o’ andp) were observed. F@. gracile all fluorophores decreased over experiment.

As no such evolution was observed in abiotic coraptm(data not shown), the various observationemad
for the four species (decreases and differencegebat fluorophores and DOC increase) were probably
directly linked to the presence of microalgae assoeaiated bacteria, revealing consumption (directly
and/or indirectly) and/or biotic degradation tofeliént types of compounds. The consumption of uario
elements was perhaps due to microalgae and/orrivactta enzymes excretion such as proteases,
polysaccharidases, and glucosidases (for bacteeaja Rocha & Passow, 2014, Droop, 2007) or

adsorption of molecules such as humic substanoemiéroalgae ; Campbaetdt al, 1997). FoiG. gracile
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not only consumption could explain these resulitalso the presence of EPS-type substances sigetthes
by the microalgae, which could alter or impedeekatation sites of fluorescent molecules. Howeglag

to the lack of data in literature, further analyaesnecessary to conclude.

2.4.2.2. Production by microorganisms
Natural DOM addition to the cultures strongly imfhced the four species. Consumption and/or
degradation of DOM substances by bacteria and/oroalgae caused the modification of the chemical
environment of the cells. However, the cells thdwese(microalgae and bacteria) also contributed to
modify this chemical environment, by excreting getiduced molecules. This excretion was assessed
through various parameters measured during theimemgs: DOC, fluorescence intensities and SL/A
Sk, HIX and BIX indices.
DOC concentration increased during the experimerhé two treatments for all species. This organic
carbon production is related to the microalgaelzuderia growth and especially to cell excretiodekd,
several authors (e.g. Pivokonsky al, 2006, Schartawet al, 2007; in non-axenic cultures and in
mesocosms); showed that during the exponentialtrphase (corresponding to the end of the expetimen
for the four species) with very low cell mortalitdOC production was mainly due to microalgae
metabolism. This organic matter, also named alg@aeellular organic matter, includes exudates@and/
extracellular polymeric substances (EPS). Therlatie produced by diatoms and some other micraalgae
and participate to the formation of microbial aggtes (biofilm type, Geesey, 1982). This excretias
also highlighted by the increase of they andp fluorescence intensity over the experiment inctiieures
that grew the best, i.e. in both treatments forttine marine species and in the exposed treatment fo
Sphaerellopsisp.. These fluorophores are indeed associatathiahike substances and to recent organic
matter foro’ and associated to protein-like compoundsytorhe fluorophoréd produced from a recent
algal and/or bacteria activity (Determaetral, 1998) corresponds to a labile fraction of DOMtHe same
way, an increase af and o fluorophore intensities (corresponding to hunke-lsubstances and more
precisely to a mixture of fulvic and humic acidspsvalso observed for both marine species over
experiments. This increase afintensity (and hence quantity) usually corresptmdnore refractory
macromolecules formed by condensation or polym@izgrocesses from molecules such as fatty acids
(Castilloet al, 2010, Findlay & Sinsabaugh, 2003, Haregwl, 1983, Romera-Castillet al, 2011).
The increase of the BIX index (=biological indegyealed recent DOM production from autochthonous
origin as shown by Huguet al. (2009b). It was observed in both treatmentsSfainaerellopsisp. andC.
calcitrans For the two other species, no change was obsbetegten the last and first days, although the
cellular concentration increased. One hypothesexptain this absence of changes may be relatdteto
fact that inG. gracileandT. suecicacultures, non-fluorescent organic molecules weoeeted either by
microalga, bacteria or both.
During the experiments, changes in the aromatifity OM for all cultures whatever the treatment were
highlighted by decreasing HIX and SUMAvalues (which are correlated to DOM aromaticitgaaiding
to Weishaaret al, 2003). This corroborates the findings of Hendemstal. (2008), who observed that
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DOM was less aromatic and more hydrophilic in expmial growth phase o€hlorella vulgaris
Microcystis aeruginosandAsterionella formosapecies cultivated in non-axenic environment, tdube
increase of small and simple molecules excreteae(gély hydrophilic and with a low molecular weight
Potential changes in molecular weight and arontatiof marine and freshwater DOMs during the
experiments were evaluated through thReaBd HIX parameters.gSvas found to increase in the two
treatments for marine species, and with DOM addlifar Sphaerellopsisp, meaning that the average
molecular weight of the cell (microalgae and/ortbaa) exudates was low. FSphaerellopsisp. control
cultures, SUVAs, S and HIX results showed an increase in averageamaleweight and in DOM
aromaticity. These results confirm that cells ameirtassociated bacteria did not excrete suffilgietot
substantially modify DOM, in accordance with theadasions drawn in 2.4.1., which were that cultures
were in a maintain state rather than growth. Intregh for G. gracile & and SUVAs, decreased
simultaneously between the first and last day ith h@atments, expressing a release of substarittes w
higher molecular weight and less aromatic or mdighatic properties. This apparent contradiction
between the sand SUVAs, results is likely explained by the propertiestad substances excreted By
gracile and/or the associated bactemaquantity and/or composition. Huguet al. (2010) also showed
that the most aromatic molecules were not neclstagi biggest ones. Therefore, more in-depth aealy

of DOM elemental composition would be necessaoptwlude.

2.5. Conclusions

The aim of this study was to assess how natural O@istacts with microalgae and the associated
bacteria. The results showed:

—the ability of freshwater and marine microalgaause the surrounding molecules brought by natural
DOM and/or derived from their degradation by thetbaa associated with cultures, favouring an msee

of their growth rate;

— the diminution of humic-like substances (linkedtdirect or indirect use) f@phaerellopsisp.;

—major changes in the DOM characteristics fromimeawater and freshwater caused by metabolic
excretion and direct or indirect consumption ofgltcies with their associated bacteria.

Therefore, this study proves that microalgae amil thssociated bacteria are major players of DOM
modifications (concentration and composition) tigtotheir consumption and production. It also higfft
DOM influence on photoautotrophs (and not only etetotrophs), confirming the key role of DOM in

aguatic ecosystems
Acknowledgements

This study has been carried out with financial supffom the French National Research Agency (ANR)
in the frame of the Investments for the future Paxogne, within the Cluster of Excellence COTE (ANR-
10-LABX-45).

We would like to thank Julien Rouxel, Larissa Hauggu, Valentin Dupraz of Ifremer team, Jacky
Vedrenne, Juliette Rosebery, Jean-Claude Grédaite, Ezzedine of Irstea team for their help in $amp

174



Chapitre 5 — Interactions entre les microalgues et la matiére organique dissoute naturelle Article 3

filtration and measurements during the differeqtezinents. The authors also thank Julie Guégustedly
for her help with R software.

175



Chapitre 5 — Interactions entre les microalgues et la matiére organique dissoute naturelle Synthése

3. Synthese

Le but de ce chapitre était d’évaluer, en conditiaréniques, (i) I'influence de la MOD naturelle su
guatre espéeces de microalgues et (i) dans quedkunmm les microalgues avec leur bactéries associées
induisent des changements quantitatifs et quéitddi la MOD.

Les résultats des expositions ont montré que lsepoe de MOD avait fortement stimulé la division
cellulaire des quatre espéces de microalgues : 1al¥6T. suecica+80% pourC. calcitrans +104%
pour G. gracileet +30 000% pouBphaerellopsisp. La croissance dgphaerellops sp., exacerbée en
présence de MOD, nous a indiqué que le milieu dtareuutilisé jusque-la n’était pas optimal pouttee
espece. Les analyses des concentrations en selifsnant permis d’'écarter un possible lien entre
augmentation de la croissance des quatre espiecascroalgues et une quantité plus importantestie s
nutritifs (nitrates, phosphates et silicates) agsgpar I'ajout de MOD.

D'autre part, les analyses des concentrations liimté@s ont permis de mettre en avant que l'ajeut d
MOD non stérile n'avait pas engendré de développemempestif des bactéries. En effet, bien que la
concentration bactérienne ait été supérieure esepcé de MOD pour deux des quatre espéces (
calcitrans et Sphaerellopsisp.), le ratio bactéries/microalgues s’est vuangfé dans les cultures Ge
calcitrans (1 bactérie.celluf@ et a diminué pouBphaerellopsisp. (3 bactéries.cellutecontre 165 sans
MOD). Cette présence de bactéries n'a pas permisrdifier la cause de la stimulation de croissaroe
raison du lien étroit entre les bactéries et lesaaigues (Amiret al, 2015, Ramanaet al, 2016, Windler

et al, 2014). En effet, les bactéries décomposent laéraabrganique (cellules mortes et substances
excrétées) via la libération d’enzymes extracetieda Leur métabolisme met ainsi a disposition des
microalgues des composants inorganiques et orgaigtomme les vitamines) nécessaires a leur
croissance (Crofet al, 2005, Croftet al, 2006, Droop, 2007). Aussi, méme si des étudesdéjat
démontré la capacité des microalgues a consommaenalécules de type glucose ou substances humiques
(Campbellet al, 1997, Sharmat al, 2016), nous ne pouvons conclure quant & une gonation directe

ou indirecte des microalgues. Des expérimentafimeigant un volet axénique seraient nécessaires pou
déterminer plus précisément la part de consommétientuellement imputable aux microalgues.

La caractérisation de I'environnement chimique amie de montrer une diminution de la proportion du
fluorophore o (correspondant a des substances humiques) au dautemps dans la culture de
Sphaerellopsisp. en présence de MOD, pouvant étre assimil&laabnsommation directe ou indirecte
(via les bactéries). Pour les autres fluorophates(ety) étant donné gu’ils ont augmenté au cours du
temps dans les cultures marines, nous ne pouveesriléer s'il y a eu consommation de ces composeés.
En effet, les microalgues et leurs bactéries a@sscont modifié les caractéristiques des MODs
dulcaquicole et marine via leur excrétion. La qiidrde carbone organique dissous a ainsi fortement
augmenté au cours des expérimentations. Cette atggioa a été liée, podr. suecicaC. calcitranset
Sphaerellopsisp., & une diminution du poids moléculaire moyedeel'aromaticité globale de la MOD.

Concernant la diatomé®. gracile, la diminution de lintensité de I'ensemble desoftyphores et de
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I'aromaticité, combinée a I'augmentation du CODdet poids moléculaire moyen pourraient peut étre
expliqués par un rble de la matrice EPS, qui pdualéérer ou empécher I'excitation des sites des
molécules fluorescentes. Aussi, des recherchepplissées sur la variabilité de la compositioreiRS et

de leur impact sur les analyses effectuées devétieréalisées.
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1. Introduction

Comme démontré dans le précédent chapitre, la M@ralle influence la croissance des microalgues,
gue ce soit directement ou indirectement via leabwisme des bactéries associées aux cellules en
conditions non axéniques. Dans I'environnement tiquey en plus de la MOD, les microalgues sont
€galement en contact direct avec d'autres élémsesteptibles de les impacter comme les pestidiss.
molécules, dont la France est le second consomneatepéen (Ecophyto, 2015, Eurostat, 2013), vant p
divers phénoménes comme le lessivage des solsitege, le transport aérien, se retrouver dareolas
d’eau présents a proximité et transiter jusqu’astaagres et zones cotiéres sous influence estoarien
Aussi, dans I'environnement, la MOD est connue paworiser leur transport (Gaei al, 2012), stimuler

ou freiner leur dégradation naturelle (Canonica)920et augmenter ou diminuer leur biodisponibilité
(Haitzeret al, 1998). Zhanget al. (2016b) ont également montré que la présence db btinmerciale
modulait la toxicité des chlorobenzénes vis-a-wslal microalgue d’eau doucghlorella pyrenoidosa
Aucune étude connue a ce jour n'a visé a évalinfiluénce de la MOD sur la toxicité de pesticidesar

vis des microalgues marines.

L’objectif de ce chapitre est donc de fournir dissgs sur l'influence de la MOD naturelle sur lgi¢ié

des pesticides, seuls, en mélange et a dose ametmamtale, vis-a-vis de deux espéces marines véasu
dans nos eaux cotiergshaetoceros calcitrangdiatomée) efTetraselmis suecicgchlorophyte). Les
données du réseau de surveillance REPAR (résearatiopgel de suivi et d'expertise sur les
phytosanitaires et biocides au niveau du Bassincdthon et de ses bassins versants) ont permis de
sélectionner : le S-métolachlore, le diuron egéiol. Ce sont les molécules les plus retrouvédsrames

de fréquence et de concentration dans le BassircatAon qui est la zone de préléevement de la MOD
naturelle. Au moyen de cultures monospécifiquesax@miques, la toxicité de ces molécules a étéiéwal

en l'absence et en présence de MOD naturelle. fiats ent été évalués sur trois parametres bialEgiG
savoir la croissance, l'efficacité photosynthétigiaible de [lirgarol et du diuron: quinone B du
photosysteme I, Jones & Kerswell, 2003, Nimlzl al, 1996) et la quantité relative en lipides
intracellulaires (cible du S-métolachlore : élorggagitervenant dans la synthése d’acide gras &dsng
chaines; Fuerst, 1987, Gotz & Boger, 2004, Valto#tbal, 2008). Le suivi de ces parametres biologiques
a été couplé a la caractérisation de I'environnérobimique, via des mesures des concentrations en
pesticides, en sels nutritifs, en carbone organiigsous, et des analyses d’absorbance UV-Visiblie e
fluorescence pour caractériser la MOD.

Ce chapitre est présenté sous la forme d’une pdblicqui sera soumise prochainement.
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2.1. Introduction

Pesticides are used to control, destroy and preyests and diseases in agriculture (FAO, 2003) when
biocides (such as antifouling paints) are toxicdpats used to kill and control different life-forn(e.g.
algae, viruses, animals) (Directive n°98/8/CE, gasm Union, 1998). These molecules are transfesred
nearby rivers by natural phenomena such as saiileg runoff, drainage, (Maat al, 2013), down to
estuaries and coastal areas, which play key ecalagies. Indeed, they fulfil many services anutfions,
both economic (tourism, fishing, aquaculture) afaobical (areas of refuge, reproduction, spawning,
nursery) (Boehlert & Mundy, 1988, Dauvin al, 2002). Their importance relies on their ecotoositipn
(transition zone) between terrestrial, fluvial anarine ecosystems.

Coastal and estuarine areas are the ultimate aeteptf anthropogenic and natural inputs, including
pesticides and also organic matter from contineatasystems and rivers (Mitra & Zaman, 2016,
Rajasekararet al, 2005). The terrestrial organic matter inputs (glgnallochthonous), composed of
particulate (>0.4um) and dissolved matter (<0.4B), favour biological production. Indeed, organic
matter, being mainly dissolved in aquatic ecosystdFindlay & Sinsabaugh, 2003), constitutes a
significant source of organic nutrients (composkgtmsphorus, nitrogen, silica among others) esdent
for coastal and estuarine phytoplanktonic bloonal@rd, 2003, Hansell & Carlson, 2014). In additio
terrigenous dissolved organic matter (DOM) inpattuarine and coastal environments are also toe pla
where a strong production of autochthonous DOM i@cdodeed, in temperate latitudes during spring (a
the end of phytoplanktonic blooms), summer and raofu microalgal excretion together with
decomposition of dead microalgae by bacteria, legemain sources of autochthonous DOM production
(Findlay & Sinsabaugh, 2003). Therefore, productaegradation and fate of DOM are tightly linked to
microorganisms including phytoplankton in coastali®nments.

Phytoplankton play a key role in marine ecosystéagrimary producers, they synthesize organicararb
through photosynthesis (Hall & Rao, 1999) and laus tat the basis of aquatic food webs (Wetzel, 2001
These planktonic organisms, whose developmensrdiiectly on their environment quality, are séwsit

to key parameters such as temperature, light amnigmuavailability. They could be negatively atied by

a high concentration of coloured organic mattertdube decrease of light penetration in the wat&rmn
(Karlssonet al, 2009), but also by pesticides and more spedifitsl herbicides due to their mode of
action (especially inhibition of photosynthesiss€aet al, 2009).

Coastal areas, estuaries and bays such as ArcBaydqSouth-West of France) have been contamingted b
diverse pesticides, especially herbicides due dadirtiportance of agriculture in the watershed (Féejve
2012, SOeS, 2015). S-metolachlor (chloroacetaiiliolee of the herbicides that are the most apptied
corn and other crops (Sjollenad al, 2014), is the fourth most detected molecule ifiase waters of
French streams (SOeS, 2015). In the Arcachon Beyyamination footprint showed that together wigh it
metabolites (ESA and OA), S-metolachlor is the niosfiuently found molecule, and at the highest
concentrations (peak concentration of 0.526 fig(REPAR, 2015, Tapiet al, 2016). Its widespread
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occurrence in waters raises questions about iisitioxoward aquatic organisms. Despite its mode of
action based on inhibition of the synthesis ofyfattids and lipids (Fuerst, 1987, Schmaléi(&l, 1998)
and suspected to induce toxic effects on microalgaest of studies showed toxic effects in the mg.L
range. For example, Ebenezer and Ki (2013) measur8@% decrease of chlorophllevels with
0.423 mg.[* and 21.3 mg.E metolachlor for the marine diatoitylum brightwellii and the marine
chlorophyteTetraselmis suecicaespectively. Thakkaet al. (2013) showed a decrease of growth (-9%)
and chlorophylk fluorescence (-35%) in the chlorophiaanaliella tertiolectaafter exposure to 5.0 mg.L

! metolachlor. However, some sublethal effects wleraonstrated at lower concentrations: Roubeix. et al
(2011) observed a significant increase in the dyaot deformed frustules of the microal@urirella
angusta(around 20%o) at 5 ug1S-metolachlor.

Nautical activities (recreational and fishing) atso at the origin of pollutions caused by biocidssd as
antifouling coating on boats (Fauvelle, 2012, REPRB15) such as diuron and irgarol. Diuron is a
phenylurea, used as antifoam and previously usadrinulture and antifouling paints in France (Diiree
biocide 98/8/CE and Arrété du 21/08/2008) and @gés a triazine, used in antifouling paints and
prohibited in European Union since 2016 (Commisaigriementing decision n°2016/107 of 27/01/2016).
Even though concentrations in the environmentudiol Arcachon Bay, for these two substances are
usually in the ng.t range, (Munaromet al, 2012, REPAR, 2015, Tapet al, 2016), Caqueét al.(2013)
found irgarol up to of 1 pglin the estuary of the Vilaine River in France wi@szic and Durand (2013)
measured maximal irgarol and diuron concentratioh®.82 pg.l* and 2.58 ug.t, respectively, in
careening areas of several French ports. Bothautest inhibit the photosynthesis, preventing eactr
transfer between quinones, @nd @ by fixing on the D1 protein in the photosysten{RB5II) (Jones &
Kerswell, 2003, Nimbaét al, 1996). Their strong toxicity to microalgae hasrbedocumented for several
species: Gatidou and Thomaidis (2007) obtained reE®®, for growth (concentration which inhibits
growth by 50% after 96h) of 0.6 ud'lirgarol for the marine diatoNavicula forcipataand 5.9 pg.t
diuron for the marine chlorophyt@unaliella tertiolecta Bumaet al. (2009) obtained a 72h-E£for
growth and effective quantum vyield of 0.116 and30.2g.L" irgarol for the marine chlorophyte
Tetraselmisp., when Baet al.(2011) obtained a 96h-Egfor growth of 0.57 pg.tirgarol and 5.9 pugL

! diuron for the marine diatokeletonema costatum

In the environment, other components, like DOM, dafluence pesticides, microalgae, and their
relationships. Indeed, DOM is well known to inflgerthe transport, fate, bioavailability, biodegtamta
and toxicity of pesticides in the aquatic environt@ejarancet al, 2005a). Several studies performed on
animals have shown that pesticide toxicity cannoeciased or decreased with DOM presence, depending
on the molecules and organisms tested (see remi¢taiizeret al, 1998). For example, Bejaramt al.
(2005a) showed that a natural DOM concentrationratd2 mgC.L increased the toxicity of fipronil to
the estuarine copepodmphiascus tenuiremisvhen it decreased the toxicity of chlorpyrifos and
chlorothalonil. In the same way, Zhaagal. (2016b) showed an increase of monochlorobenzahé,an

dichlorobenzene toxicity and a decrease of pergemfitnzene and hexachlorobenzene toxicity on growth
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of the freshwater microalgahlorella pyrenoidosavith Suwannee River Natural Organic Matter (SRNOM
- reference material of the International Humic Sabces Society (IHSS)) addition (around 10 mgg.L
However, to our knowledge, no other study has fedusn the cross-impact of herbicides and natural
DOM on microalgae. Therefore, this study aimed:

—to evaluate the influence of three herbicidear@, irgarol and S-metolachlor), singly and imssy
mixtures, to two marine microalgae;

— to investigate the influence of natural DOM orbigde toxicity.

Two marine microalgae speci€shaetoceros calcitranandTetraselmis sueci¢avere exposed during six
days to the three herbicides singly and in mixiuvath and without natural DOM concentrated from
marine water. The effects were evaluated on grophibtosynthetic efficiency and relative intraceltul
lipid content. At the same time, the chemical emvinent (herbicide and nutrient concentrationsptliesl
organic carbon concentration (DOC) and DOM optaraberties) was also characterized to evaluate the

changes during experiments.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Chemical preparation

Irgarol (Pestan&k 98.4%; 2-(tert-Butylamino)-4-(cyclopropylamino)d@ethylthio)-s-triazine), diuron
(>98%; 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea),das-metolachlor (Pestafiab8.4%; 2-chloro-N-(2-
ethyl-6-methylphenyl)-N-[(1S)-2-methoxy-1-methyigilacetamide), were purchased from Sigma
Aldrich. Stock solutions of each (500 mg)Lwere prepared in pure methanol and diluted inileste
ultrapure water to make working solutions of 0.002004% methanol), 0.02 (0.004% methanol), 0.006
(0.0012% methanol) and 0.06 mg.l(0.012% methanol) for irgarol and diuron, and 0(0204%
methanol), 0.2 (0.04% methanol), 0.06 (0.012% nmethhaand 0.6 mg.t: (0.12% methanol) for S-

metolachlor.

2.2.2. Natural DOM sample

In order to control the DOM concentration in expessystems, which did not correspond to the
environmental concentration at the time of DOM sarmgpDOM was concentrated.

For DOM concentration, 91 L of natural seawaterempumped during spring 2015 in Arcachon Bay
(France) at Grand Banc site at 1.50 m depth at hdg to avoid influence of freshwater inputs.
Immediately after returning to the laboratory, sat@vwas filtered through 0.48n Teflon filter cartridges
(Whatman, Polycdf§ 75TF) to remove particulate organic matter. Allefs were pre-cleaned with
methanol (0.4 L) then rinsed firstly with 5 L otralpure water (Milli-Q, Millipore) and secondly wwithe
water sample (1 L). The 0.4bn filtered seawater was first desalted by elecalgsis (ED; EURODIA
Aqualyzer pilot EUR2B-10P equipped with Neosepta XEMX membranes from Tokuyama

Corporation, Japan). The desalted water was thecentrated by reverse osmosis (RO; TIA pilot
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equipped with FILMTEG" SW30-2540 membrane) about ten times until a fusiime of 9.5L and
finally desalted again to reach a salinity of 38riesponding to the salinity of f/2 culture medium
(Guillard, 1975, Guillard & Ryther, 1962) used tooywy marine microalgae). During the steps of
concentration (RO) and desalination (ED), the sartgshperature was controlled in order to minimizg a
possible changes of DOM. The maximum temperatusehesl during the diverse procedures did not
exceed 24°C. DOM quality was checked by excitaionssion-matrix (EEM) fluorescence before and
after concentration and desalination. Only sligfiexénces of spectra were observed, pointing it io
selective loss nor modification of fluorescent migacompounds occurred during RO/ED proceedings
(data not shown). The concentrated and desaltaldstimples were thus representative of the origimes.
More details on the protocols and on the systered gan be found in Huguet (2007) and Hugiedl.
(2009a). Finally, the concentrations of the threebicides studied were also measured before aad aft
DOM concentration to verify the absence of higtbloile concentrations in the seawater sample. Betai

on the pesticide measurement protocol are availaiskection 2.2.6.2.

2.2.3. Microalgal cultures
The microalgadetraselmis suecic@CCMP 904, Chlorophyta) archaetoceros calcitran€CCMP 1315,

Bacillariophyta) were obtained from the Provasolkiard National Center for Marine Algae and
Microbiota (NCMA). Microalgal cultures were maintad in sterile /2 (forT. suecicq and f/2-silica
medium (forC. calcitrang (Guillard, 1975, Guillard & Ryther, 1962) at 179G a thermostatic chamber
ST5+ (POL-EKO-Aparatufy Poland) at 106 + 0 umolfs® with a dark:light cycle of 8:16 h. Cultures
were non-axenic.

All cultures were grown in 100-mL round borosilieaterile glass flasks previously heated to 4507® f

h and autoclaved 20 minutes at 121°C. For the arpats, cultures (60 mL volume) were inoculated at

20,000 cell.ml* using stock cultures in exponential growth phase.

2.2.4. Experimental design

Two independent experiments were run during sixs dagye per species), each composed by a biotic and
an abiotic component. For each experiment, thesecbmfluence of DOM (two conditions) and pestiside
(nine treatments per condition including a contvedls tested on microalgae, as follows. Half offtagks

was filled with culture medium when the other hads filled with culture medium and DOM added at
twice the environmental concentration. Nutrientidmment was adjusted in both conditions (with and
without DOM) to obtain the same final concentragiam all flasks. Each condition (culture medium and
culture medium + DOM) included a control treatm@ma pesticide) in quadruplicate plus eight pesticid
treatments in triplicate: irgarol at 0.05 (10.05)d0.5 (10.5) pg.L, diuron at 0.05 (D0.05) and 0.5 (D0.5)
ng.L", S-metolachlor at 0.5 (S0.5) and 5 (S5) flgahd their mixtures: M1 (10.05+D0.05+S0.5) and M2
(10.5+D0.5+S5). The highest methanol concentratieached in the flasks (for M2 treatment) was

0.0012%. This concentration was already shown Blsarmful for these two species (Dupeizl, 2016).
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The abiotic component, i.e. no microalgae were édol¢he flasks, was composed by the same treaament
and conditions than biotic component. The numbeeplicates was only one replicate for each treatme
in the condition “culture medium” and duplicates &ach treatment in the condition “culture medium +
DOM".

During each experiment, samples were taken foropickl and chemical analyses. The biological
parameters monitored were: cell density (measuedlg throughout the experiments), photosystem Il
effective quantum yield (measured on the last dag)relative intracellular lipid content (measuoadhe

last day). The chemical parameters monitored wawéient concentrations, herbicide concentrations,
dissolved organic carbon (DOC) concentrations a@d/Doptical properties. They were measured on the

first and last days of each experiment. The prdécm®@ described in the following sections.
2.2.5. Biological parameters

2.2.5.1. Measurements by flow cytometry
Culture samples were analyzed on an Accuri C6 figtemeter (Becton Dickinson Accllf) equipped
with a blue (488 nm) and a red (640 nm) lasergasribed in Dupragt al.(2016).

2.2.5.1.1. Growth rate

To measure the cell density, 300 uL from all thdtuoes were daily sampled and fixed using
glutaraldehyde (final concentration 0.25%). Tubesawmixed and left for 15 minutes at room tempegatu

in the dark before analysis. Cells were counteda@ide scatter (SSC) versus FL3 (red fluorescence,
>670 nm) cytogram foiC. calcitransand a FL1 (green fluorescence, 530/30 nm) verdut (Fed
fluorescence, 675/25 nm) cytogram for suecica(Dupraz et al, 2016). For each culture, the average
growth rate (4, H), corresponding to the slope of regression limenfin(cell.mL?) vs time (h), was

calculated.

2.2.5.1.2. Reativeintracdlular lipid content

The relative intracellular lipid content (Flghs) Was estimated on the last day of experimentbdyise of
the green lipophilic fluorochrome BODIPY**(Life Technologie®, Carlsbad, CA, USA), following the
protocol used by Dupraet al. (2016). Briefly, for each culture, 200-uL samplesre stained with a
BODIPY****"working solution at 3 mg:tfor C. calcitransand 4.8 mg.L for T. suecicdeading to final
BODIPY concentrations of 75 pgtl(2.5% DMSO0) and 120 pgi(2.5% DMSO), respectively. Stained
samples were incubated at room temperature inattediiring 5 minutes fo€. calcitransand 6 minutes
for T. suecicaFL1 values of cells (unstained cells and cetisyetd with BODIPY) were normalized using
FL1 values of 2 um-fluorescent polystyrene micresps (Flow ChecK' High Intensity Alignment Grade
Particles 2.00 um, Polysciences Inc., Warringtak, BSA), added in all samples prior to analysise Th

normalization is resumed with the formula:
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I:I-:I-Lipids. = (FLlstained microaIgJE I—:I-stained microsphe)é(FLlunstained microalgéE Llunstained microsphgre

2.2.5.2. Photosystem Il effective quantum yield - P hotosynthesis

The PSII effective quantum yield (operational Rilantum yield®’y) was measured on the last day of
experiments by Pulse-Amplitude Modulated (PAM) fescence using an Aquapen-C AP-C 100
fluorometer (Photon System InstruméntBrasov, Czech Republic). Measurements were nmadecm
wide cuvettes using 2 mL of microalgal culturesitgiti (1:2) in culture medium. Thrdé, measurements,

which were averaged, were performed for each eultur

2.2.6. Chemical analyses

Nutrient analyses were performed for all conditiand treatments. Pesticides were analyzed in aifao
(no pesticide added) replicates, including abitdigks, and in the highest concentrations tes@#,(DO0.5,

S5 and M2). DOM was characterized in all biotic abtic control (no pesticide) replicates andhe t
pesticide treatments that significantly impacteglrthcroalgae.

Chemical analyses were performed on the first astddays of each experiment, on filtered samples. 5
mL samples were filtered using sterile filtratiemfiels containing a 0.48n PES (polyethersulfone) filter
(VWR, USA), previously rinsed with ultrapure wai€.7 L). On the first day of each experiment, one
additional flask was prepared for each treatmeatiiition to the replicates, in order to providéisient
volume for analyses of nutrients and DOM charazaéion. This additional flask was immediately eatyir

sampled.

2.2.6.1. Nutrient analyses

For nitrate and orthophosphate analyses, 15 mLofdafs mL) of the filtered culture samples wereitdit
20-fold with ultrapure water before injection. Ayeés were performed by ionic chromatography with
chemical suppression (COMPACT 881 IC Pro, MetroBmiitzerland) equipped with a Metrohm 850 IC
Conductivity Detector. The separation was performéd a Metrosep A Supp 4/5 Guard/4.0 pre-column
followed by a Metrosep A sup 5 -250/4.0 anion ergeacolumn. The eluent was a solution of 3.2 mM
NaCO; and 1 mM NaHCg) and the chemical suppressor was a solution aiMItH,SQ,. Quantification
limits were 0.010 mg.E for nitrates and 0.005 mg'lfor orthophosphates.

For silicate analysis, 20 mL were sampled fromdtiditional flask of each treatment on the first, dayd

5 mL per quadruplicate of each treatment were poole the last day of experiments. Soluble silicate
concentrations were determined by colorimetric wetttvith a Shimadzu UV-1800 spectrophotometer
(Shimadzu Inc., Kyoto, Japan) according to the éhrestandard NF T90-007 (AFNOR, 2001). The
quantification limit was 0.05 mg:L Silicates were only analyzed in samples frometkgeriment withC.

calcitrans.
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2.2.6.2. Pesticide analyses

One hundred microlitres of filtered culture samplese diluted 10-fold using ultrapure water. 40@fL
diluted samples were directly analyzed by liquidoatmatography (1290 Infinity system from Agilent
Technologies, USA) coupled to tandem mass specteor(@460 triple quadrupole LC/MS system from
Agilent Technologies, USA) and after adding intéstandards (irgarol-D9, diuron-D6, metolachlor-D6)
The separation was performed using a Kinetex Cll8reoand using a gradient of solvent A (solution of
5 mM acetate ammonium and 0.1% acetic acid dilutesater ultrapure) and B (pure methanol) with a
flow rate of 0.5 mL.mifl. Analyses of the three pesticides and their métabdgonly for diuron and S-
metolachlor) were performed in MRM (multiple reaos monitoring) mode. Quantification limits were
0.24 ng.l* for irgarol, 1.19 ng.L for diuron, 4.43ng.t for DCPMU (1-(3,4-dichlorophenyl)-3-
methylurea), 5.29 ngtfor 1,2,4-DCPU (1-(2,4-dichlorophenyl)urea), 4r6L™ for 1,3,4-DCPU (1-(3,4-
dichlorophenyl)urea), 1.11 ng'Lfor S-metolachlor, 1.23 ng "L for metolachlor OA ([(2-ethyl-6-
methylphenyl)(1-methoxy-2-propanyl)amino](oxo)aceitid) and 3.13 ngLfor metolachlor ESA (2-[(2-
ethyl-6-methylphenyl) (2-methoxy-1-methylethyl)awj2-oxo-ethanesulfonic acid).

2.2.6.3. DOM characterization

After filtration through 0.4um, all experimental samples were stored at 4°Chéndark untii DOM
analyses. To characterize the DOM evolution ovee tin control cultures and cultures exposed todadb

M2, DOC concentrations were determined and opt@cellyses (absorbance and fluorescence) were
performed. In order to compare the evolution ohgaarameter over time between the different caniti
(with and without DOM), results were expressedhasvariation between the last and the first days of

experiments (Valug: gay- ValuGist day)-

2.2.6.3.1. Dissolved organic carbon (DOC)

The DOC concentrations were determined using al Tartiganic Carbon analyzer (Shimadzu TOC-V
CSN, Japan), calibrated with solutions of potasgiydrogen phthalate (84COOK)(COOH)) and run in

non purgeable organic carbon (NPOC) mode. Tenlitrél§i of filtered culture samples were acidifieihw

2 M hydrochloric acid then sparged during 6 minutéh high purity (5.0) synthetic air (LINDE, Frag)c

The DOC concentration result is the mean of theetho four injections most satisfying in terms of
variation coefficient (<2%). At least two certifiedference waters (Environment Canada purchased by
ANALAB) were systematically analyzed within eachngde series in order to validate DOC
measurements. Results of concentration variationeglthe experiment were expressed per microalgal

cell.

2.2.6.3.2. Absorbance analyses

Four-millilitre samples of filtered cultures wersedl for absorbance measurements performed witca Ja

V-560 spectrophotometer (JASCO, France) equipp#u deuterium and tungsten iodine lamps. Samples

189



Chapitre 6 — Modulation de la toxicité des herbicides vis-a-vis de microalgues marines en présence de MOD Article 4

were placed in a 1-cm path length fused silica(ét#lima). The light absorbing properties of DOMrave
studied via two optical indices: the Specific UVs@itbance (SUV4s,) and the spectral Slope Ratig)S
The SUVAs, (L.mg.C".m™) index provides information on the aromatic chiamaof DOM (Weishaagt

al., 2003); it is calculated as the ratio between Wsosbance at 254 nm and DOC concentration (fg.L
The & parameter, used as a proxy for molecular weighéti@n, corresponds to the ratio between the
spectral slopes of the 275-295 nm region and tBe48® nm region of the absorbance spectrum (Helms
et al, 2008).

2.2.6.3.3. EEM spectroscopy analyses

Four-millilitre samples of filtered cultures wersed, after absorbance, for fluorescence measureiient
EEM spectra were recorded using a Fluorolog FL3t#zometer (Horiba Jobin Yvon, France) equipped
with a xenon lamp (450 W) and a double monochromeitdoth the excitation and the emission sides.
Samples were contained in a 1-cm path length qoaxeztte (Hellma), thermostated at 20°C. The EEM
spectra were composed of seventeen emission spequiaed from 260 to 700 nm (with an increment of
1 nm and an integration time of 0.5 second) witbitaion wavelengths in the range of 250 to 410 nm
(with an increment of 10 nm). Each spectrum obthiwas corrected by subtracting an ultrapure water
blank spectrum to eliminate water Rayleigh and Raseattering peaks. Spectra were also corrected
instrumentally as previously detailed Hugeétal. (2009b). EEM spectra allowed the characterization
DOM and its evolution during the experiments. TV@ofescence parameters were more particularly
monitored in this work: HIX (or humification indeanhd BIX (or biological index). The HIX index, ustxd
characterize DOM humification and related to aracitgt(Zsolnayet al, 1999), was calculated as the ratio
of the area from emission wavelength 435 to 48@liwided by the area from emission wavelength 300 to
345 nm for an excitation wavelength of 250 nm. Bih¥ index (Huguetet al, 2009b) is an indicator of
recent autochthonous production of DOM; it was Wated as the ratio of emission intensity at 380 nm

divided by emission intensity at 430 nm for an &tiwn wavelength of 310 nm.

2.2.7. Statistical analyses

For each experiment, one-way ANOVAs were perforrmedach condition (with and without DOM) to
detect significant differences in growth rate, Fldl ratio and photosynthetic efficiency between cdntro
and herbicide-exposed cultures (with a p-value 5x0BOnsidered as statistically significant). When
significant differences were detected, a Tukey-hosttest was performed.

Evolution of nutrient and pesticide concentratiomer time were assessed with Student’s t-test dctvige
t-test (with a p-value <0.05 considered as stediflyi significant) after having checked the
homoscedasticity with Fisher's F-test. The DOM abtarization results of herbicide-exposed condition
were compared to control conditions with the sataiistical tests used for nutrients and pesticides.

When the result was not significant although daiggested a trend, the type Il erforvas calculated,
corresponding to the probability to wrongly accépg null hypothesis. All statistical analyses were
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performed with R 3.2.2. (lhaka & Gentleman, 199&) all graphs were performed with SigmaP[b2.0
software (Systat Software Inc., USA).

2.3. Results

2.3.1. Herbicide concentrations

Chemical analysis of the concentrated DOM samptevetl the absence of irgarol, diuron and its
metabolites, and the presence of S-metolachlocéetration of 9.7 ng:Lin the extract, corresponding to
1.94 ng.l* in the “culture medium + DOM” flasks). S-metolamhimetabolites were also quantified:
793 ng.L* for ESA and 393 ngit for OA in DOM extract, corresponding to expectemhaentrations
around 160 ng.Land 80 ng.L, respectively, in the “culture medium + DOM” flask

On the first day of experiments, irgarol, diurord &tmetolachlor were not found in controls (biatied
abiotic, data not shown), but ESA and OA metal®liteere detected in all conditions and treatments
containing DOM (around 150 ng-Lfor ESA and 127 ng.L for OA, data not shown). In abiotic
components with and without DOM, the measured auragons of the three herbicides, singly and
mixed, were in the same range in the highest jdsticeatments: between 480 and 565 hddr irgarol
(Figure 50A) compared with the theoretical conaitn of 500 ng.L, between 515 and 645 ng.for
diuron (Figure 50B), slightly above the theoreticahcentration of 500 ng',. and between 4680 and
4930 ng.L* for S-metolachlor (Figure 50C), close to the tkéoal concentration of 5000 ng'LIn the
flasks with microalgae, the measured concentratidribe three herbicides at day 0 were signifigantl
lower than concentrations in abiotic flasks. Irfjaancentrations were between 240 and 290 hinll0.5

and M2 of both conditions faE. calcitrans(Figure 50A). ForT. suecicacultures without DOM, irgarol
concentrations were 116 + 2 ng.in 10.5 and 212 + 1 ng'tin M2, and around 183 ng'lwith DOM. For
diuron, concentrations were quite similar and rdnigem 320 to 430 ng:t for the two species in both
treatments, with and without DOM (Figure 50B). Nirdn metabolites were detected at day 0. S-
metolachlor concentrations were similar betweemitions with and without DOM for S5 and M2: around
3000 ng.[* for C. calcitransand 2260 ng.t for T. suecicaESA and OA metabolites were detected in
cultures where DOM was added, at concentratiotisérsame range than for controls (around 155*hg.L
for ESA metabolite and 130 ng'lfor OA metabolite, data not shown) and remainedlai until the end

of experiment.

A significant decrease of concentrations of thedhherbicides was observed over time in the abiotic
component for the condition without DOM: around %37or irgarol, -25% for diuron and -15% for S-
metolachlor in treatments with single moleculeghim abiotic component with DOM, whereas a decrease
of -22% over time was observed for irgarol singtyg anixed, no significant difference was observad fo
diuron and S-metolachlor between the first anddags. In flasks containing microalgae, no conegiotn
variations over time were observed for irgarol @t@e 10.5 withC. calcitranscultures containing DOM (-

49%). Diuron concentrations did not significantiyolve over time for both conditions i@. calcitrans
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cultures while fofT. suecicaa decrease around -59% was observed only in\ith5and without DOM,

but not in mixture. No diuron metabolites were digé at the end of experiments. Finally, for bqibcges

no loss in S-metolachlor concentration was obseoxest time in S5 but a significant increase of the
concentration was shown during the experimentM®r(concentration at the end of experiments around
4270 ng.l"). No S-metolachlor metabolites were detected dhier experiment in abiotic and biotic
conditions without DOM.
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2.3.2. Nutrients

On the first day of experiments, nutrient concditing in conditions with and without DOM were ireth
same range: around 60 mg.hitrates, around 1.6 mg'lorthophosphates and 22 mg ilicates (Figure
51). Due to conservation problems, no orthophosgptietia are available for suecica

Nutrient concentrations were similar and stable tivee in the abiotic component (data not showmg |
calcitrans cultures at the end of experiment, nitrate (Fighi#\) and orthophosphate (Figure 51B)
concentrations decreased more in the control flasts than without DOM addition. I'C. calcitrans
cultures exposed to pesticides without DOM, noiigmt difference was detected between controts an
herbicide-exposed cultures at the end, while fd& #hd M2 no decrease over time was obsefvedk=
0.63 for 10.5 and 0.76 for M2). In cultures with DOnitrate decrease over time was the same thtdrein
controls except for 10.05 (-26% vs. -42% in corgtrobmpared to the first day), 10.5 and M2 (where no
decrease was observed over time). For orthophasphat significant difference with controls was
observed in the condition without DOM. In the cdiadi with DOM, orthophosphates were almost entirely
consumed except for 10.5 and M2 (no variations divee). For the silicates, the decrease was similar
between controls with and without DOM (around 5@%yure 51C). In the condition without DOM, this
decrease seemed lower under pesticide exposureiadisp®r 10.5 and M2, compared to the controls.
With DOM addition, no difference with controls walsserved after 7 days (-63% vs. -50% for controls),
except for M2, where no decrease occurred ovemtperiment duration.

In T. suecicaultures, a striking decrease in nitrates over tirae observed in almost all cultures, with and
without DOM (around -91% and -85% in controls, exdjvely), except for those exposed to 10.5 (-17%
without DOM and no decrease with DOM), D0.05 wit®m2 (-87%), D0.5 (-72% without DOM and -
65% with DOM), M1 with DOM (-77%) and M2 (-55% widht DOM and no decrease with DOM)
(Figure 51D).
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2.3.3. Pesticide effects on microalgae

2.3.3.1. Pesticide effects without DOM addition

Among concentrations and mixtures tested, only éh8 M2 had significant and similar effects on all
physiological parameters studied ©ncalcitrans an inhibition of growth rate (about -56%), a @&sse in
the ratio of relative lipid content (-50%) and aibition of photosynthetic efficiency (-28%) (Frgu
52A). Effects were also observed on i (-11.3 + 3.886 on the FLqs ratio (+28.6 + 14.7%) in cultures
exposed to 10.05. Likewise foF. suecica(Figure 52B), 10.5 and M2 treatments showed sicpuift
decreases for p (-56.4+0.9% and -62.6 +1.0%pentively), FLLpgs ratio (-32.0+1.8% and -
25.7 £ 2.5%, respectively) antl’y, (-22.0 £ 0.4% and -28.0 £ 0.4%, respectively). lighs decrease of
@’y was also observed with D0.5 (-2.7 + 0.4%).
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correspond to an inhibition, while positive valirdicate stimulation compared to the controls.
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2.3.3.2. Pesticide effects with natural DOM additio  n

DOM addition to the control cultures @. calcitrans increased significantly p (+9.6 £ 0.5%) and
decreased Fl}igs ratio (-38.6 + 1.8%) and’y (-1.7 + 0.3%), compared to the controls withoutNDO
(Table 16). Fofl. suecicaonly the FL1;,qs ratio tended to increase with DOM (higl+ 0.84).

Table 16: Growth rate (i), relative intracelluligid content (FL1qs ratio) and operational yieldd(,) obtained on
the last day of experiments for control culture€o€alcitransandT. suecicavith and without DOM. All
values are mean values (+ SE; n =4) and * indicsignificant differences between treatments {t-tes
p <0.05; ** p <0.01; ** p < 0.001). The value Imackets indicates tifievalue.

Chaetoceros calcitrans Tetraselmis suecica
Without DOM With DOM Without DOM With DOM
u (HY 0.035+0.000 0.038+0.000**  0.026 £+0.001  0.026 + 0.000
FL1,jpias ratio 248 + 20 153 + 5** 75+3 79+ 2(0.84)
D'y 0.76 £0.01  0.74 +0.00 (0.78) 0.78 £ 0.00 0.78 £ 0.00

Exposure to irgarol, or to mixture M2, significgnihhibited the growth (u) of. calcitranswith DOM: -
50.3 £0.4% at 10.5 and -51.5 + 0.2% with M2 (F®&2A). FL1ys ratio was significantly enhanced in
10.05 treatment (+25.2 + 3.0%), when it decreaséd 0.5 and M2 (around -27% for bothp’y was
significantly affected in 10.5 treatment (-24.1 A%) and M2 (-27.3 + 0.8%). Fdr. suecicavith DOM, p
and FL1;,gs ratio decreased significantly with the highestaemtrations of diuron, irgarol and mixture.
Algal growth inhibition was -9% for D0.5, and readh-64% with 10.5 and -75% with M2. Likewise, the
FL1iss ratio was significantly impacted: -10% with DO-58% with 10.5 and -15% with M2 (Figure
52B).®’, decreased significantly with 10.5 (-24.8 + 1.5%) 812 (-35.0 £ 0.4%) exposure.

2.3.4. DOM characterization in the treatments with drastic effects on

microalgae

For both microalgal species, the exposure to thleesi concentrations of irgarol (10.5) and mixt(vM2),

which induced significant inhibition of the threlbgical parameters studied, were subsequentiyteesl

for DOM characterization.

First, the DOC concentration variation was measoxea the experiments. . calcitrans(Figure 53A)

andT. suecicacontrols (Figure 53B) of both conditions (with amithout DOM),ADOC concentration per

algal cell increased in the same way during theex@nts. Under pesticide exposures without DOM,

ADOC was significantly higher than in the contrais 0.5 treatment (+18.5 pgC.cellor C. calcitrans

and +10.8 pgC.célifor T. suecicy a similar trend was observed for M2, althougttistical tests were not

significant @ risk =0.77 forC. calcitransand 0.33 forT. suecick No such significant increase was
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demonstrated after DOM addition@ calcitransexposed to 10.5 and M2. Fér suecicaADOC was not

statistically different from the controls for I0e&posure, whereas a high and significant increea®0C

concentration per cells was found for M2 expos#8d (8 ngC.cef).
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Figure 53: Evolution, over the experiments, (of dissolved organic carbon concentration (D®GqgC.celt; A and

B), SUVAs, (in L. mgC.m™; C and D) and $(E and F) parameters for controls, 10.5 and M&ttments
in C. calcitrans(A, C and E) and. suecicgB, D and F) cultures. All values are mean vasiaibetween
day 6 (n =4 for controls and n = 3 for 10.5 and, M35E) and day 0 (n = 1). * arfdindicates significant
differences between controls and exposed cultoreeatments without DOM and with DOM addition,

respectively (t-test, * antl p < 0.05). The values indicate fhesk.
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The SUVA:, index decreased between the first and last daxmériments in all cultures (controls and
exposed to 10.5 and M2) for both microalgal speffiggure 53C and D). With or without DOM, pesticide
exposure did not impact teSUVA,s, in C. calcitrans cultures. InT. suecica cultures without DOM and
exposed to 10.5 and MASUVA,s, was significantly reduced (to about -2.24 L.riig@8" as compared to
the controls: -2.55 +0.03 L.mgan™). No significant difference was observed ASUVA,s, between
herbicide-exposed cultures and controls in contititbere DOM was added.

The & index increased during experiment in all treatisdéot both species (Figure 53E and F). Without
DOM, AS: increase was significantly lower with irgarol egpee (10.5) for both species: -81% of the
control value forC. calcitrans and -88% forT. suecica; no significant difference was observed with M2
although a similar trend can be suspectedigk = 0.74 and 0.49 fo€. calcitrans and T. suecica,
respectively). With DOM addition,Siffered significantly only fo€C. calcitrans under M2 exposure.

The HIX index (humification index) decreased durihg experiment in all treatments without DOM, and
no significant difference was observed betweenroband pesticide-exposed cultures (higkrrors for
M2 treatments: 0.81 fdC. calcitrans and 0.86 foiT. suecica) (Table 17). With DOM in the cultures, this
index also decreased in the controls over timeb@dh species, while it increased significantly (pos
AHIX values) inC. calcitrans cultures exposed to M2 andlinsuecica exposed to 10.5 and M2 treatments.
Finally, BIX index (biological index) increased fall C. calcitrans treatments with and without DOM,
with no difference between controls and pestickj@eed cultures, when no variation occurred ovee ti

in T. suecica cultures, whatever the condition and treatment.

Table 17: Evolution ) of DOM fluorescence parameters (HIX: humificatimmlex and BIX: biological index)
between the last and first days of experimentedatrols, 10.5 and M2 treatments. All values areme
variations between day 6 (n = 4 for controls amd3for 10.5 and M2 + SE) and day O (n = 1).* iraties
significant differences with their respective coftr(t-test, * p < 0.05; ** p < 0.01). The valuebrackets
indicates the risk.

Chaetoceros calcitrans Tetraselmis suecica
Without DOM With DOM Without DOM With DOM

Controls -0.37£0.15 -0.76 £ 0.40 -1.11 £ 0.06 -0.54 £0.10

A HIX 10.5 -0.37 £0.06 -0.55 + 0.26 (0.95) -1.07 £0.08 0.44 +£0.17°*
M2 -0.62 +£0.11 (0.81) 0.66 + 0.14" -1.01 + 0.06 (0.86) 0.58 +0.23*

Controls 0.11+£0.01 0.10+£0.03 -0.04 £0.05 0.01£0.01

A BIX 10.5 0.10+£0.01 0.06 + 0.01 (0.65) -0.02+£0.01 0.01 £0.00
M2 0.08 £ 0.01 (0.70) 0.06 £ 0.01 (0.65) -0.03+0.01 0.01 £ 0.00

2.4. Discussion

The aim of this study was to investigate the infleesof natural DOM on the toxicity of three herbes,
irgarol, diuron and S-metolachlor, singly and inxtuies, to two marine microalga€haetoceros

calcitrans and Tetraselmis suecica. The effects were assessed on growth, intracelipid content and
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operational photosynthetic yield. At the same timbBemical parameters were also monitored to

characterize pesticide exposures and DOM.

2.4.1. Pesticide concentrations

Pesticides analyses on concentrated DOM, whichati@m absence of irgarol and diuron (+metabolites)
and a presence of S-metolachlor and its metab@te8 and OA), were in accordance with the resflts
parent-molecule analyses realised on water saigferé the concentration and desalination), whehe o
S-metolachlor was found (2.8 ng)L These results were also in accordance wittatitee, which showed
that chemical footprint in Arcachon Bay was donmadaby S-metolachlor and its metabolites due to the
agricultural practices in the watershed (Dagen&22®EPAR, 2015, Tapiet al, 2016). On the other
hand, due to previously reported occurrence obuarimolecules in the sampling area (such as adetoch
not analysed in this study ; REPAR, 2015), we aatnexclude their presence in our concentrated DOM
sample.

In the experiments, pesticide analyses were peerom samples from maximal concentration treatments
on the first and last days of experiments. Restitsved that measured concentrations were in acemda
with nominal ones in abiotic experiments with anitheut DOM. Inversely, concentrations measured in
flasks containing microalgae of both conditiondweihd without DOM were lower than expected: around
38% for diuron, -46% for S-metolachlor, and -50@ (alcitran3 to -67% {. suecica for irgarol
compared to concentrations in abiotic experimeéntg hypotheses can explain these results: an almost
instantaneous adsorption of the molecules on theva# of microalgae and/or a very fast internatian

into cells. Indeed, these three substances hatddugk,.: 2.9 for diuron, 3.4 for S-metolachlor and 4.0
for irgarol (Belles, 2012, Tetket al, 2005). This parameter, namely octanol/water taantcoefficient, is

the measurement of differential solubility of a egivmolecule in octanol and water. Cell walls are
composed of lipids (phospholipids, lipoproteins &meé fatty acids), polarity of which is similar éatanol.

For this reason, log J& is used to assess the lipophilic character (&ffiwith cell walls) of molecules
(Amiard, 2011). Based on their log,/K the three molecules studied can be consideretbm@golar,
lipophilic and bioaccumulative. The cell-wall affin of these three molecules can thus be classifed
follows: diuron < S-metolachlor < irgarol and seetoscorrespond well with the differences observed
between abiotic and biotic flasks. The variatiorsevieed for irgarol between the two species can be
explained by the different composition of cell wailldeed, the cell wall of the chlorophyfesuecicas a
smooth surface rich in lipids in direct contacthvthe environment (Chrétiennot-Dinet, 1990), sutjugs
higher affinity of irgarol for these cells, on tbentrary toC. calcitrans this diatom has a cell wall (hamely
frustule) essentially composed of silicate and ceEveof organic coating (Rourgt al, 2007, Tesson &
Hildebrand, 2013) for which irgarol would have aév affinity. This adsorption on the cells couldabe
combined with a fast internalization of the molesuinto the cells. Indeed, Nestkgral. (2012) showed
that an inhibition of®pg), took place only 1-2 minutes after addition of dmurto Chlamydomonas
reinhardtii cultures, suggesting a very rapid internalizatddrnthe molecule. Given the lapse of time

between addition of herbicides to the cultures pliagnand filtration (up to 2-3 hours), we can hiy@size
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that diuron molecules could have been, at leadliypaternalized. No quantitative estimate of |lose to
this phenomenon can be given, but Chauetedl. (2016) showed that the equilibrium between diuron
concentrations internalized into cells (in biofinesd in the water can be reached within 2 howsthe
two other molecules, there are no data availablhenliterature to verify this hypothesis of veast
internalization.

At the end of experiments, losses over time wesemled for all molecules in abiotic component witho
DOM. It could be due to adsorption of compoundsnatlis of borosilicate glass flasks or/and to their
volatilisation in the headspace of flasks. In thtic component with DOM, no variations were oliser

for diuron and S-metolachlor concentrations congbavith initial concentrations. The pesticide anesys
were performed on total dissolved fraction, inahgdihe part of pesticides possibly adsorbed or thdan
DOM. Given the results, it seemed therefore thatiggdes and DOM were rather associated, what
prevented their adsorption on glass walls (higlimitg of pesticides for DOM components) or their
volatilization. Losses of irgarol over time wersabbserved in condition with DOM, although to sskx
extent than in the condition without DOM (-21% WIHOM vs. -36% without DOM). In the same way,
interaction with DOM could have occurred and prdypdimited adsorption and volatilization but less
efficiently compared to diuron and S-metolachlos.® metabolites were found at the end of expetsnen
for the latter (except S-metolachlor metabolitesught by natural DOM), the losses were probably als
due to an abiotic degradation of parent-compouptst¢degradation and/or hydrolyse). As for irgarol,
although metabolites were not analysed, its deeregth DOM could result from a photodegradation of
this molecule: several studies showed that irgdegradation under sunlight was more rapid than for
diuron (Okamura, 2002) and was catalysed/promotgdhumic-type substances (= photosensitizer;
Okamura & Sugiyama, 2004, Saklasal, 2002).

In the biotic flasks, the sole decreases in diwamcentrations over the experiments were measurin i
DO0.5 treatment applied fB. suecican conditions with and without DOM. Diuron lossesre not due to
biodegradation (metabolites not detected) or plematiation (decrease only for single molecule hisd t
species). Diuron molecules were thus probably dnside the cells, corresponding to the continmatib
the adsorption/internalization phenomenon alreadiged on the first day, and amplified with thewirag
number of cells. This decrease was not shoviln suecicecultures exposed to M2: it can be assumed that
diuron molecules in mixture M2 would be less bidiade for microalga cells, or outcompeted by the
other herbicides for adsorption. Or, the strongmjnoinhibition induced by mixture M2 prevented the
continuation of the adsorption/internalization ptraenon observed from the first day. No such diuron
decrease over time was observedircalcitranscultures, perhaps due to a lower affinity for tlgtom
frustule (and/or its organic coating; Rouet al, 2007, Tesson & Hildebrand, 2013) leading to an
adsorption equilibrium reached from the beginnifigexperiment. DOM did not exert any influence on
diuron concentrations in cultures.

As for irgarol, the sole decrease was shown intl@&tment with DOM irC. calcitranscultures. Irgarol

metabolites were not analysed, consequently itatdmm excluded that a degradation of irgarol oeclrr
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over the experiment, possibly promoted by DOM. Aeothypothesis would be an interaction between
irgarol and DOM in 10.5 treatment, favouring an@gson/internalization together with a lower tagic
due to changes in irgarol availability: in this €a®OM would play a protective role against irgarol
toxicity. Surprisingly, no such decrease was oleskim mixture M2 where other herbicides could campe
with irgarol for complexation with DOM and/or adption. However, there are no data available in the
literature to validate or not these hypotheses.

Finally, whereas no variation of S-metolachlor @nications was observed in the single molecule
treatments for both species, with and without D@Nlincrease of concentration over time was obtdimed
all mixture treatments, reaching +57% of the S-taetdor concentration added at day O in the flasks
(concentration similar to abiotic flasks). As shdwynthe results from day 0 compared to the abilatsks,

a fast adsorption/internalization of S-metolachbocurred in the cultures of the two species. In S5
treatment, with no growth impairment, concentratidid not evolve significantly during the experimen
However when growth was strongly inhibited in tneabt M2, the increased concentration probably
revealed desorption from cell walls, independefityn DOM addition. It can be supposed that irgarol
effects induced changes in structure, compositiopesmeability of cell walls that would diminish S-

metolachlor affinity. However, no data are avasahblthe literature to confirm this hypothesis.

2.4.2. Herbicide toxicity without natural DOM addition

For all cultures, nutrient analyses performed enfilst and last days of experiments showed thedtes,
orthophosphates and silicates were not limitingafgal growth. When a strong inhibition occurrexiynéth
treatments 10.5 and M2, no variation was observed time in nitrate and orthophosphate concentratio
meaning almost no consumption, as expected.

Exposure to 0.5 pglirgarol induced a very strong toxicity on the teyecies, compared to diuron which
induced almost no effects at the same concentrati®ralready related in Dupraz et al. (2016). This
stronger toxicity of irgarol on microalgae, wherbath herbicides share the same metabolic targee{p

D1 of the photosystem II), was shown in other gtsidis well (Devillat al, 2005, Gatidou & Thomaidis,
2007). Itis likely due to a higher affinity of &gpl for @ niche on the D1 protein (Cheswoghal, 2004).
Given that no significant effects were detectechvid0.5 and S5 treatments, the effects observe@.on
calcitrans after exposure to the mixture M2, which were similzan with 10.5, were thus probably
attributable to irgarol. FoF. suecicatoxic effects were a bit stronger on growth ahdtpsynthesis with
M2 treatment compared to 10.5 (-63 = 1% vs. -584) BAnd (-28 + 0% vs. -22 + 0%) respectively. This
could probably be due to an interaction betweeneouteés which increased the toxicity, as already
observed with the same substances by Duptaal. (2016). However, this assumption remains to be
demonstrated by specific experiments devoted tetidy of mixtures (Cedergreen al, 2007). Despite
the sublethal effects previously detected by Roubkal. (2011a) as deformed frustules in the freshwater
diatomSurirella angustafter a 5 pg.L exposure to S-metolachlor (20%. for exposed cellsound 0%o
for controls) and by Coquillét al.(2015) on linearity of movement for freshwatertailaG. gracileafter a

1 pg.L* exposure to S-metolachlor (increase of lineadiygared to controls), no effects of S-metolachlor
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were shown in the present study, even on thevelbgid content. Indeed, effects were somehow ebgoe
due to its mode of action that targets elongasesvied in the synthesis of fatty acids and lipiadrst,
1987). Our results are in line with literature @awet al, 2001, Maet al, 2006, Thakkaet al, 2013) and
show no toxicity at these environmental conceminsti

In addition to drastic physiological effects of3Gnd mixture M2, other effects on microalgae vaise
deduced from analyses of autochthonous DOM prodircede cultures where no natural DOM was
added. Indeed, the increase in the culture medawer; time, of dissolved carbon quantity per cells
exposed to 10.5 was higher than for controls: +8740% forT. suecicaand around +4000 + 900% fGr.
calcitrans Usually in the literature, it is admitted thatBuDOC increase in microalgae cultures can be
linked to either excretion of cells or their de@mdlay & Sinsabaugh, 2003). In the present stadglysis

of cultures by flow cytometry indicated a very slgwwth rather than cell-death. This increase ofCDO
can thus be linked to cell excretion with no madifion of aromaticity forC. calcitrans based on
ASUVA,s, results which did not differ compared to controlgor T. suecicahowever, decrease of
ASUVA,s, was lower in 10.5 and M2 exposed cells: microalggsosed to these treatments might have (i)
excreted more aromatic molecules than controlgpaiil) secreted/excreted less non-aromatic mdsscu
than controls; (iii) secreted/excreted moleculesictw were more easily transformed (e.g. condensatio
polymerization), thus forming more aromatic molesulln the three cases, the differential excrefion
secretion between controls and herbicide-exposédres: could reflect stress effects. Indeed, sévera
studies showed that the composition of excretedtanbes (protein, lipids, sugars,) could vary deen

on microalgal species, growth phase and physicoydad conditions (de Brouwaat al, 2003, Hellebust,
1965, Urbanket al, 2012, Zhangt al, 2016a) including metal contaminations (Herzi,200ayloret al,
2016). In the case @t. suecicaexposed to 10.5 and M2, this enhanced excretisoceged with a very low
growth remains to be explained but it could redudim ageing of cells between each doubling,
detoxification mechanisms and/or cell impairments.

Neither results of autochthonous DOM production eindBIX, nor those of HIX, related to
humification/aromaticity, showed differences betwéeatments for both species. Controls and exposed
cells have probably excreted fluorescent molecsileslar in quantity and type and/or have undergone
processes such as polymerization, polycondensatigrolyaddition leading to the formation of similar
fluorescent molecules. The increase in(iBversely correlated to average molecular weightontrol
cultures of both species during the experimenteatefd a decrease of molecular weight of molecules
present in autochthonous DOM. In 10.5 treatment foth species, Salso increased over time but
significantly less than in the controls, suggestimg types of molecules excreted being differenesg
variations of excretion by microalgae cells expdsegesticides were also observed by Bestat. (1995).

In Besteret al (1995)’s study (to our knowledge, the only orenitfied until now), the authors obtained a
positive correlation between the increase of anaom excretion, dissolved organic phosphorus and
nitrogen concentrations, and the increase of agazncentration in mesocosms containing four spexi

marine diatoms Thalassiosira punctigeraThalassiosira rotula Nitzschia pungensnd Skeletonema
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costatum and one prymnesiophyt@lfaeocystis globo¥aAt the same time, they observed a decrease of
primary production during growth phase. They hypstred this increase of excretion being linkechéo t
stress exerted by atrazine, resulting either ihveall damages (causing losses) or cell lysishingresent
study, this latter hypothesis being excluded, ifferdntial excretion (quantity and quality) of Isetould
potentially be linked to stress caused by irgafolvever, to rule on the possible reason for thsetion,
analyses on composition of excreted substancesomantell wall, cell mechanisms (metabolic wastes,

detoxification of cells, cell damages among othex®)id be necessary.

2.4.3. Modulation of herbicide toxicity in the presence of natural DOM

DOM addition to the culture media on the first ddyexperiments did not modify nutrient concentnagio
(nitrates, orthophosphates and silicates) in thares. Similarly to condition without DOM, the @ree of
variations or the lower consumption of nutrienteravme was observed in treatments where algaetigrow
was inhibited.

DOM addition to the cultures boost€l calcitransgrowth (+10% for average growth rate in controls)
when no significant effect was shown dn suecicaaverage growth rate, although final cellular
concentration was significantly enhanced with DOM1,500 + 25,500 cell.mbvs. 660,500 + 20,700
cell.mL" respectively. Therefore, it can be assumed thatalgae used/consumed molecules i) present in
the natural DOM or ii) molecules resulting from tem@ metabolism on DOM, as the cultures were non
axenic. Indeed, bacteria release extracellular reezy(hydrolases), which hydrolyse polymeric matter
(Nagata, 2008). This hydrolysis provides organimgounds such as vitamins that some organisms like
microalgae are unable to synthesize (Cebfil, 2005, Croftet al, 2006, Droop, 2007). Other studies also
demonstrated microalgae growth in non-axenic comditbeing boosted through the direct consumption o
organic molecules such as sugars (as glucose; BékBht al, 2012), humic acids (Gagnet al, 2005),
that are components of natural DOM (Benner, 20Q¢awinski, 2011). In order to provide deeper intgh
on the quantity and type of molecules available emdsumed by microalgae, experiments in axenic
environment (without bacteria) and more in-depthlyses of DOM composition at the beginning and at
the end of experiments are required.

With DOM addition, biological results of herbicigeposed cultures showed, for calcitrans a slight but
significant decrease of the effect induced by &8 M2 compared to condition without DOM on growth
rate and FLgs ratio. Contrarily forT. suecicaDOM addition exacerbated the toxicity of pestsidin
D0.5 where no effect was found on growth rate of, s ratio without DOM, an inhibition appeared
(around -10% for both parameters) with natural D&ddition. For 10.5 and M2, DOM addition resulted in
a more pronounced toxicity on growth rate and tthetic efficiency. These variations of herbicide
toxicity between conditions with and without DOM neenot due to differences in exposure concentr&tion
that were similar. Changes induced by organic mattexicity of organic chemicals towards micrcadg
were also observed by Zhaagal.(2016b), which are to our knowledge the only argtaving published

a study that combined microalgae, natural orgamittenand contaminants. These authors showedthat t

presence of natural organic matter from SuwanneeerR{IHSS) increased acute toxicity of
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monochlorobenzene and 1,2-dichlorobenzene, whetedteased toxicity of pentachlorobenzene and
hexachlorobenzene on the growth of the freshwaienoalgaChlorella pyrenoidosaThe authors linked
these toxicity variations to complex relationshipgween organic matter and chlorine substitutidns o
chlorobenzenes promoting or inhibiting their passagp the cells. In our study, three hypothesesdco
perhaps explain our results. The first hypothasikat herbicides could be adsorbed on or bouspdaific
substances of DOM such as humic substances (Cdrepbél 1997, Millour, 2011, Vigneault, 2000), less
consumed/used in diatom cultures than in chlorapbyttures (by microalgae and/or bacteria). Thersikc
hypothesis could be linked to the difference inrlture and composition of cell walls. Indeed, bt
wall of chlorophytes is in direct contact with hieittes and DOM substances contrary to diatoms, lwhic
have siliceous walls (frustule) covered of orgamuiating (Roundkt al, 2007, Tesson & Hildebrand, 2013)
that could exert a protecting role. Indeed, thgaaic coating has maybe favoured the adsorptiingarfol
linked to organic molecules on the cell wall (thabuld explain the higher decrease of irgarol
concentration) but inhibited the internalization, the contrary td. suecicaParentet al. (1996) showed
that fulvic acids increased the membrane permgabfliChlorella pyrenoidosdChlorophyte). Therefore,
we hypothesize that this phenomenon of increasedbname permeability, which would facilitate the
passage of herbicides (glued to the wall in oudiimm without DOM), could have happened fbr
suecicaand not forC. calcitransor to a lesser extent. Measurements of membraneepbility (Parenet

al., 1996) and the determination of the partitionerdicides free and bound to DOM (logd¢), would be
necessary to answer this. Finally, the third hypsithconcerns the decrease of herbicide effegisciedy

for irgarol, onC. calcitransin the presence of DOM. Our hypothesis is that spiscies could consume
DOM constituents directly or indirectly (througtethacteria action) as additional source of enesggh(as
carbon, glucose, vitamin) and would allocate a pithis energy (not available without DOM) to defp.
Indeed, microalgae have an enzymatic equipmentasiclygtochrome P450 (Mthaka#tial, 2015, Thies

et al, 1996) or antioxidant enzymes (e.g. superoxidendliase, catalase; Liat al, 2017), and can
synthesize protective substances (such as card¢eriaémmig-Adams, 1990, Rowan, 1989). To confirm
this last hypothesis, complementary analyses aressary, such as measurement of enzymatic agtivity
conditions with and without DOM (Liet al, 2017).

The toxicity induced by 10.5 and M&as accompanied by a strong increase of carbortityuper cells
produced over time compared to controls (up to 9836r T. suecicaexposed to M2). This carbon
increase, as observed by Besttral. (1995), likely corresponded to excretion or séonebf cells,
reflecting stress or wall damages, rather thandmsth. It was not accompanied by a variation oflvDO
aromaticity (no significant difference in tA&SUVA,s,4 nor in HIX between controls and herbicide-exposed
cultures). It can be assumed that microalgae itralsnand treatments 10.5 and M2 secreted the same
proportion of aromatic and fluorescent molecules. e other hand, this increase of carbon was
accompanied by a modification of average moleculaight (&) and DOM humification/aromaticity
(HIX), contrary to the conditions without DOM. Iret# the decrease in average molecular weight seemed

lower in 10.5 and M2 than in controls, and DOM aaticity increased over time far. suecicaexposed to
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10.5 and M2 and fo€. calcitransexposed to mixture M2, while it decreased in tatrols. These results
could be explained by an excretion/secretion ofenheimified molecules having a higher molecular Weig
than in controls. Complementary analyses on thereaif excreted molecules would be necessary to

validate these hypotheses.

2.5. Conclusions

The aim of this study was to investigate the infleesof natural DOM on the toxicity of three herbes,
singly and in mixtures (irgarol, diuron and S-metbilor), to two marine microalga€haetoceros
calcitrans and Tetraselmis suecical'he concentrations (herbicides and DOM) testetthis study were
representative of those found in natural envirortmmander anthropogenic pressure. Results showed tha
for both species, irgarol was the most toxic orwging relative intracellular lipid content, and ogi@wnal
photosynthetic efficiency, and that the differdngacretion in terms of composition and quantity of
dissolved organic carbon, compared to controldddoel related to this toxicity. They also showeat i)
microalgae were likely able to use molecules pitesematural DOM directly or indirectly (made aadile

in non-axenic conditions by bacteria metabolisit))DOM addition to the cultures did modulate heitié
toxicity, and (iii) this toxicity modulation was epies-dependent: the toxicity decreased for thermia
whereas it increased for the chlorophyte. Therefiiie study confirms the major role of DOM on the
marine microalgae studied and on herbicide toxititghlighting the importance to consider DOM as a

possible major factor implied in toxicity modulation the environment.
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3. Synthese

Le but de ce chapitre était d'évaluer (i) les sffge I'irgarol, du diuron et du S-métolachlore,lseen
mélange et a dose environnementale vis-a-vis deafneces marine€lfaetoceros calcitran@iatomée)

et Tetraselmis suecioghlorophyte)) et (ii) d’investiguer I'influenceeda MOD naturelle sur cette toxicité.
Les mesures de croissance, d'efficacité photostgtieeet du contenu relatif en lipides ont permés d
montrer que la molécule la plus toxique vis-a-ws thicroalgues testées était 'irgarol. En effeg forte
inhibition des trois parameétres a été provoquée lesedeux espéces par la concentration de 0,5'pdy.L
concentration égale et bien qu'ayant la méme aifiabolique, le diuron n’a pas été toxique sur les
parameétres étudiés. Cette plus faible toxicité dwuod a également été observée lors de I'étude
préliminaire disponible dans le Chapitre 4. Conastnle S-métolachlore, malgré l'absence d'effet
significatif sur les parameétres étudiées (réspltatsurprenant au vu des données disponibles taxiGisé
dans la littérature), nous ne pouvons exclure gitiaffecté les espéces étudiées. En effet, oigtide
préliminaire surG. gracile (Chapitre 3), une modification de la linéarité douvement a été observée
aprés exposition a 1 pg'Lde métolachlore. Roubeiet al. (2011a) ont également observé une
augmentation du pourcentage de frustules défortressla diatoméSurirella angustaexposée a 5 ug'L

de S-métolachlore. Aussi, il aurait été intéresdavaluer a d’autres parametres comme la molailitée
pourcentage de cellules déformées. Concernant éanges, seul celui composé des concentrations
maximales de chaque molécule (M2) s’est avéré texispr les parametres étudiés. Cette toxicité du
mélange était similaire & celle de l'irgarol a gL pourC. calcitransalors qu'elle était plus élevée pour
T. suecicasuggérant un probable effet synergique des mekayui reste a démontrer. Ces effets toxiques
se sont également répercutés sur les caractéesstipli la MOD. En effet, une plus forte productien d
carbone organique dissous par les cellules etéobdetéries a été observée pour les cultures egpasé
10,5 et M2.

L’ajout de MOD naturelle aux cultures a influé fautoxicité des herbicides differemment selon lézsp

En effet, une diminution de la toxicité a été ob&erpour les paramétres biologiqueCdealcitrans; a
I'inverse, cette toxicité a été augmentée pbusuecicaexposée a lirgarol mais également au diuron
(inhibition de la croissance et de I'efficacité fiynthétique en présence de MOD & 0,5 fidé diuron,
alors guaucun effet significatif n'avait été dééeen I'absence de MOD pour ce traitement). Cette
modulation de toxicité s'est également reflétée lsurconcentration en carbone organigue dissous
(diminution pourC. calcitranset augmentation podr. suecici: les cellules exposées @e calcitransont
moins excrété&n présence de MOD que sans MOD, et inversemenflpauecicaCette modulation de
toxicité pourrait étre expliquée par :

—une modification de la biodisponibilité des pEdés (liés a des molécules organiques plus ousmoin
utilisables par les microalgues) ;

—une composition différente des parois cellulaifiesstule recouvert d’un revétement organiquer gau

diatomée et paroi nue pour la chlorophyte ;
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—une capacité de détoxification des microalguesir(f. calcitrans)augmentée en présence de MOD
grace a la présence de sources d'énergie suppkireenfcomposés organiques ou inorganiques rendus
éventuellement disponibles par I'action des bagggri

L’étude présentée dans ce chapitre a montré ppueiaiere fois le réle majeur de la MOD natureliela

modulation de la toxicité des herbicides.
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Chapitre 7 — Devenir et toxicité des herbicides sur des microalgues d’eau douce en présence de MOD Introduction

1. Introduction

Dans l'environnement aquatique, la MOD peut interagec les contaminants chimiques tels que les
pesticides. En effet, elle affecte leur transptatir devenir (dégradation inhibée ou favorisée)y le
biodisponibilité mais également leur toxicité commé&montré dans le chapitre précédent avec des
microalgues marines (modulation de toxicité espimendante).

Cependant, le devenir des pesticides est égalegmerverné par des processus faisant intervenir la
composante biotique. Ainsi, les microorganismesmenes bactéries et les microalgues sont I'objet de
phénoménes de biosorption (mécanismes passifsqteds 'adsorption, I'absorption, ou encore la
complexation avec les surfaces comme les pardigaigds), de bioaccumulation et de métabolisaties
molécules (Priyadarshaet al, 2012). En effet, les microalgues, cibles indesaes pesticides, sont dans
certains cas capables de bioaccumuler (Cdawl, 2000, Weineret al, 2004) mais également de
biodégrader certaines molécules (Petroutstosl, 2008, Subashchandrabose al, 2013, Suresh &
Ravishankar, 2004, Thies al, 1996). Dans le cas de la biodégradation, ellegiezi mise en ceuvre par le
biais d’'une source de carbone organique annexmétabolisme) comme l'acétate (Xiorgal, 2017).
Ces phénomenes sont fonction de I'espece (taille dellule) mais également de la molécule condalét

de sa concentration (Amiard, 2011).

L’objectif de ce chapitre est d’évaluer, en présattee MOD, la toxicité des trois herbicides étudiésys et

en mélange, sur deux souches de microalgues d@ace cen cultures non axéniques. L'influence des
microalgues et de leurs bactéries associées davémir de ces herbicides est également appréhendée

Le chapitre est constitué de trois parties. La jinarpartie est présentée sous la forme d'uneqatioln
courte (short paper), soumise prochainement, gostania chlorophyté&phaerellopsisp.. La deuxieme
partie présente des résultats complémentairesusbsein I'espec&omphonema gracil@diatomée). Enfin,

la troisieme partie est une synthése des réspitgentés dans ce chapitre.
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2.1. Introduction

Microalgae are at the basis of aquatic food welestditheir capacity to produce organic carbon flight
energy (= photosynthesis) (Wetzel, 2001). In tharenment, microalgae can be targeted by herbicides
which transit in aquatic systems by runoff, adrehsport, diffusion, drainage, etc.

In Southwest France, coastal rivers such as thetdries of Arcachon Bay are contaminated by dévers
herbicides used for the protection of surroundiogs, and biocides used as antifouling coatingsoats.
Among them, diuron, irgarol and S-metolachlor aegjdiently detected in the area, especially therlatt
(Fauvelle, 2012). Diuron (phenylurea) and irgatohZine) are inhibitors of photosynthesis, whergas
metolachlor (chloroacetamide) inhibits the synthesifatty acids. These three herbicides have Sleewn

to exert toxicity on microalgae, but not at the satoncentration ranges. For example, Okanatiral.
(2003) determined 96h-ECof 1.6 pg.[* irgarol, and 6.6 pgit diuron, based on the growth of the
freshwater chlorophyt8elenastrum capricornutyrwhen the value obtained by Fairchital. (1998) on
the same species for metolachlor was around 84*ug.L

Microalgae can thus be indirect targets, but soihtieeon have the ability to biodegrade pesticidedeéd,

Bi et al. (2012) observed a decrease of growth and photwtinteffective quantum vyield in the
chlorophyteChlamydomonas reinhardtixposed to increasing concentrations of isoprofusbthe same
time, the authors measured a decrease of isopnator@entration in the culture medium, togetheh it
increase of isoproturon intracellular concentratiand an increase of biodegradation with higher
concentrations. Kabret al. (2014) also observed a decrease in the growttclalodophyll a content of
Chlamydomonas mexicamdth increasing atrazine concentrations (0 to 1Q") over time. At the same
time, a decrease of bioaccumulation and an increadgodegradation were shown over time. These
capacities of microalgae to biodegrade pesticidggnate from some well-known enzymatic systems
(cytochrome P450, glutathione S-transferase (GS3@.); Torret al, 2008, Zablotowicet al, 1998).
However in the environment, other components saahiszolved organic matter (DOM) may influence the
fate, bioavailability, bioaccumulation and toxicitif/pesticides (Bejaranet al, 2005a). DOM is a complex
and heterogeneous mixture of organic moleculesA$q0m) of various aquatic and terrestrial origins
resulting from decomposition of living organismbgit defecation, secretion and excretion. In the
environment, DOM can decrease or increase thei@hiegradation of pesticides (Canonica, 2009,
McNeill & Canonica, 2016). It can also modify th&kicity. For example, Knauet al.(2007) observed a
decrease of photosynthesis (around 10%) with 5}udjiron and black carbon (a part of organic carbon)
added toPseudokirchneriella subcapitatzultures. Zhanget al. (2016b) demonstrated a modulation of
chlorobenzene toxicity with DOM addition (Suwanrigiger Natural Organic Matter (purchased by the
International Humic Substances Society - IHSS))him freshwater microalga€hlorella pyrenoidosa
However, no study has until now explored the infleesof natural DOM, which is a major component in

aquatic environments, on the possible interactiebseen pesticides and microalgae.
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Therefore, this study aimed to evaluate the taxioftirgarol, diuron and S-metolachlor, singly and
mixtures, in presence of DOM isolated from the mmmnent, on growth, photosynthetic efficiency and

relative intracellular lipid content of the freshechlorophyteSphaerellopsisp.

2.2. Materials and methods

2.2.1. Biological material and culture conditions

The microalgaSphaerellopsisp. (Chlorophyta) was isolated from a natural iofample collected in
December 2013 in Rebec stream (Southwest Francshah tributary (with limited pollutant inputs) of
Leyre River, itself the principal tributary of Araon Bay. The species was isolated by micromartipola
under the inverted microscope and cultured in dheratory in sterile Dauta medium (Dauta, 1982), in
non-axenic conditions, at 17°C, in a thermostdtanaber 610 XAP (LMS LTB, UK) with a dark:light
cycle of 8:16 h (average light: 67 + 0 umof.gt).

The growth ofSphaerellopsisp. is optimal with natural DOM addition to the tout medium. Natural
DOM was collected in spring 2015 in Rebec stredrtheaorigin site of the species. Stream waterL(96
was pumped, filtered onto 0.4&a Teflon filter cartridges (Whatman, PolyC¥p75TF), and DOM was
concentrated ten times by reverse osmosis (TlA edaipped with FILMTEE" SW30-2540 membrane),
as described in Huguet (2007). In the experintephaerellopsisp. was grown in sterile Dauta medium

with the concentrated DOM added at twice the enmrental concentration.

2.2.2. Experimental design

The experiment lasted fourteen days and was pegfbim 100-mL round borosilicate sterile glass fask
previously heated to 450°C for 6 h and autoclawdnih at 121°C. Glass flasks were inoculated &1®,0
cell.mL? using stock cultures in exponential growth phasil(volume of 60 mL). Nine treatments (with
DOM added in culture medium) were run: a contreattment (no pesticide) plus 8 pesticide treatments:
irgarol at 0.05 (10.05) and 0.5 (10.5) pg,diuron at 0.05 (D0.05) and 0.5 (D0.5) iy.5-metolachlor at
0.5 (S0.5) and 5 (S5) pgiland their mixtures: M1 (10.05+D0.05+S0.5) and M25+D0.5+S5). Stock
solutions (500 mg.t) of Irgarol Pestan@l(> 98.4%), diuron (> 98%) and S-metolachlor Pestagal
98.4%), purchased from Sigma Aldrich, were prepamegure methanol and diluted in sterile ultrapure
water. The highest methanol concentration reachethe flasks, 0.0012% in M2, is far below the
maximum concentration recommended for algal bigas&&bou-Waly, 2000). Controls were carried out
in quadruplicate and herbicide-exposed culturdsiphicate. All treatments were also carried outhaut
microalgae (abiotic component), in duplicate.

During the experiment, samples were taken for gdstiand biological analyses, as described in the

following sections.
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2.2.3. Pesticide analyses

Pesticides were analyzed in all controls, includibiptic ones, and in the highest concentratiostede
(10.5, DO.5, S5 and M2) on the first and last dafsexperiment, on filtered samples (0%
polyethersulfone filter, VWR, USA). Filtered culeursamples (100uL) were diluted ten-fold using
ultrapure water and 40 uL of the diluted samplesewdirectly analyzed by liquid chromatography (1290
Infinity system, Agilent Technologies, USA) coupledandem mass spectrometer (6460 triple quadsupol
LC/MS system, Agilent Technologies, USA), after iaddinternal standards. The separation was
performed using a Kinetex C18 column and usingadignt of 5 mM ammonium acetate with 0.1% acetic
acid in ultrapure water and pure methanol as maibigses, with a flow rate of 0.5 mL.MirAnalyses of
pesticides and their metabolites (for diuron anthe®elachlor) were performed in multiple reaction
monitoring mode. Quantification limits were 0.24lrigfor irgarol, 1.19 ng.L for diuron, 4.43 ng.E for
DCPMU, 5.29 ng.L for 1,2,4-DCPU, 4.26 ng-tfor 1,3,4-DCPU, 1.11 ngtfor S-metolachlor, and 1.23
ng L' and 3.13 ng.t for metolachlor OA and ESA.

2.2.4. Biological parameters

Culture samples were analyzed on an Accuri C6 figtemeter (Becton Dickinson Accllf) equipped
with a blue (488 nm) and a red (640 nm) laser.

Cell density was measured in all the cultures, figd0 pL sampled every working day, fixed using
glutaraldehyde (final concentration 0.25%), therzdin (-80°C) until analysis. Cells were counted-bt
(green fluorescence, 530/30 nm) versus FL3 (reddkcence, >670 nm) cytograms. For each cultuge, th
average growth rate (i Ywas calculated, corresponding to the slope a&ssipn line from In(cell.mit)

vs time (h).

The relative intracellular lipid content (Fligks) was estimated on the last day of experiment éyige of
the green lipophilic fluorochrome BODIPY*" (Life Technologied, Carlsbad, CA, USA), following a
protocol adapted from Brenna al. (2012). Briefly, for each culture, 200 uL samplese stained (final
BODIPY****"concentration of 60 pgl, 1% DMSO) and incubated at room temperature inddm
during 3 minutes. FL1 values of cells (unstained stained cells) were normalized using FL1 valdés o
um fluorescent polystyrene microspheres (Flow CheEligh Intensity Alignment Grade Particles 2.00
pm, Polysciences Inc., Warrington, PA, USA), addeall samples, using the formula:

FL 1 ipigs = (FLstained microalgdd~L Lstained microsphed(FL Lunstained microalghl™ L Lunstained microsphete
The bacterial concentrations in cultures were deterd on the last day of experiment by the uséef t
fluorochrome SYBR Green | (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USMpwing the protocol of Marie
et al. (1997). Briefly, 200 uL samples were stained (foancentration of 1X) with a working solution at
100X diluted in sterile Milli-Q water then incubdteluring 15 minutes at room temperature in the.dark

Cells were counted of FL1 versus FL4 (red fluoreseg675/12.5 nm).
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The PSII effective quantum yiel®{y) was measured on the last day of experiment bsePAmnplitude
Modulated (PAM) fluorescence using a PHYTO-PAM (ieWalz, GmbH, Germany) equipped with an
emitter-detector unit (PHYTO-EDF). Measurements evperformed using a homemade device for
reproducible direct measurements on bottom of ldekd, after homogenization of cultures by agitatio
and after checking that cells were not stuck orbtdtem. Finald’\, values resulted from the average of 10

measurements per culture.

2.2.5. Statistical analyses

One-way ANOVAs were performed on biotic treatmentsletect significant differences between control
and herbicide-exposed cultures (with a p-value x0dhsidered as statistically significant), follagy a
Tukey post-hoc test when significant differencesaendetected. Evolution of herbicide concentratiover
time was assessed with Student's t-test or Welthest (p-value <0.05 considered as statistically
significant) after having checked the homoscedgstizith Fisher's F-test. All statistical analyse®re
performed with R 3.2.2. (Ihaka & Gentleman, 1996).

2.3. Results and discussion

2.3.1. Herbicide exposure

Neither diuron nor irgarol were detected in the cemtrated natural DOM sample used to enrich
microalgae culture medium. S-metolachlor was gfiedtat 9 ng.[* and its metabolites ESA and OA at
417 ng.I* and 198 ng.L, respectively (data not shown). These metabaiites consequently measured in
all treatments, including controls (data not showah)concentrations averaging 88 + 12 AgESA) and

60 + 4 ng.* (OA) (Figure 54C). The dilution factor (of fivepdether with the quantification limit of
1.11 ng.L* explain why S-metolachlor was not quantified @atments where no S-metolachlor was added.
Herbicide concentrations measured on the first @ayabiotic treatments matched the nominal
concentrations: 504 + 12 ngtlfor irgarol (Figure 54A), 552 + 25 ng'lfor diuron (Figure 54B), and
4736 + 32 ng.lt for S-metolachlor (Figure 54C). However in theticicsystems on the first day,
concentrations were significantly lower than thossasured in the abiotic systems: about -53 * 4 1% fo
irgarol, -15 + 10 % for diuron and -13 + 3 % fon#&tolachlor. These results suggest rapid adsorption
the molecules onto cell walls and/or internalizatioto cells. Based on their log.Kvalues, these
molecules are considered as non-polar substaripephilic and bioaccumulative (Tetket al, 2005),
having a high affinity with phospholipids, lipopeats and fatty acids of cell walls (Amiard, 2011).
Moreover, Nestleet al.(2012) suggested that diuron could be internalethst as 1-2 minutes following
its addition to cultures of the freshwater micrealghlamydomonas reinhardtiirherefore, the “lost”
molecules of diuron could have been partly intézadl into Sphaerellopsisp. cells; for the two other

molecules, no uptake kinetics data are availattiedtiterature to support this hypothesis.
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Figure 54 : Herbicide concentrations measureddrhifghest treatments of irgarol (A), diuron (B) &@uwhetolachlor (C), singly and in mixture M2, in aliscdnd biotic component

the first and last days of experiment. All values mean values (+ standard error, SE; n=2 for ighigatments and n=3 for Sphaerellopsis sp. @gjur andt indicate

significant differences between abiotic and bioimponents on day 0 and between the first anddgstfor a given treatment, respectively (t-tesd.@5).
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2.3.2. Effects and fate of herbicides

Cell concentrations in controls increased from @,@03,000,000 cell.mtin 14 days, showing a classic
exponential growth (data not shown). All biologicasults showed that herbicide exposure in presaince
DOM did not induce any deleterious impact 8phaerellopsisp. under our experimental conditions
(Table 18). Instead, the growth rate significaritigreased in M2 treatment (0.026)hcompared to
controls (0.023 1. This higher concentration of cells in M2 treatme/as also observed with bacteria
concentration (15.3 + 0.7x3@ells.mL* vs. 9.7 + 1.3x10cells.mL™ for controls). However, the bacteria
per alga ratio was not different (around 3). Mehotpsynthetic efficiency (all treatments included)s
0.39 and the FL.iqs ratio averaged 4.47 + 0.09. Given the literatwaglable on the toxicity of irgarol and
diuron at low concentrations, effects on growth aspecially on photosynthesis were expected. On the
contrary, this strain exhibits a very low sendiitd these molecules. This low sensitivity of sapecies

of microalgae (and thus the wide range of respgrisdgrown, as showed by Larrasal. (2012). This
could be linked to its exposure historic beforengdsolated from the environment, although the isite
normally slightly polluted (Sandre, 2017), andfoririteractions having occurred between pesticides a
DOM. Indeed, as evidenced by Zhagtgal. (2016b), DOM can decrease the bioavailability efbicides
and consequently their toxicity: using natural D@dm Suwannee River (IHSS) added to the cultures,
they found lower toxic-induced growth inhibition @hlorella pyrenoidosawith highly chlorinated

chlorobenzenes.

While concentrations of S-metolachlor and its malitds were stable over time, a significant de@eaas
irgarol (around -100%) and diuron (around -52%) cemirations was observed at the end of the
experiment, in single treatments and mixture MgyFe 54).
Irgarol almost disappeared at the end of experifle®? + 0.06 ng.L in 10.5 and below the quantification
limit in M2). Given the decrease observed in abitteatments over time (-54 + 4%), a part of irgaro
decrease in the cultures can be directly relateabimtic processes such as losses linked to a@soigt
walls of flasks and/or evaporation in the headspaEclasks and/or hydrolysis and/or photodegradati
possibly increased by DOM. Indeed, Sakkasl. (2002) showed that humic substances promoted the
photodegradation of irgarol in controlled condiort can thus be assumed that the decrease of the
remaining 46%, was probably due to biological dtgtigmicroalgae and/or bacteria): photodegradation
could have been catalyzed/promoted by the DOM hegetith the organic dissolved substances excreted
by microorganisms. Indeed, the analyses of disdolwganic carbon showed an increase of DOC
concentration over time in the biotic treatmen&&2: 0.8 mgC.L vs 13.6 + 0.2 mgC:Laveraged for all
abiotic treatments). Irgarol decrease can alsanked to adsorption on cell walls or internalizatioto
cells, given the lipophilic character of this mallec(Log K,,~=4.0) (Tetkoet al, 2005). A third hypothesis
could be the biodegradation made by bacteria (IIER012) and/or microalgae, but irgarol metabolites
were not analyzed in our study. To be conclusivautithe organisms responsible for such degradation,
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experiments in both axenic and non-axenic conditiwould be necessary to conclude, although micabalg
growth may perform worse under axenic conditionsn@lér et al, 2014). Another option would be to
implement again the experiment with other algatige in order to compare pesticide losses ovey. im
any case, to conclude about biodegradation, meaeute of enzymatic activities (cytochrome P450) and
concentrations of parent-molecule and its metadsoiftto the cells would also be necessary.

For diuron, no variation over time was observedtiiotic systems (472 ng-). but concentrations fell
down to 232 + 23 ng:Lin DO.5 treatment and to 184 + 29 rigih M2 treatment. This could be explained
by adsorption on cell walls and/or internalizatiato cells (Log k.~=2.9) (Tetkoet al, 2005). As for
irgarol, a photodegradation or hydrolysis cataljzemmoted by the excretion of microorganisms (humic
substances) could also have occurred. A third Ingstd is the biodegradation. Indeed, DCPMU (1-(3,4-
dichlorophenyl)-3-methylurea), one of diuron metdbs, appeared and was quantified in both D0.5 and
M2 treatments (90 + 19 ng'). These results suggest diuron degradation irepoesof microalgae and/or
bacteria associated ®phaerellopsisp. cultures, as no DCPMU was measured in abim@ments.
DCPMU results from diuron’s loss of a methyl grdi@iacomazzi & Cochet, 2004). Biodegradation is
usually performed by Gram positive and negativetdric (Giacomazzi & Cochet, 2004), which are
bacteria (both) cohabiting with algae (Ramaeaial, 2016, Romera-Castillet al, 2011). Furthermore,
scientific evidence of possible degradation of ipieles by microalgae can be found, for example, in
Zablotowiczet al. (1998): they showed that four microalgae speciesevable to degrade fluometuron
(phenylurea) by N-demethylation with cytochrome ®43owever, as for irgarol, experiments in axenic
environment and/or with other species, coupledhtdyaes of pesticides (diuron and its metabolies)
enzymatic activities known to participate in defication, are necessary to conclude.

Finally, we can not exclude a co-metabolic degrada=microbial degradation mechanism without
benefit for organism (energy) and in the presehoeugh of another carbon source used for as growth;
Sylvestreet al. (2004)) through organic substrate consumption yraalgae and/or bacteria naturally
inhabiting the cultures, to explain the diuron @egtion. In the case of our study, we can not caiecl
about this hypothesis. Experiments in axenic enwnent, including other, “simple” substrate (such as
glucose, acetate) and compared to results obtaileddOM (more complex) could possibly provide new
insights about this option.

To conclude, the present study showed no toxicteffethe herbicides diuron, irgarol and S-metdiach
tested at environmental concentrations (Fauveld22 REPAR, 2015), on the freshwater microalga
Sphaerellopsisp.. It also suggests tHaphaerellopsisp., cultured in hon-axenic conditions, may be,able
with its associated bacteria and in presence diralaDOM, to biodegrade diuron in freshwater

environments.
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Table 18:Sphaerellopsisp. growth rate (u), relative intracellular ligidntent (FL1p4s ratio), operational yieldd{ ), bacteria concentration and bacteria number lger cell

obtained at final day for the nine treatments gspnce of natural DOM. All values are mean valoed for control and n=3 for pesticide-exposed cakj (+ standard
error, SE) and * indicate significant differencetvieen controls and pesticide-exposed culturedifi@rent parameters (ANOVA, p<0.05 followed by Bykpost-hoc
test, p<0.05).

Control 10.05 10.5 D0.05 DO0.5 S0.5 S5 M1 M2

H (h'l) 0.0229 £0.0003 0.0246 +£0.0012 0.0235 £ 0.0003 0.0231 +0.0004 0.0226 £0.00¢ 0.0236 +£0.0002 0.0233 +0.0001 0.0237 £0.0004  0.0255 +0.0003 *

FL1, s Fatio 4.69+0.21 4.32+0.40 4.43+0.19 423+0.23 451+0.35 426 +0.10 5.22 +0.40 418 +0.07 4.28+0.26
'y 0.40+0.01 0.38 +0.00 0.37 £0.00 0.39+£0.00 0.38+0.01 0.39+0.01 0.40 +0.00 0.40+0.01 0.39+0.01

Bacteria
concentration 9.7+13 9.7+06 11.1+0.3 92+0.4 9.7+0.9 13426 12407 11.4+10 153+0.7*
(1 cells.mLY)

Bacteria per 30 3+1 4+0 2+0 30 2+0 3+0 2+0 3+0

algae cell
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3. Devenir et toxicité vis-a-vis de Gomphonema

gracile

Gomphonema graciléout commeSphaerellopsisp., a été exposée aux trois herbicides (irgaiuaion et
S-métolachlore) seuls et en mélange avec de la ki@ant sept jours. Le principe de I'expérimentation

les prélevements et les différentes analyses éméalisés comme décrit dans la partie 2.2.

3.1. Concentrations d'exposition

Dans I'ensemble des traitements des volets bidtigti@biotiques, les métabolites du S-métolactdote
été quantifiés : 52 + 7 ng'Lpour le métolachlore ESA et 59 + 3 n.pour le métolachlore OA (toutes
conditions confondues). Comme expliqué dans ldaepar8.1., ces métabolites proviennent de la MOD
naturelle concentrée.

Dans le volet abiotique, les concentrations enigidss mesurées au premier jour de I'expérimemtatio
étaient relativement proches des concentrationsinates (mais sensiblement plus élevées pour le
diuron) : 501 + 10 ng.t pour lrgarol (Figure 55A), 621 + 30 ngtpour le diuron (Figure 55B) et 4792 +
69 ng.L" pour le S-métolachlore (Figure 55C). A linverseuple volet biotique, a 'exception de la
condition DO,5, les concentrations étaient sigaffiement plus faibles que dans le volet abioticue -55

+ 2% pour lirgarol & -46 + 3% pour le S-métolacblcet -21 + 6% pour le diuron (tous traitements
confondus). Le classement par ordre décroissaedeourcentage de perte, correspond au classement
décroissant des log.tsdes molécules étudiées, a savoir : irgarol (4 8)mmétolachlore (3,4) > diuron (2,9)
(Tetko et al, 2005). Le log kK, correspond au coefficient de partage octanol-e@aetanol ayant une
polarité trés proche des lipides des cellulesydei,,, est assimilé a l'affinité de la molécule étudiéernpo
les acides gras, phospholipides et lipoprotéiaesrement dit, elle permet de juger du caractpophile et
bioaccumulable de la substance étudiée (Amiardl)2@u vu des constantes de chacune des molécules
étudiées, elles peuvent étre considérées comnmhiips et bioaccumulables. Aussi, les variatiorieedas
concentrations abiotiques et biotiques suggérantapide adsorption sur les cellules ou une infisati@an
(dans les 2h suivant la contamination, délai malxémaxe I'exposition et le prélévement du dernigidm).
Concernant le diuron, cette molécule a pu en pémteinternalisée. En effet, Chaumet B. (données n
publiées) a observé une accumulation de la molétukeocins de 15 minutes dans la fraction intralediu

de biofilms d'eau douce. Nestlet al. (2012) ont également suggéré une internalisatés rapide (de
l'ordre de la minute) pour cette méme molécule aison de linhibition de la photosynthése de
Chlamydomonas reinhardtiichlorophyte dulgaquicole) observée juste aprgeut de diuron dans le
milieu. Pour les deux autres molécules, étant dojrgucune cinétique d’accumulation n'est dispanibl

dans la littérature, nous ne pouvons conclure quant leur possible internalisation.
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3.1. Devenir et toxicité des herbicides

Les dosages en herbicides effectués le dernied@lexpérimentation ont montré pour le volet &bice :

une diminution de I'ordre de 40% de la concentregin irgarol et aucune évolution au cours du tguops

le diuron et le S-métolachlore (Figure 55). Comraaesdla section 2.3.2., cette diminution de l'irjaro
pourrait étre expliguée par plusieurs phénomernjpsine adsorption sur les parois des ballons erever
borosilicaté ; i) des pertes liées a la volatiimades molécules dans I'espace de téte des balionune
hydrolyse ; iv) une photodégradation de ce comgddeg.expérimentations complémentaires en jouant sur
le volume de 'espace de téte, la présence ou edandere, pourraient peut-étre permettre d’idemtif
cause de ces observations ou tout du moins exggtia@ns processus abiotiques.

Dans les ballons avec les microalgues, une diminutés concentrations en irgarol dans le traiteivient

en diuron dans le traitement D0O,5 et une augmentates concentrations de S-métolachlore dans les
traitements S5 et M2 ont été observées. Plusiemcegsus peuvent étre a l'origine des diminutions
mesurées : (photo-)dégradation de la molécule dkass conditions particulieres, bioaccumulation,
molécules « collées »/adsorbées sur la surfac@fiimh etc. Cependant, nos résultats ne nous peente
pas de conclure quant a ces phénomenes. Conckaingntentation de la concentration du S-métolaehlor
au cours du temps, il s’agit vraisemblablement delargage/d’'une désorption de la molécule. Ce
phénomene reste encore inexpliqué, du fait dedtates d’'informations dans la littérature. Des armeys
plus poussées de cinétique d’accumulation et d'ptiso de la molécule sur les parois cellulairest so

nécessaires pour conclure.

Les courbes de croissance tracées a partir deéderalulaires (allant de 2 000 cellules:hé. 100 000
cellules.m™) ont montré une allure classique de courbe dessance exponentielle. A partir de ces
courbes de croissance, les taux de croissancéahét@rminés (Figure 56A). Les résultats ne monpas
d'effet significatif sur ce paramétre pour les élifints traitements. De la méme facon, aucun effet
significatif n'a été observé sur les autres pareesébiologiques. L'efficacité photosynthétique (Figy
56B) était de 0,34 + 0,01, le ratio Flples €tait de 24,13 + 1,18 (Figure 56C) et la concéotra
bactérienne était en moyenne de 5,76 + 0,3belldles.mL* (Figure 56D).
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Figure 56 : Taux de croissance P (A), efficacitétpsynthétique réelld’, (B), ratio FL15ies(C) €t concentration
bactérienne (D) au jour final (J7) pour les 9 ¢mraénts appliqués @. gracile en présence de MOD
naturelle. (Moyennes + erreur-type, n=4 pour E&mdins et n=3 pour les cultures exposées aux
herbicides). La lettre a indique aucune différesignificative entre les traitements (ANOVA p>0,05).

D'apres les données disponibles dans la bibliogeagdlabsence d'effets du S-métolachlore sur les
parametres étudiés n'est pas surprenante. En &ffapxicité vis-a-vis des microalgues )Eest
généralement de l'ordre de la centaine de figdire du mg.[* (Fairchildet al, 1998, Liu & Xiong, 2009,
Ma et al, 2006, Vallottoret al, 2008). Cependant, cela ne signifie pas que lgculd n'ait pas affecté
cette espéce. En effet, lors de I'étude prélimingirésentée dans le Chapitre 3) réalisée avecasgitce
exposée & trois concentrations de métolachlorel@let 100 pg.t) et sans MOD, la linéarité du
mouvement des microalgues était modifiée dés laararation de 1 pgl Roubeixet al. (2011a) ont
également observé une augmentation significativd’atbtendance de frustules déformés Serirella
angustaen présence de 5 pd.lde métolachlore (20%o pour les cellules exposéare®%. pour les
témoins).
Concernant les deux autres molécules, bien quenksibilité aux pesticides soit espéce-dépendaate, |
données disponibles dans la littérature montreattoxicité & des concentrations largement inféegdr
celle du S-métolachlore. Okamura et al (2003) antgxemple obtenu une GEle 1,6 pg.L dlirgarol et
de 6,6 pg.ll de diuron sur le taux de croissance de la chigtephiulcaquicoleSelenastrum
capricornutuma 72h. Bat al.(2011) ont déterminé une e 0,57 pg.L pour lirgarol et de 5,9 pgiL
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! pour le diuron sur le taux de croissance de lotiée marineSkeletonema costatui,96h. L'espéce
étudiée iciGomphonema gracilest considérée comme trés sensible a divers dgppsllution (selon son
profil écologique dans I'IBD ; Costet al, 2009). Aussi, il est d'autant plus surprenanndepas avoir
observé d'effets sur cette espéce. L'hypothésélgmige quant a 'absence d'effets détectés deleas
molécules, et notamment de lirgarol, est que EBsg@nce de MOD ait modifié la biodisponibilité des
pesticides. En effet, Zhargg al. (2016b) ont observé une modulation de la toxabe chlorobenzenes en
présence de MOD vis-a-vis de la chlorophyte dulicatgi Chlorella pyrenoidosa Enfin, lors des
expérimentations, I'aspect du biofilm formé pateetspece était foncierement différent entre lésres
témoins et exposées (Figure 57). Ces différen@spdtt ne se sont nullement reflétées sur la mdsure
carbone organique dissous et les analyses opti§aksees pour caractériser la MOD (les donnéassme
pas montrées en raison de I'absence totale deatitfé entre les cultures témoins et exposées)i, Aoss
pouvons nous demander si cette structuration €ifférdu biofilm ne reflete pas un effet des pelii
et/ou une stratégie protectrice de la part desllesli(agrégation des cellules et enchassementutens
matrice de type EPS pour limiter la surface cdli@laxposée, et/ou I'accumulation/internalisatide).
effet, plusieurs études ont montré que la compositie ces exsudats était fonction de I'espece, mais
également du stade de croissance, de la compaditionlieu de culture et de la présence de congantsn
(de Brouweret al, 2003, Hellebust, 1965, Herzi, 2013, Taybral, 2016, Urbankt al, 2012, Zhanggt

al., 2016a).
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Figure 57 : Aspect du biofilm dans une culture t#n{8) et dans une culture exposée a 5 jtgle S-métolachlore
(B).
Aussi, il serait intéressant pour de futurs travalex prendre en considération d'autres parameétres
biologiques pour I'évaluation de l'impact toxique@neme la nature de la matrice d’exopolymeres

(composition) mais également la mobilité des ceflu le pourcentage de frustules déformés.

4. Synthese

Le but de ce chapitre était (i) d’évaluer, en pnésede MOD, la toxicité des trois herbicides étsids@uls
et en mélange sur deux souches de microalgues d®ae en cultures non axéniques et (ii) d’évaluer

I'influence des microalgues et de leurs bactésssaées sur le devenir des herbicides.
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Les résultats ont montré une absence totale detéogies trois molécules présentes seules et emngeel
sur la croissance, le contenu relatif en lipidebeéftcacité photosynthétique réelle des deux sescde
microalgues étudiées en présence de MOD.

Différentes hypothéses ont été émises pour expliges résultats. La premiere hypothése est que la
microalgueSphaerellopsisp. posséde une faible sensibilité aux trois @dses testés (contrairemenGa
gracile normalement qualifiée de tres sensible). La sexdrygbothése est que la présence de la MOD
aurait modifié la biodisponibilité des herbicide® Veur liaison avec des composés organiques. La
détermination des #oc et des cinétiques d’accumulation aurait permigdéterminer la part de pesticides
libres/dissous et de déterminer si les molécukdsrétentrées dans les cellules. La troisiéme hggetest
que les parametres biologiques choisis n'étaiestgta assez sensibles pour discriminer un effet des
pesticides. Aussi, la mobilité et/ou le pourcentdgaléformations du frustule auraient été desanglics
supplémentaires intéressants a prendre en comptede leur sensibilité démontrée par I'étudegntEse
dans le Chapitre 3 et par Roubeixal. (2011a). Enfin, la derniére hypothese concerméléejoué par la
matrice EPS, dont I'aspect était foncierement difiéen présence des pesticides et en leur abg&ese.
pourquoi, I'étude de sa composition aurait pu pérmele mettre en évidence des différences entre
traitements.

D'autre part, les dosages de pesticides ont égaterpermis de montrer que la présence de
microorganismes (algues et bactéries associéds)MOD avait influencé le devenir des moléculedeles
premieres heures d’exposition. En effet le pousgmntd’abattement a été plus important pour l'ifgaro
suivi du S-métolachlore et du diuron pour les despeces, reflétant ainsi le classement décroidsaribg

Kow des herbicides. Enfin, au jour final, alors guedencentrations en S-métolachlore dans les traitesm

de G. gracile ont augmenté (observation pour laquelle aucundicatipn ne peut étre donnée), les
concentrations dans les culturesSgaerellopsisp. n'ont pas évolué. Les concentrations d'irgatale
diuron n'ont évolué de la méme fagon pdair gracile Pour Sphaerellopsisp., l'irgarol a totalement
disparu, et une apparition de DCPMU conjointe difainution du diuron a été observée. Les hypothéses
émises pour expliquer cette disparition sont : plexessus abiotiques (photodégradation, hydrolyse,
adsorption sur les parois des ballons, évaporgifohespace de téte) couplés a des processuginjols
(adsorption sur les parois des cellules, interaiidis et dégradation par les bactéries et/ou lesaigues).
Concernant le diuron, en plus des processus alstigrécédemment cités, une biodégradation de la
molécule a été observée (biodégradation ou co-wilétation par des molécules présentes dans la MOD,
ou résultant de I'nydrolyse engendrée par les eagyaxtracellulaires des bactéries). L'origine d#ece
biodégradation (microalgues et/ou bactéries) n¢ pependant par étre déterminée avec les données
actuelles. Aussi, des expérimentations similairescenditions axéniques, et pour lesquelles d'autres

parametres biologiques seraient pris en considératevraient étre menées.
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Dans I'environnement, les microalgues sont la difidiirecte des pesticides et notamment des heesicid
molécules les plus largement retrouvées dans lesfemcaises (SOeS, 2015). Or ces moléculesogti s
présentes en mélanges (intérét de considérer dasgeé dans les études), interagissent égalenentaav
matiere organique dissoute (MOD), composante ntaij@idans I'environnement. Elle affecte en eter |
devenir, leur transport, leur biodisponibilité eud toxicité vis-a-vis de certains animaux aquasqu
(Bejaranoet al, 2005a). D'autre part, la MOD naturelle est égaleimconnue pour influencer le
développement des microalgues en conditions nksi@énétration de la lumiéere dans I'eau (Karlsston
al., 2009), protection contre les radiations UV (TedetSempére, 2006)). Certaines études réalisées en
conditions de laboratoire ont également montré dgge molécules constitutives de la MOD pouvaient
stimuler la croissance de certaines especes dealgues dulcaquicoles et marines (Gagebal, 2005,

Liu et al, 2009). Cependant aucune étude n'a visé a decéoisément les effets délétéres ou avantageux
que peut avoir la MOD naturelle sur les microalgetedans quelle mesure sa présence influenceititdox
des herbicides vis-a-vis de ces organismes.

Ces travaux de these se sont inscrits au seinajiet IMPACT (ANR-10-LABX-45 - LabEx COTE). lls

ont eu pour objectif d’apporter des connaissanaesisfluence de trois herbicides (le S-métolachlde
diuron et l'irgarol) retrouvés dans la zone d'étfteyre et Bassin d’Arcachon), sur quatre espeees d
microalgues. Les microalgues ont été cultivéesamitions non axéniques et exposées aux herbicides
seuls et en mélange, & dose environnementalera@asit ont également exploré l'influence de la MOD
naturelle sur ces quatre especes et sur la toxtité devenir des trois herbicides. Les résultas
expérimentations ont été présentés dans les Giapiti6 et 7. Le but de ce dernier chapitre est den
fournir un bilan global des résultats majeurs a&ati de proposer des perspectives a ces travaux de

recherche.

1. Toxicité des herbicides étudiés

Les trois molécules choisies (le S-métolachlore,dieron et lirgarol) pour réaliser cette étude
correspondent aux molécules essentiellement retesusdtans la Leyre et le Bassin d’Arcachon (Figdre 1
et 15 ; Fauvelle, 2012, REPAR, 2015, Tagtiel, 2016). Les concentrations choisies pour cettdeéte
sont voulues étre représentatives de ce qui peat rétrouvé dans I'environnement (pour le S-
métolachlore : AEAG (2015), Fauvelle (2012), REP@RL15) ; pour le diuron et l'irgarol : Caquet al.
(2013), Cozic and Durand (2013)) tout en se basaries résultats obtenus lors des deux étudesnpéés
dans les Chapitre 3 et 4.
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Table 19 : Récapitulatif des effets significatifsservés (pourcentage par rapport aux témoins e8Eyésence des pesticides, de la MOD et des aenbiés sur les quatre espéces de

microalgues. Les cases grises indiquent une abdésitet, les cases bleues une diminution et Iseg#iolettes une augmentation.

Concentration Chaetoceros calcitrans Tetraselmis suecica Gomphargracile Sphaerellopsip.
Conditions
(Hg.LY) H FL ipides D'y H FLL pides D'y H FLL pides D'y H FLL pides D'y
0,05 -11 [4] +29 [15] -55 [3]
Irgarol
-55 [1] -50 [1] -30 [1] -56 [1] -32[2] -22 [0] -52 [1] -45 [5] -69 [2]
0,05 -46 [7]
Diuron
3[0] -55 [3]
0,5 -41[4]
S-métolachlore
-50 [19] -50[2]
M1 Eﬁl -45[4]
Mélange
-57 [1] -51[2] -27 2] -63 [1] -26 [2] -28 [0] -53[3] -55[3]

TT-mod : 39 2] 2@ A7)

0,05 -7 [0] +25 [3]
Irgarol + MOD
-50 [0] -25[2] -24 0] -64 [1] -18[0] -25[2]
0,05
Diuron + MOD
-9 [1] -10[2]
0,5
S-métolachlore + MOD
M1 -2 [0]
Mélange + MOD

52[0] -29[2] -27[1] | 751y  -15[  -35[0] 234
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1.1. Variabilité interspécifiqgue des réponses des m  icroalgues vis-

a-vis de I'exposition aux herbicides

Avant de faire la synthése des résultats acquinans de ces travaux de thése, il est nécessdiairelen
aparté pour présenter brievement les résultatssapqur la condition sans MOD pour les microalgues

d’eau douce et qui ne figurent pas dans le corpeatwscrit.

Les résultats acquis au cours des expérimentatiéasées avec la microalgue
dulgaquicoleGomphonema gracilen I'absence de MOD ont permis de montrer que seul
lirgarol & la concentration de 0,5 pd.let le mélange M2 avaient significativement
diminué (Table 19) :

— l'efficacité photosynthétique (-45 + 5%) et lentenu relatif en lipides (-52 + 1%) pour
l'irgarol seul;

— I'efficacité photosynthétique pour de mélange (M3 + 3%).

Aucun effet n'a donc été observé avec le S-métlaeeiet le diuron. Aussi, bien que cette
espéce soit catégorisée comme sensible (Ceistal, 2009), il se peut que les
concentrations testées ne soient pas assez efufregénérer un effet sur les parametres
testés. Des mesures complémentaires sur d'autrasgaes comme la mobilité, 'aspect
morphologique des cellules (frustules) et/ou avee wamme de concentrations
croissantes permettrait de déterminer plus préeiséga sensibilité aux molécules testées.
Concernant l'espec&phaerellopsissp. exposée en l'absence de MOD, les résultats
biologiques ont montré (Table 19) :

—une inhibition de 50 + 19% de la croissance efsgice de S-métolachlore a la
concentration de 5 pg;

—une augmentation de la quantité relative dedmidans les cellules (+37 + 9%) en
présence du mélange M1 (10,05+D0,05+S0,5) ;

— une inhibition de la photosynthese de I'ordré&@i# pour 'ensemble des concentrations
et molécules testées.

Cependant, la faible croissance de cette espesel@anilieu de culture Dauta (Chapitre
5) qui ne semble pas optimal, témoigne plutét @tat physiologique de maintien dans le
meilleur des cas. Des comparaisons avec d'auttesurde culture (différents du milieu

WC déja test€) seraient nécessaires pour approfatdispect.

Les résultats des expositions présentées dansalgtfeht pour les especes marines et ci-dessudgsour
especes d’eau douce ont montré que les quatreess@enicroalgues étudiées avaient été affectéds pa
présence d’herbicides a dose environnementale n@ape une variabilité dans le degré de sensiloiéite

microalgues a été obtenue (Table 19). En effetniesalgues marines ont toutes deux présentéantee f
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inhibition de croissance (environ 55%), d’efficéqithotosynthétique (autour de 25%) et une diminutio
contenu relatif en lipides (-50% po@r calcitranset -30% poull. suecicilors de 'exposition & 0,5 ug'L
d'irgarol et au mélange M2 (0,5 pd.Id'irgarol, 0,5 pg.L* de diuron et 5 ug:t de S-métolachlore). La
diatomée marine a également été plus sensiblergarbi que la chlorophyte marine (effet a la
concentration de 0,05 pg'). Les microalgues d’eau douce ont essentielleprésenté une inhibition de
I'efficacité photosynthétique. L'espe&@phaerellopsisp. a par ailleurs été affectée par I'ensemble des
concentrations et molécules testées. Cependangeffets étaient trés certainement liés a son dat d
croissance suboptimale (Chapitre 5). Ainsi, leg@ailgues marines ont été globalement plus sensibles
trois herbicides testés seuls et en mélange quenig®algues d'eau douce méme si cela ne peut
probablement pas étre généralisé a toutes lesesspeaplant les deux milieux. Gatidou and Thomaidis
(2007) ont par exemple montré que la chlorophytérmaalavicula forcipataétait plus sensible a l'irgarol
que la chlorophyt®unaliella tertiolecta(CEso.osnSur la croissance de 0,6 et 1,1 [{grespectivement) et
gu'a l'inverseDunaliella tertiolectaétait plus sensible au diuron gMavicula forcipata(CEsq.gen SUr la
croissance de respectivement 5,9 et 27 Pglde la méme facon, cette sensibilité plus gratedeespéces
marines par rapport aux especes d’eau douce néfpewdénéralisée tant la sensibilité de chaquecesp
(voire entre populations) est variable. Par exenigeet al. (2006) ont obtenu une Gfende 0,7 pg.L
de diuron sur la croissance de la chlorophyteadulicole Raphidocelis subcapitataaleur nettement
inférieure & celles obtenues par Gatidou and Trdisné2007), comme cité précédemmevalgré cela,
les quatre espéces de microalgues peuvent étseetade la fagon suivante, selon leur sensibiité-vis
des parametres de croissance et d’efficacité pytostique :

T. suecice> C. calcitrans> Sphaerellopsisp. >G. gracile
D’autre part, I'origine différente des souches deroalgues marines (centre Provasoli-Guillard Nretio
Center for Marine Algae and Microbiota (NCMA)) etsdsouches de microalgues dulgaquicoles (isolées
du ruisseau de Rebec) peut également étre sujgttestionnement. Le ruisseau de Rebec a été emisi
raison des milieux gu'il traverse : essentiellenu&d foréts et milieux semi-naturels (a 83,5%)lats une
moindre mesure (13,5%) des territoires agricoleand®, 2017), de fagon a limiter les sources et
I'importance de la contamination chimique. Les wmédgues d’eau douce ont été cultivées au labceatoir
depuis décembre 2013, a raison d'un repiquagestdesesemaines po. gracile et toutes les deux
semaines et demi po@phaerellopsisp.. L'étude préliminaire n°1, présentée dansHap@re 3, a été
réalisée début février 2014, et a montré des effgtsficatifs du métolachlore a 1 ud.ur la mobilité et
& 10 pg.l* sur la croissance. Les expérimentations présedt#esle Chapitre 7 de ce manuscrit ont été
réalisées en avril et mai 2015 soit 1 an et dengisdfisolement de la souche, mais cette fois #inarit du
S-métolachlore. La différence entre le métolachirie S-métolachlore réside dans le fait que denjar
est composé des deux énantioméres (R et S). Ldactdtoe étant interdit depuis décembre 2003 (avis
JORF du 18 aolt 2002), il a été décidé de poursues recherches avec le S-métolachlore.Aussi, il
semblerait que le S-métolachlore soit plus toxique la forme R pour certaines espéces de micraalgue
commecChlorella pyrenoidosau Scenedesmus obliquasmme établi par respectivement Liu and Xiong

(2009) et Liuet al. (2017). En effet ces auteurs ont démontré uneitéxplus importante du S-
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meétolachlore que du R-métolachlore. C’est pourglest également possible qGe gracilen’ait pas la
méme sensibilité au métolachlore testé lors derdaigre étude qu'au S-métolachlore. Il serait donc
intéressant de faire un comparatif de toxicitéeeoéis deux composes sur les parametres présensde da
Chapitre 3.

1.2. Toxicité des herbicides seuls et en mélange

Malgré la sensibilité différentielle des espécesliées, les résultats présentés dans le coeur disoniain
(Table 19 et Chapitre 6) ont permis de hiérarchigeioxicité des trois herbicides seuls, de la fiaco
suivante :

Irgarol > Diuron > S-métolachlore
Ce gradient de toxicité entre les molécules corecar@c les données disponibles dans la littéréBaet
al., 2011, Devillaet al, 2005, Maet al, 2006, Okamurat al, 2003) et I'étude préliminaire n°2 (Chapitre
4; pour Tlirgarol et le diuron). Il peut étre exqlié par :
— leur cible métabolique : photosynthése pourudeodi et I'irgarol (Jones & Kerswell, 2003, Nimksdlal,
1996), et synthese des acides gras a longue chaimde S-métolachlore (Fuerst, 1987). En effes, ce
pesticides agissant sur la photosynthese inhilgettahsport d’électrons et donc la production tirec
d’énergie contrairement au S-métolachlore, qub@alides enzymes intervenant dans la synthése des aci
gras a longues chaines. Aussi, le temps de réganms@rganisme a ce type de contaminanadsttiori
plus long que pour ceux inhibant directement lesjpart d’électrons.
—le degré daffinité de lirgarol pour le site dixation de la quinone gsur la protéine D1 du
photosysteéme Il, supposé plus fort que celui drodigCheswortlet al, 2004) ;
— le degré d'affinité pour les lipides polairesgéi@,, del'irgarol plus élevé que celui du S-métolachlore et
du diuron) (Katagi, 2010). En effet, il est admieda plupart des polluants exercent leur toxigadeurs
interactions avec les lipides contenus dans lesigatellulaires comme les phospholipides, les
lipoprotéines ou les acides gras : ces interact@mspermettent ainsi de passer plus facilemerteaers

des membranes (Amiard, 2011).

Les résultats de I'étude préliminaire n°2 (Chapiyeont permis de mettre en évidence une toxidité p
accrue vis-a-vis de la croissance des deux miarealgnarines pour les mélanges irgarol(l)/diuron(D)
(D5+10,5) et (D1+10,5) poufl. suecicacomparativement aux molécules seules. Les résyitésentés
dans le Chapitre 6 ont quant a eux permis de mogtre le mélange M1 des trois molécules aux
concentrations minimales (10,05 + D0,05 + SO0,5)vataaffecté aucun des parameétres biologiques
mesurés, contrairement au mélange M2 des condengrahaximales (10,5 + D0O,5 + S5). En effet, alors
gue la toxicité du mélange M2 30r calcitransétait similaire a la toxicité obtenue avec la emiation
maximale d'irgarol, elle était beaucoup plus maequéur I'espécel. suecica(sur la croissance et
I'efficacité photosynthétique), ce qui pourrait tdgner d’'un effet synergique du mélange des madécul

aux concentrations testées. La variation de téxiitire les molécules seules et les mélanges a&tdéja
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démontrée dans de nombreuses études (Cedeggraker2007, Fauset al, 1993, 1994). Cedergreenal.
(2007) ont par ailleurs montré que le type dintécas entre molécules (additivité, synergisme,
antagonisme) était fonction de la composition dlang® mais également de la concentration de chacune
des molécules et de I'organisme sur lequel soatefés les tests. Dans notre cas, seules desesxayi
dédiées selon la méthodologie d'étude des effetsnélanges binaires dans un premier temps, puis
ternaires dans un second temps, pourraient appiEtedonnées suffisamment robustes pour qualifier
précisément la nature des interactions entre cé&cuabes (additivité, synergie, antagonisme) : pla,
différents ratios de mélanges des molécules do&teattestés sur les especes considérées. Lesitdsul
obtenus pourraient alors étre confrontés aux medi#kddition des concentrations (ou CA, Loewe &
Muischnek, 1926) et d'indépendance d’action (ouBKss, 1939) qui permettent la prédiction desteftie
mélange. Dans le cas d’'une déviation des donnéesymaort aux modeles CA et IA, des modéles plus
complexes incluant un (Hewlett, 1969) ou plusigislund, 1992) parametres d'interaction pourraient
étre utilisés pour qualifier la nature de lintdiaic. Des interactions concentration/ratio-dépetetan
pourraient également étre mises en évidence (Jehk&r2005).

Aussi, au vu des résultats acquis montrant uneitéxplus accrue du mélange et des informations
disponibles dans la littérature, il est nécessigr@oursuivre 'effort de recherche sur les eftetsktails

des pesticides afin de s’approcher au plus prédalisme environnemental.

1.3. Descripteurs biologiques

Les trois descripteurs biologiques étudiés dan€kexpitres 5, 6 et 7 ne nous ont pas permis detdete
d’effets du S-métolachlore, du diuron, du mélange é¥l de la concentration minimale d’irgarol (hormis
pour C. calcitranset pourSphaerellopsisp. dont I'état physiologique relevait du maintigBependant,
nous ne pouvons exclure des effets sub-létaux. fi&t, &koubeix et al. (2012) ont observé une
augmentation du pourcentage de déformation duufeuste la diatomée dulgaquicdBerrirella angusta
exposée a 5 pglde S-métolachlore (20%. alors que proche de 0%o pEsutémoins). De plus, les
résultats acquis lors de I'étude préliminaire rChgpitre 3) concernant l'influence du métolachkueG.
gracile, ont démontré une augmentation de la liééén mouvement dés 1 ud.kt une diminution sur la
croissance et une augmentation de la vitesse decaément a 10 ugl La modification de la mobilité des
cellules sous stress toxique pourrait résultdageésence d’espéces réactives de I'oxygéne (ietexju
al., 2015) ou d’une modification des parois cellukifgeformation du frustule) (Pandey & Bergey, 2016)
Dans les expérimentations présentées dans le donpgnuscrit, les mesures de mobilité qui doivemst é
réalisées sur des cellules fraichement prélevéesudtures, n'ont pu étre effectuées en raisorethps
nécessaire aux prélevements pour les autres amdlidegiques et chimiques. En effet, la mesure de
mobilité pour une culture demande environ 5 minuteguement pour la préparation de la lame et
I'enregistrement du film, sans compter le tempgaieement de la vidéo par la suite, qui peut repmter
jusgu’a 5 minutes par échantillon. Sachant queelggrimentations réalisées contenaient jusqu’a 56

cultures exposées simultanément (en ne comptantlgsadallons abiotiques), il était impossible
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logistiquement de considérer ce parametre supptémenNéanmoins, l'intérét que comporte I'étude du
mouvement comme indicateur d’une toxicité subléteéleessite des recherches plus approfondies sur ce
descripteur.

D’autre part, il serait intéressant pour de futtasaux d’aller plus loin aussi dans I'étude dédetsfsur les
lipides. En effet, une diminution du contenu réllgidiqgue a été observée en présence dirgaraluet
mélange M2 mais pas avec le S-métolachlore, glé piturtant les élongases intervenant dans laésath
des acides gras a longues chaines. Pandey ang/ B20dé) ont par ailleurs observé des changements d
biovolume et du nombre de gouttelettes lipidiquesi &u'un changement de forme des chloroplastss lo
d'une exposition métallique. Aussi, bien que lesamé aient des effets non semblables aux pestidldes
aurait tout de méme été intéressant de s'intérasses deux descripteurs au vu de la cible métplaotiu
S-métolachlore. Par ailleurs, I'étude des grandasses d'acides gras pourrait également permettre
d’identifier des effets des pesticides et notantrdaers-métolachlore.

Enfin, il aurait également été intéressant de neediactivité de diverses enzymes de détoxificatiion
type cytochrome P450 (Mthakattti al, 2015, Thiegt al, 1996), des enzymes antioxydantes (superoxyde
dismutase, catalase ; Lai al, 2017) ou de quantifier la synthese de molécueswes pour protéger les
cellules comme les caroténoides (Demmig-Adams, ,1R8@/an, 1989) afin de voir si 'absence d'effet

était due a I'activation d’un systéme de détoxif@maparticulierement efficace.

2. Influence de la MOD sur les microalgues

Les expérimentations ont été réalisées sur desresitnon axéniques, en conditions contrélées de
laboratoire avec de la MOD naturelle. Les résuttatsdémontré une augmentation de la densité aiedul
finale pour les quatre espéces et du taux de armiespour deux especés galcitranset Sphaerellopsis
sp.) en présence de MOD. Cela témoigne, pour caealgues provenant de deux milieux différents, une
exploitation directe ou indirecte (via les bactyides molécules organiques apportées par la M@D. E
effet, la croissance a été légerement stimulée @ogracileet T. suecicaa tres largement stimulée pour
C. calcitranset Sphaerellopsisp. (Chapitre 5 et Table 19). Les techniques &gas mises en ceuvre
pour suivre I'évolution de la MOD (analyse du cambarganique dissous et des propriétés optiques), o
permis de déterminer que pdsphaerellopsisp., la spectaculaire stimulation de croissancereés était
associée a une diminution quantitative des subssemamiques (Table 19 et Figure 58).

Cependant, les cultures étaient non axéniquest-a&‘dire non exemptes de bactéries. La conceamtrati
absolue de ces derniéres était globalement pluéestn présence de MOD, mais comme la croissasce de
microalgues était elle-méme stimulée, le ratio drées/microalgues dans les cultures était plusefdit85
bactéries par cellules a 3 en présence de MODIesuultures d&phaerellopsisp.). Cette présence de
bactéries ne peut étre négligée du fait des intenscconnues entre les microalgues et les bastédfie
effet, ces derniéres « consomment » des molécelegille poids moléculaire directement ou aprés
hydrolyse de la matiere polymérisée par la sécrafienzymes extracellulaires (Nagata, 2008). Cette

hydrolyse est connue pour participer a la misespadition de composés inorganiques et organiques
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(comme des vitamines) pour les microalgues (@&bél, 2005, Droop, 2007). Aussi, les résultats acquis
ne nous permettent pas a I'heure actuelle de dérsi la diminution des substances humiques enbvi
de l'action des bactéries, des microalgues ou ees. &n effet, plusieurs études ont démontré laatp
des microalgues a consommer des substances humiguees phénomenes complexes de sorption
(Campbellet al, 1997, Millour, 2011, Vigneault, 2000).

Sans MOD Avec MOD

Figure 58 : Cultures dephaerellopsisp. avec et sans MOD naturelle au bout de 14.jours

Pour les trois autres especes, les techniquestigonaly utilisées n'ont pas permis de détermindiagen
évidente si la stimulation de croissance étaitdiéme diminution des substances fluorescentes M©D

en raison des modifications engendrées par I'araréie composés organiques dissous (carbone ounganiq
dissous, substances humiques et protéiques) pategesnicroalgues et bactéries . Tout comme pour
Sphaerellopsisp., la présence de bactéries associées auxesulaty dans une moindre mesure, apportées
par la MOD en raison du seuil de coupure de 0,4bnemous permet pas de déterminer I'origine exacte
de cette stimulation de croissance algale obseAudssi, les futurs travaux de recherche visantaduéy
l'influence de la MOD naturelle sur les microalguE/raient intégrer les bactéries comme un faceur
part entiére, en travaillant notamment avec (i) détires axéniques et non-axéniques et avecg(iipd
MOD filtrée sur 0,2 um et sur 0,45 um afin d’évalleepart due aux bactéries apportées avec la MOD.
D'autre part il serait intéressant de coupler exharches avec des investigations plus pousséds sur
composition de la MOD et notamment le suivi desceatrations (dosages) de certaines molécules
connues pour étre constitutives de la MOD et pafiuencer les microalgues comme le glucose ou
l'acétate.

Cependant, travailler en conditions axéniques @gatkement engendrer de profondes modificationtasur
croissance des microalgues, I'aspect des celldé&fsration des frustules, diminution de la taili@ire
engendrer un retard de reproduction sexuée commeéspar Windleret al. (2014). C’est pourquoi le
choix a été fait de travailler en conditions no@ragues dans ces travaux de recherche. Aussi,éralgr
présence de ces bactéries nous empéchant de déteforigine précise des effets observeés, ledtaisu
ont tout de méme montré que la présence de MODefiatinfluencait positivement et fortement les

microalgues étudiées. Cependant dans I'environnentéautres éléments susceptibles d’influencer
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négativement les microalgues sont présents, €e&std notamment des pesticides. Aussi, I'un dextifj

de ces travaux de these a été d’évaluer l'influeieda. MOD naturelle sur leur toxicité.
3. La MOD: un facteur important de modulation de la

toxicité des herbicides

Les expérimentations réalisées avec les trois didesi seuls et en mélange avec ajout de MOD niaturel
ont montré, pour la premiéere fois, que celle-ci aatu significativement influencer la toxicité des
herbicides de facon espece-dépendante. En effetréliltats obtenus sur la croissance, l'efficacité
photosynthétique et le contenu relatif en lipideab{e 19 et Chapitres 6 et 7) en comparaison de ceu
obtenus sans 'ajout de MOD dans le milieu de ogiltunt montré :

—une disparition compléte des effets toxiquesh#ebicides seuls et en mélange chez les deux espéce
dulcaquicoles sur 'ensemble des paramétres testes,

— une diminution de la toxicité de ces herbicideszda diatomée mariréhaetoceros calcitrangis-a-vis
des trois paramétres biologiques,

— une augmentation de la toxicité de ces herbidgtiez la chlorophyte marin@getraselmis suecicau
regard des résultats de croissance et d'efficpbidéosynthétique.

Cependant, les résultats acquis ne permettentigastdier I'origine des effets observés. Aussveaises
hypothéses constituant des pistes pour de futaokerches pourraient expliquer ces résultats. Etlas

détaillées ci-apres.

3.1. Interactions MOD/pesticides

La premiére hypothése émise pour tenter d’expliqgete modulation de toxicité est que les pestc{da
tout du moins une partie) se seraient liés a oeganolécules organiques présentes dans la MOEeletu
et/ou sur des molécules résultant de I'action @etebies. Cette liaison favoriserait (pdursuecicg ou
diminuerait (pour les trois autres espéces) legogssges pesticides dans les cellules ou au treeels
matrice organique (EPS) dans laquelleGuitgracile Cependant, aucune étude n’est disponible & ce jou
dans la littérature pour étayer cette hypothesasiAil aurait été intéressant d'intégrer des nessde
cinétigue d’accumulation des trois herbicides desigellules et la matrice EPS en présence eabsdhce

de MOD afin d’évaluer l'influence de la MOD surldidisponibilité des molécules. Enfin, des mesdees
Kpoc auraient également permis de déterminer la phgrbicides libres et liés a la MOD (Kra al,

2001), pouvant potentiellement expliquer les effibtservés.
3.2. Influence de composants organiques dissous sur les

microalgues

Outre la potentielle consommation directe ou irdgedes molécules organiques, la présence de ces
molécules organiques pourrait modifier I'accesisibiles herbicides aux cellules via une actionlesir
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parois cellulaires. En effet, Pareet al. (1996) ont montré que les acides fulviques augamntt la
perméabilité membranaire des cellules de la chigtepChlorella pyrenoidosaAussi, nous émettons
I'hypothése que la présence de telles substanciigefait le passage des herbicides (liés ou nalesa
molécules organiques) dans la cellule, provoguast BEaugmentation de leur toxicité et notammeotip

le diuron, l'irgarol et le méelange d’herbicides MB-a-vis de la chlorophyte marifle suecica Cette
hypothése ne serait pas valide pour les diatonéeaison de leur frustule siliceux qui pourraitgown
role de protection. Cependant, des analyses plusspes sur la perméabilitté membranaire (Patesit,
1996, Spieset al, 2016) et les interactions parois cellulaires/M@#3ticides sont nécessaires pour tenter
d’infirmer ou confirmer ces hypothéses sur la pediliéé et le potentiel rble du frustule.

Quant a la chlorophyt8phaerellopsisp., elle présente peut-étre naturellement uibdefaensibilité aux

herbicides testés (aucune donnée n’est dispordble ld littérature pour cette espece).

3.3. Systéeme de détoxification

En présence de MOD, trois des quatre esp&caeslcitrans G. gracileet Sphaerellopsisp., ont présenté
une diminution ou une disparition complete (pow dilcaquicoles) des effets toxiques des herbicides
seuls et en mélange qui avaient été observéskeetiae de MOD. Parmi ces trois espéCesalcitranset
Sphaerellopsisp. ont eu leur croissance particulierement sémah présence de MOD, augmentation liée
a une consommation directe ou indirecte (via letébas) de molécules organiques (Table 19 et @hapi
5). Or les microalgues disposent d’'un systeme dexifiéation puissant de type cytochrome P450,
superoxyde dismutase, catalase (&ilal, 2017, Mthakathet al, 2015, Thieset al, 1996). Aussi, nous
émettons I'hypothése que la présence de MOD ait@nsne ressource énergeétique (directe ou indjrect
supplémentaire pour les microalgues, leur perntetkarse détoxifier plus « facilement » et/ou defag
plus efficace. C'est pourquoi il aurait été intéeed lors de ces expérimentations et dans le cire
recherches futures, d'intégrer la mesure de digaastvités enzymatiques afin d’évaluer les capade

détoxification des espéces.

Enfin, il est important de souligner que la dimiantou disparition des effets toxiques ne concerreeles
trois parametres biologiques étudiés (Chapitres B).eAussi, les descripteurs suivis étaient péet-€
insuffisamment sensibles pour détecter des efigttetaux, qui auraient vraisemblablement pu étre
observés en ajoutant le suivi d'autres paramefmsdiues tels que la mobilité, I'étude des classe
lipides, le nombre et la taille des gouttelettgrdigques, de la perméabilité membranaire, la mesure
d'activités enzymatiques, et ce afin d’évaluereetcdmprendre au mieux les effets des pesticideesur

microalgues et 'influence de la MOD sur cette ¢i®i
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4. Modifications engendrées par les microorganismes

sur leur environnement chimique

Le dernier ensemble de résultats majeurs obtemssldacadre de ces travaux de recherche concerne le
effets que les microorganismes (microalgues/bashéont eu sur la MOD et les pesticides. En dffet,
suivi chimique réalisé au cours des expérimentatianpermis de démontrer qu’ils étaient capables

d’engendrer de profondes modifications de ces demposants.

4.1. Modifications gqualitatives et quantitatives de la MOD

Le suivi de la concentration en carbone organigesods lors des expérimentations a montré que les
quatre especes de microalgues et leurs bactégesiéss avaient fortement excrété (Chapitres 5,79. e
Les analyses optiques de la MOD, par spectrophatiemidV-Visible et spectrofluorimétrie, nous ont
permis de constater une diminution globale du tam@aaromatique de la MOD dans les cultures dessqua
especes. Elles ont également permis de constatetrpis des quatre especes (les deux especesematin
Sphaerellopsisp.) :

— une diminution du poids moléculaire moyen de diére organique dissoute au cours du temps ;

— une augmentation de la quantité de substanagedtentes de type humiques et protéiques.

Les résultats obtenus sur les culture&dgracilemontrent une augmentation du poids moléculaireemoy
et une diminution de la proportion de substancesdkscentes. Aussi au vu de ces résultats, nowsmou
nous demander si la matrice d’EPS, observée emsnmpie optique, n'aurait pas fortement perturké le
analyses (molécules fluorescentes adsorbées suace ou liaison(s) particuliere(s) ayant engemnhe
perte lors de la filtration sur 0,45um pour leslys®s optiques et/ou leur interaction ayant reedisites
excitables non disponibles).

Néanmoins, 'ensemble de ces résultats a soulggpeofonde modification qualitative et quantitatilela
MOD engendrée par les microorganismes. Cependasitartalyses n'ont pas permis de discriminer les
parts liées a la photodégradation, a I'excrétion alules (microalgues et bactéries), a la consatiom
directe ou a la modification des molécules (hydmelpar enzymes extracellulaires) par les bactéries

les microalgues. Aussi, pour de futures expérintients, il parait important de pouvoir découpler les
bactéries des microalgues afin de pouvoir quantifiepart des modifications liées a chacun de ces

organismes.

4.2. Devenir des pesticides

Les résultats acquis sur les pesticides ont peteisiontrer que les microorganismes combinés ou non
avec de la MOD avaient également fortement infl@ete devenir des pesticides au cours des

expérimentations.
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Les analyses des concentrations en pesticidestugfeexc dans le cadre de ces travaux ont permis de
souligner gu’une quantité non négligeable d'irgatale diuron (prés de 50%) était probablementrbéso
sur les parois des cellules et/ou internalisée ldarsellules des quatre especes dés les preménss des
expérimentations, en présence ou non de MOD damdli®i. La rapide internalisation du diuron a été
soulignée par Nestlet al.(2012) pour la microalguhlamydomonas reinhard{ien moins de 2 minutes)
et observée par Chaumet B., dont les travaux de thént en cours, sur du biofilm (en moins de 15
minutes). Aussi, des recherches plus pousséesielgvédre menées sur linternalisation du diuron en
présence ou non de MOD. De la méme facon, il pibétra intéressant d’évaluer cette internalisgtioar

les deux autres molécules étudiées (I'irgarol eébHmétolachlore) dont aucune donnée de ce typé n'es
actuellement disponible. Ces données pourraientgie de comprendre les variations de concemigtio
observées et de les relier ou non aux effets tegigeleves sur les trois parameétres des quatressspe
Dautre part, les analyses réalisées lors des iexpétations avec I'espé&phaerellopsisp. ont permis de
mettre en évidence une apparition d'un des métabatiu diuron, le DCPMU, en présence de MOD
naturelle. Cependant, les résultats de ces travank pas permis d'identifier les organismes aidjime de
cette biotransformation étant donné la présencéadtéries (cultures non axénigues). Le diuron est
biodégradé par des bactéries Gram +, Gram — etclo@®pignons (Giacomazzi & Cochet, 2004).
Cependant, de nombreuses études ont montré latéages microalgues a biodégrader les pesticidezgr

a leur systéme enzymatique complexe (Toeteal, 2008, Zablotowiczt al, 1998). Aussi, il aurait fallu
intégrer une condition axénique afin de pouvoiedéiner l'origine de cette biotransformation daons n
expérimentations. Il aurait également été pertidenttaliser des mesures d’activités enzymatiaées &

la détoxification (cytochrome P450, glutathion &isférase) et d’effectuer des dosages intracedisldes
pesticides et de leurs métabolites.

Concernant l'irgarol, un fort abattement des cotveéions a été observé dans les cultures des dpaxes
marines et celles d&. gracile,alors qu’une disparition complete de la moléculété observée pour
Sphaerellopsissp. Au vu de la durée de I'expérimentation avgghaerellopsissp. (14 jours)
comparativement aux trois autres especes (six pmunsles especes marines et sept jours @ogracile,
nous pouvons nous demander si, a durée égale,dimiteution de la concentration n'aurait pas été la
méme. D’'autre part, il aurait été intéressant dedie métabolite principal de l'irgarol, (métab®ML1 ; 2-
méthylthio-4-tert-butylamino-6-amino-s-triazine) ypadéterminer si la diminution de la molécule paren
serait liée a I'apparition de ce métabolite. Ertefious ne pouvons a I'heure actuelle statudfasigine

de ces observations, divers processus étant gkausibl'internalisation, I'adsorption sur les paroi
cellulaires couplée ou non a la photodégradatioygiolyse et/ou la biodégradation de la molécpbe (es
bactéries et/ou les microalgues). C'est pourglegrait important pour de futurs travaux de rechen(i)

de travailler en conditions axéniques et non-axéssgpour déterminer la part des effets liés aux
microalgues et aux bactéries, (i) de doser le Inafita de lirgarol (dosage trés rarement réaliné e
particulier dans le suivi environnemental), e @ie réaliser des cinétiques d’accumulation avesam$

MOD dans les cellules et la matrice d'EPS.
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L’ensemble de ces travaux exploratoires de théesainsi souligné le lien étroit entre ces trois posants

gue sont les microorganismes, la MOD naturellegpesticides. Néanmoins aucun patron “génériqee” d
réponse n'ayant pu étre établi pour les quatrecespgtudiées et cultivées en conditions non-axésjqes
travaux soulignent également la complexité de lentsractions et le fait que des recherches plus
approfondies doivent étre menées pour tenter depremure les phénoménes observés en conditions

controlées et dans I'environnement.

5. Perspectives

Les nombreuses perspectives de recherche du gointedbiologique et chimique pouvant étre données a
ces travaux peuvent étre abordées selon deux éggroc

— une approche basée sur les especes seules pgurendre les mécanismes a I'échelle de la cellulegd
espéce, en conditions contrblées ;

— une approche basée sur les communautés naterebesditions controlées afin d’'augmenter le séai

environnemental.

5.1. A l'échelle de l'espéce

5.1.1. Détermination de l'influence de laMOD surl  es microalgues

Dans les expérimentations de cette these, lesesiltontenaient toutes des bactéries provenantoss la
des cultures mais également de la MOD puisqueuiéde coupure de filtration était de 0,45 um. Auss
afin de déterminer plus précisément la capaciténdesoalgues a utiliser directement des molécules
organiques sans l'intervention de bactéries, dis@néressant de réaliser des expérimentationsilezu
contr6lé, en conditions axéniques et non axéniguasec de la MOD filtrée sur 0,2 um et sur 0,45 um
Ces expérimentations comporteraient trois typesdditions :

—une condition autotrophe : (milieu de culture Jcroalgues) exposés a la lumiére avec un cycle
jour:nuit ;

— une condition mixotrophe : (milieu de culture femalgues + MOD) exposés a la lumiere avec urecycl
jour:nuit ;

— une condition hétérotrophe : (milieu de cultummie¢roalgues + MOD) gardés a I'obscurité pendautieto
I'expérimentation.

Ces expérimentations permettraient ainsi de détemiiinfluence des bactéries associées aux calefre
apportées par la MOD. Il serait également intéreéssa réaliser ces expérimentations avec de la M®D
différentes saisons de l'année et provenant dergdigadroits afin d’évaluer dans quelle mesure les
réponses des microalgues peuvent varier selomrpazition de la MOD.

D’autre part, pour tenter d'identifier des molésu® groupes de molécules pouvant étre a l'oridane
l'augmentation de croissance (si I'absence de best&’empéche pas la croissance algale), il serait

€galement intéressant de rajouter des analyses l@ompgaires sur la MOD telles que (i) du
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fractionnement par AF4 (fractionnement par couplhgeforce) afin d’évaluer si certaines gammes de
taille de molécules sont plus facilement utilisées(ii) des dosages de composants comme les sucres
(individuels et/ou totaux) et les acides aminésligiduels et/ou totaux) par chromatographie (Amiard
2011).

5.1.2. Effets des pesticides sans MOD

Compte-tenu des résultats observés sur la matiiligécellules en présence de métolachlore dés T jilg.L
serait intéressant de poursuivre I'effort de redhersur ce paramétre couramment utilisé dans |laidem
animal. Des tests pourraient étre réalisés au amsguels plusieurs parameétres pourraient étreés/al
comme la quantité d’ATP, la taille et la forme de#iules (déformation du frustule), la quantitésgieces
réactives de I'oxygéne, la quantité de lipidess&ds de lipides, nombre et taille des goutteliidiques).

La mesure de ces nombreux parameétres pourraigfreypermettre deles relier & la mobilité des lesdlat
ainsi potentiellement de pouvoir en faire un ceitde « qualité » ou d'état physiologique des aslul
simple a mettre en ceuvre pour I'évaluation de lEotfioxique.

De plus, comme soulevé plusieurs fois au cours daustrit et lors de la synthese générale, il serait
important pour de futurs travaux de recherched'&ualuation de I'impact toxique d'intégrer la mesu
d’activités enzymatiques liées a la détoxificaties cellules (cytochrome P450, glutathion S-traasés).
En effet, ces mesures pourraient permettre d'axgligine diminution ou I'absence de toxicité observe

pour le S-métolachlore ou le diuron.

D’autre part, compte-tenu des effets biologiquesenkgs (inhibition des paramétres biologiques étuein
présence d'irgarol et du mélange M2) et notammesitvdriations de concentrations en pesticidesraits
intéressant et important d’évaluer les cinétiguesadmulation des pesticides dans les cellules mais
également dans les EPS. Des expérimentations eotar tde déterminer la vitesse d’accumulation du
diuron (et prochainement d’'autres molécules) an dei biofilm (dans les EPS et les cellules) sont
actuellement en cours de réalisation au sein dpipé CARMA d'Irstea Bordeaux (thése de Betty
Chaumet).

Enfin, les résultats des expérimentations réalisges les mélanges (irgarol/diuron et irgarol/di®e
métolachlore) ont permis de montrer une amplificaties effets observés par rapport aux moléculdssse
vis-a-vis des microalgues marines (étude n°2 epihab). Des expérimentations en cours au Labiogato
d’Ecotoxicologie d’lfremer Nantes (dans le cadréadihése de Valentin Dupraz) ont par ailleurs jeda
montrer que les effets du mélange irgarol/diuronvp@nt étre additifs ou synergiques selon I'espéce
testée, le ratio de chaque molécule dans le mélahgelon les concentrations appliquées. Aussiyales
résultats acquis et présentés dans ce manusctéssdeux especes marines et des résultats diggnib
dans la littérature et acquis a lfremer, il esteséaire de poursuivre I'effort de recherche sueféets
cocktails afin de comprendre les interactions fet®entre les molécules et les microalgues polaxait

lieu dans I'environnement.
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5.1.3. Effets des pesticides avec MOD

Les résultats acquis au cours de ces travaux de tim permis de montrer que l'influence de la V<DID
la toxicité des herbicides présents seuls et eangélétait fonction : de la molécule testée, damatre
physiologique étudié mais également de I'especuridmalgue étudiée. C'est pourquoi au vu des d@née
acquises et de la représentativité de la MOD dansilonnement, il semble important de poursuie® |
efforts de recherche sur l'influence de la MOD lsutoxicité des pesticides. Cependant, pour dedutu
travaux visant a évaluer lI'impact toxique, il sekxessaire d’élargir le panel de parametres bilegi
évalués (mobilité, enzymes de détoxification, Egidperméabilitté membranaire). D’autre part, ihiser
également important d’intégrer des mesures gle &fin de déterminer la part dissoute libre des gdst

et la part liée a la MOD, conditionnant la biodisibdité des pesticides.

Il semble par ailleurs pertinent de réaliser dggementations semblables a celles menées datnavasx
présentés en intégrant des conditions axéniques'éfraluer la part de responsabilité des bactérietes
effets biologiques observés mais également s@ffiets chimiques (apparition de DCPMU, disparititen
lirgarol).

Enfin, il serait intéressant de réaliser des erpentations semblables & celles présentées avaduioD
naturelle de diverses saisons et de divers endifiitsd’évaluer dans quelle mesure cette variatien

composition peut influencer les réponses des mrea.

5.2. A l'échelle des communautés

Cette étude avait pour but d’évaluer la toxicitéetbicides seuls, en mélange et & dose environmaiaen
vis-a-vis de monocultures algales en intégrantaamsposante majoritaire de I'environnement, la MOD.
Aussi, pour aller plus loin dans ce réalisme emvisanental, les communautés algales pourraiena étre
base d'études visant a évaluer les effets de la MQIplée aux pesticides. Divers parametres poutraie
étre suivis comme l'efficacité photosynthétique bglle (couramment utilisée dans les études en
écotoxicologie en raison du lien existant entregfgonse et I'état physiologique de la communaigs),
taxons composant cette communauté et ce dans tehbudir si une restructuration de la communauté se
met en place, par remplacement des taxons sensiblgsofit de taxons plus tolérants, les activités
enzymatiques antioxydantes (marqueurs du stresgaokyour le biofilm de riviere (Bonnineat al,
2013)), etc. Ces résultats pourront ainsi permdtreompléter les données disponibles dans |eatiti@

sur la toxicité des pesticides dans I'environneragoitique.
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Annexes

Annexe 1 — Liste des 45 substances prioritaires idifiées par la DCE.

Numéro CAS (1)

Numéro UE (3)

Nom de la substance prioritaire (%)

Identifiée comme
SllelilnL'C dilngCl'CllSC

prioritaire

15972-60-8 240-110-8 Alachlore
120-12-7 204-371-1 Anthracéne X
1912-24-9 217-617-8 Atrazine
71-43-2 200-753-7 Benzeéne
sans objet sans objet Diphényléthers bromés X (%)
7440-43-9 231-152-8 Cadmium et ses composés X
85535-84-8 287-476-5 Chloroalcanes, Cyq_13 X
470-90-6 207-432-0 Chlorfenvinphos
2921-88-2 220-864-4 Chlorpyrifos (éthylchlorpyrifos)
107-06-2 203-458-1 1,2-dichloroéthane
75-09-2 200-838-9 Dichlorométhane
117-81-7 204-211-0 Di(2-ethylhexyle)phthalate (DEHP) X
330-54-1 206-354-4 Diuron
115-29-7 204-079-4 Endosulfan X
206-44-0 205-912-4 Fluoranthéne
118-74-1 204-273-9 Hexachlorobenzene X
87-68-3 201-765-5 Hexachlorobutadiéne X
608-73-1 210-168-9 Hexachlorocyclohexane X
34123-59-6 251-835-4 Isoproturon
7439-92-1 231-100-4 Plomb et ses composés
7439-97-6 231-106-7 Mercure et ses composés X
91-20-3 202-049-5 Naphtaléene
7440-02-0 231-111-4 Nickel et ses composés
sans objet sans objet Nonylphénols X ()
sans objet sans objet Octylphénols (°)
608-93-5 210-172-0 Pentachlorobenzene X
87-86-5 201-778-6 Pentachlorophénol
sans objet sans objet Hydrocarbures aromatiques polycycliques X

(HAP) ()
122-34-9 204-535-2 Simazine
sans objet sans objet Composés du tributylétain X (%)
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[dentifiée comme

Numéro CAS (1) Numéro UE () Nom de la substance prioritaire (*) substance dangereuse
prioritaire
12002-48-1 234-413-4 Trichlorobenzene
67-66-3 200-663-8 Trichlorométhane (chloroforme)
1582-09-8 216-428-8 Trifluraline X
115-32-2 204-082-0 Dicofol X
1763-23-1 217-179-8 Acide perfluorooctanesulfonique et ses X
dérivés (perfluoro-octanesulfonate PFOS)
124495-18-7 sans objet Quinoxyfene X
sans objet sans objet Dioxines et composés de type dioxine X ()
74070-46-5 277-704-1 Acloniféne
42576-02-3 255-894-7 Bifénox
28159-98-0 248-872-3 Cybutryne
52315-07-8 257-842-9 Cypermethrine (1°)
62-73-7 200-547-7 Dichlorvos
sans objet sans objet Hexabromocyclododécanes (HBCDD) X (1
76-44-81024-57-3 | 200-962-3/ Heptachlore et époxyde d’heptachlore X
213-831-0
886-50-0 212-950-5 Terbutryne

(') CAS: Chemical Abstracts Service.

(*) Numéro UE: Inventaire européen des produits chimiques commercialisés (Einecs) ou Liste européenne des substances chimiques
notifiées (Elincs).

(’) Lorsque des groupes de substances ont été sélectionnés, sauf indication expresse, des représentants typiques de ce groupe sont définis
aux fins de I'établissement des normes de qualité environnementale.

(*) Uniquement le tétrabromodiphényléther (n® CAS 40088-47-9), le pentabromodiphényléther (n® CAS 32534-81-9), I'hexabromodi-
phényléther (n® CAS 36483-60-0) et I'heptabromodiphényléther (n® CAS: 68928-80-3).

(°) Nonylphénol (n® CAS 25154-52-3; n® UE 246-672-0), y compris les isoméres 4-nonylphénol (n® CAS 104-40-5; n® UE 203-199-4)
et 4-nonylphénol (ramifié) (n® CAS 84852-15-3; n° UE 284-325-5).

(%) Octylphénol (n® CAS 1806-26-4; n° UE 217-302-5), y compris lisomére 4-(1,1°,3,3- tétraméthylbutyl)-phénol (n® CAS 140-66-9; n°
UE 205-426-2).

(’) Y compris le benzo(a)pyréne (n® CAS 50-32-8; n° UE 200-028-5), le benzo(b)fluoranthéne (n® CAS 205-99-2; n® UE 205-911-9), le
benzo(gh,iperylene (n® CAS 191-24-2; n° UE 205-883-8), le benzo(k)fluoranthéne (n® CAS 207-08-9; n°® UE 205-916-6) et
l'indéno(1,2,3-cd)pyrene (n° CAS 193-39-5; n° UE 205-893-2), mais a l'exception de l'anthracéne, du fluoranthéne et du naphtaléne,
qui sont énumérés séparément.

(®) Y compris le tributylétain-cation (n® CAS: 36643-28-4).

(°) Se rapporte aux composés suivants:
sept dibenzo-p-dioxines polychlorées (PCDD): 2,3,7,8-T4CDD (n° CAS 1746-01-6), 1,2,3,7,8-P5CDD (n° CAS 40321-76-4),
1,2,3,4,7,8-H6CDD (n® CAS 39227-28-6), 1,2,3,6,7,8-H6CDD (n® CAS 57653-85-7), 1,2,3,7,8,9-H6CDD (n® CAS 19408-74-3),
1,2,3,4,6,7,8-H7CDD (n® CAS 35822-46-9), 1,2,3,4,6,7,8,9-O8CDD (n°® CAS 3268-87-9);

dix dibenzofurannes polychlorés (PCDF): 2,3,7,8-T4CDF (CAS 51207-31-9), 1,2,3,7,8-P5CDF (CAS 57117-41-6), 2,3,4,7,8-PSCDF
(CAS 57117-31-4), 1,2,3,4,7,8-H6CDF (CAS 70648-26-9), 1,2,3,6,7,8-H6CDF (CAS 57117-44-9), 1,2,3,7,8,9-H6CDF (CAS 72918-
21-9), 2,3,4,6,7,8-H6CDF (CAS 60851-34-5), 1,2,3,4,6,7,8-H7CDF (CAS 67562-39-4), 1,2,3,4,7,8,9-H7CDF (CAS 55673-89-7),
1,2,3,4,6,7,8,9-O8CDF (CAS 39001-02-0)

douze biphényles polychlorés de type dioxine (PCB-TD): 3,3',4,4-T4CB (PCB 77, n® CAS 32598-13-3), 3,3',4',5-T4CB (PCB 81, n°®
CAS 70362-50-4), 2,3,3,4,4-P5CB (PCB 105, n® CAS 32598-14-4), 2,3,4,4',5-P5CB (PCB 114, n°® CAS 74472-37-0), 2,3',4,4,5-P5CB
(PCB 118, n® CAS 31508-00-6), 2,3',4,4',5-PSCB (PCB 123, n® CAS 65510-44-3), 3,3",4,4,5-P5CB (PCB 126, n°® CAS 57465-28-8),
2,3,3,4,4,5-H6CB (PCB 156, n°® CAS 38380-08-4), 2,3,3",4,4,5-H6CB (PCB 157, n® CAS 69782-90-7), 2,3",4,4',5,5-H6CB (PCB 167,
n® CAS 52663-72-6), 3,3,4,4,5,5-H6CB (PCB 169, n® CAS 32774-16-6), 2,3,3',4,4,5,5-H7CB (PCB 189, n°® CAS 39635-31-9).

('%) Le n® CAS 52315-07-8 se rapporte a un mélange d'isoméres de cyperméthrine, d'alphacyperméthrine (n® CAS 67375-30-8), de béta-
cyperméthrine (n® CAS 65731-84-2), de théta-cyperméthrine (n® CAS 71697-59-1) et de zéta<yperméthrine (n® CAS 52315-07-8).

(") Se rapporte au 1,3,5,7,9,11-hexabromocyclododécane (n® CAS: 25637-99-4), le 1,2,5,6,9,10-hexabromocyclododécane (n® CAS
3194-55-6), l'a-hexabromocyclododécane (n® CAS: 134237-50-6), le f-Hexabromocyclododécane (n® CAS 134237-51-7) et le y-
hexabromocyclododécane (n® CAS 134237-52-8)..
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Annexe 2 — Composition du milieu de culture Dautalfauta, 1982).

Pour 1 Litre de Dauta :

« 1mLdeFeSQ7HOa1g.l*
« 1mLdeNaHC@a50g.[*

« 1mLdeNaCO;a5g.l*

« 1mLdeMgSQ 7HOa25qg.*
« 1mLdeCagl2H0Oa25g.*

3,6 mL de NgSIiO,, 9 HO a 28,42 g.L* (correspondant & environ 10 mgde Si)

« 1 mL de solution d’oligoéléments contenant :

ZnSQ, 7 HO 420 mg.rt
CuCh, 2 HO &4 20 mg.[*
MnCl,, 4 HO & 400 mg.Lt
CoCh, 2 HO &4 10 mg.[*
HsBOsa 1 mg.[*
NaMoO;, & 35 mg.[*

« 1mLdeKNQa200g.*
« 1mLdekHPQ,a25q9.[*

« Eau distillée (pour compléter jusqu'a 1 L)

» HCI (pour ajuster le pH entre 7,5 et 8 en toutalérpréparation)
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Annexe 3 — Composition et préparation du milieu deulture /2 (Guillard, 1975, Guillard & Ryther,
1962).

PROVASOLI-GUILLARD

NCMA

National Center for Marine Algae and Microbiota

Culturing I €

f/2 Medium
(Guillard and Ryther 1962, Guillard 1975)

This is a common and widely used general enriched seawater medium designed for
growing coastal marine algae, especially diatoms. The concentration of the original
formulation, termed "f Medium" (Guillard and Ryther 1962), has been reduced by half.

To prepare, begin with 950 mL of filtered natural seawater and add the following
components. The trace element and vitamin solutions are provided below. Bring the final
volume to 1 liter with filtered natural seawater. If the alga to be grown does not require
silica, then it is recommended that the silica be omitted because it enhances precipitation.

Autoclave.
Component Stock Solution Quantity Molar Concentration in Final
Medium

NaNO3 75 g/L dH20 1 mL 8.82x10*M

NaH2P0O4 H20 5 g/L dH20 1 mL 3.62x105M

NazSi03 9H,0 30 g/L dH20 1mL 1.06x 10-* M

trace metal solution (see recipe below) |1 mL

vitamin solution (see recipe below) 0.5 mL ---

f/2 Trace Metal Solution
To prepare, begin with 950 mL of dH20, add the components and bring final volume to 1

liter with dH20. Autoclave. Note that the original medium (Guillard and Ryther 1962) used
ferric sequestrene; we have substituted Na2zEDTA - 2H20 and FeCls - 6 H20.
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PROVASOLI-GUILLARD

NCMA

Culturing Diversity

National Center for Marine Algae and Microbiota

\ Component Primary Stock Quantity  |Molar Concentration in Final
\ Solution Medium

FeCl3 6H20 3.15¢g 1.17x 105 M

NazEDTA 2H20 436¢g 1.17x105M

CuS04 5H20 9.8 g/L dH20 1 mL 3.93x108M

NazMo04 2H20 6.3 g/L dH20 1 mL 2.60x 108 M

ZnS04 7H20 22.0 g/L dH20 1 mL 7.65x 108 M

CoCl2 6H20 10.0 g/L dH20 1 mL 4.20x108M

MnClz 4H20 180.0 g/L dH20 1 mL 9.10x 107 M

f/2 Vitamin Solution

First, prepare primary stock solutions. To prepare final vitamin solution, begin with 950
mL of dH:20, dissolve the thiamine, add the amounts of the primary stocks as indicated in
the quantity column below, and bring final volume to 1 liter with dH20. At the NCMA we
autoclave to sterilize. Store in refrigerator or freezer.

| Component Primary Stock Quantity Molar Concentration in
\ Solution Final Medium
thiamine HCI (vit. B1) 200 mg 296x107M

biotin (vit. H) 0.1 g/L dH20 10 mL 2.05x10°M
cyanocobalamin (vit. B12) 1.0 g/L dH20 1 mL 3.69x1010M

Guillard, R.R.L. 1975. Culture of phytoplankton for feeding marine invertebrates. pp 26-
60. In Smith W.L. and Chanley M.H (Eds.) Culture of Marine Invertebrate Animals. Plenum

Press, New York, USA.

Guillard, R.R.L. and Ryther, J.H. 1962. Studies of marine planktonic diatoms. . Cyclotella
nana Hustedt and Detonula confervacea Cleve. Can. J. Microbiol. 8: 229-239.
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Influence de la matiére organique dissoute naturedl et d’herbicides, seuls et combinés,
sur des microalgues marines et d’eau douce.

Résumé: Les microalgues, qui sont & la base des réseapiidues aquatiques, peuvent étre la cible
indirecte des herbicides provenant des usage®griet urbains. Elles sont également en interaatiec
d'autres éléments de leur environnement comme l@Emeaorganique dissoute (MOD) naturelle, elle-
méme susceptible d'interagir avec les herbicideteGhése a visé a étudier, en milieu contréidluence

de la MOD naturelle sur la toxicité d’herbicides-givis de microalgues en cultures monospécifiqoes
axéniques. Ont été considérés de la MOD naturgliidiouce et marine, trois herbicides (irgaralrat

et S-métolachlore) seuls et en mélange, deux especmicroalgues dulcaquicolé€sofmphonema gracile

et Sohaerellopsis sp.) et deux especes marin€bggetoceros calcitrans et Tetraselmis suecica). Les effets
ont été déterminés sur la croissance, l'efficaplétosynthétique et le contenu relatif en lipides d
microalgues. En parallele, I'environnement chimicaeété caractérisé en suivant I'évolution de la
composition et des propriétés de la MOD, ainsidggeconcentrations d’herbicides et de leurs métebol
Les résultats de ces travaux, qui considerent laopiremiere fois la MOD naturelle dans sa globalité
interaction avec des microalgues et des herbicaf&siontrent le role clé joué par la MOD sur (i) la
stimulation de la croissance des quatre especaicdealgues (et en retour la modification de la M@HD
celles-ci), (i) la modulation de la toxicité desrbicides et suggéerent (i) la capacitéIdbaerelopss sp.
et/ou de ses bactéries associées de biodégratierds.

Mots clés : Microalgues, Matiére organique dissoute naturdif)D, Herbicides, Transformations
chimiques, Toxicité.

Influence of natural dissolved organic matter and krbicides, singly and in mixtures, on
marine and freshwater microalgae.

Abstract: Microalgae are at the basis of aquatic food weldsraay be the indirect target of herbicides
from agricultural and urban uses. They also intaséth other compounds from their environment sash
natural dissolved organic matter (DOM), which ctself interact with herbicides. This thesis aimed t
study, in laboratory controlled conditions, thduehce of natural DOM on herbicide toxicity to naialgae

by using monospecific, non-axenic cultures. Theedrpents included: natural freshwater and marine
DOM, three herbicides (irgarol, diuron and S-metiolar) singly and in mixtures, two freshwater
microalgae Gomphonema gracile and haerellopsis sp.) and two marine microalga€h@etoceros
calcitrans and Tetrasemis suecica). Effects were evaluated on microalgae growth, tggymthetic
efficiency and relative lipid content. At the sartime, changes in chemical environment over the
experiments were measured through DOM compositimhpgioperties, as well as the concentrations in
herbicides and their metabolites. The resultsisfutlork, which consider for the first time natut¥DM as

a whole, interacting with microalgae, their assecabacteria and herbicides, demonstrate the Key ro
played by DOM in (i) the growth stimulation of foomcroalgae (and in return the DOM changes induced
by microalgae), (ii) the modulation of herbicideitity and suggest (iii) the ability diphaerdlopsis sp.
and/or its associated bacteria to biodegrade diarnan-axenic conditions.

Keywords: Microalgae, Natural dissolved organic matter, DQMiérbicides, Chemical transformations,
Toxicity.
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