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I. Présentation de I’entreprise d’accueil

Le Laboratoire des Interactions Ecotoxicologie, Biodiversité, Ecosystémes (LIEBE), implanté a Metz et a
Thionville, a récemment fait 1’objet, avec deux autres laboratoires de Lorraine (LIMOS et LEM sur Nancy),

d’un regroupement sous le terme de LIEC (Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements Continentaux).

Cette nouvelle unité a pour but d’étendre davantage les connaissances et de pouvoir réaliser des projets
communs, dont les compétences de chacun sont nécessaires. En effet, I’ancien LIEBE, qui couvre cing
thématiques de recherches dont 1’étude du fonctionnement des écosystémes anthropisés va apporter de

nouvelles compétences en écotoxicologie a la nouvelle unité.

Leur objectif principal est donc d’étudier les différentes pressions anthropiques ainsi que leurs effets sur les
différents biotopes et de comprendre comment ces modifications affectent le fonctionnement des

écosystemes (LIEC, Février 2014).

II. Introduction

La Lorraine, région agricole trés active, produit de nombreux polluants; notamment des pesticides et
fertilisants. Les phénomenes de lessivage, d’infiltration, de ruissellement et de volatilisation des parcelles
agricoles (Tang et a/, 2012) ont généré des situations de pollutions diffuses des eaux de surface et des eaux
profondes. Pour limiter ces contaminations, de nouvelles législations environnementales ont ét€¢ mises en place.
Parmi elles, la Directive Cadre sur I'Eau ("DCE" 2000/60/CE), est une législation européenne qui vise a un
retour au bon état chimique et écologique des masses d'eau d'ici 2015. Elle fixe notamment les concentrations
maximales autorisées en pesticides dans les eaux brutes, avec un seuil de 0.1 pg.L™ pour chaque substance et

un seuil de 0.5 pg.L™" pour I'ensemble des pesticides et produits de dégradation retrouvés.

Pour atteindre les niveaux de qualité des eaux définis par la DCE il faut agir a deux niveaux. D'abord, réduire
les émissions et applications de molécules ; c’est I’objectif du plan Ecophyto 2018 qui vise une diminution
de 50% de l'utilisation des pesticides d'ici 2018 ; et ensuite, limiter les flux de polluants pouvant atteindre les
cours d'eau et les nappes phréatiques. Pour ce dernier point, la Politique Agricole Commune (PAC, 2005) par
exemple, prone la mise en place de "Bandes Enherbées", ne recevant aucun traitement phytosanitaire. Ces
zones tampon forment un espace limitant la dérive directe des brouillards d'épandage dans les cours d'eau et

permettent la rétention et la dégradation des composés présents dans les eaux de ruissellement.

Cependant, malgré ces nouvelles législations les cours d'eau continuent de recevoir des contaminants
(notamment en Lorraine, ou les champs sont souvent drainés, supprimant ainsi toute fonction aux bandes
enherbées), de plus, trés peu de solutions ne sont proposées pour les cours d'eaux déja pollués. C’est
pourquoi il est nécessaire d'étudier les impacts des polluants sur les écosystémes aquatiques, de maniére a
comprendre et méme prédire les conséquences des contaminations, et afin de pouvoir proposer des solutions

de remédiation adéquates.

C'est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de recherche, faisant partie du programme "Myri-aide" financé

par I'ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de 1’environnement et du travail),



dont l'objectif est d'étudier les impacts de pesticides retrouvés dans les cours d'eau, sur une plante aquatique
trés répandue : Myriophyllum spicatum. Cependant, afin de tenir compte de la complexité des pollutions
agricoles, I'impact des pesticides sera étudié¢ en présence de différentes doses de nitrates. Les pesticides
choisis, au nombre de trois étaient de deux types différents : deux herbicides organiques, l'isoproturon (IPU)
et le mésosulfuron-méthyle (MSM) ; et un €lément trace métallique, le cuivre (Cu), utilisé comme fongicide,
dans certains produits phytosanitaires. Le choix du modéle d'étude, des pesticides ainsi que 1'intérét de tenir

compte de la dose de nitrate dans les études écotoxicologiques, seront détaillés dans la partie ci-dessous.

III.Etat de ’art

1. Myriophyllum spicatum un nouveau modéle d'étude pertinent

a. Les macrophytes : un compartiment clé dans I'étude des écosystemes
Au sein des écosystémes, les macrophytes, a l'instar des autres organismes photosynthétiques sont les
premiers impactés par les contaminations. En tant qu'organismes sessiles et par les flux d'absorption qu'ils
mettent en place, ils sont en effet en contact direct avec les contaminants présents dans les eaux et les
sédiments. Or, de par leur fonction de producteurs primaires, leur role dans les cycles biogéochimiques, dans
la production de matiére organiques et d'oxygene, ainsi que par les sources de nourriture, d'habitat et/ou de
substrat qu'elles offrent, ces macrophytes constituent un compartiment clé du fonctionnement des
¢cosystemes (Carpenter et Lodge, 1986). L'étude de leurs réponses aux situations de contaminations
environnementales multiples et complexes (pesticides + nitrates) constitue donc une étape importante dans

l'analyse des effets des polluants au niveau écosystémique (Coutris et a/, 2011).

b. Intéréts de M. spicatum
L'évaluation de la toxicité des pesticides en milieu aquatique s'est longtemps cantonnée a deux types
d'organismes : les microalgues vertes (comme Pseudokirchneriella subcapitata), des organismes
unicellulaires ; et plus récemment aux Lentilles d'eau du genre Lemna (Lemna minor, Lemna gibba), des
macrophytes flottantes, ayant des caractéristiques morphologiques et physiologiques bien différentes de
celles des algues (Turgut et Fomin, 2002). Cependant, ces deux types d'organismes ne sont pas représentatifs
de I'ensemble des organismes photosynthétiques, et notamment des végétaux supérieurs, plus complexes

(Vervliet-Sheebaum et al, 2006).

En effet, parmi les plantes supérieures, dont font partie les macrophytes, il existe deux groupes: les
monocotylédones (auquel appartient le genre Lemna) et les dicotylédones ; chacun possédant des caractéristiques
propres. Or, dans un souci de sélectivité et d'efficacité, beaucoup d'herbicides sont spécifiques de tel ou tel
groupe. Donc, évaluer l'impact dun herbicide spécifique des dicotylédones avec uniquement une
monocotylédone (ou encore plus difficilement : une algue unicellulaire) semble peu fiable. De plus, les Lentilles
d'eau étant flottantes, elles, ne permettent de tester que les polluants dissous dans la colonne d'eau, et pas ceux
contenus dans les sédiments. C'est pourquoi le Myriophylles en épi (Myriophyllum spicatum), en tant que
macrophytes dicotylédones enracinée dans le sédiment, a donc été proposée a I’OCDE (Organisation de

Coopération et de Développement Economiques) comme nouvel organisme test (Federal Environment Agency
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(UBA), Mars 2014 ; Communication personnelle du Plant Advisory Group (PAG) SETAC 2014). Par ailleurs,
ces plantes, largement retrouvées dans les cours d'eau de par le monde (Smith et a/, 2002), ont I'avantage : (i)
d'avoir une croissance et une reproduction asexuée efficaces, permettant une culture et une multiplication en
laboratoire aisées ; et (ii) d'étre capables d'absorber leurs nutriments par leurs racines aussi bien que par leurs
feuilles, autorisant des tests avec sédiments, aussi bien avec que sans, sans risques de carence (Shengrui Wang et
al, 2009). Enfin, M. spicatum produit de grandes quantités de composés allélochimiques, a activité inhibitrice du
développement des autres organismes photosynthétiques et des herbivores (Gross et al, 1996). Ces molécules,
responsables des interactions de la plante avec d'autres compartiments de 'écosystéme, constituent un parameétre
intéressant dans le cas des tests écotoxicologiques (Salminen et Karonen, 2011). De ce fait, leur mesure donne
des indications de "qualité" de la ressource, qui complétent les indications de "quantité" obtenues avec la

croissance (parametre largement et presque exclusivement utilisé dans les tests écotoxicologiques normalisés).

2. Effet des pesticides étudiés sur les Myriophylles

a. Choix des pesticides
Le choix des pesticides de cette étude a été aiguillé par un précédent test, également intégré au projet "Myri-
aide", qui s'intéressait a trois herbicides : I’isoproturon (IPU), le mésosulfuron-méthyle (MSM) et le flufenacet.
Ces herbicides ont été sélectionnés car ils ont été retrouvés dans plusieurs spots de prélévement en Lorraine en
quantités non négligeables, et parce qu'ils ont des modes d'action différents. Cependant, le flufenacet, qui ne
présentait pas de grands effets toxiques sur M. spicatum en sédiments, en raison d'une dégradation trés rapide
(Traore et al, 2013), n’a pas été gardé dans cette seconde partie du projet et a été remplacé par le cuivre (sous
forme de CuSQ,). En effet, bien qu’il s’agisse d’un polluant minéral, le cuivre correspond a la molécule active
d’un grand nombre de fongicides (Delmail et a/, 2011 ; Jackobson et a/, 2005), tels que I’oxyde de cuivre,
I’acétate de cuivre II, le carbonate de cuivre II, le chlorure de cuivre 11, le sulfate de cuivre etc... (Université of
Hertfordshire, Mars 2014) Ce dernier est l'ingrédient de la fameuse Bouillie Bordelaise, une préparation
autorisée méme en agriculture biologique, donc largement appliquée. C'est pourquoi, le Cu peut donc étre

considéré comme biocide, au méme titre que les deux autres molécules étudiées : [PU et MSM.

Ainsi, en raison de leurs différents modes d’action, de leurs différentes cibles agricoles, et de leur présence
sur la région Lorraine mais aussi sur le territoire frangais, ces trois polluants constituent un ensemble réaliste,

intéressant a étudier.

b. L’isoproturon (IPU)

i. Présentation du polluant

L’IPU est un herbicide appartenant a la famille des Urées,

Isoproturon : C,HsN,O
ayant pour formule chimique C,H;sN,O et dont la structure e

O
est donnée a la Figure 1 (Université of Hertfordshire, Mars ﬂ
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2014). Cette molécule active qui est utilisée en France dans | | il
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différentes spécialités commerciales, telles que : Alpha IPU
Figure 1 : Structure de la molécule d'IPU
500, Alpha Isoproturon, Ingot, Protugan, Tolugan Extra, etc ; (Université of Hertfordshire, Mars 2014)



inhibe la photosynthése, en bloquant le transfert des électrons au niveau du photosystéme II (PS II)
(Université of Hertfordshire, Mars 2014) ; Knauert et a/, 2010). Souvent appliqué dans les cultures
céréalieres (blé, orge, seigle, triticale) ou encore dans les cultures porte graines mineures (ex : radis, fétuque
¢levée, fétuque des prés, brome et ray-grass) (Ministere de I’ Agriculture et de I’ Agroalimentaire, Mars 2014)

I’IPU est largement retrouvé dans I’environnement, et notamment en Lorraine.

ii. [Effets et résistances connus sur les Myriophylles
L’étude de Mohr et a/ (2013) expose les effets de I'IPU sur M. spicatum, dans le milieu de croissance Andrews
modifié (ajout de 3 % de saccharose). L.’ Annexe I présente les résultats des CEs, (concentration ayant un effet

inhibant 50 % de la croissance des plantes) obtenus apres 14 jours d’exposition, sur différents paramétres.

Cette étude montre que les CEsy de I'IPU sur M. spicatum varient entre 222 et 530 ug/L. Cependant, les
parametres mesurés ne concernent que des parametres de croissance, donc des parametres qui répondent
tardivement, et sont souvent moins sensibles que des parameétres plus en amont tels que, les parameétres
physiologiques, métaboliques, ou moléculaires. Il serait donc intéressant d'étudier les effets de ce polluant
sur ce type de paramétres, et de comparer les CEsy. En effet, la molécule inhibant la photosynthése, des

mesures de chlorophylles et/ou d'activité photosynthétique auraient été intéressantes.

En effet, Knauert et a/ (2010) ont mesuré 1’effet de I’IPU a une concentration de 14 ug/L sur 1’activité
photosynthétique et les taux de croissance en longueur de trois espéces de macrophytes, dont M. spicatum.
Les résultats, présentés en Annexe 2, montrent que M. spicatum est la plus sensible des trois especes testées,
avec une inhibition de 1’activité photosynthétique allant jusque 50 % du contréle. Néanmoins le macrophyte
semble présenter une tolérance au polluant puisqu’aprés 5 jours de traitement, I’activité photosynthétique
reprend jusqu’a atteindre une activité supérieure a celle du témoin aprés 12 jours de traitement. Enfin, dans
cette étude, le taux de croissance en longueur (RGRy) de M. spicatum n’a pas été affecté (Knauert et al,
2010). Ce résultat confirme bien que les paramétres de croissance, comme la longueur de la tige principale,

peuvent-&tre moins sensibles que les parametres physiologiques.

¢. Le mésosulfuron-méthyle (MSM)
i.  Présentation du polluant
Le MSM (C7H,NsOyS,) (Figure 2) est également

Mésosulfuron-méthyle : C,7;H,;N504S,

un herbicide, mais de la famille des Sulfonylurées,
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Hertfordshire, Mars 2014) et est généralement appliquée sur les cultures céréalicres de type blé dur et tendre
d’hiver et de printemps, seigle et triticale (toutes les monocotylédones) (Ministere de 1’Agriculture et de
I’ Agroalimentaire, Mars 2014) dans le but de contrdler les adventices, souvent dicotylédones (Cedergreen et a/,
2004). Enfin, tout comme pour I’IPU, au vu de sa large utilisation, cette molécule est retrouvée au niveau

régional (Lorraine), aussi bien que national (4nnexe 3).

ii. [Effets et résistances connues sur le Myriophylle
La famille des Sulfonylurées regroupe un grand nombre de molécules ayant la méme structure de base que le
MSM, et notamment le metsulfuron-méthyle dont la structure est présentée en Annexe4. En effet, cette
molécule présente le méme mode d’action que ce dernier, c’est pourquoi une extrapolation biliographique a
partir du metsulfuron-méthyle a été possible. Quelques études se sont déja intéressées a I’effet du
metsulfuron-méthyle sur M. spicatum ou M. aquaticum (Turgut et Fomin, 2002). Bien que des différences de
conditionnement soient observables entre les publications : espéces testées, milieux de culture, paramétres
mesurés, les résultats montrent une forte toxicité du metsulfuron-méthyle, avec une CEs, variant entre 0.29 et

4 nug/L (Annexe 5).

Cependant, cette méme étude Turgut et Fomin (2002), d’autres Sulfonyluréa avec des structures similaires au
MSM (C;7H,1N504S,) ont été étudiés : thifensulfuron-méthyl (C,,H;3N50¢S,) et rimsulfuron (C,4H,7N50,S;).
Bien que ces trois herbicides soient de la méme famille et bien qu’ils soient chimiquement proches, les CEs
sur M. aquaticum différent beaucoup, et ce, notamment entre le metsulfuron-méthyle et le rimsulfuron (ex :
CEso longueur des tiges = 4 ug/L avec le metsulfuron-Me, = 11 pug/L avec le thifensulfuron-Me ; =
1498 ug/L avec rimsulfuron) (Annexe 6). Ainsi, ces résultats de toxicité avec le metsulfuron-méthyle, malgré
qu'ils constituent une bonne piste pour la toxicité du MSM, sont relativisés : des molécules similaires

peuvent induire des toxicités bien différentes.

d. Le cuivre (Cu)
i.  Présentation du polluant
Enfin, le cuivre est la molécule active d’un certain nombre de fongicides, comme cités précédemment (cf
2.a.). En tant que cofacteur de plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme des glucides, de I’azote, et
de la paroi cellulaire, le cuivre est un métal essentiel, qui, comme tout oligonutriment qui doit étre présent en
faibles quantités pour une croissance optimale des plantes. Cependant, comme tout métal, a forte dose, le
cuivre devient toxique pour la plante, et agit en modifiant la perméabilit¢ de sa membrane, les activités
enzymatiques, la photosynthése, et les processus respiratoire, induisant une sénescence du macrophyte
Delmail et al/, 2011. Le sulfate de cuivre pentahydrate (CuSO,4, SH,0) est I'ingrédient principal des mélanges
de Bouillie Bordelaise et, en France, est généralement appliqué sur les arbres fruitiers (abricotier, olivier,
cerisier, pécher, poirier...), les Iégumes (pommes de terre, tomates...), mais surtout sur les vignes (Ministere
de I’Agriculture et de I’ Agroalimentaire, Mars 2014). Ainsi, au vu de son utilisation cette molécule est, a

l'instar des deux herbicides, retrouvée partout en France et notamment en Lorraine (Annexe 3).



ii. Effets et résistances connus sur les Myriophylles
L’étude de Delmail et a/ (2011), montre les effets du sulfate de cuivre (CuSQy) sur M. alterniflorum, dans le
milieu nutritif Murashige et Skoog modifié. Le détail des effets du cuivre sur différents paramétres de la plante, a
la suite d’une exposition de 27 jours (résultats également donnés a 15 jours d’exposition) et a une concentration
de 100 pg/L, sont visibles dans 1'dnnexe 74 Tout d’abord, la croissance est inhibée, et notamment : la longueur
de la tige principale (~ 27%) et la longueur totale des ramifications (~ 48 %). Les résultats physiologiques
montrent que les teneurs en chlorophylles ainsi que les caroténoides ont Iégérement diminué entre les plantes

témoins et les plantes traitées au cuivre, mais pas de maniére significative (4nnexe 7B).

De la méme fagon, Caillat (2014) ont également montré les inhibitions de croissance sur M. aquaticum, avec
une CEsy de 36.6 pg/L sur le paramétre « taux de croissance en biomasse » et une CEs, de 24.5 ug/L sur le

paramétre « taille des racines ».

3. Effets du stress nitrate sur les macrophytes
Les cours d'eau constituants des points de convergence de l'ensemble des pollutions anthropiques, les
pesticides mais également les fertilisants se retrouvent et forment des mélanges complexes pouvant impacter

les milieux aquatiques.

a. Alimentation azotée : entre carence et exces
Toutes les plantes, qu'elles soient aquatiques ou terrestres, ont besoin pour se développer d'apports de
nutriments : micro- et macroéléments. Tous ont un réle dans la croissance et la physiologie des végétaux
(Annexe 8). Les macro-éléments sont indispensables a la plante pour sa croissance, et sont présents en
grandes quantités, alors que les micro éléments, présents en petites quantités, sont moins indispensables,
mais permettent une croissance optimale des végétaux. Cependant, d’aprés la Loi de Liebig : une carence en
un minéral empéche I’absorption des autres minéraux ; il est donc primordial que la plante regoive un apport

équilibré de chaque élément, sous peine de voir son développement altéré (Hopkins, 2003).

L’azote (N) et le phosphore (P) sont les nutriments limitant le plus la croissance des plantes aquatiques et la
production primaire des systémes aquatiques (Bian et a/, 2013). En effet, le N et le P sont indispensables a la
croissance, du fait qu’ils correspondent aux principaux constituants des protéines essentielles a la vie. La
stoechiométrie écologique, qui est définie comme 1’équilibre de plusieurs substances chimiques en interactions
¢cologiques et leurs processus, ou comme 1’étude de cet équilibre (Sterner et Elser, 2002), peut étre modifiée.
En effet, le ratio N:P du milieu peut varier sous la pression des nitrates et donc entrainer un stress chez les
organismes (Lei et Lu, 2011). Fulton et a/ (2009) et Bian et a/ (2013) ont montré que la croissance de Lemna
gibba était limitée lorsque le ratio molaire N:P était inférieur a 16. Par ailleurs, ils ont remarqué que le nombre
de frondes ainsi que le taux de croissance des lentilles d’eau diminuaient de maniére significative en cas d'exces
d’azote ou de carence en phosphore (ratio N:P > 22). Parallélement, Huang et a/ (2013) ont démontré qu’au-
dela de 4 mM d’ammonium, le taux de croissance de Lemna minor ainsi que leurs teneurs en chlorophylles et

caroténoides diminuaient par rapport a des teneurs plus faibles en ammonium.



b. Interactions avec les pesticides
Cedergreen et a/ (2004) et Vervliet-Sheebaum et a/ (2006), ont montré que des modifications des conditions
d’essai, telles que le milieu de culture, pouvaient conduire, dépendamment des paramétres analysés, a de
grandes différences de résultats. Ces études ont en effet montré que les modifications des nutriments du
milieu pouvait influencer la toxicité des herbicides, et dans le cas de Cedergreen et a/ (2004), du
metsulfuron-méthyle. La principale cause dans la différence de sensibilité des especes aux herbicides réside
dans les différences de métabolismes des plantes. La source de carbone (CO, ou HCOy), et les éléments
nutritifs et notamment azoté (NH, ", NO;™ ou N,) utilisés par la plante affectent la perméabilité des feuilles, le
pH proche des racines et de la couche limite des feuilles, et les voies métaboliques des plantes ; modifiant

leur sensibilité aux polluants (Cedergreen et al, 2004).

IV. Objectifs de I’étude

Cette étude a pour vocation d’étudier les impacts de I’I[PU, du MSM et du Cu, de maniére indépendante dans
un premier temps, sur le futur organisme modéle de I'OCDE qu'est M. spicatum ; en fonction de la dose de

nitrates présents dans le milieu.

Des courbes dose-réponses ont été réalisées pour chaque polluant, dans des milieux avec plus ou moins de
nitrates : un milieu avec une dose de nitrate et donc un ratio N:P moyen (Ventura et a/, 2008), et un milieu
avec une dose é€levée. Les tests ont été réalisés en conditions axéniques, afin d’éviter toute intrusion de

pathogene, ou de microalgues susceptibles de perturber les réponses de la plante (Knauer et a/, 2008).

Ce travail de recherche utilise une approche multiparamétrique intégrant aussi bien des paramétres de
croissance (classiquement utilisés en écotoxicologie) que des parametres physiologiques et métaboliques,
afin de proposer des résultats plus intégrés a l'échelle de l'organisme et de I'écosystéme. Il s'agit de la
premiére étude combinant le stress pesticide a 1’état nutritionnel du milieu (dose de nitrates), tout en

proposant pour cela une approche multiparamétrique.

V. Matériels et méthodes

1. Matériel végétal et conditions de culture
Les expérimentations menées ont été¢ réalisées sur le macrophyte submergé Myriophyllum spicatum ou
Myriophylle en épi, plante aquatique présente en Europe, Asie, et Afrique du Nord, de la famille des
Haloragaceae (Muller et a/, 1997).

Des plantules de M.spicatum ont été cultivées en conditions axéniques, dans un milieu Murashige and Skoog
(MS) modifié (Murashige et Skoog, 1962), avec un ratio N:P de 25:1 (sous-forme de NO; et KH,PO,), dans
une enceinte thermostatée avec une photopériode : 16 h jour (22°C) et 8 h nuit (20°C) et avec une intensité

lumineuse maximum de 140 pE/m?%'s PAR.



2. Modalités de traitement
Quel que soit le polluant, les publications montrent que selon le paramétre mesuré (paramétres de
croissance : racine, tige, poids...; paramétres physiologiques : chlorophylle, caroténoides...) la toxicité
différe grandement (Art et a/, 2008). C’est donc dans le but de pouvoir comparer la toxicité des trois produits
phytosanitaires sélectionnés, qu'une gamme de concentrations assez large, de 0 a 1000 pg/L, et commune

aux trois polluants a été choisie (Tableau 1).

Tableau 1 : Gamme de concentrations des trois pesticides

Témoin 1 2 3 4 5 6
0,05 0,5 5 50 500 1000

Concentration
Gamme (ug/L) 0

Chaque concentration de chaque pesticide a été réalisée en triplicat, et ce pour les deux milieux de culture
testés. Le milieu avec un ratio N:P de 25:1 correspond au rapport steechiométrique moyen de
I’environnement Ventura et a/ (2008) ; tandis que le milieu avec un ratio N:P de 100:1, refléte un
environnement fortement concentré en azote (sous forme nitrate). Les caractéristiques des deux milieux ont

été détaillées en Annexes 9 et 10.

Pour cela, des apex coupés a 2 cm a l'aide d'un scalpel ont été placés dans du milieu exempt de
contamination pendant 5 jours, pour permettre la cicatrisation. Une partie était dans un milieu MS modifié

avec un ratio molaire N:P de 25:1 ; alors que l'autre partie était dans un milieu avec un ratio de 100:1.

Au terme de ce laps de temps, les apex ont été transférés dans des flacons de culture cellulaire (4 apex par
flacon) contenant les différents milieux a tester (a 25:1 ou 100:1), puis 150 uL de solution stock de polluant
ont été ajoutés par flacon (Figure 3). Il est a noter, que pour des problémes de solubilités de polluants
(Annexe 11), I’'IPU et le MSM ont été dissous dans du méthanol pur, tandis que le cuivre a été préparé dans

de I’eau MQ ; ¢’est pourquoi deux témoins ont été réalisés : un témoin eau et un témoin méthanol.

L’expérimentation a été réalisée dans des flacons de culture de 75 cm? (250 mL) pendant 14 jours (durée de

I’exposition) ; avec un renouvellement du milieu & 7 jours.

Pour un milieu nutritif testé

3 flacons témeoins eau +
3 flacons témoins
méthanol

18 flacons avec de
I’isoproturon :
3 réplicats par
concentration

(0.05a 1000 ng/L)

18 flacons avec du

mésosulfuron-méthyle :

3 réplicats par
concentration
(0.05 a 1000 pg/L)

18 flacons avec du CuSQy,
5H20 :
3 réplicats par
concentration
(0.05 a 1000 pg/L)

Figure 3 : modalités de traitements du test de toxicité




3. Mesures de croissances
A l’arrét du traitement, les plantes ont été rincées pendant 5 min dans une solution de CaCl, (5 mM), afin
d’éliminer les polluants éventuellement adsorbés sur les plantes, puis quelques secondes dans de 1’eau MQ
afin d’éliminer les résidus de CaCl,. Chaque plantule a ensuite ét¢ mesurée et photographiée. Les plantes ont
été pesées (masse fraiche, MF) puis congelées dans I’azote liquide. Apres cryolyophilisation les plantes ont
de nouveau été pesées afin d'obtenir la masse séche (MS). Ainsi, la croissance a pu étre déterminée de deux
facons différentes : en longueur et en biomasse. Les taux de croissance sont donnés par le Relative Growth

Rate (RGR) selon les formules suivantes :

__In(longueur a T;)—In(longueur a Ty) __In(masse séche a T;)—In(masse séche a Ty)

RGR py =

nombre de jours nombre de jours

RGR |

4. Analyses physiologiques
a. Extraction et quantification des pigments
Les plantes lyophilisées ont été broyées mécaniquement a 1’aide d’un broyeur a bille (Mini-Mill

PULVERISETTE 23, Fritsch) pendant 2 min a 30 hertz, de facon a obtenir une poudre fine et homogene.

Environ 0.5 mg de chaque poudre ont été pesés dans des Eppendorfs pour le dosage de la chlorophylle
totale(Chl) et des caroténoides totaux (Car) ; et, entre 1 et 2 mg pour le dosage des anthocyanes (Aty). 1 mL
de solvant d’extraction, acétone et Tris-HCI 0.1 M 8/2 [v/v] pH 7.8 pour la chlorophylle et les caroténoides
d’une part ; méthanol, H,O, et HCI 37% 80/20/1 [v/v/v] pour les anthocyanes d’autre part, a ét¢ ajouté dans
chaque Eppendorf. Apres agitation, & /’Eppendorf Thermomixer Comfort, dans 1’obscurité, pendant 2h a
16°C et 1200 rpm, et centrifugation pendant 10 min a 13000 rpm a 16°C (Eppendorf Centrifuge 5430 / 5430
R ; rotor FA-45-24-11-HS), 800 pL de surnageant de chaque échantillon ont été prélevés pour réaliser les
mesures d’absorbance au spectrophotometre Varian Cary 50 Bio UV / Visible Spectrophotometer, a 470, 664
et 647 nm pour la Chl et les Car, et a 532 et 653 nm pour les Aty.

Les concentrations en pigments photosynthétiques ont été obtenues via les équations de (Lichtenthaler and

Wellburn, 1983) en Annexe 12

b. Extraction et quantification des polyphénols
De la méme maniére que pour les pigments, 10 mg de poudre de Myriophylles ont été pesés. 1 mL de solvant
d’extraction (acétone/eau MQ 50/50 [v/v]) a été ajouté a la poudre. Les échantillons ont ensuite été passés au

thermomixer pendant 2 h a 1200 rpm puis centrifugés 10 min a 13000 rpm et 16°C.

Dans un tube a hémolyse en verre ont ét¢ déposés : 10 pL d’extrait, 2000 puL. d’eau MQ, 300 pL d'une
solution de Na,COj; saturée, et 100 puL de réactif Folin-Ciocalteu 2N, en triplicata. Aprés 30 min de repos,
permettant a la coloration bleue de se développer, les absorbances ont ét¢ mesurées au spectrophotomeétre a
750 nm. La quantit¢ de composés phénoliques a été déterminée & partir de 1’équation de la courbe de

calibration obtenue grace a une solution d'acide tannique.



¢. Dosage des C/N des plantes
Entre 1,5 et 2 mg de poudre de Myriophylles ont été pesés dans des capsules en étain qui ont ensuite été
pliées. De la méme facon a été réalisée une gamme EDTA pour I’étalonnage. Le dosage a été réalisé par M.
Philippe Rousselle via I’analyseur ¢lémentaire Carlo-ERBA Na 2100 CE instrument. Cette technique permet
le dosage simultané du carbone et de 1’azote, et consiste en un brillage a haute température permettant la

libération de gaz C et N pouvant étre mesurés via une spectrométrie gazeuse.

d. Dosage du P des plantes
Environ 1 mg de chaque poudre a été pes¢ directement dans des tubes en verres préalablement lavés a 1'acide
(HCI 1%) afin d'éliminer les éventuelles traces de phosphore. Le dosage a été réalisé dans des conditions
alcalines, pour cela, 6,62 mL d’eau MQ, 2,38 mL de persulfate de sodium Na,S,0g (a 125 g/L), ainsi que
1 mL de NaOH 1N ont été ajoutés dans chaque tube. Ces derniers ont ensuite été mis a 1’autoclave pendant

2 h, a 120 °C, pour la digestion de la matiere organique.

Les analyses ont ensuite été effectuées a 1’analyseur Konelab 420-XTi (Thermofischer), avec des mesures
d’absorbance a 880 nm a 9 min 30 s, 10 min, et 10 min 30 s, via un transvasement dans des cuves et I’ajout
de réactif combiné (acide sulfurique H,SO, 15% (v/v) 1,84 g/L + tartrate de potassium et d’antimoine
K(SbO)C,H4060,5H,0 2,8 g/L + molybdate d’ammonium (NH;)6Mo,0,,4H,0 40 g/L) et d’acide
ascorbique 20 g/L. Une gamme étalon a ¢également été réalisée a partir d’une solution de
dihydrogénophosphate de potassium KH,PO,. L’équation de la droite d’étalonnage obtenue a permis le

calcul des doses de P présentes dans les échantillons.

5. Mesures des concentrations en pesticides

a. L’isoproturon et le mésosulfuron-méthyle
Le dosage des molécules organiques de pesticides (IPU et MSM) a été réalisé par Chromatographie Liquide
d'Ultra Haute Performance (CLUP) (U3000-Dionex) par M. David Billet sur le site des Aiguillettes. Les
échantillons ont été purifiés au moyen d’une cartouche SPE (Oasis HLB 25 um ; 2.1x20 mm Waters). Par la
suite, 500 pL de solution passent au travers de la colonne Kinetex (Phenomenex ; C18 2,6 um ; 4.6x100 m)
a 333 pL/min ; grace a une phase mobile (initialement 60 % d’acétonitrile + 40 % d’eau acidifiée) utilisée en
mode « élution graduée ». Les molécules sont éluées en fonction de leur hydrophobicité (5.6 min pour I’IPU
et 5.8 min pour le MSM) et détectées par un détecteur a barettes a diodes a 230 nm. La limite de détection

minimale de I’appareil est de 5 pg/L.

b. Le cuivre
Les échantillons de milieux nutritifs contenant le cuivre seront analysés par M. Philippe Rousselle sur le site
Bridoux, en Spectrométrie d’Absorption Atomique (SAA) (Perkin-Elmer, modele AAnalyst 100) aprés

acidification a 1 % avec de I’acide nitrique a 69 %.
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6. Analyses statistiques
Les données présentées sont les moyennes des triplicats de chaque condition, En raison du petit
nombre de réplicats, c'est la SEM (Standard Error of Mean) qui a été associée aux moyennes et non
les SD (Standard Deviation). Suite aux tests Shapiro vérifiant la normalité des tests, les tests de

comparaison de moyenne ont été réalisés grace a des tests ANOVA a deux facteurs et les différences

significatives ont été obtenues via des tests de Bonferroni, sur le logiciel Sigma-Plot 11.

VI. Résultats

Le récapitulatif des données statistiques sont présentées en Annexe 13

1. Concentrations en pesticides
Les premiéres mesures de concentrations des herbicides (IPU et MSM) réalisées a 7 jours ont montré que les
concentrations étaient bien dans la gamme de + 20 % de la concentration initialement ciblée (a I’exception
de la concentration 1000 ug/L a T; et la concentration 50 pug/L a T, lors du renouvellement de milieu, de
I’IPU du milieu 25:1) (Annexe 14). Il n’y a donc pas eu de dégradation importante des pesticides ; I’intervalle
de + 20 % de la concentration a été respecté pendant toute la durée du test, en raison d’un renouvellement

des milieux aprés 7 jours d’exposition.

En raison d’un grand nombre d’analyses a réaliser, les mesures des concentrations en cuivre dans les milieux
sont en cours d’analyse. Malgré tout, le cuivre étant un métal lourd, ses concentrations sont beaucoup plus

stables que celles des pesticides susceptibles d’étre dégradés.

2. Isoproturon (IPU)

a. Mesures de croissance

Les taux de croissance en biomasse séche (RGRpy) et 0.08

en longueur (RGRy) ont été¢ déterminés pour chaque 0.06 -

milieu de culture : N:P 25:1 et N:P 100:1 . Les deux

parametres évoluant de fagcon similaire, seules les E 0

données pour du RGRpy sont présentées Figure 4 ?_:5 0.02 1

(RGRy est en Annexe 15). Sans polluant, seul le taux 0,00

de croissance est différent selon le milieu. 002 { @ 251
En présence d’IPU, le taux de croissance décroit avec 0.04 0 1001

0 005 05 5 50 500 1000
IPU [pg/L]

Figure 4 : Courbes dose-réponse du taux de croissance

des doses croissantes de polluant (mais surtout a
partir de 50 ug/L), et ce pour les deux milieux de
culture : inhibitions moyennes de 84.94 % et de 83.89 ;. . Jos M. spicatum en contact avec I'IPU ; pour
% par rapport aux témoins, respectivement pour les les deux milieux de culture (25:1 et 100:1)
milicux 25:1 et 100:1. De plus, les taux de croissance étaient toujours inférieurs avec le milieu N:P 100:1,

mais il n’y a pas d’interaction significative entre les deux facteurs. Enfin, les valeurs négatives pour la
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concentration 1000 pg/L avec le milieu 100:1 signalent une mort des plantes ; résultat qui n’est pas retrouvé

sur les plantes du milieu 25:1.

b. Mesures des pigments : chlorophylles, caroténoides et anthocyanes
Les teneurs en chlorophylles totales (a+b), en caroténoides et en anthocyanes ont ét€¢ mesurées dans les plantules
de M. spicatum (Figure 5). Les teneurs en caroténoides présentant les mémes variations que les chlorophylles
totales, seuls les résultats de ces derniéres sont présentés (caroténoides en Annexe 15) De fagon générale, les

teneurs en pigments sans herbicides sont plus importantes dans le milieu 25:1 que dans le milieu 100:1.

En présence d’IPU, une augmentation nette de la teneur en pigments photosynthétiques et en anthocyanes a
été observée pour les deux milieux. Le maximum en pigments est atteint, pour le milieu 25:1 a la
concentration 1000 pg/L. pour les chlorophylles et caroténoides (augmentations respectives de 124et de
112 % des témoins), tandis que pour les anthocyanes le pic se trouve a la concentration 50 pg/L
(augmentation de 60 % du témoin) puis s’ensuit une diminution des teneurs. Pour le milieu 100:1 le
maximum est atteint & la concentration 500 pg/L, pour les trois pigments; avec des augmentations
maximales de 186 %, de 91 % et de 47 % des témoins, respectivement pour les chlorophylles, les
caroténoides et les anthocyanes. Pour ce méme milieu, au-dela de 500 pg/L, les teneurs en pigments chutent
a des valeurs inférieures aux témoins, traduisant la mort des plantes a cette concentration. Tout comme pour
les témoins les plantes du milieu 25:1 présentent des concentrations en pigments plus élevées que celles du
milieu 100:1 ; avec une différence moyenne de 35 % pour les chlorophylles et de 33 % pour les caroténoides

et de 22 % pour les anthocyanes.

20 18
184 @ 251 — @ 25:1
: = 16 -
= © 100:1 a -©-100:1
= 16 (=)
= 14 ] £ 14 1
£ =
21 0 1.2
o K=
+ 10 1 % 10
< g - o
© £
6 4 £ 081
4 0.6

0 005 05 5 50 500 1000 0 005 05 5 50 500 1000
IPU [uglL] IPU [uglL]

Figure 5 : Courbes dose-réponse des pigments (chlorophylles totales et anthocyanes) des M. spicatum
en contact avec lI'lPU ; pour les deux milieux de culture (25:1 et 100:1)

¢. Mesures du contenu en polyphénols totaux (TPC)
Les contenus en polyphénols totaux (TPC) des plantules de M. spicatum dans les deux milieux de culture ont
été mesurés (Figure 6). Ce parametre, a l'instar des précédents, montre une différence significative des TPC

dans les témoins selon le milieu, avec des valeurs plus importantes de 27 % pour le milieu 25:1.
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Les teneurs en TPC du milieu 25:1 varient peu 100

(autour de 75 pg/mg MS), a I’exception du 90 -

TPC a la concentration de 5 ug/L d’IPU qui = 80 A

descend a 65 pg/mg MS. A contrario dans le ?ED 70 -

milieu 100:1, les teneurs en TPC augmentent g 60 -

petit & petit avec la dose de polluant jusque 50 E 50 A

pg/L, augmentent fortement a 500 pg/L puis 40 @ 25:1

chutent brutalement a 1000 pg/L. en raison de 30 0 10011 . . . . :
la mort des plantes pour cette concentration. 0 005 05 5 50 500 1000
Enfin, aux concentrations 5 et 500 pg/L IPU [ugl/L]

Figure 6 : Courbes dose-réponse des TPC des M. spicatum en

dTPU, la différence de milieu n’est pas
’ P contact avec I'IPU ; pour les deux milieux de culture (25:1 et 100:1)

significative sur les résultats de TPC.

d. Mesures des nutriments dans les plantes

Les ratios molaires steechiométriques C:N, C:P et N:P 18

des plantules ont été calculés a partir des pourcentages

¢lémentaires de C, N et P. De maniére générale, les ° 161

ratios C:P et N:P (4nnexe 15) sont stables pour des g 14 1

doses croissantes de polluant, excepté pour la plus forte c_é

dose dans le milieu 100:1. Dans cette condition, les 5 127

plantules étant mortes, les contenus en P ont fortement 101 o 251

chuté, augmentant les ratios. En ce qui concerne les @ 100:1

ratios C:N, ils diminuent pour les deux milieux avec des 8 0 0.'05 0:5 5 5'0 560 1 0'00
doses croissantes d'IPU (diminution de 37 % et de 40 % IPU [ug/L]

respectivement pour les milieux 25:1 et 100:1 entre la Figure 7 : Courbes dose-réponse du ratio C:-N des

dose la plus forte d’herbicide et le témoin) (Figure 7). M. spicatum en contact avec I'IPU ; pour les deux
o ) o ) milieux de culture (25:1 et 100:1)

Cette diminution d’absorption est principalement li¢e au

pourcentage d'N, qui augmente quand la dose d'IPU augmente (augmentation du pourcentage d'N de 62 % et

de 74 %; contre une augmentation d’absorption du carbone de 4.2 % et de 4.4 % ; respectivement pour les

milieux 25:1 et 100:1).

3. Mésosulfuron-méthyle (MSM)

a. Mesures de croissance
Pour chacune des conditions (N:P 25:1 et N:P 100:1 et dose de MSM), les taux de croissance en biomasse
séche (RGRpy) et en longueur (RGR}) ont été calculés. Pour les deux paramétres une diminution des valeurs
a été observée ; bien qu’ils évoluent quelques peu différemment (Figure 8). Sans polluant, le taux de

croissance est différent selon le milieu (25:1 ou 100:1).
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En présence de MSM, les taux de croissances décroissent, pour les deux milieux de culture, avec des doses

croissantes de polluant. Cette tendance est d’autant plus forte avec le RGR| (surtout a partir de 0.5 pg/L)

qu’avec le RGRpy qui lui, est un peu plus stable (surtout le milieu 25:1 ; forte décroissance dans le milieu

100 :1 a partir de 500 pg/L) : avec des inhibitions maximales de 93 % pour le RGR; (milieu 25:1 et 100:1

confondus) contre de 31 % pour le milieu 25:1 et 55 % pour le milieu 100:1 pour le RGRpy;.

0.06

RGR - Length
S 8 = 8

o
o
=

0.00

| @ 25:1

-©-100:1

0 005 05 5 50 500 1000
MSM [ug/L]

0.08
0.07 1
0.06 -
0.05 -

RGR - DM

0.04 -
0.03 -
0.02 1

0.01

@ 25:1

-©-100:1

0 005 05 5 50 500 1000
MSM [ug/L]

Figure 8 : Courbes dose-réponse des taux de croissance (en longueur et en biomasse) des M. spicatum en
contact avec le MSM ; pour les deux milieux de culture (25:1 et 100:1)

b. Mesures des pigments : chlorophylles, caroténoides et anthocyanes

Les teneurs en chlorophylles totales (atb), en caroténoides et en anthocyanes ont été mesurées dans les

plantules de M. spicatum (Figure 9). Les teneurs en caroténoides présentant les mémes variations que les

chlorophylles totales, seuls les résultats de ces derniéres sont présentés (caroténoides en Annexe 16). De

maniére globale, sans polluant, les teneurs en pigments sont plus importantes dans le milieu 25:1 que dans le

milieu 100:1.

—_
o

Chl atb [ug/mg DM]

_‘25:1
-©-100:1
0 005 05 5 50 500 1000
MSM [pg/L]

1.4

=12 1
1.0 1
8 1

o o o
~ o

Anthocyanins [ug/mg DM

o
[N

o
o

|-@ 25:1
-0-100:1
0 005 05 5 50 500 1000
MSM [ug/L]

Figure 9 : Courbes dose-réponse des pigments (chlorophylles totales, caroténoides et anthocyanes) des
M. spicatum en contact avec le MSM ; pour les deux milieux de culture (25:1 et 100:1)

L’ajout du MSM a significativement diminué les teneurs en pigments photosynthétiques ; et ce au fur et a

mesure que la dose de polluant augmente. Les minimums en pigments sont atteints, pour les deux milieux, a

1000 pg/L (inhibitions de 57 % pour les chlorophylles, de 43 % pour les caroténoides et de 70 % pour les
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anthocyanes ; les deux milieux confondus). Tout comme pour les témoins, les plantes issues du milieu 25:1
possédent davantage de pigments que les plantes issues du milieu 100:1 (différence de 27 % pour les
chlorophylles, de 18 % pour les caroténoides et de 20 % pour les anthocyanes entre les milieux 25:1 et
100:1). Bien que pour les trois pigments, les courbes des deux milieux se rejoignent aux concentrations 5 et
1000 pg/L, il y a une interaction des deux facteurs (du milieu et du MSM) sur les effets du M. spicatum.
Enfin, des petites augmentations de teneurs en pigments, par rapport aux témoins, ont été observées pour les
concentrations 0.05 et 0.5 pg/L et les deux milieux nutritifs testés, a 1’exception du milieu 100:1 sur le

parametre anthocyanes.

¢. Mesures des polyphénols totaux (TPC)

La Figure 10 présente les contenus en 90
polyphénols totaux (TPC) des plantules de 80 1
M. spicatum pour les deux milieux de culture. =70
a
Tout comme pour les parametres précédents, une 2 60
différence significative des TPC a été mesurée g 50 -
entre les témoins des deux milieux ; les teneurs g 40 1
dans le milieu 25:1 étant 27 % plus élevées que 30 { @ 25:1
dans le milieu 100:1. 20 -0 100:1
Bien que lors de I’ajout du polluant, 1’écart entre 0 005 05 5 50 500 1000
. - MSM [ugiL]

les deux milieux diminue (3 % en moyenne), ) . )

Figure 10 : Courbes dose-réponse des polyphénols totaux
Peffet du milieu est toujours significatif. Enfin, des M. spicatum en contact avec le MSM ; pour les deux

les courbes dose-réponses de ce paramétre ont milieux de culture (25:1 et 100:1)

une tendance a la baisse (inhibition moyenne de 38 %) et évoluent en « marches d’escalier » avec

successivement, des pics ascendants et descendants des teneurs en TPC.

d. Mesures des nutriments dans les plantes

Les ratios steechiométriques C:N, C:P et N:P des 26
. -@ 25:1
plantules ont été calculés a partir des pourcentages 24 - ‘& 100:1
¢lémentaires de C, N et P. De maniére générale, les o 22 -
@©
ratios C:P et N:P (Annexe 16) sont stables pour des % 20 1
doses croissantes de polluant, a I’exception des deux g 18 1
. =
plus fortes doses de MSM dans le milieu 100:1. Hors, 5 44 |
pour ces deux modalités de traitement, les plantes 14 -
étant mortes, les contenus en P ont fortement diminué, 1
augmentant ainsi les rations. 0 005 05 5 50 500 1000
E h \ léodre baisse d i0s C:N MSM [ug/L]
n revanche, apres une [cgere baisse des ratios : Figure 11 : Courbes dose-réponse du ratio C:N des
pour les plus petites concentrations en MSM (0.5 et 5 M. spicatum en contact avec le MSM ; pour les deux

milieux de culture (25:1 et 100:1)
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ug/L) (uniquement significative pour le milieu 25:1), les ratios C:N augmentent avec des doses croissantes
de MSM, pour les deux milieux de culture (augmentations d’environ 39 % et 52 %, respectivement pour les
milieux 25:1 et 100:1). Cette augmentation d’absorption est principalement liée a la diminution progressive
de I’absorption du N (en moyenne 30 % pour les deux milieux nutritifs). A contrario, la petite diminution des
ratios C:N pour les plus faibles concentrations en MSM est due a une augmentation de 1’absorption du N (en

moyenne 8.5 %) (Figure 11).

4. Sulfate de cuivre penta hydrate (CuSQ,, SH,0)

a. Mesures de croissance

Les taux de croissance en biomasse séche (RGRpy) 0.09

., @ 25:1
et en longueur (RGRy) ont été déterminés pour 0.08 1 @ 100:1
chaque milieux de culture : N:P 25:1 et N:P 100:1 . 0.07
Les deux paramétres évoluant de fagon similaire, % .
seules les données pour du RGRpy, sont présentées EED 0.06 1
Figure 12 (RGRy est en Annexe 17). Sans ajout de % 0.05 -
polluant par rapport a la dose initiale de Cu dans le 0.04 -
milieu nutritif, le taux de croissance n’est pas 0.03
significativement différent selon le milieu (25:1 ou 0 005 05 5 50 500 1000
100:1). Cu [uglL]

Figure 12 : Courbes dose-réponse des taux de croissance

Avec ajout supplémentaire de cuivre, les taux de en biomasse des M. spicatum en contact avec le Cu ;

croissance des deux milieux sont assez stables pour les deux milieu de culture (25:1 et 100:1)

malgré une tendance a la décroissance pour les plantes du milieu 25:1 (inhibition moyenne de 12 %) et une
tendance a la croissance pour les plantes du milieu 100:1 (augmentation moyenne de 16 %). Néanmoins, une
augmentation de croissance est observée dans les plantes du milieu 25 :1 pour les deux plus petites
concentrations en cuivre (0.05 et 0.5 pg/L) (augmentation moyenne de 33 %). Enfin, contrairement aux
témoins, les taux de croissance des plantes provenant du milieu 25:1 sont plus élevés que les taux de
croissances des plantes provenant du milieu 100:1 (en moyenne 27 %) ; a I’exception de la concentration

1000 pg/L.

b. Mesures des pigments : chlorophylles, caroténoides et anthocyanes
Les teneurs en chlorophylles totales (atb), en caroténoides et en anthocyanes ont été mesurées dans les
plantules de M. spicatum (Figure 13). Les teneurs en caroténoides présentant les mémes variations que les
chlorophylles totales, seuls les résultats de ces derniéres sont présentés (caroténoides en Annexe 17). De
facon générale, les teneurs en pigments sans herbicides sont plus importantes dans le milieu 25:1 que dans le

milieu 100:1.

En présence de cuivre, les pigments photosynthétiques restent stables dans les deux milieux nutritifs.
Néanmoins, les courbes dose-réponse des deux milieux se rapprochent, voire se rejoignent a la concentration

5 pg/L ; suite a une diminution des teneurs en pigments dans les plantes du milieu 25:1. Enfin, tout comme
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pour les témoins, les plantes du milieu 25:1 possédent plus de pigments que celles provenant du milieu

100:1 ; avec un écart moyen entre les deux milieux de 32.9 % pour les chlorophylles totales, de 16.7 % pour

les caroténoides et de 19.4 % pour les anthocyanes.
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Figure 13 : Courbes dose-réponse des pigments (chlorophylles totales et anthocyanes) des M. spicatum en
contact avec le CuSO,, SH,0 ; pour les deux milieux de culture (25:1 et 100:1)

¢. Mesures des polyphénols totaux (TPC)

Les contenus en polyphénols totaux (TPC) des plantules
de M. spicatum dans les deux milieux de culture ont été
mesurés (Figure 14). Ce paramétre, tout comme les
paramétres  précédents, montre une différence
significative des TPC dans les témoins selon le milieu,
avec des valeurs plus importantes de 34% pour le milieu

25:1.

Suite a I’ajout du polluant, les teneurs TPC du milieu
100:1 augmentent fortement jusqu’a atteindre les teneurs
en TPC des plantes provenant du milieu 25:1
(augmentation d’environ 31 %). Aprés 0.05 ug/L, les
courbes suivent sensiblement la méme tendance et

restent stables (autour de 80-85 pg/mg MS).

TPC [ug/mg DM]

110

100 A

90 A

80 1

70 -

60 1
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Cu [pg/L]

Figure 14 : Courbes dose-réponse des TPC des
M. spicatum en contact avec le Cu ; pour les deux

milieux de culture (25:1 et 100:1)

d. Mesures des nutriments dans les plantes

Les ratios stoechiométriques C:N, C:P et N:P des plantules ont été calculés a partir des pourcentages

¢lémentaires de C, N et P. De maniére générale, les ratios C:P et N:P (4nnexe 17) sont stables pour des doses

croissantes de polluant.
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Les ratios C:N sont assez stables (autour de 16 pour le 18

milieu 25:1 et autour de 14.5 pour le milieu 100:1), {‘} ?f)oll

pour des doses croissantes de cuivre. Cependant, une o "

différence significative du milieu a pu étre observée ; g 16 1

avec des ratios C:N 10 % plus ¢élevés dans les plantes E 5 |

provenant du milieu 25:1 que dans celles provenant du 5

milieu 100:1. Enfin, bien que peu de variations n’aient 14 1

pu étre observées sur les ratios des nutriments dans les L . . . . . .

plantes, I’écart entre les courbes de I’'N dans les 0 005 05 5 50 500 1000

plantes provenant des deux milieux nutritifs est Cu [uglL]

inversé. En effet, les plantes du milieu 100:1 ont Figure 15 : Courbes dose-réponse du ratio C:N des
M. spicatum en contact avec le Cu ; pour les deux

absorbé plus d’N que les plantes du milieu 25:1 ; avec milieux de culture (25:1 et 100:1)

une différence de 11 % (Figure 15).

VII. Discussion

L’ensemble des travaux réalisés ont permis de caractériser, & deux échelles différentes (morphométrique et
physiologique), les effets de deux facteurs : la dose du polluant (IPU, MSM et Cu), et le ratio molaire N:P,

sur M. spicatum.

1. Impact des pesticides sur M. spicatum

a. L’isoproturon
L’isoproturon étant un herbicide inhibant le transfert des électrons dans le photosystéme II de la
photosyntheése ; un arrét du fonctionnement de la cellule des M. spicatum en contact avec cet herbicide, peut-
étre supposé. Les résultats obtenus avec les RGR sont en accord avec cette supposition ; puisqu’a la fois la
longueur et la biomasse décroissent avec des doses croissantes de polluant ; et ce, dans les deux milieux
nutritifs. D’ailleurs, plusieurs études présentent des résultats similaires et notamment Forney et a/ (1981) ;
Kemp et a/ (1985) ainsi que Fairchild et a/ (1998) ont montré que I’atrazine (herbicide des triazines qui agit

sur la photosynthése) réduisait fortement la croissance du M. spicatum entre 30 et 1100 ng/L de polluant.

Par ailleurs, bien que 1’isoproturon inhibe la photosynthése et qu’une diminution des chlorophylles est
attendue, les teneurs en pigments chlorophylliens augmentent. Cependant plusieurs hypothéses peuvent étre
apportées a ce résultat étonnant. D’une part, Berard et a/ (1999) a démontré que I’inhibition du transfert des
¢lectrons au niveau du photosystéme II de la photosynthése occasionné par I’IPU, entrainait dans un premier
temps une activation des chlorophylles dans le but de produire de 1’oxygene fortement actif (ROS) (radical
superoxyde O,", peroxyde d’hydrogeéne H,0,). Ce serait ensuite ces ROS, qui & une certaine concentration
détruiraient les pigments de la plante. D’autre part, il est possible que le dosage des chlorophylles ait été
biaisé par les phéophytines, qui sont les premiéres molécules provenant du catabolisme des chlorophylles

(Folly, 2000). Effectivement, le dosage réalisé dans cette étude ne permet pas de différencier les deux
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molécules, I’hypothése d’une phase de catabolisme des pigments photosynthétiques des plantes ne doit pas

étre écartée.

De plus, dans notre étude le milieu 100:1 est quatre fois plus concentré en NO;3 que le milieu 25:1.
Cependant une augmentation d’absorption du NO;™ entraine, par la méme occasion, une augmentation de
1’absorption du K et une diminution de ’absorption du Mg”". Or le Mg*" fait partie du noyau porphyrique
des chlorophylles (ce qui n’est pas le cas des phéophytines) (Hopkins «a/, 2003). Ainsi, dans 1’étude de
Berard et al (1999), il est possible que I'IPU ait également entrainé une augmentation des phéophytines et

non des chlorophylles.

Afin de vérifier cette hypothése, il serait intéressant de doser I’activité photosynthétique, via des mesures de
fluorescence ; ce que Knauert et a/ (2010) ont fait. Dans cette étude, ils ont montré que jusqu’a 5 jours
d’exposition a 14 pg/L. d’IPU, le M. spicatum présentait une baisse de son activité photosynthétique.
Cependant au-dela de ces 5 jours et jusque 14 jours de traitement 1’activité photosynthétique réaugmente
jusqu’a une valeur supérieure a celle du témoin ; pour ensuite rediminuer. L’effet de I’IPU sur 1’activité
photosynthétique du M. spicatum n’est donc pas si fort et est compensé par la plante. Or, dans notre étude,
les teneurs en chlorophylles augmentent jusque 500 pg/L et semblent atteindre un plateau a 1000 pg/L pour
le milieu 25:1, tandis qu’elles chutent brutalement a 1000 pg/L. d’IPU dans le milieu 100:1 ; une réaction du
milieu est donc observée. Ainsi, deux hypothéses peuvent-étre émises : (i) la plante a pu acquérir une
tolérance au polluant, qui n’est pas vu dans cette étude du fait qu’aucune cinétique n’ait été réalisée, ou bien
(i1) dans I’étude de Knauert et a/ (2010) qui a été réalisée en mésocosmes complexes, il est possible qu’il y
ait eu des interactions entre la plante et le I’IPU avec 1’environnement biotique et abiotique ; entrainant des
modifications de réponses au polluant. D’ailleurs, 1’auteur pense que dans son étude, la tolérance de la plante
au polluant est due a une meilleure disponibilité et & une meilleure absorption des nutriments en raison d’une

diminution de la compétition.

Enfin, I’augmentation du pourcentage d’N dans les plantes peut s’expliquer par 1’augmentation des teneurs
en chlorophylles ou des phéophytines. Effectivement, les molécules de chlorophylle et de phéophytine sont
constituées d’une queue phytol ainsi que d’un noyau porphyrique ; lui-méme composé de beaucoup d’N
(Folly, 2000 ; Hopkins, 2003). Ainsi, une augmentation des chlorophylles ou des phéophytines augmente

nécessairement les teneurs en N des plantes.

b. Le mésosulfuron-méthyle
Le mésosulfuron-méthyle, qui est un autre type d’herbicide, présente des résultats bien différents de ceux de
I’isoproturon. Tout d’abord, les résultats des taux de croissance (en longueur et en biomasse) différent entre
eux. D’une part le RGR décroit assez fortement, et d’autre part le RGRpy reste assez stable malgré une
légere tendance a la décroissance. Ce résultat a d’ailleurs été retrouvé par de Zhou et a/ (2007) qui explique
que les herbicides Sulfonylurées bloquent le canal permettant a I’enzyme ALS (Acétolactate Synthase)
d’accéder aux sites actifs pour la biosynthése de trois acides aminés essentiels : la valine, la leucine et
I’isoleucine. Cette action induit ensuite une réduction de la synthése des protéines et de la division cellulaire.

Ainsi, ce type d’herbicide agirait principalement sur les nouvelles pousses et sur I’élongation de la plante.
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Néanmoins, le calcul des DMC (Dry Matter 20

Content) qui correspond au rapport de la masse 18

séche sur la masse fraiche (MS/MF) a montré une 16 -

augmentation du taux de matiére séche dans les O

plantes, avec I’augmentation de la dose de polluant g Ll

(Figure 16). Cela signifierait donc que 1’élongation 12 4

de la plante est affectée par le MSM (au vue des 10 A @ 25:1
résultats du RGR}) ; tandis que son taux de matiére 8 . . . . . Ol 100:1.
séche augmente. Par ailleurs, Cedergreen et al 0 005 05 5 50 500 1000
(2004) ont démontré que le MSM entrainait une MSM [ug/L]

Figure 16 : Courbes dose-réponse du contenu en matieres
seches des M. spicatum en contact avec le MSM ; pour les
racines des plantes, pouvant étre a 1’origine de la deux milieux de culture (25:1 et 100:1)

accumulation d’amidon dans les feuilles et les

stabilit¢ du poids sec. Cependant, dans notre étude,

le C des plantes est resté stable dans les deux milieux nutritifs (2 ’exception des concentrations 500 et 1000
pg/L du milieu 100:1). Ainsi, hypothése d’une augmentation de production ou d’un stockage d’amidon
dans la plante ne peut donc pas étre possible ; d’autant plus que 1’augmentation du C dans le milieu 100:1

n’est pas corrélée a I’augmentation du DMC.

On peut donc se demander quel paramétre entraine une augmentation du DMC dans la plante. Pour y
répondre, il faut revenir a la formule du DMC (MS/MF) ; trois justifications sont possibles quant a
I’augmentation du DMC : (i) soit la masse séche augmente, (ii) soit la masse fraiche diminue, (iii) ou bien il
s’agit d’une combinaison des deux premicres possibilités émises. Les résultats n’ayant pas montré
d’augmentation de la MS des plante ; en raison d’une inhibition des autres paramétres (chlorophylles,
caroténoides, anthocyanes, TPC, N et P) et d’une stabilité du C ; ce serait donc la MF qui aurait diminué. En
effet, les teneurs en eau sont inversement corrélées au DMC : le DMC augmente lorsque la MF est plus

¢levée ; en raison d’une teneur en eau plus importante. En revanche, les réponses de teneurs en eau varient

entre les deux milieux de culture (25:1 et 100:1) 10
(Figure 17). 11 est possible qu’un stress osmotique 9 - & 251
-0 100:1
soit a I’origine de ce fait. D’ailleurs, Camargo et £ g
[5]
Alonso (2006) expliquent que les organismes *g ,
marins supportent mieux le stress nitrate que les ko
@©
organismes d’eau douce, en raison de leur = 61
adaptation a la salinité ; ce qui leur conférerait 5 4
donc une résistance au stress osmotique. Ainsi il 4 L ' ' ' : ' '
est possible que la meilleure résistance des 0 005 05 5 50 500 1000
organismes marins aux nitrates provienne d’une MSM [ug/L]

meilleure  résistance au  stress osmotique, Figure 17 : Courbes dose-réponse des teneurs en eau des

) ) M. spicatum en contact avec le MSM ; pour les deux
provoqué par les nitrates. milieux de culture (25:1 et 100:1)
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Enfin, les décroissances retrouvées sur les paramétres physiologiques (pigments photosynthétiques,
anthocyanes et TPC) de notre étude sont en accord avec ce qui a pu déja étre démontré dans la bibliographie.
Notamment, Turgut et Fomin (2002) qui avaient montré que les CEsy du metsulfuron-méthyle sur le
M. aquaticum étaient plus faibles (environ d’un facteur 10) entre les paramétres morphométriques et les

parameétres physiologiques.

c. Le cuivre
Le cuivre qui est utilis¢ comme fongicide dans certains types de culture, est avant tout un élément trace
métallique (ETM). Par ailleurs, M. spicatum est considéré comme étant relativement tolérante aux ETM et
est méme capable de les accumuler (Keskinkan et a/, 2003). Ainsi, I’absence d’effet néfaste sur les différents
parametres mesurés (chlorophylles, anthocyanes, taux de croissance ...) ne signifie pas forcément I’absence
d’une toxicité. Effectivement, le cuivre peut étre absorbé par la plante, et mettre en place tout son systeme de
détoxification des ETM : chélation et séquestration dans la vacuole ou excrétion ; pour ne pas subir d’effets

toxiques (Ngaliya et a/, 2009).

Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant dans un premier temps, de doser le Cu dans la plante afin
de voir s’il a bien été¢ absorbé par celle-ci. Si c’est le cas, une seconde étape de dosage des molécules du
systéme de détoxification de la plante pourrait étre réalisée ; et notamment les mesures du glutathion ou des
phytochélatines ainsi que des acides aminés qui les composent (cystéine, glycine et acide glutamique)

(Ngaliya et al, 2009).

Par ailleurs, les résultats des paramétres mesurés dans les plantes du milieu 25:1 montrent une augmentation
des teneurs et des croissances jusque 0.5 pug/L (voire 5 ug/L) de Cu ; puis une diminution de ces teneurs
jusqu’a des valeurs proches de celles des témoins. Il est donc possible que la dose initiale de Cu du milieu
nutritif, normalement optimale, soit en réalité inférieure a 1’optimum. Par conséquent, le milieu nutritif
utilisé peut étre légérement déficient en Cu ; sans parler de carence puisque les plantes arrivent a croitre
malgré tout. De ce fait, les ajouts de Cu supplémentaires, réalisés lors des tests (expliquant 1’augmentation
des parameétres mesurés) auraient permis d’atteindre une « consommation de luxe » (stagnation des
parameétres mesurés) ; puis a partir de 5 pug/L les plantes auraient commencé a entrer dans un seuil de toxicité

(diminution des parameétres mesurés) (Meyer et al, 2008) (Figure 18).

Déficience Consommation
de luxe

Optimum L
Toxicité

Croissance

I (% de croissance maximale)

Carence
—

Concentration en nutriments dans les tissus

Figure 18 : Courbe dose-réponse de la croissance des plantes exposées a
différentes concentrations en nutriments (modifié d’aprés Meyer et al, 2008)
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2. Impact de la steechiométrie du ratio N:P sur la toxicité des plantes

a. [Effet des nitrates sur M. spicatum

A ce jour, la steechiométrie entre les nutriments d’un milieu est un parametre nouvellement étudié lorsqu’il

est associé a une substance polluante. Les comparaisons avec d’autres études restent donc difficiles.

Néanmoins, cette étude a pu montrer que la dose de nitrate influengait fortement la réponse de la plante
puisque quasiment tous les parametres pour chaque polluant avaient des teneurs plus faibles dans le milieu
100:1 que dans le milieu 25:1. Ce résultat, qui rejoint les données présentées par Lei et Lu (2011) qui montre
qu'un excés d’azote a inhibé la division cellulaire d’une algue (Karenia mikimotoi), pourrait &tre la
conséquence d’un stress osmotique engendré chez les organismes d’eau douce. En effet, comme 1'ont
remarqués Camargo et Alonso (20006), les organismes adaptés a la salinité, et donc au stress osmotique,

supportaient beaucoup mieux le stress nitrate.

De plus, les nitrates, et plus généralement 1’azote, présent en quantités importantes en raison de I’agriculture
intensive, entrainent une eutrophisation des écosystémes aquatiques ; comme c’est généralement le cas en
Bretagne avec le fléau des algues vertes. La prolifération de certaines espéces végétales (ex : algues et
cyanobactéries, mais aussi certaines macrophytes), en raison d’un apport trop important d’azote, a été mise
en cause dans la réduction et la disparition d’autres especes, et notamment de macrophytes immergées. Cette
prolifération d’algues et de cyanobactéries au détriment des macrophytes immergées serait due a la libération
de toxine ; dans le cas des cyanobactéries, ou plus généralement a une pression de compétition plus élevée
pour les nutriments et la lumiere (Bian et @/, 2013). Or, la présente étude montre bien que les nitrates

pourraient également engendrer des effets toxiques sur les macrophytes et contribuer a leur sénescence.

b. Effets de ’interaction des nitrates avec les pesticides sur M. spicatum
Comme le montrent les résultats de cette étude, ’interaction entre les polluants et la dose de nitrates du
milieu varie selon la nature et la dose des polluants. En effet, les interactions sont plus nombreuses avec
I’'IPU, qu’avec le MSM ou le Cu ; modifiant la toxicité du polluant vis-a-vis de la plante. L’étude du stress
nitrate sur les plante a donc montré qu’il était important de prendre en compte la steechiométrie des
nutriments majeurs (N et P) dans les études écotoxicologiques. En effet, cette possible interaction entre les
constituants du milieu et les polluants pourrait expliquer les différences de résultats et d'effets entre les
¢tudes travaillant sur les mémes contaminants, mais dans des milieux différents. De plus, d'un point de vue
environnemental, il semble fondamental d’étudier des combinaisons de facteurs stress afin de comprendre
leurs effets sur les écosystémes aquatiques ; et ce d’autant plus que les pollutions nitrates et pesticides, par

exemple, sont souvent concomitantes dans les cours d’eau proches des zones agricoles.

VIII. Conclusion

La présente étude avait plusieurs objectifs : (i) évaluer les effets de la stoechiométrie du ratio N:P du milieu
sur M. spicatum ; (i) mesurer la toxicité de trois pesticides (isoproturon, mésosulfuron-méthyle et cuivre)
selon une gamme de concentration bien établie et (iii) de voir s’il existait une interaction entre ces deux

facteurs.
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Les résultats obtenus ont montré des réactions différentes de la plante face aux trois polluants. Néanmoins,
I’augmentation de la dose de nitrate du milieu semble avoir créé un stress pour la plante qui a interféré avec
les polluants ; modifiant ainsi leurs toxicités sur les plantes. Ainsi I’hypothése d’un stress nitrate évoquée au

début de cette étude a pu étre vérifiée.

De plus, les paramétres morphométriques (mesures de croissances) ont été inhibés pour les trois polluants et
ont montré des variations entre les deux milieux nutritifs ; avec des effets plus séveres pour la plus forte dose
de nitrates. Ils peuvent donc apporter des informations sur les effets indirects des polluants sur I’écosysteme :
une réduction ou une disparition du Myriophylle, constitue une perte d'habitat, de substrat et de nourriture
pour bon nombre d'espéces, sans parler des répercussions sur les cycles de la matiére (Carpenter et Lodge,
1986). Néanmoins, les parametres physiologiques (teneurs en pigments, TPC et teneurs en nutriments dans
les plantes) qui ont montré des résultats différents selon les milieux nutritifs et selon les pesticides en raison
de leurs différents modes d’action, sont tout aussi importants puisqu’ils aident a comprendre les effets
métaboliques et physiologiques des polluants dans les plantes, beaucoup plus précoces et sensibles que les

parameétres morphologiques.

Ainsi, nos données ont donc démontré que les doses testées d’IPU, de MSM et de Cu engendraient des effets
aux niveaux physiologiques et morphologiques et notamment pour les plus fortes de doses de pesticides
(mais de fagon moins prononcée pour ce dernier polluant). Cependant la steechiométrie du milieu est un
¢lément important a prendre en compte dans les études, pas seulement envisagée comme un facteur
influengant 1'état nutritionnel des organismes, mais aussi comme une contrainte a part entiére, puisqu’elle

entraine des variations dans les réponses des plantes face aux différentes contaminations.

Afin de compléter ce travail, d’autres études sont encore a réaliser. Tout d’abord, les mesures des
concentrations en pesticides et notamment en cuivre sont prévues ; afin de confirmer les hypothéses de non
dégradation des pesticides, et d'accumulation du cuivre. De plus, des analyses qualitatives des polyphénols
doivent étre réalisées par HPLC afin de voir quelles molécules ont varié et comment, face aux polluants.
Enfin, d’autres tests complémentaires sont également prévus en jouant sur plusieurs facteurs (milieu nutritif
et multicontamination de pesticides). Par ailleurs, nos résultats ayant montré que la dose d’azote influencait
les réponses des plantes exposées aux polluants ; il pourrait étre intéressant d’étudier d’autres modifications
de milieux, tel que la dose de saccharose, molécule indispensable pour les cultures axéniques, puisqu'elle sert
de source de carbone aux plantes ; ou bien le rapport Na:K, qui est important pour le bon fonctionnement de
plusieurs transporteurs. Cette premiere étude a permis de comprendre les effets de combinaisons de plusieurs
facteurs environnementaux aidant a mieux appréhender les effets des polluants a I'échelle des écosystémes
aquatiques, mais également a trouver de nouvelles démarches pour évaluer leurs impacts sur

I’environnement.
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ANNEXE 1 : Valeurs des CEsg de l’isoproturon sur M. spicatum apres 14 jours d’exposition (Mohr

etal, 2013)
Isoproturon yield EC, (mg/L) Water TS 14 d
Total shoot kength (TSL) [ncrease
Main shoot length {MSL) [ncrease
Side shoot length (S5L) rd.
Total fresh weight (TFW) 053 (0.174-1326)
Total dry weight (TDW) 025 (0.056-0.919)
Total root dry weight {TRDW) rud.

Total reot kength (TRL) 022 (0157-0.321)




ANNEXE 2 : Effet de l'isoproturon (a 14 ug/L) sur l'activité photosynthétique de M. spicatum, au
cours du temps (Knauert et al, 2010)
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ANNEXE 3 : Cartes des orientations agricoles de la France et de la Lorraine (Ministere de |’agriculture, de [’agroalimentaire et de la forét, Mars 2014)

Légende :

Céréales et oléoprotéagineux
Autres grandes cultures
B Légumes et champignons
' Fleurs et horticulture diverse
I Viticulture
[ Fruits et autres cultures permanentes

[l Bovins lait

[ Bovins viande
Bovins mixtes

[ Ovins, caprins
Polyélevage d'herbivores

I Porcins

I Aviculture
Autre polyélevage
Polyculture dominante
I Polyélevage dominant
Polyculture et polyélevage
[ Exploitations non classées
[_] Sans exploitation



ANNEXE 4 : Structure des molécules de mésosulfuron-méthyle et de metsulfuron-méthyle

(Université of Hertfordshire, Mars 2014)

Mésosulfuron-méthyle : C;7H;;N5O09S,
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ANNEXE 5 : CEsp du metsulfuron-méthyle sur M. aquaticum (Turgut et Fomin, 2002) et
M. spicatum (Cedergreen et al, 2004) apres 14 jours d’exposition et dans deux
milieux nutritifs différents, respectivement Hoagland + sucrose et milieu K.
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Turgut et Fomin, 2002

* RGR = Taux de croissance relatif
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Surface RGR *
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Cedergreen et al, 2004




ANNEXE 6 : CEsy de trois herbicides de méme famille et similaires : le metsulfuron-méthyle, le

thifensulfuron-méthyle et le rimsulfuron (Turgut et Fomin, 2002)

Pesticides Inflwenced Chlorophyll | Chlorophyll | Caredenoid | Area | Increase | Increase | Total root | Rool
mechanisms a b under | infresh | inshoot | length | number
growth | weight length
CLUME
24 T {acid) Graeril® 0.020 0.022 D.0ig 1l il i 0.050 0158
Dichlorprop m:-:ﬂ_ 0.070 0.063 0.087 md mud nd 0.106 0176
Dicamba Growth* 0.098 0.099 0.099 nd nd nd 0.100 nd
Pyridate  Phatosyathesis® 0.636 0.555 0.653 1.B&8 170} nd 0,485 nd
Propiquizafop { Fadty et synehesis 1.09E 1.172 1.430 1.831 2452 nd 1.063 nd
Terbutryn | Phitiosymihds" 67.160 68.66{) 67.970 nd nad nid nid nd
Triflusulfuron methyl | #cetobactate synthase | (0,037 0.036 045 | 0036 | 0030 | 0018 | 0065 | 0110
Thifensulfuron methyl | ooregss  |_00088 | 0.011 0012 | 00034 | 0003 | 0006 | 0001 | 0006
Matsulfuron methyl O00HG2E | 0000882 | 0.000RR2 | 0.0 nd 0,007 0,004 (003
Arnidosuliuren 0325 0,325 0,325 0,974 0.970 0,974 nd nd
Rimsulfuron 1. 149 0. 144 0,149 0054 1.124 0.097 1.49% nd
Cilyphosate EPSP symthase” 0.222 0,222 0.222 0.221 1.99% 2,040 |.908 nd
Trifluralin Cell diwisioa 0323 0,353 0.333 0,274 0.27% 0,338 0.418 nd
Peodimethalin 13.970 16.450 16360 2.550 md 1ih.744 nd 24.13
Chlorthalonil Chlrosicrile’ 2.680 2.540 2550 | 4.490 nd 2940 | 0480 | 2210
Propiconazole Azole” 3.EBG 3BT ENT) 0218 1.310 0.548 ad 2069
Parathion Ormsaphosphorus® | 15 660 15730 15.060 &.710 B840 6.930 16300 nd

* from Tomlin (1994) * from Ahrens (1994) nd: not determinable
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ANNEXE 7 : A) Croissance et B) Evolution des teneurs en chlorophylles a et b et en caroténoides de

M. alterniflorum exposé a 100 ug/L de CuSO, pendant 14 jours, dans un milieu de
composition chimique proche de celui d’une riviere (adaptés de Delmail et al, 2011)

A) MSL (mm) CRN LCR (mm) TLC (mm)
TO 2969 £ 0.77 0 0 2969 £ 0.77
T1
Control 3969 £ 1.43 0.87 £ 0.03 1.81 £ (05 41.26 £ 1.43
Cu-treated J1.00 4+ 1.28 0 L] 3110 £ 1.28
T2
Control 4938 £+ 1.33 2.62 £ 005 792 4+ 012 TO13 £ 1.34
Cu-treated 3607 + 0.49 0.27 + 008 1.534 + (007 3649 4+ (.50
I
Control AR4T £ 1.34 570 £ 0.07 16.43 £ 0.25 15212 £ 1.36
Cu-treated 4133 £ (.81 (.58 £ 049 235 £ (11 4269 + (.82
T4
Control 7385 £+ 244 7.09 + 022 22.40 + 065 23267 + 2.58
Cu-treated 4710 £ 095 1.31 £ 014 4.09 £ 052 5246 £ 1.05
Exposition de 14 jours
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ANNEXE 8 : Roles des micros et macros nutriments chez une plante (Physiologie végétale 2003)

MACRONUTRIMENTS
Azote Synthése des acides aminés, protéines, enzymes. Un des constituants de la
chlorophylle qui controle la photosynthese
Nécessaire au métabolisme énergétique des cellules (ATP, ADP...)
Phosphore Nécessaire dans la production d’acides nucléiques
Nécessaire a la photosynthése
Osmo-régulateur
. Activateur de nombreuses enzymes et en particulier celles impliquées dans la
Potassium . .
photosynthése et la respiration
Régularise les échanger intercellulaires et renforce la plante
Constitutif de nombreuses protéines et entre dans la composition de trois acides
Soufre aminés (méthionine cystéine et homocystéine)
Constitutif de vitamines (thiamine, biotine) et du coenzyme A, nécessaire dans la
respiration et le métabolisme des acides gras
Favorise la production de chlorophylle et donc la photosynthése
Magnésium Stabilise la structure du ribosome
Activateur de nombreuses enzymes
Nourrit la plante et confére de bonnes propriétés au sol (stabilité, dynamique de
I’eau)
Calcium Nécessaire a la construction des parois cellulaires : joue un réle dans la division
cellulaire
Régule les activités de nombreuses enzymes
MICRONUTRIMENTS
B Intervient dans la production des parois
ore . C . . . .
Intervient dans la division et I’élongation cellulaire
Zine Activateur de nombreuses enzymes (ex: CA qui catalyse d’hydratation du
dioxyde de carbone en bicarbonate)
Sodium Transporteur potentiel du pyruvate
Cofacteur de nombreuses enzymes, en particulier les décarboxylase et
. déshydrogénase qui jouent un réle dans le cycle respiratoire du carbone
Manganése . " g
Peut se substituer au magnésium dans des réactions (ex : ATP)
Produit de I’oxygene lors de la photosynthese
Molybdéne Constituant de certaines enzymes (nitrogénase, nitrate réductase)
Indispensable dans les réactions photosynthétiques productrices d’oxygene
Chlore L’ion chlorure maintient la neutralité électrique a travers les membranes et est
nécessaire a la division cellulaire dans les feuilles et les pousses feuillées
F Constitutif de nombreuses enzymes catalysant des réactions d’oxydoréduction
er

Nécessaire a la synthése de la chlorophylle




ANNEXE 9 : Milieu 25:1

MILIEU 25:1 *

Mas§e Concentration Concentration de Rapport
Composé molaire dans le milieu Elément Ay apport
I’élément steechiométrique
(g/mol) final
Macronutriments (mM)
KNO; 101.1 15.619 N 15.625 N:P=25
NaNO; 85.0 0.006 P 0.625
K;HPO, 174.2 0.625 Na 0.017
Na:K = 1.008.10°
MgSO0,, 7TH,0 246.5 0.750 K 16.872
CaCl,, 2H,0 147.0 1.500 Ca 1.500
Ca:Mg =2.000

Na-Fe-EDTA 367.1 0.010 Mg 0.750
Sucrose 342.3 0.088 Cl 3.100

Fe 0.010 C:N=1.92

C 30 C:P=48

Micronutriments (uM)

MnCl,, 4H,0 169.0 50.0 Mn 50.0
ZnSO,, TH,0 287.5 15.0 Zn 15.0
H;BO; 61.8 50.0 B 50.0
CuSO0,, SH,0 249.7 0.050 Cu 0.050
CoCl,, 6H,0 237.9 0.050 Co 0.050
Na,MoO,, 2H,0 242.0 0.500 Mo 0.500
KI 166.0 2.5 I 2.5

S 0.765

* Remplacement du K,HPO, par du KH,PO, (a concentration égale) pour avoir le milieu %> Min A : N:P : 25 ; NOs ;

KH,PO, utilisé¢ pour les cultures axéniques de M. spicatum.




ANNEXE 10 : Milieu 100:1

MILIEU 100:1

Mas§e Concentration Concentration de Rapport
Composé molaire dans le milieu Elément Ay apport
I’élément steechiométrique
(g/mol) final
Macronutriments (mM)
KNO; 101.1 62.445 N 62.500 N:P =100
NaNO; 85.0 0.055 P 0.625
K;HPO, 174.2 0.625 Na 0.017
Na:K = 1.036.107
MgSO0,, 7TH,0 246.5 0.750 K 16.872
CaCl,, 2H,0 147.0 1.500 Ca 1.500
Ca:Mg =2.000

Na-Fe-EDTA 367.1 0.010 Mg 0.750
Sucrose 342.3 0.088 Cl 3.100

Fe 0.010 C:N=0.48

C 30 C:P=48

Micronutriments (uM)

MnCl,, 4H,0 169.0 50.0 Mn 50.0
ZnSO,, TH,0 287.5 15.0 Zn 15.0
H;BO; 61.8 50.0 B 50.0
CuSO0,, SH,0 249.7 0.050 Cu 0.050
CoCl,, 6H,0 237.9 0.050 Co 0.050
Na,MoO,, 2H,0 242.0 0.500 Mo 0.500
KI 166.0 2.5 I 2.5

S 0.765




ANNEXE 11 : Caractéristiques physico-chimiques des trois pesticides choisis (PPDB ; INRS
LABKEM, Mars 2014)
Pesticide Solubilité, a 20 — 25 °C Dégradation par hydrolyse (demi-vie)
e Fau : 70.2 mg/L : modérée ® 20 °Cet pH 7: 1560 jours
Isoproturon e Méthanol : 70 g/L : élevée e 25°CetpHS5: 1210 jours
e Acétone : 30 g/L : élevée
e Fau a pH 7 : 483 mg/L : modérée ® 20 °Cet pH 7 : 253 jours
Mésosulfuron- e Eau a pH 5 : 7.24 mg/L: faible ®20°CetpHS5:7.2 jours
méthyle e Méthanol : 7.3 g/L : élevée ®25°CetpH5:3.5 jours
e Acétone : 13.7 g/L : élevée
CuSO,, SH,0 e Bau: 317 g/L : élevée e 20 °C et pH 7 : trés persistant




ANNEXE 12 : Equations de Lichtenthaler and Wellburn (1983) pour le calcul des teneurs en
pigments des plantes

- Chla:Ca=(12,25 X Ages — 2,55 K Agq7) / masse ;

- Chlb:Cb=1(20,31 ¥ Ags7 — 4,91 ¥ Agss) / masse ;

- Chl totale (Chl a+b) : Chl a+b = (17,76 X Agss + 7,34 % Ages) / masse;

- Caroténoides : Car = (((1000 * A470) —(3.27 * Ca) — (104 x Cb))/ 229) / masse

- Aty : Aty = (((Aszp — 0,24 % Ags3) / 30) = 287,25) / masse. (287,25 étant le poids moléculaire d’un
anthocyane, la cyanidine).

Avec A : les absorbances respectives a 664, 647, 532 et 653 nm

Concentrations en pg/mL d’extrait



ANNEXE 13 : Analyses statistiques des trois pesticides

Isoproturon (IPU)

Facteur analysé

Dose Milieu Dose * Milieu
Paramétre F P F P F P
RGR L 34,891 <0,001 0,229 0,635 6,297 <0,001
RGR DM 66,282 <0,001 37,669 <0,001 1,094 0,386
Chlorophylles 123,421 <0,001 335,642 <0,001 41,768 <0,001
Caroténoides 108,535 <0,001 373,250 <0,001 87,855 <0,001
Anthocyanes 144,359 <0,001 198,449 <0,001 20,049 <0,001
Polyphénols totaux 14,405 <0,001 100,965 <0,001 17,427 < 0,001
C:N 115,334 <0,001 14,204 <0,001 3,565 0,008
C:P 567,147 <0,001 1202,586 <0,001 613,440 <0,001
N:P 115.334 <0.001 14.204 <0.001 3.565 0.008
C 48,495 <0,001 129,182 <0,001 5,868 <0,001
N 234,403 <0,001 6,458 0,016 7,530 <0,001
P 68,976 <0,001 442,910 <0,001 96,651 <0,001
Mésosulfuron- Facteur analysé
méthyle (MSM) Dose Milieu Dose x Milieu
Paramétre F P F P F P
RGRL 231,524 <0,001 9,764 0,004 10,058 <0,001
RGR DM 4,256 0,003 23,145 <0,001 1,669 0,159
Chlorophylles 145,708 < 0,001 120,145 <0,001 5,485 <0,001
Caroténoides 66,224 <0.001 70,034 <0.001 3,593 0,070
Anthocyanes 113,913 <0,001 36,297 <0,001 3,271 0,012
Polyphénols totaux 39,700 <0,001 9,361 0,004 8,477 <0,001
C:N 133,770 <0,001 0,499 0,485 4,189 0,003
C:P 55,774 <0,001 93,419 <0,001 29,538 <0,001
N:P 133.770 <0.001 0.499 0.485 4.189 0.003
C 12,479 <0,001 14,677 <0,001 19,117 <0,001
N 107,551 <0,001 3,046 0,090 2,340 0,053
P 238,898 <0,001 273,110 <0,001 28,421 <0,001
Cuivre (Cu) Facteur analysé
Dose Milieu Dose * Milieu
Paramétre F P F P F P
RGR L 4,121 0,003 20,996 <0,001 2,956 0,020
RGR DM 2,205 0,067 46,683 <0,001 3,883 0,005
Chlorophylles 1,514 0,203 150,459 <0,001 2,750 0,026
Caroténoides 1.626 0.170 22.392 <0.001 2.126 0.076
Anthocyanes 0,759 0,607 92,624 <0,001 0,880 0,520
Polyphénols totaux 17,926 <0,001 13,590 <0,001 7,242 <0,001
C:N 4,098 0,003 64,150 <0,001 1,591 0,180
C:P 2,143 0,074 41,522 <0,001 2,902 0,022
N:P 2,785 0,026 115,327 <0,001 3,167 0,014
C 2,503 0,041 2,542 0,120 7,127 <0,001
N 1,759 0,137 64,390 <0,001 4,250 0,003
P 2,915 0,021 72,032 <0,001 3,911 0,004




ANNEXE 14 : Concentrations en isoproturon et mésosulfuron-méthyle dans les milieux 25:1 et
100:1 ; a Ty, T; et au renouvellement des milieux (T bis).

Milieu 25:1 Milieu 100:1
Isoproturon MSM Isoproturon MSM
Concentration Concentration Concentration Concentration
(ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
46 45,4 49,2 46,4
TO 455,8 465,2 TO 471,8 465,3
940,5 902,2 930,1 942,8
38,3 44,6 46 45,6
T7 449,2 462,3 T7 463,4 438,5
761,3 907,8 927,1 890,6
38 44,8 46,2 50
TO bis 467,9 457 TO bis 473,9 479,1
922,3 905,4 926,6 964,9




ANNEXE 15 : Courbes dose-réponses des caroténoides, des ratios C:P et N:P ainsi que des teneurs
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ANNEXE 16 : Courbes dose-réponse des caroténoides, des ratios C:P et N:P ainsi que des teneurs
en C, N et P des M. spicatum en contact avec le MSM ; pour les deux milieux de
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ANNEXE 17 : Courbes dose-réponse des caroténoides, des ratios C:P et N:P ainsi que des teneurs
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Evaluation des Myriophylles comme bioindicateurs des
milieux aquatiques en zones agricoles

Résumé : Actuellement de nombreuses contaminations des écosystémes aquatiques, notamment dans les
zones agricoles avec les pesticides et les fertilisants, causent de nombreux problémes sur leur fonctionnement
ainsi que sur les organismes qu’ils abritent. C’est dans le but de répondre aux objectifs de la DCE (Directive
Cadre d’Eau) qui vise en 1’amélioration de la qualité des cours d’eau, que s’inscrit I’étude de 1’impact des
pesticides sur Myriophyllum spicatum ; une plante aquatique spécialement proposée comme nouvel
organisme test par ’OCDE, pour les produits phytosanitaires. Dans ce projet, trois polluants ont été étudiés
de maniere indépendante (I’isoproturon (IPU), le mésosulfuron-méthyle (MSM) et le cuivre(Cu)) avec des
concentrations allant de 0 a 1000 pg/L, et dans deux milieux nutritifs (N:P = 25:1 et N:P = 100:1) reflétant
deux niveaux trophiques ; le tout en triplicats. A ’arrét du test, des mesures morphométriques (longueur,
biomasse) et physiologiques (contenu en pigments, polyphénols totaux, et ratios stoechiométriques) ont
¢été réalisées. Les résultats montrent que le MSM est le polluant causant les plus d’inhibition sur les taux
de croissance des plantes, puis s’ensuivent I’IPU et le Cu. Cependant les résultats physiologiques sont
variables entre les polluants puisque I’isoproturon entraine de manieére générale, une hausse des
pigments ; tandis que le mésosulfuron-méthyle diminue leurs concentrations et que le cuivre ne les
modifie pas de manicere significative. Néanmoins, pour les trois polluants, une toxicité plus forte avec le
milieu présentant un excés de nitrates, ainsi que des interactions entre les milieux et les polluants ont pu
étre observées. Cette étude montre donc qu’afin de comprendre les effets des polluants sur
I’environnement ; et notamment ici sur les écosystémes aquatiques, il est nécessaire de réaliser des tests
multistress sur les plantes aquatiques, tout en tenant compte de la steechiométrie du milieu, qui peut
réfleter les déséquilibres des nutriments dans I’environnement.

Mots clés : isoproturon, mésosulfuron-méthyle, cuivre, Myriophyllum spicatum, ecotoxicologie,
steechiométrie

Evaluation of milfoil as bioindicators
of aquatic agricultural areas

Abstract : Currently, numerous contaminations affect aquatic ecosystems, specifically pesticides and
fertilizers in agricultural areas. These pollutants cause many problems for ecosystems functioning and the
organisms that live in those. This study is inscribed within the context of the objectives of the WFD (water
framework directive) that aims to improve the quality of aquatic systems. It is further focusing on the impact
of pesticides on the aquatic plant Myriophyllum spicatum, a species currently proposed by the OECD as a
new test organism, specifically for phytosanitary products. In this project, three pollutants were studied
independently (isoproturon (IPU), mesosulfuron-methyl (MSM) and copper (Cu)) at concentrations ranging
from 0 to 1000 pg/L, and in two medias with different stoichiometry (N:P = 25:1 and N:P = 100:1),
reflecting two trophic levels; each condition in triplicate. At the end of the test, morphometric (length,
biomass) and physiological (pigments, total polyphenol content, plant stoichiometry) measures were
carried out. The results show different toxicities of the pollutants on the plants; with the highest effects by
MSM, followed by IPU and litte effects by Cu on growth parameters. However, isoproturon generally lead
to, higher pigment contents while mesosulfuron-methyl lead to a decrease, and copper did not cause many
changes. However, for all three pollutants, a higher toxicity was observed in the nitrate-rich medium, and we
observed for several parameters significant interactions between the factors medium and pollutant. This
study shows that in order to better understand the effects of pollutants in the environment; here specifically
on aquatic ecosystems, it is necessary to carry out multistress tests on aquatic plants, taking into account the
stoichiometry, i.e. possible imbalances of nutrients, in the environment.

Key words : isoproturon, mesosulfuron-methyl, copper, Myriophyllum spicatum, ecotoxicology,
stoichiometry
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