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Résumé

La contamination des écosystémes aquatiques par des polluants et des nutriments d'origine
anthropique est un probléme majeur, mais leurs effets combinés sur les plantes aquatiques
(ou macrophytes) sont encore méconnus. L'objectif de cette thése était d'étudier les effets
de deux types de polluants : les herbicides et les éléments trace métalliques (ETM), en
combinaison avec des conditions de ressources différentes : variation des macronutriments
(azote et phosphore), ou sources de carbone différentes, sur une macrophyte d'intérét :
Myriophyllum spicatum, récemment identifiée comme nouvel organisme test de I'OCDE. Afin
d'avoir une vue plus compléte des effets combinés des deux facteurs de stress, une
approche pluridisciplinaire a été utilisée dans laquelle des parameétres tirés de |'écologie
chimique (stoechiométrie, métabolites secondaires) ont été combinés aux parametres
classiquement utilisés en écotoxicologie (croissance et pigments). Les expérimentations
conduites sur l'isoproturon (IPU) et le mésosulfuron-méthyl (MSM), deux herbicides ayant
des modes d'actions différents, ont permis de montrer des effets contrastés de ces deux
molécules avec une accumulation de pigments, mais une réduction du contenu en matiére
seche et du ratio C:N induite par I'IPU, et I'effet inverse induit par le MSM. Le mélange de ces
deux herbicides n'a pourtant pas conduit a un masquage des effets, ou une toxicité accrue
comme nous l|'attendions. Au contraire, nos résultats ont montré que sa toxicité était
similaire a celle du MSM. En mélange, la toxicité de I''lPU semble donc masquée par le MSM.
Dans les deux cas, herbicides seuls ou en mélange, I'enrichissement en nitrate du milieu a
modifié les effets des herbicides par rapport au milieu normal. Les expérimentations sur le
cuivre, l'arséniate et le cadmium quant a elles n'ont pas permis de mettre en évidence de
réelle toxicité de ces éléments aux doses testées, pourtant connues pour induire des effets
chez M. spicatum et d'autres especes de Myriophylle. Mais cela peut s'expliquer par le fait
que M. spicatum est une plante connue pour tolérer et accumuler les métaux. En revanche,
des modifications des ressources comme le nitrate ou le saccharose (ressource carbonée
dans les milieux axéniques) ont induit des effets importants sur la physiologie et la
stoechiométrie du Myriophylle. Ces modifications sont susceptibles d'altérer et finalement
conduire a des changements imprévisibles des réponses de la plante a un stress
supplémentaire, comme les pollutions. En conclusion, les résultats de cette thése suggerent
gu’il est nécessaire de prendre en compte les ressources pour I'évaluation des effets des
polluants ayant différents modes d’actions sur les macrophytes. Ce travail démontre en
outre la nécessité d'ajouter des parameétres plus informatifs, tels que les paramétres
physiologiques et écologiques dans les tests afin de répondre aux enjeux du stress multiple
et améliorer |'évaluation du risque environnemental.

Mot clés : Myriophylle, herbicide, ETM, ressource, stocechiométrie, écotoxicologie



Abstract

Aguatic ecosystem contamination by either anthropogenic pollutants or nutrients is a major
issue, but their combined effects on aquatic plants (or macrophytes) are still poorly known.
The main objective of this thesis was thus to study the effects of two types of pollutants
widely found in aquatic ecosystems: herbicides and trace metal elements (TME), in
combination with different resource conditions, like variations in the macronutrients
nitrogen and phosphorus, or different carbon sources on Myriophyllum spicatum, a
macrophyte of interest and also recently identified as new OECD test organism. In order to
have a more complete view of the combined effects of the two stressors, a multidisciplinary
approach was used in which parameters derived from chemical ecology (stoichiometry,
secondary metabolites) were combined with parameters conventionally used in
ecotoxicology (growth or pigments). Experiments conducted with isoproturon (IPU) and
mesosulfuron-methyl (MSM), two herbicides with different modes of action, have shown
contrasting effects of these molecules. An accumulation of pigments but reduced dry matter
content and C:N ratio were induced by IPU, whereas opposite effects were induced by MSM.
Yet the mixture of these two herbicides did not lead to a masking effect or increased toxicity
as we postulated. On the contrary, our results showed that the overall toxicity was similar to
that of MSM. Thus, in mixture IPU effects seem to be masked by MSM. For all conditions,
single contamination or herbicide mixture, nitrate enrichment had modified herbicide
effects compared to the normal medium. On the other hand, experiments with copper,
arsenate and cadmium failed to demonstrate actual toxicity of these elements at the tested
doses however known to induce effects in M. spicatum and other watermilfoil species. But
this might be explained by the fact that M. spicatum is known to tolerate and accumulate
metals. In contrast, significant effects on physiology and stoichiometry were induced by
changes in resource conditions such as nitrate or sucrose (carbon resource in axenic media).
These resource-induced changes in physiology may alter, and ultimately lead to unforeseen
changes in the responses of the plant to additional stressors, like pollution. In conclusion,
the findings of this thesis suggest that resource conditions need to be taken into account
when assessing the effects of pollutants with different modes of action on macrophytes. This
work also demonstrates the need to add more informative parameters such as physiological
and ecological endpoints in tests to address the challenges of multiple stressor situations,
and to improve environmental risk assessment.

Keywords : Watermilfoil, herbicide, TME, resource, stoichiometry, ecotoxicology
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Introduction

I. Les écosystemes aquatiques : points de convergence des

pollutions anthropiques

Ces deux derniers siecles ont connu un développement technologique sans pareil. Les
innovations tant agricoles (révolution verte), qu'industrielles (révolution industrielle), ou
numeérigues ont permis un accroissement de la population mondiale trés important. Mais
face aux besoins d'une population toujours grandissante, il a fallu produire plus, et plus vite.
Aujourd'hui répondre aux besoins alimentaires et matériels de la population mondiale reste

ainsi un enjeu majeur (Mdzner et al., 2012).

J\._‘\.‘.,—
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Figure 1 Principales sources de pollutions aboutissant dans les milieux aquatiques (tiré de

Zrtebjerg et al., 2003).

Or les activités anthropiques utilisent et/ou générent des molécules polluantes

hydrocarbures, pesticides, éléments traces métalliques (ETM), nanoparticules et bien
d'autres encore ; qui se retrouvent directement ou indirectement (via des phénoménes de
ruissellement, de lessivage, d'infiltration, de volatilisation ou de déposition) dans les milieux

aquatiques (Figure 1). La multiplicité des voies d'entrée, a la fois directes et indirectes de ces
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molécules, font des écosystemes aquatiques un point de convergence de I'ensemble des

différentes pollutions anthropiques.

Il. Prise de conscience de la dégradation des écosystemes

aguatiques et mesures législatives

Malgré le constat de rejets dans les milieux aquatiques de molécules aujourd'hui qualifiées
de polluants, la prise de conscience de leurs effets néfastes sur les organismes a peinée a
émerger. Le livre de Rachel Carlson "Silent Spring" paru en 1963 a largement aidé a faire
connaitre le probleme. En effet, cette biologiste américaine a pour la premiere fois alerté le
public sur les effets secondaires toxiques des insecticides organochlorés, comme le DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane), largement utilisés durant la révolution verte. Les résidus
de ces pesticides ont été trouvés persistant dans les chaines trophiques, atteignant des
concentrations plus élevées, et donc pouvant avoir des effets beaucoup plus graves aux
niveaux trophiques supérieurs. Ces résidus ont été identifiés comme étant la cause du déclin
rapide des populations de rapaces, comme le faucon pélerin et [|'épervier, par
I'amincissement des coquilles d'ceufs (Krebs et al., 1999). Ce livre, tel un pavé dans la mare, a
participé a faire prendre conscience des nombreuses conséquences environnementales de
I'accumulation de ces substances toxiques, notamment via l'induction d'effets déléteres chez
des especes non-cibles, la bioaccumulation de ces substances le long des réseaux
trophiques, et donc la perturbation du fonctionnement global des écosystémes aquatiques.
Quelques années plus tard, en 1969, était créé un nouveau champ disciplinaire qui ne cesse
de croitre et se développer aujourd'hui : I'écotoxicologie (Bard, 2008; Molle, 1984). Cette
discipline, dont je parlerai en détail dans le chapitre | de ce manuscrit, littéralement :
toxicologie environnementale, a pour but d'étudier et d'évaluer les effets des polluants sur

les organismes et les écosystémes.

La plupart des études écotoxicologiques corroborant les faits rapportés par Rachel Carlson
ont fini par alerter les autorités quant aux conséquences dramatiques des rejets de
molécules polluantes. Ces premiéres prises de conscience des autorités ont permis la mise
en place de systemes de retraitement des eaux et ont permis de réduire les quantités de

polluants rejetés. Mais, parallélement les avancées technologiques ont multiplié les sources
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de pollutions. Ainsi nous sommes passés de situations avec de fortes doses de quelques
contaminants a des situations avec des doses plus faibles d'une multitude de contaminants
(Schmitt-Jansen et al.,, 2008; Van Straalen, 2003). C'est pourquoi, afin de limiter ces
contaminations, des législations environnementales ont été mises en place dans le monde et
notamment en Europe. Parmi elles, la Directive Cadre européenne sur I'Eau (DCE) du 23
Octobre 2000 (directive 2000/60/CE) s'intéresse aux quantités de molécules dans les cours
d'eau, et visait I'atteinte du bon état écologique des masses d'eau en 2015. Pour atteindre
les objectifs de qualité des eaux définis par la DCE des actions peuvent étre menées a deux
niveaux. D'abord, réduire les émissions et applications de molécules. C'est notamment ce
qgue propose de faire le plan Ecophyto 2018, qui vise a réduire de 50 % |'utilisation des
pesticides d'ici 2018 (ce plan est aujourd'hui reporté a 2025, Ecophyto 2). Et d'autre part de
promouvoir la mise en place de systemes permettant de limiter les flux de polluants pouvant
atteindre les cours d'eau et les nappes phréatiques, comme par exemple la mise en place de
bandes enherbées préconisées par la Politique Agricole Commune (PAC), ou bien la création
de dispositifs de filtration des eaux de drainage. Cependant, la mise en place de systémes
tels que les bandes enherbées, ou les dispositifs de filtration des eaux de drainage, censés
réduire les émissions de polluants dans les environnements aquatiques nécessitent d'étudier
I'efficacité réelle de ces systémes et de trouver les assemblages d'espéces les plus tolérants

et ayant les meilleures capacités d'épuration afin d'optimiser leur efficacité.

lll. Enjeux actuels

Le cadre législatif de la DCE et du plan Ecophyto, décrit précédemment, a grandement
contribué a la réduction des rejets de polluants dans Il'environnement, et donc a une
amélioration de la qualité des eaux. Néanmoins, les apports de polluants, bien que réduits,
existent toujours, et continueront d'exister tant qu'une solution alternative n'aura pas été
trouvée. De plus, la contamination de nombreuses nappes phréatiques constitue une source
de molécules toxiques non négligeable pour les années a venir. Subséquemment, les études
d'écotoxicologie restent plus que nécessaires, notamment pour |'évaluation des risques

environnementaux.

Or, les avancées récentes concernant la compréhension du fonctionnement des

écosystémes, mais aussi des effets des polluants sur ces derniers suggerent de plus en plus la

5



Introduction

nécessité de prendre en compte la réalité environnementale dans toute sa complexité.
Aussi, il convient aujourd'hui d'appréhender I'écotoxicologie de fagon intégrée, en tenant
compte de tous les facteurs (biotiques, abiotiques ou anthropiques) pouvant influencer la
toxicité des polluants et/ou la réponse des organismes a ces polluants au sein des
écosystémes. C'est pourquoi certains scientifiques parlent maintenant d'écologie du stress
(Chapitre Il ; Van Straalen, 2003), ou d'étude du stress multiple (Chapitre Ill ; Hering et al.,
2015; Segner et al., 2014) plutét que d'écotoxicologie. En effet, les activités anthropiques
n'ont pas pour seule conséquence I'apport de contaminants dans les écosystemes, elle sont
également responsables des changements climatiques, de changements d'usage des terres
et de I'eau, de probléme d'acidification, de salinisation, ou d’enrichissement en nutriments
entrainant de nombreux problémes d'eutrophisation des milieux aquatiques, etc ... (Artigas
et al,, 2012; Ban et al., 2014; Crain et al., 2008). Or ces différents stresseurs sont susceptibles
d'interagir entre eux, et avec les pressions naturelles, et de modifier les réponses des
organismes aux polluants (Heugens et al., 2001; Rotter et al., 2013; Segner et al., 2014). Les
enjeux actuels sont donc d'une part, d’identifier, de comprendre, voire de prédire les
réponses des organismes aux contaminants dans un contexte de stress multiples, et d'autres
part d'estimer les répercussions d'éventuels impacts sur les organismes, et a plus large

échelle, sur le fonctionnement des écosystemes (Chapitre Ill).



CHAPITRE |

Analyse bibliographique



Chapitre | : Analyse bibliographique




Chapitre | : Analyse bibliographique

I. Les macrophytes : un compartiment clé dans I'étude du devenir

des écosystemes aquatiques

1.1 Généralités

Les macrophytes aquatiques sont un compartiment végétal constitué d'un assemblage divers
de plantes suffisamment grandes pour étre visibles a I'ceil nu, et adaptées a une vie partielle
ou totale dans I'eau. Ce groupe comprend des bryophytes (mousses), des ptéridophytes
(fougeres), des sphénophytes (préles), et des phanérogames (plantes a fleurs), aussi bien
gue des macroalgues comme les Characées. Néanmoins, les plantes a fleurs comprenant des
monocotylédones et des dicotylédones constituent le groupe majoritaire (Haury et al.,
2001). Dans les milieux aguatiques des régions tempérées, les monocotylédones, comme les
potamots et hydrocharidacées, sont souvent le groupe dominant en termes d'espéces
présentes, principalement parmi les plantes immergées, et seules quelques espéeces de

dicotylédones comme les Myriophylles sont retrouvées (Chambers et al., 2008; Cook, 1999).

Les macrophytes peuvent étre classées de différentes facons. Par exemple selon leur
inféodation a I'eau, auquel cas on distinguera les hydrophytes, totalement immergées ; les
amphiphytes ou plantes amphibies ; et les hélophytes, dont seule la partie basale (racine,
rhizome) est immergée. Ou bien selon leur mode de croissance, on distingue notamment les
macrophytes émergées, enracinées avec feuilles flottantes, flottant librement ou bien
submergées et enracinées (Haury et al., 2001; Maltby, 2010). Ce sont ces derniéres, les

macrophytes submergées et enracinées, qui nous ont intéressées dans ce travail de these.

.2 Un role essentiel dans le fonctionnement des écosystemes
aquatiques

Les macrophytes immergées, en tant qu'organismes sessiles, sont des éléments clés des
écosystémes aquatiques. En effet, elles ont des effets importants sur I'environnement a
différents niveaux. D'un point de vue physique les macrophytes peuvent influencer les
conditions de luminosité, de température, d'écoulement de I'eau, ou bien encore la stabilité
du substrat. D'un point de vue chimique, elles ont des effets majeurs sur I'oxygénation de la
colonne d'eau et les cycles biogéochimiques du carbone et des nutriments. En tant que

source de nourriture (directe ou via I'épiphyton), mais aussi en tant qu'abris ou substrat, les
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macrophytes tiennent un rble primordial dans le maintien de nombreuses espéces
aquatiques (Carpenter and Lodge, 1986; Lewis, 1995). Les macrophytes sont aussi
essentielles dans le maintien de la clarté des eaux stagnantes peu profondes (Coutris et al.,
2011; Scheffer et al., 1993), car elles inhibent efficacement le développement du
phytoplancton via la compétition pour les nutriments et ['émission de composés
allélopathiques (Gross, 2003a). Elles déterminent également le potentiel récréatif et de
navigation des systemes aquatiques (Mohan and Hosetti, 1999; Wersal et al., 2010). Ainsi, en
cas de réduction des macrophytes, il faut s'attendre a des impacts important sur I'ensemble
de I'écosysteme mais aussi la qualité de I'eau, ainsi que les usages récréatifs des plans d'eau

et la navigation (Lewis, 1995; Mohan and Hosetti, 1999).

1.3 Pourquoi s'intéresser aux macrophytes en évaluation des risques?

En raison de leur caractere sessile, leur capacité a accumuler les composés chimiques, le fait
gu'elles soient visibles a I'ceil nu et soient faciles a récolter et manipuler, les macrophytes
sont depuis longtemps utilisées dans les études écologiques en tant que bioindicateurs in-
situ de la qualité de l'eau (Haury et al., 2001; Lewis, 1995). Mais, pour les mémes raisons,
elles sont également les premieres impactées par les contaminations anthropiques (Ferrat et
al., 2003). Or, comme vu précédemment, les macrophytes ont un role clé dans le
fonctionnement des écosystémes aquatiques (Carpenter and Lodge, 1986; Lewis, 1995).
Ainsi tout impact sur les macrophytes se répercutera sur I'ensemble de I'écosystéme. C'est

pourquoi, I'évaluation des risques des polluants sur ce compartiment est primordiale.

L'évaluation des risques dans les milieux aquatiques a longtemps et dans de nombreux pays,
été réalisée en prenant les microalgues comme représentantes de I'ensemble des
organismes photosynthétiques. Ces algues font I'objet de plusieurs tests d'écotoxicité
standardisés, comme par exemple la ligne directrice n°201 de I'OCDE (OECD, 2006a). Or en
tant qu'organismes unicellulaires, les microalgues sont peu représentatives des plantes
supérieures pluricellulaires, au développement plus long, fixées ou non au substrat (Coutris
et al.,, 2011). C'est pourquoi de nouveaux tests d'écotoxicité ont été développés sur des
macrophytes flottantes du genre Lemna : ligne directrice n°221 (OECD, 2006b), et tout
récemment sur une macrophyte enracinée : Myriophyllum spicatum L.. Cette derniére fait

I'objet de deux tests standardisés, I'un basé sur un systéme plante - eau en culture axénique
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: LD n°238 (OECD, 2014a), et I'autre basé sur un systéme plante - eau - sédiment en culture

non-axénique : LD n°239 (OECD, 2014b).

1.4 Myriophyllum spicatum : un nouveau modele d'intérét pour

I'évaluation des risques

1.4.1 Présentation

Le Myriophylle en épi (Myriophyllum spicatum L. ou Eurasian watermilfoil en anglais ; figure
I.L1) est une macrophyte aquatique de la famille des Haloragacées (Angiospermes
dicotylédones). Originaire d'Europe, d'Asie et d'Afrique du Nord, M. spicatum se retrouve
aujourd'hui également largement en Amérique du Nord (Grace and Wetzel, 1978) et méme
sur d’autres continents comme [I'Australie, ou elle constitue une espéce exotique
envahissante (http://www.cabi.org/isc/datasheet/34941). Cette plante pérenne immergée
et enracinée dans le sédiment est caractérisée par de longues tiges souples, des feuilles
finement découpées et des racines adventives. On les retrouve dans les lacs et les rivieres a
des profondeurs comprises entre 1 et 4 m (parfois méme jusqu'a 10 m). Cette espéece peut
aussi bien se multiplier par des moyens sexués qu'asexués. Cependant, la dispersion
végétative par fragmentation de la tige (naturelle : autofragmentation, ou provoquée par un
facteur extérieur : allo-fragmentation) et formation de rhizomes reste le mode de dispersion
majoritaire, notamment pour les moyennes et longues distances ainsi que pour la
colonisation de nouveaux habitats. La formation de graines via la reproduction sexuée
(pollinisation anémophile) est beaucoup moins utilisée, mais elle permet d'une part, des
dispersions a longue distance, et d'autre part de protéger les populations contre |'extinction
locale. Le Myriophylle est connu pour avoir une croissance rapide, avec un maximum de
croissance dans des conditions de faible luminosité et de haute température (Grace and

Wetzel, 1978; Muller et al., 1997; Peltre et al., 2002; Smith and Barko, 1990).
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Figure 1.1 Myriophylle en épi. A - Port de la plante ; B - verticille de feuille ; C - une partie de
I'inflorescence montrant les fleurs males sur la partie haute et les fleurs femelles sur la partie
basale ; D - fruit immature et E - fruit mature (tiré de Grace and Wetzel, 1978, d'apres Correll

and Correll, 1975).

Myriophyllum spicatum est une macrophyte trés compétitrice au sein des écosystemes
aquatiques, d'abord en raison de ses propriétés de croissance rapide et de reproduction
asexuée efficace ; mais aussi parce qu’elle produit de fortes concentrations de métabolites
secondaires ayant des propriétés inhibitrices des autres organismes. Il s'agit de composés
phénoliques (ou polyphénols) hydrolysables dont la forme majoritaire, pouvant représenter
jusqu'a 1,5% de la biomasse séche, est la tellimagrandine Il (B-1,2,3-tri-O-galloyl-4,6(S)-
hexahydroxydiphenoyl-D-Glc, figure 1.2) (Gross et al., 1996). Plusieurs études se sont
intéressées a ces molécules et a leurs effets sur les organismes interagissant avec le
Myriophylle. Gross et al. (1996) ont ainsi montré que les composés phénoliques présents
dans la plante (dont la tellimagrandine Il) inhibent le développement des microalgues vertes
et des cyanobactéries, qui sont des compétiteurs pour I'acces a la lumiére et aux nutriments.
Cet effet est principalement di a l'inhibition de la photosynthése (et plus particulierement
du photosysteme Il) chez ces organismes ; mais aussi a |'inactivation d'exoenzymes telles que

la phosphatase alcaline.
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De fait, les microorganismes photosynthétiques sont connus pour produire des enzymes
extracellulaires leur permettant d'augmenter la disponibilité des nutriments ; la phosphatase
alcaline par exemple, permet d'hydrolyser le phosphore organique en cas de situation de
limitation du phosphore inorganique. Inhiber ces enzymes c'est condamner ces organismes
si les nutriments viennent a manquer (Gross et al., 1996). Choi et al. (2002) quant a eux, se
sont intéressés aux impacts de ces polyphénols sur I'un des principaux herbivores de M.
spicatum : Acentria ephemerella, un Lépidoptére aquatique. lls ont montré que les composés
phénoliques de la plante réduisaient de facon significative la croissance des larves qui les
ingéraient. Les composés phénoliques de Myriophyllum spicatum ont donc des effets
cyanobactéricides, algicides et insecticides, qui permettent a la plante de dominer

I'écosysteme dans lequel elle se trouve.

Figure 1.2  Structure de la tellimagrandine Il  (B-1,2,3-tri-O-galloyl-4,6(S)-
hexahydroxydiphenoyl-D-Glc), le composé phénolique majoritaire de Myriophyllum spicatum
responsable de l'inhibition de ses compétiteurs et de ses herbivores (Choi et al., 2002; Gross

et al,, 1996; Leu et al., 2002) (https://en.wikipedia.org/wiki/Tellimagrandin_lII).

Cette forte compétitivité du Myriophylle en fait une espece proliférante (figure 1.3) qui pose
de nombreux problémes pour les activités récréatives des plans d'eau (telles que la
navigation, les baignades, la péche), ou simplement par réduction de I'esthétique des lieux,
notamment en Amérique du Nord (Grace and Wetzel, 1978; Smith and Barko, 1990). Ces
proliférations peuvent également géner les zones de rejet, causer |'asphyxie des milieux
aquatiques en diminuant les concentrations en oxygéne dissout, ou simplement soutenir
une prolifération d'insectes nuisibles tels que les moustiques (Smith and Barko, 1990).
Comprendre les interactions de cette espece avec son environnement est donc un enjeu

crucial pour pouvoir mieux la controler.
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Figure 1.3 Canopée dense de Myriophyllum spicatum a la surface d'un lac. Photo de Robert L.

Johnson, Université de Cornell (http://www.galvbayinvasives.org).

1.4.2 Pourquoi s'intéresser a Myriophyllum spicatum en écotoxicologie?

Les macrophytes constituent un compartiment clé pour I'évaluation des risques dans les
milieux aquatiques (Chapitre 1.3), pourtant, les études ont longtemps été réalisées sur les
microalgues. Les microalgues étant des organismes unicellulaires, elles ne représentent pas
de fagon fiable toute la gamme des organismes photosynthétiques, qui comprend également
des organismes pluricellulaires. Afin de mieux représenter les organismes photosynthétiques
vascularisés (pluricellulaires) des tests ont été développés sur le genre Lemna (Boutin et al.,
1995; Lewis, 1995; OECD, 2006b). Ces plantes présentent plusieurs avantages en tant
gu'organisme test, notamment une culture aisée et rapide en laboratoire, en conditions
axéniques ou non-axéniques (Arts et al., 2008). Mais elles ont la particularité d'étre
flottantes, ainsi elles ne sont en contact qu'avec les polluants dissouts dans la colonne d'eau,
et ne permettent pas d'évaluer l'impact des polluants présents dans les sédiments (Turgut
and Fomin, 2002). De plus, il s'agit de plantes monocotylédones. Or, il existe des herbicides
sélectifs des dicotylédones (Gauvrit, 1996), tels que les sulfonylurés appliqués dans les
champs de céréales pour éradiquer les adventices dicotylédones. Estimer leur toxicité par le
biais d’une monocotylédone, c'est risquer de la sous-estimer (Arts et al., 2008; Belgers et al.,

2007; Cedergreen et al., 2004).

C'est pourquoi depuis 2014 deux nouveaux tests normalisés ont vu le jour avec un nouveau
modele d'étude : Myriophyllum spicatum (OECD, 2014a, 2014b). En tant que dicotylédone

immergée, enracinée au substrat, elle permet d'élargir la gamme des modeles d'études du
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compartiment photosynthétique aquatique, mais également d'étre plus fiable dans
I'extrapolation des effets des herbicides sélectifs des dicotylédones. Par ailleurs, il s'agit
d'une espece largement répandue dans les lacs et les rivieres a I'échelle du globe, elle
présente ainsi un intérét majeur pour |'évaluation des risques des milieux aquatiques. Sa
croissance rapide ainsi que ses capacités trés efficaces de reproduction asexuée par
fragmentation permettent une mise en culture et une multiplication en laboratoire aisée et
rapide, deux atouts pour la réalisation de tests. Enfin, ses teneurs importantes en composés
phénoliques pourraient représenter un nouveau parametre permettant de prédire les effets
indirects de facteurs environnementaux sur d'autres organismes vivant en interaction avec
le Myriophylle. En effet, les composés phénoliques interviennent dans les relations biotiques
du Myriophylle (Choi et al., 2002; Fornoff and Gross, 2014; Leu et al., 2002) mais ils peuvent
varier suivant différents facteurs environnementaux : les saisons (Bauer et al., 2009), les
conditions environnementales de lumiére et d’azote (Gross, 2003b), ou encore de
phosphore (Gross, 2009). De plus ces molécules ont des propriétés anti- et prooxydantes, ce
qui les rend susceptibles de varier en réponse a une contrainte environnementale induisant

un stress oxydant, tels que les polluants.

Il. L'écotoxicologie une discipline en pleine évolution

1.1 Généralités et historique

L'écotoxicologie est une discipline relativement jeune, développée dans les années 70. Le
terme "écotoxicologie" a été défini pour la premiere fois par René Truhaut a la réunion de
I'International Council for Science (ICSU) a Stockholm en 1969 (Molle, 1984) comme : "la
branche de la toxicologie s'intéressant a I'étude des effets toxiques causés par les polluants
naturels et synthétiques aux constituants des écosystémes : animaux (incluant les humains),
végétaux, et microorganismes, dans un contexte intégré" (Bard, 2008). Ce n'est que 8 ans
plus tard qu'apparait le premier manuel traitant d'écotoxicologie, écris par Francois Ramade
(1977). Ce dernier redéfini I'écotoxicologie comme : "la science dont I'objet est I'étude des
modalités de contamination de I'environnement par les agents polluants naturels ou

artificiels produits par I'activité humaine, ainsi que de leurs mécanismes d'action et leurs
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effets sur I'ensemble des étres vivants qui peuplent la biosphere". Il faudra ensuite attendre

10 ans avant de voir la premiére version traduite en anglais de I'ouvrage (Ramade, 1987).

Les principes de base de I'écotoxicologie sont ceux de la toxicologie : analyse de relations
dose-réponse et estimation d'effets de concentration (EC50 par exemple) par l'intermédiaire
de tests monospécifiques avec un nombre limité de parameétres étudiés, comme par
exemple la croissance, la survie et la reproduction. Ces essais expérimentaux sont
généralement réalisés sur des espéces modeles représentatives des différents niveaux d'un
réseau trophique simplifié, par exemple pour les systemes aquatiques : algues et plus
récemment Lemna spp. en tant que producteurs primaires, daphnies en tant que
consommateurs primaires et poissons comme représentants des consommateurs
secondaires (Calow and Forbes, 2003). Ces approches ont été et sont encore largement
utilisées. Elles ont entre autre permis d'acquérir de nombreuses bases dans I'estimation des
concentrations chimiques acceptables dans I'environnement, notamment d'un point de vue

réglementaire (Van Straalen, 2003).

1.2 Limites des approches écotoxicologiques "classiques"

Les tests standardisés en laboratoire ont des avantages indéniables en termes de rapidité,
répétabilité, ou mise en place. De plus, les conditions controlées permettent de diminuer la
variabilité, et facilitent ainsi I'extrapolation des liens de causes a effets entre les situations
testées et les réponses des organismes (Knauer et al., 2008; Vignati et al., 2007). Cependant,
les conditions expérimentales de ces tests standardisés sont, d'un point de vue
environnemental, souvent peu réalistes (Tableau I.1), ce qui limite leur capacité a refléter les

réponses des communautés végétales naturelles aux polluants (Mohan and Hosetti, 1999).

Certains aménagements peuvent étre faits dans les protocoles des tests standardisés pour
répondre a des questions spécifiques : modification des teneurs en nutriments, adaptation
des conditions de culture (par exemple la température, la luminosité, ou le pH),
changement d'organismes etc ..., c'est pourquoi ces tests demeurent utiles (Vignati et al.,
2007). Néanmoins, face aux différences entre les conditions de laboratoire et les conditions
environnementales, |'écotoxicologie a di s'adapter et évoluer pour améliorer le réalisme
écologique des stratégies d'évaluation de risques (Schmitt-Jansen et al., 2008; Van Straalen,

2003).
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Tableau 1.1 Principaux facteurs limitants des tests standardisés en laboratoire et questions

posées pour |'extrapolation des résultats en conditions naturelles.

Facteurs limitants

Problémes posés

Milieux de culture

Milieux tres enrichis (développement et croissance rapide)

-> peu représentatifs des concentrations environnementales

-> limite la disponibilité des polluants (liaison, précipitation) (Vignati et al.,
2007).

Plusieurs milieux pour un méme organisme

- Différents nutriments (ratios et nature) (Roshon et al., 1996)

- Modification de la sensibilité au polluant (Brooks et al., 2015; Fulton et
al., 2009; Sulmon et al., 2004)

Conditions

expérimentales

Controlées
- absences de facteurs influengant les réponses biologiques

- probleme d'extrapolation laboratoire vs. terrain (Vignati et al., 2007)

Organismes testés

- tests monospécifiques ou sur des chaines trophiques simplifiées

- espéces modeles choisies pour leur facilité d'utilisation en laboratoire,
mais souvent peu représentatives des milieux évalués (Artigas et al., 2012;
Calow and Forbes, 2003).

- ne permettent pas de montrer les interactions entre les organismes au
sein des communautés et des populations (Calow and Forbes, 2003;
Schmitt-Jansen et al., 2008)

- ne prennent pas en compte les effets indirects des polluants par
modifications des interactions entre les espéces (Clements and Rohr,

2009; Rohr et al., 2006).

Contaminations

- aigles

- court terme

- molécules simples (pas de mélanges)

- détermination de valeur seuils EC50 (Concentration Effet 50%), PNEC
(Predicted No Effect Concentration), NOEC (No Observed Effect
Concentration), etc. pour la détermination des limites environnementales

acceptables et la réglementation des produits phytosanitaires.
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11.3 Mettre plus d'écologie en écotoxicologie : Quelles solutions ?

L'écotoxicologie a longtemps relevé plus de la toxicologie que de [|'""éco"-toxicologie a
proprement parler (Van Straalen, 2003). C'est pourquoi, face aux limites des approches
"classiques", plusieurs scientifiques se sont accordés pour reconnaitre le besoin de rendre
ses lettres de noblesse au "éco" de écotoxicologie (Chapman, 2002), c'est a dire avoir une
meilleure intégration de I'écologie théorique pour améliorer I'évaluation de risque (Calow

and Forbes, 2003; Clements and Rohr, 2009; Van Straalen, 2003).

Au sein des écosystémes, les communautés sont définies par la force des interactions entre
les espéces qui les composent. Il faut donc en tenir compte pour prédire les réponses de ces
communautés aux contaminants. C'est pourquoi Rohr et al. (2006) proposent d'intégrer des
théories d'écologie des communautés aux études d'écotoxicologie. En 2009, Clements and
Rohr définissent "l'écotoxicologie des communautés" comme étant I'étude des effets des
contaminants sur les modeles d'abondance des espéces, la diversité, la composition des
communautés, et les interactions entre espéces. lls expliguent notamment que la plupart
des paradigmes importants en écologie ont été mis au point par les chercheurs qui étudient
les communautés, et que ces hypothéses sont directement applicables a I'écotoxicologie des
communautés (Tableau 1.2). Leur idée est de coupler les informations de toxicité directe
avec la richesse spécifique, les interactions spécifiques, les liens trophiques et leur dispersion
spatio-temporelle, afin de pouvoir identifier la ou les "espéces clés" dont la perte causerait

des dommages irréparables.

Artigas et al. (2012) corroborent cette idée mais proposent d'adapter les approches au
niveau de complexité considéré : s'intéresser a des traits d'histoire de vie pertinents au
niveau populationnel, étudier les modifications des relations trophiques et interspécifiques
au niveau communautaire, et se focaliser sur les altérations structurales et fonctionnelles
des écosystémes. En écotoxicologie, selon la complexité des approches, on peut travailler
avec des tests normalisés monospécifiques (c'est le niveau 1) ou bien en micro- ou
mésocosmes avec des communautés (tests de niveau supérieur). Ainsi plusieurs des théories
évoquées dans le tableau 1.2 peuvent permettre de mieux comprendre les effets directs et
indirects des polluants. Les traits bio- ou écologiques des espéces sont, par exemple, déja
utilisés au niveau des macroinvertebrés (Archaimbault et al., 2009) ou des diatomées (Larras

et al., 2014). lIs sont également de plus en plus utilisés chez les plantes, notamment pour les
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comparaisons inter- mais aussi intraspécifiques (Pérez-Harguindeguy et al., 2013). Leur
mesure permet d'évaluer les effets d'un polluant, ou plus généralement d'un stress, et

d’extrapoler les conséquences sur la population ou la communauté (Violle et al., 2007).

Tableau 1.2 Avancées théoriques importantes en écologie des communautés et applications

potentielles en écotoxicologie (reproduit d'apres Clements and Rohr, 2009).

Paradigmes en écologie

Applications en écotoxicologie

Théorie des réseaux trophiques
Hypothéses des cascades trophiques
Gradients écologiques

Modele de matrice d'habitat
Théorie de la biogéographie insulaire
Successions écologiques

Principe d'exclusion compétitive

Théorie proie - prédateur

Modeles de transport des contaminants
Biomagpnification

Biosurveillance

Traits des espéces

Résilience des communautés

Ecologie de la restauration

Effets indirects des polluants

PICT (Pollution-induced community tolerance)

Théorie de la perturbation
Théorie de la hiérarchie Sélection des paramétres en ERA®
Hypothése de la perturbation intermédiaire Gradients subvention-stress
Gradients de stress environnementaux Hormeése en toxicologie
Seuils écologiques Modification des états stables par les contaminants
Richesse spécifique et fonctions écologiques Paramétres de mesures et évaluation en ERA

Evaluation des services écosystémiques

? Evaluation du risque environnemental

Une évaluation de risque fiable passe donc nécessairement par une bonne compréhension
du fonctionnement des écosystemes. Or, pour cela, les principes d’écologie ne peuvent pas
simplement étre appliqués, il faut également faire intervenir des principes de chimie, de
géologie, de physique etc ... au sein d'études pluridisciplinaires (Artigas et al., 2012; Schmitt-
Jansen et al., 2008). Cela sous-entend de passer d'approches réductionnistes simples, a des
approches holistiques considérant les écosystemes dans toute leur complexité (Chapman,

2002). Cette problématique est a la base de I'étude du stress multiple.
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lll. L'étude du stress multiple

Quelles soient naturelles ou anthropiques, les perturbations subies par les milieux
aquatiques n'ont cessé de se multiplier, menagant les écosystemes. Si bien qu'aujourd'hui
les situations de multi-stress sont devenues courantes plutot qu'exceptionnelles (Noges et
al.,, 2016). Bien que plusieurs auteurs aient montré depuis longtemps l'intérét d'étudier
I'effet combiné de ces stress (Breitburg et al., 1999; Folt et al., 1999), |'écotoxicologie n'a que
récemment commencé a considérer les polluants au sein d'un réseau complexe de

perturbations ou stresseurs (Ban et al., 2014; Segner et al., 2014).

l1l.1 Concepts de stress et stresseur

Le mot "stress" est dérivé du moyen anglais "stresse", et signifie : détresse, tension ou
encore déformation causée par une force extérieure (Odum et al., 1979). Bien que Odum et
al., (1979) aient proposé d'utiliser le terme "stress" dans les cas de réponses négatives, et
"subvention" pour les réponses positives ; en écologie il est courant d'inclure dans le terme
de stress toute variation aussi bien positive que négative par rapport a un état nominal. En
effet, tout écart, méme s'il est positif pour une espéce pourra conduire a un remaniement
des communautés, impliquant I'élimination d'autres espéces incapables de s'adapter au
changement (Folt et al., 1999; Odum et al., 1979; Segner et al., 2014). La levée d'un stress
implique le retour a I'état homéostatique original ou bien a la création d'un nouvel état

stable (Segner et al., 2014).

En francais le mot stress est souvent utilisé aussi bien pour qualifier la réponse d'un systéme
gue pour qualifier le facteur ayant induit cette réponse. Néanmoins, afin de bien séparer la
cause et l'effet, plusieurs auteurs parlent de stress pour |'effet, et de stresseur ou facteur de
stress pour la cause. Un facteur de stress (Figure 1.4) est défini comme toute variable sortant
de sa gamme normale de variation et affectant positivement ou négativement les
organismes individuels, la composition des communautés, ou le fonctionnement des
écosystémes par rapport a une condition de référence (Breitburg et al., 1999; Crain et al.,
2008; Piggott et al., 2015). L'impact des facteurs de stress ou stresseurs dépend de leur
intensité, du moment auquel ils surviennent, de leur durée, aussi bien que des propriétés

physiologiques et écologiques des systemes impactés (Segner et al., 2014).
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Figure 1.4 Influence de l'intensité d'une variable sur la réponse d'un organisme, et mise en

évidence du stress et des facteurs de stress (adapté selon Piggott et al., 2015).

l1l.2 Les stresseurs en milieux aquatiques

Les milieux aquatiques sont soumis a divers facteurs de stress, la plupart d'origine
anthropique, pouvant impacter le fonctionnement des écosystemes : rejets directs ou
indirects de polluants, de nutriments, modifications d'habitats, pénurie d'eau, ou encore
changement climatique global (Figure 1.5, European Environment Agency, 2012). Seuls 19%
des masses d'eaux ne seraient pas touchées par I'un ou l'autre facteur, seuls ou combinés

(European Environment Agency, 2012).

Selon le type d'environnement aquatique ou la région considérée les facteurs de stress
different, en effet selon que I'on se trouve en zone d'agriculture intensive ou dans une zone
trées urbanisée les pressions majoritaires ne sont pas les mémes (Hering et al., 2015;

Navarro-Ortega et al., 2015).
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Figure 1.5 Proportions du nombre total des masses d'eau classées (riviéres, lacs, eaux
cotieres et eaux de transition) présentant des pressions significatives clairement identifiées
(colonne de gauche) ainsi que leurs impacts (colonne de droite) (tiré de European

Environment Agency, 2012).

22



Chapitre | : Analyse bibliographique

60
50

40
L mR @TraC

(=]
X 30
s = i e — — 3¢
55 SE535PP3535523358538
— —
IO.OE.E-..ZI.-S'S...ES,.
L2 52 ELsES55c8: t EXSET ER
‘_,-3-(I.):‘1«“_>.>,.q)ou_ccu,_h < o O
St Z5EZESE2228EE5SERST
Z 3> S - o EX 56 s T OE
- T o - (] S = £ ()
S © = o = ¥
> > = - O =
= e o £
2}—
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Figure 1.6 Fréquences d'apparition de combinaisons a deux stresseurs dans les eaux de

surface (% de données probantes dans les 219 articles analysés par Noges et al, 2016).

Etant donné la multitude de facteurs de stress existants, et I'omniprésence des activités
anthropiques de par le monde, il est courant de retrouver simultanément dans un méme
milieu plusieurs facteurs de stress (Figure 1.6 ; Hering et al., 2015; Noges et al., 2016), c'est
pourquoi on parle de "stress multiple" ou "multistress". Bien que le nombre de stresseurs
simultanés puisse étre relativement élevé, particulierement dans le cas des eaux de
transition (Figure 1.7), pour les autres types d'environnements aquatiques se sont les
combinaisons a deux facteurs de stress qui sont majoritairement retrouvées (Figures 1.6 et
I.7). Parmi ces combinaisons deux facteurs prédominent : (i) la pollution diffuse (regroupant
aussi bien les rejets de nutriments que les rejets de contaminants divers), a hauteur de 45%
pour les rivieres et a plus de 30% pour les lacs ; et (ii) les dégradations hydromorphologiques
(modifications du débit, prélevement d'eau, enlevement de la végétation, élévation de la
température etc.) a plus de 30% et 40% pour les lacs et les rivieres respectivement

(European Environment Agency, 2012; Fehér et al., 2012; Hering et al., 2015).
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Figure 1.7 Nombre de groupes de facteurs de stress simultanés retrouvés dans les milieux
aquatiques des publications analysées par Noges et al., 2016 : 219 articles évaluant les effets
de stress-multiple sur des écosystémes aquatiques. R - rivieres ; L - lacs ; TraC - eaux de

transition et cotiéres ; GW - eaux souterraines.

Etant donné l'ubiquité croissante des situations de multistress, les effets des facteurs de
stress ne peuvent plus étre étudiés indépendamment. lls doivent étre évalués de facon
combinée. Cependant les connaissances actuelles ne permettent pas l'extrapolation des
effets des associations de facteurs a partir des effets des facteurs seuls. En effet, un certain

nombre de challenges compliquent I'évaluation des stress multiples.

111.3 Challenges posés par |'évaluation de risque des stress multiples

Challenge 1 : Une diversité de situations trop importante

Pour un méme facteur de stress, comme par exemple les herbicides, il existe une grande
variabilité de réponse, de comportement, et de sensibilité parmi les espéeces (Segner et al.,
2014). Cette diversité de sensibilité sert méme de base aux approches SSD (species
sensitivity distribution) utilisées en évaluation de risque. Le principe de la SSD est de
construire des courbes avec les valeurs seuils de plusieurs espéces (EC50 : concentration
effet a 50%, LOEC : concentration la plus basse induisant des effets, ou NOEC : concentration
a laquelle on n’observe aucun effet) qui permettent ensuite de déterminer les

concentrations dangereuses pour les écosystemes (Posthuma et al., 2002 ; figure 1.8). Mais
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dans I'environnement, il est rare de n'étre confronté qu'a un seul stress. En effet, comme il a
été montré dans la partie précédente (Chapitre L.111.2), il existe toute une variété de facteurs
de stress possibles, qui varient selon I'environnement aquatique concerné (riviéres, lacs,
eaux de transitions ou eaux souterraines), et les activités anthropiques limitrophes
(agriculture, industries, ou urbanisation) (European Environment Agency, 2012; Fehér et al.,
2012; Hering et al., 2015). Une telle diversité de réponses des systemes biologiques et de
facteurs de stress rendent impossible I'obtention des données sur toutes les combinaisons et
les interactions possibles (Hooper et al., 2013; Segner et al., 2014). Pour pallier cette
difficulté plusieurs solutions sont envisagées : Segner et al. (2014) par exemple, ont proposé
de convertir les différentes réponses biologiques en une unité commune. D'autres
proposent de privilégier I'utilisation de traits fonctionnels pour s'affranchir de la variabilité
biologique (Van den Brink et al., 2006; Violle et al., 2007) ; alors que Hooper et al. (2013),

guant a eux, préconisent d'avantage de développement de modeles prédictifs.
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Figure 1.8 SSD (Species Sensitivity Distribution) réalisée a partir de données de tests de
toxicité a court-terme de plusieurs especes aquatiques a l'atrazine (A), au diquat (C) et au
2,4-D (E). Les graphiques (B), (D), et (F) présentent les mémes données mais cette fois
séparées par groupe : algues, macrophytes, invertébrés et vertébrés (Van den Brink et al.,

2006).
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Challenge 2 : Relations stresseur - réponse non linéaires

Un deuxieme point compliquant I'étude du stress multiple est la présence de relations
stresseurs - réponses non-linéaires (Figure 1.9 ; Dodds et al., 2010; N&ges et al., 2016; Segner
et al., 2014). La encore les réponses aux polluants fournissent de bons exemples de non-
linéarité : courbes dose-réponse sigmoides (Cedergreen et al.,, 2004) ou phénoménes
d'hormese (Calabrese et al., 2007; Cedergreen et al., 2009) par exemple. Cette non-linéarité
entrave |'extrapolation et la prédiction des réponses a d'autres niveaux d'intensités, et ainsi

force a la réalisation de tests pour observer la réaction du systeme étudié.

Biodiversité associée

a b C d e f
Intensification agricole

Figure 1.9 Potentiels modéles d'effet de l'intensification des pratiques agricoles sur la
diversité des espéces non-cibles. Les lettres a a f de |'axe des abscisses représentent |'état de
gestion depuis "a" un écosystéme sans gestion particuliere, jusqu'a "f" une agriculture
intensive et industrialisée. L'intensification a tendance a réduire la diversité, mais cette

diminution peut prendre différentes trajectoires (Hooper et al., 2005).

Challenge 3 : Différents stress a différentes échelles

Les différents types de stresseurs, qu'ils soient chimiques, biologiques ou physiques,
n'agissent pas aux mémes échelles de temps et d'espace, de méme qu'ils n'ont pas la méme
intensité, la méme fréquence ou la méme durée, ce qui a pour conséquence de faire varier
les effets (Figure 1.10 ; Schmitt-Jansen et al., 2008; Segner et al., 2014). Des facteurs de

stress a petite échelle, ou locaux, comme les rejets de nutriments ou de polluants, auront
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tendance a se produire souvent, seront en général d'intensité faible a modérée, et auront
tendance a étre réversibles. Les facteurs de stress a plus large échelle, ou globaux, comme le
changement d'usage des terres ou les modifications hydromorphologiques, surviennent plus
ponctuellement mais ont une intensité telle que leurs effets sont trés peu réversibles
(Segner et al., 2014). Ainsi les deux stresseurs majeurs des environnements aquatiques
(nutriments et polluants vs. modifications hydromorphologiques, voir chapitre LIIl.2)

agissent a des échelles différentes.

Land use changes

Hydrological/
Geomorphological

w Biological
= disturbances
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|_
z
= Nutrients and
pollutants
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Figure 1.10 L'intensité et la fréquence de chaque type de facteurs de stress (chimiques,
biologiques et physiques) different et influencent la réversibilité de leurs effets (Segner et

al., 2014).

Challenge 4 : Dépendance des effets a I'historique de perturbation du systeme

Chaque écosysteme subit une succession de perturbations ; celles-ci peuvent étre
ponctuelles ou continues, de faible intensité, ou drastiques, se suivre ou étre espacées dans
le temps et I'espace. Les écosystémes peuvent étre détruits par ces perturbations si elles
sont trop fortes, ou résister et récupérer. Dans ce dernier cas, les écosystémes peuvent
retourner a leur état d'équilibre initial, ou état nominal, on parlera alors de résilience ; ou
bien ils peuvent atteindre un nouvel état d'équilibre, différent de I'état nominal, on parlera
alors d'état stable alternatif (Figure 1.11 ; Folke et al., 2004; Gunderson, 2000; Scheffer et al.,
2001). L’alternance des états stables a dominance de macrophytes immergées ou de
phytoplancton dans les lacs peu profonds est un exemple bien étudié (Scheffer et al., 1993).
Or, selon |'état de stabilité dans lequel il se trouve, un écosystéeme ne répondra pas de la
méme maniere a un nouveau facteur de stress (ou nouvelle perturbation) (Hughes and
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Connell, 1999). Ainsi un facteur de stress peut avoir ou ne pas avoir de conséquences selon
I'historique de I'écosysteme étudié (NOges et al., 2016), ce qui complique I'évaluation de

risque.

regime
shift

1 2 3 4

Figure 1.11 Etats stables alternatifs. Les perturbations peuvent modifier |'écosysteme
(représenté par la balle ; du schéma 1 a 4) de telle sorte qu'il passe d'un état stable nominal
a un nouvel état stable dit alternatif (les état stables sont représentés par les "vallées") (tiré

de Folke et al., 2004).

Challenge 5 : Interactions entre les facteurs de stress

Si les effets d'une combinaison de stresseurs étaient simplement I'addition des effets des
facteurs de stress seuls, leur extrapolation pourrait se faire sur la base de tests des
stresseurs isolés. Or, la plupart des études de stress multiple ont montré des interactions
entre les facteurs de stress aboutissant a des effets différents de la simple additivité :
synergie et antagonisme (Crain et al., 2008; Folt et al., 1999; N&ges et al., 2016; Piggott et al.,
2015). En effet, NOges et al., (2016) ont montré que sur les 219 articles qu'ils ont examiné
dans les situations de multistress avéré, les interactions (synergie et antagonisme)
représentaient 62, 60, 40 et 80% des cas pour les riviéres, les lacs, les eaux de transition et

cotieres et les eaux souterraines respectivement (Figure 1.12).
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Figure 1.12 Interactions entre les facteurs de stress au sein de situation de multistress pour
différents environnements aquatiques. TraC - eaux de transition et coétieres ; GW - eaux

souterraines (tiré de Noges et al., 2016).

Le synergisme a longtemps désigné les cas ou l'effet de la combinaison était plus important
qgue la simple additivité ; alors que I'antagonisme désignait les situations ou I'effet de la
combinaison est moins important que celui de [|'additivité (Folt et al., 1999). Des
classifications plus précises, permettant de décrire les interactions en prenant en compte les
effets des stresseurs seuls, existent aujourd'hui (Crain et al., 2008; Piggott et al., 2015).
Piggott et al, 2015 proposent par exemple de parler de synergisme et d'antagonisme positif
ou négatif, selon que l'effet est plus ou moins négatif (ou positif) que par simple additivité

(Tableau 1.3).

Tableau 1.3 Classification des effets des combinaisons de facteurs de stress proposée par

Piggott et al, 2015 d'aprés Crain et al, 2008.

Effets Conséquences

Additif (AD) Somme des effets individuels sans interaction

Antagonisme (A) Positif (A+)  Effets moins positifs que prédit par simple additivité
Négatif (A-) Effets moins négatifs que prédit par simple additivité

Synergisme (S) Positif (S+)  Effets plus positifs que prédit par simple additivité

Négatif (S-)  Effets plus négatifs que prédit par simple additivité
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Ces interactions conduisent parfois méme a des effets qui dévient si drastiquement des
effets escomptés qu'on parle alors de "surprises écologiques" (Ban et al., 2014; Segner et al.,
2014). C'est pourquoi I'étude des interactions entre les facteurs de stress, et
particulierement I'étude de leurs effets cumulés, est plébiscitée par plusieurs auteurs

comme étant d'une nécessité de premier ordre (Ban et al., 2014; Folt et al., 1999).

Bien que ce sujet recoive de plus en plus d'attention depuis une vingtaine d'année, les
informations sur les interactions entre stresseurs sont encore minces. Une meilleure
connaissance de ces interactions, et notamment ['élucidation des situations avec
synergisme, permettrait de prioriser les situations selon leur risque pour I'environnement.
En outre, cela permettrait de concentrer les efforts sur ces situations, d'adopter des mesures
préventives, et ainsi de limiter leurs conséquences pour les écosystemes aquatiques (Ban et
al.,, 2014). Par conséquent, une meilleure évaluation du risque nécessite d'étudier et de

comprendre comment les facteurs de stress peuvent interagir.

IV. Effets de deux facteurs de stress prédominants : les polluants et

les nutriments sur les macrophytes

Les pollutions diffuses constituent, avec les modifications hydromorphologiques, les deux
facteurs de stress majoritairement retrouvés en combinaison dans les différents milieux
aquatiques (Chapitre L.1Il.2 ; European Environment Agency, 2012; Fehér et al., 2012; Noges
et al., 2016). Mais, a l'inverse des modifications hydromorphologiques qui sont ponctuelles,
ont une forte intensité, et une faible réversibilité ; les pollutions diffuses, en général moins
fortes et plus réversibles, sont retrouvées trés fréquemment (Segner et al., 2014). Les
pollutions diffuses font référence aussi bien aux nutriments qu'aux polluants (European
Environment Agency, 2012; Fehér et al., 2012) qui se retrouvent en mélanges complexes
dans les écosystémes aquatiques. Malgré la fréquence de ces contaminations simultanées
(nutriments - polluants), I'évaluation du risque des polluants se fait dans la plupart des cas
sans tenir compte du facteur "nutriment" dans les milieux. Or, comme les stresseurs
interagissent dans la plupart des cas, et que la combinaison polluant - nutriment est tres

fréquente (NOges et al., 2016), il est nécessaire de réaliser des études pour évaluer les
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interactions possibles entre ces deux facteurs de stress. Cependant avant d'étudier ces deux

facteurs en combinaison il est important de connaitre leurs effets isolés.

IV.1 Effets isolés des herbicides et des ETM

Compte-tenu de la diversité des molécules existantes, il a été choisi de se focaliser sur les
deux familles de polluants majeurs : les herbicides et les éléments traces métalliques (ou

ETM).

IV.1.1 Les herbicides

Myriophyllum spicatum est une espéce aux capacités de croissance, de propagation et de
défense importantes (Chapitre 1.1.4), ce qui lui confére une trés bonne compétitivité vis a vis
des autres espéces aquatiques et la rend envahissante ou invasive, notamment en Amérique
du nord ou elle pose de nombreux probléemes. C'est pourquoi les premiéeres publications
existant sur le Myriophylle et les herbicides, et de facon générale une grande part de la
bibliographie a ce sujet, portent sur le contréle de cette espéce par les herbicides (voir
notamment toute la bibliographie des chercheurs américains : Michael D. Netherland, et
Kurt D. Getsinger). Ce type d'études a permis de mettre en évidence la sensibilité du
Myriophylle vis a vis de certains herbicides, notamment les herbicides auxiniques (ou auxine
like) comme le 2,4-D (acide 2,4-dichlorophénoxyacétique), le triclopyr, ou encore un
sulfonyluré : le bensulfuron-méthyl (Getsinger et al., 1982; Nelson et al., 1993; Netherland
and Getsinger, 1992).

Cette sensibilité a certains herbicides, et sa large répartition a I'échelle du globe ont conduit
les scientifiques a s'intéresser au genre Mpyriophyllum pour l|'évaluation des risques
environnementaux des herbicides. Ainsi plusieurs études existent aujourd'hui sur la
sensibilité du Myriophylle vis a vis de différents herbicides, dans des systemes de culture

plus ou moins complexes (Tableau 1.4).
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Tableau 1.4 Synthese des effets connus des herbicides sur le genre Myriophyllum.

Mode d'action : AAA - acides aminés aromatiques, IAA - auxines, CK : cytokinines. Especes : M. aq - M. aquaticum ; M. het - M. heterophyllum ; M. spi - M. spicatum ; M. ver
- M. verticillatum. Milieux : A - Andrews ; ED - eau déchlorée ; EN - eau naturelle ; ER - eau du robinet (ERE = enrichie) ; H - Hoagland ; J - Jaworski ; MS - Murashige and
Skoog ; SB - Smart and Barko ; S - Steinberg. Parameétres : Chl a - chlorophylle a ; L - longueur (totale, ou parties) ; MF/MS - masse fraiche ou séche (totale, T = tige, R =
racine) ; Nb - nombre (NbN : nceuds, NbR : ramifications, NbF : fleurs) ; Rdt - rendement ; RGR - taux de croissance relatif ; Y(Il) - rendement quantique efficace du PSII.
Références : [1] Belgers et al., 2011, [2] Bird, 1993, [3] Coutris et al., 2011, [4] Fairchild et al., 1998, [5] Heine et al., 2015, [6] Lambert et al., 2006, [7] McGregor et al., 2008,
[8] Mohr et al., 2007, [9] Mohr et al., 2013, [10] Mohr et al., 2015, [11] Richardson et al., 2016, [12] Sanchez et al., 2007, [13] Schreiber et al., 2011, [14] Teodorovi¢ et al.,
2012, [15] Tunié et al., 2015, [16] Vervliet-Scheebaum et al., 2010, [17] Wilson et al., 2001.

Famille et mode d'action | Espéce Herbicide Type Milieu | Jours Valeurs (pg/L) Paramétres Réf.
Régulateur de croissance | M. spi Thidiazuron Axénique MS 5 EC50 9800 NbR [2]
(IAA et CK-like)

Acides aryloxyalkanoiques | M. aq 2,4D OCDE 239 SB 7 EC50 30 - 1000 Rdt, RGRL, RGRMS [15]
(IAA-like) SX-1552 Méso ER 28 EC50 <0.3-0.68 L, MS [11]

LOEC 0.3
SX-1552A Méso ER 28 EC50 6.9-10.5 MS,L [11]

LOEC 9
M. het SX-1552 Méso ER 28 EC50 <03 L, Mf, MS [11]

LOEC 0.3
SX-1552A Méso ERE 28 EC50 21.3-35.1 L, MS [11]

LOEC 27
M. spi 2,4D Axénique | MS 5 EC50 40 NbR 2]
OCDE 238 A 14 EC50 5-1000 Lg, Lt [9]
OCDE 239 SB 14 EC50 100 - 400 Ly [9]
Fluroxypyr OCDE 238 A 14 EC50 420 Ly [9]
Micro EN 30 EC50 70-130 MF, MS, MSg, Ly [9]
Micro EN 37 EC50 62 MEF [10]
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Famille et mode d'action | Espéce Herbicide Type Milieu | Jours Valeurs (pg/L) Parameétres Réf
Urées (Inhibition M. spi Diuron Eau J 14 EC50 5 RGRMS [6]
photosysteme Il) NOEC 0.0005 RGRMS

EC50 >5 Fv/Fm
NOEC 5 Fv/Fm
Isoproturon OCDE 239 SB 7 EC50 260 -> 1000 Rdt, RGRL, RGRMS [15]
OCDE 238 A 14 EC50 260 -530 Lr, MF,MS [9]
OCDE 239 SB 14 EC50 60 - 260 MS, Ly [9)
Micro EN 30 EC50 50-110 MS, MSg, MF, Ly [9]
Sulfonylurées (Inhibition | M. spi lofensulfuron OCDE 239 SB 14 EC50 0.18 Ly [5]
acétolactate syntase) Metsulfuron-methyl | Micro | SB | 42(1) | EC50 | 0.054-0.073 L, Ln [1]
42(3) | EC50 0.075 - 0.081
42 (7) EC50 0.071-0.093
42 (14)| EC50 0.078 - 0.085
42 (21) EC50 0.054 - 0.055
Triazines (Inhibition M. aq Atrazine OCDE 239 SB 7 EC50 170 - 640 Rdt, RGRL, RGRMS [15]
photosysteme Il) Eau S 10 EC50 76.42 - 93.51 Rdt, RGRMF [14]
LOEC 40 -80
Sédiment S 10 EC50 0.42-0.70 ug/g MF;, Lg, Ly, RGRMF [14]
LOEC | 0.46-0.92 ug/g
EC50 | 1.99-3.13 pg/g Chla
Sédiment | S 13 EC50 2.9 ug/g MF [13]
EC50 0.79 pg/g Y(I1)
Simazine Hydrop H 7 LOEC 300 - 1000 MF, NbR, Ly [17]
NOEC 100 - 300
M. het Atrazine Micro ASTM 14 EC50 132 MF (4]
Metribuzine Micro ASTM 14 EC50 17 MF (4]
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Famille et mode d'action | Espéce Herbicide Type Milieu | Jours Valeurs (pg/L) Parameétres Réf
Triazines (Inhibition M. spi Atrazine Axénique MS 5 EC50 3700 NbR [2]
photosysteme ll) Micro EN 14 EC50 69 -178.6 MSg, MS; [7]
EC50 149.7 Chla
28 EC50 25.2-42.5 MSg, MS+
EC50 104.9 Chla
42 EC50 37.8-114.5 MS;, MSg
EC50 122.9 Chla
Simazine Micro ED 28 NOEC 50 Ly, MS, MF [16]
56 NOEC 50 Ly, MS, MF
NOEC 50 NbFI
84 NOEC 500 Ly, MS, MF
NOEC 50 NbFI
Chloroacétanilides M. het Alachlor Micro ASTM 14 EC50 > 3000 MF [4]
(Inhibition synthese Metolachlor Micro | ASTM | 14 EC50 > 3000 MF [4]
protéines et lipides)  "p7~ o Metazaclor Méso EN | 140 | EC50 22 MF 8]
Metazaclor Méso EN 170 EC50 11 MF [8]
Organophosphorés M. spi Glyphosate Axénique MS 5 EC50 1600 NbR [2]
(Inhibition synthése AAA) Axénique A 21 EC50 330 - 5010 Lz, MF, L, NbN [12]
Acides benzoiques (IAA- | M. aq Dicamba OCDE 239 SB 7 EC50 520-3140 Rdt, RGRL, RGRMF, [15]
like) RGRMS
Dinitroanilines (Inhibition | M. ag Trifluraline OCDE 239 SB 7 EC50 270 ->1000 Rdt, RGRL, RGRMS [15]
formation microtubules)
Dinitrophénols (Inhibition | M. ag | DNOC (dinitro-o-cresol) | Sédiment S 13 EC50 81.71 ug/g MF [13]
respiration) NOEC 30.8 ug/g Y(11)
Mélange (cf ci-dessus) M. spi Atrazine (50%), Micro ERE 21 EC50 59 MS [3]
isoproturon (35%)
alachlor (15%)
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L'étude de la bibliographie a permis de montrer une grande variété d'espéces de
Myriophylle, d'herbicides étudiés, de conditions de cultures et de parametres mesurés.
Cette diversité se retrouve dans les valeurs seuils présentées : EC50, LOEC et NOEC qui

varient énormément.

Concernant les especes étudiées, il est difficile de conclure a une plus ou moins grande
sensibilité de M. spicatum par rapport aux autres espéces de Myriophylle vis a vis des
herbicides. En effet, il existe trop de différences dans les protocoles pour attribuer une
variation des valeurs seuils a I'espéce étudiée plutét qu'aux conditions de cultures et aux
parametres étudiés. Par exemple, les effets de l'atrazine, qui ont été étudiés chez M.
aquaticum (Schreiber et al.,, 2011; Teodorovi¢ et al., 2012; Tuni¢ et al., 2015), M.
heterophyllum (Fairchild et al., 1998) et M. spicatum (Bird, 1993; McGregor et al., 2008),
sont variables. Mais comme dans certains cas les effets sont étudiés en conditions axéniques
(Bird, 1993), dans d'autres en microcosmes ou systéme plante-eau-sédiment (Fairchild et al.,
1998; McGregor et al., 2008; Tuni¢ et al.,, 2015) ou encore en systéme plante-sédiment

(Schreiber et al., 2011; Teodorovic et al., 2012), les comparaisons sont tres difficiles.

Parmi les différents herbicides étudiés on retrouve majoritairement des herbicides
auxiniques dont I'efficacité sur M. spicatum avait été montrée précédemment (Getsinger et
al., 1982; Netherland and Getsinger, 1992), mais également des urées et des triazines, tres
répandues dans les milieux aquatiques, ainsi que deux sulfonylurées, également connues
pour leur contréle efficace du Myriophylle (Nelson et al.,, 1993). La sensibilité connue du
Myriophylle a certains herbicides n'a pas toujours été retrouvée. Par exemple, les EC50s
déterminées pour M. spicatum et le 2,4-D varient d'un facteur de 200 (entre 5 et 1000 pg/L)
selon que I'on considére la longueur des racines ou des tiges (Mohr et al., 2013). A contrario,
des herbicides, dont les effets étaient supposés moins importants que ceux des herbicides
auxiniques, ou des sulfonylurées, se sont parfois avérés autant voire plus toxiques que ces
1

derniers. Par exemple les EC50 déterminées pour le diuron chez M. spicatum sont de 5 pug L’

alors que celles du fluoxypyr sont au minimum de 67 pg L™.

Les études présentées ont utilisé différentes conditions de culture. Les systémes les plus
contrblés sont les systéemes plante-eau, qui peuvent étre axénigues ou non ; viennent
ensuite les systemes plante-eau-sédiment, les microcosmes et les mésocosmes. La majorité
des résultats suggerent une plus grande sensibilité des espéces de Myriophylles dans les
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systemes complexes (micro et mésocosmes). Bien que pour |'évaluation du risque ces
derniers systémes soient préférables, car au plus proches des conditions environnementales,
ils augmentent aussi le nombre de facteurs confondants (Vignati et al., 2007), si bien que les
effets apparemment plus marqués des herbicides dans les conditions des mésocosmes
pourraient en réalité résulter d'autres facteurs de stress, par exemple une déplétion en
nutriment ou une attaque d'herbivore. Le milieu de culture peut aussi modifier la réponse
des plantes. Cependant les seuls exemples de situations similaires mais de milieux différents
: le glyphosate (Bird, 1993; Sanchez et al., 2007) et le 2,4-D (Bird, 1993; Mohr et al., 2013)
sur M. spicatum, comportent des différences de durée d'exposition et/ou de parameétres
étudiés, biaisant d'éventuelles conclusions. Les exemples trouvés de situations similaires
mais de durées d'exposition différentes, n'ont pas permis de mettre en évidence d'effet de

ce paramétre (Belgers et al., 2011; Vervliet-Scheebaum et al., 2010).

La majorité des études présentées s'intéressent exclusivement a des parameétres
morphologiques. Ce type de parametres : croissance, rendement, etc ... sont courants en
évaluations de risques puisque préconisés par les normes (OECD, 2014a, 2014b, 2006b).
Seules quatre des études trouvées ce sont intéressées a un autre type de parametres liés a la
photosyntheése : le contenu en chlorophylle a, le Y(ll), et le Fv/Fm (Lambert et al., 2006;
McGregor et al., 2008; Schreiber et al., 2011; Teodorovié¢ et al., 2012). Mais étant donné la
grande variabilité entre les valeurs des paramétres morphologiques, il est difficile de

comparer la sensibilité des deux types de parametres.

L'ensemble des études rencontrées permet de dresser un tableau complexe des effets des
herbicides sur le Myriophylle, effets dépendants de nombreuses conditions. Mais qu'en est-il

des effets des ETM?

IV.1.2 Les ETM

Les métaux lourds et les métalloides sont aujourd'hui regroupés sous une méme appellation,
celle d'éléments traces métalliques (ou ETM). Les interactions entre les ETM et le genre
Myriophyllum sont étudiées depuis de nombreuses années en raison des capacités
épuratrices de ces derniers. En effet plusieurs études ont montré que les espéces de
Myriophylle, a l'instar d'autres espéces de macrophytes, pouvaient accumuler les ETM : par

bioaccumulation c'est-a-dire absorption et accumulation interne (Cardwell et al., 2002;
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Harguinteguy et al., 2015; Sapci and Ustun, 2015), mais également par biosorption c'est-a-
dire par adsorption a I'extérieur de la plante (Keskinkan et al., 2003; Lesage et al., 2007).
Concernant ce dernier point, il a également été montré que cette biosorption pouvait se
faire en utilisant un compost de plantes aquatiques (Milojkovi¢ et al., 2014). Les capacités
d'accumulation des Myriophylles, voire d'hyperaccumulation dans certains cas (Robinson et
al., 2006), ont conduit a leur utilisation comme biomoniteur et bioindicateur de la qualité
des milieux (Grudnik and Germ, 2010; Lewander et al, 1996), mais aussi en
phytoremédiation (Harguinteguy et al., 2015). Certains auteurs les qualifient méme de
biomoniteur idéal, puisque que ce sont des organismes sessiles, visibles a I'ceil nu, faciles a
collecter, manipuler et identifier sur le terrain, et qui concentrent les métaux biodisponibles
a la fois du sédiment par leurs racines, mais aussi de la colonne d'eau par les feuilles et les

tiges (Nimptsch et al., 2005).

Néanmoins, cette bioaccumulation n'est pas sans conséquences pour les plantes. Les travaux
de Yan and Xue, (2013) ont par exemple permis de montrer une réduction de la croissance
de M. spicatum avec une accumulation croissante de Cu (Figure 1.13). Les ETM peuvent
également inhiber la biosynthese des pigments chlorophylliens et des enzymes impliquées
dans ce procédé en prenant la place de l'ion Mg2+ dans la molécule de chlorophylle,
conduisant ainsi a l'incapacité de capter un photon et donc a une diminution de I'activité

photosynthétique (Ferrat et al., 2003).

C'est pourquoi, la tolérance a des niveaux importants d'ETM ne peut se faire que par la mise
en place de procédés de détoxification efficaces. Ces procédés de détoxification peuvent
étre divisés en 3 étapes : la phase |, qui inclut principalement les transformations par
oxydation et hydrolyse des ETM (la plupart avec le systtme des monooxygénases a
cytochrome P450) ; ces métabolites sont ensuite conjugués en phase Il par des enzymes de
types transférases (par exemple : la glutathion S-transférase); et en phase lll, ils sont
répartis et stockés dans les parois cellulaires ou les vacuoles (Ferrat et al., 2003; Nimptsch et
al., 2005). Les plantes doivent également mettre en place un certain nombre de systemes de
défenses antioxydantes : cystéine, glutathion, tocophérols, acide ascorbique et des enzymes
comme la catalase, la superoxyde dismutase, la guaiacol peroxydase, la glutathion réductase

ou encore |'ascorbate peroxydase. Ces défenses vont permettre de piéger les espéeces
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réactives de |'oxygéne (ROS) toxiques, et ainsi de protéger la plante d'un stress oxydant

(Ngayila et al., 2009).
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Figure 1.13 Concentrations de cuivre mesurées dans des tiges de M. spicatum et effet sur la
croissance (longueur de la tige) suite a leur I'exposition a différentes concentrations de Cu
pendant 4 jours (10 uM Cu = 635,46 pg/L). Les données présentent les moyennes *

I'écartype (n = 3). Les lignes sont les courbes log-logistique intégrées (tiré de Yan and Xue,

2013).

Les mesures des systemes de défenses antioxydantes, des teneurs en pigments
chlorophylliens, de I'activité photosynthétique, et également de la croissance, qui sont soit
activés soit inhibés par les ETM, peuvent étre utilisées comme bioindicateurs de la qualité de
milieux, mais aussi comme biomarqueurs de leur toxicité (Ferrat et al., 2003; Harguinteguy
et al., 2015; Ngayila et al., 2009). C'est pourquoi de plus en plus d'études s'y intéressent
(Tableau 1.5).
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Tableau 1.5 Synthese des effets connus des ETM sur le genre Myriophyllum

Especes : M. aq - M. aquaticum ; M. alt - M. alterniflorum ; M. het - M. heterophyllum ; M. pro - M. propinquum M. spi - M. spicatum ; M. tri - M. triphyllum. Test : Ax -

Axénique (t= tube ; b= boite); NAx - non axénique. Milieux : A - Andrews ; ED - eau déionisée ; EN - eau naturelle ; H - Hoagland ; MN - milieu nutritif ; Vo - Vienne

oligotrophe ; Ve - Vienne enrichi. Bioacc : bioaccumulation. Parameétres : AAO - activité antioxydante ; ABA - acide abscissique ; Aty - anthocyanes ; Car - caroténoides ; Chl -

chlorophylle ; L - longueur (totale, T= tige, R = racine) ; NbN - nombre de nceuds ; NbRc - nombre de racines ; MDA - malondialdéhyde ; MF - masse fraiche (totale, T= tige, R

=racine) ; MS - masse seche (totale, T=tige, R = racine) ; TPC - composés phénoliques totaux W - potentiel osmotique. Références : [1] Delmail et al., 2011a, [2] Delmail et

al., 2011b, [3] Harguinteguy et al., 2015, [4] Krayem et al., 2016, [5] Ngayila et al., 2007, [6] Ngayila et al., 2009, [7] Robinson et al., 2006, [8] Sajwan and Ornes, 1996, [9]

Sanchez et al., 2007, [10] Sivaci et al., 2004, [11] Sivaci et al., 2007, [12] Sivaci et al., 2008.

4 i Effet sur la plante
Type | Esp. ETM Dose Test | Milieu Du-r ¢e| Concentration Bioacc - - P - Remarques Réf.
(ng/L) )] (ng/g MS) Physiologie Morphologie
M. CuSO, 100 | Ax Vo 27 =31 N Chla, Chlb, 2 5% mort, N Nb, s # selon ages des | [2]
alt Proline, A Wn feuille | vaisseaux xyleme, feuilles ; 77% en
double endoderme 24h
0- |Nax| Vo 42 | Pas de saturation A Chlb N MF, MS [6]
2 2000
:E‘J 0- |NAX| Vo | 42 1350 - 5850 89-93 [5]
a 2500
w
M. Zn* 0- | NAx| MN 7 2348 N Chla, 2 MDA Phytoremédiation | [3]
aq 20000 efficace
M. CuSO, 0- Ax A 21 EC50: 2190 - 4490 [9]
spi 40000 ug/L (Lg, MS, L, NbN)
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4 i Effet sur la plante
Type | Esp. ETM Dose Test | Milieu D“.’ ée| Concentration Bioacc - - P - Remarques Réf.
(ne/L) )] (ng/g MS) Physiologie Morphologie
M. |Na,HAsO,| 100 | Ax Vo 14 \I photosynthese, N 4]
alt (AsV) (t) respiration
Ax 21 103.85 (T), N de Chl a, Chl b, 4]
(b) 156.53 (R) Car
AX Ve 14 A photosynthese, 4]
(t) \ respiration
ﬁ 30 N Ly (4]
g Ax | Ve | 21 87.48 (1), N de Car [4]
$ (b) 106.65 (R)
é CdCl, 10 AX Vo 27 = 320 N Chl a, Chl b, Car, 5% mort, N Nb, & # selon ages des | [1]
21 MDA, A Proline, vaisseaux xyleme, feuilles ; 50% en
2 Wn feuille double endoderme 24h
transitoire
CdSO, [0-25|NAx| Vo 42 Pas de saturation | 76 - 83 N Chl a, Chl b, Car N MF, MS [6]

1800 - 5100

A Chla, Chl b, Car

[5]
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Dose

Durée

Concentration

Effet sur la plante

Type | Esp. ETM Test | Milieu . Bioacc Remarques Réf.
ype| Esp (ng/L) (i) (ng/g MS) Physiologie Morphologie g
M. Ni** 0- | NAx| MN 7 = 4625 21 Chla, 22 MDA Phytoremédiation | [3]
aq 10000 efficace
Pb** 0- |NAXx| MN 7 3798 + 1032 A Chla, 2 MDA Phytoremédiation | [3]
15000 efficace
M. CdsoO, 0- NAX ED 4 <100 N Chl a, Chl b, Car, [12]
het 64000 AN Aty, 1 TPC
@ | M. [NaHAsO,| 0- [NAx| EN 42 ~ 250 N MS (7]
2 | pro | (Asv) | 3000
c
§ M. CdsO, 0- AXx H 14 =270 N P N (Ly, MSy, MSg, [8]
$ | spi 7360 NbRc)
o
z 0- |NAx| ED 4 2 ABA [11]
16000
=78 N Chl a, Chl b, Car >70% [10]
accumulation en
24h
M. | CdSO, 0- |NAx| ED 4 7 ABA, A1 AAO, N [11]
tri 16000 TPC
~ 150 NI Chl a, Chl b, Car >70% [10]
accumulation en
24h
g M. CuSO, - 0- | NAx| Vo 42 Pas de saturation N Chla, Chlb N MF, MS Pas d'influence [6]
& | alt | cdso, | 2000, dans la
‘g 0-25 bioaccumulation
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Beaucoup d'études portant sur les ETM et les Myriophylles, sont des études in-situ. Le
tableau 1.5 présente des études conduites en laboratoire, en conditions contrélées et ayant
pour objectif d'évaluer leur toxicité pour différentes especes de Myriophylle. Ces études
sont souvent conduites par les mémes équipes, de ce fait, ce sont principalement trois ETM
qui sont retrouvés : un ETM essentiel, le cuivre (Cu) et deux ETM non-essentiels, le cadmium
(Cd) et l'arsenic, sous forme d'arséniate (As(V)), forme majoritaire de l'arsenic dans la
colonne d'eau, mais aussi la plus toxique (Rahman et al., 2012). Le fait que plusieurs études
soient conduites par les mémes équipes n'empéche cependant pas de retrouver une

certaine diversité dans les doses et les conditions de cultures, ainsi que dans les parameétres.

Comme les espéces de Myriophylle sont tolérantes aux ETM, les doses testées sont assez
élevées par rapport a celles testées pour les herbicides, et plutét de I'ordre du milligramme
(voir des dizaines de milligrammes ; Sivaci et al., 2008 ; 2007 ; 2004). Quelques études se
sont néanmoins intéressées a des doses plus faibles (de quelques dizaines a quelques
centaines de microgrammes) et ont pu montrer des effets significatifs. Par exemple, Delmail
et al. (2011b) ont montré une réduction du contenu en chlorophylle a et b, une
accumulation de proline, une augmentation du potentiel osmotique et des modifications du
xyleme chez M. alterniflorum en présence de 100 pg L™ du CuSO, ; et Delmail et al. (2011a)
ont montré des effets similaires du Cd chez cette méme espéce 3 10 pg L. Pour autant,
I'absence de tests des effets d'ETM différents aux mémes doses et dans les mémes
conditions empéche la comparaison de la toxicité des ETM essentiels et des ETM non-

essentiels. Ainsi il est difficile de voir s'il existe une différence entre les deux.

Concernant les conditions de culture, on peut noter que dans I'ensemble les études se font
en condition assez contrblées (aucune mention d'étude en micro- ou mésocosme), et
essentiellement sur des systemes plante-eau. Il existe une disparité importante de durée
d'exposition et de milieux de culture utilisés par les différents auteurs. Certains utilisent des
milieux nutritifs classiquement utilisés pour la culture axénique des macrophytes, comme le
milieu Hoagland ou le milieu Andrews (Sajwan and Ornes, 1996; Sanchez et al., 2007), ou des
milieux nutritifs non spécifiés (Harguinteguy et al., 2015). D'autres utilisent des milieux
oligotrophes enrichis ou non, dont la composition est similaire a celle trouvée sur le terrain,
comme le milieux Vienne (Delmail et al., 2011b; Krayem et al., 2016; Ngayila et al., 2007).

Robinson et al. (2006) quant a eux ont réalisé leur étude avec de I'eau naturelle qu'ils ont
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complémenté en As(V). Enfin, Sivaci et al. (2008 ; 2007 ; 2004) n'ont pas utilisé de milieux de
culture. lls ont réalisé leur test dans de I'eau déionisée. L'utilisation d'eau déionisée au lieu
d'un milieu nutritif, ne serait-ce qu'oligotrophe est discutable, bien que les auteurs affirment
gue cela ne nuit pas a la plante. En effet, il est probable que ces plantes aient subi un choc

osmotique pouvant biaiser les résultats obtenus.

Les dosages d'ETM ainsi que les calculs de facteurs de bioaccumulation, quand ils ont été
faits, montrent bien que les espéces de Myriophylle sont capables d'accumuler les ETM en
guantités importantes, et que plus de 50% de la dose retrouvée a la fin de |'expérimentation
était absorbée durant les premieres 24 h (Delmail et al., 2011a; Sivaci et al., 2004).
Cependant, comme aucune étude n'a mesuré de saturation des quantités absorbées, méme
quand la contamination représentait plusieurs mg.L™" (Harguinteguy et al., 2015), le taux

absorbé a 24 h est peut-étre inférieur a 50%.

Parmi les parametres mesurés on trouve peu de parametres morphologiques
comparativement aux études sur les herbicides. A la place ce sont surtout des parametres
physiologiques qui sont mesurés : les biomarqueurs évoqués au début du paragraphe. Dans
la plupart des cas, les biomarqueurs de stress (contenu en MDA, ABA, proline, mesure de
I'activité antioxydante) augmentent, alors que le contenu en pigments photosynthétiques,
I'activité photosynthétique, la respiration et la croissance diminuent. Mais quelques études
ont aussi observé une augmentation légere des pigments avec le Cu (Ngayila et al., 2009), le
Cd (Ngayila et al., 2007), le Ni et le Pb (Harguinteguy et al., 2015). Le dosage des composés
phénoliques totaux (TPC), utilisés comme marqueurs de stress oxydant (Blokhina et al.,
2003) ont montré une augmentation chez M. heterophyllum (Sivaci et al., 2008) et une
diminution chez M. triphyllum (Sivaci et al., 2007) en présence de Cd dans des conditions de
cultures similaires, mais a des doses différentes (augmentation a 64 mg L™ et réduction 3 16

mg L').

Les deux études réalisées avec le milieu Hoagland (Sajwan and Ornes, 1996) et le milieu
Andrews (Sanchez et al., 2007) ressemblent, du fait du choix des parametres mesurés, plus a
celles conduites sur les herbicides. Elles se sont en effet intéressées a des parameétres
morphologiques plutét que physiologiques : longueur, masses seches, nombre de racine ou
de nceuds. Sanchez et al. (2007 ; étude conduite également sur le glyphosate) ont pu

déterminer une EC50 pour le Cu comprise entre 2190 et 4490 ug L%, Donc contrairement aux

43



Chapitre | : Analyse bibliographique

études sur les herbicides et les espéces de Myriophylle, une seule EC50 a été trouvée pour
les ETM. Ainsi, il semblerait que dans les études portant sur les ETM et le genre

Myriophyllum, la réalisation de courbes dose-réponse soit une pratique moins courante.

Comme pour les herbicides, il apparait donc que les effets des ETM sur le Myriophylle sont
complexes. La encore la présence de différences entre les espéces, les conditions de culture,
les ETM, doses et parameétres utilisés entre les études empéche de généraliser les effets, ou
de mettre en évidence des liens entre les conditions testées et les réponses des plantes.
Seule I'étude de Krayem et al. (2016) montre une modification des effets de I'As(V) sur
I'activité photosynthétique de M. alterniflorum dépendante de I'enrichissement en
nutriments du milieu, et suggérant une interaction entre I'As(V) et les nutriments. Mais que

sait-on de telles interactions ?

IV.2 Interactions entre les herbicides ou ETM et les nutriments

Pour se développer, les organismes photosynthétiques, autotrophes, ont besoin de prélever
dans leur environnement des nutriments essentiels (Maathuis, 2009; Taiz et al., 2015). On
définit la concentration critique en nutriments comme étant la concentration minimale de
nutriments dans les tissus permettant une croissance ou un rendement maximal de la plante
(Taiz et al., 2015). Gerloff (1975) a déterminé que chez M. spicatum cette concentration
critique est égale a 0,75% pour I'azote (N), et 0,07% pour le phosphore (P). En dega de ces
concentrations, la croissance est réduite et la plante déficiente. Ainsi, les modifications des
concentrations en nutriments dans les milieux sont susceptibles d'affecter les organismes

photosynthétiques par limitation, ou exces.

Dans les écosystémes aquatiques, I'azote et le phosphore constituent les deux principaux
facteurs limitant la croissance des organismes photosynthétiques (Bornette and Puijalon,
2011; Duarte, 1992; Moss et al., 2013). L'azote entre en effet dans la composition des acides
aminés, des protéines, des acides nucléiques, des nucléotides, ou encore des amines
(Maathuis, 2009; Taiz et al., 2015). Le phosphore quant a lui est plutot impliqgué dans les
processus énergétiques et le maintien de l'intégrité cellulaire : c'est un composant de I'ATP,
des phospholipides, des sucres phosphates, des acides nucléiques ou encore des nucléotides

(Maathuis, 2009; Taiz et al., 2015).
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Les activités anthropiques, responsables de rejets importants de ces deux éléments (azote et
phosphore), en plus des molécules contaminantes de type herbicide ou ETM par exemple
(Chapitre L.111.2), peuvent donc impacter doublement les organismes photosynthétiques de
ces milieux : (i) par action toxique des contaminants, et (ii) en perturbant les concentrations

et les équilibres des différents nutriments.

Les nutriments dans le milieu peuvent en effet étre modifiés en terme de concentrations,
mais également dans en terme de rapports molaires ou massiques selon les auteurs (rapport
N:P par exemple). Ces rapports sont appelés ratios steechiométriques, et leur effets sont
étudiés en stcechiométrie écologique, terme désignant les équilibres des substances
chimiques dans les interactions écologiques, les procédés, et leur étude (Sterner and Elser,
2002). La théorie de la stoechiométrie écologique considére que les déséquilibres
élémentaires entre les "consommateurs" (ici des organismes photosynthétiques) et la
"ressource" (azote ou phosphore) ménent a la limitation des organismes par les nutriments,
affectant par la suite de nombreux processus écologiques, comme les caractéristiques de
croissance des organismes, leur valeur nutritive pour les herbivores (qualité), et leur
biomasse, la dynamique de population, la dynamique des chaines trophiques, les
interactions biotiques, ou le recyclage des nutriments, c'est-a-dire, au final, la structure et le

fonctionnement des écosystemes (Danger et al., 2008).

Sterner et Elser (2002) ont fait la supposition que les teneurs en N et P et par conséquent le
ratio N:P des organismes photosynthétiques était étroitement corrélés a ceux du milieu. Les
travaux de Gisewell and Koerselman (2002) montrent au contraire une faible corrélation
entre les concentrations en nutriments et le ratio N:P du sol, et ceux de plantes de zone
humides. En revanche, ils démontrent que ces parameétres répondent a une fertilisation du
milieu, que ce soit sur le terrain ou en laboratoire. Demars and Edwards (2007) démontrent
guant a eux qu'il existe bien une relation entre les nutriments du milieu et ceux de la plante,
mais que cette relation est faible ; et que les ratios stoechiométriques C:N:P sont
relativement stricts ce qui empéche leur usage en bioindication de I'enrichissement des
milieux. Pourtant, des ratios N:P différents ont été trouvés dans des macrophytes issues de
sites oligo- et eutrophes (Frost and Hicks, 2012; Xia et al., 2015). De méme, Sistla et al.
(2015) montrent qu'un enrichissement en azote, en augmentant le ratio N:P, peut empécher

I'absorption du phosphore par I'organisme et ainsi aboutir a une limitation en phosphore.

45



Chapitre | : Analyse bibliographique

Mais, bien que les points de vue aient évolués et/ou divergent, il semblerait que les
nutriments du milieu puissent influencer les teneurs des plantes dans une certaine mesure.
De par le réle de ces nutriments dans le métabolisme de la plante (Maathuis, 2009), de telles
modifications des ratios C:N:P sont susceptibles d'affecter le métabolisme. Mais est-ce que
de telles modifications peuvent influencer la réponse des organismes a un stress additionnel,
tels que les polluants? C'est ce que les études présentées dans le tableau 1.6 ont cherché a

savoir.
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Tableau 1.6 Synthese des effets connus des herbicides et ETM combinés aux nutriments sur les organismes photosynthétiques d'eau douce.

Sens de l'effet : 2 (augmentation), ™ (diminution). Signes : + ou - désignent des effets plus ou moins importants par rapport aux effets des facteurs seuls allant dans la

méme direction, ns - non significatif. Test : Ax - Axénique (t= tube ; b= boite); NAx - non axénique ; Hydrop - hydroponie ; Micro - microscosme ; méso - mésocosme. Modes

d'action : AAA - acides aminées aromatiques ; GA - gibbérellines ; PSI - photosystéme | ; PSII - photosystéme Il. Paramétres : Car - caroténoides ; Chl a = chlorophylle a ; MF -

masse fraiche, MS - masse seche. Références : [1] Baker et al., 2016, [2] Bian et al., 2013, [3] Cedergreen et al., 2016, [4]Chia et al., 2015, [5] Dalton et al., 2015, [6]

Detenbeck et al., 1996 [7] Interlandi, 2002, [8] Krayem et al., 2016, [9] Lizotte et al., 2013, [10] Lozano and Pratt, 1994, [11] Murdock et al., 2013, [12] Tubea et al., 1981.

Type Organisme Test Polluants Nutriments | Combinaison Paramétres Réf.
Nature Mode d'action effet| Nature |effet
Chlorella Ax Prométryne Inhibition du PSII \I N + A N+ Croissance [12]
pyrenoidosa N P+ ns ns
Dinosebe Inhibition métabolisme | ns N+ A ns Croissance
ns P+ ns ns
Fluométuron Inhibition du PSII \I N + A N+ Croissance
N P+ ns ns
Phytoplancton In-situ Glyphosate Inhibition AAA ns | NetP+ ns \ Qualité ressource [1]
é phytoplancton
g Méso atrazine, S- Inhibition PSII, des GA, | \J NetP+ A ns Chl a [9]
:<|T:, métolza,chlt?re, Insecticide
perméthrine
Périphyton Micro Diquat Inhibition PSI ns NetP+ | A \ Chla [10]
ns | NetP+ | A A+ Protéines
Micro Atrazine Inhibition du PSII \ NetP+ A ns Chl a (établie) [11]
\ NetP+ | A A+ Chl a (colonisation)
\J NetP+ ns ns PPB
N | NetP+ |y ns Absorption NH,"
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Type Organisme Test Polluants Nutriments | Combinaison Paramétres Réf.
Nature Mode d'action effet| Nature |effet
Périphyton Méso Atrazine Inhibition du PSII ns N + \J A Car/Chl a [6]
ns P+ A N
ns | NetP+ | ns ns
Lemna minor Hydrop Glyphosate Inhibition AAA A N - \ A+ RGR surface des [3]
g 2 p_ S A+ frondes
5 N | N- | N N -
= N P- N N -
Communauté de In-situ Atrazine Inhibition PSII ns NetP+ | ns ns Richesse spécifique | [5]
macrophytes ns NetP+ | \y ns Macrophytes
submergées
ns NetP+ | A ns % d'especes non
natives
ns NetP+ | \y ns Qualité floristique
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Type Organisme Test Polluants Nutriments | Combinaison Paramétres Réf.
Nature Mode d'action effet| Nature |effet
Ankistrodesmus NAX CuCl, ns N - ns ns Croissance (7]
falcatus
Asterionella NAXx Cudl, \J N - \l N\ + Croissance
formosa
Fragilaria NAXx Cudl, \J N - \l N\ + Croissance
crotonensis
Chlorella vulgaris Ax Cd(NOs), \J N - \I N+ Croissance (4]
\J N - \I \l - Densité de cellules
A N - A+ MS
E 2 N - N A+ Chia
Lemna gibba Ax AgNO; \J Nut - \I \l - Nombre de frondes | [2]
N N:P+H(NP) | N ns
\ Nut - N \ - MF
N NP+(NP) | N ns
N Nut - \J ns Croissance
N NP+H(NP) | N ns
M. alterniflorum Ax Na,HAsO, \I NetP+ | \J A Photosyntheése (8]
ns NetP+ \J \ + Respiration
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Le tableau 1.6 présente les résultats d'études combinant les deux facteurs de stress évoqués
précédemment : polluant et nutriments. Comme pour les tableaux 1.4 et L5, il existe une
variété importante de conditions et de milieux de culture utilisés entre les différentes
études, ce qui peut en partie expliquer les différences de résultats. Afin d'éviter les

redondances avec le chapitre L.IV.1, ils n'ont pas été détaillés ici.

A l'instar des études sur les effets des polluants seuls, il existe une disparité importante
entre les approches des études sur les herbicides et celles sur les ETM. En effet, les travaux
sur les herbicides portent principalement sur des communautés : phytoplancton (Baker et
al., 2016; Lizotte et al., 2013), périphyton (Detenbeck et al., 1996; Lozano and Pratt, 1994;
Murdock et al., 2013), macrophytes (Dalton et al., 2015), en systémes complexes :
microcosme (Lozano and Pratt, 1994; Murdock et al., 2013), mésocosme (Detenbeck et al.,
1996; Lizotte et al., 2013), ou encore in-situ (Baker et al., 2016; Dalton et al., 2015) ; alors

gue les études trouvées pour les ETM portent sur une seule espéce en conditions controlées.

Parmi les herbicides étudiés, ont retrouve une certaine diversité de formes et de modes
d'action, avec quand méme une dominante d'herbicides inhibiteurs de la photosynthese,
gue ce soit au niveau du photosystéme | (Lozano and Pratt, 1994) ou majoritairement du
photosystéme Il (Dalton et al., 2015; Detenbeck et al., 1996; Lizotte et al., 2013; Murdock et
al., 2013; Tubea et al., 1981). A I'exception des travaux de Dalton et al. (2015), I'ensemble
des études portent sur des microorganismes, seuls ou en communautés, et non sur des
plantes supérieures dicotylédones, comme le Myriophylle, ainsi il n'est pas étonnant de ne

pas retrouver d'herbicides auxiniques au sein des différents herbicides testés.

Plusieurs études