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Résumé 

En français : 

Les pratiques agricoles changent de plus en plus pour évoluer vers une utilisation réduite des 
pesticides de synthèse au profit des pesticides d’origine naturelle. Le plan Écophyto 2030 mis en place 
en France en 2024 incite à la recherche d’alternatives aux pesticides de synthèse. Cette volonté de 
changement doit être accompagnée afin de s’assurer que les fongicides d’origine naturelle utilisés pour 
remplacer les pesticides de synthèse ne sont pas également problématiques pour l’environnement. 
Cette étude examine les différences de toxicité entre les fongicides de synthèse et les fongicides 
d’origine naturel sur les communautés microbiennes du périphyton. Les effets de ces pesticides ont 
été caractérisés à l’aide de descripteurs biologiques, tels que les activités enzymatiques, le rendement 
photosynthétique, la biomasse, la chlorophylle totale ou encore l’acquisition de tolérance. Trois 
fongicides ont été utilisés pour cette expérience ; le boscalide (de synthèse), le sulfate de cuivre 
(d’origine naturelle) et la kasugamycine (d’origine naturelle, autorisée hors UE). Le périphyton a été 
mis pendant 26 jours dans des canaux en verre. Il y avait sept conditions différentes à trois répétitions ; 
contrôle, kasugamycine (1 mg/L et 100 mg/L), boscalide (0,1 µg/L et 100 µg/L) et sulfate de cuivre (30 
µg/L et 100 µg/L). Cette expérience a permis de montrer que l’exposition aux contaminants étudiés 
entraînait un changement de composition dans les communautés phototrophes. De plus, la présence 
de sulfate de cuivre diminue l’activité de l’enzyme β-glucosidase et la kasugamycine diminue l’activité 
de l’enzyme estérase. Le cuivre diminue aussi le rendement photosynthétique des communautés 
phototrophes. Aucune acquisition de tolérance n’a pu être mise en évidence pour les contaminants 
organiques.  

 

En anglais : 

Farming practices are changing more and more, moving towards the reduced use of synthetic 
pesticides in favour of pesticides from natural origin. The Ecophyto 2030 plan implemented in France 
in 2024 encourages the search for alternatives to synthetic pesticides. This desire for change needs to 
be supported to ensure that the natural fungicides used to replace synthetic pesticides are not equally 
problematic for the environment. This study examines the differences in toxicity between synthetic 
and naturally occurring fungicides on periphyton microbial communities. The effects of these 
pesticides were characterised using biological descriptors such as enzymatic activities, photosynthetic 
yield, biomass, total chlorophyll abundance and tolerance acquisition. Three fungicides were used in 
the experiment: boscalid (synthetic), copper sulphate (natural) and kasugamycin (natural, authorised 
outside the EU). Mature periphyton was exposed in glass channels, for 26 days, to seven different 
conditions in three replicates: control, kasugamycin (1 mg/L and 100 mg/L), boscalid (0.1 µg/L and 100 
µg/L) and copper sulphate (30 µg/L and 100 µg/L). This experiment showed that the presence of 
contaminants led to a change in phototrophic communities. In addition, the presence of copper 
sulphate reduces the activity of the β-glucosidase enzyme and kasugamycin reduces the activity of the 
esterase enzyme. Copper also reduces the photosynthetic yield of phototrophic communities. No 
evidence of tolerance was found for organic contaminants.   
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1 Introduction 

 Selon la Commission européenne (Commission 2022), un pesticide est une substance « qui 
prévient, détruit, contrôle les organismes nuisibles (‘pest’) ou les maladies, ou qui protège les plantes 
durant la production, le stockage ou le transport ». Les pesticides peuvent être classés de différentes 
façons notamment en fonction de leur cible (herbicide, insecticide, fongicide, etc.) ou en fonction de 
leur utilisation ; en agriculture biologique ou conventionnelle (pesticides naturels ou de synthèse).  

 La réduction de l’utilisation des pesticides et particulièrement des produits phytosanitaires de 
synthèse (pesticides de synthèse) est un sujet émergent et qui commence doucement à prendre de 
l’importance. Une réglementation au niveau de l’Union Européenne avait pour ambition de diminuer 
de 50 % l’usage des produits phytosanitaires d’ici à 2030, par rapport aux moyennes des années 2015, 
2016 et 2017 (Olivier 2024). Bien que cette réglementation ait finalement été abandonnée, elle met 
en exergue une volonté globale de transition vers une agriculture plus durable. En France, la 
réglementation suit cette tendance de changement. Bien que certains objectifs précédents n’ont pas 
été respectés tels que la sortie du glyphosate d’ici 2020 (plan Écophyto II+ ; Ministère de l’Agriculture 
et de la Souveraineté alimentaire 2022). En mai 2024, le ministère de l’Agriculture et de la Souveraineté 
alimentaire a publié une nouvelle stratégie concernant les pesticides : Écophyto 2030 (Ministère de 
l’Agriculture et de la Souveraineté alimentaire 2024). Parmi les axes de travail proposés par ce nouveau 
plan, le premier axe incite à la recherche d’alternatives aux méthodes chimiques (notamment les 
pesticides de synthèse) au bénéfice des méthodes de biocontrôles (telles que les substances d’origine 
naturelle). Ces prémices de changement ont déjà été observées avant le déploiement de ce plan. Selon 
les chiffres de la BNV-d (Banque National des Ventes des distributeurs), une augmentation de 
l’utilisation de produits de biocontrôle ainsi que de produits utilisables en agriculture biologique avait 
été observée entre 2009 et 2021. Entre 2020 et 2021, les ventes de ces substances ont progressé de 
13 % (Ministère de la Transition Ecologique et de la Cohésion des Territoires 2022). Certaines études, 
telles que celle d’Ayilara et al. (2023) ou celle de Brown, Brown, et Nepomuceno (2016), présentent 
les pesticides d’origine naturelle appelés aussi biopesticides comme des alternatives prometteuses aux 
pesticides synthétiques. 

 Dans le cadre de ces changements de pratique, il est important de connaître les effets que 
peuvent avoir les biopesticides sur l’environnement. Des études ont déjà montré que certains 
biopesticides avaient des effets néfastes sur les organismes non ciblés (Pino-Otín et al. 2019). De plus, 
dans les produits utilisés en agriculture biologique, certains ont des toxicités connues depuis 
longtemps comme par exemple le cuivre, employé comme biofongicide malgré sa toxicité sur les 
organismes non ciblés (Nor 1987).  

Dans le but d’étudier les différences entre les biofongicides et les fongicides de synthèse, le 
projet MEMENTO (Metabolomic approach to decipher induced tolerance to (bio)fungicides in aquatic 
biofilms) a vu le jour. En 2020 en France, les fongicides et bactéricides représentaient plus d’un quart 
du Nombre de Dose Unité (NODU : représente le nombre de traitement moyen sur une année en 
France) utilisé en agriculture (Ministère de l’Agriculture et de la Souveraineté alimentaire 2020). Le 
projet MEMENTO a pour objectif global de mieux comprendre les phénomènes d’acquisition de 
tolérance aux fongicides de synthèse et aux biofongicides chez les communautés microbiennes 
aquatiques. Pour ce projet, les communautés microbiennes du périphyton ont été choisies comme 
sujet d’étude car le périphyton regroupe différents groupes taxonomiques (algues, cyanobactéries, 
bactéries, etc.), ce qui lui permet d’assurer différents services écosystémiques. De plus, le périphyton 
est présent dans tous les écosystèmes aquatiques, même les plus perturbés (Guasch et al. 2017; 
Bonnineau et al. 2020; Morin et Artigas 2023). 

L’expérimentation présentée dans ce rapport a pour ambition de comparer l’effet de trois 
fongicides sur les communautés microbiennes du périphyton. Les trois substances étudiées sont le 
boscalide (un fongicide de synthèse), le sulfate de cuivre (un biopesticide) et la kasugamycine (un 
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fongicide d’origine naturelle non autorisé en Union Européenne (UE) mais utilisé dans d’autres pays). 
Le but étant de vérifier si le périphyton développe une tolérance à ces fongicides et de caractériser les 
réponses moléculaires, structurelles et fonctionnelles des communautés au travers de différents 
descripteurs biologiques et ainsi de mieux comprendre la façon dont les communautés microbiennes 
peuvent devenir plus tolérantes à des pesticides.  

2 État de l’art 

2.1 Les fongicides 

 Pour les pesticides organiques en France, la réglementation fixe le seuil maximal pour l’eau du 
robinet à 0,1 µg/L par substance chimique, de plus, la somme des concentrations de ces composés ne 
doit pas excéder 0,5 µg/L. Pour les eaux brutes sans traitement, chaque substance ne doit pas excéder 
2 µg/L et la somme des concentrations de ces substances doit rester inférieure à 5 µg/L (notre-
environnement 2024).  

L’indice IPTC (Intensité des Pressions Toxiques Cumulées) permet de rendre compte du 
potentiel risque que les pesticides pourraient avoir sur la vie des organismes aquatiques. Lorsqu’il est 
supérieur à 1, cela signifie qu’il y a une forte pression toxique dans au moins un échantillon d’une 
station. Cet indice ne tient compte que de 64 pesticides, néanmoins il permet de donner une idée 
globale des pressions que ces substances peuvent exercer sur les cours d’eau (notre-environnement 
2023). Entre 2008 et 2020, en France métropolitaine, une station sur deux présentait un IPTC supérieur 
à 1, ce qui représente un risque notable pour la faune et la flore aquatique. Au cours de ce suivi sur 
plus de 10 ans, il a été remarqué que la situation semble s’améliorer (en 2020 il y avait une baisse de 
10 % des stations présentant un IPTC > 1 en comparaison avec 2008). 

 La Nouvelle-Aquitaine n’est pas exempte de cette pression chimique exercée sur les 
écosystèmes aquatiques. Il s’agit de la deuxième région en France ayant le plus de surface viticole. Afin 
de protéger les récoltes, les fongicides sont souvent utilisés pour lutter contre certains champignons, 
notamment le mildiou (Plasmopara viticola) et l’oïdium de la vigne (Uncinula necator). Dans cette 
région, en 2016, 80 % de l’IFT total (Indicateur de Fréquence de Traitement) était consacré à la lutte 
contre les champignons (Direction Régionale 2019).  

Parmi les fongicides, les composés cuivrés (comme le sulfate de cuivre) font partie des produits 
utilisés, notamment en agriculture biologique par l’Union Européenne. La laminarin est aussi un 
fongicide d’origine naturelle utilisé en agriculture biologique (Union 2022). Bien que la tendance soit 
aux changements de pratiques, les pesticides de synthèse boscalide, azoxystrobin et tébuconazole sont 
toujours employés en Europe dans la lutte contre les champignons en agriculture. De plus, de 
nouveaux composés issus de sources naturelles sont également autorisés hors UE tels que la 
kasugamycine (Gouvernement du Canada 2012; Ministère Japonais), ou encore à l’étude tels que la 
fengycine et la surfactine (Desmyttere et al. 2019). Lors de ce stage, la toxicité aiguë de tous les 
composés cités précédemment a été évaluée. Les informations générales sur ces substances sont 
répertoriées dans le tableau ci-dessous (Tableau 1). La toxicité chronique du sulfate de cuivre, du 
boscalide et de la kasugamycine a également été évaluée. Pour ces substances des informations plus 
détaillées sont données dans les paragraphes suivants.  
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Tableau 1: Liste des fongicides testés pour les tests de toxicité aiguë  

Fongicides 
testés 

Utilisation 
en Union 

Européenne 

Formule 
chimique 

Molécule chimique 

Azoxystrobin 

Autorisé 
(mais pas en 
agriculture 
biologique) 

C22H17N3O5 

 

Boscalide 

Autorisé 
(mais pas en 
agriculture 
biologique) 

C18H12Cl2N2O 

 

Sulfate de 
cuivre 

Autorisé en 
agriculture 
biologique 

CuSO4 

 

Fengycine 

Non 
autorisé 

(manque de 
données) 

C72H110N12O20 

 

Kasugamycine 

Non 
autorisé 

(manque de 
données) 

C14H25N3O9 

 

Laminarin 
Autorisé en 
agriculture 
biologique 

(C24H41O21)n 
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Fongicides 
testés 

Utilisation 
en Union 

Européenne 

Formule 
chimique 

Molécule chimique 

Surfactine 

Non 
autorisé 

(manque de 
données) 

C53H93N7O13 

 

Tébuconazole 

Autorisé 
(mais pas en 
agriculture 
biologique) 

C16H22ClN3O 

 

2.1.1 Le boscalide 

 Le boscalide est un fongicide utilisé en agriculture conventionnelle. Il fait partie de la famille 
des Succinate Dehydrogenase Inhibitors (inhibiteurs de la succinate déshydrogénase ; SDHI). Cette 
famille regroupe 11 fongicides. En France, en 2020, le boscalide était le 3ème composé de la famille des 
SDHI le plus vendu. Le boscalide est autorisé dans l’Union Européenne depuis 2008. Même si ce 
composé a vu sa consommation chuter depuis 2008, passant de plus de 500 tonnes vendues en France 
à 75 tonnes vendues en 2020, il reste un composé encore important sur le marché des fongicides 
(Anses 2020). Aux États-Unis, une équipe de recherche a échantillonné différents points d’eau douce 
dans des zones où des fongicides sont utilisés, afin de détecter leur présence et leur concentration. Le 
boscalide avait une concentration maximale détectée de 0,109 µg/L (Reilly et al. 2012).  

 Pour limiter ou empêcher le développement des organismes fongiques, le boscalide inhibe 
l’activité de l’enzyme succinate déshydrogénase (Anses 2020). Cette enzyme est présente dans un 
grand nombre d’êtres vivants y compris chez les bactéries. Chez les eucaryotes, elle se situe dans la 
membrane mitochondriale. La succinate déshydrogénase intervient dans le cycle de Krebs. Ce dernier 
a un rôle important dans le vivant ; par exemple, il intervient dans la synthèse de NADPH (Nicotinamide 
Adénine Dinucléotide Phosphate) et de glutathion, dans la production de chaleur mitochondriale et il 
participe à la respiration (Oyedotun et Lemire 2004; Bénit et al. 2018). Le boscalide est donc 
susceptible d’affecter de nombreux organismes vivants. L’European Chemicals Agency (Agence 
Européenne des produits chimiques ; ECHA) a classé le boscalide comme substance susceptible de 
provoquer des effets Cancérogènes Mutagènes, ou Reprotoxiques (CMR) (ECHA). Ce fongicide 
présente également un danger pour la vie aquatique. Il est « toxique pour les organismes aquatiques 
et entraîne des effets néfastes à long terme » (mention H411, règlement Commission Européenne).  

Parmi les organismes aquatiques, Aksakal (2020) a montré la nocivité du boscalide pour les 
daphnies. Après 48h d’exposition, les daphnies exposées à des concentrations de boscalide de 5 à 10 
mg/L présentaient une réduction significative des activités des enzymes antioxydantes : superoxide 
dismutase et glutathione-s-tansferase ainsi qu’une augmentation de la malondialdehyde et de 
l’activité catalase par rapport au contrôle. Sur le long terme (21 jours d’exposition), les daphnies 
contaminées à ce fongicide présentaient une diminution de la fréquence de mue et une altération de 
la reproduction (diminution du nombre de nouveau-nés et du nombre d’embryons par femelle pour 
les concentrations 5 et 10 mg/L). Comme le boscalide intervient dans le cycle de Krebs, il entraînerait 
une diminution de la quantité d’énergie chez les daphnies, et donc ces organismes auraient moins 
d’énergie à allouer à la reproduction.  
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Toujours concernant les organismes aquatiques, Qian et al. (2018) ont mis en évidence une 
diminution significative de la desnité cellulaire de l’algue verte (Chlorella vulgaris) en comparaison avec 
le contrôle dès 48 h d’exposition et jusqu’à 96 h d’exposition à des concentrations allant de 1,68 mg/L 
à 3,48 mg/L. De plus la quantité de chlorophylle a et de chlorophylle b a également diminué 
significativement, en comparaison au contrôle, pour les algues vertes exposées à 1,6 mg/L, 2,4 mg/L 
et 3,2 mg/L de boscalide après 96 h d’exposition.  

Le boscalide a également des effets sur les activités enzymatiques des communautés 
microbiennes. Dans un sol exposé à 200 mg/kg de boscalide, l’activité phosphatase et l’activité β-D-
glucosidase étaient significativement plus basses que dans le sol contrôle dès 7 jours d’exposition pour 
la phosphatase et à partir de 21 jour pour la β-D-glucosidase, cette baisse a duré toute l’expérience 
(jusqu’à 60 jours) (Xiong et al. 2014).  

2.1.2 La kasugamycine 

 La kasugamycine n’est pas autorisée au sein de l’Union Européenne. Néanmoins, certains pays 
l’utilisent déjà comme le Canada (autorisation depuis 2012 ; (Gouvernement du Canada 2012) ou le 
Japon (Ministère Japonais). Ce composé est utilisé en tant que bactéricide et fongicide. La 
kasugamycine a été découverte en 1961 par le groupe du Dr Sumiki. Elle est utilisée depuis 1962 au 
Japon pour lutter contre la contamination du champignon blast (Piricularia oryzae) dans les cultures 
de riz (Ishiyama et al. 1965). Cette molécule est produite par la bactérie Streptomyces kasagiensis et 
fait partie de la famille des aminoglycosides. La kasugamycine inhibe la synthèse des protéines en 
intervenant au niveau du ribosome (Gouvernement du Canada 2012). Cette substance n’a pas été 
classée comme CMR selon la réglementation de l’Union Européenne.  

 Comme la kasugamycine est utilisée comme bactéricide, certaines études ont montré des 
effets sur la structure et les fonctions des communautés bactériennes présentes dans l’eau, les 
sédiments et le sol telle que l’étude de Huang et al. (2010). Pour évaluer l’effet de la kasugamycine sur 
les communautés microbiennes, des sédiments ont été échantillonnés dans la rivière Fazih (à Taiwan), 
puis répartis dans des microcosmes contrôles (sans contaminant) ou contaminés à la kasugamycine 
(168,4 mg/L ou 1462,9 mg/L). Après 30 jours d’exposition, la présence de kasugamycine a entraîné un 
changement dans la composition bactérienne de l’eau de surface et des sédiments (mis en évidence 
par analyse DGGE), impliquant une sélection d’espèces tolérantes.  Cela a permis de montrer que la 
kasugamycine peut entrainer un changement dans la composition des communautés bactériennes.   

 Wang et al. (2021) a mis en évidence une variation des activités enzymatiques et de la 
composition des communautés microbiennes du sol après un traitement à la kasugamycine. Pour ce 
faire, le sol a été traité à la kasugamycine (12,5 kg/ha), puis 14 jours après le traitement des 
concombres ont été plantés (ils ont été enlevés 110 jours après le traitement). La présence de 
kasugamycine dans le sol a entraîné une augmentation de la présence de la bactérie 
Gemmatimonadetes par rapport au sol non-traité, après 14, 55 et 110 jours. Après 14 jours 
d’exposition, la kasugamycine a également augmenté l’activité de l’enzyme catalase en comparaison 
au contrôle. Après 55 jours d’exposition, l’activité de l’enzyme sucrase était significativement plus 
faible que celle du contrôle alors que celle de l’urease était significativement plus importante. A notre 
connaissance, aucun article mesurant la concentration en kasugamycine dans les eaux de surface n’a 
été publié. 

2.1.3 Le cuivre 

 Le cuivre est utilisé pour prévenir et lutter contre les maladies fongiques et bactériennes. Il est 
autorisé en agriculture biologique mais également employé en agriculture conventionnelle (Ministère, 
s. d.). Le cuivre peut être utilisé sous différentes formes telles que l’hydroxyde de cuivre Cu(OH)₂, 
l’oxyde de cuivre CuO ou bien le sulfate de cuivre CuSO₄. Ce dernier est le composé présent dans la 
bouillie bordelaise (Commission Européenne 2021). Selon la BNV-d, le sulfate de cuivre était la forme 
la plus vendue en France entre 2010 et 2019 avec un total des ventes par année relativement stable 
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sur cette période (Anses 2022). Dans un bassin viticole méditerranéen, les concentrations dissoutes en 
cuivre dans les eaux de rivières pouvaient atteindre jusqu’à 8 µg/L (El Azzi et al. 2013). Une autre étude 
menée sur la rivière Morcille dans le Beaujolais (en France) a relevé des concentrations en cuivre de 
plus de 16 µg/L ; il s’agit également d’une zone viticole (Montuelle et al. 2010).  

 Le cuivre est un élément retrouvé naturellement dans l’environnement. C’est un nutriment 
minéral essentiel au développement des organismes. Par exemple, chez les végétaux, il est impliqué 
dans le transport d’électrons photosynthétiques au niveau des chloroplastes (Puig et al. 2007). 
Lorsqu’il est absent, la croissance des végétaux peut être ralentie (Yruela 2009). Néanmoins, à des 
concentrations plus importantes, le cuivre devient toxique pour les organismes vivants. La World 
Health Organization (Organisation Mondiale de la santé ; WHO) recommande une concentration en 
cuivre de 2 mg/L pour l’eau destinée à la consommation humaine (Thompson et World Health 
Organization 2007). Sous forme de poudre de sulfate de cuivre, il est notamment vendu avec plusieurs 
mentions de danger (règlement de la Commission Européenne) et notamment celle concernant le 
risque pour la vie aquatique « Très toxique pour les organismes aquatiques, entraîne des effets 
néfastes à long terme (H410) ».   

De nombreux articles relatent des effets négatifs du cuivre sur la faune et la flore. Ce métal 
peut réduire la croissance des végétaux et de leurs racines, altérer la photosynthèse et entraîner la 
mort du végétal (Marques et al. 2019 (exposition de Peltophorum dubium pendant 150 jours à 100 à 
400 mg/kg dans le sol); Brunetto et al. 2019 (exposition de Vitis labrusca pendant 90 jours à 60 mg/kg 
dans le sol); Trentin et al. 2019 (exposition de Vitis vinifera pendant 1 an à 122 mg/kg dans le sol); 
Djeukam et al. 2016 (exposition de Betula papyfera pendant 8 jours à 9 à 3900 mg/kg dans le sol)). La 
toxicité du cuivre pourrait également provenir du stress oxydatif. Les ions cuivreux Cu+ et les ions 
cuivriques Cu2+ participeraient à la formation du radical hydroxyle HO• (Gaetke et Chow 2003). Ce 
dernier a la capacité d’interagir avec beaucoup de biomolécules, générant du stress oxydatif (Buettner 
1993). 

 Ces fongicides à base de cuivre peuvent être un danger pour les organismes. Ils proviennent 
essentiellement des zones agricoles. Cependant avec les précipitations, ces contaminants peuvent être 
lessivés et se retrouver dans d’autres compartiments. Ils sont par exemple retrouvés dans les milieux 
aquatiques, tels que les eaux souterraines, les lacs ou bien encore les cours d’eau (EauFrance et INERIS 
2022). En se retrouvant dans les points d’eau, ces pesticides peuvent affecter des organismes non 
ciblés. Les fongicides destinés aux champignons pourraient alors altérer le fonctionnement d’autres 
organismes, faune ou flore. Le périphyton, un consortium d’organismes, peut alors être utilisé pour 
rendre compte de l’impact de ces substances chimiques sur divers micro-organismes.  

2.2 Le périphyton 

2.2.1 Définition et composition du périphyton 

Les termes « biofilm » et « périphyton » sont souvent utilisés comme des synonymes. Ils 
représentent tous les deux des communautés de microorganismes qui se développent sur un substrat. 
Cependant, ils présentent des différences au niveau de leur composition. L’appellation « biofilm » est 
retrouvée dans différents secteurs comme la santé et dans les processus industriels. En effet, le biofilm 
est utilisé pour désigner la plaque dentaire, les microorganismes dans les cathéters et les implants 
(responsables d’infections) ainsi que les microorganismes recouvrant les coques de navires, les 
tuyauteries (Battin et al. 2016), les systèmes de traitement d’eau potable, mais il est aussi retrouvé 
dans l’environnement dans les milieux aquatiques.  

En fonction du type de biofilm, ce ne sont pas les mêmes organismes qui le composent. Par 
exemple, le biofilm dentaire est essentiellement composé de bactéries, alors que le biofilm retrouvé 
dans les milieux aquatiques peut être composé d’une plus grande diversité de communautés (algales, 
fongiques, bactériennes, protozoaires, ainsi que des microinvertébrés) (Battin et al. 2016; Guasch et 



18 | P a g e  
 

al. 2016) (Figure 1). Wetzel définit le périphyton comme « une communauté complexe de microbiotes 
(algues, bactéries, champignons, animaux, détritus organiques ou inorganiques) qui est attachée à un 
substrat ». Il complète en expliquant que le substrat peut être de différente nature : organique 
inorganique, ou vivant, mort (Wetzel 1983). Pour ce rapport le terme « périphyton » sera privilégié. 
Les communautés retrouvées dans le périphyton dépendent de la nature du substrat, et des conditions 
environnementales, notamment de l’intensité lumineuse, de la disponibilité en nutriments organiques 
et inorganiques dissous (Sabater et al. 2006; Ylla et al. 2009).  

Le périphyton est majoritairement composé d’une matrice de substances extracellulaires, qui 
représentent entre 50 à 90 % de la matière organique totale (Saikia 2011). Cette matrice est constituée 
d’un ensemble de biopolymères appelés EPS (Extracellular Polymeric Substance ; Substances 
Polymériques Extracellulaires). Ces molécules sont, en partie, produites par des bactéries, mais aussi 
par des microalgues et par certains champignons (par exemple ; Candida) (Flemming et Wingender 
2010). Cette matrice comprend de nombreux polymères tels que les polysaccharides, les acides 
nucléiques et les protéines. De plus, dans cette matrice, il y a aussi des lipides et des substances 
humiques. L’ADN présent dans la matrice du périphyton provient des cellules lysées. La proportion 
d’EPS ainsi que sa composition varient en fonction des microorganismes présents dans le périphyton, 
et en fonction des conditions environnementales (les forces de cisaillement, la température, la 
disponibilité en nutriments, etc.) (Flemming et Wingender 2010). 

La matrice d’EPS est responsable de la structure tridimensionnelle du périphyton. Cette 
structure, ainsi que sa composition particulière, permettent à la matrice d’assurer de nombreuses 
fonctions. C’est la matrice qui est responsable de l’adhésion du périphyton au substrat et de la 
cohésion du périphyton. Elle a aussi un rôle de sorption de certains composés, notamment les 
nutriments et les ions inorganiques. Dans la matrice, il se produit des échanges (communication 
cellule-cellule et transfert de gènes) et des composés sont transformés dû à des réactions d’oxydo-
réduction et des digestions de molécules par des enzymes. La matrice EPS possède des propriétés 
hydrophobes et hydrophiles. La caractéristique hydrophobe est liée à la présence des lipides et à 
certains EPS, notamment ceux qui possèdent des groupes méthyles. Cependant, des molécules comme 
les protéines et l’ADN ont des caractéristiques hydrophobes et hydrophiles. Certains polysaccharides 
possèdent des caractères hydrophiles. De plus, la matrice est essentiellement composée d’eau. Cela 
permet au périphyton de maintenir un environnement hydraté pour les cellules qui y vivent, et éviter 
le risque de dessiccation (Flemming et Wingender 2010). 

Figure 1: Représentation schématique du périphyton et des organismes qui le compose (© L. MALBEZIN) 
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2.2.2 Formation du périphyton dans le milieu aquatique 

Pour que le périphyton se développe, il a besoin d’un substrat qu’il soit organique ou 
inorganique. Sa formation est un processus cyclique qui permet au périphyton de coloniser différentes 
surfaces. Son développement se décompose en plusieurs étapes schématisées dans la Figure 2. Tout 
d’abord, des cellules planctoniques viennent s’attacher à la surface. Il s’agit de bactéries qui se fixent 
de manière réversible au substrat en utilisant notamment leur flagelle. Pour que l’attachement 
devienne irréversible, les bactéries commencent à sécréter des EPS au détriment de l’expression de 
leur gène lié à leur flagelle (Sauer et al. 2022). Les bactéries commencent à produire des EPS afin de se 
protéger contre leurs prédateurs et d’améliorer leur résistance aux radiations et à la déshydratation 
(Saikia 2011). Ensuite, il y a l’étape de maturation du périphyton, l’apparition d’amas de cellules 
(Maturation I), puis des agglomérations plus importantes appelées microcolonies (Maturation II). 
D’autres cellules comme les protozoaires, les microalgues ou les cyanobactéries viennent coloniser le 
substrat où les bactéries ont sécrété des EPS. Finalement, il y a l’étape de dispersion, qui coïncide avec 
la dégradation de la matrice, ce qui permettrait aux cellules de redevenir mobiles et d’aller coloniser 
un nouveau substrat (Sauer et al. 2022). 

2.2.3 Fonctions du périphyton dans l’environnement 

La structure particulière du périphyton, communautés variées et matrice, lui permet de 
remplir différents rôles dans l’environnement. Le périphyton contient des organismes autotrophes 
comme les microalgues et les cyanobactéries. En utilisant la photosynthèse, ces microorganismes 
produisent leur propre matière organique à partir de ressources minérales. De ce fait, le périphyton 
est à la base de la chaîne trophique. De nombreux consommateurs primaires l’utilisent comme source 
de nourriture. Par exemple, les larves de Chironomidae se réfugient dans le périphyton, s’en 
nourrissent et s’y développent. De manière générale, ce sont les algues qui sont responsables du 
transfert des nutriments vers les niveaux trophiques supérieurs (Saikia 2011). 

La matrice d’EPS a aussi pour fonction d’absorber les nutriments présents dans la colonne 
d’eau, ainsi elle est consommée en même temps que les microorganismes du périphyton et, contribue 
aussi à la distribution des nutriments dans la chaîne alimentaire. Les organismes autotrophes 
interviennent aussi dans les cycles biogéochimiques, notamment le cycle du carbone et de l’oxygène. 
Ils piègent le carbone, présent dans l’eau sous forme de dioxyde de carbone (CO2) dissous et l’utilisent 

Figure 2: Étapes de la formation du biofilm (modifié de la Fig.1 ; (Sauer et al. 2022)) 
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dans le processus de photosynthèse. Ainsi, les autotrophes produisent et libèrent du dioxygène (O2) 
dans le milieu (Roeselers, Loosdrecht, et Muyzer 2008). 

Le périphyton est aussi un site clé pour l’activité enzymatique (Battin et al. 2016). Les bactéries 
et certains champignons sont responsables de la production d’enzymes. Parmi ces molécules, il y a la 
leucine-aminopeptidase qui décompose les peptides, la β-glucosidase qui intervient dans la 
dégradation des polysaccharides et la β-glucosaminidase qui contribue en partie à dégrader la chitine 
(polymère de la famille des glucides) et le peptidoglycane (un composant de la paroi bactérienne) 
(Romaní et al. 2008). Ces enzymes interviennent dans la décomposition de polymères qui constituent 
la matrice, elles jouent donc un rôle dans l’étape finale de dispersion du périphyton. Elles permettent 
aux cellules de se détacher en dégradant les EPS. Elles ont donc un rôle important dans le cycle des 
éléments nutritifs. Par la dégradation de la matière organique, elles remettent en circulation les 
nutriments essentiels. 

2.2.4 Interactions entre le périphyton et les contaminants 

Il existe différentes façons pour les micro-organismes du périphyton d’interagir avec les 
contaminants (Figure 3). Différents mécanismes peuvent intervenir en fonction du type de polluant 
avec lequel le périphyton est en contact, comme schématisé ci-dessous (Fig. 3, Bonnineau et al., 2020). 

La matrice intervient dans les interactions avec les polluants. Le contaminant peut être 
adsorbé par les EPS de façon passive, s’accumuler dedans, y être transformé ou bien encore y être 
séquestré. Notamment, certains polluants peuvent être dégradés par des enzymes présentes dans la 
matrice. Ensuite, les substances chimiques peuvent réagir avec les microorganismes du périphyton. Ils 
peuvent être adsorbés à la paroi cellulaire et, par exemple, en utilisant un transporteur 
transmembranaire (transport passif, facilité ou actif), entrer dans la cellule. Une fois dans la cellule, il 
y a aussi différents comportements possibles. Certaines substances s’accumulent dans la cellule, 
d’autres sont métabolisées et extraites de la cellule, ou bien séquestrées. D’autres substances sont 
minéralisées et ainsi la cellule garde les composés qui lui servent. 

 

 

Figure 3: Représentation schématique des interactions entre le périphyton et les contaminants (modifié de la Fig.3 ; 
(Bonnineau et al. 2020)) 
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Les métaux, comme le cuivre ainsi que les contaminants organiques peuvent s’accumuler dans 
les cellules du périphyton (Laderriere, Le Faucheur, et Fortin 2021; Rheinheimer Dos Santos et al. 
2020). L’accumulation dans le périphyton ne concerne pas seulement les métaux. Une étude 
comparative de l’accumulation des composés organiques dans les sédiments et dans le périphyton a 
montré que plusieurs contaminants organiques, dont le boscalide, s’accumulaient plus dans le 
périphyton que dans le sédiment (Mahler et al. 2020). En ce qui concerne la toxicité, des études 
mettent en exergue l’effet des contaminants sur les communautés du périphyton. La présence de 
pesticides organiques peut entraîner une modification de la densité de diatomées, de la biomasse, de 
l’efficacité photosynthétique ou encore des activités enzymatiques (Kim Tiam et al. 2015). Le cuivre 
impacte également les communautés du périphyton. Ce métal peut, par exemple, modifier la structure 
et l’activité photosynthétique du périphyton (Lambert et al. 2016). L’ensemble des communautés du 
périphyton sont vulnérables à la présence de pesticides organiques et inorganiques. Néanmoins, la 
pression exercée par un polluant sur le périphyton est susceptible d’entraîner une modification 
moléculaire, structurelle et fonctionnelle des communautés périphytiques. Ces dernières peuvent 
alors devenir plus résistantes au polluant.  

2.3 Approche PICT 

L’approche Pollution-Induced Community Tolerance (Tolérance communautaire induite par 
une pollution ; PICT) repose sur le principe selon lequel une communauté d’organismes ayant été 
exposée à un contaminant développe par la suite une résistance à cette même substance chimique. 
Cette approche a été proposée par Blanck et al. (1988). Le principe de ce test peut être décrit en 
plusieurs étapes (Bérard et al. 2002) présentées dans le schéma de la Figure 4. Les tests de toxicité 
aiguë réalisées permettent d’obtenir des courbes doses-réponses. Les valeurs seuils et leurs 
incertitudes associées, issues de ces courbes doses-réponses permettent de comparer le périphyton 
chroniquement exposé à un contaminant au contrôle et ainsi d’évaluer une éventuelle tolérance vis-
à-vis du polluant chez le périphyton. Dans ce rapport, les valeurs seuils de CE10 et CE50 ont été 
utilisées. Elles correspondent respectivement aux concentrations d’un composé pour lesquelles 10 et 
50 % de la population présente une réponse.  

L’acquisition de tolérance vis-à-vis d’un contaminant provient d’une sélection intraspécifique 
et interspécifique. Au niveau intraspécifique, les organismes possèdent des différences sur leur 
phénotype ou leur génome. Ces différences impliquent que certains organismes sont plus sensibles à 
certains polluants et sont alors plus facilement éliminés que d’autres organismes plus résistants. De 
nombreuses études ont montré que certains organismes étaient plus tolérants que d’autres au sein 
d’une même espèce. Ce phénomène a notamment été observé chez les algues avec des contaminants 
organiques et inorganiques (Foster 1982; Hersh et Crumpton 1989; Takamura, Kasai, et Watanabe 
1989; Kasai, Takamura, et Hatakeyama 1993).  

Au niveau interspécifique, les communautés ont des caractéristiques différentes et par 
conséquent une tolérance différente vis-à-vis des polluants. Certaines espèces prolifèrent alors que 
d’autres seront totalement éliminées. Cette sélection a déjà été observée sur plusieurs communautés ; 
chez les algues exposées à des herbicides (Annette Bérard et Pelte 1999) ou bien encore chez les 
espèces phytoplanctoniques exposées à du zinc (Loez, Topalián, et Salibián 1995).  
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 Le périphyton est composé de différentes communautés, notamment certaines capables de 
développer une tolérance. Des recherches ont été faites dans ce sens ; c’est-à-dire pour connaître les 
composés entraînant une résistance chez les communautés périphytiques. Ainsi Soldo et Behra (2000) 
ont mis en évidence une acquisition de tolérance au cuivre chez du périphyton exposé à une 
concentration supérieure ou égale à 0,1 µM de cuivre dans l’eau durant 12 semaines. Le même 
phénomène a été mis en évidence pour un fongicide et un herbicide organique. Les communautés du 
périphyton provenant d’un site pollué au tébuconazole étaient plus résistantes à ce polluant que les 
communautés qui n’y avaient jamais été exposées (Artigas et al. 2014). Dans une étude de Pesce et al. 
(2010), le périphyton venant de la rivière contaminée au diuron et à deux de ses métabolites, 
présentaient une plus grande résistance au diuron et à un de ses deux métabolites en comparaison 
avec le périphyton prélevé sur un site non exposé. 

2.4 Objectif & hypothèses 

L’expérimentation au cœur de ce stage a pour ambition de comparer l’effet de trois fongicides 
(boscalide, cuivre et kasugamycine) sur les communautés microbiennes du périphyton. L’objectif étant 
de vérifier si le périphyton développe une tolérance à ces fongicides et de caractériser les réponses 
moléculaires, structurelles et fonctionnelles des communautés au travers de différents descripteurs 
biologiques et ainsi de mieux comprendre la façon dont les communautés peuvent devenir plus 
tolérantes à des pesticides. 

L’hypothèse de ce travail est qu’une exposition chronique du périphyton à des fongicides 
(boscalide, cuivre et kasugamycine) permettrait aux communautés microbiennes de s’adapter aux 
polluants et ainsi le périphyton deviendrait plus tolérant à ces polluants. Il est également supposé que 
cette adaptation aux fongicides entraînerait une perte de fonction et/ou de diversité.  

  

Figure 4: Principe de l'approche PICT décrite en plusieurs étapes en prenant pour exemple le périphyton et le boscalide 
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3 Matériels & méthodes 

3.1 Colonisation du périphyton 

La colonisation du périphyton a été réalisée dans un aquarium de 120 L. Les supports de 
colonisation étaient des lames de verre (surface recto-verso : 36,48 cm²) réparties sur 224 portoirs en 
inox (6 lames / portoir). L’inoculum a été réalisé en grattant dix-neuf grandes lames (318 cm² recto-
verso) recouvertes de périphyton à la suite d’une immersion de 4 mois dans l’étang de Gazinet-Cestas 
(France). Six lames non grattées provenant de l’étang ont également été mises dans l’aquarium. L’eau 
de l’aquarium était composée de soixante litres d’eau du lac filtrée (sur une maille de 1 mm) et 60 L 
d’eau déchlorée (i.e. eau du robinet laissée reposer au moins 24 h). Des nutriments ont ensuite été 
ajoutés afin de favoriser le développement du périphyton, des phosphates (Cfinale (PO4) = 0,23 mg/L), 
des nitrates (Cfinale (NO3) = 2,40 mg/L) et de la silice (Cfinale (SiO2) = 3,00 mg/L). Une fois par semaine, 60 
L d’eau étaient enlevés et remplacés par de l’eau de l’étang filtrée et de l’eau déchlorée (50/50). En 
même temps que ce changement d’eau, les nutriments étaient rajoutés pour obtenir les mêmes 
concentrations que décrites précédemment. La circulation de l’eau dans l’aquarium était assurée par 
deux pompes (NewJet 600 ; à une puissance de 7,5 W), la lumière était apportée par trois rampes de 
LED (Solar Natur JBL ; à une puissance de 22 W et un lumen = 2400 K) selon un cycle 12h:12h (jour:nuit). 
La température de la pièce était régulée par une climatisation réversible et maintenue à 18°C. Avant 
et après chaque changement d’eau, les mesures physico-chimiques de conductivité, de pH, de 
température et d’oxygène étaient réalisées. Le développement du périphyton a duré 2 mois dans 
l’aquarium. 

3.2 Tests de toxicité aiguë 

 Ces tests ont été réalisés en amont de l’expérience de toxicité chronique afin de choisir les 
contaminants et d’identifier des paramètres biologiques sensibles pour chacun des contaminants 
testés (les résultats de ces tests sont présentés à la section 4.1). Pour cela, du périphyton issu des 
grandes lames en verre (surface de 318 cm²) préalablement colonisées par du périphyton dans l’étang 
de Gazinet-Cestas et mis en culture dans l’aquarium de colonisation (voir ci-dessus) ont été utilisées. 
Les tests ont été réalisés sur une suspension de périphyton obtenue en grattant avec un scalpel le 
périphyton sur la lame puis en le remettant en suspension dans de l’eau de l’aquarium à une densité 
de 2 cm²/mL. Il est à noter que pour les premiers tests, la densité était de 5 cm²/mL mais le périphyton 
étant trop concentré (pas d’effet aux concentrations attendues), la densité a été baissée pour les tests 
suivants. Les tests de toxicité aiguë pour lesquels la densité était à 5 cm²/mL sont les tests réalisés avec 
les contaminants boscalide (sauf pour le test de viabilité cellulaire basé sur la résazurine) et la 
fengycine. 

 Les tests ont été réalisés en exposant la suspension de périphyton à un contrôle et sept 
concentrations croissantes de contaminant (cf. annexe 8.1) dans des plaques de 96 puits. Six 
paramètres biologiques ont été testés via six tests différents.  

1. Rendement photosynthétique 
Dans chaque puits d’une microplaque noire à fonds transparent, il y avait 100 µL de suspension 
de périphyton et 200 µL de contaminant. Après une incubation de 4 et de 24 h sous agitation 
à température ambiante, le rendement photosynthétique de la suspension de périphyton dans 
chaque puits était mesuré au fluorimètre Pulse Amplitude Modulated (Phyto-PAM Heinz 
Walz).  
 

2. Activité enzymatique de l’estérase 
Dans chaque puits d’une microplaque transparente, il y avait 120 µL de suspension de 
périphyton et 150 µL de contaminant. Après 3h30 d’incubation sous agitation à température 
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ambiante, 30 µL de substrat diacétate de 5-carboxyfluorescéine, ester acétoxyméthylique 
(CFDA, AM) en solution à 60,3 µM ont été rajoutés (C dans le puit (CFDA, AM) = 6,03 µM). Puis 
deux lectures ont été faites 30 min et 1 h après l’ajout du substrat avec un fluorimètre lecteur 
de microplaques (Synergy HTX BioTek, longueur d’onde absorbée ; λabs = 492 nm, longueur 
d’onde émise ; λem = 525 nm).  
 

3. Test de viabilité cellulaire basé sur la résazurine 
Dans chaque puits d’une microplaque transparente, il y avait 150 µL de suspension de 
périphyton, 100 µL de contaminant et 30 µL de substrat résazurine (CAS : 62758-13-8) en 
solution à 150 mg/L. Après une incubation de 2 et 4 h sous agitation à température ambiante, 
la fluorescence a été lue avec un fluorimètre lecteur de microplaques (Synergy HTX BioTek, λabs 
= 530 nm, λem = 590 nm).  
 

4. Activités enzymatiques extracellulaires : β-glucosidase, phosphatase et leucine 
aminopeptidase  
Le même protocole a été employé pour les trois enzymes, seul le substrat change. Dans chaque 
puits d’une microplaque transparente, il y avait 150 µL de suspension de périphyton, 50 µL de 
contaminant et 70 µL de substrat. Après une incubation de 4 h sous agitation à température 
ambiante, 30 µL de tampon pH 10,4 (tampon glycine-NH4OH : 0,05 M de glycine et 0,2 M de 
NH4OH à pH 10,4) a été ajouté. La fluorescence a été lue avec un fluorimètre lecteur de 
microplaques (Synergy HTX BioTek, λabs = 360 nm, λem = 460 nm). Le substrat de la β-glucosidase 
est la 4-Methylumbelliféryl β-D Glucopyranoside (MUF-Glu ; CAS : 18997-57-4) en solution à 
1,875 mM dans de l’eau minérale (Cfinale dans le puit = 486 µM). Le substrat de la phosphatase est 
la 4-methylumbelliféryl phosphatase (MUF-Pho ; CAS : 3368-04-5) en solution à 3 mM dans de 
l’eau minérale (Cfinale dans le puit = 778 µM). Le substrat de la leucine aminopeptidase est la L-
leucine-7-amido-4-methylcoumarin hydrochloride (MCA-Leu ; CAS : 62480-44-8) en solution à 
1,25 mM dans de l’eau minérale (Cfinale dans le puit = 324 µM). 

3.3 Tests de toxicité chronique 

3.3.1 Design expérimental 

Les cultures de périphyton ont été exposées à trois fongicides (boscalide, kasugamycine et 
cuivre) afin d’évaluer la toxicité de ces contaminants sur une période d’un mois. Pour étudier la 
réponse du périphyton à l’exposition chronique à différents fongicides, le périphyton a été exposé dans 
un système de 21 canaux indépendants pendant 26 jours (du 04/04/2024 au 30/04/2024). Trois 
fongicides ont été choisis pour cette expérience ; le boscalide, la kasugamycine et le cuivre. Chaque 

Figure 5: Schéma des conditions d’exposition avec leur concentration respective 
pour chaque triplicat 



25 | P a g e  
 

contaminant avait deux concentrations différentes ; une basse C1, proche des concentrations 
environnementales et une concentration C2 de 100 à 1000 fois plus élevée que C1 représentant le cas 
du pire scénario. Au total, il y avait sept conditions différentes et chaque condition était en triplicata 
(Figure 5). 

3.3.2 Préparation des solutions de contaminants 

À l’issue des tests de toxicité aiguë, trois fongicides ont été conservés pour l’exposition 
chronique : boscalide, kasugamycine et cuivre. Pour chaque concentration testée une solution mère a 
été préparée selon le tableau ci-dessous (Tableau 2). Dans tous les canaux où les solutions mères ne 
contenaient pas d’acétone, y compris les contrôles, de l’acétone à 50% mélangée avec de l’eau 
minérale, était rajoutée. Ainsi, chaque canal contenait 0,02% d’acétone. 

Tableau 2: Caractéristiques des solutions mères utilisées pour la contamination des canaux 

 Boscalide C1 Boscalide C2 
Kasugamycine 

C1 
Kasugamycine 

C2 
Cuivre C1 Cuivre C2 

n°CAS 188425-85-6 188425-85-6 19408-46-9 19408-46-9 7758-99-8 7758-99-8 

Concentration 
solution mère 

(mg/L) 
0,250 250 57 140 571,4 21,9 344,8 

Composition de 
la solution mère 

50 % 
d’acétone et 
50 % d’eau 
minérale 

50 % 
d’acétone et 
50 % d’eau 
minérale 

100 % d’eau 
minérale 

100 % d’eau 
minérale 

69 % 
d’acétone et 
31 % d’eau 
déminée 

100 % d’eau 
déminée 

Conservation -20°C -20°C 4°C 4°C 4°C 4°C 

Concentration 
finale dans le 
canal (µg/L) 

100 0,1 1 000 100 000 6,35 100 

 

3.3.3 Conditions d’exposition chronique 

Après la colonisation des lames par le périphyton, neuf portoirs contenants chacun six lames 
ont été placés dans chacun des 21 canaux en verre (schéma avec dimension du canal). Chaque canal 
était relié à un aquarium indépendant dans lequel une pompe (NewJet 600, à une puissance de 7,5 W) 
assurait la recirculation de 10 L de milieu d’exposition dans le système « canal + aquarium » (Figure 6). 
L’eau circulait en passant dans des tubes en plastique. Le débit moyen dans les canaux était de 50,6 ± 
6,7 mL/s (n = 21). Tout comme pour la colonisation, la luminosité était en cycle 12:12h assurée par des 
rampes de LED (Solar Natur JBL ; à une puissance de 22 W et un lumen = 2400 K). L’intensité lumineuse 
moyenne était de 61,2 ± 15,2 µmol de photons/m²/cm (n = 21, mesurée avec un photomètre). La 
température de la pièce était régulée grâce à une climatisation réversible et maintenue à 18°C.  

Deux changements du milieu d’exposition étaient réalisés par semaine (entre 3 et 4 jours 
d’intervalle) pendant toute la durée de l’exposition. Afin de limiter les différences entre les canaux, le 
milieu d’exposition était préparé dans une cuve à part et servait ensuite à remplir les canaux. Dans la 
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cuve, de l’eau du robinet déchlorée ainsi que de l’eau de l’étang filtrée (sur une maille de 1 mm) étaient 
mélangés en volumes égaux. Des nutriments étaient également rajoutés à partir de solutions mères 
de nutriments conservées à 4°C (K2HPO4 à 6,25 g/L, KNO3 à 50 g/L, Na2SiO3,5H2O à 50 g/L) : phosphates 
(Cfinale (PO4) = 0,23 mg/L), nitrates (Cfinale (NO3) = 2,40 mg/L) et silice (Cfinale (SiO2) = 3,00 mg/L). A chaque 
changement d’eau, les pompes de chaque canal étaient éteintes, puis les aquariums étaient vidés (5 L 
étaient enlevés) à l’aide d’une pompe électrique de transvasement. Puis chaque aquarium était rempli 
(ajout de 5 L d’eau de la cuve) avec une pompe électrique (différente de celle utilisée pour vider). 
Chaque canal était de nouveau contaminé individuellement selon les conditions souhaitées à partir de 
solutions mères conservées soit à 4°C (pour le cuivre et la kasugamycine) ou à -20°C (pour le boscalide). 
Ensuite, les pompes étaient rallumées et 1 h après la contamination des canaux, les paramètres 
physico-chimiques étaient mesurés et les prélèvements pour le dosage des contaminants étaient 
effectués. 

3.3.4 Prélèvements 

Afin de valider les concentrations en nutriments initiales, des prélèvements d’eau étaient 
réalisés à chaque changement d’eau dans la cuve de préparation du milieu d’exposition après ajout 
des nutriments. Un volume de 200 mL du milieu était prélevé et stocké dans un flacon en plastique à  
-20°C jusqu’à analyse du Carbone Organique Total (COT). Un volume de 10 mL était prélevé et filtré 
(filtre de 0,45 µm en nylon) puis stocké dans un flacon en plastique à 4°C pour l’analyse de la teneur 
en anions ([NO2

-], [NO3
-], [PO4

3-], [SO4
2-], [Cl-]).  

 Pour suivre la concentration des contaminants dans les canaux, des prélèvements d’eau 
étaient réalisés avant et après le changement dans chaque canal. Pour les conditions contrôle et 
contaminées au cuivre, un volume de 15 mL d’eau était prélevé et stocké à 4°C dans des tubes jusqu’à 
analyse. Pour les canaux contrôles et ceux contaminés à la kasugamycine et au boscalide, les 
échantillons d’eau étaient filtrés (filtre à membrane en cellulose régénérée 0,45 µm), puis stockés à     
-20°C dans des flacons en verre jusqu’à analyse. Pour les faibles concentrations C1, un volume de 10 
mL était récupéré et pour les concentrations plus élevées un volume de 1 mL était prélevé. 

3.4 Chimie analytique 

3.4.1 Paramètres physico-chimiques 

 Avant et après chaque changement d’eau, les paramètres physico-chimiques de chaque canal 
étaient mesurés : le pH (avec un pH-mètre, sonde WTW3110), la conductivité (avec un conductimètre, 

Figure 6: Schéma de trois canaux et de leurs aquariums utilisés pour l'exposition 
chronique 
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sonde WTW3110), l’oxygène dissous (avec un oxymètre, sonde WTW3205) et la température (indiquée 
par le pH-mètre, sonde WTW3110). Chaque appareil a été préalablement calibré avant chaque 
mesure.  

3.4.2 Analyse des anions majeurs 

Les anions ont été dosés par chromatographie ionique (Metrohm compact 881). Pour séparer 
les composés chargés négativement, cette chromatographie utilise une colonne composée d’alcool 
polyvinylique avec groupes d’ammonium quaternaire (phase stationnaire). Pour la phase liquide qui 
traverse la colonne, c’est un éluant composé de carbonate de sodium (Na2CO3 à 3,2 mM) avec du 
bicarbonate de sodium (NaHCO3 à 1 mM). Pour que l’analyse se fasse correctement, il faut que le pH 
des solutions soit compris entre 3 et 12, que la température soit entre 20 et 60°C (de préférence à 
température ambiante) et que la pression n’excède pas 15 MPa. La colonne a une longueur de 250 mm 
et un diamètre de 4,0 mm. Il est recommandé de maintenir son débit d’écoulement à 0,7 mL/min 
(maximum 0,8 mL/min). Pour réaliser l’analyse, il faut aussi utiliser une solution de suppression 
chimique (mélange d’acide sulfurique H2SO4 à 100 mM et d’eau ultrapure), cela permet d’obtenir des 
pics plus nets et plus grands. Les échantillons peuvent finalement être injectés dans une boucle 
d’injection de 200 µL à volume variable. Les anions [NO2

-], [NO3
-], [PO4

3-], [SO4
2-], [Cl-] ont chacun des 

temps de rétention différent ce qui permet de les identifier puis grâce à une gamme d’étalonnage, leur 
concentration est déterminée à l’aide d’un conductimètre. Une fois l’analyse terminée, un liquide de 
rinçage (NaOH à 5 mM) sert à nettoyer la colonne.  

3.4.3 Dosage du carbone Organique total (COT) 

Le COT permet d’évaluer la quantité de matière organique en suspension dans l’eau. Pour 
réaliser cette analyse, le COT-mètre (Shimadzu TOC-V Wp) est employé. Le COT représente le carbone 
organique non purgeable et le carbone organique purgeable. Le second étant plus volatil est négligé 
pour cette analyse. Pour réaliser cette analyse, il faut enlever le carbone inorganique. Ce dernier est 
transformé en dioxyde de carbone (CO2) en mélangeant de l’acide phosphorique (H3PO4 (20% (v/v))) à 
l’échantillon (solution avec un pH < 3). Le dioxyde de carbone (CO2) lié à la partie inorganique est alors 
enlevé à l’aide du gaz vecteur ; l’azote (N2). Après cette étape, il ne reste plus que le carbone organique 
en solution. Ces composés carbonés sont ensuite oxydés à leur tour, en dioxyde de carbone dû à la 
présence de persulfate de sodium (Na2S2O8, 120 g/L) et d’une lampe UV. Ce CO2 est emmené par le 
gaz vecteur, puis séché et analysé avec le détecteur infrarouge. La quantité de dioxyde de carbone est 
proportionnelle à la quantité de carbone organique totale dans l’échantillon et est déterminée à l’aide 
d’une gamme étalon.  

3.4.4 Dosage des contaminants dans l’eau 

3.4.4.1 Dosage de la kasugamycine et du boscalide 

Pour les concentrations les plus faibles (C1 et contrôle), les échantillons d’eau ont été 
reconcentrés afin d’obtenir un facteur de concentration de 10. Un volume de 3 mL a été reconcentré 
dans 300 µL en suivant les étapes décrites dans la Figure 7. Les contaminants organiques, 
kasugamycine et boscalide, ont été dosés par Ultra Performance Liquid Chromatography Waters 
(Chromatographie Liquide Ultra-Performance ; UPLC). Les échantillons sont ionisés en entrée de 
l’appareil. Ils traversent ensuite la colonne de chromatographie. Leur masse est mesurée à l’aide d’un 
détecteur Xevo G2-XS Time of Flight (Temps de vol ; ToF). Ce dernier mesure la différence de temps 
que mettent deux particules à parcourir une distance. Cette différence est reliée directement à la 
masse. Afin de calibrer le détecteur ToF, toutes les minutes une solution de leucine (de masse connue) 
est injectée durant l’analyse. Un échantillon de blanc est également passé tous les six échantillons pour 
s’assurer qu’il n’y ait pas de contamination. 

Les deux composés ayant des propriétés chimiques différentes, ils n’ont pas été analysés de la 
même façon avec l’UPLC. Deux colonnes différentes avec des particules Ethylene Bridged Hybrid 
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(hybrides à ponts éthane ; BEH) ont été utilisées. Elles ont toutes les deux les mêmes dimensions, un 
diamètre interne de 2,1 mm, une longueur de 50 mm et une granulométrie de 1,7 µm. Pour l’analyse, 
la colonne était maintenue à une température de 40 °C.  

 La kasugamycine a été analysée avec une colonne BEH HILIC. Cette colonne est conçue pour 
retenir les composés polaires. Elle utilise un substrat non greffé. Pour ce fongicide, il s’agit d’une 
ionisation positive. La vitesse d’injection est de 0,6 mL/min. L’éluant utilisé a un gradient variant au 
cours du temps et il est constitué d’un mélange de deux composés. Le composé A est une solution 
aqueuse de formate d’ammonium (NH4HCO2 à 20 mM) et de 0,3 % (v/v) d’acide formique (H2CO2). Le 
composé B est une solution d’acétonitrile. Pour le gradient, l’analyse débute avec 90 % du composé B 
et 10 % de la solution A. Puis le volume du composé A, plus hydrophile que le B, augmente jusqu’à ce 
qu’il représente 80 % du volume de l’éluant, puis sa quantité diminue de nouveau jusqu’à atteindre 10 
% du volume total. Ce gradient permet de mieux séparer les composés hydrophiles présents dans les 
échantillons et ainsi d’obtenir des pics plus facilement caractérisables.  

 Le boscalide a été analysé avec une colonne BEH C18. Elle utilise un substrat à greffage 
trifonctionnel. Pour ce fongicide, il s’agit d’une ionisation négative. La vitesse d’injection est de 0,4 
mL/min. L’éluant utilisé a un gradient variant au cours du temps, il est composé d’un mélange de deux 
composés, différents de ceux utilisés pour l’analyse de la kasugamycine. Le composé A est une solution 
aqueuse contenant 0,1 % (v/v) d’acide formique (H2CO2). Le composé B est une solution d’acétonitrile 
avec 0,1 % (v/v) d’acide formique (H2CO2). Pour le gradient, l’analyse débute avec 98 % du composé A 
et seulement 2 % du composé B. Puis le volume du composé B, moins hydrophile que le A, augmente 
jusqu’à ce qu’il représente 99 % du volume de l’éluant, puis sa quantité diminue rapidement de 
nouveau jusqu’à atteindre 2 % du volume total. Ce gradient permet de mieux séparer les composés 
présents dans les échantillons et ainsi obtenir des pics plus facilement caractérisables.  

3.4.4.2 Dosage du cuivre 

Le cuivre a quant à lui été dosé par Inductively Coupled Plasma – Mass Spectrometry 
(spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif ; ICP-MS ThermoScientific) après filtration (filtre 
acétate de cellulose à 0,45 µm Minisart® NML Sartorius) et acidification des échantillons (acide nitrique 
à 2% (v/v)). A l’exception des contrôles, les échantillons ont dû être dilués à l’eau ultrapure. Les 
échantillons de cuivre C1 avaient un facteur de dilution de 2 et les échantillons de cuivre C2 ont été 
dilués par 40. Afin de vérifier la qualité des mesures de cuivre, un échantillon certifié (SLRS-6) a été 
dosé et le taux de recouvrement était de 99,0% (± 7,8). 

Figure 7: Schéma des étapes suivies afin d'obtenir un facteur de concentration de 10 pour l'analyse des contaminants organiques 
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3.5 Descripteurs biologiques 

3.5.1 Prélèvements 

A chaque temps de prélèvement et pour chaque canal, des lames de microscope ont été 
prélevées aléatoirement dans le canal et grattées à l’aide d’une lame de rasoir. Le périphyton gratté a 
été remis en suspension dans de l’eau de son canal dans un ballon en verre afin d’obtenir une densité 
de périphyton de 2 cm²/mL. Les solutions de périphyton étaient maintenues sous agitation à 
température ambiante jusqu’à analyse ou prélèvement. Les analyses réalisées à chaque temps sont 
regroupées dans le tableau ci-dessous (Tableau 3). Pour chaque condition, un mélange de l’eau des 
canaux des trois réplicats était filtré (filtre à membrane en polyéthersulfone 0,22 µm) afin de constituer 
un blanc. Des lames ont également été prélevées à chaque temps, quenchées dans de l’azote liquide 
puis conservées à -80°C pour réaliser des analyses métabolomiques. Ces échantillons ne sont pas 
traités dans le cadre de ce stage mais serviront par la suite.  

Tableau 3: Les types de descripteurs biologiques analysés à chaque temps (N : NON; analyse non réalisée, O : OUI; analyse 
réalisée) 

Descripteurs 
biologiques t4h t24h 

t1 

(= 5 jours) 

t2 

(= 12 jours) 

t3 

(= 19 jours) 

t4 

(=26 jours) 

AFDW N N O O O O 

Chlorophylle 
totale 

O O O O O O 

Rendement 
photosynthétique 

O O O O O O 

Groupes 
phototrophes 

O O O O O O 

Activités 
enzymatiques 

O N O O O O 

PICT N O O O O O 

3.5.2 Ash-Free Dry Weight (AFDW) 

Le Ash-Free Dry Weight (poids sec sans cendre ; AFDW) permet d’évaluer la manière dont la 
biomasse évolue au cours du temps. Pour déterminer l’AFDW, 15 mL de solution de périphyton de 
chaque réplication a été prélevée et déposée dans des creusets préalablement pesés. Les suspensions 
de périphyton ont ensuite été séchées à l’étuve à 60°C pendant 48 h, pour finalement être brûlées 
pendant 1 h à 500°C au four. Les creusets ont été pesés après le séchage à l’étuve et après le four. 
L’AFDW et le pourcentage de Matière Organique (MO) ont ensuite été calculés comme suit : 

𝐴𝐹𝐷𝑊 = 𝑚 (𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚 𝑎𝑝𝑟è𝑠 é𝑡𝑢𝑣𝑒) − 𝑚 (𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚 𝑎𝑝𝑟è𝑠 𝑓𝑜𝑢𝑟) 

𝑀𝑂 =  
𝑚 (𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚 𝑎𝑝𝑟è𝑠 𝑓𝑜𝑢𝑟)

𝑚 (𝑏𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑚 𝑎𝑝𝑟è𝑠 é𝑡𝑢𝑣𝑒)
 × 100 

3.5.3 Chlorophylle totale, groupes d’organismes phototrophes et rendement 
photosynthétique 

 Ces descripteurs donnent des renseignements sur la partie autotrophe du périphyton (algues 
vertes, diatomées, cyanobactéries). Ces trois paramètres ont été mesurés avec le même appareil le 
Phyto-PAM. Pour ce faire, un volume de 3 mL de suspension de périphyton a été transféré dans une 
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cuve en quartz puis un agitateur a été ajouté afin d’éviter que le périphyton ne sédimente. Les eaux 
filtrées de chaque condition ont été utilisés comme blanc pour ces mesures. Le Phyto-PAM (Heinz 
Walz) mesure l’émission de photons à une longueur d’onde donnée pour les différents pigments 
photosynthétiques à la suite de l’excitation par une autre longueur d’onde (il y a plusieurs longueurs 
d’onde d’excitation 470, 520, 645 et 665 nm). La chlorophylle totale est mesurée grâce à une courbe 
de calibration interne et donne une estimation de la biomasse phototrophe. La proportion de chacun 
des trois groupes d’organismes phototrophes (algues vertes, diatomées, cyanobactéries) est évaluée 
à l’aide de spectres de référence (décrivant leur propriété d’émission).  

 Le rendement photosynthétique permet d’évaluer l’état physiologique des organismes 
autotrophes, plus il est important plus les organismes sont en bonne santé. Le rendement 
photosynthétique rend compte de la capacité de l’organisme à convertir l’énergie lumineuse en 
Adénosine TriPhosphate (ATP), utilisée dans le processus de photosynthèse. L’énergie lumineuse peut 
aussi être dissipée par chaleur ou fluorescence, elle est alors inutilisable pour servir à la fabrication 
d’ATP. Ce phénomène est d’autant plus présent que l’organisme autotrophe est stressé, notamment 
par la présence de contaminant. La mesure de fluorescence (en l’absence de dissipation par la chaleur) 
est reliée directement à l’état des cultures. Le rendement photosynthétique a été mesuré avec le 
Phyto-PAM en condition Measuring Light (ML) après l’application d’un SAT-Pulse (pulse de saturation 
lumineuse).  

3.5.4 Activités enzymatiques hétérotrophes 

 L’activité potentielle de trois enzymes hétérotrophes (la β-glucosidase (Glu), la phosphatase 
(Pho), et la leucine aminopeptidase (Leu)) a été quantifiée afin de rendre compte de l’activité 
bactérienne du périphyton. La Glu et la Leu sont des enzymes impliquées dans la décomposition des 
protéines et des polysaccharides, elles sont importantes dans le cycle du carbone (Su et al. 2021). La 
Leu intervient aussi dans le cycle de l’azote (Matsui, Fowler, et Walling 2006). L’enzyme Pho est 
impliquée dans le cycle du phosphore (Chróst 1990). Pour réaliser ces mesures d’activités, les 
communautés microbiennes sont mises en présence d’un substrat (similaire à celui de l’enzyme) 
complexé avec un composé fluorochrome. En consommant le substrat, les enzymes présentes dans la 
suspension microbienne libèrent le fluorochrome qui devient alors fluorescent. 

Pour ces trois enzymes, le même protocole a été employé, seul le substrat change. Dans 
chaque puits d’une microplaque transparente de 96 puits, ont été ajoutés 150 µL de suspension de 
périphyton ou d’eau filtrée (i.e. blancs), 50 µL d’eau minérale (Evian) et 70 µL de substrat (pour la β-
glucosidase ; MUF-Glu, pour la phosphatase ; MUF-Pho et pour la leucine aminopeptidase ; MCA-Leu). 
Après une incubation de 1 h pour la Leu et 2 h pour la Glu et la Pho sous agitation et à température 
ambiante, 30 µL de tampon pH 10,4 (tampon glycine-NH4OH : 0,05 M de glycine et 0,2 M de NH4OH à 
pH 10,4) a été ajouté afin de stopper la réaction. La fluorescence des échantillons est ensuite évaluée 
avec un fluorimètre lecteur de microplaques (Synergy HTX BioTek, λabs = 360 nm, λem = 460 nm). 

 Pour chacune des enzymes étudiées, les concentrations saturantes de chaque substrat ont été 
déterminées avec les suspensions de périphyton prélevées à t = 4 h exposées à une gamme de substrat 
préparée dans de l’eau minérale. Ces concentrations saturantes ont ensuite été conservées pour les 
mesures réalisées aux autres temps de prélèvement : MUF-Glu à 622 µM, MUF-Pho à 101 µM et MCA-
Leu à 864 µM.    

Afin de convertir les Unités de Fluorescence (UF) en µmol de fluorochrome (MUF ou MCA), des 
courbes étalons de chaque fluorochrome étaient réalisées à chaque temps. A chaque temps de 
prélèvement, pour chaque fluorochrome et chaque échantillon, ont été ajoutés dans chaque puits 
d’une microplaque transparente de 96 puits : 150 µL de suspension de périphyton, 50 µL d’eau 
minérale (Evian) et 70 µL de fluorochrome à différentes concentrations (0, 2,40, 4,00, 6,70, 11,2, 18,7, 
31,1 et 51,9 mg/L). Ces microplaques ont ensuite été traitées comme les échantillons. Une courbe 
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exponentielle de degré 2 est ajustée aux données afin de convertir les valeurs en UF en µmol de MUF 
ou MCA, qui sont ensuite converties en activités enzymatiques avec la formule ci-dessous. 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é (µ𝑚𝑜𝑙. ℎ−1. 𝑐𝑚−2) =  
µ𝑚𝑜𝑙 (𝑀𝑈𝐹 𝑜𝑢 𝑀𝐶𝐴 𝑝𝑎𝑟 𝑝𝑢𝑖𝑡)

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑠 (ℎ) × 𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 (𝑐𝑚2 𝑝𝑎𝑟 𝑝𝑢𝑖𝑡)
 

3.5.5 Tests de toxicité aiguë – approche PICT 

 Les tests de toxicité aiguë permettent d’évaluer la tolérance d’une communauté microbienne 
à un contaminant et d’identifier le développement d‘une tolérance vis-à-vis d’un ou plusieurs 
contaminants à la suite d’une exposition chronique (Pollution Induced Community Tolerance : PICT). 
Suite aux tests de toxicité aiguë, trois couples paramètre biologique / contaminant ont été 
sélectionnés : beta-glucosidase / cuivre, rendement photosynthétique / cuivre et estérase / 
kasugamycine. Les tests de toxicité aiguë ont été réalisés dans des microplaques 96 puits comme décrit 
dans la section « Tests de toxicité aiguë », les gammes de concentrations utilisées sont décrites dans 
le Tableau 4. 

Tableau 4: Gamme de contaminants utilisée pour les tests PICT 

 

3.6 Analyses statistiques 

 Tous les tests statistiques ont été faits avec le logiciel R version 4.4.0 (R Core team 2024 ; 
https://www.R-project.org/). Pour l’intégralité des résultats, les tests ont été réalisés pour un risque α 
fixé à 5 %, soit une p-value inférieure à 0,05. A chaque temps et pour chaque paramètre, pour 
déterminer les différences entre les conditions, des ANOVAs à un facteur ont été réalisées après 
vérification de l’homogénéité des variances (test de Levene), de l’indépendance des variances (test de 
Durbin Watson) et de la normalité des résidus (test de Shapiro-Wilk). Les ANOVAs étaient suivies d’un 
test Post-Hoc de Tukey pour mettre en évidence les différences entre les conditions. Pour comparer 
les différentes conditions au contrôle, des tests de Dunnett ont été réalisés.  

Pour les tests de toxicité aiguë, les courbes doses-réponses ont été ajustées aux données 
normalisées (i.e. exprimées en pourcentage des échantillons non-exposés pour chaque répétition) à 
l’aide de différents modèles (log-logistic, Weibull, Brain-Cousens) présents dans le package « drc » (Ritz 
et al. 2015). Pour chaque courbe dose-réponse, le meilleur modèle a été choisi en se basant sur la 
valeur de l’AIC (Critère d’Information d’Akaike), le test lack of fit contre un modèle ANOVA à un 
paramètre et une inspection visuelle. Les valeurs seuils (CE10 et CE50) ont été calculées en se basant 
sur les modèles obtenus. Les graphiques présentaient dans ce rapport ont été réalisés avec le package 
« ggplot2 » (Wickham 2016). 

Gamme de 
contaminants 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Cuivre/rendement 
photosynthétique (mg/L 

par puit) 

0 10,42 20,83 41,67 83,33 166,67 333,33 1 333,3 

Cuivre/glu (mg/l par puit) 0 2,893 5,787 11,574 23,148 46,30 92,59 370,37 

Kasugamycine/estérase 
(mg/L par puit) 

0 86,8 173,6 347,2 694,4 1 388,9 2 777,8 8 333,3 
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4 Résultats 

4.1 Tests de toxicité aiguë 

Les tests de toxicité aiguë ont permis de choisir les contaminants pour l’exposition chronique 
ainsi que les paramètres sur lesquels ils avaient un effet. Au total six paramètres ont été investigués et 
huit contaminants ont été testés (Tableau 5). Les résultats détaillés sont présentés en annexe 8.2 et 
des exemples sont donnés dans la Figure 8.  

Tableau 5: Résultats des tests de toxicité aiguë des différents contaminants réalisés sur les descripteurs biologiques. Les cases 
rouges signifient que la concentration max testés du contaminant a entraîné une inhibition d’au moins 50 % de la valeur du 
descripteur biologique du contrôle. Les C max représentent les concentrations maximales testées par descripteur et par 
contaminant. Glu : β-Glucosidase, Leu : Leucine-aminopeptidase, Pho : Phosphatase.  

 

Contaminants 
testés 

Rendement 
photosyn-
thétique 

Estérase Résazurine Glu Pho Leu 

Azoxystrobine 
C max = 5,00 

mg/L 
C max = 4,17 

mg/L 
C max = 2,50 

mg/L 
C max = 1,39 

mg/L 
C max = 1,39 

mg/L 
C max = 1,39 

mg/L 

Boscalide 
C max = 5,57 

mg/L 
C max = 4,64 

mg/L 
C max = 2,79 

mg/L 
C max = 1,55 

mg/L 
C max = 1,55 

mg/L 
C max = 1,55 

mg/L 

Sulfate de 
cuivre 

C max = 1 000 
mg/L 

Pas testé Pas testé 
C max = 278 

mg/L 
Pas testé Pas testé 

Fengycine 
C max = 1 110 

mg/L 
C max = 926 

mg/L 
Pas testé 

C max = 309 
mg/L 

C max = 309 
mg/L 

C max = 309 
mg/L 

Kasugamycine 
C max = 6 670 

mg/L 
C max = 5 560 

mg/L 
Pas testé 

C max = 1 850 
mg/L 

C max = 1 850 
mg/L 

C max = 1 850 
mg/L 

Laminarin 
C max = 4 000 

mg/L 
C max = 3 330 

mg/L 
Pas testé 

C max = 1 110 
mg/L 

C max = 1 110 
mg/L 

C max = 1 110 
mg/L 

Surfactine 
C max = 50,0 

mg/L 
C max = 41,7 

mg/L 
C max = 25,0 

mg/L 
C max = 13,9 

mg/L 
C max = 13,9 

mg/L 
C max = 13,9 

mg/L 

Tébuconazole 
C max = 50,0 

mg/L 
C max = 41,6 

mg/L 
Pas testé 

C max = 13,9 
mg/L 

C max = 13,9 
mg/L 

C max = 13,9 
mg/L 
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4.1.1 Les fongicides de synthèse : Azoxystrobin, boscalide et tébuconazole 

Majoritairement, dans les gammes de concentrations testées, les fongicides de synthèse n’ont 
pas eu d’impact significatif sur les descripteurs biologiques analysés. Le tébuconazole a montré des 
effets sur le rendement photosynthétique mais seulement pour les concentrations maximales (~50 
mg/L). Le biofilm exposé à l’azoxystrobin a quant à lui vu son rendement photosynthétique baisser 
légèrement à mesure que la concentration en polluant augmentait. Néanmoins à l’exception du 
tébuconazole, sur l’ensemble de ces tests aucun pourcentage d’inhibition n’a dépassé 50% 
d’inhibition. Le boscalide n’a pas montré de toxicité aiguë significative dans les gammes de 
concentrations testées.  

4.1.2 Les fongicides utilisés en agriculture biologique : sulfate de cuivre et laminarin 

Pour le cuivre, les deux tests réalisés sur l’enzyme Glu et le rendement photosynthétique ont 
montré des effets sur les communautés périphytiques. Pour la Glu, 50% d’inhibition était atteinte 
autour de 30 mg/L dans le puit. Pour la photosynthèse, dès la première concentration de la gamme 
(soit C min = 15 mg/L) le rendement photosynthétique était en dessous des limites de détection de 
l’appareil. Pour la laminarin, le seul paramètre qui s’est révélé sensible est l’enzyme estérase. La CE50 
était atteinte uniquement pour la concentration la plus élevée (C max = 3 333 mg/L).  

4.1.3 Les fongicides non autorisés dans l’UE : fengycine, kasugamycine et surfactine 

Aucun des trois contaminants n’a eu d’effet sur les organismes autotrophes (d’après les 
mesures du rendement photosynthétique) aux concentrations testées. Les communautés 
microbiennes exposées à la fengycine et à la kasugamycine ont montré une baisse de 50 % de l’activité 
de l’enzyme estérase pour des concentrations respectives de fengycine et de kasugamycine d’environ 
450 mg/L et de 2 700 mg/L. L’exposition aiguë à la surfactine n’a entraîné aucune différence 
significative entre le périphyton exposé et le contrôle, quelque soient les descripteurs biologiques 
observés.  

Figure 8 : Exemples des résultats des tests de toxicité aiguë. Le graphe a) montre un 
exemple de contaminant qui n’a pas d’effet sur le descripteur biologique. Le graphe 
b) montre un exemple de contaminant dont l’exposition à la concentration max 
testée réduit de plus de 50% l’activité du descripteur biologique testé 
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4.2 Tests de toxicité chronique 

4.2.1 Les conditions d’expérimentations 

Les valeurs moyennes des paramètres physico-chimiques et des concentrations en polluants, 
mesurées tout le long de l’expérience, sont regroupées dans le Tableau 6 ci-dessous, en fonction des 
conditions d’exposition. Entre les conditions, les valeurs des paramètres sont assez stables et ne 
s’éloignent jamais de celle du contrôle. Le dosage du cuivre dans le contrôle a révélé que la 
concentration en cuivre moyenne durant l’exposition était de 27,3 (± 2,6) µg/L. Cette valeur est 
similaire à celle de la condition cuivre C1 (29,5 (± 3,0) µg/L). Pour expliquer cette contamination au 
cuivre dans les canaux contrôle, la concentration en cuivre dans l’eau du robinet et l’eau de l’étang, 
utilisée pour remplir les canaux (ratio 50/50) a été dosée. La concentration en cuivre mesurée était de 
127 µg/L dans l’eau du robinet et de 0,53 µg/L dans l’eau de l’étang, indiquant que la contamination 
en cuivre provenait de l’eau du robinet. De ce fait, la condition cuivre C1 ne peut pas être différenciée 
de la condition contrôle d’un point de vue de leur concentration en cuivre. Les concentrations en 
anions et en COT n’ont quasiment pas varié durant toute la durée de l’exposition chronique Tableau 
7. 

Tableau 6: Moyennes et écart-types des paramètres physico-chimiques et des concentrations en fongicides de chaque 
condition d'exposition. Les valeurs de pH, température, conductivité et oxygène ont été mesurés dans chaque canal avant et 
après chaque changement d’eau. Le débit a été mesuré trois fois dans chaque canal, les valeurs d’illumination ont été 
mesurées deux fois par canal. Les concentrations en fongicide ont été mesurées une fois par semaine dans chaque canal après 
et avant changement d’eau.  

Paramètres Contrôle 
Boscalide 

C1 
Boscalide 

C2 
Kasugamycine 

C1 
Kasugamycine 

C2 
Cuivre C1 Cuivre C2 

pH (n = 42) 
8,41  

(± 0,04) 

8,44  

(± 0,16) 

8,43  

(± 0,06) 

8,42  

(± 0,05) 

8,36  

(± 0,09) 

8,47  

(± 0,10) 

8,41 

(± 0,05) 

Température 
(°C ; n = 42) 

16,8  

(± 0,9) 

16,9  

(± 0,8) 

17,2  

(± 0,8) 

17,0  

(± 0,9) 

17,0  

(± 0,9) 

17,1  

(± 0,8) 

17,1  

(± 0,8) 

Conductivité 
(µs/cm ; n = 

42) 

382  

(± 10) 

379  

(± 10) 

371 

(± 7) 

378 

(± 9) 

381  

(± 7) 

370  

(± 7) 

377  

(± 8) 

Oxygène (% ; 
n = 42) 

95,7  

(± 2,7) 

97,6  

(± 2,4) 

98,0  

(± 2,3) 

98,4  

(± 2,1) 

95,8  

(± 5,3) 

97,4  

(± 3,5) 

97,8  

(± 2,6) 

Débit (mL/s ; 
n = 9) 

47,8  

(± 2,8) 

54  

(± 12) 

46,1  

(± 1,4) 

48,9  

(± 3,2) 

52,1  

(± 3,1) 

46,5  

(± 0,5) 

54,5  

(± 8,0) 

Lumière 
(µmol de 

photons/m²/
cm ; n = 6) 

51 

(± 11) 

35,5 

(± 9,0) 

68,0 

(± 9,7) 

66,3 

(± 8,1) 

61,4 

(± 6,3) 

76,9 

(± 8,2) 

69,0 

(± 7,0) 

[Fongicide] 
(µg/L) 

C (Cuivre) = 27,3 (± 
2,6) µg/L (n = 24) 

----- ----- ----- ----- 
C (Cuivre) = 
29,5 (± 3,0) 

µg/L (n = 24) 

C (Cuivre) = 91 
(± 22) µg/L (n = 

24) 
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Tableau 7: Moyennes et écart-types des anions et du COT prélevées dans la cuve de préparation de l’eau des canaux 

 

4.2.2 Évolution temporelle des communautés microbiennes contrôle 

Les communautés microbiennes contrôle avait un rendement photosynthétique moyen de 
0,47, indiquant un bon état physiologique des organismes autotrophes. Le AFDW a évolué de 45 (± 62) 
µg/L (n = 3) t0 à 202 (± 58) µg/L (n = 3) après 26 jours d’expérience reflétant la croissance du contrôle 
pendant l’expérience. De même pour les activités enzymatiques hétérotrophes, leurs augmentations 
au cours du temps reflètent la croissance du biofilm et son activité (pour la Glu : de 1,61 (± 0,57) 
µmol/h/cm² à T0 à 7,0 (± 1,9) µmol/h/cm² après 26 jours ; pour la Pho : de 8,5 (± 3,9) µmol/h/cm² à t0 
à 53 (± 11) µmol/h/cm² après 26 jours ; pour la Leu : de 56 (± 25) µmol/h/cm² à t0 à 99 (± 19) 
µmol/h/cm² après 26 jours ; avec n = 3 pour chaque enzyme). 

4.2.3 Effets des fongicides sur la biomasse microbienne 

4.2.3.1 Ash-Free Dry Weight (AFDW) 

L’AFDW représente le poids sec sans cendre. Il a été mesuré à quatre temps à 5 jours, 12 jours, 
19 jours et 26 jours. Ce descripteur augmente constamment au cours des 4 semaines d’expositions 
comme illustré dans la Figure 9 que ce soit pour le contrôle ou pour les autres conditions contaminées. 
Cette augmentation est commune à l’ensemble des échantillons de périphyton, aucune différence 
significative entre les conditions n’a été trouvée (p-value > 0,05, test ANOVA, n = 3).  

 NO2 NO3 PO4 SO4 Cl COT 

Concentration (mg/L ; 
n = 8) 

0,253 

(± 0,053) 

2,93 

(± 0,14) 

0,170 

(± 0,012) 

11,24 

(± 0,32) 

27,74 

(± 0,44) 

9,78 

(± 0,96) 

Figure 9: AFDW (µg/cm²) de chaque condition d’exposition comparée au contrôle en fonction du temps. Les points représentent les 
valeurs d’AFDW par répétition. Les lignes passent par la moyenne de chaque répétition à chaque temps. T1 = 5 jours ; T2 = 12 jours ; 
T3 = 19 jours ; T4 = 26 jours. 
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4.2.3.2 La Matière Organique (MO) 

La quantité de MO permet d’évaluer la quantité de biomasse organique contenue dans le 
périphyton. La MO du contrôle a particulièrement varié au début de l’exposition, passant de moins de 
10% à presque 100%, elle s’est ensuite stabilisée pour les deux derniers prélèvements (19 et 26 jours). 
Le % de MO du périphyton exposé au cuivre et au boscalide est significativement différent de celui du 
témoin au début de l’exposition. Pour ceux exposés à la kasugamycine, cette différence est significative 
uniquement après 12 jours d’exposition. Pour la fin de l’expérience les valeurs sont toutes similaires 
entre les conditions (pour 19 et 26 jours) (Figure 10). 

 

Figure 10: Matière Organique (%) de chaque condition comparée au contrôle en fonction du temps.  (* représente une différence significative 
avec le contrôle pour chaque temps pour une p-value < 0,05, test ANOVA et n = 3). Les points représentent les valeurs de la MO par 
réplication. Les lignes passent par la moyenne de chaque réplication à chaque temps. T1 = 5 jours ; T2 = 12 jours ; T3 = 19 jours ; T4 = 26 
jours. 
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4.2.4 Effets des fongicides sur la structure autotrophe du périphyton 

4.2.4.1 La chlorophylle totale 

Les mesures de chlorophylle ont été réalisées à chaque temps. Elles sont représentées dans 
les graphes de la Figure 11. Toutes les conditions évoluent de la même façon au cours du temps et 
aucune différence significative n’a été trouvée entre les conditions et le contrôle (p-value > 0,05, test 
ANOVA). Une augmentation croissante est observée pour l’ensemble des échantillons de périphyton 
et le périphyton contaminé a une croissance similaire à celle du contrôle.   

4.2.4.2 Effets des fongicides sur la composition autotrophe du périphyton 

Les groupes autotrophes du périphyton sont répartis en trois communautés ; les algues vertes, 
les diatomées et les cyanobactéries. Il s’agit des trois groupes de micro-organismes principaux qui 
réalisent la photosynthèse dans le biofilm. L’évolution temporelle de la proportion de chacun de ces 
groupes phototrophes par condition est présentée dans la Figure 12. Dans l’ensemble les diatomées 
et les cyanobactéries restent les groupes majoritaires dans le périphyton à tous les temps et dans 
toutes les conditions. Il n’y a que très peu d’algues vertes. Dans la condition contrôle, les diatomées 
ainsi que les cyanobactéries ont gardé les mêmes proportions tout au long de l’expérience avec une 
proportion moyenne de 33 ± 10% (n = 18) de cyanobactéries et 67 ± 10% (n = 18) de diatomées (aucune 
différence significative dans la composition au cours du temps, p-value > 0,05, test ANOVA). La 
proportion de diatomées n’est jamais descendue en dessous de 48% pour toutes les répétitions 
confondues du contrôle. Aucune algue verte n’a été détectée dans les canaux contrôle durant toute 
l’expérience.  

Chez le périphyton exposé au boscalide, des algues vertes ont été détectées à 5 jours 
d’exposition pour les deux concentrations et à 12 jours pour la concentration la plus élevée. Les 
proportions de cyanobactéries et diatomées varient peu au cours du temps avec des moyennes de 37 
± 11% (n = 18) pour les cyanobactéries, 62 ± 12% (n = 18) pour les diatomées et de 1 ± 3% (n = 18) pour 
les algues vertes chez le périphyton exposé à 100 µg/L et des moyennes de 30 ± 13% (n = 18) pour les 
cyanobactéries, 69 ± 12% (n = 18) pour les diatomées et >1% (n = 18) pour les algues vertes chez le 
périphyton exposé à 0,1 µg/L. Cependant une légère baisse de la proportion de diatomées (~-15%) et 
une légère augmentation de la proportion de cyanobactéries (~+16%) est observée à partir de 12 jours 
d’exposition par rapport aux mesures à 24 h chez le périphyton exposé au boscalide. Ces variations ne 
sont significatives que chez le périphyton exposé à la plus faible concentration (0,1 µg/L). Ainsi, chez 
le périphyton exposé à 0,1 µg/L de boscalide, la proportion de diatomées est significativement plus 

Figure 11 : Chlorophylle totale (µg/L) de chaque condition comparée au contrôle en fonction du temps. Les points représentent les valeurs de 
chlorophylle totale par réplication. Les lignes passent par la moyenne de chaque réplication à chaque temps 
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importante à 24 h qu’à 12 jours (p-value = 0,0217 < 0,05, test de Tukey) et la proportion de 
cyanobactéries est quant à elle plus petite à 24 h qu’à 12 jours (p-value = 0,017 < 0,05, test de Tukey). 
La proportion des cyanobactéries a également augmenté entre 24 h et le dernier jour de prélèvement, 
soit 26 jours (p-value = 0,046 < 0,05, test de Tukey) chez le périphyton exposé à 0,1 µg/L de boscalide. 

Chez le périphyton exposé à la kasugamycine, des algues vertes ont été détectées à 24 h pour 
les deux concentrations et à 4 h et 12 jours d’exposition pour la concentration la plus faible. Les 
proportions de cyanobactéries et diatomées varient peu au cours du temps avec des moyennes de 27 
± 13% (n = 18) pour les cyanobactéries, 71 ± 12% (n = 18) pour les diatomées et de 1 ± 4% (n = 18) pour 
les algues vertes chez le périphyton exposé à 1 mg/L et des moyennes de 21 ± 12% (n = 18) pour les 
cyanobactéries, 79 ± 11% (n = 18) pour les diatomées et >1% (n = 18) pour les algues vertes chez le 
périphyton exposé à 100 mg/L. Cependant une augmentation de la proportion de diatomées (~+20%) 
est observée à partir de 12 jours d’exposition par rapport aux mesures à 24 h chez le périphyton exposé 
à la kasugamycine. Ces variations ne sont significatives que chez le périphyton exposé à la plus forte 
concentration (100 mg/L). Ainsi, chez le périphyton exposé à 100 mg/L de boscalide, la proportion de 
diatomées est significativement plus importante à 24 h qu’à 12 jours (p-value = 0,04 < 0,05, test de 
Tukey). Néanmoins, cette différence s’estompe par la suite car aucune autre différence n’a été trouvée 
entres les autres temps de prélèvements (p-value > 0,05, test ANOVA).  

Chez le périphyton exposé au sulfate de cuivre, des algues vertes ont été détectées à 5 jours 
d’exposition pour les deux concentrations et à 4 h d’exposition pour la concentration la plus élevée. 
Les proportions de cyanobactéries et diatomées varient peu au cours du temps avec des moyennes de 
40 ± 11% (n = 18) pour les cyanobactéries, 60 ± 12% (n = 18) pour les diatomées et de >1% (n = 18) 
pour les algues vertes chez le périphyton exposé à 30 µg/L et des moyennes de 37 ± 13% (n = 18) pour 
les cyanobactéries, 61 ± 12% (n = 18) pour les diatomées et 2 ± 4% (n = 18) pour les algues vertes chez 
le périphyton exposé à 100 µg/L. Cependant une baisse de la proportion de diatomées (≈ 40% pour la 
concentration faible et ≈ 18% pour la concentration forte) et une légère augmentation de la proportion 
de cyanobactéries (≈ 40% pour la concentration fiable et ≈ 18% pour la concentration forte) sont 
observées à partir de 12 jours d’exposition par rapport aux mesures à 24 h. Ces variations sont 
significatives pour les deux concentrations en cuivre. Ainsi, chez le périphyton exposé à 0,1 µg/L de 
cuivre, la proportion de diatomées est significativement plus importante à 24 h qu’à 12 jours (p-value 
= 0,0009 < 0,05, test de Tukey) et la proportion de cyanobactéries est quant à elle plus petite à 24 h 
qu’à 12 jours (p-value = 0,003 < 0,05, test de Tukey). La proportion des cyanobactéries a également 
augmenté entre 24 h et 19 jours (p-value = 0,004 < 0,05, test de Tukey) et entre 24 h et le dernier jour 
de prélèvement (p-value = 0,004 < 0,05, test de Tukey). Chez le périphyton exposé à 100 µg/L de cuivre, 
la proportion de cyanobactéries est significativement plus faible à 24 h qu’à 12 jours (p-value = 0,001 
< 0,05, test de Tukey), qu’à 19 jours (p-value = 0,0025 < 0,05, test de Tukey), et qu’à 26 jours (p-value 
= 0,004 < 0,05, test de Tukey). 

A chaque temps de prélèvement, la comparaison des proportions des différents groupes 
phototrophes des périphytons exposés au fongicides par rapport aux proportions du contrôle a mis en 
évidence des différences significatives uniquement pour les biofilms exposés à la plus forte 
concentration de kasugamycine (p-value < 0,05, test de Tukey). La proportion des diatomées était plus 
importante dans le périphyton exposé à la kasugamycine (100 mg/L) que dans le contrôle pour les deux 
derniers temps de prélèvement (à 19 et 26 jours). De plus, la proportion de cyanobactéries était moins 
importante après 19 et 26 jours d’exposition dans les canaux exposés à 100 µg/L de kasugamycine que 
dans les contrôles.  

 Pour les deux conditions de cuivre, les proportions de cyanobactéries augmentent et celles de 
diatomées diminuent entre le début et la fin de l’exposition. Ce changement de communautés n’est 
pas observé dans le périphyton de la condition contrôle. Toutefois cette différence n’est pas 
significative (p-value > 0,05, test ANOVA).  
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Figure 12 : Composition des organismes phototrophes (%) de chaque condition d'exposition en fonction des temps de prélèvement 
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4.2.5 Pas d’effet des fongicides sur les activités autotrophes du périphyton 

L’activité autotrophe des organismes périphytiques est représentée par la mesure du 
rendement photosynthétique. Ce dernier permet de rendre compte de l’état physiologique des 
organismes autotrophes. Lorsque le rendement est supérieur à 0,3, cela signifie que la fonction 
photosynthèse n’est pas affectée. Sur le graphique de Figure 13, les périphytons exposés aux 
fongicides ont toujours un rendement photosynthétique supérieur à 0,3 et aucune différence 
significative avec le contrôle n’a pu être mise en évidence.  

4.2.6 Effets des fongicides sur les activités hétérotrophes du périphyton 

4.2.6.1 La β-glucosidase (Glu) 

Pour évaluer les activités hétérotrophes du périphyton, les activités enzymatiques de trois 
enzymes (la β-glucosidase, la phosphatase et la leucine aminopeptidase) ont été mesurées. L’activité 
enzymatique de la Glu est représentée sur les graphiques de la Figure 14. L’activité de cette enzyme 
dans le biofilm contrôle montre une croissance tout au long de l’exposition, avec une légère diminution 
au 19ème jour. L’activité Glu du périphyton exposé aux fongicides suit cette tendance. Néanmoins 
l’exposition prolongée aux fongicides semble réduire l’activité de la Glu qui est plus faible après 26 
jours d’exposition à tous les fongicides testés que celle du contrôle. Cette tendance est significative 
chez le périphyton exposé à la plus faible concentration en cuivre (30 µg/L) avec une inhibition 
significative de 84% de la Glu par rapport au contrôle (p-value < 0,05, test de Tukey). 

Figure 13 : Rendement photosynthétique en fonction du temps pour chaque condition 
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4.2.6.2 La Phosphatase (Pho) 

L’activité enzymatique de la Pho est représentée sur les graphiques de la Figure 15. L’activité 
de cette enzyme augmente dans le périphyton contrôle durant toute l’expérience. L’activité Pho des 
périphytons exposés aux fongicides suit cette même tendance. En effet, aucune différence significative 
n’a été observée entre les conditions contaminées et le contrôle (p-value > 0,05, test ANOVA, n = 3).  

4.2.6.3 La Leucine aminopeptidase (Leu) 

L’activité enzymatique de la Leu est représentée sur les graphiques de la Figure 16. L’activité 
de cette enzyme dans le biofilm contrôle croit jusqu’au 12ème jour d’exposition puis se stabilise jusqu’à 
la fin de l’expérience. Le même phénomène est observé pour le périphyton exposé au boscalide et au 

Figure 15 : Activité de l'enzyme Pho (µmol/h/cm²) de chaque condition comparée au contrôle en fonction du temps. Les points 
représentent les valeurs d’activités enzymatiques de la Pho par réplication. Les lignes passent par la moyenne de chaque réplication à 
chaque temps  

Figure 14 : Activité de l’enzyme Glu (µmol/h/cm²) de chaque condition comparée au contrôle en fonction du temps. Les points 
représentent les valeurs d’activités enzymatiques de la Glu par réplication. Les lignes passent par la moyenne de chaque 
réplication à chaque temps (* représente une différence significative avec le contrôle pour une p-value < 0,05, test Dunnett et n 
= 3).  

* 
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sulfate de cuivre (pour les deux concentrations testées). Pour le périphyton exposé à la kasugamycine, 
l’activité de l’enzyme Leu ne se stabilise pas après le 19ème jour. Pour le périphyton exposé à 1 mg/L de 
kasugamycine, Leu diminue à partir du 19ème jour pour atteindre le niveau du contrôle à la fin de 
l’expérience. Pour le périphyton exposé à 100 mg/L de kasugamycine, Leu continue d’augmenter 
jusqu’au 12ème jour d’exposition puis décroît jusqu’au niveau du contrôle au dernier jour d’exposition. 
Ainsi, l’activité Leu du biofilm contaminé à 100 mg/L de kasugamcyine est significativement plus élevée 
que celle du contrôle après 5 et 12 jours d’exposition (p-value > 0,05, test de Tukey). Pour le 5ème et le 
12ème jour, des augmentations respectives de 114% et 88% de l’activité enzymatique de la Glu était 
mesurée par rapport au contrôle.  

4.3 Tests de toxicité aiguë – Approche PICT 

Trois tests de toxicité aiguë ont été réalisés pour évaluer l’acquisition de tolérance induite par 
la pollution (PICT) ; cuivre / Glu, cuivre / rendement photosynthétique et kasugamycine / estérase. 
L’objectif de ces tests est de savoir si l’exposition chronique aux contaminants testés a entraîné une 
adaptation des organismes du biofilm à ces contaminants, les rendant plus résistants à ce contaminant. 
Les tests ont été réalisés à plusieurs moments dans l’expérience pour définir le moment où cette 
résistance pourrait se développer. Les tests ont, à chaque fois, été réalisés sur les biofilms de chaque 
condition, dans le but de détecter une éventuelle co-tolérance.  

4.3.1 Approche PICT – Estérase et kasugamycine 

Ce test de toxicité aiguë a été réalisée après 5 (t1), 12 (t2) et 26 (t3) jours d’exposition. Les 
dose-réponses obtenues sont présentées dans la section 8.4.1. L’exposition aiguë à la kasugamycine 
ayant rarement entraîné plus de 50% d’inhibition de l’activité estérase, les CE10 plutôt que les CE50 
ont été choisies pour illustrer la tolérance des communautés microbiennes exposées. Pour le contrôle, 
les intervalles de confiance sont importants, reflétant la variabilité des réponses. Le contrôle est stable 
tout au long de l’exposition avec des CE10 similaires à tous les temps avec une CE10 moyenne de 1,75 
± 0,79 g/L. 

 

Figure 16 : Activité de l'enzyme Leu (µmol/h/cm²) de chaque condition comparée au contrôle en fonction du temps. Les points 
représentent les valeurs d’activités enzymatiques de la Leu par réplication. Les lignes passent par la moyenne de chaque 
réplication à chaque temps. (* représente une différence significative avec le contrôle pour une p-value > 0,05, test Dunnett et n 
= 3) 

* 

* 
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Pour les périphytons exposés à la kasugamycine, les CE10 ne varient pas au cours du temps 
avec une valeur moyenne de 135 ± 57 mg/L (n = 3) pour le périphyton exposé à 1 mg/L de 
kasugamycine et de 750 ± 350 mg/L (n = 3) pour les ceux exposés à 100 mg/L (Figure 17). Toutes les 
CE10 des biofilms exposés à la kasugamycine sont inférieures aux valeurs du contrôle, néanmoins, 
cette différence est significative uniquement après 5 jours d’exposition chez le périphyton exposés à 
1 mg/L de kasugamycine.  

  

Figure 17 : CE10 de kasugamycine pour l’activité de l’enzyme estérase des périphytons contrôle et exposés à deux 
concentrations en kasugamycine (C1 = 1 mg/L, C2 = 100 mg/L) après 5 (T1), 12 (T2) et 26 jours (T4) d’exposition. Le point 
indique la valeur de la CE10 modélisée et les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de confiance à 95%. * indique une 
différence significative entre les échantillons exposés et le contrôle. 
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Chez le périphyton exposé au boscalide, les CE10 n’ont pas variées au cours du temps (Figure 
18). Ces CE10 sont globalement plus faibles que celles du contrôle, cependant seule la CE10 du 
périphyton exposé à 100 µg/L de boscalide pendant 5 jours est significativement plus faible que celle 
du contrôle.  

 

  

Figure 18 : CE10 de kasugamycine pour l’activité de l’enzyme estérase des périphytons contrôle et exposés à deux 
concentrations en boscalide (C1 = 0,1 µg/L, C2 = 100 µg/L) après 5 (T1), 12 (T2) et 26 jours (T4) d’exposition. Le point indique 
la valeur de la CE10 modélisée et les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de confiance à 95%. *  indique une différence 
significative entre exposés et contrôle. 
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Chez le périphyton exposé au cuivre, les CE10 étaient très proches des CE10 des populations 
du contrôle notamment pour le périphyton exposé à 30 µg/L après 5 jours d’exposition (T1), et celui 
exposé à 100 µg/L à la fin de l’exposition (Figure 19). Pour tous les temps de prélèvement aucune 
différence n’a été remarquée entre la condition contrôle et les conditions exposées au cuivre. La CE10 
des périphytons exposés pendant 5 jours à 100 µg/L de cuivre n’a pas pu être calculée car même à la 
concentration la plus élevée de kasugamycine, il n’y avait que très peu d’inhibition de l’activité 
estérase. 

  

Figure 19 : CE10 de kasugamycine pour l’activité de l’enzyme estérase des périphytons contrôle et exposés à deux 
concentrations en cuivre (C1 = 30 µg/L, C2 = 100 µg/L) après 5 (T1), 12 (T2) et 26 jours (T4) d’exposition. Le point indique la 
valeur de la CE10 modélisée et les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de confiance à 95%. * indique une différence 
significative entre les échantillons exposés et le contrôle. 
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4.3.2 Approche PICT – β-glucosidase et cuivre 

Ces tests de toxicité aiguë au cuivre ont été réalisés après 24 h et après 5, 12, 19 et 26 jours 
d’exposition. Les doses-réponses obtenues sont présentées dans la section 8.4.2. Dans cette section, 
les CE50 sont utilisées pour comparer la tolérance au cuivre des biofilms exposés au fongicide à celle 
du contrôle. Pour le périphyton contrôle, les CE50 de cuivre sont restées stables durant toute 
l’expérience, aucune variation significative n’a été trouvée au sein du contrôle. En moyenne pour le 
contrôle, les CE50 de l’activité de l’enzyme Glu étaient atteintes pour 34 mg/L ± 4 mg/L (n=5) de cuivre. 
Chez le périphyton exposé à la kasugamycine, il y a eu de faibles variations temporelles des CE50 mais 
aucune significative (Figure 20). Le périphyton exposé à 1 mg/L de kasugamycine pendant 12 jours 
était significativement plus sensible au cuivre que le contrôle avec une CE50 ≈ 2x plus faible que celle 
du contrôle. Les niveaux de tolérance des périphytons exposés à la kasugamycine aux autres temps de 
prélèvement ne présentaient aucune différence significative avec le contrôle. Chez le périphyton 
exposé chroniquement au boscalide (Figure 21) comme au cuivre (Figure 22), les CE50 sont du même 
ordre de grandeur que celles du contrôle, à tous les temps de prélèvement. 

 

  

Figure 20 : CE50 de cuivre pour l’activité de l’enzyme estérase des périphytons contrôle et exposés à deux concentrations en 
kasugamycine (C1 =1 mg/L, C2 = 100 mg/L) après 24 h, 5 (T1), 12 (T2), 19 (T3) et 26 jours (T4) d’exposition. Le point indique 
la valeur de la CE50 modélisée et les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de confiance à 95%. * indique une différence 
significative entre exposés et contrôle. 
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Figure 21 : CE50 de cuivre pour l’activité de l’enzyme estérase des périphytons contrôle et exposés à deux concentrations en 
boscalide (C1 = 0,1 µg/L, C2 = 100 µg/L) après 24 h, 5 (T1), 12 (T2), 19 (T3) et 26 jours (T4) d’exposition. Le point indique la 
valeur de la CE50 modélisée et les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de confiance à 95%. * indique une différence 
significative entre les échantillons exposés et le contrôle. 

Figure 22 : CE50 de cuivre pour l’activité de l’enzyme estérase des périphytons contrôle et exposés à deux concentrations en 
cuivre (C1 = 30 µg/L, C2 = 100 µg/L) après 24 h, 5 (T1), 12 (T2), 19 (T3) et 26 jours (T4) d’exposition. Le point indique la valeur 
de la CE50 modélisée et les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de confiance à 95%. * indique une différence 
significative entre les échantillons exposés et le contrôle. 
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4.3.3 Approche PICT – Rendement photosynthétique et cuivre 

Ce test de toxicité aiguë a été réalisé au dernier prélèvement après 26 jours d’exposition, sur 
un nombre limité de conditions. Les doses-réponses obtenues de ces tests sont présentées en section 
8.4.3. Dans cette section, les EC50 sont utilisées pour comparer la tolérance au cuivre des biofilms 
exposés chroniquement au sulfate de cuivre à celle du contrôle. Les CE50 obtenues pour le rendement 
photosynthétique sont similaires aux résultats obtenus pour la Glu. Le périphyton exposé 
chroniquement au sulfate de cuivre et les contrôles ont des CE50 de cuivre similaires pour leur 
rendement photosynthétique (Figure 23).  

 

 

  

Figure 23 : CE50 de cuivre pour le rendement photosynthétique des périphytons contrôle et exposés à deux 
concentrations en cuivre (C1 = 1 mg/L, C2 = 100 mg/L) après 26 jours d’exposition. Le point indique la valeur de la CE50 
modélisée et les barres d’erreur correspondent à l’intervalle de confiance à 95%. * indique une différence significative 
entre les échantillons exposés et le contrôle. 
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5 Discussion 

5.1 Tests de toxicité aiguë 

Parmi tous les contaminants testés, trois fongicides ont été sélectionnés ; le boscalide, le sulfate 
de cuivre et la kasugamycine. Le boscalide et la kasugamycine ont été choisis car peu d’études se sont 
intéressées à leur toxicité. Le cuivre, quant à lui, a une toxicité connue depuis plusieurs années. 
Néanmoins, il est toujours utilisé, notamment sous forme de sulfate de cuivre. De ce fait, il est 
intéressant de continuer à caractériser sa toxicité, particulièrement avec le périphyton à la base des 
réseaux trophiques. De plus, comme sa toxicité est connue, il peut servir de témoin positif pour 
l’expérience.  

Le boscalide n’a montré aucune toxicité aiguë sur les paramètres que nous avons testés et dans 
nos gammes de concentrations. Le boscalide est classé comme « toxique pour les organismes 
aquatiques, et entraîne des effets néfastes à long terme » (mention H411). De ce fait, les effets de ce 
pesticide se manifesteraient à long terme. Il est donc intéressant de vérifier, comme il l’a été fait lors 
de ce stage, si après une exposition chronique (26 jours) les micro-organismes exposés au boscalide 
présentent une toxicité.  

Le sulfate de cuivre a été testé seulement sur l’activité de l’enzyme Glu et sur le rendement 
photosynthétique. En effet, des études ont montré la toxicité du cuivre pour la photosynthèse 
(Marques et al. 2019; Brunetto et al. 2019) et pour l’activité de l’enzyme Glu (Geiger et al. 1998; 
Wyszkowska, Kucharski, et Kucharski 2010) sur les micro-organismes exposés. Le cuivre pouvant être 
impliqué dans la création de radicaux libres tels que l’hydroxyle HO•, ces derniers pourraient être à 
l’origine de la toxicité observée. Par exemple, ils pourraient oxyder les enzymes et les rendre ainsi 
moins efficaces (Solioz 2018).  

La kasugamycine a montré des effets sur l’estérase en inhibant son activité enzymatique. La 
kasugamycine fait partie de la famille des aminoglycosides. Les molécules de cette famille se fixent au 
ribosome perturbant ainsi la traduction du code génétique et donc la synthèse des protéines chez les 
bactéries (Kotra, Haddad, et Mobashery 2000; Krause et al. 2016). De ce fait, la kasugamycine pourrait 
réduire l’activité de l’estérase en limitant la traduction du code par le ribosome.  

5.2 Tests de toxicité chronique 

La biomasse totale (AFDW) et la biomasse algale (chlorophylle totale) ont constamment 
progressé durant toute l’expérience. De plus, le rendement synthétique est resté élevé. Ces trois 
paramètres montrent que le périphyton a gardé un bon état physiologique et une bonne croissance 
durant toute l’expérience et pour toutes les conditions confondues.  

La quantité de MO du contrôle a beaucoup varié sur les deux premiers temps, passant de moins 
de 10% à presque 100%. De ce fait, des différences significatives ont été trouvées avec les autres 
conditions. Néanmoins, la masse à peser du contrôle était relativement faible lors des premiers 
prélèvements, il est alors possible de remettre en doute la validité de la première mesure du contrôle 
(à 5 jours). La pesée à 12 jours était réalisée dans le même creuset que celle du contrôle à 5 jours, la 
masse à 5 jours était ensuite soustraite à celle de 12 jours. Ainsi, si la première était erronée, la seconde 
l’était également. Bien que cette méthode permette de gagner du temps, elle peut entraîner des 
erreurs en cascade.  

5.2.1 Contamination au cuivre dans le contrôle 

La concentration en cuivre dans le contrôle était similaire à celle de la condition cuivre C1 à ≈ 
30 µg/L. Cette contamination vient de l’eau du robinet utilisée pour remplir les canaux. Bien que le 
cuivre n’ait pas été dosé dans les autres conditions (boscalide et kasugamycine), mais que la même 
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eau du robinet a été utilisée, il est supposé que la concentration en cuivre était d’environ 27 µg/L dans 
tous les canaux (sauf pour la condition cuivre C2, [Cu] moyenne ≈ 70 µg/L). De plus, le périphyton utilisé 
pour l’expérience s’est développé dans un volume d’eau contenant 50% d’eau du robinet, donc il était 
déjà exposé au cuivre lors de la colonisation, probablement à environ 30 µg/L. Néanmoins, la condition 
cuivre C1 a été conservée car à chaque changement d’eau, une solution de sulfate de cuivre était 
rajoutée. Il est supposé que le cuivre présent dans l’eau du robinet soit différent du sulfate de cuivre 
en solution présent dans la condition cuivre C1 et cuivre C2. De plus, le cuivre sous forme de sulfate 
de cuivre est potentiellement plus biodisponible que le cuivre présent dans l’eau du robinet 
(probablement présent sous différentes formes d’ions).  

5.2.2 Toxicité du boscalide 

L’exposition au boscalide a modifié la composition autotrophe du périphyton au cours du 
temps, en particulier chez les communautés exposées à 100 µg/L. Alors que les proportions de 
diatomées et cyanobactéries sont restées stables au cours du temps chez le périphyton exposé à 0,1 
µg/L de boscalide, l’exposition à 100 µg/L de boscalide a entraîné une diminution de la proportion de 
diatomées et une augmentation de la proportion de cyanobactéries au cours des 26 jours d’exposition. 
Ce résultat suggère que les diatomées seraient plus sensibles que les cyanobactéries au boscalide. La 
diminution de la proportion de diatomées favoriserait le développement des cyanobactéries. A notre 
connaissance, aucune étude n'a mis en évidence les différences de sensibilité au boscalide entre 
diatomées et cyanobactéries. Cependant, Lu et al. (2019) ont mis en évidence que d’autres fongicides 
pouvaient également modifier la composition autotrophe du périphyton exposé. Ainsi, Lu et al. (2019) 
ont montré qu’après 7 jours d’exposition à 2,5 mg/L d’azoxystrobin, la proportion d’algues vertes 
diminuait alors que celle de cyanobactéries augmentait.  

Dans notre étude, l’exposition au boscalide n’a pas entraîné de différence significative avec le 
périphyton du contrôle que ce soit pour la composition phototrophe, le rendement photosynthétique 
ou les activités enzymatiques hétérotrophes. Au contraire d’autres études ont montré une inhibition 
des enzymes microbiennes hétérotrophes par le boscalide, notamment dans le sol. Ainsi Xiong et al. 
(2014) ont montré que le boscalide inhibait l’activité de la phosphatase et de la β-glucosidase des 
communautés microbiennes du sol suite à une exposition de 200 mg/kg pendant 60 jours. Cette 
différence entre les résultats obtenus dans notre étude et ceux de Xiong et al. (2014) peut être expliqué 
par plusieurs raisons. Il ne s’agit pas du même compartiment, les communautés microbiennes du sol 
sont majoritairement hétérotrophes contrairement aux communautés du périphyton, il ne s’agit donc 
pas des mêmes communautés de micro-organismes. De plus, les concentrations d’exposition sont 
difficiles à comparer et peut être que les concentrations dans l’eau doivent être plus élevées pour 
observer un effet sur les activités enzymatiques. Il faut également noter que dans l’expérience de Xiong 
et al. (2014) le temps d’exposition est deux fois plus long que celui de notre expérience.  

5.2.3 Toxicité de la kasugamycine 

L’exposition à la kasugamycine a entraîné, à la plus forte concentration, des modifications de 
la composition autotrophe avec notamment une augmentation de la proportion des diatomées et une 
diminution de celle des cyanobactéries au cours du temps et par rapport au contrôle. Ces résultats 
sont cohérents avec l’étude de Yalcin et al. (2022), sur la kanamycin, un composé de la même famille 
de la kasugamycine. Dans cette étude, l’exposition pendant 6 jours à 6,4 – 102,5 mg/L a entraîné une 
baisse de la croissance chez une cyanobactérie (Fremyella diplosiphon). Si la kasugamycine réduit la 
proportion de cyanobactéries, alors la proportion de diatomées peut augmenter. La kasugamycine en 
concentration à 100 mg/L a également augmenté l’activité hétérotrophe de l’enzyme Leu à 5 et 12 
jours d’exposition. Aucune étude n’a été trouvée pour comparer nos résultats.  

5.2.4 Toxicité du sulfate de cuivre 

Comme observé pour les fongicides organiques, l’exposition chronique au cuivre a entraîné 
une modification de la composition phototrophe avec une réduction de la proportion de diatomées et 
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une augmentation de la proportion de cyanobactéries au cours du temps chez le périphyton exposé à 
100 µg/L de cuivre. Ce changement de composition des communautés microbiennes a déjà été observé 
lors d’exposition à métaux ayant la même spéciation que le cuivre dissous (Cu2+) ; notamment le zinc, 
Zn2+ (Genter et al. 1987). Dans cette étude, le périphyton avait été exposé à différentes concentrations 
(0,05, 0,5 et 1 mg/L) en zinc tout au long de l’année. Dès 0,05 mg/L de zinc, les cyanobactéries 
devenaient dominantes dans le périphyton au détriment des diatomées, notamment en automne. Une 
autre expérience menée sur le périphyton a aussi montré un changement de communautés 
phototrophes après 12 semaines d’exposition 5 µM de sulfate de cuivre (Soldo et Behra 2000). 
Contrairement aux résultats de notre expérience, dans l’expérimentation de Soldo et Behra (2000) ; 
les cyanobactéries étaient la composante autotrophe majoritaire au début de l’expérience, puis cette 
communauté a été remplacée par des algues vertes à la fin des 12 semaines d’exposition. Dans une 
autre étude de terrain d’un an, Leland et Carter (1984) ont montré que les populations de diatomées 
et d’algues vertes du périphyton étaient réduites dans des rivières contaminées au cuivre (5 µg/L) par 
rapport au périphyton prélevé sur un site non contaminée. Nos résultats, en accord avec la littérature, 
mettent en avant une sensibilité accrue des diatomées à l’exposition aux métaux (voir nos résultats 
ainsi que les études de Genter et al. 1987, Leland et Carter 1984). Cependant pour l’étude de Soldo et 
Behra (2000), les effets de l’exposition aux métaux sur les proportions de cyanobactéries et algues 
vertes sont plus variables et pourraient s’expliquer par des conditions d’exposition différentes, 
notamment en termes de composition de l’eau (l’eau utilisée provenait directement de la rivière). 

Dans la condition cuivre C1, l’objectif était d’atteindre ~6µg/L de Cu dans l’eau en ajoutant du 
sulfate de cuivre mais l’eau utilisée était contaminée en cuivre et la quantité de cuivre dosée dans la 
condition cuivre C1 était de 30 µg/L, proche de la concentration mesurée dans le contrôle. Bien que 
les concentrations en cuivre dans le contrôle et dans la condition cuivre C1 soient similaires, des 
différences ont été observées dans la structure (composition phototrophe) et les fonctions (activité 
glucosidase) des périphytons entre ces 2 conditions. De ce fait, le sulfate de cuivre ajouté dans la 
condition C1 serait plus toxique que la forme du cuivre présente dans l’eau du robinet (dans le 
contrôle). Ces résultats sont en accord avec des expériences sur la toxicité du cuivre réalisées au 
laboratoire (par C. Bonnineau à l’INRAE), ces expériences ont permis de montrer que le sulfate de 
cuivre était l’une des formes les plus toxiques du cuivre sur le périphyton, notamment par rapport au 
citrate de cuivre Cu3(C6H5O7)2 et à l’hydroxyde de cuivreCu(OH)2).   

5.2.5 Acquisition de tolérance du périphyton 

Après avoir été exposé pendant 26 jours à la kasugamycine (1 et 100 mg/L) et au cuivre (30 et 
100 µg/L), aucun échantillon de périphyton n’a montré d’acquisition de tolérance envers l’un ou l’autre 
de ces contaminants. En effet, les CE10 ou CE50 n’ont pas différé du contrôle après 26 jours 
d’exposition. Néanmoins, les intervalles de confiances obtenus pour les CE10 de kasugamycine pour 
l’estérase étaient importantes, une expérience avec plus de réplications pourrait permettre de les 
réduire et donc de mieux détecter la présence de variations entre les conditions contaminées et 
contrôle.  

Pour les périphytons exposés au boscalide et à la kasugamycine, les CE10 de kasugamycine de 
l’activité enzymatique de l’estérase étaient globalement plus faibles que celle du contrôle. La présence 
de ces contaminants organiques aurait rendu les communautés bactériennes plus sensibles à la 
kasugamycine. A notre connaissance, il s’agit de la première étude sur la tolérance des micro- 
organismes à la kasugamycine.  

Pour les CE50 du cuivre du rendement photosynthétique et pour les CE50 de l’activité 
enzymatique de la Glu, les périphytons exposés aux deux concentrations de cuivre ne présentaient 
aucune différence de tolérance au cuivre avec les périphytons du contrôle. Le même comportement a 
été observé pour les communautés phototrophes et hétérotrophes. Cela peut s’expliquer par la 
contamination des canaux contrôle par environ 30 µg/L de cuivre qui aurait entraîné une adaptation 
des communautés microbiennes contrôle au cuivre. En effet, Lambert et al. (2017) ont montré 
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qu’après 6 semaines d’exposition à 60 µg/L de cuivre, les CE50 pour le rendement photosynthétique 
du périphyton exposé étaient d’environ 40 mg/L, alors que pour le périphyton non exposé, les CE50 
étaient d’environ 2 mg/L. Donc les CE50 des communautés pré-exposées au cuivre étaient similaires à 
celles de nos expérimentations (≈ 30 mg/L). De plus, le périphyton exposé à la concentration forte de 
cuivre (100 µg/L) présentait des valeurs seuils de CE50 similaires à celles du contrôle et de la 
concentration faible en cuivre (30 µg/L). Ces résultats semblent indiquer que l’augmentation de la CE50 
au cuivre n’est pas linéaire avec la concentration d’exposition mais atteint un plateau.  

6 Conclusion 

Le périphyton contaminé a eu des réponses physiologiques différentes selon l’exposition. Dans 
les trois cas, il y a eu un changement dans la composition phototrophe du périphyton. Le boscalide est 
le fongicide qui a montré le moins de toxicité pour le périphyton durant notre expérience. Il a 
seulement montré des effets sur la composition phototrophe. Néanmoins, ces résultats sont à 
relativiser car la gamme de boscalide utilisée pour les tests de toxicité aiguë contenait les 
concentrations les plus basses en comparaison aux deux autres fongicides. Il est possible qu’à des 
concentrations plus élevées des effets auraient pu être identifiés. De plus, le boscalide a peut-être des 
effets sur des descripteurs biologiques qui n’ont pas été caractérisés durant cette expérience.  

Après une exposition de 26 jours, les communautés microbiennes du périphyton n’ont pas montré 
d’acquisition de tolérance à la kasugamycine pour les descripteurs étudiés. Les communautés 
microbiennes pourraient avoir besoin de plus de temps pour développer une tolérance à ce 
contaminant. Le périphyton utilisé pour l’expérience serait plus tolérant au cuivre, dû notamment au 
fait qu’ils se soient développés dans de l’eau contaminée en cuivre, donc exposés plus longtemps que 
celui exposé à la kasugamycine. Il serait intéressant de refaire une expérience similaire avec des temps 
d’exposition plus long afin de voir les communautés du périphyton peuvent développer une tolérance 
à la kasugamycine. 

De plus, des comportements différents entre le contrôle et les conditions de sulfate de cuivre ont 
été observés, notamment, un changement de communautés entre les compositions autotrophes 
contaminées au sulfate de cuivre et celle du contrôle. Le sulfate de cuivre serait plus toxique que le 
cuivre présent dans l’eau du robinet, mais ce dernier permettrait quand même aux communautés de 
développer une résistance au cuivre.  

Des prélèvements pour des analyses métabolomiques ont été réalisés durant l’expérience à tous 
les temps. Ces analyses pourraient permettre de mieux caractériser les effets que les fongicides ont eu 
sur les communautés microbiennes et de déceler des effets que les descripteurs étudiés jusqu’à 
présent n’ont pas pu révéler. 
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8 Annexes : 

8.1 Annexe 1 : Gammes des tests de toxicité aiguë 

Les mêmes concentrations ont été utilisées pour les activités des enzymes β-glucosidase, 
phosphatase et Leucine-aminopeptidase. Leur gamme est nommée : activités enzymatiques.  

Tableau 8: Gamme de concentrations du boscalide (mg/L) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations du 
boscalide (mg/L) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 0,228 0,057 0,143 0,357 0,890 2,23 5,57 

Activité de 
l’enzyme estérase 

0 0,0190 0,0480 0,119 0,297 0,740 1,86 4,64 

Test de viabilité 
cellulaire basé sur 

la résazurine 
0 0,0110 0,0290 0,0710 0,180 0,450 1,11 2,79 

Activités 
enzymatiques 

0 0,00630 0,0160 0,0400 0,0990 0,250 0,620 1,55 

 

Tableau 9: Gamme de concentrations de la fengycine (mg/L) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations de 

la fengycine 
(mg/L) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 17,4 34,7 69,4 139 278 556 1110 

Activité de 
l’enzyme estérase 

0 14,5 28,9 57,9 116 231 463 926 

Activités 
enzymatiques 

0 4,82 9,65 19,3 38,6 77,2 154 309 
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Tableau 10: Gamme de concentrations de l’azoxystrobin (mg/L) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations de 

l’azoxystrobin 
(mg/L) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 0,00690 0,0210 0,0620 0,185 0,560 1,67 5,00 

Activité de 
l’enzyme estérase 

0 0,00570 0,0170 0,0510 0,154 0,460 1,39 4,17 

Test de viabilité 
cellulaire basé sur 

la résazurine 
0 0,00340 0,0103 0,0309 0,0930 0,278 0,833 2,50 

Activités 
enzymatiques 

0 0,00190 0,00600 0,0170 0,0510 0,150 0,460 1,39 

 

Tableau 11: Gamme de concentrations de la surfactine (mg/L) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations de 
surfactine (mg/L) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 4,39 6,58 9,88 14,8 22,2 33,3 50,0 

Activité de 
l’enzyme estérase 

0 3,66 5,49 8,23 12,4 18,5 27,8 41,7 

Test de viabilité 
cellulaire basé sur 

la résazurine 
0 2,19 3,29 4,94 7,41 11,1 16,7 25,0 

Activités 
enzymatiques 

0 1,22 1,83 2,74 4,12 6,17 9,26 13,9 
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Tableau 12: Gamme de concentrations du sulfate de cuivre (mg/L de Cu) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations de 
sulfate de cuivre 

(mg/L de Cu) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 15,6 31,3 62,5 125 250 500 1000 

Activités 
enzymatiques 

0 4,34 8,68 17,4 34,7 69,4 139 278 

 

Tableau 13: Gamme de concentrations de laminarin (mg/L) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations de 
laminarin (mg/L) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 62,5 125 250 500 1000 2000 4000 

Activité de 
l’enzyme estérase 

0 52,1 104 208 417 833 1670 3333 

Test de viabilité 
cellulaire basé sur 

la résazurine 
0 31,3 62,5 125 250 500 1000 2000 

Activités 
enzymatiques 

0 17,4 34,7 69,4 139 278 556 1110 
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Tableau 14: Gamme de concentrations de kasugamycine (mg/L) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations de 

Kasugamycine 
(mg/L) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 104 208 417 833 1670 3333 6670 

Activité de 
l’enzyme estérase 

0 86,8 174 347 694 1390 2780 5560 

Test de viabilité 
cellulaire basé sur 

la résazurine 
0 52,1 104 208 417 933 1670 3330 

Activités 
enzymatiques 

0 28,9 57,9 116 232 463 926 1850 

 

Tableau 15: Gamme de concentrations de tébuconazole (mg/L) utilisée pour les tests de toxicité aiguë 

Gamme de 
concentrations de 

Tébuconazole 
(mg/L) 

C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 

Rendement 
photosynthétique 

0 0,0685 0,206 0,617 1,85 5,55 16,7 50,0 

Activité de 
l’enzyme estérase 

0 0,0571 0,171 0,514 1,54 4,63 13,9 41,6 

Test de viabilité 
cellulaire basé sur 

la résazurine 
0 0,0343 0,103 0,308 0,925 2,78 8,33 25,0 

Activités 
enzymatiques 

0 0,0190 0,0570 0,171 0,514 1,54 4,63 13,9 
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8.2 Annexe 2 : Tests de toxicité aiguë 

   

Figure 24: Tests de toxicité aiguë réalisée sur les fongicides de synthèse ; boscalide, azoxystrobin et tébuconazole. Les points représentent les valeurs mesurées, les 
courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur 
de CE50. 
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Figure 25 : Tests de toxicité aiguë réalisée sur les fongicides (non autorisée dans l’UE); fengycine, kasugamycine et surfactine. Les points représentent les valeurs 
mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge 
représente la valeur de CE50.  
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Figure 26 : Tests de toxicité aiguë réalisée sur les biofongicides; sulfate de cuivre et laminarin. Les points représentent les valeurs mesurées, les courbes sont 
tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE50.  
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8.3 Gradients utilisés pour analyser les contaminants organiques 

 

Figure 27: Gradient utilisé pour doser le boscalide dans les échantillons. Le composé A est une solution aqueuse contenant 0,1 
% (v/v) d’acide formique (H2CO2). Le composé B est une solution d’acétonitrile avec 0,1 % (v/v) d’acide formique (H2CO2).  

 

Figure 28: Gradient utilisé pour doser la kasugamycine dans les échantillons. Le composé A est une solution aqueuse de 
formate d’ammonium (NH4HCO2 à 20 mM) et de 0,3 % (v/v) d’acide formique (H2CO2). Le composé B est une solution 
d’acétonitrile. 
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8.4 Annexe 3 : Approche PICT – Tests de toxicité aiguë 

8.4.1 Approche PICT – Estérase et kasugamycine 

 

Figure 29: Tests de toxicité aiguë de la kasugamycine réalisés sur l'activité de l'enzyme estérase après 5 jours d’exposition. Les 
points représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent 
les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE10. 

 

Figure 30: Tests de toxicité aiguë de la kasugamycine réalisés sur l'activité de l'enzyme estérase après 12 jours d’exposition. 
Les points représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées 
représentent les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE10. 
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Figure 31: Tests de toxicité aiguë de la kasugamycine réalisés sur l'activité de l'enzyme estérase après 26 jours d’exposition. 
Les points représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées 
représentent les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE10. 

8.4.2 Approche PICT – β-glucosidase et cuivre 

 

Figure 32: Tests de toxicité aiguë du cuivre réalisés sur l'activité de l'enzyme β-glucosidase après 24h d’exposition. Les points 
représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent les 
intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE50. 
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Figure 33:Tests de toxicité aiguë du cuivre réalisés sur l'activité de l'enzyme β-glucosidase après 5 jours d’exposition. Les points 
représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent les 
intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE50. 

 

Figure 34: Tests de toxicité aiguë du cuivre réalisés sur l'activité de l'enzyme β-glucosidase après 12 jours d’exposition. Les 
points représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent 
les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE50. 
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Figure 35: Tests de toxicité aiguë du cuivre réalisés sur l'activité de l'enzyme β-glucosidase après 19 jours d’exposition. Les 
points représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent 
les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE50. 

 

Figure 36: Tests de toxicité aiguë du cuivre réalisés sur l'activité de l'enzyme β-glucosidase après 26 jours d’exposition. Les 
points représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent 
les intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE50. 
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8.4.3 Approche PICT – Rendement photosynthétique et cuivre 

 

Figure 37: Tests de toxicité aiguë du cuivre réalisés sur le rendement photosynthétique après 26 jours d’exposition. Les points 
représentent les valeurs mesurées, les courbes sont tracées à partir des modèles et les zones ombragées représentent les 
intervalles de confiance à 95%. La droite en pointillée rouge représente la valeur de CE50. 


