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Au Québec

Justification et prescription agronomiques
depuis 2018

Ruissellement dans
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Insecticide

Pesticide

Les plus détectés
dans les eaux

ug.Lt aux centaines pg.L?

Atrazine
(S-)métolachlor
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(Battlaglin et al., 2000; Giroux, 2022;
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Pesticide

Au Québec

Justification et prescription agronomiques Herbicide Atrazine Les plus détectés
depuis 2018 dans les eaux
(S-)metolachlor ug.Lt aux centaines pg.L?
Glyphosate _ .
(Battlaglin et al., 2000; Giroux, 2022;
Imazéthapyr Hansen et al., 2019)
Insecticide Chlorpyrifos
Clothianidine

Thiaméthoxame

Chlorantraniliprole

Ruissellement de surface

Ruissellement dans
les eaux souterraines




Les communautés du périphyton...

« Communautés complexes avec un haut

degré de biodiversité
* RoOle dans la production primaire

» Source d’acides gras essentiels pour les

consommateurs primaires




Les communautés du périphyton...
comme biomoniteur

Ubiquiste

Accumule une large gamme de composés
Les organismes le composant répondent
rapidement aux changements
environnementaux (quelques jours a
semaines)

Possibles d’étudier les réponses a différents
niveaux d’organisation (espéeces,
communautés...) plus hauts que les

expériences mono-spécifiques en laboratoire



Le biofilm est majoritairement composé d’organismes autotrophes, capables de réaliser la photosynthese, et en grande
partie représenté par les diatomées, les algues vertes et les cyanobactéries

Algue verte = Diatomée Cyanobactérie

Traditionnellement, les tests de toxicité standardisés sont réalisés:
- Sur une seule espece
- Sur un composé

- Sur des parametres classiques de mortalité ou de photosynthese



Le biofilm est majoritairement composé d’organismes autotrophes, capables de réaliser la photosynthese, et en grande
partie représenté par les diatomées, les algues vertes et les cyanobactéries

Algue verte = Diatomée Cyanobactérie

Traditionnellement, les tests de toxicité standardisés sont réalisés:
- Sur une seule espece
- Sur un composé

- Sur des parametres classiques de mortalité ou de photosynthese

Mélange des especes?




Contexte

Obijectifs

» Caractériser les effets de I’atrazine sur des organismes autotrophes en utilisant
des descripteurs classiques et de lipidomique

* Evaluer les différences de sensibilité entre les organismes autotrophes et leur
interaction dans une co-culture



Matériel et méthodes

Algue verte = GREEN Diatomée = DIATO Cyanobactéries = CYANO Mélange des especes = SP.MIX

Scenedesmus costatus Gomphonema parvulum Phormidium sp. et Méelange initial:
P P Microcystis aeruginosa Diatomée> cyanobactérie™
\ algue verte

Y

0, 10, 100, 1000 pg/L

7 jours, 20°C, cycle 16:8

 Parametres photosynthétiques : rendement quantique effectif et fluorescence de chlorophylle a
* Densité cellulaire et composition du mélange
* Profils en lipides et en acides gras 9



Matériel et méthodes

Lipides
40 mL -80°C

« Quench »/ Trempe a |:> Lyophilisation |:> Extraction biphasique |:> HPLC-MS

I"azote liquide
Phase liphophile=

MTBE

Phase hydrophile =
MeOH/H20

10



Matériel et méthodes

Lipides
40 mL -80°C

« Quench »/ Trempe a |:> Lyophilisation |:> Extraction biphasique |:> HPLC-MS

I"azote liquide
Phase liphophile=

MTBE

Phase hydrophile =
MeOH/H20

J

Fractionnement:

Lipides polaires et

TAGS ﬂ

Dérivation en FAMEs 11



Matériel et méthodes

Lipides
40 mL -80°C

« Quench »/ Trempe a |:> Lyophilisation |:> Extraction biphasique |:> HPLC-MS

I’azote liquide | |
2,5 mL Phase liphophile=

MTBE
|:> PhytoPAM |:> Fluorescence et

rendement quantique Phase hydrophile =

efficace MeOH/H20

Fixation au Lugol et Fractionnement:

comptage au

microscope Lipides polaires et
TAGS

Dérivation en FAMEs 12



Matériel et méthodes

Lipides
40 mL -80°C

« Quench »/ Trempe a |:> Lyophilisation |:> Extraction biphasique |:> HPLC-MS

I"azote liquide
Phase liphophile=

2,5mL
MTBE
|:> PhytoPAM |:> Fluorescence et
rendement quantique Phase hydrophile =
5mlL efficace MeOH/H20

|:> Nutriments ﬂ ﬂ

2 mL Fixation au Lugol et Fractionnement:

|:> Herbicide comptage au

microscope Lipides polaires et

TAGS

Dérivation en FAMEs 13



Résultats et discussion

Descripteurs « classiques » : Rendement quantique effectif en mono-culture

—
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Résultats et discussion

Descripteurs « classiques » : Fluorescence de la chlorophylle en mono-culture

GREEN 10001 piaTO As
= 200 = 900
= £ 800 * Parallelement, la fluorescence de la
Q o
L 150 L 700 chlorophylle a augmenté
Py o 600
§ 100 §
e S 300
s % o © 200
e e g
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@
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N
()]
o
o
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e

g 1500 Herbicide condition

5 m— * Atrazine alone

2 = Afrazine in mixture

< 500 + S-metolachlor alone

O & S-metolachlor in mixture
0

0 1 10 100 1 000 15
Measured concentration (ug.L™")



Résultats et discussion

Descripteurs « classiques » : Densité cellulaire en mono-culture

- 55| | |GREEN
©
s
£ 150 4e+07 | - - |
8 | |
g —~ ! *k
2 100 &9 ° L 3007 f-rter g
: : £ 5 . =
= 3e+07 | . | !
s 90 P TE' i . g |
< = i o i
° 3 | 2 |
0 1 10 100 1000 %‘ petO7 | S 2007 |
Measured concentration (ug.L™") - = §
S A £
S i 3 |
2 B S |
* Augmentation de la fluorescence mais 8 tero7f - | o — o | |
T " : | | = 1907$
diminution de la densité cellulaire... == 5 |
- . —
=> augmentation de la fluorescence de |la 0e+001— | | ' | |
do d7 10 100 1000 do d7 10 100 1000

chlorophylle a intracellulaire

e Shade adaptation chez GREEN?
16



Résultats et discussion

Descripteurs « classiques » : Densité cellulaire en culture plurispécifigue

* Augmentation importante de GREEN dans les

témoins entre le début et la fin de
g 100% - Z/%// ‘ I’expérience (7 jours)
© /
-g op | ééé e Diminution significative de la densité
3 7o% %%% 2 GREEN & DIATO cellulaire de GREEN aux plus fortes
z é/ concentrations d’atrazine mais pas de
2 50% % PHORM  MICRO modification de la densité cellulaire des
% Z autres especes dans la co-culture SP.MIX
o 25% =
@ % * En mono- comme en co-culture, 'algue
(T y& | A
o verte semble étre le groupe le plus
c% 0% | sensible, comparé a DIATO et CYANO

do d7 10 1001000 ) ,
(Bérard et al., 2003; Weiner et al., 2004)

Figure 1 : Abondance relative des différentes especes dans le
mélange de culture, aux différentes concentrations d’exposition
Ces résultats sont issus des observations microscopiques.
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Résultats et discussion

Descripteurs « classiques » : Fluorescence de la chlorophylle en culture plurispécifique

Culture 2 GREENE SP.MIX Différence entre la fluorescence de la chlorophylle (en fonction
de la réponse du témoin) en mono- et co-culture

o Atrazine
= e P Culture & DIATO [ SP.MIX Culture MIPHORM [ SP.MIX
& 2U0- B B g 3
< N £ 1000 £ 3000 :
~ o L] 8 o *hk kK
@ L~ ? s 2
8 150 ? [t © 750 " |
o) A B o 9 2000

[ Pt @ [
8 L~ El O o KKk
<5 W . @ 500 ?

) Poai 2y S

o . o E 3 1000
= ” - = 250 =
3, 50 N - = i 2
V= s ; "1 s O & Oumm
8— ; e ; = 0 10 100 1000 = 0 10 100 1000
= O ' / =0 //" = Pa
§ | | : : | Les effets observés des contaminants et leur toxicité different si on
QO 0 10 100 1000 considere les especes en mono- ou en co-culture. 18



Résultats et discussion

Avantage de la « vie en communauté »?

La présence d’autres especes peut diminuer la disponibilité/I’'absorption des contaminants pour les autres
algues

Certaines especes sécrétant des exopolysaccharides pourraient influencer la disponibilité des herbicides pour
les autres organismes de la co-culture

Les résultats montrent alors que les cultures ont des réponses différentes si elles sont en mono- ou co-culture

donc possiblement une modulation de la toxicité... mais des analyses supplémentaires sont nécessaires pour
déterminer si la co-culture entraine une toxicité plus ou moins importante gu’en mono-culture

19



Résultats et discussion

Descripteurs lipidomiques : teneur en lipides

Lipides chloroplastiques

Photo-protection et
fonctionnement des thylacoides

+ MGDG
+ DGDG
- SQDG

« PG

Lipides extra-chloroplastiques

Structure et fonctionnement des
membranes cellulaires

. PE
+ PC
©

Lipides de réserve

Stockage de carbone et d’énergie

e TAG

20



Résultats et discussion

Descripteurs lipidomiques : teneur en lipides

GREEN DIATO CYANO
do-d7 Atrazine Atrazine do-d7 Atrazine
Lipides de structure |
Lipides de réserve
Ratio chloroplastiques/extra-
chloroplastiques
Augmentation par rapport
au témoin
Pareil Globalement, I'atrazine affecte les teneurs en lipides pour les différentes cultures.
Diminution

Des effets atténués en communauté

21



Résultats et discussion

Descripteurs lipidomiques : acides gras (constitutifs des lipides)

Culture sPMix @ cCcyano @ DIATO GREEN
Condition @ Initial control (d0) A\ Finalcontrol (d7) W 10 —|— 100 [§ 1000

 La NMDS permet d’observer que les

0.10 - " différences dans les FAMEs
| ° s’expliqguent essentiellement par
g mx ’espece en culture considéree
A4 *
> * En effet, certains acides gras sont des
% 0.00 - @g"‘ = marqueurs plutot spécifiques de C18:3n-3 —»
= | S certains groupes l
LN
-0.05 . A .
5
T m
-0.10 - ' ! ' C18:1n-9 C20:5n-3
j | . .
-0.05 0.00 0.05 0.10 22

Figure 5: Non-metric Multi Dimensional Scaling (distance matrix) performed on FAMEs relative proportion of all fatty acids from both TAG and polar lipids (Stress<0.18).



Résultats et discussion

Descripteurs lipidomiques : lipides et acides gras

* Ces acides gras peuvent donc étre différents selon la culture considérée mais peuvent aussi étre
directement affectés par la contamination

e L|’atrazine a affecté les teneurs et profils de lipides

23



Conclusion
Ce qui a été observé: @

* Les effets de I'atrazine sur les parameétres photosynthétigues et le remodelage lipidique sont
cohérents avec leurs modes d’action toxique respectifs

» Différence interspécifique de toxicité avec |'algue verte qui est globalement plus sensible que la
diatomée et les cyanobactéries:
* Des stratégies peuvent étre adoptées comme la stratégie de shade-adaptation = augmentation de
la chlorophylle pour contre-balancer I'inhibition de la photosynthése ou encore accroissement de
la population?

* Ense basant sur les données de fluorescence, la condition en mono- vs. co-culture mene a une évaluation

différente de la toxicité des composeés, d’ou I'importance de prendre en compte les interactions inter-
spécifiques dans les études écotoxicologiques

24



Conclusion

':I_P‘.

Ce qui est a développer:

* Des tests de toxicité prenant en compte les effets de contaminants au mode d’action différent

* Le mode de vie en biofilm/communauté est privilégié par de nombreuses espéces de
microorganismes. Les interactions inter-spécifiques ne sont pas souvent pris en compte dans les
études de toxicité : intérét d’étudier des co-cultures ou des biofilms périphytiques

* Des descripteurs comme la lipidomique pourraient permettre de diagnostiquer des effets des
composés, parfois, de maniere plus précoce que des descripteurs classiques. De plus, les lipides et les
acides gras ont un intérét écologique étant donné que ce sont des composés nutritionnels essentiels
pour le bon fonctionnement et le développement des consommateurs primaires

25
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Concentration en nutriments pour GREEN, DIATO et CYANO

Résultats et discussion

Nominal concentration NO, (mg.L?) NO, (mg.L?) PO, (mg.L?) SO, (mg.Lt) Cl (mg.L?) NH4 (mg.L?) Na (mg.L?) K (mg.L?) Ca (mg.L?) Mg (mg.L?)
(ng.L?)
GREEN Initial control 0.36 £ 0.05 60.27 + 1.66 2.78+0.22 5.27 £ 0.08 11.71£0.03 0.00 32.59+0.09 84.50+0.22 5.70 £ 0.07 1.29+0.03
Final control 0.01 0.00 0.04 0.12 12.06 0.00 34.18 84.92 1.68 0.81
Atrazine 10 0.01 0.00 0.04 0.29 12.078 0.00 34.06 84.75 2.01 0.84
100 0.01 0.00 0.03 2.02 12.01 0.00 33.94 85.80 2.56 0.94
1000 1.05 31.92 0.02 4.50 12.04 0.00 33.97 87.61 6.26 1.37
S-metolachlor 10 0.01 0.00 0.04 0.25 11.99 0.00 32.33 80.53 2.01 0.82
100 0.01 0.01 0.026 0.06 12.20 0.00 34.35 86.49 2.43 0.97
1000 0.01 0.01 0.03 0.14 12.16 0.00 35.13 86.66 3.73 1.21
Mixture 10 0.01 0.00 0.04 0.14 11.96 0.00 34.02 84.73 2.02 0.85
100 0.01 0.00 0.02 1.72 11.97 0.00 34.01 86.05 2.69 1.01
1000 7.55 11.07 0.02 3.71 12.15 0.00 34.22 88.89 6.12 1.53
DIATO Initial control 0.24 +£0.01 120.96 + 0.37 8.16 £ 0.06 8.88 +0.02 11.70£0.01 0.00 34.03 +0.09 88.43+0.29 5.97 +0.20 1.62+0.03
Final control 0.57 102.85 6.31 8.04 12.14 0.02 35.19 90.82 6.41 2.12
Atrazine 10 0.56 101.37 6.22 7.84 12.11 0.02 33.52 89.78 6.38 1.97
100 0.61 100.91 5.99 7.88 12.15 0.02 33.56 90.00 6.33 191
1000 0.69 100.48 6.91 7.73 12.06 0.02 33.48 89.51 6.47 2.14
S-metolachlor 10 0.56 101.84 6.35 7.81 12.14 0.02 33.68 90.21 6.41 2.00
100 0.68 100.31 6.05 7.76 12.31 0.02 33.89 90.91 6.45 1.99
1000 4.40 78.36 491 6.99 12.22 0.02 33.69 90.25 6.45 2.12
Mixture 10 0.55 101.46 6.24 8.02 12.06 0.02 35.15 90.55 6.38 2.08
100 0.58 99.63 6.01 7.95 12.06 0.02 35.09 90.46 6.36 2.04
1000 0.58 101.60 7.15 8.03 12.13 0.02 35.00 90.79 6.56 2.28
CYANO Initial control 0.27 £0.06 56.21 +1.05 4.68 £ 0.08 6.84 +0.05 12.32 £ 0.05 0.00 44.86 + 0.08 88.10+0.14 5.48 +0.07 0.87 £0.02
Final control 0.18 0.01 0.24 4.84 12.70 0.03 47.26 91.33 5.69 0.37
Atrazine 10 0.25 0.01 0.67 4.49 12.67 0.03 45.29 91.20 5.97 0.35
100 0.30 0.04 0.92 4.49 13.13 0.03 46.60 91.26 6.06 0.67
1000 0.43 28.38 2.87 5.80 12.38 0.03 45.33 92.09 6.84 1.34
S-metolachlor 10 0.36 0.00 0.51 4.85 12.72 0.04 47.18 91.42 5.79 0.52
100 0.37 0.04 0.18 4.95 12.79 0.03 45.57 91.94 5.78 0.59
1000 0.38 0.03 0.03 4.63 12.98 0.03 45.80 91.71 5.74 0.70
Mixture 10 0.29 0.09 2.18 4.81 12.63 0.04 47.06 92.20 5.69 0.62
100 0.34 0.00 2.19 4.53 12.50 0.03 47.07 91.77 5.93 0.75
1000 0.26 18.19 0.96 5.37 12.40 0.04 46.90 92.86 6.34 1.37
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Résultats et discussion

SP.MIX
Concentration NO2 (mg.L?) NO3 PO4 S04 cl NH4 (mg.L) Na K (mg.L Ca(mglL Mg .
(hg.L) (mgly) (mgly) (mgly)  (mgl (mgLy) 1) ) (mg.L) * Les concentrations des
1) .
nutriments les plus basses
Final control  0.00 0.01 0.16 2.44 11.97 001 39.59 84.82 3.85 0.49 7 jo urs d’ expositio n et aux
Atrazine 10 0.97 66.51 3.84 6.61 11.96  0.00 0.00 87.54 5.17 1.37 pl us faibles
concentrations
100 1.05 70.24 4.29 6.84 11.93  0.00 0.00 87.76 5.29 1.50 , - )
d’exposition = cohérent
1000 1.27 85.90 6.84 7.46 11.90  0.00 0.00 87.90 5.74 1.92 ,
avec la presence
metolachlor
verte
100 0.97 54.02 2.81 5.98 11.83  0.00 0.00 86.45 4.68 1.24
1000 3.94 58.75 4.18 6.63 12.04  0.00 0.00 88.43 5.32 1.67
Mixture 10 1.22 50.08 2.75 6.11 11.90  0.00 0.00 87.39 5.10 1.31
100 2.14 75.29 5.80 7.13 11.88  0.00 0.00 88.74 5.90 2.08
1000 2.05 75.4 5.71 7.13 11.86  0.00 0.00 87.85 5.29 1.66
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