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RESUME

Le phytoplancton forme la base de la chaine alimentaire de beaucoup d’écosystémes
et fournit un énorme apport d’oxygene a notre planéte. Cependant, 1’épandage
d’herbicides dans les champs et les radiations UV-B sont des - stress
environnementaux qui peuvent grandement affecter ces organismes. L’atrazine,
I’herbicide le plus retrouvé dans les eaux de surfaces et sous-terraines, nuit a la
photosynthése en provoquant une accumulation d’électrons au niveau de la protéine
D1. Depuis la réduction de la couche d’ozone, I’intensité des rayons ultraviolets
atteignant la surface de la Terre a €té augmentée. En plus de produire des especes
d’oxygenes réactives (ROS) comme 1’atrazine, ces rayons détruisent directement la
protéine D1 et les pigments protecteurs de caroténoides. En observant comment ces
deux stress interagissent au niveau de la photosynthése, il a été possible d’évaluer
I’effet de la combinaison des UV-B et de I’atrazine sur ces organismes. De plus, en
mesurant cet effet sur plusieurs types de phytoplancton, il a été possible de comparer
leur résistance. En chambre de croissance contrdlée, une algue verte, Scenedesmus
obliquus (CPCCS5), et de deux souches d’une cyanobactérie, Microcystis aeruginosa
(CPCC632 et CPCC299), ont été exposé a 0,1uM d’atrazine ainsi qu’a 3h d’UV-B
(0,1 Wm? ou 02Wm™). Des mesures de photosynthéses ont été faites a 1’aide de la
fluorométrie (PAM et PEA) puis un dosage de la peroxydation des lipides et des
pigments photosynthétiques a été effectué. Premie¢rement, cette combinaison de stress
a démontré un effet synergique de la combinaison UV-B et atrazine au niveau de la
photosynthése chez S. obliquus. Cet effet serait dii a la dégradation des caroténoides
servant a la protection contre les stress oxydatifs et a la dissipation de I’excés
d’énergie lumineuse. Etonnamment, une différence de sensibilité a aussi été
remarquée entre les deux souches de M. aeruginosa suggérant une différence
mécanistique au sein de la méme espéce. Au final, ces résultats démontrent que les
études futures de protection de la vie aquatique devraient tenir compte de ’effet
synergique des UV-B sur les différents pesticides retrouvés.

Mots clés : Algues, cyanobactéries, photosynthése, herbicides, atrazine, ultraviolet,
combinaison de stress.



INTRODUCTION GENERALE

Pour beaucoup d’écosystémes, le phytoplancton constitue le premier maillon
de la chaine alimentaire. Les algues et les cyanobactéries sont indispensables au bon
maintien de ces chaines trophiques. En plus de leur importance alimentaire,
I’ensemble des organismes constituants le phytoplancton fournit environ 70% de
I’apport en oxygene a la planéte ce qui en fait d’importants producteurs (Fenical,
1983). La plupart des organismes de la terre dépendent donc du bon maintien des
populations de phytoplancton pour survivre. La préservation de ces populations ne
doit absolument pas &tre négligée. Malheureusement, une grande partie de ces
organismes est sensible aux différents stress environnementaux (Neale er al.,
1998 ; Cloern, 1999 ; Rost et Wolf-Gladrow, 2008). Ainsi, lorsque ces organismes
subissent des stress, cela peut alors se répercuter sur tous les autres se trouvant dans
la chaine. L’étude de I’impact des stress environnementaux sur ces organismes

devient alors trés pertinente.

Depuis le début de 1’agriculture, I’humain a essayé diverses stratégies afin de
minimiser les pertes agroalimentaires. L’utilisation d’herbicides est devenue le
moyen le plus populaire pour augmenter le rendement des récoltes. En plus, au
Canada, les herbicides sont plus utilis€és que les insecticides (statistique Canada,
2008) en agriculture. En éliminant les plantes compétitrices a 1’aide de ces produits,
la croissance et le développement des cultures sont maximisés. Malgré que ces
produits semblent &tre avantageux pour les récoltes, ils présentent énormément de
points négatifs. Ils se retrouvent dans les cours d’eau avoisinant les terrains agricoles
par ruissellement des eaux de pluie et par I’irrigation des sols (Warren ez al., 2003).
Ainsi, les eaux de surfaces et souterraines se retrouvent contaminées et des
organismes non ciblés, tel que le phytoplancton, risquent d’étre affectés
négativement (Lambert, 1984 ; Chen ez al., 2007; Cain et al., 2008). L’atrazine est

I’herbicide mis & 1’étude au cours de cette recherche puisque son utilisation engendre



d’importants impacts sur l’environnement et sur les organismes s’y retrouvant
(Graymore et al.,2001). Au niveau du phytoplancton, cet herbicide aura comme effet
d’inhiber leur photosynthése et ainsi de réduire de beaucoup leur abondance dans les
cours d’eau. En plus de I’abondance de phytoplanctons qui peut varier dii aux stress
environnementaux, la qualité nutritive du phytoplancton qui se retrouve dans les
cours peut aussi €tre bouleversé. En effet, certaines espeéces plus tolérantes et de
moins bonne qualit€ nutritive peuvent devenir dominantes et ainsi avoir des
répercussions sur les organismes qui s’en nourrissent. Heureusement, cet herbicide
ainsi que tous ceux provenant de la méme famille sont désormais interdits par
I’Union européenne (Chevre et Erkman, 2011). Par contre, ’atrazine reste 1’un des
herbicides les plus utilisés dans le monde (Hayes ez al, 2010). On le retrouve, entre
autres, aux Etats-Unis (Hayes et al, 2010) et au Canada (santé Canada, 2013) a des

concentrations allant jusqu’a 100 pg/L dans les cours d’eau (DeLorenzo, 2001).

L'activit¢ humaine des derniéres décennies n’a pas seulement eu des
répercussions au niveau terrestre. Pendant plusieurs années, des substances nocives
affectant la couche d’ozone ont été rejetées en grande quantité dans environnement.
Les hydrocarbures halogénés (halon), utilisés comme retardateur de flamme
(McCulloch, 1999), les chlorofluorocarbures (CFC) utilisés comme substance
réfrigérante (Hodnebrog et al., 2013) et les tétrachlorures de carbone, retrouvés par
exemple dans les produits-nettoyants domestiques (sant¢ Canada, 2010) sont des
exemples de ces gaz pouvant détruire la couche d’ozone. Cette couche est
extrémement importante puisqu’elle sert 4 la protection contre les rayons ultraviolets
(UV) provenant du soleil. Depuis une vingtaine d’années maintenant, une
augmentation de ces rayons pouvant avoir divers effets sur les organismes
photosynthétiques a été observée (Organisation météorologique mondiale, 2011). La
production d’oxygene réactif et la destruction des pigments de chlorophylle sont des

exemples d’effets qui résultent, tout comme pour I’atrazine, en une diminution de la



photosynthése (Xiong, 2001; He et Hdder, 2002 et Chen et al., 2012 ). Des lois ont
alors été mises en vigueur afin de réduire au maximum la destruction de cette couche
(Secrétariat de 1’ozone, 2006). Par contre, malgré l'interdiction de 1I’émission de la
majorité des gaz détruisant l'ozone, il s’avére que ceux-ci ont une durée de vie trés
longue dans la stratosphére (Madronich et al., 1998). Donc, ]es. effets nocifs que ces

gaz provoquent sur I’environnement se feront ressentir pour plusieurs années encore

(McKenzie et al., 2003).

En général, les rayons ultraviolets ont des effets négatifs au niveau de la
photosynthése et de la croissance d’organismes photosynthétique (Holzinger and
Liitz, 2006; Fernanada Pessoa, 2012 ; Jansen et al., 2012; Zlatev et al., 2012). Par
contre, les radiations ultraviolettes se divisent en trois groupes correspondant a des
gammes de longueurs d’onde précises: les UV-A, les UV-B et les UV-C, et chacun de
ces groupes affectent différemment les organismes vivants (Fernanda Pessoa, 2012).
Ainsi, les UV-A, qui correspondent aux longueurs d’onde entre 320 et 390 nm, sont
les plus présents a la surface de notre planéte, mais sont aussi les moins nocifs pour
les organismes. Les UV-B qui correspondent aux longueurs d’onde entre 280 et
320nm sont beaucoup plus dangereux et sont habituellement absorbés en grande
quantité par la couche d’ozone (Lucas et al., 2006). Par contre, depuis la détérioration
de celle-ci, ce type de radiation augmente considérablement a la surface terrestre
(Frederick, 1993). C’est pourquoi il s’agit de la classe d’UV dont I’amplification est
la plus redoutée. Finalement, les UV-C, qui se situe entre les longueurs d’onde de 150
a 280 nm sur le spectre de la lumiére sont extrémement dangereux (Lucas et al.,
2006). Par contre, vu leur trés basse longueur d’onde, ils sont trés facilement absorbés
par la couche d’ozone (Holzinger et Liitz, 2006) et méme une trés mince couche
d’ozone les empéche de pénétrer la stratosphére. Pour cette raison, ils ne sont
pratiquement pas présents a la surface terrestre et présentent ainsi un danger moindre

pour les organismes. Les UV-B sont alors les types de radiation les plus pertinentes &



étudier puisque ce sont ces rayons dont l’intensité augmente a cause de la

détérioration de la couche d’ozone.

Les herbicides et les radiations ultraviolettes possédent des effets puissants sur
les végétaux. Les algues et les cyanobactéries dulcicoles sont affectées par les
herbicides épandus dans les champs agricoles (Lambert, 1984 ; Cain et al., 2008) et
par les rayons UV (Holzinger and Liitz, 2006; Fernanda Pessoa, 2012). Beaucoup
d'études se sont penchées d’une part sur les effets des radiations ultraviolettes (Vass er
al., 2005 ; Holzinger et Liitz, 2006; Xu et Gao, 2010; Fernanda Pessoa, 2012 ; Jansen
et al.,2012) et d’autre part sur les effets de ’atrazine sur le phytoplancton (Fairchild ez
al, 1998; De Lorenzo, 2001; Graymore et al., 2001; Fedtke et Duke,
2005 ; Ramakrishnan et al., 2010; Chalifour et Juneau, 2011). Par contre, aucune étude
n’a été faite sur leurs effets combinés. Quelques études existent sur la combinaison
d’UV et d’herbicides comme le paraquat, le glyphosate, le DCMU, le MCPA et le
simetryn (Kasai et Arts, 1997 ; Wang et al, 2007; Chen et al, 2012). En revanche,
aucun de ces chercheurs ne se sont penché sur la combinaison atrazine et UV-B.
Malgré que ’effet du DCMU et du simetryn soit similaire & celui de I’atrazine, ces
herbicides ne sont pas couramment utilisés au Canada. Ils ne se retrouvent donc pas ou
trés peu dans nos cours d’eau. L’étude de ces herbicides se trouve, par ce fait, moins

pertinente que celle de I’atrazine.

Le but premier de ce projet de maitrise est d’étudier 1’effet de la combinaison
de I’atrazine et des rayons UV-B sur des organismes phytoplanctoniques. Afin d’y
parvenir, il faudra atteindre deux objectifs distincts : 1) découvrir comment ces deux
stress interagiront entre eux au niveau de la photosynthése: 2) observer si une espece
ou une souche de phytoplancton est plus résistante qu’une autre a cette combinaison
de stress. Afin d’élaborer sur le sujet, il faudra tout d’abord définir et expliquer
quelques concepts de base. Premic¢rement, le phytoplancton, le rayonnement

ultraviolet et 1’atrazine seront présentés. Ensuite, les effets physiologiques de ces



deux stress environnementaux sur les organismes phytoplanctoniques seront
développés. Les effets physiologiques connus et attendus de leurs combinaisons
seront aussi élaborés suivis d’une revue sur la protection du phytoplancton contre les
stress. Puis, notre vision de la synergie ainsi que les détails sur les paramétres
photosynthétiques étudié€s seront expliqués. Finalement, les diverses expériences

effectuées seront présentées sous forme d’un article scientifique.



CHAPITRE I
STRESS ENVIRONNEMENTAUX

1.1 Phytoplancton

Le phytoplancton constitue les micro-organismes photosynthétiques vivant
dans les cours d’eau tels que les algues vertes et les cyanobactéries. Ils constituent le
premier maillon de la chaine alimentaire pour beaucoup de réseaux trophiques d’ou
leur énorme importance. Les cyanobactéries sont des organismes procaryotes, qui
comme les végétaux font de la photosynthése (Raven er al. 2003). Par contre,
lorsqu’elles sont présentes en trop grande quantité, elles peuvent devenir
extrémement nuisibles pour les organismes partageant leurs habitats. En effet, ces
bactéries ont la possibilité de produire des toxines qui peuvent étre neurotoxiques,
comme les anatoxines, ou hépatotoxiques, comme les microcystines et les
nodularines (Codd er al., 1989). Ces toxines se retrouvent dans les cours d’eau et
peuvent devenir problématiques pour les organismes qui y vivent ou qui s’y
abreuvent (Weier, 1982). Or, toutes les cyanobactéries ne sont pas toxiques. En effet,
il existe dans la méme espéce, des souches pouvant produire ces toxines et d’autres ne
pouvant pas (Ferrdo-Filho et al., 2000). Toutefois, les raisons pour lesquelles des
souches toxiques deviennent dominantes dans certains milieux ne sont pas encore
totalement comprises. Cela serait dii a des facteurs environnementaux par exemple, la
chaleur ou la lumiére, ou a des facteurs chimiques comme la présence de fer ou de

zinc dans I’eau (Oberholster et al., 2004).

1.2 Atrazine

Comme mentionné plus haut, I’atrazine est 1’un des herbicides les plus utilisés
et il est retrouvé dans les eaux de surface et sous-terraines a travers le monde.
L’atrazine (CgH,,CIN,) ou 2-chloro-4-(éthylamine)-6-(isopropylamine)-s-triazine fait
partie de la famille chimique des triazines et est le composé actif de nombreuses

formulations commerciales d’herbicides tels que 1’Aatrex, Atranex, Atrataf, Atratol



et plusieurs autres (Fiches Internationales de Sécurité Chimique, 1999). Toutes ces
substances phytosanitaires sont maintenant interdites par 1I’Union européenne
(Chévre et Erkman, 2011). Cependant, elles sont couramment utilisées aux Etats-
Unis et au Canada et on les retrouve dans les eaux de surfaces a travers le monde
(Hayes et al., 2010). En dépit de son utilisation intensive, I’atrazine est généralement
considérée comme étant sans danger en raison de sa demi-vie plutot faible ainsi que

par sa bioaccumulation et sa bioamplification négligeable (Hayes et al., 2010).

Par contre, certains effets nocifs chez différents organismes vivants lui ont été
associés, notamment celui de perturbateur endocrinien chez les amphibiens (Hayes et
al., 2002). Au niveau végétal, I’atrazine nuit i la photosynthése en faisant
compétition avec Qg, une molécule acheminant les électrons de la protéine D1 aux
plastoquinones. Pour ce faire, cet herbicide se lie au site de liaison Qg sur la protéine
D1 du photosysteme Il (PSII; Jansen et al., 1993). En bloquant ainsi le site de
liaison, I’atrazine provoque une accumulation d’électrons au niveau de la protéine D1
qui transfére leur énergie a des molécules d’oxygeéne dissoutes. Cet oxygeéne excité se
transforme alors en singulet d’oxygéne : une des formes extrémement réactive de
I’oxygene (reactive oxygen species ; ROS; 'O,) qui détruit la protéine D1 (fig.1.1).
En inhibant la chaine de transport des électrons, |’atrazine empéche la création
d’ATP ainsi que le transport d’H+ dans le lumen. Ainsi, le cycle des xanthophylles,
une des lignes de défense chez les algues vertes contre les ROS, n’est pas actif
puisque le changement de pH n’a pas lieu dans le lumen. Le PSII n’étant plus protégé
par les xanthophylles est détruit et peu & peu I’appareil photosynthétique devient non
fonctionnel (Fedtke et Duke, 2005).



Figure 1.1 Schéma de I’action de I’atrazine sur la photosynthése. La chaine de
transport des électrons est illustrée avec tous ces composants. Le mécanisme
d’action de I’atrazine est indiqué par des fléches au niveau du PSII. Les fléches
rouges représentent le sens du transport des électrons au sein du PSII depuis la
scission de I’eau. La double barre oblique rouge représente 1’arrét du transport des
électrons. La fleche en noire représente la liaison de I’atrazine et les fleches en
pointillées noires, le retour d’énergie créer par I’accumulation des électrons. Dans
la figure, Phe représente la phéophytine, (Mn), est le manganése, PQ représente la
plastoquinone, Yz illustre la Tyrozine z, Atz est |’atrazine. (Modifié de David
Joly, UQTR) .

Tous ces événements engendreront une diminution du bon fonctionnement des
cellules végétales pouvant mener & la mort de |’organisme photosynthétique.
Latrazine se trouve donc a avoir énormément d’effets négatifs sur la physiologie du
phytoplancton dans les cours d’eau contaminés (Denoyelles et al, 1982). En
conséquence, la croissance et la reproduction de ces organismes se trouveront a &tre

extrémement réduites, rendant leur accessibilité plus difficile pour tous les animaux

qui s’en nourrissent.



1.3 Radiation ultraviolette

Avec la dégradation de la couche d’ozone, I’intensité des UV-B a augmenté a
la surface de la Terre. Cette augmentation est inquiétante puisque les UV-B ne
présenteraient que des effets négatifs sur les organis'mes photosynthétiques. De plus,
il est connu que ces rayons ont d’autant plus d’effets lorsqu’ils agissent sur des
organismes déja faibles ou stressés (Jansen et al, 2012). Une énorme augmentation
d’apoptose et la formation de ROS (O,, O, OH et H,0,) ont été observées en
conséquence a ce type d’exposition chez les plantes supérieures et chez les
cyanobactéries. Ces dommages peuvent par la suite mener & des problémes au niveau
fonctionnel et structurel des protéines, des lipides et de nombreux autres composés
cellulaires (Panagopoulos et al., 1990; Foyer et al., 1994; Smirnoff, 1998;
Mahdavian, 2008 et He et Hader, 2002). En plus des dommages qu’ils peuvent causer
a ’ADN (Vincent et Roy, 1993 ; Karentz et al., 1991a et He et Hider, 2002), ces
rayons ont pour effet de réduire la quantité de chlorophylle chez les cyanobactéries et
les plantes (Suresh et al., 1998 et Juneau et al., 1997) et de caroténoides
(xanthophylles et lutéine) chez les algues (Bishof ez al., 2002). En raison de cette
diminution de caroténoides, les organismes montrent une diminution de protection
contre une forte lumi¢re PAR (Demmig-Adams, 1990). Les UV-B ont aussi comme
conséquence d’inhiber la transcription de génes photosynthétiques et de diminuer
I’intégrité générale des chloroplastes résultants en I’inhibition de la photosynthese
(Friso et al., 1994; Vass et al., 1999). Ensuite, les UV-B détruisent les acides gras
insaturés en présence d’oxygene, ils diminuent le contenu en plastoquinone des

; thylakoides exposés et ils inactivent les ATP synthase (Vass et al, 2005).

De plus, il est connu que les rayons UV-B dégradent les protéines D1 et D2
servant & la photoprotection (Xiong ez al., 1997 ; Bouchard et al., 2006), ce qui a

comme conséquence une diminution du dégagement d’oxygeéne et du taux de
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transport des €lectrons. Au final, le rendement de 1’activité du PSII se trouve a en étre
affecté (Bischof et al., 1998b; Dring et al. 1996; Hanelt et al.1997, Bisché)f et al.
1998a).

Finalement, les UV en général peuvent détruire les chaines linéaires de
tétrapyrrole qui sont contenues dans les phycobiliprotéines, des pigments

photosynthétiques qui sont propres aux cyanobactéries (Vass et al, 2005).

1.4 Combinaison de ’atrazine et des UV-B

Dans la nature, les organismes subissent des stress de toutes sortes et ces
perturbations ne surviennent que trés rarement, voire jamais, seules. C’est 1a que
I’étude de la combinaison de stress devient intéressante. En sachant que la radiation
UV-B ainsi que l'atrazine affectent différemment la photosynthése et la croissance des
végétaux, il est possible de se questionner sur l'effet de leur combinaison sur des
organismes. Egalement, connaissant que les rayons ultraviolets peuvent agir a
différents endroits sur un organisme photosynthétique et que I’atrazine inhibe la
chaine de transport d’électrons aussi a un de ces endroits (protéine D1), il devient
pertinent de se demander si I’effet de la combinaison de ces deux facteurs est
synergique, additif ou méme antagoniste. Beaucoup d'études se sont penchées sur les
effets individuels des radiations UV-B ainsi que sur ceux de I’atrazine. Par contre,
aucune étude n’a été faite sur leurs effets combinés. Des rares études faites sur la
combinaison d’UV-B et herbicides (Kasai et Arts, 1997 ; He et Hader, 2002; Wang
et al, 2007; Chen et al, 2012), seulement deux ont étudié les effets au niveau de la
photosynthése (Wang et al, 2007 ; Chen et al, 2012) et aucune n’a utilisé I’atrazine
comme herbicide agricole. Finalement, Chen et al. (2012) ont utilisé des intensités
lumineuses qui n’étaient pas représentatives de ce que 1’on peut retrouver dans
I’environnement lorsqu’il y a présence d’UV (40 pEm™s™). Normalement, I’intensité
de lumiere PAR retrouvée en plein jour sous une journée ensoleillée se situe autour de

1500 uEm™s™ (De Lange et Liirling, 2003). Chez les plantes supérieures, 1 utilisation
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d’une luminosité plus faible peut avoir comme conséquence d’augmenter leur

sensibilité face aux UV (Poulson et al, 2006; Majer and Hideg, 2012).

1.5 Interaction de stress

La combinaison de stress environnementaux suscite beaucoup de questions
pﬁisque la réponse qu’elle engendre peut étre extrémement variable (Thompson,
1996). Lorsque plusieurs perturbations surviennent en méme temps, la réponse
physiologique des organismes face a ces événements peut varier en fonction de
différents facteurs. Par exemple, elle variera en fonction des stress qui sont imposés a
I’organisme, en fonction des conditions environnementales dans lequel les stress sont
appliqués et en fonction des organismes qui les subissent (Thompson, 1996; Fischer
et al, 2010). Afin caractériser cette réponse, on.la différencie selon trois types:
additivité, synergisme ou antagonisme (Tammes, 1964 ; Thompson, 1996 et Wang et
al., 2007). Par ailleurs, si I’effet engendré par une combinaison de stress est
équivalent a I’addition des effets causés par chacun des stress isolés, on dit de cette
réponse qu’elle est additive. Une réponse comme celle-ci implique que les deux
facteurs de stress ont des mécanismes d’action indépendants I’un de I’autre. C’est-a-
dire que I’action d’une des perturbations n’affectera pas celle de I’autre et les effets
de chacune seront tout simplement additionnés (Newman et Unger, 2003). Par contre,
si I’effet toxique produit par une combinaison est supérieur a 1’addition des effets
provoqués par chacun des stress seuls, on dit de cet effet qu’il est synergique.
Contrairement a un effet additif, ce type de réponse implique que les mécanismes
d’actions des stresseurs sont dépendants 1’un de I’autre de sorte que I’action d’un des
stress aura un rdle a jouer sur le mécanisme d’action de 1’autre stress et aura ainsi
comme effet d’augmenter sont effet (Newman et Unger, 2003). Toutefois, si aprés
une exposition & une combinaison de stress, I’effet engendré est inférieur a I’addition
des effets des deux stress seuls, on dit qu’il s’agit d’une réponse antagoniste. Encore

une fois, ici, les mécanismes d’action sont dépendants I’un de 1’autre. En effet, cette
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réponse implique que le mécanisme d’action d’un des stress interagis avec le

mécanisme d’action de 1’autre de sorte a inhiber son effet (Newman et Unger, 2003).

1.6 Fluorescence

Dépendamment d’otl ils se trouvent et du moment de la journée, les organismes
photosynthétiques sont exposés a des intensités lumineuses qui peuvent varier
considérablement. Les stress environnementaux comme les radiations ultraviolettes
provenant du soleil et I’exposition aux herbicides peuvent affecter les réactions de
transformation d’énergie lumineuse en €nergie chimique (He et Hédder, 2002 ; Fedtke
et Duke, 2005 et Jansen ef al., 2012). La lumiére, lorsqu’elle se trouve en trop grande
quantité ou lorsqu’elle est exposée sur des organismes déja stressés, peut devenir
néfaste pour ces organismes (Miiller ez al., 2001). Afin de résoudre ce probléme, les
organismes photosynthétiques utilisent différentes facons de dissiper le surplus
d’énergie. Un phénomene extrémement important découlant d’une surcharge
d’énergie est la fluorescence. Il s’agit tout simplement d’une émission lumineuse
provoquée lors de I’absorption d’un photon (Krause et Weis, 1991) La fluorescence
émise par un organisme photosynthétique varie d’aprés le fonctionnement de son
appareil photosynthétique (Krause et Weis, 1991; Krause et Jahns, 2003; Ralph ez
al., 2007). En effet, si un blocage de la chaine de transport des électrons a lieu la
proportion d’énergie absorbée par cette voie photochimique sera diminuée et celle
réémise sous forme de fluorescence et de chaleur sera augmentée. Ainsi, la
fluorescence devient une fagon efficace de mesurer la photosynthése chez les
organismes photosynthétiques (Schreiber et al., 1994; Krause et Weis, 1991;
Marwood et al., 2000; Schreiber er al., 2002; Juneau et al., 2007). A Paide d’un
fluorimétre, en mesurant le maximum d’énergie pouvant étre transmis au PSII lors
d’un fort flash de lumiére, il est possible de déterminer la fluorescence maximale
émise par le PSII et, par la suite, la diminution de fluorescence lors d’une exposition a
une lumiére normale (Kautsky et Hirsh, 1931; Schreiber er al., 1986; Genty et al.,

1989). Cette diminution de fluorescence est appelée quenching photosynthétique. Ce
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quenching s’explique par deux phénomeénes. Premierement, par le transport
d’électrons dans la chaine (Quenching photochimique : qP). Deuxiémement, par tous
les mécanismes de protection mis en branle pour éviter I’accumulation des électrons
au niveau du PSII et qui ne sont pas directement li€s au transport photosynthétique
d’électrons (Quenching non-photochimique; NPQ; Schreiber ef al., 1986). Le gP, le
NPQ ainsi que plusieurs autres parameétres peuvent &tre mesurés a 1’aide de

fluorimeétres.

A l'aide de la cinétique de fluorescence rapide (PEA : Plant efficiency
analyser ; Hansatech, Instruments Ltd, UK), les paramétres suivants peuvent étre

mesurés:

La taille des antennes collectrices par centre réactionnel actif est calculée avec
I'absorption d’énergie lumineuse par les antennes collectrices de lumiére (ABS)

distribuée par centre réactionnel du PSII actif (RC), ABS/RC (Force et al., 2003):

ABS/RC =M,/ V) / (1- (Fy/ Fy))
ou:
M, = Vitesse initiale de I'induction de la fluorescence variable.
(4* (Faoous - Fsous) / ( Fy - Fsgy))-
V, = taux de réduction de Q,
(Foms - Fsous / Fu - Fsgye)
F = Fluorescence maximale; fluorescence aprés un flash de lumiére saturante
(3000 pmol photons - m? . s™).

F, = Fluorescence minimale; fluorescence au noir.

Le taux de dissipation d’énergie sous forme de chaleur est calculé grice a la

proportion d’énergie lumineuse absorbée par centre réactionnel du PSII actif n’étant



14

pas utilisé dans la chaine de transport des électrons, mais dissipée par la chaleur

(D1,), DI, /RC (Strasser et al., 2000):
DI, / RC =ABS/RC — (M, / V,)

Le taux de transport d’électrons est obtenu a 1’aide du taux de transport

d’électrons (ET,) par centre réactionnel actif (Force et al., 2003) :
ETy/RC = (My/V)*(1-V;)

Gréce a la fluorescence chlorophyllienne modulée par Water-PAM (Water-
Pulse-Amplitude-Modulated ; Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Allemagne) PAM), les

parameétres suivants peuvent étre calculés:

Les dommages persistants au PSII sont mesurés grice a Iefficacité

photochimique maximale du PSII (Kitajima et Butler, 1975) :

d)M = (Fy - Fo) Fy ‘
ou:
Fy = Fluorescence maximale; fluorescence d’un échantillon illuminé aprés un
flash de lumiére saturante (3000 pmol photons - m?.s™).

F, = Fluorescence minimale; fluorescence au noir.

La photoinhibition et les dommages additionnels au PSII sont évalués grice a

I’efficacité photochimique opérationnelle du PSII (Genty et al., 1989) :

d),M ) (F’M = Fx)/ F,M

ou:
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F, = Fluorescence a un temps défini.
F’\y = Fluorescence maximale d’un échantillon illuminé aprés un flash de lumiére

saturante.

Les mécanismes utilisés pour contrer une accumulation d’énergie au niveau
du PSII (NPQ; quenching non-photochimique) autre que la photochimie sont mesurés
(Bilger and Bj6érkman, 1990):

NPQ = (Fy— F'm)/ Fum.

1.7 Protection du phytoplancton contre les stress

Les organismes qui dépendent de I’énergie du soleil pour survivre ont
développé certains mécanismes afin de se protéger contre un exceés d’énergie causé
soit par un stress lumineux (UV-B ou forte intensité de PAR) ou soit par tout autre
stress environnementaux comme une exposition aux herbicides. Pour échapper a un
surplus d’énergie, le phytoplancton posséde plusieurs moyens, soit la fuite, les
systemes de protection et les mécanismes de réparation. La fuite peut étre effectuée
par des algues possédant des flagelles, par exemple, ou par les cyanobactéries
possédant des vacuoles faisant en sorte qu’elles peuvent se déplacer dans les colonnes
d’eau et ainsi éviter les radiations ultraviolettes (Kruschel et Castenholz, 1998).
Ensuite, les systémes de protection peuvent étre représentés sous forme de barriere
physique comme certains dinoflagellés, par exemple, qui développe une paroi
cellulaire a multiples épaisseurs les protégeant contre les UV (Banaszak and Trench,
2001). Certains organismes formeront des composés les protégeant contre les
radiations tels que des composés d’acides aminés, des enzymes antioxydantes, des
caroténoides et plusieurs autres (Karentz et al., 1991b ; Salguero et al., 2003 ; Sinha
et Hider, 2007 ; Rijstenbil, 2003). Les enzymes antioxydantes vont protéger
I’appareil photosynthétique contre les molécules réactives d’oxygene. Par exemple: la

superoxyde dismutase (SOD) permet de réduire I’ion superoxyde en peroxyde
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d’hydrogéne (Wolfe-Simon et al., 2005), la catalase (CAT) réduit le peroxyde
d’hydrogéne en eau et en O, (Pinto er al., 2003), I’ascorbate peroxydase (APX)
permet de réduire le H,O, en H,O (Pinto et al., 2003) et la glutathion réductase (GR)
permet de transformer le glutathion disulfide en glutathion sulfhydryl (Rao et al.,
1996). Les caroténoides, quant a eux, peuvent absorber non seulement les radiations
. UV, mais aussi 1’énergie des oxygenes réactifs et la réémettre sous forme de chaleur

(Vincent et Roy, 1993; Stahl et Sies, 2002).

D’autres mécanismes de protection des appareils photosynthétiques existent.
Avant de les expliquer, il faut se rappeler que la photosynthése consiste en un
transport d’électrons entre le photosysttme II et le photosysttme I. Chaque
photosystéme est formé de plusieurs molécules pigmentaires constituant le complexe
antennaire et d’un centre réactionnel. Ces pigments sont en majorité chlorophylliens
et sont excités par 1’absorption de photons de lumiére. La chlorophylle comme tous
les autres types de pigments, absorbe les photons provenant d’une certaine longueur
d’onde. L’énergie des photons est transférée aux électrons que contiennent les
pigments (Raven et al. 2002; Taiz et Zeiger, 2010). Ce transfert d’énergie fait passer
le pigment de I’état fondamental a I’état d’excitation et créé une énergie de
résonnance qui peut étre dissipée de différentes facons. Elle peut étre dissipée par la
voie de la photochimie, c’est & dire envoyée dans la chaine de transport des électrons.
Elle peut étre dissipée sous forme de chaleur ou absorbée par les molécules
d’oxygenes (formation de ROS) ou alors, elle peut étre dissipée sous forme de

fluorescence (Miiller et al., 2001; figure 1.2).
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Figure 1.2 Voies de dissipation d’énergie. La chlorophylle (Chl) absorbe la
lumiére, elle passe donc de 1’état fondamental 4 1’état excité ('Chl*). Pour revenir
a I’état fondamental, 1’énergie peut étre réémise sous forme de fluorescence (1),
elle peut étre utilisée pour la voie de la photochimie (2), étre dissipée sous forme
de chaleur (3) ou étre absorbée par les molécules d’oxygene libres (4). En effet, la
chlorophylle excitée (‘Chl*) peut Produire un triplet de chlorophylle (*Chl*) qui
peut a son tour produire des ROS ("O,*; tirée de Miiller et al., 2001).

Les mécanismes de protection constituant le NPQ sont aussi différents moyens
que la cellule utilise afin de di_ssiper un surplus d’énergie. Le NPQ varie entre les
différents types de phytoplanctons. Chez les algues vertes, le NPQ comprend le cycle
des xanthophylles, 1’état de transition et la photoinhibition ((Miiller ez al., 2001 and
Schreiber et al., 1986)). Le cycle des xanthophylles consiste en un changement de
conformation de pigments caroténoides. Lorsqu’il y a augmentation d’électrons dans
la chaine de transport des électrons, de plus en plus de protons sont transférés vers le
lumen changeant ainsi son pH. Le changement de pH entraine la transformation de la

violaxantine en anthéraxantine et éventuellement en zéaxanthine. Ce changement de
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conformation empéche le transfert d’énergie a la protéine D1 ralentissant ainsi le
transport des électrons (Farber et al., 1997). Le second mécanisme de protection,
I’état de transition, consiste au déplacement des antennes collectrices de lumiére
(LHC). Les LHC sont des pigments pouvant voyager d’un photosyst¢me a I’autre.
Ainsi, lorsqu’une accumulation d’énergie survient au niveau du PSII, des antennes
peuvent transférer une quantité de cette €nergie au PSI afin de la répartir plus
également entre les deux photosystemes (Allen, 1992; Gal et al., 1997; Wollman,
2001). Le mécanisme de Iprotection qu’est la photoinhibition correspond a
’absorption d’énergie par la protéine D1 (DI protein turn over ; Xiong et al,. 1997).
Cela prévient alors que d’autres molécules soient endommagées par cette énergie et
que des molécules réactives d’oxygene soient produites. Cette protéine, qui sera alors
endommagée, sera dégradée par une protéase puis remplacée par une protéine
nouvellement synthétisée (Prasil et al,. 1992 ; Rintamiki et al., 1994; Leitsch et al.,
1994; Schnettger et al., 1994).

Chez les cyanobactéries, les composants du NPQ sont 1égérement différents.
Mis a part I’état de transition et la photoinhibition qui existe aussi chez ces
organismes, ceux-ci ne possedent pas de cycles des xanthophylles (Hager et
Holocher, 1994 ; Hirschberg et Chamovitz, 1994). Par contre, ils possédent tout de
méme de la zéaxanthine, un type de xanthophylle avec lequel ils arrivent & dissiper
les surplus d’énergie (Hirschberg et Chamovitz, 1994). Chez les algues vertes, le
premier mécanisme du NPQ qui est activé lors d’un excés d’énergie est le cycle des
xanthophylles (Bilger et Bjorkman, 1990; Niyogi et al., 1998) alors que, chez les
cyanobactéries, I’état de transition est celui qui est sollicité le premier (Joshua et al.,

2005 ; Bailey et Grossman, 2008).

1.8 Sensibilité du phytoplancton

Toutes les espéces de phytoplancton ne sont pas également sensibles aux stress

environnementaux. En effet, certaines espéces sont extrémement sensibles et sont
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utilisées comme biomarqueur d’un environnement pollué (Torres et al,. 2008).
D'autres sont au contraire beaucoup plus résistantes et peuvent donc devenir
dominantes dans un environnement stressé. Par exemple, il a été démontré (iue
certaines chlorophytes et baccilariophytes sont plus résistantes a 1’atrazine et aux
changements de lumiére (Deblois et al., 2013). Alors que certaines cyanobactéries
peuvent étre plus résistantes aux changements de température (Chalifour et Juneau,
2011) ou encore, plus résistantes aux UV-B (Campbell e al., 1998) que d’autres
espéces. Si des organismes comme les cyanobactéries deviennent dominantes dans un
milieu, cela peut poser probleme. En effet, il est connu que certaines souches peuvent
étre toxiques et ainsi avoir des répercussions sur les autres organismes vivants dans
ces mémes milieux (Demott et al, 1991 ; Christoffersen, 1996 ; Ferrdo-Filho et al.,
2000; Anderson et al., 2002). De plus, les cyanobactéries, qu’elles soient toxiques ou
non, constituent une nourriture de moins bonne qualité pour les animaux se
nourrissant de phytoplanctons. En effet, leur constitution en acide gras hautement
saturé (HUFA : highly unsaturated fatty acid) est moins importante que pour les
algues vertes par exemple (Demott et Miiller-Navarra, 1997). Etant moins nutritive,
elles peuvent nuire a la santé des animaux qui s’en nourrissent, pouvant aussi

engendrer un débalancement des populations de ces écosystémes.
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2.1 Abstract

The use of pesticides such as atrazine and the increase of ultraviolet radiation
(UV-B) due to the depletion of the ozone layer are environmental stresses that can
affect organisms such as phytoplankton. Since environmental stresses never act alone,
it is important to study the effects engendered by their combination. To better
understand how the combination of UV-B and atrazine affects the health of primary
producers, photosynthesis- of green algae and two strains of cyanobacteria were
measured. In growth chamber, Scenedesmus obliquus (CPCC5) and Microcystis
aeruginosa (CPCC632 and CPCC299) were submitted to 0.1pM of atrazine and to 3
hours of UV-B (0.1Wm™? or 02Wm™?) exposure. Photosynthetic parameters were
studied to assess the combined effects of the stress factors in the phytoplankton
health. For M. aeruginosa CPCC299, the decrease in photosynthesis caused by
atrazine (33%) was amplified by 30% by a UV-B exposure and for S. obliquus, it was
amplified by 67%. The synergistic effect observed in S. obliquus is caused by the
increase of reactive oxygen species (ROS) and the degradation of carotenoids
pigments. In addition, the different effects found between species can be explained by
the differences in their photoprotective pigments (carotenoids) content. Our results
reinforce the importance of considering environmental factors such as UV-B in
toxicological studies involving pesticides.

Key words: algae, cyanobacteria, UV-B, herbicide, photosynthesis, photoinhibition,
non-photochemical quenching, PSII quantum yield, heat-dissipation. :
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2.2 Résumé

L’épandage de pesticides dans les champs et 1’augmentation de rayon
ultraviolet a la surface de la Terre di a la détérioration de la couche d’ozone sont des
stress environnementaux qui peuvent affecter certains organismes comme le
phytoplancton. Puisque les stress environnementaux ne surviennent jamais un & un, il
est trés important d’étudier les impacts qu’engendre leur combinaison. Afin de mieux
comprendre comment cette combinaison affecte la santé de ces producteurs primaires,
la photosynthése d’une algue verte et de deux souches de cyanobactéries a été
mesurée. En chambre de croissance contrlée, Scenedesmus obliquus et Microcystis
aeruginosa (CPCC632 et CPCC299) ont été exposé a 0,1uM d’atrazine ainsi qu’a

3h/jour d’UVB (0,15 Wm™ ou 0,4Wm™). Plusieurs paramétres ont été étudiés pour
" évaluer I'effet combiné de ces stress environnementaux sur la santé de ces
organismes. Pour M. aeruginosa CPCC299, la diminution de la photosynthése cause
par I’atrazine (33%) a été amplifiée de 30% par une exposition aux UV-B alors que
pour S. obliquus, elle a été amplifiée de 67%. Cet effet synergique observe chez S.
obliquus est caus€ par 1’augmentation d’espéces réactives d’oxygéne (ROS) et la
dégradation de pigments de caroténoides. De plus, les différents effets remarqués
entre les especes peuvent Etre expliqués par leur différence de contenu de pigments
photoprotecteur (caroténoides). Nos résultats démontrent 1’importance de prendre en
considération les facteurs environnementaux tels que les UV-B lors d’étude
toxicologique impliquant des pesticides.

Mots clés: algues, cyanobactéries, UV-B, herbicide, photosynthése, photoinhibition,
quenching non photochimique, rendement photosynthétique du PSII, dissipation de
chaleur.
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2.3 Introduction

Phytoplankton is very important for aquatic ecosystems since it provides food
for many organisms and is responsible for about 70% of the global oxygen
production (Fenical, 1983). However, it is also very sensitive to anthropogenic and
environmental stressors, such as herbicides and light (Neale et al., 1998; Cloern, 1999
and Rost and Wolf-Gladrow, 2008). Among the herbicides, atraziné is widely used in
agriculture around the world (Graymore et al., 2001), is the most frequently detected
pesticides in aquatic ecosystems (Sullivan et al., 2009; Giroux, 2010). This herbicide
blocks the electron transport chain at the Qg binding site on the D1 protein of
photosystem II (Fedtke and Duke, 2005), causing an accumulation of energy at the
PSII reaction center. This excess of energy is then dissipated by fluorescence, heat
emission (Miiller ez al., 2001 and Schreiber et al., 1986). Excess energy can be
transferred to oxygen molecules resulting in the generation of reactive oxygen species
(ROS). ROS can have some deleterious effect on the cell, such as, pigment
degradation, lipid peroxidation and inhibition of the photodamage’s repair processes
(Nishiyama et al., 2001; Murata et al., 2007 and Krieger-Liszkay et al., 2008). For
green algae, those deleterious effects can decrease the photosynthetic electron
transport and, consequently, the pH gradient formation across the thylakoid
membranes. This disturbance on the pH leads to the non-induction of the xanthophyll
cycle, which is a protective mechanism against light stress (Demmig-Adams, 1990 ;

Miiller et al.,2001).

Anthropogenic activities have been shown to cause the depletion of the
atmospheric ozone layer, resulting in a significant increase in the UV-B radiation
reaching Earth’s surface (Frederick, 1993). Like atrazine, UV-B radiation also
induces the formation of ROS in phytoplankton (Panagopoulos et al., 1990; Foyer et
al., 1994; Smirnoff, 1998; He and Hédder, 2002, and Mahdavian, 2008), which can

provoke lipid peroxidation and structural and functional damage to several proteins
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and other cell components (Panagopoulos et al., 1990; Foyer et al., 1994; Smirnoff,
1998; Mahdavian, 2008 and He and Héder, 2002). In green algae and cyanobacteria,
UV-B also directly degrades chlorophyll and carotenoids (Suresh et al. 1998 and
Bischof et al., 2002). Furthermore, UV-B radiation affects the D1 and D2 proteins of
the PSII leading to a decrease in oxygen evolution and electron transport (Xiong et

al., 1997 and Bouchard et al., 2006).

Since both atrazine and UV-B radiation are environmental stresses that can
affect phytoplankton photosynthesis through their inhibitory effects on D1 protein,
one can advance that a combination of these stressors would have an additive effect.
However, UV-B also interacts with photoprotective pigments and enzymes. Most of
the time UV-B are known to degrade carotenoids (Bishof et al., 2002), which could
lead to an amplification of atrazine toxicity and then to a synergistic toxic effect. On
the other hand, it was also demonstrated that UV radiation could enhance the
production of photosynthetic pigments such as chlorophyll a and carotenoid
(Yakovleva and Titlyanov, 2001), which could lead to the diminution of the atrazine
toxicity. Only a few studies have investigated the combined effects of herbicide and
UV-B on photosynthesis (Wang et al, 2007 and Chen et al, 2012) and none of them
used atrazine, although its frequent utilization. Understanding the combined mode of
action of these two stressors on phytoplankton may help to better understand the

species dynamic in natural aquatic environments of agricultural areas.

The main goal of this study is to determine how atrazine and UV-B affect the
photosynthesis of a toxic and a non-toxic strain of cyanobacteria and green algae.
This study also aims to evaluate the phytoplankton sensitivity variation by evaluating

photosynthetic performances.
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2.4 Materials and Methods
2.4.1 Cultures

The green alga Scenedesmus obliquus (CPCCS), the toxic and the non-toxic
strains of cyanobacteria Microcystis aeruginosa (CPCC299 and CPCC632) were
grown at 24°C in Erlenmeyer flasks containing fresh Bold basal medium (BBM). The
cultures were adapted for at least 10 generations to a pattern of several light
intensities changing over the day (Fig. 2.1). The light was provided by a combination
of fluorescent tubes (Philips F72T8/TL841/HO, USA) and incandescent bulbs
(DuraMax, Philips Electronics LDT, Canada). Light intensity and quality was
measured by the HR4000 High-Resolution Spectrometer (Ocean optics Inc., USA)

and analyzed with Spectra Suite software (Ocean optics Inc., USA).

2.4.2 Treatments

For each UV-B or atrazine treatments, when adapted cultures reached 5 x 10°
cell/ml, they were divided into nine beakers that were placed on a turning plate in a
growth chamber (MTR30, Conviron, Manitoba, Canada) (under the same light
conditions than described previously) for further treatments. Cellular concentrations
were obtained using a Multisizer 3 Coulter Counter particle analyzer (Beckman
Coulter Inc., USA).The plate rotates at one turn per hour so every replicate were

exposed to the exactly same light intensity/quality.

Cultures were exposed to six different treatments (Table 2.1). Atrazine
concentration and UV-B doses were chosen based on what can be found in natural
environment (Solomon et al., 1996; Giroux, 2010, West et al., 2003 and Arts and Rai,
1997). The atrazine solution was obtained from the dilution of the commercial Aatrex
480 liquid herbicide (Syngenta, Plattsville, Canada) in distilled water. The UV-B
radiation was provided by UV-B Broadband TL tubes (Philips TL20W/12, USA) and

Mylar polyester film (DuPont Teijin Films™) used to remove UV-C radiations. For
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treatments with atrazine, the herbicide was added at 10:30 AM and for the UV-B
treatment, the lamps were activated from 11:30 AM to 2:30 PM (Fig. 2.1).
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Table 2.1 Experimental treatments with the control (PAR light only) and the
respective UV-B (Low UV-B or high UV-B intensity; Wm™) and atrazine (Atz; uM)
doses.

UV-B
0 Wm?* 0.1Wm? 02Wm™>
0 pM PAR L-UV H-UV
Atrazine
0.1pM Atz L-UV + Atz H-UV + Atz

2.4.3 Photosynthetic activity measurements

At 2:30 PM, a beaker from each replicate culture was removed from the
growth chamber for fluorescence measurements (Pulse Amplitude Modulated; PAM
and Plant Efficiency Analyzer; PEA). Before every PAM and PEA measurements,
the samples were dark adapted for 15 min to reoxidize completely the PSII electron
acceptors. A light curve was obtained with the Water-PAM fluorometer (Heinz Walz
GmbH, Effeltrich, Germany) and the following parameters were calculated.
Photodamage was estimated by the maximum PSII quantum yield, &y = (Fy—Fo) Fy,
where Fis the maximum fluorescence after a saturating flash (3000 pmol photons .
m? . s') and using 10uM of diuron (DCMU) to assure the reduction of all PSII
centers (Campbell er al., 1998) and where F, is the minimal fluorescence, i.e.
fluorescence in the dark (Kitajima and Butler, 1975). The alteration of the PSII-PSI
electron transport was evaluated by the operational PSII quantum yield, ¢’y = (F'y—
F))/ F’y, where F, is the fluorescence at steady state of electron transport measured at
experimental irradiance and F’; is the maximum fluorescence of illuminated cells
obtained by a saturating flash (Genty ef al., 1989). The non-photochemical quenching
(NPQ) a protective mechanism to cope with an excess of energy, was also measured
(NPQ = (Fy— F’/ F’; Bilger and Bjorkman, 1990). PEA fluorometer (Hansatech
Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK) was used to measure the effective antenna size of
active RC, ABS/RC = (TRy/RC)/(TR/ABS), TRy/RC = My/V;, where M, is the ratio
of closed PSII and V; is the closed reaction center rate, and TR/ABS = (F,
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—F50us)/F,,, where F50ps is the fluorescence at 50us. PEA was also used to evaluate
the electron transport in active RC, ET/RC = (My/V))*(1-V)), and the effective
dissipation in active RC, DI/RC=((ABS/RC)—(TRy/RC); Forces et al.. 2003).

2.4.4 Pigment analysis

For pigment determination, cultures were filtered on membrane filters (0.8um,
(Xingya Purifying Materials Factory, Shanghai, China) and stored at -80°C until
analysis. Chlorophyll a and b, f-carotene and zeaxantin were extracted from frozen
filters by adding 1ml of acetone and sonicated (Fisher Scientific Sonic Dismembrator,
level 4) six times for 30 seconds in ice cold water. The extracts were centrifugated at
15000g for 20 minutes. The supernatant was collect for U-HPLC analysis. U-HPLC
analysis were done using an Agilent 1290 infinity LC with a C-18 reverse phase
column (2.1 X 100mm, 1.8um) with the EZchrom software according to Garcia-
Plazaola and Becerril (1999) with the following adjustment for the use of an U-
HPLC. The mobile phase consisted of two components: solvent A,
acetonitrile:methanol:water (84:9:7); and solvent B, methanol:ethyl acetate (68:32).
The pigments were eluted using a linear gradient from 100% A to 100% B of 6 min,
followed by an isocratic elution with 100% B of 4 min. This was followed by a 0.33
min linear gradient from iOO% B to 100% A and an isocratic elution with 100% A for
a further 7 min to allow the column to re-equilibrate with solvent A prior to the next
injection. The solvent flow rate was 0.5 mL/min, the pressure was around 150 bars
and the injection volume was 5 pL. For overnight storage, the column was rinsed
with 100% acetonitrile. Finally, the peaks were detected and integrated at 445 nm.
Pigments concentrations were calculated from peak areas of authentic external
standards (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and spike recovery tests were
conducted to assure the efficiency of the extraction method. More specifically, tissue
spikes of the Chlorophyll a, B-carotene and zeaxanthin standards were recovered at
98%, 95%, and 90 %, respectively. Pigment concentrations were normalized to the

number of cells.
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For the two strains of cyanobacteria, the concentration of phycocyanin (PC)
and allophycocyanin (APC) were also measured. Filters were homogenized in 0.1M
phosphate buffer pH 6.8 and frozen and tawed four times for extraction. The extract
was then centrifuged at 6000g for 10 minutes and the absorbance of the supernatant
was measured at 565 nm, 615 nm and 650 nm. The PC and APC concentration was
calculated using the following equations: PC (ug/ml) = 163.2 Aq;s - 117.1 A4, and
APC (pg/ml) = 1656 A¢s, - 164 Ags (Liider et al, 2001). Pigment concentrations

were normalized to the number of cells.

2.4.5 Lipid Peroxydation

To assess the extent of oxidative stress, lipid peroxydation was measured after
harvesting phytoplankton on filters as described for the pigment determination.
Malondialdehyde (MDA), the product of lipid peroxydation, was determined and
adapted from a colorimetric method (Heath and Packer, 1968). Briefly, frozen filters
were homogenized in 1 ml of phosphate buffer (S50mM) containing 0.67%
trichloroacetic acid. The extraction was performed by a 3 minutes (3 x 1 minute)
sonication followed by an incubation at 95°C for 30 min. The reaction was stopped
by putting the samples in a bucket of ice cold water. The samples were centrifuged at
15000 g for 20 min and the supernatant was read at 532nm with a correction at 600nm
for nonspecific absorption. Finally, the MDA concentrations were normalized by the

cells number.

2.4.6 Statistical analysis

JMP 5.1 statistical software (SAS institute, USA) was the program used to
perform statistical tests. One-way analysis of variance (ANOVA) and Student #-test
were used to compare treatments. Significant differences were accepted when p<0.05.
A synergistic effect was considered when the combined effect was significantly

higher than the addition of the two stresses effect alone. One-way analysis of variance
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(ANOVA) was also performed to compare the effects with significant differences

accepted when p<0.05.
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2.5 Results

The atrazine treatment had no significant effect on Fy/cell for the two strains
of cyanobacteria. On the other hand, it induced an increase of 76% for S. obliquus. .
Atrazine caused a decrease of 10% and 16% in the maximal PSII quantum yield (¢,,)
for M. aeruginosa CPCC299 and M. aeruginosa CPCC632 respectively. It decreased
also the operational PSII quantum yield (¢’ of the three species (Table 2.2). The
NPQ was diminished by 34% and 35% for M. aeruginbsa CPCC299 and S. obliquus
respectively (Table 1S).

Table 2.2 Photosynthetic parameters of M. aeruginosa CPCC632, CPCC299 and S.
obliquus CPCC5 exposed to PAR light (188 pmol photons m? s™), two intensities of

UV-B light (0.1 Wm™and 0.2 Wm?) and atrazine (0.1pM) at 2:30PM.

Species Parameters PAR Atz L-UV L-UV + Atz H-UV H-UV + Atz
M. aeruginosa F,x 10%cell  3.65 (0.18) 4.08 (0.30) 4.50 (0.26)* 4.87 (0.31)* 4.72 (0.42)* 5.17 (0.30)*
CPCC299 P 0.546 (0.019) 0.489 (0.002)* 0458 (0.042)* 0.414(0.010)* 0.336 (0.026)* 0.354 (0.029)*
d'm 0.312(0.34) 0.209 (0.006)* 0.252(0.038)* 0.160 (0.010)* 0.194 (0.029)* 0.121 (0.023)**
NPQ 0.246 (0.033) 0.163 (0.010)* 0.209 (0.023)* 0.127(0.014)**  0.151(0.013)* 0.146 (0.018)*
M. aeruginosa Fyx 10%cell  3.58 (041) 442 (0.14) 8.05 (0,69)* 6.30 (0.43)** 5.19 (0.19)* 593 (0.77)**
CPCC632 bum 0.609 (0.008) 0.547 (0.026)* 0.458(0.012)* 0.398 (0.007)**  0.268 (0.008)* 0.352 (0.022)**
i 0.391 (0.006) 0.289 (0.007)* 0.267 (0.026)* 0.142 (0.026)**  0.056 (0.008)* 0.044 (0.038)*
NPQ 0.260 (0.037) 0207 (0.042) 0.202 (0.074)  0.134 (0.032)* 0.122 (0.018)* 0.168 (0.012)*
S. obliquus F,x 10%cell  3.17(0.19) 5.58 (0.78)* 6.80 (0.65)* 6.98 (0.44)* 4.37 (0.34)* 749 (033)**
G P 0.717 (0.006) 0.702 (0.005) 0472(0.013)* 0.397 (0.035)** 0.531(0.053)* 0.260 (0.015)**
d’u 0.481 (0.013) 0.409(0.010)* 0.291 (0.008)* 0.201 (0.028)**  0.307 (0.057)* 0.089 (0.012)**
NPQ 0.772 (0.014) 0.502 (0.034)* 0.519(0.151)* 0.237(0.084)**  0.490 (0.095)* 0.117 (0.059)**

The symbol * represents significant difference (p< 0.05) from the control (PAR), the
symbol ** represents significant difference from the control .(PAR), the atrazine
treatment (Atz) and the respective UV-B treatment (L-UV or H-UV). Analysis and
treatment means are from ANOVA (n=3).
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The L-UV treatment caused an increase of the Fy/cell for the three studied
species. We also noticed an increase of the Fy/cell of all species for the H-UV
treatment (Table 2.2). A decrease in the ), and the ¢’ was detected for both high
and low UV-B intensities for .the three species (Table 2.2). The L-UV treatment
caused a decrease of the NPQ for M. aeruginosa CPCC299 (15%) and S. obliquus
(32%), while the H-UV treatment caused a decrease of the NPQ for the three species
(Table 1S).

The addition of a low dose of UV-B to the atrazine treatment caused an
increase in the Fycell compared to the control for all species (Table 2.2). This
treatment induced a decrease of the photosynth.etic activity and the NPQ compared to
the control for all species (Table 2.2) Compared to the effect induced by the UV-B
treatment alone, the combination of UV-B and atrazine induced a more important
decrease only for the NPQ of M. aeruginosa CPCC299 (NPQ-L-UV + Atz: 48%;
NPQ-L-UV: 15%), for the photosynthetic activity of M. aeruginosa CPCC632 (Table
1S) and for the NPQ and the photosynthetic activity of S. obliquus (Table 1S).

The addition of a high dose of UV-B to the atrazine treatment caused an
increase of the Fy/cell compared to thé control for all species and this increase was
always signiﬁcaritly stronger than the one caused by UV-B alone (CPCC299: 41%;
CPCC632: 66% and CPCCS5: 136%; Table 1S). Moreover, this treatment caused a
decrease in the ¢y, ¢’y and NPQ compared to the control for the three studied
phytoplankton (Table 2.2). Finally, the decrease is greater than the one generated by
UV-B alone only for the operational PSII quantum yield of M. aeruginosa CPCC299
parameters (¢’ -H-UV + Atz: 61% and ¢’,, -H-UV: 38%) and for the three studied
parameters of S. obliquus (Table 1S).
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Figure 2.2 Photosynthesis parameters of M. aeruginosa CPCC299 (a), CPCC632 (b)
and S. obliquus CPCCS (c) exposed to PAR light (188 umol photons m?s™), two
intensity of UV-B light (0.1 Wm? and 0.2 Wm®) and atrazine (0.1pM) at 2:30PM.
The symbol * demonstrates a significant difference from the control (p<0.05). The
symbol ** shows a significant difference from the control (p< 0.001) and the symbol
# represent a significant difference from the respective UV-B treatment (L-UV or H-

UV) and from atrazine treatment. Analysis and treatment means are from ANOVA
(n=3).

33



34

The atrazine treatment induced a significant decrease of the Ety/RC for the
toxic strain of M. aeruginosa (61%) and for S. obliquus (27%), but did not affect the
Ety/RC for the non-toxic strain of M. aeruginosa. The atrazine treatment also

increased significantly the DI/RC (17%) for the green alga.

The L-UV .treatment caused no significant effect for M. aeruginosa
CPCC299, but it induced an increase of the ABS/RC (104%) and the DI /RC (840%)
for M. aeruginosa CPCC632. For S. obliquus, a low dose of UV-B decreased the
ET/RC (32%) and increased the ABS/RC (170%), the TRYRC (14%) and the
DIy/RC (81%). On the other hand, the H-UV treatment increased the ABS/RC
(CPCC299: 110%; CPCC632: 181% and CPCC5: 57%) and the DI/RC (CPCC299:
473%; CPCC632: 1418% and CPCCS5: 33%) for the three studied phytoplankton.

The combination of a low UV-B dose to an atrazine treatment decreased
the ET/RC (48%) and increased the ABS/RC (138%) and the DI/RC (663%) for M.
aeruginosa CPCC299, but for M. aeruginosa CPCC632, it only increased the
ABS/RC (135%) and the DI/RC (1124%). The green alga showed a decrease in the
ETy/RC (57%) and an increase in the ABS/RC (350%), the TRy/RC (19%) and the
DIy/RC (33%). Moreover, the effect caused by the combination of the two s.tresses
was more important than the one caused by an exposure of L-UV alone. The addition
of a high dose of UV-B to an atrazine treatment caused a decrease in the ET/RC
(52%) and an increase in the ABS/RC (128%) and the DI/RC (619%) for the toxic
strain of cyanobacteria. On the other hand, this treatment caused an increase in the
ETy/RC (86%) and the DI/RC (426%) for the non-toxic strain of cyanobacteria.
Finally, S. obliquus showed a decrease in the ET/RC (54%) and an increase in the
ABS/RC (357%), the TRY/RC (15%) and the DI/RC (199%). Also, the effect caused
by the two stresses together was more important than the one caused by the UV-B

treatment alone for M. aeruginosa CPCC632 and for S. obliquus.
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Table 2.3 Pigments concentration (pg/cell-of M. aeruginosa CPCC632, CPCC299
and S. obliquus CPCC5 exposed to PAR light (188 pmol photons m? s™), two
intensity of UV-B light (0.1 Wm? and 0.2 Wm®) and atrazine (0.1uM) at 2:30PM.

Species Pigments PAR Atz L-UV L-UV + Atz H-UV H-UV + Atz
M. aeruginosa  Zeaxantin 4.50 (0.05) 7.73 (047)* 5.92 (1.10)* 6.33 (0.24)* 6.51 (0.81)* 5.96 (0.80)*
CPCC299 Chl a 75.53 (4.12) 26.38(7.53)* 6051 (11.05) 103.13 (33.31) 115.01 (37.71) 11.12(1.82)*
Chl b nd nd nd nd n.d nd
Chl b/ Chla 0.71 (0.16) 0.21 (0.17)* 0.57 (0.15) 0.80 (0.25) 0.84 (0.21) 0.05 (0.01)*
ﬂ~ Carotene 0.06 (0.04) 1.29 (0.14) 0.37 (0.39) 0.27 (0.26) 3.07 (2.21)* 1.38 (0.14)*
PC/APC 1.76 (0.26) 1.40 (0.16) 1.51 (0.06) 1.20 (0.26)* 133 (0.29)* 1.16 (0.05)*
M. aeruginosa  Zeaxantin 6.27 (0.09) 11.03 (2.18)*  6.15 (0.70) 541 (0.10) 8.49 (0.95)* 1433 (2.53)*
CPCC632 Chla 63.82(11.91) 18.01 (9.88)* 1947 (5.78)* 7120 (23.25) 17.31 (271)* 16.64 (5 42)*
Chl b nd n.d nd nd nd nd
Chl b/ Chl a 0.84 (0.50) 0.13 (0.06)* 0.06 (0.03)* 0.49 (0.19) 0.14 (0.06)* 0.12 (0.05)*
ﬂ~ Carotene 0.27 (0.30) 1.63 (0.28)* 0.69 (0.05) 0.17 (0.11) 248 (041)* 1.57 (0.02)*
PC/APC 1.72 (0.09) 1.53 (0.12) 1.52 (0.03) 1.37 (0.09)* 1.36 (0.25)* 1.39 (0.02)*
S. obliquus Zeaxantin 7.68 (1.72) 9.03 (2.71) 22.05 (6.13) 13.59 (7.64) 7.75 (1.62) 13.31 (13.12)
e Chl a 496.12 (7590) 792.8(2374) 679.7(174.4) 706.6 (94.00) 936.7(4153) 457.72(150.5)
Chl b nd nd nd nd nd nd
Chl 5/ Chl a 1.51 (0.58) 2.26 (0.44) 1.50 (0.63) 3.13 (2.16) 3.02 (0.73) 2.72 (0.29)
B- Carotene 0.79 (0.76) 0.07 (0.05)* 0.11 (0.09)* u. u. 0.08 (0.09)*

The symbol * shows significant difference (P<0.05) from the control and u. means
undetectable. Analysis and treatment means are from ANOVA (n=3). For
zeaxanthin, chlorophyll a and - Carotene a factor 10? is added. The annotation n.d.
was written for results that the quantity of pigment could not be calculated because
of a delay in the external standard delivery. :

For the two strains of cyanobacteria, the zeaxantin was increased with the higher
of UV-B (CPCC299-H-UV :34%; CPCC632-H-UV :55%;
CPCC299-H-UV + Atz :64%; CPCC632-H-UV + Atz :189%) but for S. obliquus,

doses treatments
there were no significant changes between the treatments for this pigment. For M.
aeruginosa CPCC 299, the chlorophyll a and b contents were decreased for the
atrazine treatment and the H-UVB +.atrazine treatment. For M. aeruginosa CPCC
632, the chlorophyll a and b contents were decreased for ihe majority of the
treatments while there was no significant change in chlorophyll content for S.
obliquus. Surprisingly, the [-carotene content was increased for the two
cyanobacteria with the stronger doses of UV-B (CPCC299-H-UV: 301%; CPCC632-
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H-UV: 907%; CPCC299-H-UV + Atz : 150%; CPCC632-H-UV + Atz: 607%) while
it was decreased at every treatment for S. obliquus. For both the strains of
cyanobacteria, the ratio PC/APC decreases under high stress condition. In fact, the
combination of L-UV and atrazine causes the ratio to decrease of 32% for M.
aeruginosa CPCC299 and of 20% for M. aeruginosa CPCC632. An exposition of H-
UV caused a decreased of 24% and of 20% for both M. aeruginosa CPCC299 and M.
aeruginosa CPCC632 respectively. Moreover, the addition of atrazine to this UV-B

intensity caused a diminution in the ratio of 34% and of 19% respectively.

90 -
80
: %
g 60 %
° % OPAR
@ 50 % HAtz
Z % mUvV/2
B 40 %
] / BUV/2 + Atz
2 -
8 30 = é LA
é E /% BUV + Atz
S 20 = g
5 s
E
= |
0 =
M. aeruginosa M aeruginosa 5. obliquus CPCCS5
CPCC299 CPCC632

Figure 2.3 Cellular MDA content (x 50°° pm/cell) of M. aeruginosa CPCC632,
CPCC299 and S. obliquus CPCC5 exposed to PAR light (188 pmol photons m?s™),
two intensity of UV-B light (0.1 Wm™ and 0.2 Wm) and atrazine (0.1pM) at
2:30PM. The symbol * represent a significant different difference from the control
(p<0.05). Analysis and treatment means are from ANOVA (n=3).

18.1
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For M. aeruginosa, the MDA content was significantly increased for the H-
UV treatment and the combination H-UV with atrazine (Figure 2.3). The non-toxic
strain of M. aeruginosa seems also to increase its MDA content in presence of
atrazine alone. For the green alga, the MDA content was increased for all treatments

except the low dose of UV-B.

2.6 Discussion
2.6.1 Atrazine effect

Despite the maximum concentration of 1.8 ug/L (0.0084uM) established by
Canada for the protection of aquatic life (CCME, 1999), atrazine is often present in
rivers at concentrations higher than 20 pg/L (0.092 pM; Solomon et al., 1996;
Giroux, 2010) and can reach 100ug/L (0.46uM; DeLorenzo, 2001). It was previously
shown that a concentration as low as 0.lpM can have a deleterious effect on

photosynthesis of phytoplankton (Chalifour and Juneau, 201 1; Ralph 2000).

Our photosynthetic results further support these observations. In accordance
with previous studies (Chalifour and Juneau, 2011; Deblois er al., 2013), we noticed
a decreased in the maximal PSII quantum yield of the two M. aeruginosa strains
(although not significantly for 632). The electron transport rate in active reaction
centers (Et/RC) was also affected by the presence of atrazine. This effect on the PSII
electron transport rate may be explained by the mode of action of atrazine, which
interacts with the Qg binding site on the D1 protein (Fedtke and Duke, 2005). A
blockage of the electron transport leads to an accumulation of energy at the PSII
level that needs to be dissipated (Miiller et al., 2001 and Schreiber ez al., 1986). One
of the efficient energy diséipation pathways is heat dissipation and as we found in
our experiment, DI /RC increased for all strains in presence of atrazine. It seems
however that heat dissipation was not sufficient to dissipate excess energy and some
production of Reactive Oxygen Species occurred (as seen by the lipid peroxidation

damages observed; Table 4). The observed effects on the PSII photochemical activity



38

may therefore be explained by the electron transport blockage and the increased
presence of ROS. Higher ROS production was previously demonstrated when
Chlorella vulgaris was exposed to atrazine (Qian et al., 2008), and was shown to
increase MDA level and alter gene transcription, subcellular structure, and
physiological state. This ROS production may lead to the destruction of various
proteins such as D1 and therefore induces photoinhibition (Vass et al., 1992; Xiong
et al., 1997; Allakhverdiev and Murata, 2004; Nishiyama et al., 2004 and Murata et
al., 2007)

The effects on the PSII photochemical activity are also reflected in a drop in
the operational quantum yield (¢’; Table 2.2). For S. obliguus this decrease causes
the reduction of pH gradient across the thylakoid membrane and therefore a decrease
in the xanthophyll cycle activity, which is the main component of NPQ. Eventually,
the reduction of NPQ leads to a decreased on the PSII photochemical activity. On the
other hand, cyanobacteria do not have xanthophyll cycle then the main component of
NPQ become state transition (Bailey and Grossman, 2008). State transition is the
movement of light harvesting complexes from photosystem II to photosystem I to
equilibrate energy (Bonaventura and Myers, 1969 and Wollman, 2001) between
them in order to prevent photoinhibition (Keren and Ohad, 1998) and it is regulated
by the quinone reduction (Mullineaux and Allen, 1992). Here, the electron transport
chain was blocked by atrazine leading to the quinones oxidation, the inhibition of the
state transition and the reduction of the NPQ. A decrease in NPQ after an atrazine
exposure was expected. Indeed, similar results were obtained in previous studies

(Deblois et al., 2013; Chalifour and Juneau, 2011).

Finally, it was showed by our results that atrazine increased the F/cell of S.
obliquus while the chlorophyll content decreased. Since the antenna size of the
reaction centers (ABS/RC) was not significantly affected, we may hypothesize that
this treatment has also an effect on the number of reaction centers, due to the

induction of oxidative stress, showed by the MDA results.
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2.6.2 UV-B effect

As a consequence of the ozone layer depletion, UV-B radiation was shown to
increase at the earth surface and doses as high as 1.62 Wm? was observed in
America (Gleason and Wellington, 1995) but it can reach 2.1 Wm™ in other countries
(Cruce et al. 2012). These doses of UV-B can cause several damages to
phytoplankton (Holzinger and Liitz, 2006 and Fernanda Pessoa, 2012). One of the
main observed damage could be the direct photodegradation of the PSII D1 protein
(Xiong et al., 1997 and Bouchard et al., 2006). It was previously shown that UV
radiation induced the direct degradation of the D1 protein in higher plants
(Panagopoulos et al., 1990; Foyer et al., 1994; Smirnoff, 1998; Mahdavian, 2008) as
well as in cyanobacteria (He et Héader, 2002). This phenomenon is known to induce a
decrease of the PSII activity (Walter and Horton, 1993), as demonstrated by our
results where we observed a decrease of the maximal PSII quantum yield (¢b,). This
decrease in PSII activity leads to an accumulation of energy at this level. This energy
will be caught by soluble oxygen molecules and will generate ROS. Here, the

presence of ROS was, in fact, detected by the increased of MDA (Fig 2.3).

Qur results showed also that, at both doses, UV-B treatments increased the
Fy/cell of all species and the chlorophyll content was either decreased for M.
aeruginosa CPCC632 or not significantly changing. Indeed, one of the consequences
of an UV-B exposure is the chlorophyll degradation (Xue et al., 2005). However, as
it was showed by previous studies (Sfichi et al., 2004; Albert‘ et él., 2008), the
antenna size of the reaction centers (ABS/RC) was increased by the two UV-B

treatments, definitely explaining the rise in fluorescence emission (Fy/cell).

Since heat dissipation helps the ceIl'to cope with an accumulation of energy at
the PSII (Schreiber et al., 1986; Schreiber et al., 1994, Krause et Weis, 1991; Juneau
et al., 2007; Marwood et al., 2000 and Schreiber et al., 2002), it would explain the
rise of this parameter (DI/RC) for M. Aeruginosa CPCC 632 at both doses.

Moreover, some pigments found in the light harvesting complexes, or



phycobilisomes, also participate in the excess energy dissipation. Indeed, pigments
like carotenoids protect the photosynthetic apparatus by absorbing the excess of light
energy or by acting like antioxidant molecules (Hirschberg and Chamovitz, 1994 and
Salguero et al., 2003). The effect of UV-B on carotenoids pigments can be very
variable. Most of the time, carotenoids are degraded by UV-B radiation (Bishof et al.,
2002) but it was also showed that for some species, UV radiation could increase
production of photosynthetic pigments (Yakovleva and Titlyanov, 2001). Here,
zeaxanthin and - carotene contents were increased for M. aeruginosa while they
were degraded for S. obliquus. Based on the photosynthetic activity results, although
the carotenoid content was increased for M. aeruginosa, it was not enough to protect
the photoinhibition caused by the two UV-B treatments (0.lWm? and 0.2Wm?). In
cyanobacteria, other pigments, like allophycocyanin (APC) and phycocyanin (PC)
and orange carotenoid protein (OCP), exist to protect the photosynthetic apparatus
against a UV-B stress . Allophycocyanin and phycocyanin transfer the excitation
energy to the chlorophylls antenna of PSII and PSI (Kirilovsky, 2007). Here, a
decrease of the PC/APC ratio was observed for the higher doses of UV-B explaining
the increase of photoinhibition despite the increase of carotenoid content. Moreover,
according to Kirilovsky (2007), OCP may acts as the thermal dissipator of the excess
absorbed energy in cyanobacteria. During this experiment, OCP were not dosed but
we may hypothesize that by degrading those pigments, UV-B decreases protection
against light stress. However, it would be interesting to measure OCP content after a

UV-B exposure to confirm our hypothesis.

" ASB/RC can be influenced by the pigment content and the number of PSII
reaction centers (Force et al., 2003). We demonstrated here that the presence of UV-
B radiation increases the antenna size (ABS/RC) at low and high doses. The
unchanged chlorophyll content between treatments combined to the increase in
ABS/RC suggests a decrease in the numbers of reaction centers, which is also

suggested by the decrease in ¢,. Furthermore, it is known that the ROS production
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and the damage to the D1 protein may lead to the reduction of the operational
photosynthetic rate (¢’,) of phytoplankton (Vass et al., 1992; Xiong et al., 1997,
Allakhverdiev and Murata, 2004; Nishiyama et al., 2004 and Murata et al., 2007).
Since UV-B directly degrades D1 protein, it was expected to see, as for the atrazine, a
decrease in electron transport rate showed by the decrease of ¢’y in all studied
species. Consequently, this decrease causes the reduction of NPQ due to non-
activation of the xanthophyll cycle for green algae and the state transition for

cyanobacteria.

2.6.3 UV-B and atrazine combined effect

According to our study, a three-hour UV-B treatment (0.1Wm? and 0.2Wm?)
in combination to a 0.luM atrazine treatment has a drastic effect on the
photosynthetic activity and energy dissipation processes of the studied species.
Indeed, Et/RC was highly inhibited while the ABS/RC and the DIy/RC were highly
stimulated due to the electron transport chain blockage by atrazine and D1 protein
degradation by UV-B radiation. However, for M. aeruginosa CPCC632 exposed to
the highest dose of UV-B radiation, we observed unexpected results. The electron
transport rate (Ety/RC) was increased while the rise of the effective antenna size
(ABS/RC) and of the effective dissipation (DI/RC) was not significant. These results
suggest that the differences in the toxicity of the cyanobacteria may influence the
effect of environmental factors as it was previously demonstrated for light intensity
(Deblois et al., 2013), but further research is needed to elucidate the mechanisms

involved.

In presence of atrazine and for both doses of UV-B radiation the minimal
fluorescence (Fy/cell) was increased whereas the ¢, and the ¢’ were reduced for the
studied species. As explain previously a decrease in the ¢, and the ¢’ was also
expected because of the degradation of D1 proteins and pigments by UV-B and the

blockage of the electron transport chain by atrazine. For the same reasons as



42

explained earlier, a decrease in NPQ was also expected after an exposure of both UV-
B and atrazine. However, the combination of these factors on Scenedesmus obliquus
had a more important effect than their individual effect. Indeed, tl_le atrazine causes a
blockage of the electron transport chain, which leads to an energy accumulation at the
PSII. In addition, UV-B radiations are known to degrade DI protein and also lead to
an energy accumulation at the PSII (Xiong et al., 1997 ; Bouchard et al., 2006).
Moreover,. UV-B radiations have several other effects on the photosynthetic
apparatus. As shown in our study, UV-B can degrade chlorophyll, which should
decrease the fluorescence per cell and-the maximal PSII quantum yield. Surprisingly,
the minimal fluorescence per cell is always higher for the treated samples compared
to the control. As explain earlier, if the size of antenna (ABS/RC) is increasing it will
affect the fluorescence emission explaining-the increase of the Fy/cell. It ié also
known that UV-B can also degrade other pigments like carotenoids (Bischof et al.,
2002), which are protective pigments agaiﬁst photodamages and ROS. He and Hader
(2002) showed that UV-B could generate ROS directly, which is in accordance with
our MDA results (Fig 2.3). Thus, the synergistic effect that was found here on
Scenedesmus obliquus can easily be explained by an enhancement of the atrazine
effect caused by the degradation of protective pigments (table 2.3) against oxidative

stress by UV-B radiation.

Cyanobacterial allophycocyanin and phycocyanin transfer the excitation energy
to the chlorophylls antenna of PSII and PSI (Kirilovsky, 2007). Moreover, it was
found that phycocyanin tends to bleach more rapidly than allophycocyanin (Sinha ez
al. 1995) and that UV-B also decrease more rapidly the content of phycocyanin than
other biliproteins like allophycocyanin (Ringlducci et al. 2006). Recently, it was
suggested that NPQ in ‘cyanobacteria may be mediated by phycobilisomes
(Kirilovsky, 2007). Thus, the decrease in the ratio PC/APC that was found in our
study in presence of atrazine and UV-B can explain the decrease of NPQ found for

~ the two strains of cyanobacteria.
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For Microcystis aeruginosa CPCC299, we found that the operational PSII
quantum yield (¢’y) was more affected by the combination of stress than the
maximal PSII quantum yield (¢,,). Indeed, when exposed to UV-B and atrazine, the
ROS production would be higher under light because of the accumulation of energy
that the stresses generate. This is why the PSII photosynthetic activity would be more
affected at light than in the dark. It is also known that UV-B radiation can reduce
RuBisCo activity (Strid et al. 1994), and, therefore, induce a decrease of carbon
fixation. Consequently, when exposed to light, a blockage of the electron transport
chain will occur (decrease of ¢’yy), but in the dark this effect will not be shown (as

seen by the unchanged &,,).

Different effects were expected between species (Microcystis aeruginosa vs
Scenedesmus obliquus) given that one is a cyanobacteria while the other is a green
alga. However, it is interesting to see important differences of effect between the
toxic and non-toxic strain of cyanobacteria. According to our photosynthetic results
(dy and '), the toxic strain (Microcystis aeruginosa CPCC299) was less affected
by all treatments by UV-B whereas it is the opposite for the atrazine treatment. Those
results may suggest the involvement of microcystins in the protection against

environmental factors, but further studies need to be done.



2.7 Conclusion

Although environmental stresses occur simultaneously in natural
environment, very few studies were done in the past to study their interactions. Mode
of action of atrazine and UV-B radiations alone are well known (Jansen et al., 2012;
Delorenzo et al., 2001), but to our knowledge the interaction of these two stresses has
never been investigated on different phytoplankton species. We demonstrated that the
combination of environmental doses of UV-B and atrazine had a greater effect on
some species of phytoplankton than the exposure of these stresses alone. As the toxic
strain of cyanobacteria proved to be less affected, these results are somewhat
alarming, given the enormous environmental impact they can generate. We also
showed that toxic strain of cyanobacteria had a different response to environmental
stresses than the non-toxic ones suggesting a mechanistic difference between the two
strains of the same species. We strongly recommended that future studies for aquatic
life protection consider the effect that UV-B can have on many pesticides found in

watercourses.
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2.9 Supplementary material

Table 1S. Percentages of photosynthetic parameters'of M. aeruginosa CPCC632,
CPCC299 and S. obliquus CPCCS5 exposed to PAR light (188 pmol photons m?s™),
two intensities of UV-B light (0. Wm?and 0.2 Wm) and atrazine (0.1uM) at

2:30PM. ,
Species Parameters PAR Atz L-UV L-UV + Atz H-UV H-UV + Atz
M. aeruginosa Fyx 10%cell 100 111.8 (3.46) 123.5 (7.65)*  133.7 (5.93)* 129.8 (15.9)* 142.1 (14.15)*
CPCC299 Pdum 100 89.66 (321)*  83.8(543)* 769 (0.93)* 61.5 (4,14)* 649 (4.81)*
v 100 67.5 (7.68)* 81.0 (104)* 514 (437)* 62.1 (6.72)* 384 (3.53)**
NPQ 100 66.4 (4.82)* 85.7 (14.1)* 523 (8.15)** 62.3 (10,)* 59.5 (0.77)*
M. aeruginosa  Fyx 10%cell 100 124.5 (13.0) 228.2 (45.3)* 1779 (25.38)** 1459 (14.9)* 165.4 (3.40)**
CPCC632 du 100 89.8 (4.06)* 75*.3 (1.36) 65.3 (1.57)** 44.1 (0.84)* 578 (2.96)**
&’m 100 739 (1.07)* 68.3 (7.17)* 36.3 (6.90)** 143 (2.21)* 11.1 (9.67)*
NPQ 100 79.7 (10.5) 76.17 (20.9) 51.02 (501)* 469 (1.88)* 654 (9.11)*
S. obliquus Fy x 10%cell 100 143.1 (4.71)* 153.3 (12.93)* 154.6 (10.17)* 1272 (7.84)*  158.1 (6.32)**
A m 100 979 (18.17) 65.8 (32.2)* 554 (122)** 742 (791)* 363 (12.9)**
&’m 100 85.1 (0.99)* 60.5 (2.29)* 4]1.8 (4.81)** 63.6 (10.1)* 18.6 (2.57)**
NPQ 100 65.1(447)* 674 (20.64)*  30.7 (10.7)** 63.5 (12.3)* 15.1 (7.65)**

The symbol * represents significant difference (p< 0.05) from the control (PAR), the
symbol ** represents significant difference from the control (PAR), the atrazine
treatment (Atz) and the respective UV-B treatment (L-UV or H-UV). Analysis and
treatment means are from ANOVA (n=3).
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CONCLUSION GENERALE

L’industrialisation de notre société a engendré d’énormes changements au niveau
de I’environnement. L’utilisation d’insecticides et d’herbicides ainsi que la
destruction de la couche d’ozone en sont deux exemples. Plus notre société grandira,
plus ces changements seront importants et nombreux. Le nombre important de stress
environnementaux auxquelles sont exposés les écosystemes implique nécessairement
qu’ils peuvent interagir entre eux. L’étude de la combinaison de stress
environnementaux sur les organismes devient donc primordiale afin d’avoir un

pouvoir de prédiction et ainsi, de nous aider 4 mieux gérer ces nombreux

changements a venir.

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’effet de la combinaison de 1’atrazine,
un herbicide utilisé de fagon importante dans le monde, et de la radiation UV-B qui a
€té augmentée a la surface de la terre ces derniéres années, sur les organismes
phytoplanctoniques. En évaluant comment ces stress agissent sur la photosynthése de
ces organismes et en comparant la résistance de certaines especes il a été possible de
déterminer comment ces stress environnementaux pouvait débalancer les écosystémes

dans lesquels ils vivent.

Tout d’abord, les résultats obtenus lors de cette étude ont permis de voir que trois
heures de radiation UV-B combiné a 0,1pM d’atrazine engendre un important effet
négatif au niveau de la photosynthéese et ce, chez les trois phytoplanctons étudiés.
Puisque la photosynthése constitue la base de leur physiologie, I’inhibition de celle-ci
chez le phytoplancton peut mener non seulement & la détérioration de leur _
communauté, mais aussi a la réduction de leur qualité nutritive pour tous les autres
organismes qui s’en nourrissent. De plus, la comparaison des résultats des différents

parameétres photosynthétiques a démontré une énorme différence physiologique entre
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les trois phytoplanctons. Une différence entre 1’algue verte et la cyanobactérie était
naturellement attendue. Par contre, des résultats surprenants entre les deux souches de
la méme espéce de cyanobactéries a été dénoté, suggérant alors une différence
mécanistique entre les souches toxiques et non toxiques de cyanobacteries provenant

de la méme espéce.

Pour S. obliquus, un effet synergique au niveau de la photosynthése a été
démontré. Cet effet serait dii a la dégradation des pigments de caroténoides servant a
la protection contre les stress oxydatives et les exceés d’énergie lumineuse. L’effet de
’atrazine aurait donc été amplifi€ en raison de la dégradation des mécanismes de
protection du a I’exposition aux UV-B. Une diminution du NPQ chez S. obliquus liée
a la diminution du transport des €lectrons a aussi €té observée ainsi que 1’absence de
pigments de B-caroténe et une diminution de zéaxanthine. D’un autre c6té, la
diminution du NPQ observé chez M. aeruginosa serait davantage liée a la diminution

du ratio PC/APC menant a une réduction de 1’état de transition.

Avec ces résultats, il est possible d’avancer que S. obliquus serait plus sensible
que M. aeruginosa puisqu’aucun effet synergique n’a €été démontré chez cette
derniere. De plus, il a été possible de remarquer une plus grande sensibilité chez la
souche non toxique de M. aeruginosa. Sachant que les cyanobactéries constituent une
nourriture de moins bonne qualité que les algues vertes pour les différents organismes
qui s’en nourrissent, il est décevant d’observer que celles-ci sont plus susceptibles de
résister a de tel stress environnementaux. De plus, la résistance de la souche toxique
comparativement a celle non toxique est d’autant plus inqui€tante vu les nombreux
problémes de fleurs de cyanobactéries ces derniéres années. Considérant les résultats
surprenants obtenus lors de cette étude, nous recommandons que les futures

recherches au niveau de la protection de la vie aquatique prennent en compte 1’effet
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que peut avoir les radiations UV-B sur les différents pesticides retrouvées dans les

cours d’eau.
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