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RESUME

Les modifications de structure et de diversité cmamunautés biologiques au sein d’'un
écosysteme soumis a une perturbation, se traduggaméralement par la raréfaction, la
disparition d’espéces sensibles et/ou I'apparitiennouvelles espéces tolérantes ou par la
prolifération d’autres espéces tolérantes déjagomtés mais a une faible densité. Dans le cas
d’'une perturbation d’origine toxique, ceci a poanséquence une diminution de la sensibilité
globale de la communauté par rapport a la (aux)stanbe(s) responsable(s) de cette
modification de structure et de diversité. L’évaiona de la tolérance vis-a-vis d’'un toxique
peut donc nous permettre de révéler a posterexpbsition d’'une communauté biologique a
ce toxique, en mettant en évidence le lien entesgion et impact sur le compartiment
biotique d’'un écosysteme. Malgré de nombreux travexuce domaine, il reste cependant de
nombreuses lacunes scientifiques dans la compréneds cette tolérance induite par les
pollutions (PICT). Le modele d’étude retenu ediitdilm aquatique (ou périphyton), dont les
spécificités biologiques et écologiques en fonbutil d’étude trés intéressant.

Ce travail a permis de montrer que lintégration chncept PICT comme un outil
complémentaire dans les systémes d'évaluation amementale donnerait plus de
pertinence écologique et de spécificité écotoxgigioe a la batterie actuelle des bio-
indicateurs utilisés.

Par ailleurs, le PICT est aussi une approche cénelp, a I'échelle des communautés,
tres riche et qui confirme I'intérét d’aborder laoxicologie avec le regard de I'écologue
plus holistique que celui du toxicologue. En efflets mesures de tolérance-induite qui
prennent en compte la diversité fonctionnelle difilon, ainsi que les analyses taxonomiques
associées, nous ont permis une meilleure comprigimeds la résistance et de la résilience de
cet écosysteme suite a des perturbations d’origmmique. Nos travaux nous ont aussi
permis d’aborder le concept des seuils de résistahde résilience écologiques, et de mettre
en évidence le fait qu'une acquisition de toléraacm stress donné, pourrait se traduire par le
déplacement des communautés d’un état initial werétat « alternatif » stable, méme apres
le retrait du stress. Ces seuils écologiques gjinsicet état alternatif stable signifient que la
disparition des especes les plus sensibles (corfunedés processus expliquant le PICT)
n'affecte donc pas les fonctions de la communaatés dson ensemble au début et ce
seulement jusqu’a un certain seuil de résistaneePICT pourrait ainsi se traduire par une

réduction de la diversité ou avec des modificatidass la composition spécifique, sans pour



autant qu’il y ait un effet négatif sur le fonctirmment de la communauté. Cependant, la
capacité des communautés a devenir tolérantes a pemerbation peut avoir des
conséquences négatives sur les capacités denésikt de résistance des écosystémes. Nous
avons donc abordé dans nos travaux le conceptcdeatérance négative entre especes » et

de colt de la tolérance.



ABSTRACT

Changes in structure and diversity of biologicahaaunities within ecosystems subjected
to disturbances, are generally synonymous of theciyg, loss and/or the emergence of new
tolerant species or by the proliferation of otheedes already present but at low density. This
leads to a decrease in the overall sensitivity i@ tommunity toward the substance(s)
responsible for this change of community structarel diversity. The evaluation (and if
possible the quantification) of tolerance towardexacant may therefore enable us to re\geal
posteriorithe exposure of a biological community to thisi¢axt (its exposure history), and
demonstrate the specific link between pressureimpact on the biotic compartment of an
ecosystem and, more generally, on the ecosystepsit@eiumerous studies in this area, there
are still many gaps in scientific understanding tbé pollution induced-tolerance. The
biological model that we used is the lotic biofilfar periphyton) whose biological and
ecological characteristics make it a very intengstool for study.

This work has shown firstly that the integrationtb& acquired tolerance concept as a
complementary tool in the environmental assessmgstems would allow more ecological
relevance and ecotoxicological specificity to therent set of used bio-indicators.

Furthermore, the PICT is also a conceptual appradcthe community level, which
confirms the interest to address ecotoxicology ftbmviewpoint of the ecologist that is more
holistic than the toxicologist one. Indeed, measwkepollution-induced tolerance, by taking
into account the functional diversity of biofilmand the associated taxonomic analysis,
allowed to have a better understanding of resistamcl resilience of the ecosystem submitted
to chemical perturbations. Our works enabled uadkle the concept of ecological thresholds
of resistance and resilience, and to highlightffe that enhanced tolerance to a given stress,
could result in the displacement of communitiesrfran initial state to an « alternative »
stable state, even after the stress removal. Theesegical thresholds and the alternative
stable state mean that the disappearance of thesestive species (as a process explaining
the PICT) does not affect the functions of the camity until reaching a threshold of
resistance. Thus the PICT could corresponds taaction in diversity or changes in species
composition, without having a negative effect oa filmnctioning of the community. However,
the ability of communities to be tolerant towardtdrbance can have negative consequences
on the resilience and resistance of ecosystemssegoently, we adressed in our work the
concept of "negative co-tolerance between speaied'costs of tolerance
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Avant-propos

CADRE GENERAL ET PROBLEMATIQUE

Les écosystémes assurent de tres nombreuses fanetiqorocessus de transferts et de
transformations physicobiochimiques. Face a laatfgion généralisée de I'environnement,
conséquence du développement des sociétés humaneedes manieres de quantifier I'utilité
des écosystemes pour ces sociétés a été d'enfigletds « services rendus ».. Depuis la
conférence de Rio, et avec Millenium Ecosystems assessm@WiA, 2005), ces services
écologiques ou services écosystémiquemmencent a étre caractérisés et quantifiés, et
certains tentent de leur attribuer une valeur ésogoe (codt de production ou de
restauration). Durant les dernieres décenniesadegités humaines ont modifié la qualité de
ces écosystemes plus rapidement et plus profondéguésu cours de toute autre période
comparable de I'histoire de I'humanité, menacandi & capacité des écosystemes a assurer la
pérennité des services écologiques gu'ils fournisse

En tant qu’écosystéemes récepteurs, les milieux tapes sont particulierement
vulnérables aux différentes pressions anthropiguésont de graves conséquences sur la
biodiversité de ces écosystémes et sur leur famtiment. Depuis quelques années, au-dela
du constat de pollution d’'un milieu, se sont déppkes les notions, plus ou moins précises,
de «santé des écosystemes » et de «bon étaigi@ao> (Costanza et Mageau 1999)
impliquant une approche plus globale du milieu éiqua. Dans ce contexte, les pouvoirs
publics européens se sont intéressés a cette ndt&at écologiqgue des écosystémes
aguatiques, en visant comme obijectif final une @raion nette de leur qualité (ce qui
implique leur restauration) ainsi que leur conseovapour les générations futures. De ce fait,
de tres nombreux travaux de recherche se sontajipés sur cette question, en étudiant en
particulier les relations entre le niveau de comtation des milieux et les impacts possibles
sur les organismes ou les écosystemes aquatiqaks, (B009). Un des grands enjeux actuel
est (1) d’élargir la connaissance de la biodivérsitla connaissance des liens biodiversité-
fonctions au sein des communautés et des écosystr(®) de traduire cette connaissance en
outil d'aide a la gestion des milieu. Un autre gragnjeu est la prise en compte des
changements de nature de la pression polluante; &vemultiplication de composés

xénobiotiques actifs a de faibles doses. Ces engusi que celui des indicateurs, ont été



bien analysés dans le n°1 de la revue SciencesEaarritoires, (SET, n°1, Pont et Garric
Coordonateurs).

Parmi les biocénoses aquatiques, les communau@shignnes qui se développent en
agrégats dénommeés biofillsont des acteurs clés dans le fonctionnement @jédés cours
d'eau. En effet, par leur position a la base dueaastrophique et leurs capacités
enzymatiques, les microorganismes eucaryotes eapates les constituant interviennent de
maniére prépondérante dans différents processusgépoes fondamentaux, tels que la
production primaire, assurée par les organismestraphes, ou la dégradation de la matiere
organique et le recyclage des nutriments, assamélep organismes hétérotrophes. C’est donc
une communauté diversifiée particulierement insapte a étudier et pertinente pour aborder
I'effet de substances polluantes ou toxiques.

Au sein des écosystémes, les effets toxiques désapts sur cette biocénose peuvent
entrainer des changements au niveau de leur di&eisien conséquence, des modifications
d’interactions entre les organismes d’une communa&ttdes modifications des processus
biologiques qui s’y déroulent (Clements et Newm&92). En outre, ces changements se
traduisent généralement par une adaptation etéleeti®n des organismes les plus tolérants a
ces toxiques, ayant pour conséquence un accroigsede la tolérance globale des
communautés. C’est sur cette constatation que olecept PICT (pollution-induced
community tolerance ou acquisition de toléranceuited par la pollution) a été proposé
(Blanck et al. 1988). Le concept PICT est donc basé sur le dailtne communauté
biologique naturelle est constituée de différentaxeons » (espéces, souches, clones) ayant
des sensibilités variables vis-a-vis d’'un toxiquamé. L’exposition d’'une communauté a ce
toxique se traduira par la sélection des organidemplus tolérants ou la mise en place de
mécanismes de détoxication. La communauté réselfmésentera alors, dans son ensembile,
une tolérance spécifique vis-a-vis du toxique <Sepée a celle d’'une communauté
comparable mais n'ayant pas subit de pression eted par ce toxique (Bérard et al.
2002).

Deux approches complémentaires sont possibleséyalumer la réponse microbienne a un
stress environnemental : une approche orientéel'étusle structurale des communautés et
une approche fonctionnelle basée généralementessuivi d’activitées métaboliques. Le
concept PICT englobe ces deux approches puisquiiespond d’abord a des mesures de la
sensibilité des communautés biologiques via des testoxicité aigué (mesure de I'inhibition

L voir le chapitre A « Introduction générale et $ygte bibliographique » pour plus de détails sdéfition
des biofilms.



d’'un parametre fonctionnel par un toxique) qui voohfirmer I'hypothése de la tolérance
acquise, et ensuite ces mesures sont associées anakyses structurelles qui vont étayer
I'hypothése de sélection exercée par le polluant.

Actuellement, les nombreux outils de bioindicatidéveloppés pour I'évaluation de la
gualité des milieux aquatiques ne permettent pa@uos d’identifier des liens de causalité
entre un polluant particulier (en particulier taxé] et un effetLa démarche PICT serait
alors un complément approprié pour mesurer I'importance d’'une perturbation de
nature toxique subie par les communautés, puisqulel permet de renseigner sur un
historique d’exposition aux toxiques (non pas sur me contamination ponctuelle du
milieu), et d’établir ainsi une causalité entre prgsion et impact. Finalement, le PICT,
tout en restant spécifigue au stress d'origine togue, permet par son approche

« communauté et fonction », l'introduction de « plg d'écologie en écotoxicologie »

OBJECTIFS ET HYPOTHESES POSEES

En dépit des nombreux avantages que le concept Bftd dans la compréhension des
conséguences de la pollution anthropique des miliaquatiques, quelques incertitudes
subsistent encore quant a son utilisation commeutih de routine dans I'évaluation de la
gualité des milieux.

L'objectif de ce travail de thése est en premieulid’ordre cognitif en cherchaat
approfondir notre compréhension de la significationécologique de I'acquisition de la
tolérance des communautés microbiennedes biofilms de rivieres & une contamination par
des xénobiotiques (pesticides et métaux lourds) :

(1) quelles sont les causes (facteurs externes eh@deu périphyton) de I'acquisition de

tolérance ?

(2) quelles sont les conséquences de l'acquisitiomléeaince d’'un point de vue structure

et fonctions du biofilm ?

e et en second lieu une approche plus pratiqueea déboucher sur haise au point d’'un
bioindicateur de pollution des milieux aquatiques basé sur la méthode PIQTtdisation
des communautés biologiques des biofilms en tamthgodele biologique.

Afin de pouvoir répondre au mieux aux questionsepesdifférentes hypothéses ont été

élaborées, basées en partie sur les connaissaokedles, acquises dans le domaine de



I'évaluation de la qualité des milieux ainsi que $&s lacunes que peuvent présenter ces
connaissances :

(1) la_premiére hypothésest basée sur le fait gles changements fonctionnels au sein

des communautés microbiennes du biofilm résultant @ la tolérance induite par un
pesticide ou un métal lourd, ne peuvent pas étre Ectérisés en ne ciblant qu’une partie
des composantes microbiennes du périphyto(soit autotrophes, soit hétérotrophes). De
plus, actuellement non seulement peu d’outils fonciels sont proposés dans une approche
PICT, mais généralement ces derniers sont basé&dmmarporation d’éléments radioactifs
(i.e. **C, leucine ou thymidine tritiées) non accessiblésus les laboratoires. C’est pour cela
gue différents parameétres fonctionnels, simplesnglei et qui ciblent les différents groupes
fonctionnels du biofilm seront proposés. Ces dpsaurs nous permettront en premier lieu,
une meilleure compréhension des interactions egtapes fonctionnels au sein du
périphyton pouvant résulter de I'acquisition deetahce. En second lieu, ils pourront, selon
leur pertinence écologique, étre éventuellementgsés comme outils d’évaluation du PICT.
(2) la_deuxieme hypothéspropose quda tolérance acquise vis-a-vis d’'un toxique

donné, serait fortement dépendante des facteurs emannementaux. Nous proposons
donc, pour une meilleure compréhension du concépt Pd’étudier l'interaction de ces
facteurs (et dans notre cas nous avons choisidspptore, pour des raisons de réalisme avec
notre site d’étude), sur les communautés microl@endu biofilm impactées par des
pollutions anthropiques.

(3) la_troisieme _hypothésguggere que l'acquisition de tolérance vis-a-vis atress par

les communautés microbiennes du biofilm pourradirades conséquences sur les capacités
de tolérance de ces mémes communautés a un nostreas. En effet, I'exposition & un
toxique pourrait induire un élargissement de la m&nde tolérance (i.e. co-tolérance) mais
aussi de la sensibilité (i.e. colt de la tolérangs}a-vis d’'un autre toxique auquel les
communautés microbiennes n'ont jamais été exposéiesix comprendre ces conséquences
de la tolérance induite pourrait nous permettréua f[ong terme non seulement d’en évaluer
son «codt écologique », mais aussi de proposedéamarche de sélection de molécules
modele pour des applications PICT ultérieures.

(4) les chroniques de flux de pesticides peuvent &€mement variables en termes de
concentration, nature des polluants, durée deérdiffs épisodes, hydrologie associée (crues
notamment). On constate par ailleurs une varigbitémporelle de la tolérance des

communautés microbiennes des biofilms aux pestcidine quatrieme hypothese été

formulée, et stipule que la nature ainsi que laédudes chroniques d’exposition pourrait



influencer l'intensité de l'impact des phytosaniai sur la biologie des systemes et en

particulier sur la tolérance induite des commursaut&robiennes du biofilm exposées.

PRESENTATION DU MANUSCRIT

Ce mémoire s’organise en quatre chapitres pringipau

¢ Le CHAPITRE A, bibliographique, dans le quel nous présentonsapercu sur

'influence des activités humaines sur la qualigs dnilieux lotiques (d’'un point de vue
réglementaire mais aussi scientifique), ainsi cege différents outils mis en place pour la
caractériser. Un intérét tout particulier est peréles biofilms de rivieres en tant que modele
biologique et sur leur utilisation dans le concedpt la tolérance induite par la pollution
(PICT). Une synthése bibliographique sur le con&dQIT est présentée a la fin de ce chapitre
sous le titre « Microbial pollution-induced commiyniolerance »drticle 1). Cette synthése
constitue un des chapitres du livre « Toleranc&rtgironmental Contaminants » édité pour
CRC Press par Amiard-Triquet, C., Rainbow, P.Rahéo, M.

¢ Le CHAPITRE B est consacré a la présentation du matériel et ndéhodes

d’analyse utilisés au cours des différentes expéeg. Ce chapitre inclus un article intitulé
«Use of the MicroResfl method to assess pollution-induced community talegao metals
for lotic biofilms» et qui a été publié dagsivironmental Pollution(article 2).

¢ Les résultats obtenus sont ensuite détaillés euwds dans I€HAPITRE C qui

s’articule autour de trois parties structurées @mction de nos hypothéses de travail. La
premiere partie aborde la pertinence des descriptéanctionnels du PICT, ainsi que
linfluence d'un gradient de phosphore sur cettééremce acquise des communautés
microbiennes des biofilms vis a vis d'un pesticeted’'un métal lourd. Cette section a fait
I'objet d'une publication intitulée « P dependence of the tolerance of autotrophic and
heterotrophic biofilm communities to copper andrdiu» et publiée danéquatic Toxicology
(article 3).

La deuxieme partie de ce chapitre relative aux @pmsnces de I'acquisition de tolérance
par les communautés hétérotrophes et phototroeekidfiims dans un contexte de pollution
multiple par les métaux lourds, est présentée Eotmme d’un article dont le titre est « An
experimental study on tolerance patterns to mealtipletal exposures of heterotrophic and
autotrophic biofilm communities » et soumis a laue Science of the Total Environment
(article 4).



La troisieme partie est consacrée a I'étude déu@mce des chroniques d’exposition aux
polluants, en terme d’intensité et de durée, sutolérance acquise des communautés
microbiennes des biofilms. Cette section a faibjed de deux articles : le premier concernant
les impacts d’expositions chroniques et aigués a herbicide (i.e. diuron) sur les
communautés autotrophes du biofilm est intitulénpdct of chronic and acute pesticide
concentrations on autotrophic periphyton commustitigesting exposure scenarios and
pesticide partitioning » et publié dans la re8agence of the Total Environmeatticle 5), et
le deuxieme concernant I'évolution spatio-temperell PICT est intitulé kn-situ spatio-
temporal evolution of pollution-induced communitylerance to zinc in autotrophic and
heterotrophic biofilm communities » et soumis aglaueEcotoxicology(article 6).

¢ Le CHAPITRE D présente une synthése des principales conclugigineposent sur

les résultats obtenus au cours de ce travail, gnsiles perspectives de recherche qui en
découlent.

¢ Les deux derniéres parties de ce manuscrit comelgmd aux références
bibliographiques, et a quatre publications présentées aemexes. (1) « Responses of
chronically contaminated biofilms to short pulséslioron. An experimental study simulating
flooding events in a small river » (Tlili et al. @8. Aquatic Toxicology; (2) « Les biofilms
aquatiques : dans quelle mesure permettent-ilsodgpendre l'effet des pesticides sur le
fonctionnement des cours d'eau ? Exemple en zongigihmble. » (Pesce et al. 2009.
Ingénieries-EAT ; (3) « Recovery potential of periphytic commigstin a river impacted by
a vineyard watershed. » (Morin et al. 20E@ological Indicator} ; (4) « The periphyton as a
multimetric bioindicator to assess the impact afdlause on river: an overview on the

Ardieres-Morcille experimental watershed (Franee()Montuelle et al. 201MHydrobiologig).
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Chapitre A. Introduction générale et synthese
bibliographique

L’état écologique d'un cours d'eau est caractémpse ses difféerentes composantes
abiotiques (caractéres physiques, hydrologiqugshgsico-chimiques) et biotiques (diversité
et dynamique des biocénoses). Pour évaluer cet ietddut donc réaliser une analyse
multidisciplinaire de cet écosysteme et du temétaju’il traverse (le bassin versant), en
étudiant d’'une part la géologie et la typographie mdilieu ainsi que les caractéristiques
physico-chimiques de I'eau et du sol, et d’autre fmbiodiversité et les processus bio-géo-
ecologiques associés. Dans le cadre de cette étads,avons abordé I'état écologique des
cours d’eau selon une démarche d'écotoxicologigréeisant les effets des perturbations
anthropiques (contexte de pollutions) sur la biosén

Dans ce chapitre introductif, nous présentons uercapsur l'influence des activités
humaines sur cet état écologique des milieux leggi’un point de vue réglementaire mais
aussi scientifique), ainsi que les différents sutilis en place pour la caractériser. Un intérét
tout particulier est porté sur les biofilms de énds en tant que modeéle biologique et sur leur
utilisation dans le concept de la tolérance indpde la pollution (PICT). C’est a travers ce

concept que nous avons développé notre étude.

A.l. Pollution des milieux aquatiques: contexte rglementaire et
scientifique

Les bassins versants des rivieres présentent daposantes physiques, chimiques et
biologiques, interconnectées et soumises aux @rgates régimes hydrauliques de I'eau. En
conséqguence, toutes les modifications survenaniveau de ces bassins versants pourraient
avoir des implications néfastes plus en aval, enpromettre ainsi la viabilité des
écosystemes aquatiques récepteurs (Allan et ar)1@&ie ce soit d'une maniére consciente,
accidentelle ou par manque d’informations, lesvéaés humaines qui se sont intensifiées ces
derniere décennies, ont conduit, via des rejetgeslet liquides, a des changements
importants dans les milieux aquatiques. Ce faisad,rejets ont entrainé une dégradation de
I'état écologique et chimique de ces milieux etactg les multiples « services écologiques »
fournis par les rivieres, tels que leur capaciépprovisionner en eau les besoins domestiques
ou industriels, leur capacité a recycler les masiezxogenes leur pouvoir auto-épurateur,

(Edeline 2001) ou encore leur capacité a soutarerhiodiversité adaptée a leur état initial.



Les activités humaines, présentent donc a I'éctllgpaysage, la principale menace pour
l'intégrité écologique des rivieres, impactant aiftsabitat, la qualité de I'eau et les biotas
(figure 1, Bernot et al. 2010, Norris et al. 200Parmi ces menaces, les pollutions sont
susceptibles d’agir directement et indirectememtlasi biocénoses aquatiques (Clements et
Rohr, 2009).

A.1.1. Origines et natures des pollutions (figure L

Les principales sources de la pollution de I'eauveat étre groupées en deux catégories
selon leur type :

(1) Les pollutions ponctuelles correspondent & des apports directs et localsa$ois
temporaires de substances chimiques dans les dmas et sont liées par exemple a des
rejets d’effluents urbains ou industriels. Une pidin ponctuelle peut étre issue de plusieurs
sources géographiquement localisables proches Hes des autres, peu nombreuses et
parfaitement dénombrables.

(2) Lespollutions diffusessont dues a des rejets issus de toute la surfaceetritoire et
transmis aux milieux aquatiques de facon indirepts, ruissellement ou infiltration, sous
l'influence de la force d'entrainement des eauxpeavenance des précipitations ou des
irrigations. Les pratiques agricoles ou minieresveat étre a l'origine de pollutions diffuses
par entrainement de produits polluants dans les gaiupercolent ou ruissellent. La pollution
diffuse est d'autant plus difficile a contréler ede nombre de sites émetteurs est important et
gue la collecte des eaux contaminées difficile.

De facon complémentaire, selon la nature des puluane autre classification de la
pollution des milieux aquatiques peut étre adop@e. distingue deux types majeurs de
pollution :

(1) La pollution trophique (eutrophisation) qui se produit lorsqu’un miliexcoit trop de
matieres nutritives assimilables par les alguesyahobactéries) et que celles-ci proliféerent.
Les principaux nutriments a l'origine de ce phénnengont le phosphore (essentiellement
sous forme de phosphates) et I'azote (contenu KEmsonium, les nitrates, et les nitrites).
Leur apport en grande quantité par les effluentscalgs et urbains est responsable de
'eutrophisation, de I'écosysteme aquatique corahtisainsi a sa dégradation (Karaer et
Kucukballi, 2006).

(2) La pollution toxique : les principaux toxiques rencontrés dans I'emviesnent lors
des pollutions chronigques ou aigués sont généraledes métaux lourds (plomb, mercure,

cadmium, zinc...), des halogenes (chlore, bromayrfliode), des molécules organiques



complexes d'origine synthétique (xénobiotiquesstipigles...) ou naturelle (hydrocarbures).
La pollution toxique peut provenir des rejets poetd (industries, stations d'épuration
urbaines,...), et/ou de rejets diffus moins biennes (épandage de pesticides en agriculture,
retombées de micropolluants émis dans l'atmosphérees substances toxiques déversées
dans le milieu aquatique, ont des effets dommageabur ’'homme, la faune et la flore.
Elles contribuent a I'appauvrissement biologique éeosystemes aquatiques et en réduisent
les usages. Certaines d’entre elles peuvent s’adesmndans les étres vivants (bio-
concentration), et passer d’'un maillon du réseaphigue a un autre (bio-amplification).
Elles entrainent des dommages importants pourdedil&es biologiques (Serra 2009, IFEN
2010).

Enfin, pour mémoire, il est juste rappelé ici, temséquences négatives des changements
physiques apportés aux milieux aquatiques (chexialig destruction des habitats rivulaires,
extraction de granulats,..) qui peuvent amplifesr tonséquences des apports chimigues.

Barrages

Industries miniéres - ¥ ﬁ?«

S b Rectification des

Agricultures,
irrigation, élevage

Urbanisation

Piscicultures

Figure 1 Schéma de la diversité des usages sur un bassant@t des causes de dégradation
possible des milieux aquatiques (source : DIREN)



A.1.2. Contexte réglementaire

Suite au constat relatif a la dégradation génémles milieux aquatiques, les pouvoirs
publics en Europe ainsi que le Parlement et le €ibEsiropéen, ont adopté en octobre 2000
la Directive-Cadre sur I'eau (DCE) (2000/60/CE)oljectif de I'Union Européenne est
d’établir ainsi un cadre global pour une politiqgenmunautaire dans le domaine de I'eau et
d’atteindre a I'horizon 2015 un « bon état écologioe de ses eaux de surfaces, souterraines
et cotieres. La mise en place de la DCE se tramtinitipalement en deux phases : établir en
premier lieu un diagnostic général de I'état delennx et mettre en place un réseau de suivi,
et ensuite engager des actions de restauratiofesunilieux n'ayant pas atteint le « bon
état ». Pour tenir compte de la diversité des mys$eaquatiques, la notion de « masses
d'eau » a été introduite pour définir des objecBf¥cifigues et adaptées aux systémes
considérés (par ex., ruisseaux de tétes de bgsamjs fleuves,... Enfin, une prise en compte
des facteurs environnementaux régionaux s’estéévetcessaire pour définir des objectifs de
qualité réalistes (définition d’hydroécorégions).

La phase de diagnostic commence d’abord par latégisation typologique des milieux
sur des criteres purement physiques et qui incldent un cadre géographique (géologie,
altitude et taille des cours d’eau). Cette prem&eactérisation a pour objectif d’établir un
systeme de référence par type de cours d’eauy étypdaoécorégion et ceci afin de permettre
des comparaisons a l'échelle de I'Europe. La denziéttape clé dans cette phase de
diagnostic, est évidemment |'évaluation de I'établégique des cours d’eau, via une
spatialisation des pressions anthropiques. L’aataburs d’eau sera d’abord déterminé sur la
base de deux criteres : (1) hydromorphologiqu&epkysicochimique, qui vont soutenir par
la suite un troisieme critére, a savoir la qualitélogique des cours d’eau (Wasson et al.
2001).

(1) L’hydromorphologie des cours d’eau est caractérns# trois points :

. Le régime hydrologique (quantité et dynamique dbitdd’eau, connexion aux
masses d’eau souterraines...).

. La continuité de la riviere (transfert de sédimenys

. Les conditions morphologiques (profondeur et largeucours d’eau, structure du
lit et de larive...).

(2) La qualité physicochimique est quant a elle éwalaépartir de la présence de trois
éléments :

¢ Les macro-polluants, comme par exemple les mat&resispension ou les nutriments

(qui ne sont considérés comme néfastes qu’a desfddses).
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& Les micro-polluants minéraux, tels que les métauxds et qui peuvent étre toxiques
méme a de faibles doses. Ces micro-polluants pééwend’origine naturelle ou anthropique.

¢ Les micro-polluants synthétiqgues (xénobiotiquegls tque les pesticides et les
biocides et qui ne sont que d’origine anthropiques.
(3) La qualité biologique est évaluée principalemeat putilisation de bio-indicateurs
spécifiques, standardisés et normalisés, calculéapport a I'état biologique de peuplements
de zones de référence. Ces bio-indicateurs, tsaduit format numérique par une note,
s’appuient sur des métrigues qualitatives et qtaives (composition taxonomique,
abondance et biomasse, taxons sensibles...) etitcenstdes indices basés sur quatre
groupes biologiques : les poissons (Indice PoisgomRiviere, IPR), les invertébrés (Indice
Biologique Global Normalisé, IBGN), la flore aguate (Indice biologique des Macrophytes
en Rivieres, IBMR) et le phytoplancton (Indice Rigiqgue Diatomique, IBD) (voir section
1.1.3.2 pour plus de détails).

Cependant, en plus de I'approche « appliquée estirmdtion des gestionnaires, la mise en
place de la DCE souléve aussi de nombreuses guestiordre scientifique et notamment
celle de la définition d'un « bon état écologiqude>I'’écosysteme. En effet, cette notion va
au-dela d’'une simple mesure par parametre, et denglober une vision plus globale de la
compréhension des processus complexes impliqués tarfonctionnement du milieu
(Wasson et al. 2003).

Par ailleurs, L’'Union européenne (UE) a mis en @lan 2006 le systeme REACH,
d’enregistrement, d’évaluation, d’autorisation &t istrictions des substances chimiques.
Cette directive REACH (Réglement (CE) n° 1907/2006inpléte la directive européenne
91/414 qui prévoit I'évaluation des risques ass@éx usages agricoles dpssticides.
REACH oblige les entreprises qui fabriquent et inbgat des substances chimiques a évaluer
les risques résultant de leur utilisation et a grerles mesures nécessaires pour gérer tout
risque identifié. Ces substances chimiques, ericpher les pesticides, font donc I'objet
d’'une évaluation au niveau européen et nationalneaiére par exemple, a caractériser le
risque a priori — pour l'agriculteur, le consommateur et I'envinement. Le risque pour
'environnement est évalué en comparant I'expasigbles effets possibles du toxique. C’est
sur la base d’essais écotoxiques normalisés quisaquee est caractérisé, mais il est souvent
nécessaire de réaliser une évaluation plus apmt@oqui prenne en compte la réactivité des
milieux naturels (approches milieux naturels, ctitges par des approches expérimentales
en cosmes). De plus, une fois la substance chimjgoiee sa formulation phytosanitaire

commerciale) homologuée, il est nécessaire d’awoisuivi des impacts du toxique dans les
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milieux naturels et en particulier dans les milieaguatiques réceptacles potentiels de

pollutions, afin d’avoir un retour entre risgagriori et risquea posterioriévalués.

A.1.3. Contexte scientifique

A.l.3.a. Pollutions et état écologique des couead’: une question de relation entre diversité
et fonction

Un écosysteme, dans ses aspects fondamentauxqumpéi transformation, la circulation
et 'accumulation d’énergie et de matiere par léest vivants. La photosynthése, la
phytophagie, la prédation, le parasitisme, la sy les activités de décomposition des
matiéres organiques représentent les principauxepsus biologiques responsables du
transport et du stockage de la matiere et de kpeekes interactions des organismes engages
dans ces activités en fournissent les circuits idiilolition. Les écologistes étudient depuis
longtemps la fonction (réle) écologique des diffdes espéces. Ces fonctions regroupent
'ensemble des processus liés a I'écologie et aolidion, tels que les flux génétiques
(dispersion des genes...), les cycles des élémentiifauet la réponse aux perturbations.
Leur étude porte sur la maniére dont les difféentemposantes des écosystemes, comme par
exemple I'énergie, les biomasses et les typeséatespévoluent au cours du temps.

Au sein des écosystemes aquatiques, les effetguisides polluants entrainent des
changements de la biodiversité et, en conséqueesemodifications d’interactions entre les
organismes d’'une communauté et les modifications pecessus biologiques qui sy
déroulent. Si le concept de la biodiversité, ains celui de réseau trophique, sont assez bien
définis dans la littérature (DeLorenzo et al., 199%st difficile de mettre en évidence le lien
entre la biodiversité d’un milieu naturel et leansferts d’énergie et de matiere au sein de ce
réseau. D’apres de nombreuses études, la biod&ersntribue d’'une fagcon générale a la
capacité de résilience ainsi qu’'a la stabilité dawosysteme (Chapin et al., 2000 ; Hooper et
al., 2002 ; Loreau et al., 2002). Cette hypotheséac diversité-stabilité » considere que la
biodiversité constitue une « police d’assurancewr g’écosysteme, en pouvant minimiser
ainsi les effets des perturbations qu’il risquesdbir (Chapin et al., 2000). Cette capacité est
basée sur le fait que dans une milieu donné, dtexde nombreuses espéeces qui assurent les
mémes fonctions (redondance fonctionnelle) maisc ades abondances différentes, des
capacités de croissance, de compétition et de isaliion variables. Dans le cas ou l'une
d’entre elles viendrait a disparaitre, suite a pagurbation, les autres prendraient le relais
pour assurer le maintien du bon fonctionnementa®s$ysteme (Hooper et al., 2002 ; Pearce

et Moran 1993). Le bon état écologique d’'un cotesu pourrait donc se caractériser par sa
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biodiversité taxonomique ainsi que par une divérsitune stabilité des transferts d’énergie et
de matiére au sein d’'un méme niveau trophique £trelations (consommation, compétition,

commensalisme,...) entre les niveaux trophiques (Dretml., 2000).

A.1.3.b. Outils d’évaluation des pollutions : entéalisme et réductionnisme

L’évaluation de la qualité des milieux aquatiquepase donc en partie sur des criteres
chimiques tels que les natures et les concentsties polluants (IFEN, 2007) et physiques
tels que la topographie, la géologie et 'hydrobofCarluer et De Marsily, 2004 ; Lagacherie
et al.,, 2006). Méme si cette approche physico-ajumiest incontournable, elle possede de
nombreuses limites (informations ponctuelles, p&s rénseignement sur les risques
ecotoxiques liés aux contaminations, de nhombrecesaintes d’'un point de vue analytique
(nombre de molécules et produits de dégradatiomesemolécules a analyser importants,
molécules inconnues, limites de détection et dentifiGation...). Par exemple, dans les
années 1990, le Ministere de I'Aménagement du tderiet de I'Environnement (MATE) et
les agences de l'eau ont mis au point des outigaldiation de la qualité des milieux
aquatiques basés en partie sur ces critéres ets@ous le nom de Systémes d'Evaluation de
la Qualité (SEQ). En ce qui concerne les micropuits, les grilles d’interprétations du SEQ-
Eau étaient basées sur des valeurs seuils, ellemesébasées sur les données
ecotoxicologiques de la littérature et comparéescmncentrations mesurées dans le milieu.
Cette méthode, inspirée de celle de I'évaluatios dsques, ayant pour intérét pratique
I'identification d'éventuels problemes de qualité tleau et la définition d'objectifs de
gestion, restait donc inféodée aux suivis analggdu milieu. En résumé, les analyses
physico-chimiques, malgré leur importance, ne safft donc pas a tirer des conclusions sur
I'état des milieux aquatiques soumis a des pressaothropiques. Les approches biologiques,
écologiques et, plus récemment écotoxicologiquesgselent indispensables pour une telle
évaluation.

Lagadic et Caquet (1998) proposent ainsi trois auxestratégiques et chronologiques
dans I'évaluation biologiqum situ de la qualité des milieux aquatiques. Le premstruae
mesure chimique des concentrations des substarmes lés organismes, suite a leur
exposition (absorption, bioaccumulation...). Le setoniveau est une mesure de
biomarqueurs qui correspondent a des changemerashifiques, physiologiques,
immunologiques, histologiques, morphologiques, et domportement, a [I'échelle
individuelle, en réponse a au moins une substamxgue (Walker et al., 1998). Enfin, le
troisieme niveau, est une mesure d’effet sur lesmnconautés avec I'utilisation de

bioindicateurs (espéces ou groupes d’especes)ialégignent des espéces biologiques ou
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animales qui, du fait de leurs particularités égmoes, constituent I'indication précoce de
modifications biotiques ou abiotiques de I'envirem@nt dues a des activités humaines (Ham
et al., 1997). Actuellement en France, les indinatebiocénotiques validés par une
normalisation AFNOR sont au nombre de 5:

(1) Iindice biologique global normalisdBGN, 1992 NF T90-350) qui est un outil de
bioindication standardisé, utilisé en écologie ehndé sur I'étude des macro-invertébrés
benthiques d’eau douce qui sont récoltés suivaptrotocole d’échantillonnage normalisé.

(2) I'indice biologique macrophytique en rivierlBMR , 2003 NF T90-395) est fondé sur
'examen des macrophytes pour déterminer le statyghique des rivieres, et qui traduit
essentiellement le degré de trophie lié a des tersuammonium et phosphates, ainsi qu’aux
pollutions organiques les plus flagrantes.

(3) I'indice biologique diatomiquelBD, 2000 NF T90-354) est un outil d’investigation
pratigue de I'évaluation de la qualité des eaux @énig disposition des gestionnaires des
milieux aquatiques et applicable a I'ensemble dessd’eau de France. Cet indice est établi
selon la présence de diatomées, organismes pantamkent sensibles aux variations
environnementales et notamment aux pollutions ogg&s, nutritives (azote, phosphore),
salines, acides ou thermiques. Cet indice a ébédan partir d'une base de données (toujours
alimentée) et d'un travail statistique et de maxdlon original (réseaux artificiels de
neurones).

(4) I'indice oligochétes de bio-indication des seédinge{fOBS, 2002 NF T90-390)
permettant I'évaluation de la qualité biologiques dédiments fins ou sableux permanents ou
stables des cours d'eau. Cet indice est basé sdeskription et le comptage de taxons
d'oligochétes et fait apparaitre les incidenceslo@§mue des rejets polluants (charge
organique ; micro-polluants organiques et métadigju

(5) I'indice poisson en rivierelPR, 2004 NF T90-334) qui mesure sur un linéaire de
court d’eau I'écart entre la composition d'un pempént présent (détermineé aprés péche
électrique) et la composition du peuplement atteedwondition de référence. Il répond a

différentes perturbations concernant la chimie'eul mais aussi I’habitat physique.

Du fait qu’ils ont été congus pour évaluer une camauté par rapport a une référence,
I'IBD, I'IBGN et I'IPR sont les trois indices prirpalement utilisés en France.

Cependant, d'une maniere générale ces indicesma¥ des limites d'utilisation, liés au
fait: (1) qu’ils reposent principalement sur I'dyse des caractéristiques structurelles

(statistiques taxonomiques et abondance) des coaut®s) (2) qu’ils ne tiennent pas compte
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des modifications physiologiques (croissance, @ésvmeétaboliques) que peuvent subir les
communautés biologiques suite a des perturbatiangythe anthropiques et (3) gu’ils ne sont
pas, en leur état actuel, de bons indicateurs Higtipos toxiques.

En complément a ces informations obtenues surrggnsmes et les communautés en
place dans le milieu étudié, la mise en ceuvre dehodes et techniques de I'écotoxicologie
peut apporter un éclairage tres complémentairerevdéterminant, dans la démarche
d’évaluation de la qualité des milieux. On fait @irsouvent appel aux bio-essais pour
déterminer un degré de pollution environnementaé\atluer le risque représenté par les
substances toxiques telles que les phytosanit@itdsés par exemple dans le cadre de la
directive REACH et dans le cadre du SEQ eau). Geai® d'écotoxicité sont effectués au
laboratoire et en conditions contrblées sur desarosgnes seélectionnés selon différents
critéres : sensibilités aux toxiques, facilité daimenance et de culture vitro, pertinence
écologique... lls consistent a exposer ces orgassdifférentes concentrations en toxique et
a évaluer l'impact par rapport aux différents pakes souhaités (survie, mortalité,
reproduction...), qui sont mesurés aprés une countéed(essais aigus) ou une longue durée
(essais chroniques). La plupart de ces bioessatsl'tibjet de norme telles que les normes
AFNOR ou OCDE et garantissent une mesure fiabla dexicité de la substance active pour
'organisme test. L'ensemble des essais d’écottéxippur un groupe d’organismes, sert a
définir des valeurs seuils telles que les NOED LOEC, qui sont spécifiques d’un
organisme et d'une substance. Parmi ces testssurcjter le bioessai algal OCDE 201-1984
96 heures ou le test aigu d'immobilisation des Dagshqui dure 24h (OCDE 202-1984). Un
des défauts majeurs de ces tests est leur manquepdesentativité environnementale et
'approche réductionniste des questions dimpaat. difet, les tests d’écotoxicité sont
généralement appliqués sur des « souches » éldgpas longtemps au laboratoire en milieu
de culture artificiel, et qui ne sont pas forcémegrésentatives localemeie plus, cette
approche est effectuée en monospécifigue et doncn’oriegre pas les interactions
interspécifiques (Bérard et Pelte, 1999 ; LeBoudang004).

! « No Observed Effect Concentration » ou conceintiasans effet observable. Il s'agit de la plustéau
concentration testée pour laquelle I'effet n'egtificativement pas différent des controles

2 « Low Observed Effect Concentration » ou « Hhible concentration entrainant un effet observablé

s'agit de la plus basse concentration pour lagliefiet est différent de celui des contrdles. Claspremiére
concentration testée aprés la NOEC.
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En conclusion, travailler avec différentes apprecheomplémentaires pour la
caractérisation de la contamination des milieuxdesplus grand intérét. La mise en évidence
d’une relation de causalité entre la présence digamts et leurs effets impose de réaliser en
paralléle I'analyse du niveau de contamination @mssystemes (approche physico-chimique)
et celles des effets biologiques (biomarqueursinlicateurs, bioessais d’écotoxicite...).
Cependant, les évaluations de l'effet des pressianthropiques sur les organismes
biologiques dans I'environnement seraient encaune pertinentes si elles étaient effectuées a
I'échelle des communautés (Clements et Rohr, 2@3)'est cette approche que nous avons

privilégié dans cette these.

A.ll. Les biofilms de rivieres en tant que modele imlogique

Parmi les biocénoses aquatiques, les communautéshi@nnes qui se développent sous
forme d’agrégats dénommés biofilms (ou périphyt@ont des acteurs clés dans le
fonctionnement général des écosystemes aquatidtreseffet, le biofilm joue un rdle
essentiel, sinon central, dans le fonctionnemestédesystemes aquatiques car il est le siége
de processus auto- et hétérotrophes intervenard éancycles bio-géochimiques majeurs
(Kostelet al, 1999).

A.ll.1. Définition

Wimpenny (2000), suggere que la définition d’unfibio naturel doit englober trois
points essentiels : (1) la notion de surface owmtefface, qui servira de support pour le
développement des organismes biologiques, (2)atice de polymeéres extracellulaire qui
va jouer un rdle de protection pour les organismess’y développent, et enfin (3) la notion
de communauté et des propriétés fonctionnelles l&éda structure et la composition des
biofilms.

A I'échelle microbienne, le biofilm est un écosys& a part entiere, qui désigne un
ensemble de populations de microorganismes (altpaetéries, champignons...) inclues dans
une matrice d’exopolymeres, généralement fixéesiswupport solide (roche, sable, bois...),
et qui se développent dans les milieux aquatiquesrts (lacs, rivieres...) (Singh et al., 2006 ;
Costerton et al. 1994, Jackson et al. 2003). Qaamerme peériphyton, il désigne a l'origine la
couverture biologique recouvrant les macrophytess nes définitions actuelles les plus
communément admises sont moins restrictives etimigeht pas la nature des substrats
colonisés aux macrophytes (Wetzel 1983). De ce faius considérerons comme de
nombreux auteurs, les deux terme « biofiims» (auee composante phototrophe) et

« périphyton » comme étant similaires.
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A.ll.2. Structure et formation

La formation d’un biofilm, est un ensemble de psstes complexes ou plusieurs facteurs
entrent en compte (surface des cellules, natunggesité du support, conditions du milieu...)
(Singh et al., 2006) (figure 2). La premiére eétaqmmnsiste en l'adhésion des cellules
bactériennes sous forme planctonique a la surfacpport. L'adhésion dépend, de I'entrée
en contact des cellules avec le support, mais Wude la nature de ce dernier ainsi que de
celle des cellules microbiennes. Cette étape implin phénomene de « sensing » (Stanley et
Lazazzera, 2004 ; Singh et al., 2006) ou les migaxismes percgoivent la surface du support
et s’y fixent en premier lieu par adsorption (réiele), suivi d’un attachement (irréversible)
influencé par I'’hydrophobicité de la surface du ma@rganisme et par son état physiologique
(qui influence la composition de I'enveloppe midesine) (Landini & Zehnder, 2002). Elle
varie selon I'espece concernée, et les parameuremitieu tel que la température et la
disponibilité¢ des nutriments (Costerton et al., 4)99Cet attachement se fait soit par
interaction directe entre les constituants de saerfde I'enveloppe bactérienne formée
d’exopolymeres, soit par adhésion grace a destgtagcbactériennes spécialisées comme les
fimbriae et les adhésines (Stanley et Lazazzer@4)2(L'étape suivante correspond a la
« maturation » du périphyton par la croissance obienne et l'instauration des différents
métabolismes et catabolismes nécessaires a laasieammunautés microbiennes au sein du
biofilms (Stanley et Lazazzera, 2004). Les micranigmes se développent alors dans une
matrice formée d’exo polysaccharides (EPS) qui jomerdle protecteur et nutritionnel
(Barranguet et al., 2005). Ces EPS sont sécrétéslgsa organismes du biofilm et
correspondent a des composés chimigues tres veigsque des polysaccharides, des
protéines, des acides nucléiques, des acides hamajudes phospholipides (Freeman et Lock
1995, Flemming et al. 2000, Nivens et al. 2001)s peemiéres cellules a se fixer sur le
support, sont les bactéries, qui sont suivies g &lgues et enfin le reste des

microorganismes benthiques (Lyautey et al., 2005).
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Figure 2. Les 5 étapes du développement d'un biofilm sur suméace dure. Etape 1 :
attachement initial; étape 2: attachement irréblers étape 3 : maturation I; étape 4
maturation II; étape 5 : dispersion (d’apres Mon&2e07).

La diversité au sein des communautés du biofilmaebbrigine d’interactions intra et
inter-spécifiques (symbiose, commensalisme, prédattompétition...) mais aussi avec le
milieu aquatique environnant. L'un des phénoméng@sedaction les plus étudiés entre
bactéries est le « quorum-sensing ». Les N-acyl-bfenineLactone (N-acyl-HSL) sont des
molécules signal, densité dépendantes, synthétetégscrétées par les bactéries lorsque la
densité de la population atteint un seuil précis afarréter sa croissance (Hammer &
Bassler, 2003 ; Stanley et Lazazzera, 2004). Liesacations allélopathiques impliquent, dans
le biofilm, en plus des bactéries, les algues, deampignons et les protozoaires... Le
phénomeéne d’allélopathie décrit les interactiormchimiques directes ou indirectes, positives
ou négatives, d’'un microorganisme sur un autre ayem de métabolites secondaires tels que
les acides phénoliques ou les alcaloides... Cegpasds allélochimiques jouent un rble
important dans la compétition vis-a-vis des ressesienvironnementales que sont la lumiére
et les substances nutritives, mais aussi dans diament chimiqgue de défense des
microorganismes contre leurs prédateurs, et dansodgération intra- et interspécifique
(Flemming et al. 2000).

Les communautés biologiques des biofilms sont btasia de nombreux facteurs
abiotiques (température, luminosité, nutrimentsdrolpgie, oxygene...). Ces derniers
influent sur la structure, la diversité ainsi quer da succession des communautés
microbiennes (Barranguet et al., 2005). La pénétratle la lumiere est nécessaire aux
organismes phototrophes (algues et cyanobactéiés)dépend en partie de I'épaisseur du
biofilm et vice-versa. Le taux d’éclairement a dfeeimportant du point de vue structural et

dans la dynamique de succession des communautgsbieitnes dans le biofilm (organismes
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phototrophes et indirectement les autres compaos@sdirophes du biofilm) (Tuji, 2000). Le
régime hydrologique (vitesse du courant) influeégalement le mode de développement des
microorganismes. Des études menées sur les comt@snauicrobiennes périphytiques,
soumises a différentes vitesses de courant, onttréname différence de composition
taxinomique et de croissance algale ainsi que damshitecture méme du biofilm
(adaptation microbienne) (Fayolle et al., 1999). tamposition des communautés
microbiennes (diversité et abondance), les intemastentre populations au sein de ces
communautés (Rier et Stevenson, 2002), mais atmsihitecture spatiale du biofilm
(I'épaisseur d'un biofilm est plus importante dans milieu riche que pauvre), sont
étroitement liées a la disponibilité des élémenitsitifs (Phosphore, Carbone, Azote...) dans
le milieu aquatique (Barranguet et al., 2005 ; danGrinten et al., 2004).

Le biofilm n’est donc pas une microniche hermétjguais un systeme en interactions
continues avec ses composantes internes et extédroestribue d’'une maniére fondamentale

a la biodiversité et au bon fonctionnement desy&témes aquatiques.

A.Il.3. ROle du biofilm dans les cours d’'eau

Le biofilm joue plusieurs réles de base dans lectionnement des écosystemes
aguatiques, en particulier en riviere, grace aolamexité et a la diversité de sa composition
taxonomique (Battin et al. 2003, Singh et al. 2006)

Au sein du biofilm, les bactéries hétérotrophesam@élisent la matiére organique dissoute
(MOD), permettant ainsi son transfert vers desauwxetrophiques supérieurs ce qui limite sa
perte (Costerton et al., 1994). Cette matiere agganest soit allochtone (provient du bassin
versant), soit autochtone (matiéres organiquesyitiesidans le milieu aquatique) (Romani et
al., 2004). Les biofilms sont des sites majeursssifailation et de stockage du carbone
organique dissous dans les milieux lotiques, ertiqudier ceux de petites tailles. lls
contribuent ainsi d’'une maniére significative agleydu carbone mais aussi a ceux de I'azote
(nitrification, dénitrification...) et du phosphoré\an der Grinten et al., 2004 ; Singh et al.,
2006 ; Romani et al., 2004).

La proximité des différentes communautés microkesnrainsi que l'architecture méme
du biofilm (présence de la matrice d’EPS), facilee phénomenes de transferts horizontaux
de genes (en particulier ceux impliqués dans I'eitijon de résistance aux antibiotiques, la
capacité de dégradation des xénobiotiques, owsistadce aux métaux lourds...), par rapport
a des organismes vivant sous des formes libres,meompar exemple les organismes

planctoniques. Cet échange d’ADN mobile peut rendiresi les microorganismes plus
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tolérants vis-a-vis de changements brusques deditioms environnementales (Singh et al.,
2006).

Au final, toutes ces caractéristiqgues des micratisgaes benthiques (contrble des cycles
biogéochimiques, source trophique, plasticité gégoey mais aussi dégradation des
polluants...) conferent aux biofilms un réle impottdans I'équilibre écologique des milieux
aguatiques soumis a des apports anthropiques. Llrlesegsus microbiens (cycles
biogéochimiques...) qui assurent une transformaties domposés dissous, présents en
grande quantité dans le milieu, peuvent permettre néduction des charges en éléments
nutritifs et contribuer a limiter une hyper-eutrggdtion des hydrosystemes (Abrantes et al.,
2006). La dégradation et/ou le blocage des compog&®biotiques, tels que les
phytosanitaires et les métaux lourds, par les conamtés périphytiques est un phénomene
important pour la détoxification du milieu (Singha., 2006), mais cependant difficilement

guantifiable.

A.ll.4. Pertinence de ['utilisation du biofilm de riviere en tant que modeéle biologique de
bioindication

La sélection d’outils de bioindication pertinentst da clef pour le succes de tout
programme de suivi de la qualité des milieux (qeis@t dans un contexte d'évaluatiorsitu
(DCE), ou dans un contexte expérimental d'évalpatini risque lié a I'utilisation de
substances chimiques (REACH)). Généralement, undiaateur doit étre capable d’intégrer
la complexité des écosystémes, tout en restantlsimdjapplication. De plus en plus
d’écologistes considerent le biofilm de riviere ¢oen étant un indicateur pertinent de
pollution (Montuelle et al. 2010, Sabater et al020 Outre son importance écologique dans
le fonctionnement des cours d'eau, le biofilm deiere présente de nombreuses
caractéristiques indispensables pour la sélection bioindicateur, telles que son ubiquité,
son mode de vie sédentaire, son taux de reprodueldyé, son abondance et la simplicité des
opérations de collecte et de transport (Culp @00, Mc Cormick et Cairns 1994). De plus,
la grande diversité des communautés microbiennesamposent les biofilms (procaryotes
ou eucaryotes, unicellulaires ou pluricellulair@stotrophes ou hétérotrophes) et la multitude
des processus biologiques et physico-chimiquesstuidéroulent, induisent une grande
complexité structurelle et fonctionnelle. Cette edsité biologique génére des sensibilités
variées vis-a-vis des différentes pressions aniho@s que peuvent subir les cours d’eau ainsi
gue des réponses variables a ces pressions. Qgeisation biologique complexe du

biofilm, avec la présence de producteurs, consoeumsiet décomposeurs, permet d’intégrer
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les relations entre les especes d'un méme nivegphitjue ou de niveaux trophiques
différents.

Deux approches complémentaires co-existent podué&véa réponse microbienne a un
stress environnemental : une approche descriptiaséd sur I'étude structurale des
communautés (biomasse, taxonomie, diversité...) e approche fonctionnelle portée
généralement sur le suivi d’'activités métaboligpbotosynthése, respiration, activités
enzymatiques, potentiel de biodégradation...). Lisdtion du biofilm microbien comme
modele biologique permet donc un large choix denjgteurs. Le choix de ces descripteurs
se révele tres important afin de pouvoir discrimiee effets des pesticides des effets associés
aux facteurs de confusion d’origine naturelle @& de courant, luminosité...) et/ou
anthropique (autres composés organiques et inayges), et de prendre en considération les
spécificités des différentes composantes du bisfiéinleur interactions mutuelles (Sabater et
al., 2007 ; Villeneuve, 2008).

A.lll. Le concept de la tolérance acquise ou de «gflution-induced

community tolerance » (Article 1)

Les études concernant les effets des xénobiotiquiemg terme sur les communautés
biologiques du biofilm, ont généralement montré tggecommunautés d’organismes étaient
susceptibles de développer une tolérance vis-a@less polluants. Suite a une perturbation
d’origine anthropique, les changements de strustdes communautés (diversité, abondance
relative), accompagnés d’'un quasi-retour a la nndas activités microbiennes globales
(photosynthése, activités métaboliques, croissamcebienne...), tendent a prouver que les
microorganismes a l‘échelle de la communauté stdpplus ou moins, rapidement aux
nouvelles conditions environnementales (Soldo &r&e2000 ; Boivin et al., 2006).

Le concept PICT (Pollution-Induced Community Toler@) se base sur cette capacité
d’adaptation des organismes et considére que demuanautés biologiques, déja exposées a
un polluant, acquierent une tolérance a ce toxpgueapport a d’autres, comparables de point
de vue écologiqgue mais qui n'ont pas été exposBemdck, 2002). Cette différence de
tolérance, que I'on peut évaluer par des bioesimaisourte durée et avec des concentrations
croissantes en toxique, peut donc révedemosteriori I'exposition d’'une communauté
biologique a ce toxique (son historique). Cetterapipe permet la mise en évidence du lien
entre la pression et son impact sur le compartiniéotique d'un écosysteme et d'une

maniere plus générale sur I'écosystéme dans salgéotMillward et Klerks 2002).
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L’application du PICT comme méthode de bioindicatidbasée sur l'utilisation des
communautés naturelles du biofilm en tant que neotélogique, se justifie parce qu’elle
satisfait de nombreux criteres établis par DalBegteler (2001) pour le choix d’un indicateur
de l'état ecologique des écosystemes: (1) spééifide réponse a un stress particulier
(Blanck et al. 1988, Boivin et al. 2002). (2) faéilet rapiditédes mesures (Millward et Grant,
2000). (3)_intégratiomle la complexité structurale et fonctionnelle @edmposante biotique

des écosystemes (Tlili et al. 2008, Dorigo et &1®. (4) spatialisation temporellges

pressions anthropiques, c’est a dire révéler urmstion présente ou passée au toxique
(Dorigo et al. 2004, 2010, Pesce et al. 2010). l&dhode PICT présente donc un intérét
comme outil de diagnose et d’évaluation du risqoetaxicologique en milieu aquatique
(Bérard et al., 2002).

Une synthése bibliographique relative au concePiTRdt réalisée au cours de mon travalil
de thése est présentée dans ce chapitre sou®le Microbial pollution-induced community
tolerance » (Tlili et Montuelle 2010). Cette syrgbéconstitue un des chapitres du livre
« Tolerance to Environmental Contaminants » édiréAmiard-Triquet, C., Rainbow, P.S. et

Roméo, M.
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Microbial Pollution-Induced Community Tolerance

A. TLILI & B. MONTUELLE

In « Tolerance to Environmental Contaminants » (20Q), Amiard-Triquet,
et al. (eds). CRC press. pp 85-108






Microbial Pollution-Induced Community Tolerance

Ahmed TIili 2, Bernard Montuelle®®

a. CEMAGREF, UR MAEP, 3 Quai Chauveau CP 69336 L@edex 09, France
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1. Introduction — from the simple to the complex

The assessment of the ecological quality of natcasystems is partly based on chemical
criteria such as the chemical nature and concémtisabf pollutants and physical criteria such
as topography, geology and hydrology (Carluer aadMarsily 2004; Lagacherie et al. 2006).
Even if such a physico-chemical approach is esaeriti has many limitations (specific
information, no predictive information on the eocatwmlogical risks associated with
contamination) and many constraints from an ar@ltpoint of view (large number of
molecules and degradation products of these masctd analyze, unknown molecules,
detection and quantification limits, etc.). In ddxh, biological approaches measure the
impact of exposure to toxic contaminants on bialajicommunities in natural ecosystems.
According to the scheme proposed by Lagadic andi€ta({998), three strategic levels for
thein-situ evaluation of the biological quality of ecosystesheuld be considered. The first is
the measurement of the concentrations of chemidadtances in organisms after exposure to
toxicants (absorption, bioaccumulation...). Theoseclevel is a measurement of biomarkers
(biochemical and physiological) such as enzyme vitieis (catalase, glutathione
peroxidase...). And finally, the third level is a rsaee of the effect of the toxic contaminant
on populations via the use of bioindicators (spe@e species groups) such as the diatom
biological index or the IPS (pollution sensitivitydex) in aquatic ecosystems for example.
These indices are based primarily on species ceaisteccs analysis (taxonomy, species
abundance statistics and identification of key sgm¢cbut do not reflect functional changes
(growth, metabolic activities) that can develop himlogical communities in response to
anthropogenic disturbances. In addition to obtgnectological information fronin-situ
organisms and communities, ecotoxicological methants techniques have the potential to
improve environmental assessment.

Mono-specific bioassays are often used to deterntivee degree of environmental
contamination and the risk associated with toxibssances. These ecotoxicity tests are
performed in the laboratory under controlled candd on selected organisms based on
different criteria (sensitivity to toxicants, eas# maintenance andn-vitro culture,
repeatability), and the impact is assessed by cemmense tests in relation to different
parameters (survival, mortality, reproduction.A)major shortcoming of these tests is their
lack of environmental representivity and the redungst approach to effect issues. Indeed,

ecotoxicity tests are generally applied to “strathsit are cultivated in artificial culture media
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in the laboratory, sometimes using genetically rhiedistrains (e.g. several bacterial tests:
Ames, Microtox). Moreover, this approach is perfedhwith single species and therefore
does not include interspecific interactions. To roeene this drawback, it is essential to
develop ecotoxicological studies that take intooact both the biodiversity and functioning
of microbial communities. Biological and ecologicgecificities of microbial communities
make them very interesting tools for environmenqgtality assessment and impact assessment
whether atin-situ level or using a “cosms” techniques to developsehty studies. The 20
year old concept of Pollution Induced Community éfahce (PICT), first introduced by
Blanck et al. (1988), is an ecotoxicological toblatt provides a good alternative for
environmental status characterization, useful &seasing not only an immediate impact but
also taking into account the contamination histingcosystem at the community level. It is
also a tool that allows a better understandindnefeicological drivers in adaptation processes.

Finally the PICT concept allows the introductiorf'miore ecology in ecotoxicology”.

2. The PICT concept in brief: principle, objectivesand application

The large diversity of microbes in natural ecosystgalgae, bacteria, protozoa, fungi,
viruses...) and the associated multitude of biaalgand physico-chemical processes induce
high structural and functional complexity into nabral communities. This generates various
sensitivities and a highly variable type of resgote anthropogenic pressures. The presence
of an increasing bioavailability of xenobiotics esally leads to such structural and
functional disturbances of microbial communitieseQesult is adaptation and the selection
of the most tolerant species or strains of micranigms to these toxicants, resulting in an
overall increase in tolerance towards the toxicafitthhe whole exposed communities. This
process underlies the concept of Pollution InduGssmmunity Tolerance. Assessing the
acquisition of tolerance is a method that triegdtablish a cause-effect relationship between
one pollutant and its impact on biological commiasit Indeed, the PICT approach is
primarily a measure of the sensitivity of biolodicammunities to a toxicant, combined with
taxonomic analysis (Fig.1). However a lot of issaes still open: is it possible to target the
effect of a given compound in an environmental ygalts cocktail? What are the relevant
endpoints for PICT studies? What is the threshmicbinclude that a community is impacted?
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Fig.1 PICT concept is based on the fact that exposuaebidlogical community to a toxicant,
will induce an inter-and intra-specific selectioi e most tolerant organisms or the
establishment of mechanisms for detoxification. Shine entire community may be
restructured, present physiological alterations emde finally to display an overall increase
in tolerance to the toxicant compared to a refezggmmmunity that has never been exposed.
This tolerance difference, which is evaluated ibyitro short-term bioassays and with
increasing concentrations of toxicant, may giveiratication of past exposurén(situ) to
toxicant of the different sampled communities.

Basically, the main goal of such a method is tdlgit differences in tolerance towards
a toxin of two “comparable” biological communitiesjth one of them being “naive” with
respect to this substance (the reference communityprinciple, the PICT concept can be
applied to all types of ecosystems, aquatic oestrial (Hjorth et al. 2006; Niklinska et al.
2006), and to all microbial communities such astdré (Boivin et al. 2005) or
photosynthetic microorganisms (Dahl and Blanck 1399Bable.1 summarizes a non-
exhaustive list of microbial PICT-studies (in aqoaecosystems and different targeted

organisms).
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Table.1 Main characteristics and biological targets of PKEudies in different aquatic ecosystems.

Selection Detection

Ecosystg:[ns Targeted organisms (structural endpoint) (functional endpoint) References
Photoautrophic - Taxonomic analysis by - Photosynthesis:*C incorporation Wangberg et al. 1991; Nystrom et al. 2000; Paulsson
(algae and cyanobacteria) microscopy andIn-vivo induced fluorescence) et al. 2000; Soldo and Behra, 2000; Bérard and
community in periphyton; - Molecular Biology by Benninghoff, 2001; Schmitt-Jansen and Altenburger,
phytoplankton or sediment DGGE ; TTGE or PFLA. 2005; Hjorth et al. 2006; Dorigo et al. 2007; Nawar
- High-performance liquid et al. 2008; McClellan et al. 2008; Schmitt-Janaed
chromatographie. Altenburger, 2008; Tlili et al. 2008; Eriksson dt a
2009; Blanck et al. 2009; Debenest et al. 2009¢c&es
et al. 2010.
Heterotrophic - Bacterial enumaration - Thymidine (Tdr) and leucine (Leu) Lehmann et al. 1999; Nystrom et al. 2000; Barrabgu

(bacteria and fungi) (DAPI-FISH, flow cytometry)
community in periphyton; - Molecular Biology (DGGE ;

et al 2003; Blanck et al. 2003; Brandt et al. 2004;

incorporation techniques. Massieux et al. 2004; Boivin et al. 2005; Boivinakt

phytoplankton or sediment ~ TTGE or ARISA). - Biolog® ECO plates 2006; Hjorth et al. 2006; Tlili et al. (2010)
i} Community-level o o iration (gas chromatography or
physiological profiling P 9 graphy

(CLPP) MicroResp™)

- Extracellular enzyme activity.

(river; lake; Estuary; Marine and coastal system

Aquatic
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Besides impact assessment, and as a result ofagi@metime and microbial dynamics
specificity, the PICT approach could also be used dnvironmental recovery studies.
However, this application is less developed thapaaob studies (Blanck and Dahl 1998;;
Larsen et al. 2003; Boivin et al. 2006; Demolingl &aath 2008a,b).

3. Selection process, detection and validation dfi¢ PICT

According to Molander and Blanck (1991), the PICONICEPT can be summarized in
two phases, a selection phase and a detection pdzss®el on the functional response of
biological communities. The selection phase is thase how communities adapt to stress
conditions, with several levels of biological respes (from strain-specific sensitivity and cell
responses with detoxification capacity and contamiirstorage to selection of resistant strains
and changes in diversity and specific individuamipers). The detection phase concerns the

expression of the acquired tolerance and the waldoacterize it by short-term bioassays.

3.1. Selection phase or “survival of the fittest”

Basically, exposure of communities to toxicantslgeto the selection of the most tolerant
species. This tolerance could result from cellulaetabolic processes that detoxify the
contaminant. As examples, stress proteins are afitevived in the tolerance to a metal or
changes may occur in the activity of an enzyme thadifies metal speciation (e.g.,°Cto
the less toxic Cf resulting from reductase activity Methylococcus capsulatél Hasin et
al. 2010).

This section deals with other drivers of tolerasaeh as selection processes and their role
in PICT acquisition. Taken as a whole, tolerancguaition depends on (1) inter- and intra-
specific diversity, and (2) the specific sensitastof the strains and/or species that comprise

the community.

3.1.a. Intra- and inter-specific selection

Selection of a strain by a toxicant can lead toiramteased tolerance in the species,
population and community concerned. There are mawmgmples demonstrating the
phenomenon of intra-specific selection, especialfyalgal populations in aquatic ecosystems
contaminated by metals or xenobiotics (Kasai e1993; Bérard et al. 1998; Debenest et al.
2009). Hersh and Crumpton (1989) isolated and coedp&hlorophyceae strains from
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different aquatic systems either highly contamidatey atrazine (agricultural areas) or
uncontaminated. Chlorophyceae from the contaminsystems exhibited increased tolerance
to atrazine compared to the Chlorophyceae isofated the uncontaminated systems. Bérard
et al. (1998) also tested the atrazine tolerancetwaf strains of Chlorella vulgaris
(Chlorophyceae) isolated from two limnic systemsaké Geneva (with low herbicide
pollution) and Villaumur barrage (highly pollute¢ berbicides inhibiting PhotoSystem II).
Results showed that the strain from the pollutéel wias more tolerant to atrazine than the
strain from the unpolluted site, suggesting thatéhhas probably been a genotypic selection
by herbicides inhibiting photosynthesis, confirmthgrefore intra-specific selection.

The second selection level is inter-specific andthad the studies on PICT have shown
that some species can survive at the expense efsptivhether for bacteria (Dorigo et al.
2007; Demoling et al. 2009) or for algae (Schmattssen and Altenburger 2005; Dorigo et
al. 2007; McClellan et al. 2008; Morin et al. 2018)study conducted by Boivin et al. (2005)
showed the selective effect of copper on bacte@ahmunities in river biofilms, by using
DGGE analysis of the 16S rDNA gene. McClellan et(2008) studied interspecific algal
community selection after exposure to diuron. Thegdin-vivo algal induced fluorescence
(measured by PhytoPAM) and showed a 45% increageinyanobacterial proportion of the
community, whereas the relative contribution oftailas decreased to about 50% in the
contaminated microcosms compared to the controfaoasms. Serra (2009) also reported
changes in the algal biofilm community exposed apper, with the development of green
algae and the decrease of diatoms and cyanobactstexting the copper tolerance of green
algae.

Intra- and inter-specific selection takes placeusiameously. Several contributing factors
related to biological interactions and environmefdators (varying according to the studied
sites and seasons) may affect the specific respohsarganisms to different selection
pressures (DelLorenzo et al. 1999a,b; Espeland @08l; Dorigo et al. 2004). Rimet et al.
(1999) show that algal sensitivity increases wtk tomplexity of the algal communities
studied: the E of nicosulfuron was higher for the algae from maudtures than for those
studied in microcosms inoculated with phytoplanktofiected from Lake Geneva. Hjorth et
al. (2006), investigating the role of interactimnmplexity between marine phytoplankton and
zooplankton under stress from the antifouling conmabzinc pyrithione, provided evidence
of effects on the function and structure of theimeaplankton communities. Direct selective
effects were observed immediately (such as reduystedoplankton activity inducing a

decrease in grazing rates of zooplankton), leathrgascading indirect effects throughout the
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community, such as a change in the algal commutiticture over time due to the decrease
of the zooplankton predation pressure.

3.1.b. Ecosystem characteristics and their role ithe selection process

Many studies have shown the influence of envirortaldiactors on the bioavailability of
toxicants and therefore on the control of theindiy (Lock and Janssen, 2005; Brack et al.
2008). PICT reflects the accessibility to enviromta¢ chemicals by the local micro-
organisms and the bioavailability of these contamia (metal speciation, adsorption of
toxins onto organic matter...). Measures of concéntra of in-situ total contaminants are
too widely inclusive, and can then appear poorlyedated with the PICT values of impacted
communities.

For example, Almas et al. (2005) emphasized thedliwation in the soil matrix could
influence organism exposure to trace metals, eitherdiffusion constraints, by metal
sequestration onto soil colloids (providing a loealironment with low chemical activity), or
both. Neither of these mechanisms provides perntgetection if high metal concentrations
occur in macropores for prolonged periods, but tlweyld protect against transient peaks in
macropore concentrations. To confirm this hypothes$ie authors used a set of Zn- and Cd-
contaminated soils to explore the relationship leetw the binding strength of micro-
organisms to surfaces and their decreased PICTy @iamonstrated that free and loosely
attached cells had developed a strong PICT in respto 80 years of Zn and Cd pollution,
whereas strongly attached cells were virtually fewéd. It appears that the position of
strongly attached cells in biofilms and micropowdssoil has effectively protected them
against toxic metal selection. In an aquatic edesysstudy, Guasch et al. (2002) evaluated
the effects of chronic copper exposure on natuesippyton in a non-polluted calcareous
river. In this study, copper exposure for 16 dayslar variations in pH similar to those
observed in the stream (i.e. diurnal changes frotht8 8.6) affected the biomass and
community structure of the stream algal communty,the replacement of metal-sensitive
species by metal-tolerant ones. The authors coedltitat the water alkalinity was important
in affecting the bioavailability of the metals atiterefore their selection pressure on the
biological community. On a broader study scalenBkaet al. (2003) showed in a study on
fifteen European rivers that Zn tolerance of therobial community was driven by different
factors (e.g. pH, calcium or bicarbonate conceitnatand that only regional models could
describe this tolerance. Variability in Zn tolerasovas high, reaching 1.5 to 2.5 orders of

magnitude, ranging for example from 25 to 8145uMahresponses in photosynthesis.
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Environmental factors (e.g. temperature, light otrient availability) which interact with
toxicants, may also influence micro-organism sensgjtand thus the selection process within
a community exposed to pollutants (Bérard and Beghnoff 2001; Guasch et al. 2003;
Villeneuve et al. 2010). Effects of antibiotics tre PICT of the soil bacterial community
could be modulated by the organic matter and mitwentent of soil. Schmitt et al. (2005)
studied the microbial induced tolerance in resporn®e increasing sulfonamide
sulfachloropyridazine concentrations in bulk saidan nutrient amended soil. They found
that the antibiotic-induced tolerance (measurech wite single carbon source microplate
Biolog® technique) of the microbial community wasiieased if the soils were amended with
nutrients. In the same way, Guasch et al. (2004¢stigated the influence of phosphorus
limitation on copper toxicity in periphytic commudieis, and they observed an enhancement of
the phototrophic community tolerance to Cu in theniched microcosm, coupled with a
shift in the community structure between the exdosed the non-exposed periphyton
communities.

More globally, Brack et al. (2008) considered thatEffect-Directed Analysis (EDA) that
combines chemical fractionation, chemical analysisl biotesting could help to identify
hazardous compounds in complex environmental mestuss this combined approach avoids
artefacts in establishing relevant cause-effecatiggiships. The PICT approach is well

adapted to such an EDA approach.

3.1.c. Exposure time and species succession duratio

The type and the duration of exposure are obvioofsiyajor interest for the development
of tolerance. PICT studies have been mainly comducin small organisms with fast life
cycles, mainly algae and bacteria, facilitating émalysis of short-term contamination effects
(pulse contamination) (Tlili et al. 2008). The shgeneration time of bacteria and microalgae
is a real advantage for comprehensive studies@m#thanism of tolerance acquisition at the
community level. One of the most important paramseter the selection process in a PICT
approach is the exposure time to the toxicant,esinenust exceed the generation time of a
non-exposed community. Moreover, the contact betwegicants and community must be
established (Schmitt et al. 2005). The rate at WwiHeCT develops has rarely been directly
investigated. However, Ivorra et al. (1999) comgdata- and Cd- tolerance in young biofilms
and old biofilms (2 and 6 weeks old respectivelnpled in a Zn- and Cd-polluted river to
the tolerance of naive biofilms. These authors ghbthhat 2 weeks exposure to Zn and Cd

was not sufficient to observe PICT developmentkenthe 6 weeks exposure. In a field study,
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of irgarol tolerance in marine periphyton conductacer a decade, Blanck et al. (2009)
showed that, despite the fact that the irgarol eatrations had not changed in the polluted
sites, PICT development was observed between tgerieg and the end of the study,
supporting the hypothesis that the PICT potentiakvow initially and that a persistent
selection pressure was required to favor the dewedmt of irgarol-tolerant species. Such
time-dependent acquisition of PICT is supportedh®y generation and growth time of algal
or bacterial species, but also by the rate of immatign/emigration of cells in the
environment, especially in biofilms.

The taxonomic analysis of biological communitieghiights these structural differences
and diversity evolution between impacted and nopaated communities, and subsequently
supports the species selection hypothesis, for pleain the case of algae, at a global level
(Bérard and Benninghoff 2001; Guasch et al. 2004)more specifically in the case of
diatoms (Morin et al. 2008). Non-taxonomic methadiso provide interesting evidence for
microbial diversity changes. Fatty acid analysid HR) was used especially to detect
structural changes in microbial communities in eomhated soils (Baath et al. 1998;
Demoling et al. 2009). Molecular biology tools amso used, such as the use of PCR
(Polymerase Chain Reaction) on 16S rDNA (prokag)otend 18S (eukaryotes), followed by
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) oemperature Gradient Gel
Electrophoresis (TGGE) (Dorigo et al., 2002, 20(igh-pressure liquid chromatography
(HPLC), which allows the identification of photoslatic pigments of major algal groups,
allows investigation of the structural changes bbtpsynthetic communities (Dorigo et al.
2007).

3.2. Measuring PICT (detection phase)

To detect tolerance acquisition, short-term biogssare applied, allowing the
establishment of a dose-response curve for thedokiexposed and reference communities.
Tolerance is subsequently expressed as andp@lied to the selected endpoint parameter.
The difference between the E@btained for the toxicant-exposed and referencenconities

allows the assessment of PICT (Fig.2).
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Fig.2 Dose-response curves for PICT characterizatiore fidterance level of biological
community to a toxicant is measured by estimathey éffective concentration of this toxic
reducing x % of the selected functional descripttensity (EG). This estimation is based on
the analysis of dose-response curves establishedmbgns of short-term bioassays.
Comparison of ECobtained for different communities allows theref@valuation of their
level of tolerance for a toxicant: the highest,E@@lue means a greater resistance to a
pollutant. Thus, in the figure, community B is cheterized by an E{g higher than the Efg

of community A which means that the exposed comtyusimore tolerant than the reference
community to the tested pollutant.

The initial composition of a community that refleagénvironmental conditions before
exposure to any stress (time reference) or underemce conditions (spatial reference)
should be considered for PICT assessment. Thissivasn for phytoplankton, particularly in
connection with seasonal events and algal succes@érard and Benninghoff 2001).
Similarly, differences in periphyton microbial drggy between lotic and lentic areas in rivers
(an effect of flow speed) resulted in differencesensitivity and tolerance to a similar toxic
exposure (Villeneuve 2010). The choice of the miee community is therefore an important

step for the validation of a PICT approach. Accogdto Blanck et al. (1988), a reference
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community is a community able to acquire significaslerance after exposure to a toxicant:
the tolerance acquisition depends not only on tmnounity itself but also on its interactions
with the toxicant. A highly diversified communityitlv a large range of specific sensitivities
towards a toxicant has an important selection pgialeand thus an important potential for
tolerance (so-called “background tolerance”) tadarts.

The choice of a functional parameter in the induiderance assessment is also crucial,
because its relevance as an ecotoxicological entidepends firstly on the mode of action of
the toxicant (and its bioavailability) and secondiyp the mechanisms involved in the
community tolerance. In a recent study, Tlili et(@010) investigated the potential effect of a
phosphorus gradient on biofilm tolerance to copged diuron in indoor microcosms. To
assess biofilm sensitivity to Cu and diuron, vasiqhysiological parameters were used in
short-term inhibition tests, targeting the autohiopand heterotrophic communities. It was
concluded that induced tolerance to Cu or diuramedaaccording to the considered toxicant
and the functional endpoint chosen, confirmingribed to focus on functional diversity using
complementary indicators for ecotoxicological invgetions in river biofilms. Moreover, the
combination of assessment tools for different @ty (heterotrophic and autotrophic) can
highlight possible interactions between differemtnenunities. Thus, Nystrom (1997) showed
a replacement of autotrophic communities by hetepbic communities in atrazine-
contaminated microcosms.

The most commonly used tests (Table.1) are therpocation of labeled elements, such
as carbon as labelédC to measure primary production, considered asezart endpoint in
the tolerance assessment in aquatic photosyntbeganisms in both the phytoplankton and
the phytobenthos (Dahl and Blanck 1996; Bérard|e2@03), and the incorporation of
tritiated thymidine or leucine to measure bacteaglvity, mainly in soil studies (Almas et al.
2005; Niklinska et al. 2006) and increasingly iruatic environments (Pesce et al. 2006).
Other tests such as the induction of algal fluaase by photosynthesis inhibitors or the use
of Biolog® plates and measures of respiration (eatr@tion of CQ or O,) are also applied
(Witter et al. 2000; Niklinska et al. 2006, Tlili al., 2010).

3.3. Gaps in PICT: Nobody is perfect

As explained above, the advantage of the PICT ambras, on the one hand, to give
information about the history of exposure to a ¢axit (not an occasional and brief

contamination of the environment), focusing thertlum link between selection pressure and
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impact, and, on the other hand, to generally pmadaster and complementary response than
available from a taxonomic analysis of communitldswever, to validate the PICT approach

as a bioindicator tool of ecosystem pollution, masyes still need to be considered.

3.3.a. Short or long term endpoints: which are thenost relevant?

Most of the experimental studies on PICT use andpaoe the classical parameters of
long-term stress (biomass, chlorophyll concentratimacterial total density...) and primary
production (e.g.**C, bacterial leucine or thymidine incorporatian;vivo algal induced
fluorescence) used in short term bioassays. TheTl Pd@proach can therefore be well
validated, and tolerance results are in agreematft Biomass or activity measurements
realized during a study. However, in some casesyaional endpoint measures of long-
term stress appear to be more sensitive than ttypseally used in the PICT approach.
Molander and Blanck (1992) showed, in a study enpbllution-induced tolerance in marine
periphyton exposed to different concentrations frah, that some long-term parameters
(increase of diatom species richness and increashlorophylla) were more sensitive than
the lowest detection of PICT at 40 nM diuron, whRéCT was more sensitive than other
long-term parameters such as a decrease of camborporation rate. In a most recent study,
Tlili et al. (2008) highlighted the ecotoxicologiqaotential impact of the herbicide diuron on
biofilms during flooding events in a small rivertime Beaujolais vineyard area (France). The
authors investigated the responses of chronicaltyamminated biofilms exposed to short-term
pulses of diuron. Biofilms were grown in indoor mucosms that were either non-
contaminated or exposed to low-level chronic commation (1 ug.[* of diuron), and not
exposed, or exposed to single or double pulsew@Environmental concentrations of diuron
(7 or 14 pg.r* of diuron). Exposure to pollution and its impaat lmofilms were assessed by
using a various set of long-term stress parametact; as biomass parameters gldsh-free
dry weight (AFDW)), community structure (using 18®d 16S rDNA gene analysis by
DGGE, and HPLC pigment analysis to target eukasyotecteria and photoautotrophs,
respectively), and also by performing photosynthéshibition bioassays (by*‘C
assimilation). In this study, long term stress paeters appeared to be more sensitive and
discriminatory than PICT measurement. Whatever #osure situation, no PICT
development was observed, whereas biomass, fllrescand structural analysis showed a
diuron pulse effect on biofilms.

Molander and Blanck (1992) proposed a conceptuaetbtage model to explain the

impact of diuron on marine periphyton as a functdrwater diuron concentrations. During
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the first stage, exposure to diuron has no longreffect, but during the second stage there is
a slight long-term effect on biomass and structare] during the third and final stage, the
diuron stress is so severe that sensitive spece<laninated, resulting in a decline in
biomass diversity and chlorophglHn parallel with an increase in community toleranc

giving an easily detected PICT.

3.3.b. Environmental factors and PICT

In the global context of assessing the impacts @hmex pollution on microbial
community diversity and function in natural ecosyss, one of the most critical points
remains the distinction between the relative effeat selective pressures resulting from
xenobiotic pollution and those resulting from eowmimental factors. As explained above,
PICT is detected by comparing the tolerances oélacked community and an unselected
“naive” community, this latter having an initial roposition reflecting environmental
conditions before application of stress (time refee) or reference conditions (spatial
reference) and an original sensitivity (“base-linelerance, Molander 1991). This base-line
tolerance probably fluctuates with the environmeotaditions (such as nutrient, temperature
and light) of the reference community, inducing ited variations in biomass, species
composition and phenotypic adaptations (Bérard Behinghoff 2001; Dorigo et al. 2003;
Guasch et al. 2003; Schmitt et al. 2005). Wheretlaee significant variations of the base-line
tolerance, it will be difficult to prove an inducéalerance exclusively caused by the toxicant
selection pressure. It is therefore necessary ve hat only a reference site that is globally
comparable to the study site, but also a sampliradegy (spatial and temporal) minimizing
the interference of environmental factors in theedigon of PICT. In a study of the effect of
copper and temperature on aquatic bacterial contregnBoivin et al. (2005) showed that
the copper tolerance at 10 and 14 °C increasedt &times, whereas copper tolerance at 20
°C increased about 6 times. Temperature therefadeam effect on tolerance development,
indicating that the effect of exposure to coppes wahanced at the higher temperature. In a
soil study, Demoling and Baath (2008a) investigatteel toxicity of different phenols on
bacterial communities at different temperaturesubyg leucine incorporation in bioassays
as an endpoint, and they observed that the indtalechnce to phenols increased at lower
temperature. Some studies have also focused oneffleet of nutrients on tolerance
acquisition (lvorra et al. 2002; Brandt et al. 2D0Suasch et al. (2004) observed a clear
influence of phosphorus limitation on copper toiciBiofilm communities that were

previously fertilized for 18 days were three timmasre tolerant than control communities
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indicating that phosphorus limitation enhanced Guxicity, and tolerance induction was
probably related to the higher phosphorus avaitgb{hegative correlation between Cu
toxicity and algal biomass which is stimulated typgphorus supply). On the other hand, in a
more recent study, these authors (Guasch.,eR@07) tested the influence of phosphorus on
the tolerance of periphytic communities to the rede atrazine, and, conversely to copper,
tolerance induction to atrazine did not require heogphorus supply (because of the fast
sorption kinetics and low rate of bioaccumulatioh atrazine, which make its toxicity
independent of the water chemistry and thus of phagis enrichment). In contrast, light
history seems to influence the sensitivity of pleyic algae to atrazine (Guasch and Sabater
1998).

Finally, considering the variability of terrestridnd aquatic environments, PICT
assessment should take into account the mosaiciabmabitats to establish a reliable
sampling strategy (Almas et al. 2005 in soil; Dorgg al. 2009 in watercourses). These small-
scale spatial, but also temporal, variabilities arefact of major concern for population
succession during PICT acquisition. They are samegi considered as “stochastic events”
(Brandt et al. 2004).

3.3.c. The phenomenon of co-tolerance

Co-tolerance (Table.2) may occur when communitlet have been exposed to one
toxicant, but not to another, become tolerant tth ioxicants. Occurrence of co-tolerance
depends on the means of acquiring tolerance anthe@rtolerance mechanisms involved
(Blanck et al. 1988). This phenomenon is mainlyseauby substances having a similar mode
of action (Molander and Blanck 1991; Soldo and BeR000) or inducing a similar
detoxification mechanism (Gustavson and Wangbe@pH)1According to Molander (1991),
two classes of mechanisms at biochemical leveldcowuce co-tolerance. The first concerns
tolerance mechanisms related to the uptake, treaistm or metabolization/excretion of the
toxicant, while the second is related to modificas of the target site or of by-pass reactions.
Co-tolerance is a phenomenon that should not bused with the “multiple tolerance” of a
community subjected to exposure by several toxgcamultaneously.
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Table2. Examples of co-tolerance between toxicants astbaading factor for PICT assessment.

Long term  Community Endpoint: Co-tolerance with References
exposure !Selection
ZDetection
Diuron Phototrophic marine periphyton Taxonomic analysis by microscopy - Atrazine Molander al. 1991
2 Photosynthesis-{C incorporation) - Bromacil
- Metribuzin
Zinc Soil bacteria L Plate count method (CFU) - Copper Diaz-Ravina et al. 1994
2 Thymidine incorporation - Cadmium
- Nickel
- Lead
Ultraviolet radiation Phototrophic freshwater » Taxonomic analysis by microscopy - Cadmium Navarro et al. 2008
periphyton 2 Photosynthesis (fluorimetry by MINI-
PAM)
Oxytetracycline Soil bacteria - Plate count method (CFU) - Tetracycline Schmitt et al. 2005
2 Biolog® ECO plates - Tylosin
Copper Freshwater phytoplankton L Taxonomic analysis by microscopy - Zinc Gustavson and Wangberg, 1995
2 Photosynthesis-{C incorporation)
Arsenate Phototrophic marine periphyton  *Taxonomic analysis by microscopy - Thiophosphate Blanck and Wangberg, 1991
2 Photosynthesisi{C incorporation) - Low co-tolerance with Arsenic and
diuron
Phenol Soil bacteria L Phospholipid fatty acid pattern - 2-chlorophenol Demoling and Baath. 2008c
2 Leucine incorporation - 2,4-dichlorophenol
- 2,3,6-trichlorophenol
- No co-tolerance with Copper and Zinc
Atrazine Freshwater phytoplankton L Taxonomic analysis by microscopy - Isoproturon Knauer et al. 2010
2 Photosynthesis (fluorimetry by Toxy - No co-tolerance with diuron
PAM)
Diuron - Atrazine
- Isoproturon
Copper Phototrophic freshwater »Taxonomic analysis by microscopy - Zinc Soldo and Behra, 2000
periphyton 2 Photosynthesis-{C incorporation) - Nickel
- Silver
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Some studies have reported a co-tolerance of matbmmunities between copper and
some metals such as Zn or Ni (Gustavson and Wagdi®95; Ivorra et al. 1999). Soldo and
Behra (2000) have shown a strong co-toleranceltersin autotrophic biofilm communities
exposed to 5uM of copper. In contrast, Tlili (pecem) did not detect any co-tolerance
between copper and silver in a study based on sheofithe MicroRes' method to assess
PICT to metals for lotic biofilms. These contradist results may be explained by the fact
that most of the studies that have detected alecattice were based on photosynthesis as an
endpoint to measure PICT (targeting the photoamgpbtcommunity in the biofilm), whereas
Tlili (pers. com) used the substrate-induced resioin endpoint, targeting the heterotrophic
community in the biofilm. Thus, depending on thadkiof targeted activities and associated
communities (phototrophic or heterotrophic), caetahce assessment can be variable, and the
combination of different endpoints may provide d&tdreapproach. Knauer et al. (2010)
examined the specificity of PICT by evaluating tletolerance pattern for three photosystem
Il inhibitors herbicides (atrazine, diuron and ismtpron) to the phytoplankton community,
exposed separately over the long-term to these theebicides. These authors demonstrated
that pre-exposure to diuron induced similar toleeamo all three herbicides. While it is
difficult to distinguish the specific PICT effect two toxicants, the PICT method, however,
can separate molecule groups with common effeetsatte associated with different pollution
types (herbicides inhibitors of PS II, groups oatye metals...). The PICT method, used with
a particular caution with respect to the phenomewiono-tolerance, might for example be
proposed as a preliminary approach in the assessphiestosystem pollution, choosing a
« model » molecule for each different group of piahts.

4. The PICT concept and its position in the ecosyatn functioning

Even though the PICT concept has been proposedresghendological approach based on
comparative community ecotoxicology, it has theeptial also to be integrated into a broader
vision of ecosystem functioning. Any investigatiohthe ecological basis of PICT needs to

have a wide knowledge of the ecosystem itself.

4.1 PICT CONCEPT, REDUNDANCY AND RESILIENCE : WHAT IS THE CONNEXION ?

39



One important and up-to-date question in microb@dlogy concerns the nature of the
relationship that may exist between biodiversitg @sosystem functioning. Several theories

attempt to explain the impact of diversity on eateyn functions, such as matter and energy

flows like photosynthesis, gene flow or nutrientloyg. On the basis of assumptions about

the functional role of diversity, there is the nesary assessment of the unequal ecological
roles of various species in the ecosystem: the eqmncof keystone species, guilds or

functional redundancy. It is generally admittedttltzage species richness allows a greater
stability of the community, but the link betweersle two characteristics might vary, thereby

leading to applicability of different models (Clemte and Newman 2002; Fig.3).
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Fig.3 Four models showing the relationship between ggetithness and functional stability

in communities. (A) Linear model: functional statyildecreases linearly with the reduction of

species number. (B) Rivet model: a functional retfunty protects the system from loss of
species until a threshold level. (C) Ildiosyncratmdel: species disappearance effect is
dependent on species interaction and hardly predictD) Drivers and passengers model:
stability depends on the species ecological impeda Disappearance of driver species
(keystone species) have more effect than disappeamf passenger species. Modified from
Figure 6.2 in Clements and Newman 2002.
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One of the theories regarding the impact of spenigmber on ecosystem function is
based on the assumption of redundancy, which cerssithat the number of functions in an
ecosystem increases with the number of specieriiytto a certain threshold. Beyond this
threshold, species that are added can be considapaifluous because they do not enrich
ecosystem functions. According to this theory,disappearance of the most sensitive species
(as one of the processes underpinning PICT) doesaffext ecosystem function as a whole
initially, but only beyond a certain threshold gqfesies loss (Schwartz et al. 2000). If this
theory assumes that the degree of diversity andystem function are closely related, others
estimate that these two entities do not maintafixed relationship between them, and that
ecosystem functions are a result of interactiot&den species. In this case, it is not only the
number of species that counts, but their relatibendance, their organization in the
community and the environment in which they livikgehmitt et al. 2001).

Biological diversity appears therefore to have tmajor roles. The first is to ensure
essential ecosystem function, and the secondalaw adaptation to changing environmental
conditions (e.g. stress conditions). The concemofinsurance policy” which stipulates that
each species has advantages that enable it tosdeed¢ssfully with certain environmental
circumstances, explains why a more diversifiedesysshould be more stable. If a community
contains a large number of redundant species,rtit@pility that a functional role can still be
exercised even after a strong disturbance is graateugh the survival of at least one of the
more tolerant species (Mertz et al. 2007). In tase, PICT could correlate with a reduction
of diversity or with changes in species evennehss festructuring finally leads to changes or

losses in ecological functions of the communityd ao to a lowering of community stability
(Fig.4).
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Fig.4 Ecological response and associated PICT responsecommunity to a stress or a
recovery. Modified from Clements and Newman, 2002.

The notion of ecosystem stability is also relateather concepts, which are a matter of
discussion: resilience (return of ecosystems taasiginitial state following a disturbance),
robustness (resistance to interference) and atgstability to restore quickly the biomass to
its initial value after disturbance). All these cepts are more or less involved in a
comprehensive analysis of PICT. Barbault (1997hilgts “the probable importance of
biodiversity to ecosystem resilience, which meaw$ only their recovery ability after
disturbance, but also their resistance to invasipecies and therefore their long-term
persistence”. “Ecophysiological” demands of spe@es never identical, even when the
species provide the same functions (identical egodd niches, redundant species...). The
numerical balance (abundance and richness) betihese species may vary depending on
environmental changes, while the interactions betwilbem remain unchanged.

These phenomena should also be considered foromnvéntal recovery processes after a
disturbance, and the PICT approach could also leel der studying the dynamics of
environmental recovery. However, this applicatieanless developed than impact studies
(Demoling and Baath 2008a; Blanck and Dahl 1998sém et al. 2003; Boivin et al. 2006).
Kinetics of recovery at community level after diftances are variable, and physiological

recovery from a chemical stress is generally mdfreient at high microbial diversity and at
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high functional redundancy. However, recoveringracfion after a stress does not necessarily
mean that a community returns to its original cosifpan and tolerance (Fig.4). Dorigo et al.
(2010) studied the structural and functional recp\wd bacterial and eukaryote communities
in biofilms naturally grown on stones for 9 weeks a pesticide impacted site, after
transferring them from the pesticide-polluted doingemm site to a non-contaminated
upstream site (Fig.5). Their results revealed toaicant-induced changes between non-
impacted biofilm (NIB) and impacted biofilm (IB) somunities remained present after
translocation throughout the recovery period. Tia@dfer of biofilm from impacted site to
reference site did not break up structural diffeemnbetween NIB and IB, and brought on
only weak functional changes. Several causes ceypdain the maintained structural and
functional differences. It is likely that persistetifferences are preserved via long lasting
effects of the toxicant on the periphyton commausitiparticularly of copper, considering its
adsorption onto biofilm and its incomplete relefisen biofilm matrices (Dorigo et al. 2010).
This is in accordance with the results of Larsemlef{2003) indicating that phytoplankton
PICT was mainta