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Introduction

. Contexte de I’étude

En 1992, la conférence de Dublin définissait I'eau douce comme une ressource fragile et non
renouvelable, indispensable a la vie, au développement et a I’environnement. La santé ainsi que
toutes les activités humaines dépendent de sa disponibilité en qualité et quantité
suffisante. La méme année, le sommet planete Terre de Rio de Janeiro ajoutait la nécessité
de préserver les fonctions hydrologiques, biologiques et chimiques des écosystemes, en adaptant les
activités humaines a la capacité limite de la nature. Aussi, la protection de la ressource en eau
est-elle aujourd’hui un enjeu majeur nécessitant une réflexion interdisciplinaire, en
particulier dans les zones urbaines densément peuplées ou les besoins sont élevés, les

sources de pollutions nombreuses, et les espaces naturels restreints.

L’anthropisation des territoires affectent la qualité et la quantité des ressources en eau de

différentes manieéres :

- D'une part, en augmentant les charges en polluants des hydrosystemes de
surface. En effet, les eaux pluviales lessivent des sols urbains fortement chargés en
contaminants organiques tels que les PCB et HAP!, ou inorganiques tels que les métaux
lourds (Gobel et al., 2007; El-Mufleh et al., 2014). Les eaux qui drainent des sols agricoles
assimilent des teneurs importantes en azote et phosphore qui peuvent perturber ou
modifier la biocénose. En l'absence de systemes particuliers de collecte, et/ou de
traitement, ces eaux s’écoulent le plus souvent dans le milieu naturel. Elles peuvent en
plus altérer la qualité des eaux souterraines, du fait de leur connectivité avec les eaux de

surface, par infiltration dans les sols.

- D’autre part, en imperméabilisant les surfaces du fait de 1'étalement urbain.
L'urbanisation entraine donc une diminution de l'infiltration avec pour conséquences (i)
une sous-alimentation des nappes phréatiques, (ii) une augmentation des flux qui
favorise 1'apparition de pics d’écoulement et accroit les risques d’inondation en centre
ville, ou les réseaux ne suffisent plus a évacuer les apports en cas de forts épisodes

pluvieux [Figure 1].

! Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques et PolyChloroBiphényles
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Figure 1 : Conséquences de I'urbanisation sur l'importance relative de l'infiltration et du ruissellement,
d’apres Wikhydro (2013)

Face a ces constats, des techniques dites « alternatives » (sous-entendu alternatives au
tout-tuyau) ont été développées pour agir en amont des systemes de récupération
classiques et améliorer la gestion de I'eau en milieu urbain. Ces techniques peuvent étre
classées en plusieurs groupes dont les fonctions se completent (Certu, 1998; Eriksson et

al., 2007; Le Coustumer, 2008) :

- les systemes de stockage (bassins ou étangs de rétention, marais artificiels,

réservoirs, toitures, chaussées drainantes) : Ce sont des ouvrages de nature et de
dimensions tres variables mais avec un objectif commun : retenir les eaux lors de
forts épisodes pluvieux pour les évacuer ensuite a débit régulé vers un exutoire

[Figure 2a,d,e],

— les systemes de récupération (bandes filtrantes, noues, rigoles) : ce sont des

dispositifs végétalisés (enherbés) en pentes douces, qui permettent de recueillir
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ou déplacer les eaux tout en assurant un prétraitement par filtration/décantation

[Figure 2b,f],

- les systemes d'infiltration (puits, tranchées et bassins d'infiltration) : ce sont des

milieux artificiels congus pour infiltrer d'importants volumes d'eau de surface
tout en assurant la rétention et la dégradation de potentiels polluants. Ils peuvent
se décliner sous différentes tailles : des ouvrages de faibles dimensions lorsqu'ils
sont situés a la source du ruissellement, ou de tres grandes dimensions lorsqu'ils

servent d'exutoire [Figure 2a,c].

Figure 2 : Exemple de techniques alternatives, d’aprés CAUE27 (2014) et Grand Lyon (2008)

un bassin de rétention/infiltration des eaux pluviales (a), des chemins pour les eaux pluviales intégrés dans

les espaces verts (b), un bassin d'infiltration congu pour la recharge des nappes (c), une toiture végétalisée

(d), un stationnement perméable (e) et une noue (f).

Parmi toutes ces techniques alternatives, les bassins d'infiltration sont tout
particulierement répandus car ils répondent a des enjeux aussi bien qualitatifs que
quantitatifs dans la préservation de la ressource en eau ; et jouent ainsi un role important
dans la gestion intégrée de l'eau (Durham et al., 2002). Ils assurent en effet diverses
fonctions telles que la récupération des eaux pluviales permettant de limiter le

ruissellement, ou la recharge des nappes phréatiques permettant de maintenir la
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productivité des captages en période d'étiage. De plus, ils peuvent servir de supports a
d'autres fonctions (espaces verts, terrain de sport, etc.), et font, a ce titre, partie intégrante
des nouveaux paysages urbains. Ils sont pour toutes ces raisons recommandés par le
guide «collectivites locales et ruissellement pluvial » édité par le Ministere de

I"Environnement en 2006.

Toutefois, ces ouvrages récents présentent des limites en termes opérationnels, du fait de
la méconnaissance de leur fonctionnement sur le long terme et de 'entretien nécessaire
pour assurer leur viabilité et leur durabilité (Knowles et al., 2011). En effet, les exploitants
de bassins d'infiltration font face aujourd’hui a des problématiques importantes liées au
colmatage progressif des ouvrages, et ceci quelle que soit leur fonction. Le colmatage
affecte en effet I'ensemble des performances des bassins (Dechesne et al., 2004) : il peut
modifier les capacités auto-épuratrices des systemes (Pitt et al., 1999) et entrainer une
diminution des quantités d’eau infiltrée, réduisant ainsi I'ensemble des bénéfices liés a la
recharge des nappes ou a 1'évacuation des eaux pluviales. Il apparait donc aujourdhui
nécessaire de mieux appréhender les facteurs expliquant le colmatage des bassins, ceci
dans le but de préserver la ressource en eau, et d’optimiser la gestion des ouvrages au
regard de criteres environnementaux et économiques. Les premiers visent le respect des
exigences environnementales relatives a l’accessibilité a I'eau potable, les seconds la

réduction des cofits inhérents a l’entretien des systemes d’infiltration.

Pourquoi s’intéresser au compartiment biologique ?

Le colmatage des bassins d'infiltration souleve de nombreux enjeux a la fois
environnementaux et économiques, et potentiellement sanitaires. La couche superficielle
des bassins, support de l'infiltration, est un milieu complexe car résultant de divers
apports : sa composition résulte non seulement des particules et solutés provenant du
lessivage des sols mais également des processus physiques, chimiques et/ou biologiques
ayant lieu dans les bassins tant au niveau de la colonne d’eau qu’au sein des sédiments
superficiels. Si les mécanismes physiques et chimiques de rétention des particules sont
bien compris et peuvent étre en partie palliés via par exemple des prétraitements par

décantation, le développement biologique est lui intrinseque a I'ouvrage.
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Dans les bassins d’infiltration, le compartiment biologique compte plusieurs

composantes pouvant influer sur les propriétés hydrauliques :

(1)

(iii)

La couverture biologique, ou biofilm, développée au niveau de la couche
superficielle du support d’infiltration, a linterface avec l'eau. Elle a
généralement un effet négatif sur les performances hydrauliques des
ouvrages, car elle peut former un tapis dense qui va empécher l'eau de
s’infiltrer, en plus de favoriser la rétention des particules fines au niveau de la
couche superficielle. Ce terme sera défini plus longuement dans le premier

chapitre de ce manuscrit.

Les plantes aquatiques, ou macrophytes, qui prennent racines dans le support
d’infiltration. Elles peuvent potentiellement réduire le colmatage, par des
mécanismes physiques liés a leur réseau racinaire, mais aussi parce qu’elles
sont en compétition avec le biofilm et sont susceptibles de limiter son
développement via divers mécanismes qui seront détaillés dans le premier

chapitre.

Enfin les invertébrés benthiques?, des macro-organismes qui peuvent a la fois
modifier la structure physique du support d’infiltration et agir sur la
disponibilité des ressources pour les autres especes. Ils peuvent également
interagir avec le biofilm par voie trophiques. Ces mécanismes seront précisés

dans le premier chapitre également.

Finalement, si la présence du biofilm peut affecter les performances hydrauliques des

ouvrages, les macro-organismes tels que plantes et invertébrés sont susceptibles d’agir

positivement sur les capacités d’infiltration. Aussi, la problématique de la dégradation

des propriétés hydrauliques nécessite une approche pluridisciplinaire, prenant en

compte les interactions existant entre les composantes biotiques et abiotiques de ces

systemes.

2 Le benthos décrit I'ensemble des organismes vivant au niveau des interfaces sédimentaires. Le terme

« benthique » signifie donc ici « vivant a I'interface eau/couche superficielle des bassins ».
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ll. Objectifs de lathese

Ce travail de these porte sur l'influence du compartiment biologique sur les capacités

d’infiltration des bassins, et se décline en deux grands objectifs :

1. Mieux comprendre comment le biofilm agit sur le colmatage. Autrement dit, il s’agit
de mieux appréhender le fonctionnement de l'interface eau / support d’infiltration en
nous intéressant conjointement a 1’état du biofilm de surface et aux capacités

d’infiltration associées.

2. Etudier les interactions entre composantes biotiques et abiotiques pour limiter,
voire réduire le colmatage des ouvrages en utilisant les principes de l'ingénierie
écologique. Autrement dit, cette seconde partie consiste a étudier puis utiliser les
interactions naturelles existant entre macro-organismes et biofilm afin de développer des
solutions innovantes et durables pour maintenir les performances des ouvrages

d’infiltration.

L’ingénierie écologique consiste a utiliser «des populations, des communautés ou des
écosystemes dans le but de modifier une ou plusieurs dynamiques biotiques ou physico-chimiques
de 'environnement dans un sens réputé favorable a la société et compatible avec le maintien des
équilibres écologiques et du potentiel adaptatif de 'environnement »(ONEMA, 2010). Chocat

(2013) dans son guide l'ingénierie écologique adaptée aux milieux aquatiques explique qu’il

s’agit de s’appuyer sur des pratiques de gestion et/ou de conception inspirées de
processus fonctionnels biotiques ou abiotiques gouvernant les systemes écologiques.
Dans le cadre de ce travail, il s’agit de mettre au point des « outils biologiques » pour
maximiser un service écosystémique et mieux gérer la problématique du colmatage des
ouvrages. L’ingénierie écologique est ainsi une problématique fondamentalement
pluridisciplinaire et interdisciplinaire, qui relie la recherche fondamentale a la recherche

appliquée.
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Ill.  Organisation du document

Pour répondre a ces deux grands objectifs, le présent document s’organise de la maniere

suivante :

Le premier chapitre sera consacré a une synthese bibliographique qui permettra
de redéfinir et décrire plus précisément les différents termes du sujet. Cet état de
I'art des connaissances m’amenera a dégager les principales questions qui
guideront ce travail de these.

J'exploiterai les conclusions obtenues dans ce chapitre pour déterminer
I'approche expérimentale a mettre en place pour étudier les interactions entre
biofilms, macro-organismes et propriétés hydrauliques des ouvrages
d’infiltration, et pour identifier des propriétés susceptibles de guider

l'interprétation des résultats.

Le second chapitre présentera le volet expérimental de 1’étude. Cette partie vise a
justifier et présenter le choix des différentes stratégies expérimentales utilisées et

présentera les trois expériences réalisées dans le cadre de cette these.

Le troisieme chapitre exposera en trois parties les résultats inhérents a ce travail,
chacune sous la forme d’un article faisant 1’objet d'une publication parue ou a
paraitre. Les protocoles expérimentaux développés et utilisés dans le cadre de ce

travail de these y figureront.

Enfin, je conclurai ce travail et discuterai des perspectives a lui donner.
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. Les bassins d’infiltration

.1 Fonctionnement

Les bassins d'infiltration sont des ouvrages artificiels implantés sur un sol « naturel »,
soit par excavation, soit via la construction de digues, sol sur lequel est généralement
importé un substrat servant de support d'infiltration [Figure 3]. Ce substrat est le plus
souvent un sable calibré qui assure a la fois une bonne oxygénation permettant
d’optimiser les processus de dégradation de la matiére organique entrante, et une
infiltration homogene sur tout 'ouvrage. En effet, le fonctionnement des bassins repose

sur deux principaux facteurs, leurs capacités d’épuration et d’infiltration.

Bassin d’infiltration y
et £

Sol non saturé l' ¢ ,L

Substrat support de

l'infiltration (sable calibré)

Substratimperméable
Figure 3 : schéma d'un bassin d'infiltration

1.1.1 Capacités « auto-épuratrices »

Les bassins profitent de différentes propriétés du substrat support de l'infiltration qui
présente un pouvoir de rétention et / ou de transformation vis-a-vis des divers
contaminants rencontrés dans les eaux qui s’infiltrent. Ces derniers peuvent étre
organiques ou inorganiques, et se présenter sous différentes formes: particulaire,
colloidale ou dissoute; relevant de mécanismes de rétention et de transformation

différents (Chocat, 1997). Nous détaillons ici les principaux mécanismes :
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(i) La rétention par filtration mécanique : le substrat agit en premier lieu comme un filtre
permettant de retenir en surface les matieres en suspension (MES) et les contaminants
associés véhiculées par l'eau qui tendent a sédimenter sous l'effet de la gravité. Les
particules les plus grossieres sont interceptées et capturées a la surface, et la filtration
conduit a la création d'une couche de particules de plus en plus fines surplombant le
sable calibré, évitant leur transfert vers les couches inférieures. Ce mécanisme physique
de piégeage des particules dépend surtout de la taille et de I'arrangement initial des
particules du substrat (Gougoussis-Delpy, 1982). Cette filtration mécanique affecte
surtout les particules de plus grandes tailles (>30 pum) alors que les particules <30 pm

sont plutdt soumise a une filtration physico-chimique (Le Coustumer, 2008).

(ii) La rétention par des mécanismes physico-chimiques: des mécanismes chimiques

comprenant la sorption et la précipitation viennent s’ajouter aux mécanismes physiques

dans la rétention des particules :

- L’adsorption est un phénomene de surface par lequel des particules, colloides ou
solutés se fixent sur une surface solide selon divers processus (liaison
électrostatique, complexation de surface (Sigg et al., 2000)). La couche superficielle
des bassins d’infiltration, en partie formée par sédimentation, possede de fortes
capacités d’adsorption, qui favorise la rétention de certains composés qu’ils soient
sous forme colloidale, particulaire ou dissoute. L’adsorption concerne en
particulier les solutés sous forme de cations ou dans une moindre mesure les
anions, notamment les cations métalliques (Serpaud et al., 1994), mais aussi
certaines bactéries ou virus (Stevik et al, 2004; Chabaud et al.,, 2006). Ce
mécanisme dépend de nombreux facteurs, notamment de la taille et la
composition physico-chimique du substrat. La taille des particules détermine les
surfaces de contact avec les matieres en suspension provenant de la colonne
d’eau. Les grains les plus petits vont augmenter les opportunités de contact et
ainsi favoriser la fixation des composés par adsorption (Pundsack et al.,, 2001). La
composition physico-chimique joue également un role majeur car c’est elle qui
détermine l'affinité des matieres en suspension et composés dissous avec les
particules du substrat (Sigg et al., 2000). A titre d’exemple, 'immobilisation et

I’élimination du phosphore sous forme d’ions orthophosphates (POs*) ou la
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rétention de la matiere organique dépendent de la disponibilité des "sites de
sorption” qui sont généralement fournis par des argiles ou des composés
organiques. Enfin, la vitesse d’infiltration détermine les flux donc les temps de
contact avec le substrat (Brissaud et al, 1989). Si le liquide percole trop
rapidement, le temps de contact n’est pas suffisant, alors que ce parametre
favorise les échanges entre surfaces et donc la rétention des matieres en

suspension par adsorption (Stevik et al., 2004).

- La précipitation est le passage d'une espece de I'état dissous a 1’état solide, qui peut
avoir lieu entre especes dissoutes ou entre un soluté et une surface solide dans la
colonne d'eau ou dans l'eau interstitielle du support. La formation de précipités
insolubles est 1'un des principaux mécanismes par lesquels les métaux lourds sont
éliminés de I'eau (Matagi et al., 1998). Ce mécanisme dépend de la concentration
et du produit de solubilité de l'espece, des conditions redox et du pH: une
augmentation du pH favorise en général la précipitation, les especes métalliques

précipitant sous forme d’hydroxydes.

(iii) Les processus microbiens : Ils assurent notamment la dégradation des composés
organiques, et la transformation de certains composés inorganiques, tels que les

composés azotés, par des réactions d’oxydation ou de réduction.

- La dégradation des composés organiques: la matiére organique retenue par les
différents processus que nous venons d’exposer est ensuite dégradée par
oxydation sous l'action des micro-organismes qui se développent a l'interface eau
/substrat d’infiltration sous la forme d’une couverture biologique, ou biofilm* (Lin
et al., 2008). La minéralisation de la matiere organique est assurée en conditions
aérobies par les communautés microbiennes hétérotrophes (Nogaro et al., 2007;
Chen et al., 2009). Elle consiste en une série de réactions dépendantes des
conditions physico-chimiques, notamment de la disponibilit¢ des composés
oxydés utilisés comme accepteurs d'électrons (Jorgensen, 1982; Lovley et Philips,
1986; Kristensen, 2000). L'ordre d'utilisation de ces accepteurs d'électrons est

déterminée par l'énergie libre libérée par les réactions d'oxydation [Figure 4],

3 La partie suivante de ce chapitre sera consacrée a la définition plus précise de ce terme.
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l'oxydant qui conduit a la plus grande libération d'énergie étant utilisé en premier

(Chapelle, 1993).

La transformation des composés azotés : les activités humaines sont sources d'une
grande quantité d’azote inorganique que l'on retrouve sous forme d’ion
ammonium (NHas+) ou nitrate (NOs-) dans les eaux d’infiltration. L’ammonium,
fixé par les processus détaillé auparavant, peut étre transformé en nitrate via
I'activité de nitrification, c’est a dire 'oxydation de l'ammonium (NHas+) en
nitrates (NOs-) par les micro-organismes. Les réactions impliquées dans la
nitrification nécessitent beaucoup d'oxygene et se produisent donc dans les
premiers centimetres du substrat. Les nitrates quant-a-eux peuvent étre
transformés en azote gazeux via l'activité de dénitrification, c'est-a-dire la
réduction des nitrates en azote gazeux (N2). Elle se produit en I'absence d'oxygene
et est réalisée par des bactéries hétérotrophes « aérobies facultatives » qui utilisent

I'oxygene des nitrates comme accepteurs d'électrons (Chabaud, 2007).

Réaction Couple rédox Réaction Concentration en O,
0,
Respiration aérobie (1) 0,/H,0 CH,0+ 0, — CO,+H,0 (1)
Dénitrification (2) NOy /N, |35CH0+4NO,; — CO,+2N,+4HCO; +3 H,0 (2) En
Réduction des oxydes de
Mn(IV) / Mn 2* | CH,O + 2 MnO, + 3 CO, + H,O — 2 Mn* + 4 HCO,- (3
manganése (3) = 2 T Hy 5 (3)
Réduction des oxydes de fer (4) | Fe(IIl) / Fe** |CH,0 +4Fe(OH); +7C0O, — 4 Fe¥*+ 8 HCO; + 3 H,0 (4)

0 +500

-200
L] Sédiments oxiques Potentiel rédox du sédiment
[ Sédiments hypoxiques Eh (mV)
B sédiments anoxiques

Figure 4 : Séquences redox des réactions de dégradation de la matiére organique, d’apres Kristensen (2000),

modifié par Nogaro (2007)

Ainsi, les processus microbiens dépendent des conditions redox (Schmidt et al., 2007), et

une épuration complete d’azote sous forme d’ammonium (avec transformation en N2)

nécessite a la fois des conditions aérobies pour la nitrification et des conditions
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anaérobies pour la dénitrification. Au sein des bassins d’infiltration, ces conditions
peuvent étre obtenues puisqu'il existe une zone de surface oxygénée et des micro-
environnements anaérobies en profondeur du substrat (Revesbech et al., 1988; Jensen et
al., 1994). La température de I'eau est également un parametre important car elle affecte
la production, I'abondance et l’activité des bactéries participant a la dégradation de la
matiére organique (Maeng et al, 2010). La vitesse d’écoulement est également un
parametre important puisqu’elle détermine le temps de contact entre 1'eau qui s’infiltre
et les communautés microbiennes (Van Cuyk et al.,, 2001). En revanche, 1'épaisseur du
substrat ne joue pas un role primordial, car la littérature montre que les processus
épuratoires ont lieu principalement dans les premiers centimetres des supports
d'infiltration, avec un maximum de 10-15 cm lorsqu'il s'agit d'effluents tres chargés. C'est
le cas par exemple pour des bassins d’infiltration congus pour le traitement secondaire
des eaux usées (Siegrist, 1987; Stevik et al., 1999). Enfin, toujours concernant 1'épuration,
un autre facteur intervient lors du dimensionnement des ouvrages : « I'épaisseur » de la
zone non-saturée, aussi appelée zone vadose, qui s'établit entre le fond du bassin et
’aquifere sous-jacente [cf. Figure 3]. La charge appliquée au systéeme doit en effet assurer
une hauteur suffisante de cette zone pour permettre I'oxydation de la matiere organique

entrante. A titre d'indication, la réglementation frangaise impose une hauteur minimum

de 1 m.

[.1.2 Capacités d’infiltration

Les capacités d'infiltration des bassins reposent a la fois sur les propriétés de la couche
superficielle support de l'infiltration, et du sol sous-jacent. Tous les environnements
hydrogéologiques ne sont pas favorables aux techniques d’infiltration : les sols a faible
ou a trop forte perméabilité ne sont pas adaptés (Brissaud et al., 1989). Les capacités
d'infiltration des bassins dépendent des propriétés hydrodynamiques des sols support et
notamment de leur conductivité hydraulique a saturation* (Ks), qui doit étre comprise
entre 10° et 10? m.s™ (Azzout et al., 1994). Pour une conductivité trés élevée (supérieure a

102 m.s™?) des précautions s'imposent car elle peut conduire a des transferts non

4 Les différents parametres présentés ici (conductivité hydraulique, porosité, etc.) seront décrits plus

précisément par la suite.
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maitrisés, c'est-a-dire trop rapides pour permettre de garantir les processus auto-
épuratoires décrits précédemment (Barraud et al., 2006). La conductivité hydraulique est
un parametre hydrodynamique influencé par de nombreux facteurs (Platzer et Mauch,

1997; Le Coustumer, 2008) :

- L’architecture du réseau poral, c'est-a-dire la taille et la connectivité entre les pores,
les espaces vides inter particules du support d’infiltration. Ce parametre sera
développé plus longuement par la suite.

- la charge en matieres en suspension dans l'eau entrante, qui dépend de la nature et de
’occupation des sols lessivés (couvertures végétales, activités humaines, etc.) du
relief du bassin versant, et du climat (Laak, 1976; Jenssen et Siegrist, 1990) et peut
se traduire par un colmatage du sol

- les propriétés physiques de ’eau entrante, et notamment sa densité et sa viscosité, cette
derniere étant fonction de la température ; plus il fait froid, plus la viscosité de
I'eau augmente, donc plus l'infiltration diminue,

- le degré de saturation en eau du support d'infiltration qui détermine 'activation de la
porosité et donc la conductivité hydraulique, en prenant en compte les
phénomenes d’hystérese déterminants pendant les cycles de sollicitation, c'est-a-

dire des changements dans les conditions de saturation du sol entre les

différentes phases d’infiltration (Greskowiak et al., 2005).

Finalement, il faut noter que le colmatage s'avere initialement bénéfique pour les
performances de l'ouvrage, (i) en rendant linfiltration plus homogene et (ii) en
améliorant I'épuration puisqu'il augmente le temps de contact avec le substrat, favorisant
ainsi la filtration et les processus de dégradation des charges entrantes (Gougoussis-
Delpy, 1982; Stevik et al., 1999; Van Cuyk et al., 2001). Cependant, sur le long terme, il a
des conséquences dommageables sur les performances des bassins. En effet, lorsque le
colmatage devient trop important, I'épaisseur de la zone oxique est progressivement
réduite jusqu’a provoquer une anoxie du systeme (Nogaro et Mermillod-Blondin, 2009),
qui affecte fortement ses capacités auto-épuratrices en inhibant notamment les processus
microbiens aérobie qui sont les plus efficaces dans la dégradation des charges

organiques entrantes (Bali et al., 2010; Navel et al., 2011). Par ailleurs, le colmatage
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entraine une diminution des quantités d’eau infiltrée, réduisant ainsi l'ensemble des

bénéfices liés a la recharge des nappes ou a I'évacuation des eaux pluviales.

En définitive, assurer le bon fonctionnement des bassins revient a assurer un équilibre
durable en limitant 'accumulation de matiere (MES, couverture biologique) au niveau
de la couche superficielle, ceci afin de conserver les performances d’épuration et
d’infiltration. Du fait de la complexité des interactions entre les différentes variables
impliquées dans les performances des ouvrages, la conception, le dimensionnement et la
gestion des bassins d’infiltration ne sont pas toujours bien définis : les systemes reposent
souvent sur des considérations empiriques et sont surdimensionnés afin de limiter
I'épaisseur de la couche colmatante. Pourtant, malgré ce surdimensionnement, le
colmatage devient souvent trop important au bout de quelques mois ou années
d’exploitation, et nécessite la mise en place d’opérations lourdes de décolmatage,
consistant a retirer tout ou partie du substrat colmaté. Si ces opérations de maintenance
permettent de retrouver les performances hydrauliques de l'ouvrage pour quelque
temps, elles suppriment également la totalité de la couverture biologique, affectant alors
certains des processus épuratoires (Knowles et al., 2011), sans oublier les quantités
importantes de matériaux a gérer. C'est pourquoi il est nécessaire d'optimiser les
systémes d’infiltration, et pour cela, améliorer la compréhension des mécanismes de
colmatage, trop longtemps traités comme une '"boite noire", est aujourd’hui

indispensable.

[.2 Quel modele pour le support d'infiltration ?

Avant d'aborder les mécanismes du colmatage, il convient dans un premier temps de
décrire plus précisément la couche superficielle des bassins, support de l'infiltration.
Cette couche de plusieurs centimetres d’épaisseur est en effet une matrice complexe
résultant de la construction et du mode de fonctionnement de l'ouvrage, elle est par

conséquent composée de matieres tres diverses :

- du sol naturel sur lequel est construit 'ouvrage ;
- des matériaux importés lors de la construction pour faciliter l'infiltration et le

traitement des eaux, le plus souvent du sable calibré ;
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- des particules minérales et organiques provenant des surfaces érodées/lessivées
par 'eau qui s’infiltre ;
- de la matiere organique résultant des apports de la végétation se développant

autour/dans les ouvrages, et du développement biologique intrinseque au bassin.

Le support d'infiltration est donc un assemblage plus ou moins hétérogene de l'ensemble
de ces particules solides (organiques et minérales), et d'espaces inter-particulaires

remplis d'air et/ou d'eau. Il peut ainsi étre qualifié de milieu poreux.

Ce support, de plusieurs centimetres d’épaisseur, est ainsi issu du mélange complexe
entre les matieres en suspension dans 1'eau d’infiltration qui sédimentent, le sable calibré
importé et le sol sous-jacent. Il possede toutefois un grand nombre des caractéristiques
d’un sol (Duchaufour, 1995): c’est une interface, il est triphasique (solide/liquide/air),
c'est une matrice poreuse a travers laquelle I’eau s’écoule sous l'effet de la gravité, il peut
subir des variations de teneur en eau, se structurer par agrégation, il abrite de la faune et
est le support de croissance de végétaux. Cependant, ce support d’infiltration, issu de la
superposition d'une couche provenant de mécanismes de sédimentation sur un support
solide (sable et sol), évolue rapidement, en quelques mois ou années d’exploitation des
ouvrages, alors qu’il faut plusieurs milliers d’années dans le cas d’un sol «naturel ».

Aussi est-il difficile de trancher entre les termes « sol » et « sédiment ».

La dénomination de cette couche est un probleme récurrent puisqu’on retrouve
différents termes dans la littérature : certains auteurs parlent effectivement de sol (Lin et
al., 2008; Arye et al., 2011), alors que d’autres sont plus général en évoquant uniquement
le «milieu d’infiltration » (Brissaud et al., 1989) ou la «couche de surface » qu’ils
opposent au « milieu sous-jacent » (Dechesne et al., 2004). D’autres ont choisi d’adopter
un terme plus précis, comme « technosol » lorsqu’il s’agit de qualifier des matrices
soumises a des apports urbains fortement anthropisés (Badin et al., 2009a). Le terme
employé correspond finalement a la discipline par laquelle les auteurs abordent leur
étude, et que I'important est de I'expliciter au départ. Dans le cadre de cette these aux
composantes multidisciplinaires (microbiologie, hydrologie, hydrogéologie, écologie), il
est difficile de qualifier la couche superficielle des bassins par un terme unique. Ainsi,

pour la décrire, nous utiliserons indifféremment les notions de « support d'infiltration »,
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« milieux poreux » ou de « sédiments ». Le premier terme est tres général, le second
permet d’insister sur les caractéristiques physiques du milieu, le troisieme permet
d’insister a la fois sur la dynamique et les mécanismes de formation de la couche
superficielle, via I'accumulation de particules en suspension. Le terme « sol » sera quant-

a-lui utilisé pour décrire le milieu sous-jacent.

[.3 Propriétés physiques des milieux poreux

Le support d’infiltration est avant tout un milieu poreux. Deux parametres clés
permettent de le caractériser: sa texture et sa structure. Ces parametres vont
conditionner l'ensemble de ses propriétés physico-chimiques et hydrauliques, en

particulier ses propriétés de conduction hydrodynamiques (Hillel, 1998).

1.3.1 Texture

La texture, ou granulométrie correspond a la répartition quantitative des différentes
particules par catégorie de taille, indépendamment de la nature, de la composition
physico-chimiques ou de 'organisation des minéraux (Duchaufour, 1995). La plupart du
temps, ces particules sont assimilées a des spheres, leur taille correspond donc a leur

diametre équivalent. Leur classification est précisée dans le Tableau 1.

Millimeters (mm) Micrometers (um) Phi (0) | Wentworth size class Rock type
4096 -12.0 Boulder
256 T -8.0 D
Cobble @ | Conglomerate/
64 l -6.0 G Breccia
Pebble
4 20 | — — — — — —
Granule
2.00 1 -1.0
Very coarse sand
1.00 : 0.0
Coarse sand
1/2 050 — — — -850 — — 4 10| — — — — — — -
Medium sand 5 Sandstone
1/4 0.25 1 250 2.0 [49]
Fine sand
1/8 0125 — — — - 495 — — | 30 —|— — — — — —
Very fine sand
1/16 0.0625 — 63 4.0
Coarse silt
1/32 0031 — — — -31 — — 4 50— — — — — — —
Medium silt -
1/64 0016 4+ — — -156— — 4 60— — — — — — — P Siltstone
Fine silt
1128 0.0078 — 78 7.0
Very fine silt
1/256 0.0039 3.9 8.0
=
0.00006 0.06 14.0 Clay 2 Claystone

Tableau 1 : Classification des particules, d'aprés Wentworth (1922).
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La fraction fine (<3.9 um) est communément et improprement appelée "argile" car elle
comporte également d'autres minéraux. A partir des différents pourcentages de chacune
des classes de particules, on peut définir précisément la texture du milieu poreux, et
donc certaines de ses propriétés. Le triangle des textures [Figure 5] est alors

communément utilisé.

Concernant les différentes classes de particules, il faut noter que chaque classe possede
des propriétés physico-chimiques qui different. A titre d’exemple, les sables ont des
surfaces spécifiques et des activités physico-chimiques relativement réduites, mais les
textures sableuses sont particulierement adaptées pour l'infiltration car fortement
perméables. En revanche, les milieux de texture argileuse possedent une réactivité
chimique importante, avec de larges surfaces spécifiques pour 1’adsorption de certains
composés. En revanche, ils possedent de mauvaises propriétés conductrices car ils sont

peu perméables, et tres mal aérés.
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Figure 5 : Triangle des textures de Tavernier et Maréchal (Richer de Forges et al., 2008; USDA, 2014)
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1.3.2 Structure

La structure correspond a l'arrangement de ces particules solides et des vides dans
I'espace. Elle prend en compte a la fois la porosité et la connectivité entre les pores
(Miyazaki et al., 1993; Hillel, 1998). Contrairement a la texture, c’est un critere dynamique
qui décrit plusieurs propriétés physiques du milieu poreux, telles que 1'aération, ou les

capacités conductrices (Kay et Angers, 2000).

Le mode d'organisation des particules découle en large partie de la distribution
granulométrique du milieu puisque le remplissage de l'espace et la proportion de vides
varient selon la proportion de particules fines par rapport aux particules grossieres. Il
dépend aussi de la nature des constituants, notamment leur composition minéralogique
car la structuration résulte de différents processus (physico-chimiques, biologiques,
mécaniques, etc.) faisant intervenir par exemple les propriétés des argiles. Texture et
nature des constituants vont donc conditionner la porosité et la stabilité du milieu (Kay

et Angers, 2000).

Toutefois, indépendamment de ces deux parametres, la structure d’un milieu poreux
répond également a des variations naturelles de température, d'apports en eau, de
matiére organique ou de croissance végétale, et a des variations artificielles comme la
compaction mécanique, ou encore les conditions hydriques. Tous ces parametres

agissent notamment sur 1’agrégation.

[.3.2.1 Porosité

Les pores correspondent aux vides au sein du milieu poreux, c’est-a-dire aux espaces
entre les particules pouvant étre remplis par de l’air et/ou de I'eau (Baver, 1963) C'est la
granulométrie et l'agencement des particules qui vont déterminer la forme et la
continuité du réseau poral, autrement dit la taille des pores et la connectivité entre les pores
(Kay et Angers, 2000). Les processus d'écoulement s’operent a travers les porosités du

milieu et dépendent donc de ces deux parametres :

(i) La taille des pores : Selon leur taille, les pores ont différentes propriétés concernant les

transferts/rétentions d’eau (Kay et Angers, 2000). Dans la littérature (Thomasson, 1978;
Kay et Angers, 2000), ces tailles sont généralement regroupées par classe [Tableau 2, ci-

apres].
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Classe diamétres équivalents des particules
Macropores >75pum
Mesopores 30-75pum
Micropores 5-30 um
Ultramicropores 0,1-5pum
Cryptopores <0,1pum

Tableau 2: Classification des tailles de pores (Soil Society of America, 1997)

En pratique, on distingue plutot 3 classes selon leur comportement hydraulique :

= Les pores > 30 um. Ils ont une influence majeure sur les propriétés
conductrices du milieu (White, 1985), et sur son aération (Thomasson, 1978).
En effet, ils correspondent a une « porosité de drainage » ou les écoulements ont
lieu rapidement. Ils se forment de différentes manieres : lors du retrait de I'eau
dans le milieu (dessiccation), par l'apparition de fissures, par la formation
d’agrégats ou encore par l'activité biologique, notamment la bioturbation ou

le développement des réseaux racinaires des plantes (White, 1985).

- Les pores < 30 pm. Ils sont décrits comme pores de « stockage », dans lesquels
I'eau est retenue par capillarité. On parle de «porosité capillaire». Les
écoulements y sont tres lents, et sont peu influencés par la teneur en eau du
milieu. En revanche, ils sont fortement influencés par la teneur en matiere
organique, qui est en regle général corrélée positivement avec la porosité
(White, 1985; Nemes et al., 2005).

Remarque : ces pores servent d’habitats a de nombreux micro-organismes et a la

meiofaune, et représentent également les stocks d’eau préférentiellement utilisés par les

plantes (da Silva et Kay, 1997).

- Enfin, les pores < 0.1 um. IIs restent le plus souvent remplis, et sont peu

influencés par les variations de teneurs en eau ou en matiere organique.

(ii) La connectivité entre les pores. Elle correspond a la continuité du réseau poral,
autrement dit au nombre de connexion entre les pores. Cette continuité dépend du degré
d’ouverture des pores (de Marsily, 1986): on distingue les pores fermés, les pores
ouverts en cul de sac, c'est-a-dire non communiquant a une extrémité, et les pores

completement communicants [Figure 6].
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Figure 6 : Différents types de pores, d’apres de Marsily (1986)

Selon la répartition de ces différents types de pores, le réseau est plus ou moins bien
connecté [Figure 7]. Les processus d’écoulement dépendent également de la tortuosité
du réseau poral, sa propriété a posséder de nombreuses courbes, a étre « tordus ».
Autrement dit, si on considere un fluide s’écoulant au sein d’un milieu poreux, la

tortuosité du milieu est le caractere non rectiligne de la trajectoire qu’il a a parcourir.

pore en cul
de sac

T pores inter—connectés

pont capillaire

pores non connectes
Figure 7 : Connexions entre pores dans un milieu poreux, les particules sont ici assimilées a des spheres
(Lomine, 2007)
1.3.2.2 Agrégation

Un agrégat peut étre défini comme un groupe de particules se formant naturellement,
dans lequel les forces de maintien des particules entre elles sont beaucoup plus fortes

que les forces entre les agrégats adjacents (Martin et al., 1955). Autrement dit, c’est un
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ensemble de particules qui forme une unité structurelle stable (Kay et Angers, 2000), que

I’on peut considérer comme une « particule plus grossiere » [voir Figure 8].

Plusieurs facteurs agissent sur 1’agrégation, tels que l’action de la faune ou des micro-
organismes, le réseau racinaire des plantes, ainsi que certaines variables
environnementales comme les conditions hydriques (Six et al., 2004). Martin et al. (1955)
ont proposé plusieurs mécanismes qualitatifs pouvant se combiner et agir sur

'agrégation :

- les organismes créant des liaisons entre les particules du milieu ;

- le matériel organique gélatineux encapsulant les particules et pouvant les
maintenir ensemble vig une action de cimentation ;

- les particules d'argile elles-mémes qui se collent entre elles et peuvent

également piéger d’autres particules telles que les grains de sable.

Tisdall et Oades (1982) ont complété ces premiers concepts en proposant une
hiérarchisation qualitative de 1'agrégation constituant la théorie actuelle, complétée par
Six et al. (2004). Pour résumer, cette théorie explique les interactions entre la matiere
organique du sol et la formation d’agrégat par l'action de différents types « d’agents
collants » (correspondant au matériel organique gélatineux de Martin et al. (1955)) qui
agissent a différents niveaux hiérarchiques de 1’agrégation. Aussi, deux types d’agrégats
sont obtenus selon leur maniere de se former : (i) les particules libres et les agrégats de
taille <20 pm s’assemblent pour former des micro-agrégats (20 -250 pm) ; (ii) ces
derniers s’assemblent a leur tour pour former des macro-agrégats (> 250 um). La taille et
la forme des agrégats ont une grande influence sur la porosité (Martin et al., 1955), donc
sur les propriétés conductrices. Un milieu caractérisé par de nombreux macro-agrégats

présentera par exemple une forte proportion de macropores (Dexter ef al., 1982).

La Figure 8 ci-apres est un exemple de milieu poreux et d’arrangement complexe des
différentes particules. Elle illustre 'ensemble des éléments structurels décrits dans cette
partie : différentes classes de particules (argiles, limons, sable), macro et microporosités

et agrégats.
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Figure 8 : Exemple d’arrangement de particules (d'apres le ©Jardin botanique de Montreal (2014))

Le compartiment biologique joue un rdle important sur la structure, puisqu’il contribue
d’une part a la formation d'agrégats organo-minéraux grace aux mucilages qui servent
d’agents stabilisant; et d’autre part a des modifications structurelles sous l'effet des
macro-organismes qui créent des pores reconnaissables par des formes cylindriques et
des surfaces courbes lisses. (racines, bioturbation) (Oades, 1993). Ces mécanismes seront

développés dans les deuxieme et troisieme parties de ce chapitre.

I.4 Propriétés hydrodynamiques des milieux poreux
.4.1 L’eau dans les milieux poreux

Les milieux poreux comprennent une phase solide (particules), une phase liquide (eau
interstitielle) et une phase gazeuse. Le volume inter-particulaire occupé par les phases
gazeuse et liquide sont appelés vides du milieu et occupent une certaine fraction
volumique. Cette fraction est la porosité du milieu, elle peut étre déduite de la masse
volumique seche et de la masse volumique apparente selon la formule suivante :

n :1_& (Eq. 1)
Ps

- La masse volumique spécifique (ps) est définie comme la masse totale par
unité de volume du milieu poreux. Elle est prise en moyenne comme 2650

kg.m=3 (2.65 g.cm?) pour des milieux sableux (Hillel, 1998).
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- La masse volumique seche (pq) est la masse de la phase solide par unité de

volume :

Pd = o (Eq.2)

La quantité de vides occupés par 1'eau est caractérisée par la teneur en eau, massique ou

volumique :

- La teneur en eau massique (w) correspond a la masse d’eau par unité de masse

du milieu :

- La teneur en eau volumique (0) correspond au volume d’eau par unité de

volume :

v
= ¢ (Eq. 4)
0 v

L’eau occupe plus ou moins de vides selon son état énergétique. L'état énergétique, ou
potentiel total de 'eau, se décompose en énergie potentielle, gravitaire et cinétique due a
la vitesse de déplacement du liquide. Cette derniere, généralement faible dans les sols,
est négligeable devant le terme d'énergie potentielle et gravitaire On considére donc que
ce terme suffit a décrire I'état énergétique de 1'eau dans le milieu poreux, et on parle plus
simplement de potentiel hydrique (p.). Le mouvement de ’eau dans la zone non-saturée
est ainsi dGi a la différence de potentiel total comprenant le potentiel hydrique et
gravitaire. Le mouvement se produit dans la direction du point de plus haut potentiel

vers le point de potentiel plus bas et est régi par I'équation de Darcy (Hillel, 1998).

Le potentiel hydrique prend en compte plusieurs composante : le potentiel matriciel,
composé des forces capillaires et des forces d’adsorption ; le potentiel de pression, qui
prend en compte la pression d'air, ou la pression hydrostatique des régions saturées du
milieu poreux ; et le potentiel osmotique, déterminé par les différentes en concentrations
chimiques dans le milieu. L'ensemble du potentiel matriciel et du potentiel de pression
est connu dans la pratique comme potentiel capillaire. La composante osmotique est

quant-a-elle négligée dans le cadre de cette étude.
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Rapporté par unité de poids d’eau, le potentiel hydrique donne la charge hydraulique,

ou pression d’eau (h) du milieu :

_ P
8- Pe

Ou pe (g.m?) est la masse volumique de 'eau et g 1'accélération de la pesanteur (m.s?). La

h (Eq. 5)

charge hydraulique / s’exprime en m.

1.4.2 I'infiltration dans les milieux poreux

Les capacités d’infiltration d'un milieu poreux sont décrites par sa perméabilité (k),
c’est a dire son aptitude a se laisser traverser par un fluide sous l'effet d'un gradient de
pression. Plus un milieu est perméable plus le fluide s'écoulera vite. La conductivité
hydraulique (K), ou coefficient de perméabilité, correspond au produit de la

perméabilité avec plusieurs parametres intrinseques au milieu :

(Eq. 6)

Ou k est la perméabilité du milieu (m?) ; p, la masse volumique du fluide (kg.m?); g,
l'accélération de la pesanteur (m.s?); et y, la viscosité dynamique du fluide (kg.m.s?).

L’unité de K est donc le m.s.

La perméabilité est un parametre hydrodynamique, qui dépend a la fois de la
granulométrie et de la structure du milieu poreux, mais également de son degré de
saturation en eau. La taille, la tortuosité et la continuité entre les pores agissent en effet
sur les propriétés hydrauliques du milieu; une porosité élevée favorise a priori la
perméabilité. Cependant, seule compte la porosité fonctionnelle. En effet, beaucoup de
pores correspondent a beaucoup de vides, mais sans connexion il n'y aura pas pour
autant une perméabilité élevée [Cf Figure 7]. Par ailleurs la taille des pores conditionne
aussi la perméabilité, des pores de petites tailles se traduisant par des perméabilités
faibles, et vice-versa. C’est pourquoi on parle souvent de porosité efficace ou de pore
« hydrauliquement fonctionnel » (§m) pour décrire la porosité utile aux écoulements,

quantifié par une taille caractéristique.
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La conductivité hydraulique (comme la perméabilité) est une fonction strictement
croissante du taux de saturation en eau du milieu: lorsque la teneur en eau augmente, le
nombre de pores en eau augmente également, et plus de pores participent a
'écoulement. Lorsque le milieu est saturé, la teneur en eau et la conductivité hydraulique
sont maximum. On parle alors de teneur en eau a saturation (0s) et de conductivité

hydraulique a saturation (Ks).

En conditions non saturées, l'eau n'occupe qu'une partie des vides et une fraction
s'écoule tandis qu'une fraction reste liée aux particules du sol par capillarité (Haverkamp
et al., 2006). La sorptivité capillaire (S) traduit la capacité du sol a absorber 1'eau par

capillarité. Cette variable est également fonction de la teneur en eau (0) (Haverkamp et

al., 2006).

Les processus d'écoulement non saturé sont en général difficiles a décrire
quantitativement du fait des variations de 1'état et de la teneur en eau du milieu pendant
I'écoulement. Ces variations impliquent des relations complexes entre la teneur en eau, la
capillarité et la conductivité (Hillel, 1998). Aussi, différents modeles mathématiques ont
été développés pour déterminer et représenter les propriétés hydrodynamiques d'un
milieu. Ces dernieres sont décrites par les courbes caractéristiques h(@) et K(6),

respectivement la courbe de rétention en eau et la courbe de conductivité hydraulique.

1.4.2.1 La courbe de rétention en eau h(0)

Dans un sol, la teneur en eau et la pression de I'eau varient simultanément. Aussi, cette
relation h(6) est trés importante pour la description hydrodynamique de la phase
liquide. Elle exprime les variations d'intensité des forces capillaires et d'adsorption en
fonction de la teneur en eau. Les forces de capillarité et d'adsorption dépendent
respectivement de la géométrie du réseau poral et de la surface spécifique des particules
constituant le milieu poreux. Néanmoins, cette courbe n'est pas unique et peut montrer

un comportement hystérétique, dépendant des infiltrations et exfiltrations (Haverkamp

et al., 2002).

Différentes expressions mathématiques ont étés développées pour représenter la

courbe h(0). L'un des jeux d’équation utilisées dans la littérature est I'équation de
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van Genuchten (1980) avec la condition de Burdine (1953) pour la courbe de rétention

d’eau (Equations 7 et 7a) :

=0 14| 1 n Eq.7

0.—0, h, (Eq.7)
2

m=1—ﬁ (Eq. 7a)

Ou h est la pression d’eau dans le milieu poreux ; hgest le parametre de normalisation en
pression de van Genuchten; 0ret Os sont respectivement les teneurs volumiques en eau
résiduelle et a saturation ; m et n sont des parametres de forme liés par la relation 7a. La
teneur en eau résiduelle Or est généralement tres faible et considérée nulle. La teneur en
eau a saturation est souvent tres légerement inférieure a la porosité totale du milieu et

peut dans certains cas atteindre cette porosité totale.

1.4.2.2 La courbe de conductivité hydrauliqgue K(6)
Plusieurs modeéles ont étés développés pour déterminer la conductivité hydraulique
relative d"un milieu poreux, le modele de conductivité hydraulique relative de Burdine,
combiné avec la courbe de rétention de van Genuchten permet d” obtenir une expression
de conductivité hydraulique utilisée couramment : la relation de Brooks et Corey (1964)
pour la courbe de conductivité hydraulique :

K(6) [e—er J”

K. 6.6

S

(Eq. 8)

Ou Oret 0s sont respectivement les teneurs volumiques en eau résiduelle et a saturation,

Ksest la conductivité hydraulique a saturation et 17 est un parametre de forme.

.5 Les meécanismes de colmatage des milieux poreux
supports de linfiltration

Le colmatage induit et se définit comme une diminution de la perméabilité. Dans le cas
des ouvrages d'infiltration, il résulte de mécanismes complexes, combinant des processus

a la fois physiques, chimiques et biologiques (Baveye et al., 1998).
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[.5.1 Les processus physiques

Plus la granulométrie du support d’infiltration est petite, plus le milieu est capable de
retenir les matieres en suspension présentes dans 1’eau qui s’infiltre. Ces particules sont
piégées par des mécanismes physiques de filtration dans des pores de la matrice
sédimentaire. Les particules les plus grossieres s'accumulent superficiellement, les
particules plus fines peuvent pénétrer plus profondément (Schalchli, 1992; Skolasinska,
2006; Lu et al., 2011). Ainsi, le colmatage est d{i en premier lieu a ce dép6t de particules

en surface et dans les interstices du milieu (Schalchli, 1992; Langergraber et al., 2003).

Si ce phénomene de sédimentation est naturel, il est amplifié dans les systemes
d'infiltration, car I'eau entrante y est souvent chargée de matieres en suspension et le
courant « vertical » favorise le transfert et le dépot des particules. Il a par exemple été
clairement montré que les bassins congus pour la gestion des eaux pluviales étaient
hydrauliquement impactés par l'accumulation de particules fines a la surface des

sédiments (Winiarski et al., 2006; Hatt et al., 2008; Nogaro et Mermillod-Blondin, 2009).

1.5.2 Les processus chimiques

La géométrie des pores peut-étre influencée par certaines propriétés chimiques des
particules solides composant le milieu poreux, ou de l'eau qui s’infiltre. Le pH, le
potentiel redox, de méme que la composition minéralogique de la phase solide, ses
caractéristiques de surface, et les réactions chimiques qui en découlent affectent la forme
et la stabilité des pores et peuvent donc influencer la perméabilité du milieu (Baveye et

al., 1998).

Ces réactions chimiques comprennent la formation de précipités et 1’adsorption de
composés par la matrice solide du support d’infiltration (Knowles et al., 2011). La
précipitation des carbonates, par exemple, peut provoquer une cimentation des
particules composant le support d’infiltration et ainsi diminuer sa perméabilité (Schuh,
1990; Heilweil et Watt, 2011). Elle est généralement causée par une augmentation du pH
de l'eau, résultant de la consommation de bicarbonate liée a I'activité photosynthétique
des algues se développant dans les bassins (Schuh, 1990). Dans le cas de bassins

alimentés avec des eaux ayant lessivé des surfaces fortement anthropisées, on observe
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également d’autres phénomenes de précipitations. On peut citer par exemple des
précipités d'hydroxydes ferriques lorsque les conditions sont tres oxydantes (Nivala et
al., 2007) ou la précipitation de sulfures de fer, réaction d’origine microbienne, due a la
réduction des sulfates en sulfures par les bactéries sulfato-réductrices en conditions
anaérobies (Chabaud, 2007). De tels effluents sont également source de nombreux
composés qui peuvent s’adsorber sur des particules du milieu poreux. A titre d’exemple,
Les particules solides sous forme colloidale possedent généralement une grande surface
spécifique pour I'adsorption des contaminants ; aussi elles jouent un role tres important
dans le piégeage et le transport de contaminants (McCarthy et Zachara, 1989; Grolimund
et Borkovec, 2001). Les colloides proviennent principalement de la matrice support de
l'infiltration (Baumann et al., 2002), et leur mobilisation varie en fonction des parametres
initiaux du milieu (teneur en eau, force ionique, pH, débit) et de la taille des particules
colloidales mobilisées (Harmand et al., 1996; Grolimund et Borkovec, 1999). Les colloides
ne sédimentent pas par eux-mémes mais peuvent se regrouper en agrégats (Sigg et al.,

2000) qui, eux, sédimentent et participent physiquement au colmatage.

[.4.3 Les processus biologiques

A ces processus physico-chimiques se cumulent des phénomenes biologiques, liés d'une
part a l'accumulation des particules organiques apportées par l'eau d'infiltration, et
d'autre part au développement intrinseque dun biofilm a l'interface eau-sédiment
(Nguyen, 2001; Thullner et al.,, 2002b; Mauclaire et al., 2006; Zhao et al., 2009). Si
initialement, la réduction du taux d’infiltration s’explique principalement par des
meécanismes physiques de filtration des matieres en suspension, sur le long terme, la
croissance biologique sous la forme d’un biofilm peut devenir la cause dominante
(Oberdorfer et Peterson, 1985; Wu et al., 1997; Rinck-Pfeiffer et al., 2000; Langergraber et
al., 2003). Les mécanismes de colmatage liés a la présence du biofilm seront développés

dans la partie suivante.

Bien entendu, tous ces mécanismes interagissent entre eux et conduisent a la formation
d'une couche colmatante au niveau du support d’infiltration (Baveye et al., 1998;

Bouwer, 2002; Knowles et al., 2011). Cette couche est généralement fine, inférieure a 1 cm
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dans le cas des systemes alimentés avec une eau « propre », c'est-a-dire non issue du
traitement des eaux usées ou du drainage de sols tres pollués (Bouwer, 2002). C’est le cas
par exemple des ouvrages congus pour la recharge des nappes phréatiques. Elle peut
atteindre plusieurs centimetres dans le cas de systéemes concus pour le traitement

secondaires des eaux usées, et alimentés avec des eaux tres chargées (Siegrist, 1987) .

Finalement, bien que les mécanismes de colmatage des ouvrages d’infiltration aient été
largement étudiés ces dernieres années (Schuh, 1990; Baveye et al., 1998; Rinck-Pfeiffer et
al., 2000; Bouwer, 2002; Le Coustumer, 2008; Knowles ef al., 2011; Lu et al., 2011; Pavelic et
al., 2011); il apparait difficile de distinguer la contribution exacte de chacun dans la
réduction de perméabilité des supports d’infiltration, en particulier celle du
compartiment biologique. En effet, les mécanismes de colmatage de surface sont décrits
assez finement pour des processus purement physiques ou géochimiques, avec de
nombreuses étude (Herzig et al., 1970; Reddi et al., 2000; Hajra et al., 2002; Van Der Lee et
al., 2003) concernant les mécanismes de filtration de particules (homogenes, non
réactives et évolutives), mais les verrous scientifiques restent importants pour
comprendre la contribution du compartiment biologique, notamment des biofilms, dans

ces mécanismes.
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lI. Les biofilms, description et réle dans le
colmatage des bassins d’infiltration

[I.1 Qu’est ce qu’un biofilm ?

Le terme biofilm décrit une matrice biologique constituée par un assemblage de cellules
microbiennes et de polymeres adhéré a une surface nommée substrat, au niveau d'une
interface. Cette forme est le mode de développement préférentiel des micro-organismes
dans I'environnement par rapport aux cellules individuelles dispersées (Costerton et al.,
1995; Flemming et al., 2000; Flemming et Wingender, 2010). En effet, cette stratégie de
développement leur permet d"une part de se protéger des stress inhérents a leur milieu,
et d’autre part de faciliter les échanges et les interactions entre les organismes au sein de
la structure (Jefferson, 2004; Flemming et Wingender, 2010; Smirnova et al., 2010). Les
stress peuvent par exemple étre liés a des prédateurs (bactériophages) ou des agents
biocides (Davies, 2003), a certaines forces physiques de cisaillement ou d’arrachement,
ou a des changements brutaux des conditions environnementales, comme par exemple la
dessiccation dans le cas d'un biofilm normalement immergé (Donlan et Costerton, 2002;

Flemming et Wingender, 2010).

Les biofilms sont des structures ubiquistes, car retrouvées dans tous les environnements,
méme les plus extrémes comme les déserts ou les montagnes (Gorbushina, 2007), au
niveau d’interfaces de différentes natures: solide-air, liquide-air, liquide-liquide ou
encore solide-liquide, et sur une multitude de supports tels que les sols, les roches, les
réseaux de distribution, le matériel médical (protheses, cathéters, etc.) et industriel, et
méme sur des substrats organiques comme le corps humain (Costerton, 1995; Wimpenny
et al., 2000; Filloux et Vallet, 2003; Hall-Stoodley et al., 2004). Ils sont associés a des enjeux
sanitaires et sociétaux importants puisqu’ils interviennent dans des domaines aussi

variés que la médecine, I'industrie ou l’accession a I'eau potable [Figure 9].
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Figure 9 : Illustrations de biofilms développés dans différentes conditions et systemes

Biofilm développé : (a) sur la coque d"un bateau (Twain, 2013), (b) dans un réseau de distribution
d’eau potable (University of Alaska, 2014), (c) sur un cathéter médical (CathMatters, 2014), (d)
dans un cours d’eau (Klamath Water Quality, 2012) et (e) sur les surfaces en contact avec une
source d’eau chaude (NPS Photo, 2001).

Aussi, le terme « biofilm » est employé de maniere générique et désigne des structures
tres hétérogenes, variant d’une organisation planaire (monocouche de cellules), a des
architectures tridimensionnelles complexes de dimensions macroscopiques (Wimpenny
et al., 2000). Le type de structure dépend notamment des micro-organismes présents, de
la nature du substrat et des conditions environnementales. A titre d’exemple, une étude
a montré que dans des conditions d’écoulement laminaire, la structure d’un biofilm
immergé était fragmentée, composée de groupes de cellules plus ou moins circulaires
séparés par des vides, alors que le méme biofilm placé en conditions d'écoulement
turbulent présentait une structure en banderoles allongées (Stoodley et al., 1999). Face a
I'hétérogénéité des structure existantes, il faut retenir que les biofilms sont toujours
organisés autour de deux composantes principales: les micro-organismes qui les
composent d'une part, et la matrice polymérique dans laquelle ils vivent d’autre part

(Characklis et Marshall, 1990).
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[1.1.1 Les micro-organismes

Les biofilms environnementaux sont composé d'une ou plusieurs especes de micro-
organismes. Ces derniers sont tres variés; ils peuvent étre unicellulaires ou
pluricellulaires, et appartenir a différents niveaux trophiques, notamment (Wetzel, 1983;

Lock, 1993) :

- des producteurs primaires comprenant notamment des organismes phototrophes

eucaryotes (« micro-algues ») et des phototrophes procaryotes (cyanobactéries),

- des décomposeurs, organismes hétérotrophes tels que les bactéries ou les
champignons.

Du fait de la présence de ces différents niveaux trophiques, cet ensemble formé par les
organismes enchevétrés dans une matrice confere aux biofilms un statut de microcosme
fonctionnel, siege d’intenses interactions mono et plurispécifiques, et d'une importante
communication entre les différentes cellules (Flemming et Wingender, 2010). Les micro-
organismes y entretiennent entre eux des relations bénéfiques et/ou compétitives. Ces
propriétés ont amené certains généticiens a comparer les biofilms a des « organismes

multicellulaires » (Pratt et Kolter, 1999).

Les biofilms peuvent par ailleurs abriter de maniere transitoire des macro-organismes

tels que des larves d’insectes ou des vers oligochetes.

[1.1.2 La matrice polymérique

La matrice est un matériel extracellulaire sécrété par les organismes eux-mémes. Elle
peut représenter plus de 90% en masse de la globalité du biofilm (Flemming et
Wingender, 2010). Elle est majoritairement composée d’eau, a laquelle s’ajoutent des
exopolymeres, c’est-a-dire des polysaccharides, des protéines, des acides nucléiques,
ainsi que du matériel détritique et des particules minérales en proportions variables

(Kostel et al., 1999; Flemming, 2011).

La Figure 10 illustre les différentes composantes de la matrice et I'organisation du

biofilm sur son substrat.
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Figure 10 : Zoom sur la matrice polymérique du biofilm et ses composantes

Les exopolymeres ou « Extracellular Polymeric Substances» (EPS) sont des
macromolécules de masse moléculaire élevée, sécrétées par les cellules microbiennes
(Decho et Lopez, 1993). Ce sont pour la plupart des polysaccharides, qui contribuent au
conditionnement de la surface a coloniser ce qui facilite 1'adhésion des cellules
pionnieres (bactéries). Ils ont par la suite deux fonctions: l’accrochage de nouveaux
micro-organismes et la cohésion de l'ensemble. Ils forment ainsi le squelette de

I’architecture tridimensionnelle du biofilm (Flemming et Wingender, 2010).

Les EPS se présentent sous deux formes (Vandevivere et Baveye, 1992; Decho et Lopez,

1993) :

e Des EPS intimement associés a la surface des cellules du biofilm et formant une

enveloppe appelée « capsule » [Figure 11]

e Des EPS secrétés dans la matrice et entourant les cellules de maniere plus
grossiere formant un « slime », sorte de « filament gluant » qui assure la cohésion

entre les différentes cellules.
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Figure 11 : Images au microscope SEM de la matrice polysaccharidique, d’apres ©Bacteria-world (2014)

En plus d’assurer sa cohésion, la composition de la matrice EPS détermine de
nombreuses propriétés du biofilm comme sa résistance aux forces de cisaillement ou aux
frottements, son élasticité ou ses capacités de sorption (Zhang et Bishop, 2003). En effet,
la matrice représente un microenvironnement spécifique pour I'adsorption de différents
types de matiéres organiques, grace notamment aux exopolymeres qui contiennent de
nombreux ligands pouvant piéger les composés organiques (Decho et Lopez, 1993;
Delolme et al., 2011; Causse et al., 2013). Cette adsorption fournit un réservoir de
nutriments qui peuvent étre hydrolysés en monomeres sous l'action d’enzymes et
assimilés par les cellules microbiennes de la matrice. Certains cations métalliques
peuvent également étre adsorbés, le piégeage ou le relargage d’éléments étant alors
régulé par des phénomenes de surface (complexation) ou des échanges ioniques entre la
colonne d’eau et la matrice polymérique (Fein et al., 2001; Causse, 2009). Enfin, la matrice
agit également comme un centre de recyclage en maintenant I'ensemble des composants
des cellules lysées disponibles, ce qui concentre les nutriments et évite toute carence

(Flemming et Wingender, 2010).

Au-dela de leurs différences structurelles, les biofilm peuvent également présenter des

hétérogénéités considérables en termes d’environnements physico-chimiques.(Zhang et
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al., 1998; Okabe et al, 1999). En effet une grande variété de conditions micro-
environnementales se créent au sein de la matrice du fait des gradients imposés par
'épaisseur du biofilm (oxygene, lumiere), qui sont autant d’habitats différents pour les
micro-organismes. A titre d’exemple, on peut retrouver a la fois des zones aérobie et

anaérobie.

[I.2. La structure de biofilms phototrophes

Dans les écosystemes aquatiques, les micro-organismes s’agregent sur des supports de
nature organique comme les macrophytes, ou minérale comme les sédiments, créant une
interface entre le substrat et la colonne d’eau (Costerton, 1995; Salant, 2011). Lorsque les
conditions de lumiére et nutriments sont réunies, les biofilms développés sont alors
constitués d'une forte composante photo-autotrophe, qui leur confere une coloration

variant du vert au brun et un aspect plus ou moins filamenteux.

Dans le cas des milieux lotiques (cours d’eau), les communautés fixées sur les galets sont
communément désignées sous le terme de « périphyton » (Graham, 1990; McCormick et
Stevenson, 1991; Biggs et al., 1998). Elles dépendent de la stabilité du substrat et sont
fortement influencées par les conditions d’écoulement et les forces de cisaillement en
découlant (Jowett et Biggs, 1997, Biggs et al., 2005). Néanmoins, ces parametres
hydrodynamiques n’interviennent pas dans le cas des systemes lentiques. Pour ces
derniers, les biofilms exposés a la lumiere sont plutdt qualifiés de « algal mat » dans la
littérature (Katznelson, 1989; Stolz, 2000; Noffke et al., 2003; Roeselers et al., 2008; Serodio
et al., 2009), car ils se présentent sous la forme d’une couverture biologique dense et
stratifiée : la couche superficielle est dominée par les organismes phototrophes, puis
Iintensité lumineuse décroit avec la profondeur créant un gradient lumineux qui
restreint les photo-autotrophes dans les couches intermédiaires. Plus en profondeur dans
le milieu sous-jacent, le biofilm se compose d’organismes hétérotrophes (Roeselers et al.,
2008). Aussi, les gradients verticaux de lumiere, conditions redox et chimiques qui

s’établissent sont responsables de cette stratification des communautés microbiennes.

Dans les bassins d’infiltration, les communautés microbiennes forment souvent de telles

couvertures biologiques oul les composantes phototrophes sont clairement présentes
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[Figure 12]. Aussi, je parlerai dans la suite de ce document de biofilm phototrophe ou
biofilm algal, ou encore de biofilm benthique. Les deux premiers termes rappellent la
forte composante algale et le dernier permet d’insister sur la notion d’interface entre

colonne d’eau et sédiment.

Figure 12 : Plusieurs biofilms développés dans des bassins d'infiltration lyonnais (source : LEHNA/IPE)

Globalement, les bactéries dominent en nombre dans de tels biofilms. Toutefois, si on ne
s’intéresse qu’aux communautés phototrophes développées dans les milieux lentiques,
elles sont généralement dominées par les bacillariophytes, plus communément appelées
diatomées, les chlorophytes ou algues vertes, ainsi que par les cyanophytes ou
cyanobactéries (Goldsborough et Robinson, 1996). Ces dernieres étaient autrefois
désignées sous le terme d’algues bleues-vertes car longtemps assimilées a des algues
d’un point de vue fonctionnel, mais ce sont en réalité des procaryotes photosynthétiques
qui appartiennent au domaine des bactéries. Les algues vertes sont le plus souvent
représentées sous forme filamenteuse dans les biofilms benthiques (Goldsborough et
Robinson, 1996). Enfin, on peut également y retrouver occasionnellement des algues
vertes sous forme unicellulaire, des algues rouges ou rhodophytes, des algues dorées ou
chrysophytes, ou encore des cryptophytes, des euglénes ou des dinophytes
(Goldsborough et Robinson, 1996; Lowe, 1996). Ces différents organismes peuvent étre

présents sous forme uni ou pluricellulaires, mobiles ou fixés (Roeselers et al., 2008). La
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Figure 13 illustre quelques une des espeéces algales observées dans des sédiments de

bassins d’infiltration.

Figure 13: Observation de micro-algues benthiques de sédiments de bassins d’infiltration. Images obtenues

par microscopie en lumiére blanche, grossissement 103.

[I.3 Facteurs influencant les biofilms phototrophes

Le développement des biofilms est un processus séquentiel complexe qui fait intervenir
de nombreux mécanismes physiques, chimiques et biologiques. La premiere étape est le
conditionnement du substrat a coloniser par les organismes « pionniers », qui s’attachent
a la surface a l'aide d’appendices générateurs de mouvements. D’autres organismes
viennent ensuite s’associer jusqu’a former un assemblage stable (O'Toole et Kolter, 1998;
Filloux et Vallet, 2003). Je ne détaillerai pas plus longuement les étapes de la formation
d’un biofilm, mais retiendrai simplement qu’elles sont gouvernées par de nombreux

facteurs (Ahimou et al., 2007), recensés dans le Tableau 3 ci-apres.

Génotype et phénotype spécifiques de I'organisme
Expression des genes codant pour les propriétés de surface
Formation des EPS

Dynamique de développement des organismes (taux de croissance
spécifique, période de latence, affinité avec le substrat, etc.)
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Type d'interface de colonisation

Composition et rugosité du substrat

Facteurs
physico- Disponibilité des nutriments
gL EE Température, pH, Taux d’humidité, Pression
Demande et disponibilité en oxygéne
Colonisation initiale : attachement/détachement
Processus

stochastiques | Changement aléatoires dans les facteurs biotiques et abiotiques

Phénomenes | nteractions spécifiques entre les organismes : Compétition, neutralisme,
déterministes | coopération et prédation

Procédés

| g Cisaillement d(i aux conditions d'écoulement, abrasion, etc.
mécaniques

Ajout ou retrait d'un composant dans la structure du biofilm, comme des

particules minérales de sable ou d'argile, des composés détritiques, etc.

linjieiiexgpralt Décollement de la biomasse

Libération de cellules individuelles

Changements Changement périodique de l'environnement biotique, diurne ou annuel

temporels (implique des changements de lumiéere, température, pH)

Tableau 3 : Facteurs influencant le développement des biofilms, d’apreés Wimpenny et al. (2000)

Dans le cas des biofilms phototrophes, les principaux facteurs environnementaux
conditionnant le développement des organismes sont la lumiere, la disponibilité des
nutriments et la température, auxquels s’ajoutent des interactions avec les autres
organismes telles que la prédation ou la compétition (Stevenson et al., 1996). Ces
interactions seront plus longuement évoquées dans la partie suivante concernant les
macro-organismes. La stabilité du substrat est ici secondaire puisque le support de
colonisation est stable, et les forces de cisaillement liées au courant sont quasi

inexistantes dans les systemes lotiques.

[1.3.1 Lalumiére

Certainement le facteur le plus important dans le cas des biofilms phototrophes, elle
constitue une ressource indispensable qui permet la présence du compartiment algal au

sein du biofilm. Hill (1996) parle d’ailleurs de variable fondamentale pour les
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phototrophes benthiques. L’augmentation de I'éclairement entraine une stimulation de
la production primaire. Cette relation entre I'intensité lumineuse et la photosynthese ne
suit pas une relation linéaire mais se caractérise par une corrélation positive pour des
gammes d’intensité lumineuse comprises entre 40 et 400 pumol m= s'PAR?, et par un effet
inhibiteur dans le cas d’une trop forte intensité lumineuse, généralement pour des

valeurs > 600 umol m s'PAR (Hill, 1996).

Les changements quantitatifs ou qualitatifs de lumiere dus aux variations
environnementales représentent les variables les plus déterminantes dans la croissance,
la physiologie et la structure des communautés algales benthiques. Ces variations

peuvent avoir des causes multiples (Hill, 1996; Findlay et Watling, 1998) :
- «l’auto-ombrage » di aux communautés elles-mémes, compressées entre-elles,
- le couvert végétal, et notamment les macrophytes, terrestres ou aquatiques,

- Tatténuation lumineuse et 'effet filtre (changement de longueur d’onde) par la

colonne d’eau, liés a la profondeur d’immersion du substrat colonisé,

- Tatténuation lumineuse au sein de la colonne d’eau, liée au phytoplancton et aux

particules solides en suspension (turbidité),

- les variations saisonnieres.

La lumiere est donc une composante clé dans la structuration des communautés
benthiques et dans les interactions entre les différents phototrophes. Elle conditionne le
caractere de producteur primaire des biofilms phototrophes et confere ainsi des impacts
sur I'ensemble du réseau trophique (Dodds et al., 1996a; Hill, 1996). Par ailleurs,
Roeselers et al. (2007) ont suggéré que l'influence de l'intensité lumineuse était plus
importante durant la phase initiale du développement du biofilm. Ils ont en effet
observé, que sous de fortes intensités lumineuses, les especes colonisatrices sont
majoritairement des algues. Enfin, il faut noter que dans le cas des biofilms benthiques,
la lumiere doit étre considérée a deux échelles : le gradient lumineux décroissant avec la
profondeur de la colonne d’eau, et au sein du sédiment (Goldsborough et Robinson,
1996). En effet 'auto-ombrage di a la stratification verticale des biofilms phototrophes

semble jouer un role important dans la répartition des especes algales. A titre d’exemple,

5PAR : de l'anglais, Photosynthetically Active Radiation
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dans la partie superficielle recevant le plus fort taux de lumiere, ce sont généralement les

algues vertes filamenteuses qui prosperent (Hill, 1996).

11.3.2 Les nutriments

Les nutriments organiques et inorganiques (C, N, P) sont indispensables au
développement des biofilms mixtes, c’est-a-dire des biofilms comprenant non seulement
une composante autotrophe vis-a-vis du carbone mais également une composante
hétérotrophe vis-a-vis de ce méme élément. Ainsi, si le biofilm peut exister méme en
I’absence de lumiere, en adaptant sa composition a un comportement hétérotrophe, les

éléments nutritifs sont eux indispensables a son développement.

Le carbone est 1'élément majeur de tous les constituants du vivant : glucides, lipides,
protides, acides nucléiques, etc. Si la composante autotrophe du biofilm peut utiliser le
carbone inorganique présent dans 1'eau (CO2 dissous), la disponibilité en carbone sous
forme organique est un facteur clé pour la croissance de sa composante hétérotrophe.
Stoodley et al. (1999) ont par exemple montré qu’'en augmentant d'un facteur 10 les
apports en carbone organique sous forme de glucose chez un biofilm déja établi, les
micro-communautés passaient d'une structure de fines «bandelettes » a de larges

monticules.

Les éléments nutritifs inorganiques comme l'ammonium, les nitrates, phosphates et
silicates sont nécessaires a 'ensemble des micro-organismes du biofilm (autotrophes et
hétérotrophes) et servent a leur croissance et au bon fonctionnement des mécanismes
cellulaires. Les principales composantes de ces mécanismes sont les protéines, en
particulier les enzymes, composées en grande partie d’azote (issu des nitrates). Ainsi,
une limitation de cet élément peut affecter un certain nombre de processus cellulaires
comme la photosynthese ou la synthese des protéines (Berges et al., 1996). Le phosphore
(issu des phosphates) est essentiel a la croissance cellulaire puisqu’il est I'un des
principaux constituants de diverses molécules comme les lipides, composantes
essentielles des membranes cellulaires. Il est également impliqué dans le transfert de
I'énergie et le métabolisme cellulaire, ainsi que dans la photosynthese (Iglesias et al.,
1993). Enfin, les silicates sont utilisés par les diatomées pour la construction de leur

squelette externe siliceux (Lippemeier et al, 1999). Ainsi, dans un environnement
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caractérisé par de fortes concentrations en nutriments et en l’absence d’autres
contraintes, le biofilm tend a devenir plus épais et plus dense par rapport a un

environnement pauvre en nutriments (Characklis et Marshall, 1990).

[1.3.3 La température

Concernant les différences verticales de température dans la colonne d’eau, ces effets sur
la croissance microbiennes peuvent étre importants, notamment dans les lacs, mais dans
le cadre des ouvrages d’infiltration, généralement peu profonds (<2m), ces effets sont
considérés comme négligeables (Goldsborough et Robinson, 1996). En revanche, les
bassins sont sujets aux variations journalieres et saisonnieres de température pour les
mémes raisons. Ce parametre va principalement influencer la croissance du biofilm
puisqu’il agit sur les cinétiques des réactions biochimiques, notamment les activités
enzymatiques incluant la dégradation de la matiere organique (Stevenson et al., 1996). Il
peut aussi influer sur la richesse spécifique des communautés : il a ét¢ montré que la
richesse spécifique du biofilm était réduite pour des températures supérieures a 30°C.

(DeNicola, 1996).

[I.4 Propriétés des biofilms phototrophes

Les biofilms benthiques phototrophes possedent de nombreuses propriétés qui
dépendent des communautés microbiennes présentes, de la structure de la matrice
polymérique et des conditions physico-chimiques du milieu (Sutherland, 2001). Ils jouent
notamment un rdle essentiel dans les cycles biogéochimiques, les échanges entre colonne
d’eau et sédiments et la stabilisation du substrat sur lequel ils se développent (Stevenson

et al., 1996; Kostel et al., 1999; Battin et al., 2003).

[1.4.1 Réle écologique

I1.4.1.1 Participation aux cycles biogéochimiques

Par définition, le cycle d'un élément implique son transfert parmi différentes
composantes de communautés et compartiments d'un écosysteme. Ces cycles ont lieu a
différentes échelles spatiales et temporelles, et sont tres dépendants des communautés en

place. Les micro-communautés ont un role majeur sur le recyclage des éléments
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(exemple de la minéralisation de la matiere organique, nitrification dans le cycle de
l’azote) et interagissent ensuite avec des macro-communautés pour lesquelles les taux de
recyclage sont plus faibles (Wetzel, 1996). Les biofilms benthiques sont a la base des
cycles de la plupart des éléments : ils oxydent, réduisent, incorporent, dégradent, et
participent ainsi au recyclage des éléments carbone (C), azote (N), phosphore (P), soufre
(S), ter (Fe), etc. (Briandet et al.,, 2012). Dans l'environnement, la plupart de ces
transformations sont des réactions catalysées par des enzymes microbiennes qui
réduisent les composés sous formes polymérisées tres peu assimilables tels quels par les
organismes. Aussi, pour que les polymeres organiques de hauts poids moléculaires
puissent étre métabolisés par les cellules bactériennes et algales du biofilms, leur taille

doit préalablement étre réduite par des processus de dégradation. (Chrost, 1991).

11.4.1.2 Le cas du cycle du carbone, zoom sur les mécanismes de

la photosynthése
Le carbone est assimilé par les organismes photo-autotrophes sous forme de CO: (ou
carbonates, dans 1’eau) puis incorporé dans leur biomasse. L'utilisation des autotrophes
par les hétérotrophes a des fins trophiques permet le transfert du C d’un niveau a I'autre
des chailnes alimentaires. Le C retourne a l'état minéral durant toute la vie des étres
vivants (échanges gazeux ou respiratoires) et a leur mort. La présence du C
alternativement sous forme minérale et organique, de méme que les échanges entre les
différents réservoirs permettent de définir un cycle biogéochimique du C. Les micro-
organismes y ont un role prépondérant puisque ce cycle est conditionné par les activités
de production primaire et de respiration donc par les composantes algales et
bactériennes dans le cas des biofilms phototrophes (Vymazal, 1995; Stevenson et al.,

1996).

La production primaire désigne la production de matiere organique via la photosynthese
par des organismes photo-autotrophes c’est a dire les algues et les cyanobactéries pour
les biofilms phototrophes. La photosynthese se déroule en 2 phases (Hill, 1996; Bryant et
Frigaard, 2006; Blankenship, 2014) :

() La phase lumineuse ou phase « claire », consiste en la conversion de 1'énergie
lumineuse en énergie chimique. La lumiere est tout d’abord captée par une

« antenne » constituée de pigments chlorophylliens et canalisées jusqu’a des
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protéines appelées centres réactionnels. Chez les algues, ces protéines se trouvent
dans la membrane des thylakoides, des structures incluses dans les chloroplastes
[Figure 14], tandis que chez les bactéries photo-autotrophes, elles se situent dans
la membrane plasmique. Ces protéines captent I'énergie lumineuse et l'utilisent
pour exciter les électrons de 'eau, électrons qui servent a leur tour a produire une
enzyme réductrice, la NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
réduit), et un intermédiaire énergétique, I'ATP (Adénosine Triphosphate).
L’antenne captant 1'énergie lumineuse et le centre réactionnel associé forment un
photosysteme. Il existe deux photosystemes qui interviennent successivement
dans la synthese de la NADPH et de I’ATP lors de la phase claire: les
photosystemes I et II (PSI et PSII), le PSII intervenant avant le PSI.

(ii) la phase de fixation du CO: ou phase « sombre » consiste en la conversion du
dioxyde de carbone en glucides a travers des processus de fixation résultant de
réactions d'oxydoréduction endothermiques, qui ont besoin d'une part d'électrons
pour réduire le CO2 en sucres et d'autre part d'énergie pour rendre ces réactions

thermodynamiquement favorables.

CcOo,

CO,

RuEP

Sugars

Intermembrane

. space
Thylakoid
Photosystem Il
\ Electron transport chain
Channel Outer Photosystem |
interconnecting | membrane
thylakoids nner
membrane
L - - L - -
Photochemical reactions Biochemical reactions

Figure 14 : Les mécanismes de la photosyntheése, d’aprés Moore et Clark (1995)
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Finalement, I'équation globale de la photosynthese peut s'écrire :

2n CO2 + 2n H20 + photons =2 2(CH20)n + 2n O-.

11.4.1.3 Echanges a l’interface sédimentaire et au sein du biofilm

Plus le biofilm est « jeune », plus il échange avec la colonne d’eau. Une forme de vie plus
autonome devient ensuite possible grace aux mécanismes de recyclage interne des
nutriments. En effet, la diffusion des nutriments est régulée par des gradients internes de
concentrations, liés aux activités des micro-organismes. Les communautés microbiennes
d'algues et de bactéries développent des processus mutualistes qui accélere le recyclage
du carbone et des substances nutritives au sein du biofilm (Wetzel, 1996). Par exemple,
dans les biofilms algaux, il a été montré qu'une inhibition de la photosynthese résultait
en une réduction immédiate du taux de production des bactéries hétérotrophes de 46% .
Ainsi la production bactérienne peut étre fortement couplée a lactivité
photosynthétique, et inversement, les produits du métabolisme bactérien peuvent

contribuer a la photosynthese et la croissance des algues.

I1.4.2 Capacités cohésives et stabilisation du substrat

Au sein de la matrice polymérique, les colonies microbiennes sont reliées par des canaux
aqueux qui forment un réseau de circulation permettant, d’une part d’acheminer
I'oxygene et les nutriments dans les régions enfouies du biofilm, et d’autre part
d’évacuer les déchets (Filloux et Vallet, 2003). Battin et al. (2003) ont montré que la
viscosité du biofilm due a ces canaux aqueux a une influence importante sur la rétention
des particules biologiques et sur la structure du substrat. La matrice EPS produite par les
biofilms possede ainsi des propriétés cohésives, clairement montrées par plusieurs
auteurs, qui la qualifient de « collante», (Salant, 2011) voire de « glue » (Flemming et al.,

2000).

En effet, les exopolymeres secrétées par les micro-organismes créent une sorte de gel
(Yan et al., 2009), capable de piéger des organismes ainsi que d’autres éléments comme
des particules minérales [Figure 15,a]. C’est I'élément clé dans la formation d’agrégats
(Flemming et al., 2000), I'un des principaux éléments de structure des sédiments. La

présence de la matrice EPS est ainsi considérée comme la base de l'intégrité et de la
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stabilité du biofilm, et participe également a la stabilisation des particules du substrat

(Stal, 2010) [Figure 15,b].
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Figure 15 : Images au microscope SEM (a) des particules d’argiles piégées dans la matrice EPS secrétées
par des bactéries (Mineralogical Society of America, 2014), (b) un biofilm bactérien qui lie des billes de
verre entre elles (Bio-Pro, 2011).

[1.5 Les biofilms phototrophes, des acteurs du colmatage ?

Le lien entre biofilm et colmatage est un sujet complexe ; d'un coté, tous les auteurs
s’accordent sur le fait que 1'accumulation de particules en suspension, organiques ou
minérales, contribue fortement au colmatage des milieux poreux par des mécanismes
physiques (Zhao et al., 2009). En revanche, I'effet de la croissance du biofilm divise : pour
certains, c’est un facteur de colmatage secondaire (Suliman et al., 2006; Shen et al., 2010) ;
au contraire, d’autres démontrent que le développement dun biofilm entraine une
diminution notable de la conductivité hydraulique dans des colonnes de sable (Sanchez
de Lozada et al., 1994), dans des milieux poreux (Baveye et al., 1998), dans des systemes
d’irrigation (Yan et al., 2009) ou dans d’autres systémes comme des interstices entre
plaques de verre (Hill et Sleep, 2002). Il peut méme devenir la premiere cause du

colmatage sur le long terme d’apres Oberdorfer et Peterson (1985).

Les mécanismes de colmatage biologique des milieux poreux incluent deux
processus (Vandevivere et Baveye, 1992; Baveye et al., 1998; Bouwer, 2002; Mauclaire et

al., 2004) :
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e Le développement des micro-organismes au sein du milieu qui viennent réduire

la taille des pores voire compléetement les obstruer.

e Le développement d'un tapis biologique colmatant a l'interface eau/milieu

poreux.

De nombreuses études sur le lien entre développement biologique et diminution des
capacités d’infiltration ont ét¢ menées a 1’échelle du laboratoire, dans des colonnes
remplies de billes de verre (Cunningham et al., 1991; Thullner et al., 2002a; Kim et al.,
2010) ou de sable (Taylor et Jaffé, 1990; Vandevivere et Baveye, 1992) dans lesquelles
étaient inoculées diverses suspensions de cultures bactériennes. Ces travaux portaient
essentiellement sur des communautés bactériennes hétérotrophes, dont la complexité
structurelle et fonctionnelle différait largement de biofilms «naturels ». En comparaison,
les études évaluant l'influence des biofilms développés en conditions naturelles sur les
processus de colmatage sont rares (Battin et Sengschmitt, 1999; Ibisch et al., 2009), bien
que le bio-colmatage puisse y étre significatif. Par exemple, dans des systemes tels que
les ouvrages d’infiltration, le phénomene de colmatage biologique peut étre tres
important puisque les contraintes hydrauliques s’opposant a I'épaississement du biofilm
sont tres limitées. Il est aussi important de noter que les rares études s’intéressant au
colmatage dans des écosystemes naturels ne distinguent pas les effets relatifs des

processus physiques, chimiques et biologiques sur ce colmatage (Battin ef al., 2003)

Il apparait donc nécessaire de mieux appréhender le réle de biofilms mixtes
développés en conditions naturelles (composés de bactéries et d’algues), sur le
colmatage, indépendamment des autres processus physiques et chimiques,
notamment en identifiant leurs effets sur les propriétés du milieu poreux support de

I'infiltration (texture, structure).
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lll. Ingénierie écologique : Les macro-organismes
comme acteurs potentiels du décolmatage ?

Comme expliqué dans l'introduction de ce travail, I'ingénierie écologique renvoit a des
champs scientifiques et techniques extrémement diversifié, et consiste a utiliser des
interactions existantes au sein des écosystemes naturels pour développer des pratiques
d’aménagement et de gestion permettant de minimiser les impacts anthropiques sur
I'environnement. Dans notre cas, il s’agit de mettre au point des outils biologiques pour

empécher, ou du moins retarder le colmatage des bassins d’infiltration.

Dans les environnements aquatiques, les macro-organismes tels que les plantes ou les
invertébrés sont capables a la fois d’agir sur la structure physique du substrat sur lequel
ils se développent, mais aussi d’interagir avec 1'ensemble du compartiment biologique,
notamment les composantes bactériennes et algales du biofilm. Ce sont donc des outils

possibles pour lutter contre le colmatage.
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Partie 1 : les macrophytes allélopathiques

[ll.1 Pourquoi s’intéresser aux macrophytes ?

Les végétaux visibles a I'ceil nu se développant dans les milieux aquatiques, incluant les
plantes aquatiques vasculaires, les mousses ou les macro-algues, sont couramment
appelées macrophytes [Figure 16]. Les macrophytes sont des composantes
indispensables des écosystemes aquatiques puisqu’ils y assurent de nombreuses
fonctions (Brix, 1997; Vymazal, 2013): ils stabilisent le substrat sur lequel ils se
développent, et préviennent I'érosion grace a leur réseau racinaire, ils favorisent les
processus physiques de filtration des particules en suspension et réduisent leur
resuspension, ils participent a certains processus biogéochimiques notamment via la
consommation de nutriments ou le transfert d’oxygene, enfin, ils représentent des
surfaces a coloniser pour les micro-organismes et des niches écologiques pour la faune,

notamment certains invertébrés aquatiques.

Figure 16 : Illustration de macrophytes (Conseil général des Landes, 2009)

Si la croissance de macrophytes n’a pas une influence directe sur la conductivité
hydraulique des systemes, leur métabolisme ainsi que les interactions avec les autres
organismes peuvent influer sur le colmatage des milieux supports de leur
développement (Brix, 1994). En effet, d'une part les réseaux racinaires des macrophytes
créent des macroporosités au sein des sédiments, favorisant les écoulements (White,
1985) ; d’autre part, de nombreuses études (Gopal et Goel, 1993; Jasser, 1995; Stanley et

al., 2003; Rojo et al., 2013) montrent une influence des plantes sur les communautés
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microbiennes (benthiques, phytoplanctoniques ou épiphytiques®), qui peut prendre la
forme de compétition pour la lumiere et / ou l'acces aux nutriments ou étre causée par
des mécanismes allélopathiques ; ces différents mécanismes étant développés dans la
suite de cette partie. Ainsi, par compétition ou allélopathie, les macrophytes
interagissent avec l'ensemble du compartiment biologique (Figure 17) et peuvent

potentiellement réduire le biocolmatage.

MACRO-
INVERTEBRES
VEGETAUX A /
TERRESTRES % / N T lH
A MACROPHYTES
AC MICROPHYTES
A C P — (Phytoplankton
AC Epiphytes)
A MACROPHYTES
— X l ?
LITIERES
BACTERIES

Figure 17 : Diagramme conceptuel des interactions majeures concernant les plantes en milieux aquatiques,

A= Allelopathie, C = Compétition, H = « Herbivory », modifié d’apres Gopal et Goel (1993).

.2 Les relations de compétition entre macrophytes et
microphytes

[11.2.1 Compétition pour la lumiere

Les macrophytes immergés vivent généralement dans des environnements confinés aux
quelques metres supérieurs de la colonne d'eau et sont tres sensibles aux changements
des conditions de lumiere. Ainsi, la compétition pour la lumiere est probablement le
facteur le plus important pour 1'équilibre entre les communautés phototrophes dans les

milieux aquatiques (Sand-Jensen et Borum, 1991; Stevenson, 1997). Les algues vivant

¢ Les épiphytes désignent les communautés microbiennes se développant a la surface des végétaux.
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sous forme planctonique on un avantage car ce sont les premieres atteintes par la
lumiere et elles font donc de I’'ombre aux autres communautés phototrophes. De méme,
les épiphytes ont un avantage par rapport aux plantes sur lesquels ils se développent
(Sand-Jensen, 1990). Aussi, la présence de phytoplancton peut limiter a la fois la
croissance des macrophytes et des phototrophes benthiques. Cela étant, cette
compétition est réciproque, et les macrophytes peuvent aussi produire de I'ombrage
limitant la croissance des algues, que ce soit sous forme planctonique, ou benthique. Ce
processus est spécialement efficace dans les eaux peu profondes (Sand-Jensen et Borum,
1991), comme dans le cas des ouvrages d’infiltration. Aussi, les macrophytes peuvent
limiter la croissance de la composante algale des biofilms phototrophes benthiques via

I’'ombrage produit par leurs parties aériennes (Sturt et al., 2011).

[11.2.2 Compétition pour les nutriments

Les plantes aquatiques ont besoin de nutriments inorganiques pour leur croissance et
leur reproduction. La disponibilité en nutriments est généralement beaucoup plus faible
dans la colonne d'eau que dans les sédiments, qui sont le siege du recyclage d’éléments
nutritifs viz la minéralisation de la matiere organique stockée dans la matrice
sédimentaire (Brix, 1997).. Les réservoirs d'éléments nutritifs dans I'eau et les sédiments

sont toutefois interconnectés [Figure 18].

Les macrophytes enracinés peuvent exploiter les deux types de réservoirs d'éléments
nutritifs, les contributions relatives de 1'eau libre et de la partie sédimentaire dépendant
de I’élément nutritif limitant et de sa concentration, du stade de développement de la
plante, ainsi que de la capacité de transport a travers les feuilles et les racines de la plante
(Sand-Jensen et Borum, 1991). Dans les lacs oligotrophes, par exemple, le phosphore
provient majoritairement des sédiments et est donc puisé via les racines, alors que dans
des cours d’eau riches en nutriments, les macrophytes se maintiennent méme apres que
leurs racines aient été retirées (Carignan et Kalff, 1982; Norgaard, 1989). Les besoins des
macrophytes en azote et en phosphore par unité de carbone et de temps sont
considérablement inférieurs a ceux des micro-algues, elles semblent donc favorisées par
rapport a ces dernieres, mais le phytoplancton est en général un meilleur concurrent que
les macrophytes pour des niveaux élevés de nutriments du fait de son taux rapide de

croissance, des ratios surface / volume plus importants, des couches limites de diffusion
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plus minces et de leur capacité a se positionner favorablement dans l'environnement

lumineux (Sand-Jensen et Borum, 1991).

Phytoplancton

TN

Eau
CUAN Epiphytes
‘T \._ / A
. “
. ~a Macrophytes
v
Micro-algues (enracinés)
benthiques v

’7////)//)5?1,"?37/////////4

Figure 18 : Utilisation des sources d'éléments nutritifs dans la colonne d’eau et dans les sédiments par les
communautés phototrophes : (macrophytes et algues épiphytiques associées, micro-algues benthiques et
phytoplancton). L'importance relative d'une source de nutriments est indiquée par une ligne plus ou moins
pleine. Modifié d’apres Sand-Jensen et Borum (1991).

Dans l'ensemble, la limitation de croissance et de développement de la biomasse liée a
une carence en éléments nutritifs est moins importante pour les macrophytes enracinés
que pour le phytoplancton. Cette affirmation est soutenue par le développement et la
domination de denses peuplements de macrophytes dans les lacs oligotrophes peu
profonds et les régions cotieres associés a de tres faibles biomasses de phytoplancton
(Wetzel, 1983). Les micro-algues épiphytes qui utilisent principalement les ressources en
nutriments dans la colonne d'eau [Figure 18] ont une biomasse tres sensible aux
variations de nutriments. A linverse, les micro-algues benthiques utilisent
principalement les éléments nutritifs provenant des sédiments et peuvent influencer la
diffusion de nutriments inorganiques entre les sédiments et la colonne d’eau. Elles
peuvent ainsi convertir ou immobiliser plusieurs éléments dissous (fer, manganese,

phosphate, ammonium) et réduire les flux a l'interface sédimentaire (Sand-Jensen et
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Borum, 1991). Les macrophytes enracinés, en stabilisant le sédiment, réduisent
également la diffusion de nutriments inorganiques entre le sédiment et la colonne d'eau.
Ces processus soulignent la concurrence pour les éléments nutritifs et les relations
négatives entre le phytoplancton, les algues benthiques et les macrophytes enracinés. De
plus, l'association épiphyte-macrophytes exploite le méme pool d'éléments nutritifs de
l'eau. Cela étant, comme suggéré par Carpenter et Lodge (1986), les macrophytes
enracinés peuvent également favoriser la croissance des micro-algues en libérant des
nutriments dans la colonne d'eau suite a leur sénescence. Ils ajoutent cependant que la
décomposition des macrophytes a lieu principalement a la fin de l'année, lorsque la

croissance du phytoplancton est plutot régulée par la lumiere.

[11.3 L’allélopathie

[11.3.1 Définition

Molisch (1937) a inventé le terme « allélopathie » pour désigner les interactions
biochimiques entre tous les types de plantes, y compris les micro-organismes.
Concretement, l'allélopathie désigne le transfert de composés chimiques a travers
I'environnement d’un organisme « source » vers un organisme « cible », pouvant avoir
des conséquences néfastes ou bénéfiques, directes ou indirectes sur 1’organisme « cible »
(Rice, 1984). Ces composés peuvent étre de nature organiques ou minérale; dans ce

dernier cas, on parle d’allélopathie élémentaire (Morris ef al., 2009).

Ce mécanisme joue un role crucial dans I'établissement des dynamiques de populations
et dans la distribution des especes au sein d’un écosysteme (Rice, 1984). En effet, les
interactions exercées entre deux ou plusieurs especes peuvent entrainer des
transformations au cours de leur évolution car l'effet des substances allélopathiques est
un facteur de sélection des especes (Macias et al., 2008). En situation de stress et/ou de
compétition la sécrétion de substances allélopathiques est favorisée : dune part, les
organismes sources peuvent augmenter leur production, d’autre part, les organismes
cibles y sont plus sensibles (Reigosa et al., 1999). Ainsi, que ce soit en situation non
perturbée ou en situation de stress, 1’allélopathie est un facteur influant sur I’abondance

et la diversité des especes présentes dans un milieu.
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[11.3.2 L’allélopathie en milieu aquatique

Méme si la majorité des travaux traitant d’allélopathie concernent les écosystemes
terrestres, des interactions allélopathiques sont également susceptibles de se produire
dans les écosystemes aquatiques (Rice, 1984). Gross (2003) explique que tous les
producteurs primaires aquatiques (cyanobactéries, micro/macro-algues, angiospermes,
etc.) sont capables de produire et de relarguer dans l'environnement des substances
allélopathiques. Ces interactions sont extrémement nombreuses et jouent un role

important dans la structure et la dynamique des communautés aquatiques (Gopal et

Goel, 1993; Gross et al., 2007).

Les composés allélopathiques sécrétés en milieux aquatique doivent présenter diverses
caractéristiques pour étre efficaces. Par exemple, la polarité de I'eau les oblige a un
certain degré d’hydrophobicité pour rester dans leur zone d’effet. Des composés aux
caractéristiques différentes (hydrophiles ou lipophiles) peuvent avoir des effets
synergiques et/ou agir contre des cibles différentes (Macias et al., 2008). Les composés
hydrophiles par exemple, agiront plutot contre les especes micro-algales vivant sous une
forme planctonique (au sein de la colonne d’eau), alors que les composés lipophiles
auront plutot un effet sur les especes épiphytiques. Il existe plusieurs grandes familles de
composés (Macias et al., 2008), dont les plus courants sont les acides gras (saturés ou
insaturés) et les composés phénoliques (Gross et al., 1996). Les premiers sont intéressants
car ils possedent a la fois un groupe hydrophile et un groupe hydrophobe, les seconds
sont les composés les plus souvent décrits comme algicides produits par les organismes
aquatiques. Il existe également de nombreux autres composés pouvant avoir des effets
allélopathiques : les oligopeptides, les polyéthers, les polysaccharides ou encore le

bromoforme, la lyngbyatoxine, 'élément sulfure.

Dans le cadre de ce travail, je me suis plus particulierement interessée aux interactions
allélopathiques générées par les macrophytes contre des micro-organismes. Les
macrophytes étant en compétition avec tous les autres producteurs primaires,
I'allélopathie peut en effet se révéler une stratégie efficace contre les autres phototrophes.
Dans la littérature, les effets des macrophytes ont ainsi été¢ démontrés non seulement sur

des especes micro-algales planctoniques, mais également sur des composantes
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bactériennes de biofilms épiphytiques (Gopal et Goel, 1993; Erhard et Gross, 2006). De
fait, je suis en mesure de m’interroger sur linfluence possible des macrophytes

allélopathiques sur les composantes algale et bactérienne des biofilms benthiques.

[11.3.3 Les différents mécanismes d’émission des substances
allélopathiques

I existe 3 mécanismes d’émission de substances allélopathiques: (i) lors de la
décomposition de parties de la plante (ii) I'émission via les racines ou (iii) via les parties
aériennes de la plante (Maillet, 1998; Inderjit et Duke, 2003). Pour augmenter la
concentration en substances allélopathiques dans leur environnement, les organismes

« sources » ont recours a :

- L’hyper accumulation : c’est le transport actif d"une substance d"une partie vers
une autre de la plante, ou sa concentration peut alors devenir supérieure a la
normale. Les substances allélopathiques sont ensuite libérées lors de la

décomposition des tissus morts.

- La sécrétion d’exsudats racinaires: elle peut augmenter la concentration en
substances allélopathiques (ainsi que la disponibilité en éléments nutritifs) dans

les zones a proximité des racines.

- L’excrétion de substances volatiles ou hydrosolubles par les parties aériennes de
la plantes qui seront alors lessivées sous l’action de la pluie pour les plantes

émergges, et directement par la colonne d’eau pour les plantes immergées.

Dans le cas des systemes aquatiques, les mécanismes sont comparables (Gross, 2003;
Erhard, 2006). Dans ces milieux, les composés allélopathiques ont des caractéristiques de
transport et de concentrations efficaces différentes selon la zone dans laquelle ils sont
libérés. Par exemple, dans la zone pélagique, lorsque les composés sont libérés dans la
colonne d’eau, leur dilution apparait comme un obstacle a la quantification des
interactions allélopathiques. En revanche, au niveau de la zone benthique, la proximité
des organismes limite cet effet « dilution » par réduction de la distance entre les
individus. Aussi, une accumulation tres localisée de certains composés peut permettre

d’atteindre des concentrations efficaces et de quantifier des effets. C’est également le cas
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des interactions entre les macrophytes et leurs épiphytes ou les différentes cellules

impliquées sont en contact direct les unes avec les autres (Erhard et Gross, 2006).

[11.3.4 Les différents modes d’action des composés allélopathiques

Hu et Hong (2008) décrivent les différents modes d’action des substances allélopathiques
libérées par les macrophytes sur des algues d’eau douce. Ils recensent 4 principaux

processus :

- (i) Destruction de la structure cellulaire de I’algue. Une étude a par exemple montré
que certains composés allélopathiques de Phragmites communis détruisent la paroi
cellulaire de I'espece Chlorella pyrenoidosa. En effet, le taux d’acides gras insaturés
de la membrane des algues exposées a ce végétal était supérieur apres exposition
(Li et Hu, 2005). Cette augmentation engendre directement une altération de la

structure des parois cellulaires et, par conséquent, des transports membranaires.

- (ii) Impact sur la respiration. Pollio et al. (1993) ont montré que la respiration
cellulaire est endommagée par certaines substances allélopathiques. La baisse du
taux phosphore/oxygene pourrait étre a l'origine du découplage de la
phosphorylation oxydative” ce qui causerait une diminution de la respiration. Ce

résultat a également été observés par Li et Hu (2005).

- (ii) Impact sur la photosynthese. Des atteintes au processus photosynthétique des
cellules algales sont possibles. Elles concernent les réactions photochimiques ou le
cycle de Calvin. Li et Hu (2005) ont montré que les substances allélopathiques
sécrétées par Phragmites communis altéraient la structure de la membrane des
thylakoides qui contiennent les pigments photosynthétiques ; cette altération se
traduit par une modification des activités photosynthétiques. Par ailleurs, Leu et
al. (2002) indiquent qu'un composé allélochimique secrété par Myriophyllum

spicatum (1’eugeniin) inhibe le processus de transfert d’électrons entre I'accepteur

7 Phosphorylation oxydative: mode de synthese de I'ATP qui est alimenté par les réactions
d’oxydoréduction transférant des électrons depuis des nutriments jusqu’a du dioxygene ou a un autre
accepteur dans la respiration cellulaire.
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et le donneur dans le PSII®. De nombreuses especes de macrophytes sont
reconnues pour leur capacité a modifier les processus photosynthétiques des

algues.

- (iv) Impact sur les activités enzymatiques microbiennes. De nombreux composés
allélopathiques peuvent affecter les activités des algues unicellulaires. Du fait de
I'action spécifique des substances allélopathiques, certaines activités
enzymatiques peuvent étre inhibées ou activées. Nakai et al. (2000) ont par
exemple mis en évidence une inhibition de l'activité phosphatase alcaline de
cellules algales en présence d’eugeniin (composé allélopathique secrété par
Myriophyllum spicatum). Par ailleurs, Li et Hu (2005) ont également reporté que les
composés allélochimiques secrétés par Phragmites communis pouvaient réduire
l'activité de défense de la cellule contre les radicaux libres, ce qui peut engendrer

sa mort.

De fagon plus globale, Gross (2003) explique que les substances allélopathiques
aquatiques agissent le plus souvent sur les activités enzymatiques et les processus

photosynthétiques.

[11.3.5 Quelle influence des macrophytes allélopathique sur les
biofilms développés dans les bassins d’infiltration ?

[11.3.5.1 Macrophytes et phytoplancton

Plusieurs études (Korner et Nicklisch, 2002; Erhard et Gross, 2006; Mulderij et al., 2006;
Svanys et al., 2013) ont montré les effets inhibiteurs de macrophytes sur des micro-algues
planctoniques. Gopal et Goel (1993) ont par exemple observé qu'une croissance dense de
macrophytes réduisait notablement la concentration des especes vivant sous forme
planctonique, notamment celle des algues filamenteuses, et qu’au contraire la mort de
ces mémes macrophytes engendrait un bloom algal rapide. Zhu et al. (2010) ont réalisé
une étude sur l'influence des mécanismes allélopathiques du macrophyte Myriophyllum

spicatum sur des cyanobactéries (Microcystis aeruginosa) et des chlorophytes (Selenastrum

8 Photosysteme II (Cf Figure 14). L'une des deux unités photoréceptrices de la membrane
thylakoidienne du chloroplaste, son centre réactionnel est constitué de deux molécules de
chlorophylle a Peso.
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capricornutum), et montré que M. aeruginosa semblait affectée par la coexistence avec M.

spicatum.

[11.3.5.2 Macrophytes et epiphyton

Le caractere des interactions entre les macrophytes et leurs epiphytes est tres
controversé, comme 1'explique Gopal et Goel (1993), plusieurs études ont montré que la
diversité et le fonctionnement des communautés épiphytiques sont influencés par le type
de macrophyte. De plus, les epiphytes semblent moins sensibles aux composés
allélopathiques que les cellules sous forme planctoniques (Hilt, 2006). En 2006, 1'étude
d’Erhard et Gross a tout de méme montré que des substances extraites des macrophytes
Elodea canadensis et Elodea nuttallii avaient un effet allélopathique sur un biofilm
épiphytique, réduisant notamment ’abondance de certaines especes de cyanobactéries.
De plus, plusieurs macrophytes ont aussi montré des effets antibactériens contre des

composantes bactériennes des épiphytes (Gopal et Goel, 1993) ou des coccoides (Gross et

al., 1996).

[11.3.5.3 Macrophytes et biofilms benthiques ?

Il apparait que les plantes aquatiques sont susceptibles de réduire l'abondance de
certaine composantes du biofilm épiphytique comme les cyanobactéries ou les
diatomées. Or, les biofilms phototrophes développés dans les bassins d’infiltration sont
composés de communautés complexes de micro-organismes comportant a la fois des
composantes algales et bactériennes. Les micro-organismes sont explicitement
mentionnés dans la définition initiale de l'allélopathie par Molisch (1937). Si les
interactions allélopathiques entre bactéries et microphytes sont peu connues, celles entre
bactéries et macrophytes est avéré ; de nombreux exsudats de macrophytes présentent en
effet une activité allélopathique antibactérienne (Gopal et Goel, 1993). Finalement, I'effet
des macrophytes sur le biofilm benthique n’est pas directement mis en évidence mais
leurs effets sur les communautés qui le composent (algues, bactéries) sont clairement

avérés.
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Partie 2 : les invertébrés benthiques

[11.4 Pourquoi s’intéresser aux macro-invertébres ?

Les macro-invertébrés benthiques sont des organismes de taille supérieure a 0.25 mm
(Dinet et al. 1985) vivant dans les fonds des cours d’eau, des lacs ou des mers. Ce sont
principalement des crustacés, des mollusques, des vers ou des insectes [Figure 19], ces
derniers étant présents dans l'eau sous des formes différentes en fonction de leur cycle
biologique (larve, nymphe ou adulte).La diversité des macro-invertébrés benthiques
dans un habitat donné est largement dépendante du couple substrat / vitesse du courant,
les substrats pouvant étre des galets, des macrophytes, des racines des arbres des
ripisylves’ ou encore des sédiments. A ce titre, certains macro-invertébrés tels que des
vers oligochetes ou des larves de chironomes font partie intégrante du compartiment

biologique des bassins d’infiltration..

Figure 19 : Photo de macro-invertébrés benthiques illustrant la diversité des especes rencontrées (Kouri et
de Graaf, 2013)

° La ripisylve désigne les formations linéaires de végétation (arbres, buissons, herbacés) qui s’étalent

sur les rives inondables d'un cours d'eau.
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Devant la diversité des macro-invertébrés, le concept de groupe fonctionnel (groupe
d’especes ayant des effets similaires sur une fonction écosystémique (Chapin et al., 1992)
a été développé afin d’aborder les liens entre diversité/abondance des invertébrés et
fonction de l'écosysteme (Wallace et Webster, 1996). C'est pourquoi, en écologie
aquatique, on aborde souvent la question de la classification des macro-invertébrés d'un
point de vue fonctionnel plutét que phylogénétique, c'est-a-dire basée sur des effets
communs d’ordre biogéochimiques et interspécifiques (Gerino et al., 2003). Cette
classification repose dans un premier temps sur les groupes trophiques (Wallace et
Webster, 1996). En effet, les invertébrés benthiques ont des régimes alimentaires tres
variés : bactéries, détritus, algues, micro et macro-benthos, et interagissent donc avec
I'ensemble des composantes des écosystemes benthiques. Selon la classification proposée
par Cummins et Klug (1979), on peut différencier cinq grands groupes : Les « racleurs »,
c'est-a-dire les organismes adaptés pour brouter ou racler le substrat pour obtenir leur
nourriture ; les « déchiqueteurs », qui peuvent broyer ou fragmenter de grands morceaux
de tissus de plantes en décompositions, les «collecteurs», qui se mnourrissent
principalement des particules fines organiques qui se déposent sur le substrat,
correspondant a des débris animaux et végétaux, les « filtreurs » qui filtrent les particules
en suspension dans I'eau pour se nourrir, et les « prédateurs » qui se nourrissent de tissus

animaux (zooplancton et autres macro-invertébrés).

Les invertébrés ont différentes actions sur leur environnement a travers ces actions
trophiques; mais ils peuvent aussi étre classifiés en fonction de leurs actions de
bioturbation dans I'environnement (voir ci-dessous, partie II.6). Dans le cadre de cette
étude, je me suis intéressée aux fonctions pouvant potentiellement influer sur le niveau

de colmatage des sédiments :

- d’une part les invertébrés benthiques ont un role important, voire essentiel
dans les dynamiques des communautés microbiennes, avec une action
trophique directe (consommation des micro-organismes par les
invertébrés brouteurs par exemple). Ils sont ainsi capables de controler la
biomasse du biofilm et de limiter ses effets négatifs sur les performances

des bassins d’infiltration.
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- D’autre part, certains invertébrés comme les bioturbateurs sont
susceptibles de modifier la structure physique de I'environnement dans
lequel ils évoluent. IIs sont pour cela qualifiés d'«ingénieurs de
'écosystéme » (Jones et al., 1994). Cette propriété peut directement

influencer les propriétés hydrodynamiques du milieu.

Ces deux types d’invertébrés sont décrits plus longuement dans les paragraphes

suivants.

[11.5 Les invertébrés brouteurs, consommateurs de biofilm

Parmi les facteurs pouvant controler la biomasse des biofilms phototrophes, 1'effet du
broutage, c'est-a-dire la réduction de la biomasse du biofilm par des invertébrés
benthiques herbivores, a été tres longuement étudié dans la littérature pour tous les
types d’habitats aquatiques (Lamberti et al., 1995; Sommer, 2000; Hillebrand, 2009; Sturt
et al., 2011). Le broutage peut avoir des effets a la fois sur la biomasse, la diversité ou sur
la production primaire des algues benthiques (Steinman, 1996). Ces effets peuvent étre
positifs ou négatifs et dépendent du type d’invertébré, des especes algales, des
concentrations en éléments nutritifs dans le milieu, des conditions d’éclairement, ainsi
que du type de substrat (Feminella et Hawkins, 1995; Haglund et Hillebrand, 2005). Cela
étant, l'effet le plus souvent observé sous l'action d’invertébrés herbivores est une
réduction de la biomasse algale, mise en évidence pour une grande variété d’especes
(Steinman, 1996). Les travaux de Hillebrand (2009), qui réalise une comparaison entre
plus de 800 études dans tous les types de milieux aquatiques, ont ainsi montré que la
présence de brouteurs pouvait en moyenne réduire la biomasse algale de 59%, avec des
extrémes allant jusqu’a 99%. Ces travaux montrent également que parmi les producteurs
primaires, ce sont les algues benthiques qui sont les plus sensibles a I'activité de

broutage.

Les invertébrés « brouteurs » appartiennent a différents groupes, les plus étudiés étant
les gastéropodes, les larves de trichopteres, d’éphéméropteres et certains décapodes,
amphipodes et isopodes. D’apres Hillebrand (2009), la plupart des groupes d’invertébrés
consommateurs de biofilm ont un impact significatif sur la biomasse du biofilm, exceptés

les larves de dipteres. Bien entendu, la biomasse des brouteurs a un effet important sur
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la biomasse du biofilm consommeée, avec une augmentation de la consommation lorsque
la biomasse des brouteurs augmente (Feminella et Hawkins, 1995). Toutefois, a I'échelle
du laboratoire, plusieurs études montrent que I'ampleur des effets diminue lorsque 1'on
atteint une tres grande biomasse de brouteurs. Ainsi, le surpeuplement peut conduire a
une pression de paturage réduit, ce qui est probablement lié a la concurrence intra ou

interspécifique (Ruesink, 2000).

En résumé, les invertébrés consommant les algues benthiques pourraient fortement
limiter la croissance du biofilm phototrophe qui se forme a l'interface eau/sédiment dans

les bassins d’infiltration et ainsi améliorer les capacités d’infiltration.

1.6 Les invertébrés bioturbateurs, ingénieurs des
écosystemes

[11.6.1 Définition de la bioturbation

Le terme bioturbation est fréquemment utilisé dans la littérature scientifique et
recouvrent tous les processus possibles par lesquels des organismes affectent le substrat
dans ou sur lequel ils vivent. Dans le cas des milieux aquatiques, la bioturbation peut
étre définie comme l’ensemble des activités produites par les organismes, comprenant
tous les processus de transports - c’est a dire a la fois le remaniement des particules
solides et les courants d’eau a travers les terriers - qui affectent directement ou
indirectement les matrices sédimentaires (Kristensen ef al., 2012). Les mouvements de
particules solides peuvent étre liés a I'enfouissement des organismes et le creusement de
terriers ou de galeries a différentes profondeurs dans le sédiment, ainsi qu’aux activités
d’alimentation, a l'ingestion de sédiment et la production de pelotes fécales a la surface
ou a différents niveaux dans le sédiment. Les mouvements d’eau sont quant-a-eux liés a
la ventilation et la bioirrigation des terriers qui crée des courants a I'intérieur des terriers
et galeries pour apporter les composés dissous (oxygene et nutriments) nécessaires aux
organismes pour respirer et se nourrir, ainsi qu’a la formation de sillons créés par le
déplacement des organismes a la surface ou a l'intérieur du sédiment (Nogaro, 2007;

Kristensen et al., 2012).
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L’ensemble des activités de bioturbation des invertébrés benthiques dans les sédiments
ont pour conséquences des flux de particules, d’eau et de matieres dissoutes, qui
peuvent influencer les propriétés physiques, chimiques et biologiques des sédiments

(Krantzberg, 1985)

[11.6.2 Influence sur les propriétés de la matrice sédimentaire

[11.6.2.1 Influence sur les propriétés physiques et conséquences

sur linfiltration.
Les macro-invertébrés bioturbateurs sont susceptibles de modifier la structure physique
de la matrice sédimentaire en remaniant le sédiment et/ou en creusant des tubes et des
terriers, ce qui affecte la répartition granulométrique verticale et la porosité du milieu,
tout comme les flux de ressources (O2 et éléments nutritifs) et les conditions rédox
(Nogaro et Mermillod-Blondin, 2009). Les transports de particules et de solutés
dépendent du mode de bioturbation [Figure 20]. Aussi, selon le type de remaniement du
sédiment, de structures construites et de ventilation des terriers, la bioturbation affecte
différemment la structure physique, les activités microbiennes et les processus
biogéochimiques (Mermillod-Blondin et Rosenberg, 2006). Par exemple, les convoyeurs
sont a l'origine d'un reclassement granulométrique des particules: ils ingerent la
composante détritique liée aux particules d’argile et de limons des sédiments, et rejettent
ensuite des pelotes fécales en surface ; entrainant une diminution des particules fines
dans la zone d’ingestion et une augmentation en surface, ce qui modifie la texture du

sédiment. C’est le cas des vers tubificidés en eau douce (McCall et Fisher, 1980).

Les féces produits par les organismes bioturbateurs sont souvent agglomérés par du
mucus, ce qui génere des particules de taille supérieure et augmente la porosité de la
couche superficielle, et conjointement, les flux a travers l'interface par simple diffusion.
De plus, les pelotes ne sont pas liées entre elles, ce qui réduit la compacité et la cohésion
du sédiment par rapport a un sédiment « non-bioturbé », ce qui facilite sa remise en
suspension (McCall et Fisher, 1980). D’autre part, les réseaux de galeries creusés par les
vers tubificidés dans le sédiment créent également des macroporosité, ce qui modifie la
structure de la matrice sédimentaire. Dans le cadre de cette étude, I'intérét de l'activité

de bioturbation repose en partie sur ces propriétés. En effet, c’est dans les macro-
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porosités du milieu que les écoulements ont lieu préférentiellement (White, 1985), aussi
'activité de bioturbation peut limiter le colmatage des milieux en créant des chemins
d’écoulement pour I'eau. Ce résultat a déja été observé en laboratoire, sur des colonnes
de sédiment fin (Nogaro ef al., 2006; Mermillod-Blondin ef al., 2007), mais a notre

connaissance, aucune étude n’a encore mis en évidence de tels effets sur le terrain.

-

+ \v w/
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Figure 20 : Les différents modes de bioturbation : (A) les biodiffuseurs, (B) les convoyeurs vers le haut, (C)

les convoyeurs vers le bas et (D) les régénérateurs, d’aprés Kristensen et al. (2012).

[11.6.2.1 Influence sur les propriétés chimiques et conséquences

sur les communautés microbiennes
L’influence de la bioturbation sur les propriétés chimiques des sédiments comme la
concentration en oxygene, le potentiel rédox, le pH et les concentrations en matiere
organique et en nutriments a été longuement étudiée dans la littérature scientifique
(Davis, 1974; Krantzberg, 1985; Gilbert, 2003; Mermillod-blondin et al., 2005b). L’activité
de bioturbation peut notamment créer une alternance entre zones oxiques et anoxiques
ou augmenter 1'épaisseur de la zone aérobie avec le creusement et la ventilation des
terriers et galeries, ce qui peut stimuler la minéralisation de la matiere organique
(Krantzberg, 1985; Kristensen, 2000). Les bioturbateurs benthiques peuvent également

modifier la répartition verticale de la matiere organique en provoquant 1’enfouissement
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de certains oxydes situés en surface vers les couches sédimentaires inférieures, ou
inversement (Gilbert, 2003). Les échanges d’éléments nutritifs a 1'interface sédimentaire
peuvent également étre stimulés en présence de faune. Mermillod-blondin et al. (2005b)
ont par exemple mesuré une augmentation du relargage et de NHs*, NOs,, PO+* et de
carbone organique dissous par des sédiments en présence de vers tubificidés. Il est
également reconnu que l'activité benthique, et plus particulierement la bio-irrigation, a
un effet stimulateur a la fois sur le processus de dégradation de la matiere organique et
les activités microbiennes impliquées dans le cycle de 1'azote (Gilbert, 2003). Ainsi, la
bioturbation modifie les conditions physico-chimiques et les cycles biogéochimiques au
sein des sédiments, et influence donc les processus d’adsorption et de précipitation. De
méme, I'activité de la faune benthique, c'est-a-dire le broutage a la surface des sédiments,
les remaniements structurels, tout comme la ventilation des terriers qui stimulent la
pénétration d’Oz et les flux de nutriments dans les sédiments, peut influencer les

activités microbiennes, de maniere positive ou négative [Figure 21].

Les effets de la bioturbation sur les différentes propriétés du sédiment sont résumés dans

la Figure 21 ci-dessous :

EAU PROPRIETES CHIMIQUES
SEDIMENT ORGANISMES (Minéralisation de 1a MO,
(Macrobenthos) Flux a l'interface eau-sédiment)

+4

PROPRIETES PHYSIQUES
(Remaniement sédimentaire)

;

PROPRIETES CHIMIQUES

(Répartition de composés
adsorbés et/ou dissous)

PROPRIETES BIOLOGIQUES
(Activités métaboliques bactériennes)

Figure 21 : Schéma récapitulatif du role des organismes bioturbateurs sur les propriétés des sédiments,
d’apres Gilbert (2003).
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V. Bilan & Problématique

L’étude bibliographique souligne le manque de connaissances sur l'effet des biofilms
complexes développés en conditions naturelles sur les processus de colmatage des
supports d’infiltration. Ainsi, le 1¢r objectif de theése visant a déterminer les variables
biologiques les plus déterminantes dans les processus de colmatage se décline en

plusieurs sous-questions :

(i) Quelles variables structurelles et/ou fonctionnelles liées au biofilm influent sur

les propriétés physiques du support d’infiltration (texture, structure)?

(i)  Quelles sont les conséquences sur les parametres hydrodynamiques (porosité

efficace, perméabilité) ?

D’un point de vue scientifique, ce premier point permettra de mieux caractériser les
communautés microbiennes autotrophes et hétérotrophes qui composent les biofilms
développés dans des bassins d’infiltration, et de préciser les interactions biofilm —

support d’infiltration - colmatage.

La littérature scientifique montre un effet des macro-organismes sur -certaines
composantes des biofilms benthiques, ainsi que sur les propriétés physiques des
supports sur lesquels ils se développent. Le 2¢me objectif de these vise a déterminer dans
quelles mesures l'introduction de ces organismes dans des ouvrages d’infiltration
pourrait limiter le développement du biofilm d'une part, et la dégradation des

performances hydrauliques d’autre part. Il se décline en plusieurs questions :

(iii) Les macrophytes et macro-invertébrés benthiques peuvent-ils limiter le

développement des biofilms benthiques ?

(iv)  Si oui, quel(s) parametre(s) structurel(s) et/ou fonctionnel(s) du biofilm

affectent-ils ?

(v)  Quelles sont les conséquences sur les parametres hydrodynamiques du milieu

support d’infiltration ?
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D'un point de vue fondamental, ce deuxieme volet permettra d’améliorer les
connaissances sur les interactions biofilm-plantes et biofilm-invertébrés en milieu
benthique. D’un point de vue appliqué, il peut apporter des solutions opérationnelles
durables en termes de gestion des ouvrages d’infiltration pour le maintien des

performances hydrauliques et environnementales.

En résumé, ce travail de these vise a étudier des interactions au sein du compartiment
biologique et entre le compartiment biologique et le support sur lequel il se développe, et
les conséquences de ces interactions sur linfiltration. Les différentes questions

présentées se déclinent dans le schéma fonctionnel suivant (Figure 22).

/

~

> €

Diminution porosité Stabilité

Allélopathie ? Agrégation Flux de nutriments Voir trophique
Ombrage (broutage)
Fragmentation

Support d’infiltration T

Oxygénation Modifications de Fa“ne
Chemins d’infiltration ST (inverfébrés)

Parametres hydrodvnamiques

Figure 22 : Schéma fonctionnel résumant les interactions étudiées dans le cadre de ce travail
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. Présentation du site d’étude et des échelles

d’observation

Les différents mécanismes entrant en jeux dans les processus de colmatage sont le plus
souvent abordés a l'échelle du laboratoire ; les études de terrain sont rares et se
concentrent sur le fonctionnement hydrodynamique global des bassins d’infiltration
(Schuh, 1990; Loizeau, 2013). Ainsi, I’approche expérimentale retenue pour caractériser
I'effet du compartiment biologique sur les parametres hydrodynamiques des ouvrages
d’infiltration est une approche de terrain a 1’échelle d"un ouvrage, ce qui permet a la fois
d’étudier des biofilms développés en conditions naturelles et leurs effets sur les
propriétés physiques des sédiments, et d’effectuer des mesures d’infiltration en

conditions réelles d’exploitation.

I.1. Présentation du site d’étude
[.1.1 Description et historique du site

Le site choisi est le champ captant d’eau potable de Crépieux-Charmy, géré par le
Grand-Lyon et exploité par Veolia. Situé au Nord-Est de 1'agglomération lyonnaise
[Figure 23], il représente la premiere ressource en eau potable du Grand Lyon. Son
alimentation est préférentiellement assurée par la nappe alluviale du Rhone, I'eau est
captée sur un territoire préservé d'une superficie de 375 hectares. Le captage est
dimensionné pour produire jusqu'a 600 000 m? d'eau par jour, pour les besoins des
350 000 abonnés de l'agglomération, représentant environ 1.2 million d’habitants. Ainsi,
alimentant en eau potable plus de 95% de la population de l'agglomération, la pérennité
du champ captant de Crépieux-Charmy revét une importance cruciale a I'échelle du

bassin de vie Lyonnais.

Du fait des enjeux majeurs associés a cette ressource, 12 bassins d’infiltration ont été mis
en place sur le site entre 1989 et 2006. Ces ouvrages avaient pour objectif initial de
protéger la nappe de toute source de pollution, accidentelle ou chronique, provenant du
Rhone circulant au Nord du champ captant, par la création d’une barriere hydraulique

empéchant les transferts de polluants du Rhone vers les puits de prélevement [Figure
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24]. A T'heure actuelle, ces bassins ont aussi un role tres significatif de recharge de
I’aquifere sous-jacent (Loizeau, 2013). Les bassins d’infiltration ont été implantés en deux
phases sur le site : entre 1989 et 1992 (bassins 1 a 4), puis entre 2004-2006 (bassins 5 et 6).

Pour faciliter les opérations de maintenance, les bassins sont compartimentés en paire de

bassins, fonctionnant indépendamment (Figure 23, exemple des bassins 3.1 et 3.2).

lle de Charmy

— "\ Canal Sud Y

Légende
I - . 0 240 480m
" Rivieres Forage [l Bassin d'infiltration | |
@ station d'alerte ® Puits [l Pré-bassin

Figure 23 : Localisation (en haut) et schématisation (en bas) du site d’étude, Source : GoogleMap et Loizeau

(2013), respectivement.
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Création d’un
déme hydraulique

Aquifere

7777777 777777 S S

B Puits de captage

Sans bassin d’infiltration

Avec bassins d’infiltration

Figure 24 : (A) Schéma du dome hydraulique formé sous les bassins, modifié d’aprés (Bouwer, 2002), (B)

mise en situation sur le site

Les bassins sont alimentés a partir d'eau pompée dans le « Vieux Rhone », un ancien bras
du Rhone situé au Sud du champ captant, et préalablement stockée dans des pré-bassins
qui assurent une décantation des matieres en suspension -MES [en violet sur la Figure
23]. La qualité de I'eau du Vieux Rhone avant recharge est analysée en permanence au
niveau d’une station d’alerte. En cas de trop forte turbidité (concentration en matiere en
suspension >50 NTU) ou de détection de polluants, I’alimentation est immédiatement

stoppée.

Du fait du colmatage de la couche superficielle des bassins d’infiltration, leur efficacité

s’altere au cours du temps et des opérations de « décolmatage » consistant a retirer tout
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ou partie du substrat colmaté ont donc régulierement lieu [Figure 25]. Pour rappel, ce
substrat correspond au mélange du sable calibré importé dans les bassins, des matieres
en suspension dans 'eau d’infiltration qui ont sédimenté et de la matiére organique issue

du développement biologique intrinseque au bassin.

Figure 25 : Photos du raclage d'un bassin : pendant 'opération (A), le substrat raclé (B), et un bassin
avant (C) et apreés (D) raclage. Photos LEHNA et VEOLIA.

[.1.2 Pourquoi ce site ?

Tout d’abord, des observations visuelles ainsi que des analyses ont clairement révélé un
développement important des biofilms phototrophes dans les bassins du site a I'interface

eau/sédiment [Figure 25, C et Figure 38],.

D’un point de vue expérimental, la présence sur un méme site de 12 bassins d’infiltration
présentant des niveaux de colmatage et de colonisation contrastés offre un panel de
conditions qui permet de décrire le biofilm et le support d’infiltration dans des états

différents. Les bassins fonctionnant par deux, chaque paire de bassins présentent des
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situations identiques en termes de granulométrie du sable utilisé comme substrat, année
de mise en eau, conditions climatiques, apports de la végétation environnantes ; ce qui
offre la possibilité d’observer les effets de 1'exploitation, c'est-a-dire des cycles de

sollicitations et des durées de mise en eau, indépendamment de ces facteurs.

Par ailleurs, du fait de leur vocation a protéger un champ de captage, les bassins du site
sont alimentés avec une eau non chargée en contaminants contrairement a des bassins
d’eau pluviale alimentés avec des eaux ayant lessivées des sols fortement anthropisés. En
conséquent, le facteur « pollution /stress chimique » n’intervient pas, ce qui permet
d’étudier le biofilm indépendamment des interactions classiquement observées entre
contaminants organiques et inorganiques et dynamiques des communautés

microbiennes (Winiarski ef al., 2006; Badin ef al., 2011).

D’un point de vue pratique et du fait des conditions d’exploitation, il est possible de
controler la hauteur d’eau dans les bassins, ce qui permet de réaliser les
expérimentations dans des conditions optimales. Enfin, d"un point de vue opérationnel,
les exploitants du site faisant face a des problemes importants liés au colmatage
(probleme de gestion et cotits des opérations de décolmatage), cette étude peut donc leur

apporter des éléments pour mieux comprendre le fonctionnement des bassins.

[.1.3 Les « contraintes » liées au site

Le champ captant de Crépieux-Charmy est reconnu pour sa richesse environnementale
et fait partie du périmetre de I'espace Natura 2000 de Miribel-Jonage nommé « Pelouses,
milieux alluviaux et aquatiques de I'ille de Miribel-Jonage » [Figure 26]. Il est de plus
identifié¢ comme Zone Naturelle d'Intérét Ecologique, Floristique et Faunistique
(ZNIEFF), Espace Naturel Sensible, Zone Humide Remarquable, et fait également 1’objet
d’un Arrété préfectoral de protection de biotope (APPB). A ce titre, le site d’étude est un
espace naturel identifié pour la rareté ou la fragilité des especes animales ou végétales
qu’il abrite, et de leurs habitats. Dans ce contexte, un « document d’objectif » (DOCOB)
définit, entre autres, les orientations de gestion pour maintenir les le milieu naturel et les
habitats en bon état; il fait notamment état du contrdle des especes invasives. C’est
pourquoi, dans le cadre de nos expérimentations, le choix des d’espéces autochtones et

adaptées au site est primordial pour respecter les contraintes fixées par ce document.
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Limite du site Natura 2000

de Crépieux-Charmy
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Figure 26 : Les limites du site Natura 2000 de Miribel-Jonage, d’aprés le DOCOB de 2009

La deuxieme contrainte est liée au mode d’alimentation des bassins. Etant donné que
leur alimentation est coupée en cas de trop forte turbidité ou de détection de polluants,
les expérimentations sont dépendantes de ces parametres. A titre d’exemple, en 2012 ont
eu lieu «les chasses du Rhone » c'est-a-dire une opération permettant d’évacuer les
sédiments accumulés en amont de la retenue suisse de Verbois. Cette vidange a libéré
plusieurs million de m?® de sédiments qui sont arrivés sur le Haut-Rhone frangais, et
empéché l'utilisation des bassins pendant plusieurs semaines. Par ailleurs, une crue du
Rhone qui a eu lieu fin 2012 a emporté une partie de la station d’alerte. Par la suite, sans
moyen de détection des polluants et par précaution, 1’alimentation des bassins a été

stoppée jusqu’a la fin des réparations, donc pendant plusieurs mois.

Ces différentes contraintes ont du étre prises en compte dans 1'organisation des

expérimentations.
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|.2 Echelle d'observation

Pour étudier les effets du compartiment biologique sur les caractéristiques du support
d’infiltration, différentes échelles d’expérimentation sont possibles: des essais de
laboratoire permettant de travailler en conditions controlées et des essais de terrain plus
réalistes car permettant de tenir compte de 1'ensemble des facteurs naturels influant
potentiellement sur la réponse des organismes testés (Geffard et al., 2010). Selon les
objectifs recherchés, chaque échelle d’expérimentation présente des avantages et des
inconvénients [Figure 27]. Les essais de laboratoire permettent d'étudier de fagon
simplifiée des mécanismes expliquant l'effet de parametres contrdlés sur le biofilm et
sont plus reproductibles mais leur manque de réalisme peut étre critiqué. Inversement,
les essais de terrain tendent vers des situations plus réalistes mais conduisent a
considérer des interactions et des effets plus complexes a interpréter du fait de la
multiplicité des facteurs intervenant et des difficultés éventuelles a isoler l'effet des

différents facteurs (Caquet et al., 1996).

PREDICTIVE MODELS

LABORATORY

N
I

MONO- OR EXPERIMENTAL MICROCOSMS MESQCOSMS ENCLOSURES N SITU STUDIES
PLURISPECIFIC TROPHIC CHAINS
TOXICITY TESTS

COMPLEXTTY AND ECOLOGICAL REPRESENTATIVITY

REPLICABILITY

Figure 27 ; Représentation schématique des méthodes et approches complémentaires utilisées en

écotoxicologie pour les études environnementales, d’aprés Caquet, et al., 1996.
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. Choix expérimentaux

Dans le cadre de ce travail de these, j'ai réalisé trois expériences a différentes échelles en
fonction des objectifs et des contraintes liées au site d’étude ; ceci en sachant que c’est la

complémentarité des approches qui permet de répondre aux objectifs de I’étude :

2011 - 2012

Bassin
Prélevement
ponctuel

Interactions biofilm - support

d’infiltration - colmatage

2012 - 2013

Mésocosmes Interactions macrophytes - biofilm
Systémes fermés benthique

2013 - 2014

Encagements

Systémes semi -
ouverts

et conséquences sur l'infiltration

Figure 28 : Les trois expériences réalisées

La suite de cette partie détaille chacune des expérimentations réalisées en précisant les

choix expérimentaux et les variables mesurées.

L’ensemble des protocoles correspondant sera détaillé dans la partie suivante, présentée
sous forme d’article. Les méthodes de traitement (statistiques) des données sont

également présentées dans les articles.

Les tableaux de résultats bruts de chacune des expériences sont quant-a-eux fournis en

annexe.

Thése Morgane GETTE-BOUVAROT 82

Interactions Biofilm - macro-organismes



Septembre 2014

Chapitre 2 - Approche expérimentale

.1 Expérience 1: Interactions Biofilm - Support
d’infiltration - Colmatage

Afin d’étudier ces interactions, j'ai adopté une approche de terrain, en m’intéressant a
plusieurs bassins d’infiltration caractérisés par des capacités d’infiltration contrastées.
Dans ce contexte, une campagne de prélevements ponctuels dans deux bassins jumelés,
les 5.1 et 5.2 [Figure 23] a eu lieu a 'automne 2010. Cette approche permet en effet de
comparer 2 bassins dont les caractéristiques initiales étaient identiques mais qui
présentaient des capacités d’infiltration contrastées apres plusieurs années

d’exploitation.

I1.1.1 Stratégie d’échantillonnage et mesures réalisées

Des prélevements ont été réalisés par carottage au niveau de l'interface eau/sédiments.
Ce choix d'un prélevement ponctuel sous forme de carottes permet de préserver la
structure verticale des sédiments et de déterminer leurs caractéristiques en fonction de la
profondeur. En effet, 'étude bibliographique a mis en évidence la structuration verticale

des biofilms phototrophes, ce qui a été confirmé lors de la campagne de prélevements.

Une observation visuelle a permis de distinguer clairement 3 couches dans les carottes

[Figure 38 et Figure 29] :

- une couche superficielle d'une épaisseur d’environ un a deux centimetres, avec

développement d'un biofilm mixte (hétérotrophe/phototrophe) en surface,

- en dessous, une couche de sédiments plus fins, de couleur grisatre, d’environ

quatre a six centimetres d’épaisseur selon les bassins,

- enfin, une couche plus épaisse (entre 10 et 20 centimetres) de sable grossier dans

le fond, avec présence de graviers.
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Horizon de surface H1

Biofilm + sédiment fin

Horizon H2
Sédiment « grisatre »
Horizon H3
Sable

Figure 29 : structuration verticale d une des carottes prélevées

Dans chaque bassin, des carottes ont été prélevées dans 3 zones différentes [Figure 31.
L’eau surnageante a été retirée en inclinant légerement le tube en plexiglas. La structure
verticale des sédiments a ensuite été conservée en poussant délicatement le contenu de la

carotte par le fond et en découpant a la limite de chaque horizon [Figure 30].

Figure 30 : Vidange et découpage des carottes, Photos LEHNA
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Pour chaque zone, les trois carottes prélevées ont été regroupées pour construire des

échantillons composites. Lors de cette étape, les 3 horizons ont été séparés afin d’obtenir

3 réplicats pour chaque horizon et par bassin [Figure 31].

Pool des 3 Pool des 3
carottes carottes
H1 H2 H3 H1 H2 H3 H1 H2 H3
Echantillon A Echantillon B m

Figure 31 : Stratégie d'échantillonnage d'un bassin

Les sédiments prélevés ont été caractérisés par la mesure de variables physiques,

chimiques et biologiques, couplée a des mesures évaluant le niveau de colmatage dans

les bassins. ]J"ai choisi de tester des variables reflétant :

La structure et la texture des sédiments, caractérisées par une mesure de la
granulométrie des échantillons, et de leur niveau d’agrégation. Cette mesure a été
réalisée avant et aprés suppression de la composante organique pour

déterminer le role du biofilm sur la texture et la structure des sédiments.

L’état structurel et fonctionnel du biofilm, caractérisé par des mesures permettant
d’estimer d’une part la biomasse totale de méme que la contribution des
composantes algale et bactérienne ; et d’autre part les activités enzymatiques liées
aux activités de respiration et de décomposition globale. Par ailleurs, ces analyses
ont été complétées par des mesures physico-chimiques permettant d’estimer les
quantités d’éléments majeurs (carbone, azote et phosphore, fer, etc.). L’absence de
contaminants organiques (PCB, HAP) et inorganiques (métaux lourds) a

également été vérifiée.
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- La capacité d’infiltration des bassins, évaluée par des mesures d'infiltration
réalisées in situ, avec et sans couverture biologique, selon la méthode
« Beerkan », puis traité numeériquement grace a l'algorithme «BEST » (voir

paragraphe ci-apres).

[1.1.3 Détail des mesures d’infiltration

[1.1.3.1 Mesures in situ selon la méthode « Beekan »

La méthode Beerkan s’appuie sur la théorie de l'infiltration de I'eau dans les sols et
permet d’estimer les propriétés hydrodynamiques effectives d’'un milieu en vue d"une
modélisation hydrologique des transferts a différentes échelles. Cette méthode est
intéressante dans le sens ou elle permet une détermination spatialisée précise des
propriétés hydrodynamiques des sols, ceci en un temps réduit sur le terrain, facilitant la

réplicabilité des essais (Braud et al., 2005; Lassabatere et al., 2006).

Les essais ont été réalisés dans les deux bassins d’infiltration étudiés, dans les zones ou
ont été prélevées les carottes, juste apres la vidange des bassins mais avant assechement
du biofilm. En pratique, les mesures ont été réalisées via un anneau d’infiltration, c’est a
dire un cylindre en acier de diametre connu, r«= 65 mm, enfoncé de quelques millimetres
dans le sol, a la main, pour assurer I'étanchéité entre 1’anneau et le sol [Figure 32Figure
32]. L’anneau est biseauté a sa base afin d'une part de s’affranchir d’éventuelles fuites
latérales d'eau, et d’autre part de détériorer le moins possible la surface étudiée, et

notamment le tapis biologique.

Des volumes d’eau connus sont versés successivement dans I’anneau; le versement d'un
nouveau volume se faisant immédiatement apres l'infiltration complete du précédent. La
méthode Beerkan se base, entre autres, sur la condition de charge hydraulique constante
et nulle a la surface d'infiltration ; aussi, la lame d’eau créée par chaque volume d’eau
ajouté dans le cylindre doit rester suffisamment faible (entre 3 et 5 mm). Le temps
d’infiltration de chaque volume d’eau est relevé et une fois le régime permanent atteint,

I'essai est achevé.

Cet essai fournit un ensemble de points expérimentaux correspondant au cumul des

volumes d’eau infiltrés dans I’anneau en fonction du temps, qui, divisés par la surface de
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I’anneau utilisé, permettent de définir la courbe d’infiltration cumulée. Si I'essai est mené
a son terme, cette derniere comprend une partie correspondant au régime transitoire
suivi d’une autre partie correspondant au régime permanent (taux d’infiltration

permanent).

Outre les données directement liées a l'infiltration de 1'eau (temps et volumes d’eau
successifs), I'exploitation de l'essai d’infiltration selon la méthode Beerkan nécessite
I'acquisition d'un jeu de données complémentaires: la texture du sol, la masse
volumique seche du sol, la teneur volumique en eau initiale pres de 'emplacement de

l'essai, et la teneur volumique en eau finale de la surface d’infiltration concernée.

Figure 32 : Photos des essais Beerkan, photos LEHNA.

Afin de mieux comprendre 1'effet de la couche superficielle ou se développe le biofilm
phototrophe (horizon 1, Figure 29), ces essais ont été effectués dans un premier temps en
conditions normales, avec le tapis algal non perturbé, puis I'horizon de surface a été

retiré avant d’effectuer une seconde mesure sur le sol sous-jacent.

11.1.3.2 Estimation des paramétres hydrodynamiques par
I’algorithme BEST

L’algorithme « BEST » (Beerkan Estimation of Soil Transfer parameters), décrit dans
Lassabatere et al. (2006) et Lassabatere et al. (2013), a été développé pour estimer les
propriétés hydrodynamiques de sols non saturés a l'aide d'une analyse inverse de la
distribution granulométrique et de la courbe d'infiltration cumulative obtenue par le
procédé Beerkan. Cette méthode emploie des techniques non-linéaires d'inversion des

parametres a partir des données expérimentales (granulométrie ou texture et courbe
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cumulée d’infiltration). Les fonctions hydrauliques caractéristiques (a savoir h(0) et K(0))
sont présupposées en termes de formulations analytiques (équations 7 et 8), et leurs
parametres sont déterminés par optimisation d’un modeéle en minimisant les différences
entre les données observézs et les données simulées. Cette méthodologie est

fréquemment employée pour des expériences de terrain (Lassabatere et al., 2010; Yilmaz
et al., 2010).

Pour un milieu supposé homogene, sur la base de l'équation de van Genuchten
(Equation 7) avec la condition de Burdine (Equation 7a) pour la courbe de rétention
d’eau h(0) et 'équation de Brooks et Corey (Equation 8) pour la courbe de conductivité
hydraulique K(6), la méthode Beerkan permet d’acquérir les cinq parametres

caractéristiques :

- (i) les deux parametres de forme, n (ou m) et 7, ils dépendent essentiellement de

la texture du sol et sont déduits du traitement de la granulométrie ;

- (ii) la teneur en eau a saturation (0s), estimée par la mesure de masse volumique

seche et du calcul relatif de la porosité ;

- (iii) les deux parametres d’échelle restant, Ks et hg, ils dépendent essentiellement

de la structure et sont estimés a partir de la courbe d”infiltration cumulée.

Les cinq parametres a optimiser dépendent donc de la texture et de la structure du sol, et
leur estimation est réalisée par l'analyse de la courbe expérimentale d’infiltration
cumulée, des données granulométriques et de I'évolution de linfiltration I(t).

L’estimation des différents parametres est détaillée dans le rapport d’Angulo (2011).
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[I.2 Expérience 2: interactions macrophytes - biofilm
benthique

L’étude bibliographique a montré que le développement de micro-organismes sous
forme épiphytique et phytoplanctonique pouvait étre controlé par des effets
allélopathiques ; aussi, cette deuxieme expérience vise a étudier les effets de plusieurs
macrophytes allélopathiques sur un biofilm benthique développé dans un bassin du site
d’étude pour vérifier si de tels effets sont également observés dans nos conditions

d’expérimentation.

[1.2.1 une approche en « mésocosmes »

Pour évaluer les effets allélopathiques de plantes aquatiques sur le développement des
biofilms des sédiments de bassin d’infiltration, différentes échelles d’expérimentation
sont possibles comme l'illustre le paragraphe précédent. Dans le cadre de cette étude, Je
souhaitais utiliser les biofilms colonisant les bassins d’infiltration de Crépieux-Charmy
afin de prendre en compte la complexité des communautés microbiennes se développant
en conditions naturelles. Nous avons donc opté pour une échelle d’expérimentation
partiellement controlée afin de pouvoir répliquer nos traitements et maitriser certains

facteurs : une approche en mésocosmes placés « sur site ».

Utilisés depuis les années 1970 en écotoxicologie, les mésocosmes sont des systemes
expérimentaux délimités, plus ou moins clos qui constituent des échelles intermédiaires
entre le laboratoire et la complexité du monde réel (Odum, 1984). Diverses classifications
basées sur la taille ont été proposée pour distinguer les différentes catégories de cosmes
(Bloesch et al., 1988). Ces distinctions apparaissent en réalité peu utiles et controversées
(Perceval et al., 2009); on préfere aujourd’hui désigner les mésocosmes comme des
systemes artificiels placés en conditions environnementales naturelles et possédant a la
fois assez de complexité et de stabilité pour étre qualifiés d’autonomes (Caquet et al.,
1996). La définition de Petersen et al. (1999), qui décrit un mésocosme comme un
écosysteme expérimental clos, est intéressante a plusieurs titres : I'utilisation du terme
« écosysteme » met "accent sur les 'interactions entre un ensemble d'especes vivantes et
un milieu physique ; l'introduction du terme « expérimental » montre que l'auteur n'a

pas pour ambition la reproduction plus ou moins réduite d'un écosystéme naturel;

Thése Morgane GETTE-BOUVAROT 89



Septembre 2014

Chapitre 2 - Approche expérimentale

enfin, le terme « clos » rappelle la limite spatiale de ces systemes expérimentaux ou les
échanges s'exercant avec les écosystemes (terrestre, aquatiques et souterrains) sont

exclus.

Les études de terrain sont rarement capable de discerner la contribution d"un facteur lors
d'un effet global répondant a de nombreux facteurs (Pusey et al., 1994); les systemes
partiellement controlés comme les mésocosmes offrent ainsi une passerelle, un moyen
d’examiner 'effet d’'un facteur en particulier. L'utilisation ce type de systeme souleve
majoritairement deux questions : le réalisme et la réplicablilité (Kosinsky, 1989), mais ces
questions concernent principalement les études en rivieres, qui possedent des
écoulements différents, et des substrat variables (galets, sédiments, ripisylve). Or ici,
nous nous intéressons a des bassins d’infiltration qui présentent donc des propriétés
d’écoulement et un substrat relativement stable, la mise en place de mésocosmes semble
donc particulierement adaptée. Elle permet de maitriser partiellement les conditions
expérimentales et finalement d’améliorer la description des relations entre causes et
effets (Geffard et al., 2010) Ce choix est également pertinent car il permet de réduire
I'influence des facteurs liés a la variabilité spatiale des biofilms et d’éviter la
dissémination des plantes aquatiques dans le milieu, une des contraintes liée au site

d’étude .
[1.2.2 Sélection des macrophytes

Suite a l'étude bibliographique et devant les contraintes associées au site d’étude, les
macrophytes ont été sélectionnées selon plusieurs criteres : (i) un caractere allélopathique
reconnu dans la bibliographie; (ii) un effet « ombrage »potentiellement important
pouvant limiter le développement de la composante phototrophe des biofilms ; (iii) un
réseau racinaire susceptibles de modifier la structure du sédiment, (iv) un caractere

autochtones pour respecter 1’espace Natura 2000.

Le Tableau 4 ci-apres compare les principaux macrophytes rencontrées en région Rhone-
Alpes, au regard de ces criteres de sélection et de leur potentielle « adaptabilité » au site

d’étude.
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Présence sur le
site Natura 2000

Macrophytes

Potamogeton sp Oui

Elodea

. Non et invasive
canadensis

Ceratophyllum

Non
demersum
Vallisneria
. Non
spiralis
Myrlgphyllum Non et invasif
spicatum
Chara globularis Oui
Hi i
ppur!s Non
vulgaris
Berula erecta Non
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Systeme Conditions de
racinaire vie

Rhizome avec de
nombreuses racines
adventives

Eaux calmes, peu
profondes

Cours d'eaux lents,
Racines adventives | mais adaptation a

sur les tiges d’autres milieux
possible
Cours d'eaux lents,
Aucun

milieux stagnants

Systéme racinaire
fasciculé dense

Eaux calmes, peu
profondes, claires

Racines adventives
nombreuses sur les
tiges

Cours d’eau lents,
milieux stagnants

Rhizoides formés
par les cellules
nodales de la base
de la plante

Milieux stagnants
oligotrophes

Rhizome avec de
nombreuses racines
adventives

Cours d’eau lents,
milieux stagnants

Systéme racinaire
fasciculé dense

Cours d’eau lents,
milieux stagnants

Micro-algues inhibées par
allélopathie

Cyanobactéries (Microsystis
aeruginosa), algues vertes
(Chlorella pyrenoidosa)

Cyanobactéries, algues
vertes, diatomées (Nitzschia
palea)

Cyanobactéries, diatomées,
algues vertes

Cyanobactérie (Microsystis
aeruginosa)

Cyanobactéries, algues vertes

Cyanobactéries, algues
vertes, diatomées

Cyanobactérie (Anabaena
variabilis)

Diatomées (Nitzschia palea)

Tableau 4 : Comparaison des macrophytes en fonctions des critéres de sélection (Sculthorpe, 1967; Hu et

Hong, 2008)
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Comme expliqué précédemment, les enjeux relatifs aux milieux naturels du site d’étude
sont tres importants, c’est pourquoi le caractere non invasif des plantes sélectionnées
pour l'expérimentation a été notre premier critere de choix. Ainsi, les élodées et les
myriophylles, trés invasifs et non autochtones, n‘ont pas été retenus. Le caractere
allélopathique, I'ombrage potentiel et le type d’enracinement m’ont finalement conduit a

sélectionner les especes suivantes :

- Vallisneria spiralis L.

Figure 33 : Photos de Vallisneria spiralis (Corolla et Kupper, 2014)

La Vallisnérie est une plante aquatique entierement immergée dont la hauteur varie de
30 cm a 1 m. Elle possede de longues feuilles en ruban regroupées en rosette sur le
stolon. Son systeme racinaire est aussi développé autour du stolon [Figure 33]. C'est une
plante vivace et pérenne rencontrée surtout en plaine, elle préfere les cours d'eau a
courant lent ou les lacs. On la trouve dans les zones peu profondes et bien éclairées
(Corolla et Kupper, 2014). Xian et al. (2006) ont montré que les composés allélopathiques
extraits des vallisnéries avaient un effet algicide sur Microcystis aeruginosa, une
cyanobactérie d’eau douce trés commune en France, potentiellement présente dans les

biofilms aquatiques naturels.
- Ceratophyllum demersum L.

Ceratophyllum demersum est une plante aquatique strictement immergée. Elle peut étre
fixée ou flottante. Elle se développe préférentiellement dans des cours d’eau a faible
courant ou dans les milieux stagnants, dans les zones ou la lumiere est la plus intense.
Les racines sont absentes et remplacées par des rhizoides qui apparaissent sur les tiges et

permettent a la plante de se fixer (Corolla et al., 2014).
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dons fesem i)

Figure 34 : Photos de Ceratophyllum demersum (Corolla et al., 2014)

Le caractere allélopathiques de Ceratophyllum demesum envers plusieurs micro-algues est
reconnu et a été beaucoup étudié (Wium-Andersen et al., 1983; Korner et Nicklisch, 2002;
Gross et al., 2003). Hu et Hong (2008) expliquent que ce macrophyte peut produire des
composeés sulfurés capables d’inhiber la croissance d’especes phytoplanctoniques. Cette
inhibition de croissance peut s’expliquer par wune inhibition de I'activité
photosynthétique des micro-algales, liée a une altération des processus de fixation du

carbone ou de l'activité du photosysteme II.

- Berula erecta (Huds) Coville

Figure 35 : Photos de Berula Erecta, LEHNA et Bostelmann (2000)

Berula erecta une plante semi-aquatique, aux tiges creuses, poussant sous l'eau et capables
de se redresser jusqu'a un metre de hauteur. Comme souvent chez les plantes
aquatiques, les feuilles submergées ont une forme différente des feuilles aériennes
[Figure 35]. L’enracinement de la plante est robuste et relativement profond. Ses habitats

sont les eaux peu profondes, sur des substrats plutot calcaires. Elle est souvent retrouvée
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en bordure de cours d'eau, d'étangs et de zones humides plus ou moins permanentes.
C’est une espece relativement abondante en France. La revue de Hu et Hong (2008)
montre que Berula erecta est capable d’inhiber la photosynthese de la diatomée Nitzschia

palea via des mécanismes allélopathiques.

- Chara globularis L.

von Dr. Klaus van de Weyer, 2009

doris flfessm fr © Jean DUFAU

Figure 36 : Photos de Chara globularis (Corolla et Rochefort, 2012)

Les Characées sont des macro-algues de 10 a 30 cm, se développant dans les eaux douces
ou tres légerement saumatres. Elles sont répandues dans les lacs et étangs, ou dans les
anciens méandres de cours d’eau. Elles forment des herbiers souvent mono-spécifiques
et denses [Figure 36]. Elles supportent mal la concurrence des autres plantes et occupent
donc des niches écologiques non colonisées par les macrophytes angiospermes. Les
Characées n’ont pas de racines et sont fixées par des rhizoides qui ne pénetrent pas
profondément dans le sédiment (Corolla et Rochefort, 2012). Berger et Schagerl (2004)
ont montré que Chara globularis pouvait inhiber la croissance de cyanobactéries par des
effets allélopathique ; et I'étude de Van Donk et Van de Bund (2002) associe les characées

a une forte inhibition des algues phytoplanctoniques.

Le choix de ces 4 especes est, de plus, pertinent au regard de leurs capacités a tolérer une
large gamme de caractéristiques physico-chimiques et de leur représentativité dans les
écosystemes rhonalpins. Les plantes utilisées pour l'expérience ont d’ailleurs été
prélevées dans des 16nes du Rhone (bras secondaires plus ou moins déconnectés) et
acclimatées pendant plusieurs semaines au sédiment des bassins dans des bacs de 250 L

disposés sur le site, avant leur introduction dans les mésocosmes [Figure 37].
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Figure 37 : Les bacs d'acclimatation avec de gauche a droite, C. demersum, B. erecta et V. spiralis

[1.2.3 Systéme expérimental

Les mésocosmes sont des bacs en plastique de 40 L de dimensions 39.5 x 34 x 29.3 cm. Ils
ont été remplis avec la couche superficielle des sédiments prélevés dans un des bassins
du champ captant, le 3.1 [Figure 23], en veillant a conserver leur structure verticale. Pour
ce faire, les prélevements de sédiment ont été effectués juste apres la vidange du bassin,

c’est-a-dire avant I’assechement des biofilms mais en période d’exondation. Pour rappel,
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Le sustrat des bassins d’infiltration présentent trois couches distinctes [Figure 38 et
Figure 29], la hauteur prélevée pour le remplissage des bacs correspondait aux deux

premiers horizons (biofilm phototrophe + sédiments de couleur « grisatres », influencés

par les particules fines).

) oz 7 18
s 8 9 11 12 13 14 15 16 7

Figure 38 : Photo d"une coupe dans le substrat des bassins, VEOLIA.
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Dans un premier temps, le fond des bacs a été rempli avec environ 5 cm de sédiments
provenant de l'horizon 2. Puis la couche superficielle, qui présentait un biofilm
phototrophe dense sous forme de couverture biologique, a été prélevée avec une pelle
plate comme on peut le voir sur la Figure 39 . Cette couche, non destructurée, comprend
I'horizon 1 colonisé par les phototrophes et une partie de I'horizon 2. Elle a ensuite été

délicatement disposée dans les bacs.

Figure 39 : Préparation des mésocosmes : introduction des sédiments colonisés

Apres introduction des sédiments les mésocosmes ont été placés sur le site, a proximité
d’un des pré-bassins. Les bacs ont été orientés est/ouest, et disposés selon deux rangées
afin que leurs conditions d’exposition a la lumiere soient les plus comparables possibles
[Figure 40]. Les bacs ont été disposés dans un endroit ombragé pour éviter toute
exposition directe au soleil, ceci pour que 1'eau ne chauffe pas trop et que les plantes ne
subissent pas de photo inhibition. Les bacs ont été protégés au moyen de canisses situées
a 1.80 m du sol. Les canisses utilisées sont en bambou fendu, leur taux d’occultation est

de 90 %. Les bacs ont également été protégés des introductions d’insectes et des débris
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végétaux par des moustiquaires blanches en plastique imputrescible de maille 1.2 * 1.2

mm permettant le passage de la lumiere.

Figure 40: Présentation du dispositif expérimental

Les bacs ont été remplis avec 'eau du pré-bassin. Cette source d’alimentation a été

choisie car c’est la source d’alimentation des bassins, ce qui permet de se placer au plus
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pres des conditions réelles d’exploitation [Figure 41]. Par ailleurs, cette eau contient
suffisamment de nutriments pour permettre le maintien du biofilm au cours de
I'expérience et, a priori, des plantes dont le caractere oligotrophe est évoqué dans la
bibliographie. De plus, étant alimenté par le Vieux Rhone, le pré-bassin contient toujours
de l'eau contrairement aux bassins d’infiltration dont l’alimentation avait été stoppée

pendant cette expérience, du fait des chasses du Rhone.

Figure 41 : Le pré-bassin (a gauche) et le remplissage des bacs (a droite)
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[1.2.4 Plan expérimental

Le schéma expérimental défini comporte 5 traitements : 4 traitements « tests »
correspondant aux 4 especes de plantes sélectionnées et 1 traitement « témoin » ne
comportant aucune plante. Les « tests » ont fait I'objet de 4 réplicats et les «témoins » ont
fait 1'objet de 6 réplicats, pour un total de 22 mésocosmes. La localisation de chaque

traitement et des témoins a été déterminée de facon aléatoire parmi les bacs installés.

L’expérimentation a débuté 9 jours apres l'installation et le remplissage des mésocosmes,
un temps laissé pour que les systemes se stabilisent, notamment du fait des sédiments
remis en suspension lors du remplissage. Trois ou quatre individus de chaque espece de
macrophytes ont été introduits par mésocosme, selon leur taille, de maniére a obtenir

une biomasse équivalente dans chaque bac, correspondant au temps to de 1'expérience

[Tableau 5].

Durée d'exposition

Gours) Opérations
t0-21]j Acclimatation des plantes
t0-10] Remplissage des mésocosmes : eau + sédiments
0 t0-1]j Introduction des plantes acclimatées
1 (0] Caractérisation : colonne d'eau / plantes / sédiments / biofilms
7 t1 Caractérisation : colonne d'eau / plantes
13 t2 Caractérisation : colonne d'eau / plantes
21 t3 Caractérisation : colonne d'eau / plantes
28 t5 Caractérisation : colonne d'eau / plantes
36 t5 Caractérisation : colonne d'eau / plantes
41 tf Caractérisation : colonne d'eau / plantes / sédiments / biofilms

Tableau 5 : Planning de I'expérience 2.

La durée des essais a été fixée a 6 semaines. Il s’agit d'un compromis entre une durée
minimale permettant I’adaptation des plantes et leur croissance et une durée maximale
limitant une altération du biofilm liée a un plus faible apport de cellules immigrantes.
Durant 1'expérience, un tiers de I'eau des bacs a été renouvelé de facon hebdomadaire
afin d’éviter de trop fortes élévations de température et de garantir un minimum

d’apport en nutriments pour les plantes et le biofilm Ce volume se veut par ailleurs
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raisonnable pour éviter tout choc thermique ou physique (effets « splash ») risquant
d’entrainer un stress physiologique des plantes et du biofilm et/ou une déstructuration

des sédiments par brassage de 1'eau.

11.2.5 stratégie d’échantillonnage et mesures réalisées

Deux types de prélevements ont été effectués au cours de I'expérience : en début (to) et en
fin d’essais (tf) d'une part, et de maniere hebdomadaire d’autre part. Les suivis a to et a t
sont des suivis approfondis, ayant pour objectif une mesure de variables physiques,
chimiques et biologiques reflétant I'état des biofilms, des plantes et des caractéristiques
physico-chimiques de l'eau. Le suivi hebdomadaire a pour but de déterminer les

caractéristiques physico-chimiques de 1’eau ainsi que 1'état physiologique des plantes.

Les prélevements de sédiments ont été effectués au moyen d’une seringue coupée (J 23
mm) permettant de collecter précisément la couche superficielle (0-1 cm). Cette méthode
permet ainsi de connaitre exactement la surface et la hauteur, donc le volume de
sédiments prélevé. Quatre prélevements ont aléatoirement été collectés dans chaque bac
a to et tr. Ces quatre prélevements ont ensuite été regroupés dans un bol et homogénéisés
a la spatule afin de constituer un échantillon composite a partir duquel 4 sous-
échantillons ont été préparés pour les mesures biologiques (Corganique €t Niotl, activités
enzymatiques, biomasse totale, algale et bactérienne). A t;, toute la composante algale de

la colonne d’eau a également été récupérée a I'aide d'un filtre.

Les échantillons d’eau des bacs et du pré-bassin ont été prélevés de maniere
hebdomadaire au moyen d’un filtre-seringue pour mesurer l'évolution des concentrations

en nutriments (ammonium, nitrates et orthophosphates).

Enfin, des prélevements ont été réalisés de maniere hebdomadaire sur les plantes et le

biofilm pour un suivi de leur état physiologique.
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II.3 Expérience 3 : Interactions Biofilm — macro-organismes
et conséquences sur l'infiltration

Cette derniere expérience vise a évaluer 'influence de facteurs biotiques (introduction de
macro-organismes) et abiotiques (ombrage) sur les biofilms benthiques d'une part, et sur
les capacités d’infiltration d’autre part. Elle reprend donc toutes les composantes

étudiées dans le cadre de cette these.

[1.3.1 Une approche en encagements in situ

La partie précédente expliquait I'intérét des systéemes expérimentaux clos, qui permettent
de limiter les biais en controlant certains facteurs. Les mésocosmes sont donc une
solution intéressante pour étudier des interactions entre organismes ; en revanche, ils ne
permettent pas de déterminer les effets de ces interactions sur la perméabilité. Aussi,
pour cette derniere expérience, nous avons choisi de me placer a une échelle
intermédiaire entre les mésocosmes fermés et 1'étude in situ [Figure 27] avec des
encagements placés directement dans un bassin. En plus de se placer au plus pres des
conditions d’exploitation des bassins, ces systemes semi-ouverts permettent de réaliser
des mesures d’infiltration tout en contrdlant certains facteurs, comme la densité des

organismes introduits.

Cette expérience a été réalisée a 1'automne 2013, aprés que les travaux sur la station
d’alerte aient été terminés pour que les bassins soient alimentés. Apres avoir inspecté les
différents bassins, nous avons choisi le bassin 4.2 qui présentait un état « intermédiaire »,

C'est-a-dire :

(i) Qu’aucune opération de décolmatage n’avait eu lieu dans 1’année
(i)  Qu’un biofilm se développait clairement a I'interface eau/sédiment
(iii) Que les relevés effectués par I'exploitant (Veolia) indiquaient un niveau de

colmatage moyen intermédiaire comparé aux autres bassins du site.

[1.3.2 Sélection des traitements

Les macro-organismes testés consistaient en 2 macrophytes et 2 invertébrés. Concernant
les macrophytes, elles ont été sélectionnées au regard des résultats obtenus lors de

I'expérience en mésocosmes. Deux especes ont en effet montré un effet inhibiteur sur le
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biofilm lors de cette expérience : Vallisneria spiralis L. et Chara globularis L. Ce sont donc

ces deux especes qui ont été choisies pour I’expérience en encagements in situ.

Concernant les invertébrés utilisés, I'étude bibliographique a mis en avant l'intérét de
deux groupes: les consommateurs de biofilm et les bioturbateurs. Deux especes

correspondant a ces groupes ont donc été sélectionnées selon différents criteres :

(i) Des especes supportant un encagement immergé ; aussi, tous les insectes étaient a

proscrire puisque seul leur stade larvaire est aquatique.

(ii) Des especes non pulmonées, c'est-a-dire qui n’ont pas besoin de remonter a la

surface pour respirer (c’est par exemple le cas des limnées).

(iif) Des especes autochtones et non-invasives, toujours dans l'objectif de respecter

I’espace Natura 2000.
Face a ces différentes contraintes, les especes suivantes ont finalement été choisies :

- Le gastéropode Viviparus viviparus (Linnaeus, 1758)

dadizifazzmic S Micnal KUPFER

Figure 42 : Photos de Viviparus viviparus (Kupfer et Corolla, 2014)

Les Viviparus viviparus sont des gastéropodes mesurant de 2 a 4 cm de hauteur, pour 2 a
3 cm de largeur a I’age adulte. Leur coquille épaisse est de couleur jaune a brun verdatre
avec trois lignes plus foncées, et spiralée a enroulement dextre - ouverture a droite de
I'axe médian lorsque la coquille est tenue verticalement, pointe en haut et ouverture vers
soi. Ces animaux vivent sur différents supports (rocheux, sableux, ou organiques), dans
des cours d'eau a débit lent ou parfois dans des bassins d'eau stagnante. On les retrouve
partout en France - notamment dans les 16nes du Rhone en région lyonnaise - exceptées

dans les régions méditerranéennes (Kupfer et Corolla, 2014).
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Ces gastéropodes sont herbivores —détritivores et se procurent leur nourriture a la fois
par broutage et par filtration (Hockelmann et Pusch, 2000). Ils se nourrissent
principalement de détritus si c’est la source de nourriture la plus abondante, qui peuvent
constituer jusqu'a 90% des aliments ingérés (Jakubik, 2009). En revanche, si les algues
sont abondantes, et c’est le cas dans les bassins étuiés, les V. viviparus se comportent en
brouteurs et consomment principalement des algues vertes et des diatomées (Liess et
Kahlert, 2007; Jakubik, 2009). Leur role de brouteur, leur caractere autochtone ainsi que
leur grande taille facilitant leur encagement font des V. viviparus des candidats idéaux

pour étre utilisés dans le cadre de notre étude.

- L’oligochéte Limnodrilus hoffmeisteri (Claparéde, 1862)

Figure 43: Photos de Limnodrilus hoffmeisteri, LEHNA et Island Creek (2014)

Les Limnodrilus hoffmeisteri sont des oligochetes aquatiques d'environ 15-35 mm de
longueur pour un diametre d'une fraction de millimetre, appartenant a la famille des
tubificidés. Ils vivent dans tous les habitats d’eau douce avec un faible courant. Ils
possedent une téte simple de forme conique et un long corps cylindrique composé de
nombreux segments. Les segments présentent 4 faisceaux de soies, qu’ils utilisent pour
se déplacer ou s’enfouir dans les 10 premiers centimetres de sédiment [Figure 44]. Ces
vers apparaissent le plus souvent de couleur rouge, en raison d'un pigment respiratoire,

I'hémoglobine (Island Creek, 2014).

WATER

10 cm
Figure 44 : Schéma de 'activité de bioturbation,

G. Nogaro et F. Mermillod-Blondin SEDIMENT
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Dans de précédentes études menées au laboratoire, ces vers tubificidés ont montré une
activité de bioturbation susceptible de modifier la structure des sédiments et de limiter le
colmatage (Nogaro et al., 2006) ; ainsi que des effets sur la redistribution des particules, la
décomposition de la matiere organique, les flux de nutriments et les activités
microbiennes (Mermillod-Blondin et al., 2001). Ils sont donc tout indiqués pour étre des

acteurs performants a une échelle plus réaliste.

Les deux macrophytes ainsi que les gastéropodes ont été prélevés dans des 16nes du
Rhone tandis que les vers provenaient d’un élevage (Grebil Pere & Fils S.A., Arry,
France). Comme pour l'expérience précédente, tous les organismes ont été acclimatés

aux sédiments du bassin 15 jours avant leur introduction dans les encagements.

Le traitement ombrage

L’étude bibliographique a mis en évidence I'importance de la ressource lumineuse pour
les biofilms phototrophes ; aussi, un cinquieme traitement visant a limiter la croissance
de la composante phototrophe des biofilms a été mis en place. Ce traitement devait
permettre le passage de l'eau pour que linfiltration puisse avoir lieu en conditions
normales, tout en limitant le passage de la lumiere. Nous avons opté pour la mise en

place de plaque en inox perforé atténuant la lumiere a 10% de sa valeur initiale.
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11.3.3 Design expérimental

Les encagements consistaient en des cylindres en inox de 30 cm de diametre pour une
hauteur de 14 cm ; enfoncés d’environ 11 cm dans les sédiments du bassin 4.2. Un total
de 36 encagements a été installé dans le bassin. Pour chacun des 5 traitements présentés
précédemment, six cages (= 6 réplicats) ont été sélectionnées aléatoirement, les 6 cages
restantes servant de réplicats «témoin» permettant de contrdler 1'évolution des

différents parametres sans application d'un traitement particulier [Figure 45].

V. spiralis C. globularis L. hoffmeisteri V. viviparus Ombrage

won - & ¥ B @

Figure 45 : Présentation du systéme expérimental — (A) les traitements, (B) les encagements immergés, (C)

les encagements apres la fin de I'expérience, le bassin vidé.

Pour éviter la fuite des gastéropodes, des filets blancs de maille 0.5 cm ont été installés
au sommet des encagements correspondants aux traitements Viviparus viviparus [Figure
46]. Les mémes filets ont été placés sur 3 encagements témoins afin de mesurer 'effet

possible des filets sur le biofilm et le colmatage. Sinon, aucun filet n’a été mis en place
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sur les trois encagements témoin restant, ceux avec macrophytes et vers tubificidés, ces

derniers restant dans les premiers centimétres de sédiment.

Figure 46 : Les encagements de (A) V. spiralis, (B) Ombrage, (C) V. viviparus et (D) L. hoffmeisteri

Le temps to correspond a la mise en place des traitements, le 1¢r octobre 2013. Les 6
réplicats de chaque traitement ont été aléatoirement répartis parmi les 36 encagements
installées dans le bassin. Les systemes ont ensuite été laissés dans le bassin pendant une

durée de 38 jours, le temps final étant le 7 novembre 2013.

Durant l'expérience, les characées (Chara globularis) ont montré une mauvaise
acclimatation et ont rapidement périclité dans les encagements. Aussi, les traitements
associés a cette espéce ne seront pas pris en compte dans la partie résultats & discussion

de ce manuscrit.
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11.3.4 Stratégie d’échantillonnage et mesures réalisées

Comme pour l'expérience précédente, des prélevements ont été effectués dans
I'ensemble des encagements en début (to) et en fin d’essais (tf) au moyen d’une seringue
coupée (@ 23 mm) permettant de collecter précisément la couche superficielle (0-1 cm).
Dix prélevements ont aléatoirement été collectés dans chaque encagement a to et tt puis
regroupés et homogeénéisés. Les sédiments ainsi collectés ont été caractérisés par des
mesures biologiques (teneurs en protéines, activités enzymatiques, biomasse totale, algale
et bactérienne), complétées par les teneurs en Corganique, Niotal; et des mesures physiques
(granulométrie avant et apres passage aux ultrasons). Des prélevements de plantes et de
biofilm ont également été réalisé pour un suivi de leur activité et efficacité

photosynthétique, reflétant leur état physiologique.

Les échantillons d’eau ont été prélevés de maniere hebdomadaire dans le bassin pour
mesurer l'évolution du carbone organique dissous, des concentrations en nutriments
(ammonium, nitrates et orthophosphates) et des parameétres physico-chimiques (pH,
température, oxygene dissous, conductivité électrique) susceptibles d’influencer le

développement biologique.

Des mesures d’infiltration ont été réalisées a to et tr en utilisant la « falling head method »
(Rodgers et Mulqueen, 2006; Pedescoll et al., 2009; Pedescoll et al., 2011) qui consiste a
réaliser des essais d’infiltration a charge variable sur un milieu saturé en eau et avec
présence d"une colonne d’eau. En effet, nous avions la volonté de travailler sur un bassin

en eau, notamment pour que le biofilm ne subissent aucun stress li¢ a des assecs.

11.3.5 Détail des mesures d’infiltration :

Un tube gradué (= 5 cm, h 100 cm) a été inséré a une profondeur d'environ 5 mm dans
le sédiment pour assurer I'étanchéité du contact entre tube et sédiment, et éviter
toute perte latérale. De l'eau a ensuite été versée dans le tube jusqu'a atteindre le bord
supérieur, au temps zéro de la mesure. Pour chaque centimetre parcouru par l'eau,
les temps successifs ont été enregistrés [Figure 47] afin d’obtenir un jeu de données

permettant de tracer une courbe d'infiltration I(t). Cette mesure a été répétée 5 fois
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dans chaque encagement a to et t;, pour obtenir un total de 300 essais (5 essais x 30

encagements x 2 temps).

Figure 47 : Les mesures d'infiltration sur le terrain

Afin de limiter la durée des manipulations, 1'essai a été interrompu avant que la hauteur
d’eau dans la colonne soit parvenue a son point d’équilibre. En effet, une modélisation
numérique a permis de montrer que l'exploitation des essais ne nécessite pas de
connaitre le temps d’atteinte de 1’équilibre (voir Elaphos (2014)). Cette modélisation a
montré que la caractérisation d’un milieu saturé par un essai d’infiltration a charge
variable revient a résoudre un probleme a un seul degré de liberté, aussi, seul un

parametre peut étre déterminé lors de l'essai d’infiltration. Nous avons choisi d’utiliser
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les résultats des essais d’infiltration pour déterminer Ks. Quant-a la teneur en eau a
saturation 0s, des études de sensibilité ont montré que sa valeur n’exergait aucune

influence sur les résultats obtenus.

Suite a la mise au point de la méthode de traitement de ces données (Elaphos, 2014),

toutes les données ont été traitées comme suit :

1. Les données ont en premier lieu été normalisées

h — kg

ht = — 0
hini - hO

(Eq. 9)

Avec h, la pression de surface dans le tube, hini, la pression de surface a t=to

(hauteur d’eau dans le tube), et ho, la pression de surface a 1'équilibre (hauteur

d’eau dans le bassin au moment de 1’essai).

2. Ensuite Ks est estimée comme proportionnelle a 1'évolution des hauteurs
d’eau normalisée en fonction du temps (Elaphos, 2014)

Ks N In(h*(t))

t (Eq. 10)

Le coefficient de proportionnalité, a priori inconnu, ne dépend que de la géométrie du
probleme (Elaphos, 2014). Il peut étre estimé numériquement, mais il n’est pas
indispensable si seule des comparaisons de conductivité hydraulique nous intéresse.
Par ailleurs, Cette estimation fournit la conductivité hydraulique équivalente du
systéeme, notamment en cas de stratification. Cette conductivité hydraulique est plus

représentative de la couche de plus faible conductivité (Miyazaki, 1988)
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|. Biofilm et colmatage des bassins d’infiltration
(article 1)

Cet article présente les protocoles et résultats de la premiere expérience et vise a répondre aux

questions suivantes :

- Quelles variables structurelles et/ou fonctionnelles liées au biofilm influent sur les

propriétés physiques du support d'infiltration (texture, structure)?

- Quelles  conséquences sur les parametres hydrodynamiques (porosité efficace,

perméabilité) ?

4 N
3

Diminution porosité

Stabilite
Agrégation Flux de nutriments

Suprort d’infiltration

AN

Parametres hvdrodynamiques

Cet article a été publié dans le journal « Ecohydrology » :

)

Gette-Bouvarot, M., Mermillod-Blondin, F., Angulo-Jaramillo, R., Delolme, C., Lemoine, D.,
Lassabatere, L., Loizeau, S. and Volatier, L., 2014. "Coupling hydraulic and biological measurements
highlights the key influence of algal biofilm on infiltration basin performance." Ecohydrology 7(3): 950-
964.
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Coupling hydraulic and biological measurements highlights the key
influence of algal biofilm on infiltration basin performance

Morgane Gette-Bouvarot’, Florian Mermillod-Blondin®, Rafael Angulo-JaramiIIol, Cécile Delolme?,
Damien Lemoine’, Laurent Lassabatere’, Sébastien Loizeau®?, Laurence Volatier®

! UMR5023 LEHNA, Université de Lyon, CNRS, INRA, Université Claude Bernard Lyon 1, ENTPE, F-69518,
Vaulx-en-Velin, France; Campus de La Doua, F-69622 Villeurbanne, France.
2 UMR5564 LTHE, Université de Grenoble, CNRS, INPG, IRD, UJF, F-38041, Grenoble, France

3 Veolia Environment Research and Innovation, F-92500 Rueil Malmaison, France

Abstract
Infiltration basins are increasingly used in urban areas for flood protection,
groundwater recharge and stormwater disposal. However, their operation is often
affected by clogging, leading to degraded infiltration. The aim of this work was to
evaluate the respective influences of sediment deposition and biofilm biomass on the
deterioration of hydraulic performances in two infiltration basins used for
groundwater recharge. Samples were collected by coring in the two basins. Grain
size distribution (with and without organic matter), bacterial and algal biomasses
and microbial activity were measured at three depths from the soil surface (0-1 cm, 2-
3 cm, 10-14 cm). In parallel, in situ single-ring infiltration tests were performed before
and after removal of the top layer (0-1 cm). The results showed considerably reduced
permeability due to clogging of the top sedimentary layer in the two basins. The
highest reduction of permeability was measured in the basin colonized by the largest
algal biomass. The proportions of fine mineral particles (<63 pm) were comparable in
the two basins and could not explain their differences in saturated hydraulic
conductivities. In addition, the relationships between biological and hydraulic
parameters highlighted a threshold effect of algal biomass on the structure of the
pore network, possibly explaining the decrease in infiltration. This original link
between hydraulic and microbial characteristics suggests that algal biofilm growth

had a major impact on the hydraulic performance of the infiltration basins.

Keywords: Algae, Biofilm, Beerkan infiltration, Clogging, Infiltration basin,
Hydraulically functional pore size, Particle size distribution, Saturated hydraulic

conductivity.
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1. Introduction

Infiltration basins are used worldwide for groundwater recharge, wastewater treatment,
stormwater disposal and/or for setting up hydraulic barriers against the intrusion of
undesired water in aquifers (Brissaud et al., 1989; Bardin et al., 2002). However, the
suitability of infiltration basins is often altered by clogging processes that reduce their
hydraulic performances (Hoffmann et Gunkel, 2011). Clogging of infiltration systems leads
to a decrease in infiltration rates (Bouwer, 2002) and may in turn affect the quality of
infiltrated waters (Dechesne et al., 2004). Indeed, clogging can induce anoxia in pore water
(Nogaro et Mermillod-Blondin, 2009), and then alter water purification by inhibiting aerobic
microbial processes (Bali et al., 2010; Navel et al., 2011). Clogging is usually explained by the
combined and overlapping effects of chemical, physical and biological processes (Baveye et
al., 1998). In infiltration basins, these processes include the accumulation of fine suspended
solids at the water - infiltration medium interface (Okubo et Matsumoto, 1979; Langergraber
et al., 2003), chemical precipitations and adsorption mechanisms (Schuh, 1990; Knowles et
al.,, 2011), as well as bioclogging due to microbial growth and deposition of organic matter

(Nguyen, 2001; Thullner et al., 2002b; Mauclaire et al., 2006; Zhao et al., 2009).

Chemical processes can contribute to clogging, but the deposition and accumulation of
suspended solids havz been recognized as the primary cause of clogging in most
sedimentary environments (Oberdorfer et Peterson, 1985; Schalchli, 1992; Langergraber et
al., 2003). The fine particles suspended in the infiltrating water are trapped by mechanical
sieving in the porous sedimentary matrix. The pore spaces of the top sediment layer become
progressively filled with fine particles (Schalchli, 1992; Skolasiniska, 2006). For example, it
has been clearly demonstrated that stormwater infiltration systems are hydraulically
impacted by the accumulation of fine particles at the sediment surface (Winiarski et al., 2006;

Hatt et al., 2008; Nogaro et Mermillod-Blondin, 2009).

Although the reduction of porosity is primarily caused by the capture of sediments, the
growth of micro-organisms as a biofilm around the trapped sediment can ultimately clog
the pores by biomass accumulation. Several studies (Katznelson, 1989; Baveye et al., 1998;
Zhao et al., 2009) have demonstrated that biofilms can alter permeability by filling pores
and/or creating a clogging mat at the sediment surface. Biofilm refers to microbial cells

embedded in a self-produced matrix of hydrated extracellular polymeric substances -EPS-
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that play a crucial role in the initial attachment of cells to solid surfaces, cohesiveness, and in
biofilm thickness (Flemming et Wingender, 2010). Biofilm growth has been identified as a
major cause of bioclogging in lab-scale column reactors filled with synthetic glass beads
(Cunningham et al., 1991; Thullner et al., 2002a; Kim et al., 2010), or sand (Taylor et Jaffé,
1990; Vandevivere et Baveye, 1992; Wu et al., 1997). These previous observations were
essentially made on bacterial biofilms grown under laboratory conditions. However,
naturally occurring biofilms that are mixed autotrophic/heterotrophic assemblages exhibit
different structures and properties. Studies assessing the influence of biofilms on the
clogging process in natural systems remain scarce (Battin et Sengschmitt, 1999; Ibisch et al.,
2009) despite the fact that the effects of bio-clogging can be considerable. For instance, Ibisch
et al. (2009) pointed out the impact of biofilm on the hydraulic properties, with a negative
relationship between biofilm biomass and infiltration rate explaining up to 95% of the
infiltration variability in riverbed sediments. Nevertheless, these studies did not try to
distinguish the respective effects of sedimentation and biofilm growth on clogging

mechanisms.

Sediment particle deposition and biofilm growth have been recognized as key factors
explaining clogging and decreased permeability in porous media, but these two factors were
rarely studied jointly to evaluate their respective contributions. The aim of the present study
is to fill this gap by evaluating the links between hydraulic properties and related
physicochemical and biological variables measured within infiltration basins designed for
groundwater recharge. We studied two basins built at the same time, supplied with the
same water, but subjected to contrasting infiltrated volumes per unit area. We expected that
the sedimentary top layer of the basin which received the highest amount of water would be
subject to a greater decrease in permeability due to differences in sediment deposition
and/or biofilm growth between basins. In order to assess the respective influences of
physical and biological processes on the hydraulic performances of the infiltration surface,
our field experiment coupled physical (particle size distribution) and biological (organic
matter content, algal biomass, bacterial abundances and microbial activity) characterizations
of the water-sediment interface with in situ measurements of hydraulic properties (saturated

hydraulic conductivities and hydraulically functional pore size).
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2. Materials & Methods

Site description

The infiltration basins were located in the pumping well field of “Crépieux-Charmy”
(Figure 1) which provides drinking water for the Lyon metropolitan area. It is the largest
well field in Europe (375 hectares, 1,280,000 inhabitants supplied). Several infiltration basins
have been excavated on the site to create a hydraulic barrier against pollution events from
the Rhone River and to improve aquifer recharge. The basins are fed with surface water
from the “Vieux Rhone channel” (Figure 1) only when water turbidity is low (< 50 NTU) to
prevent excessive fine particle loads. We focused on two infiltration basins (B1 and B2) built
at the same time (April 2008) and supplied with the same water (see Table I for chemical
characteristics). The residence time of water in the basins generally does not exceed 48h, and

at study time, basins were maintained under flood conditions for 6 months.
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Figure 1. The study area: «Crépieux-Charmy» pumping well field of Lyon (France) urban community

The basins were built by excavation in natural soils after which they were partially filled
with a layer of calibrated sand about 20 cm thick and characterized by specific saturated
hydraulic conductivity, Ks, high enough to ensure the infiltration of large volumes and retain
contaminants and organic matter carried by incoming water. The reference values of Ks

provided by the site manager at 20°C were 876 mm h' for Bl and 434 mm h for B2.
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Concentrations of major chemical components were measured in the sand layers of the two
basins. Those measurements showed concentration ranges between 140-220 g kg! Dry Mass
(DM) for Ca, 2.2-4.0 g kg' DM for Al, 1.6-3.0 g kg’ DM for Mg, 0.5-1.6 g kg’ DM for K, 4.9-
6.2 g kg DM for Fe, and 1.1-2.6 g kg’ DM for S. Pollutant analyses revealed no significant
contaminations of the sandy layers in either basins (heavy metals concentrations <70 g kg
'DM, and concentrations of Polychlorinated Biphenyls (PCBs) were below the
quantification limits (0.2 mg kg DM for each PCB). These values were consistent with the
geochemical characteristics of carbonated Rhone sediments (Schiirch et Vuataz, 2000;
Février, 2001). For operational reasons, greater volumes of water were infiltrated per year in
B2 in comparison with Bl when we started experimentations, as B2 has been more often
supplied (Table I, total infiltrated water volumes of 165 m3*m=2year! for Bl and 216 m®m-

2year-! for B2).

Table I: Characteristics of the basins studied between 2008 and 2010. Mean concentrations of

nutrients and TOC were calculated from data collected in the “Vieux Rhone channel” (n=12)

Total

Infiltrated Characteristics of infiltrated water (mean + S.D.)
Surface infiltration
volumes . R 3
depth NH4 NO3 PO, TOC
(m3  (mPyear) (m’m*year’)  (ugL?) (mg L™ (ng L) (mg L™
Bl 16 512 2729 268 165
23+34 0.87 £0.22 9.1+3.9 1.49+0.32

B2 24 780 5349 147 216

Sampling

Undisturbed samples were collected by coring on 20 October 2010 from homogeneous areas
located at the center of the basins. The water level in the basins was 30-50 cm during coring.
In each infiltration basin, cores (70 mm in diameter, 180 mm in depth) were randomly
collected from 3 areas. Three cores were collected per area to obtain enough material for
physical (particle size distribution), chemical (total organic carbon, total nitrogen) and
biological (protein content, algal biomass, bacterial abundances and hydrolytic activity of
the biofilm) measurements. Each core was sliced into three parts: 0-1 cm (H1), 2-3 cm (H2)
and 10-14 cm (H3). Layer H1 corresponded to the sedimentary layer accumulated at the
surface of the basin and colonized by algae, while layers H2 and H3 were rather sandy

layers, partly amended with particles carried by infiltrating water. For each area, the three
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replicated cores were pooled to obtain one sample per depth (H1, H2 and H3). The resulting
18 samples (2 basins x 3 depth layers x 3 replicates/areas) were then brought to the

laboratory within 4 hours of collection in an isotherm box at 4°C.

In situ infiltration measurements and data collection

Tension disc and pressure ring infiltrometers (Perroux et White, 1988) offer an easy and fast
means of estimating the hydraulic properties of porous media, based on infiltration
measurements performed at the surface (éimﬁnek et van Genuchten, 1997; Angulo-Jaramillo
et al., 2000; Jacques et al., 2002). We decided to use the Beerkan method which consists in
analyzing infiltration data from a simple ring at zero pressure head (Braud et al., 2005) using
the BEST (Beerkan Estimation of Soil Transfer parameters) algorithm (Lassabatere et al.,
2006). This method has proven to be inexpensive and quite robust for estimating soil
hydraulic properties, even at the scale of an infiltration basin (Cannavo et al, 2010;
Lassabatere et al., 2010). The Beerkan 3D axisymmetric infiltration method was used with a
simple annular ring (Braud et al., 2005; Lassabatere et al., 2006). Measurements were
performed one week after core collection, once the basins were totally drained (absence of
water column in the basin). Infiltration tests were performed in the same areas where the
sediment cores had been collected. As advised by many authors (Haverkamp et al., 2006),
we verified that initial water content was lower than 25% of the water content at saturation.
Indeed, hydraulic characterization through water infiltration experiments is more confident
if these are performed under dry initial conditions (Haverkamp et al., 2006). We also verified
that the duration of the drainage phase did not disturb the mat by producing cracks at the
surface. Water infiltration tests were then performed where the mat appeared homogeneous

and uniform to avoid any disturbance of the tests due to preferential flow paths.

A 65 mm-radius cylinder was inserted to a depth of about 5 mm to avoid lateral water loss.
A fixed volume of water was poured into the cylinder at time zero, and the time required
for the infiltration of this known volume of water was measured. When the first volume had
infiltrated completely, a second known volume of water was added to the cylinder and the
time required for its infiltration was added to the previous time. This procedure was
repeated until apparent steady state was reached, i.e. two identical consecutive infiltration
times. The cumulative infiltration was then recorded. Afterwards, the top layer of the

infiltration surface (H1: 0-1 cm) was removed at another location within the same area (to
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obtain similar initial conditions) and water infiltration was measured again following the
same procedure after placing the cylinder on the underlying sandy soil (H2). Therefore two
infiltration data sets were obtained with and without the top layer for each area of the
basins where the cores were collected. BEST algorithm was used to determine the
parameters describing soil hydraulic properties (Lassabatere et al., 2006; Mubarak et al.,
2009). This specific algorithm determines characteristic hydraulic curves that take into
account the van Genuchten equation for the water retention curve, h(6), (Eq. 1, a) with the
Burdine condition (Eq. 1, b) and the relationship of Brooks and Corey (Eq. 2) for the
hydraulic conductivity curve, K(6), (Burdine, 1953; Brooks et Corey, 1964; van Genuchten,
1980):

90 f14| 0 n Eq. 1
0.—0, h, (Eq. 1, a)
2
m=1-- (Eq. 1, b)

(Eq. 2)

K(H)_(H—Hr j”

K, |6,-6

S

where 0rand Osare the residual and saturated volumetric water content [L3 L-3], respectively;
n and m are shape parameters, and /;is the scale parameter [L] of the water retention curve
h(6), Ksis the saturated hydraulic conductivity [L T-'] and 1 is the shape parameter of
relationship K(0). 0r is usually very low and was thus considered to be zero. The hydraulic
properties were thus represented using five parameters: O0s, n, hg, Ks, 7. In line with
Haverkamp et al. (1996), shape parameters n and 1 were assumed to mainly depend on soil
texture, while s, hy and Ks were assumed to mainly depend on soil structure. The BEST
algorithm estimates shape parameters from particle size distribution by classical
pedotransfer functions. It estimates Os as total soil porosity, previously derived from dry
bulk density measurement considering a solid particles density of 2.65 g cm?. Finally, BEST
derives saturated hydraulic conductivity and sorptivity S (L T-%%) by modeling the 3D
infiltrations performed at zero water pressure head (i.e. Beerkan infiltration method), the
scale parameter for water pressure head, &g, being directly retrieved from the estimations of

sorptivity and hydraulic conductivity. Typically, in BEST method, two degrees of freedom
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are used to model water infiltration experiments: (i) sorptivity that rules the convexity of
water cumulative infiltration and (ii) hydraulic conductivity that rules mainly the
asymptotic slope at the end of the experiments (Yilmaz et al., 2010) The reader can refer to
the study of Lassabatere et al. (2006) for more details regarding the fitting procedure, and of
Lassabatere et al. (2009) regarding the validity of the analytical expressions used to estimate

scale parameters.

The capillary length (an) was estimated from sorptivity (S) and the other hydraulic

parameters according to Haverkamp et al. (2006):

SZ
0 n (Eq3)
c,(6,-6,) 1—(5] K,

where 0ois the initial water content and ¢y is a function of the shape parameters for the van

a, =

Genuchten water retention equation (see Haverkamp et al. (2006), Lassabatere et al. (2006)).
The relationship between the capillary length and the mean characteristic dimension of

hydraulically functional pore size, &m, is known to be (Mubarak et al., 2009):

_ o
" gpwah

(Eq. 4)

where o is the surface tension of water [MT?2], pv is the density of water [M L?] and g is
gravitational acceleration [L T-2]; a» and & units are [L]. &nis a parameter that represents the
hydraulically functional mean pore size, relative to an effective porosity and corresponds to
the mean radius of pores actives in flow (Yilmaz et al., 2013). This effective parameter

accounts for the average pore size and the connectivity between the pores.

Estimating the uncertainties embedded in the measurement of Ks is challenging since Ks is
highly variable and is also scale dependent (Sobieraj et al., 2004; Bormann et Klaassen, 2008).
Indeed, a variation of 10-fold of the values obtained for Ks is quite commonly observed
between replicates (Smith et al., 2002). The Ks value is specially dependent on the
measurement method as shown by Mohanty et al. (1994) and Fodor et al. (2011). These

authors found that the estimated errors in measuring Ks were + 1x10'3 cm d* by applying
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different methods (double ring, tension disc and mini disc infiltrometers and two other

laboratory methods).

The proposed values for hydraulic parameters were estimated from BEST exploitation of
water experiments. Yet, these values do not account for anisotropy and steep vertical
gradients in the upper layer. At surface, deposition mechanisms and biological development
may lead to a strong anisotropy and then to a gap between the horizontal and vertical
components of the hydraulic conductivity tensor. It is assumed herein that the trends
concern the vertical component of hydraulic conductivity since Beerkan experiments
measure vertical water infiltration at the surface. Moreover, Yilmaz et al. (2013)
demonstrated that the inversion of water infiltration data in layered media lead to
parameters related to the less permeable layer. It is then assumed that the values for
hydraulic parameters and mainly hg, Ks and &n corresponded to the less permeable layer

which was H1 layer in our experiment.

Analyses of particle size distribution

Volumetric grain size proportions in the samples were measured by laser diffractometry
(Malvern Mastersizer 2000G) on particles ranging between 0.02 um and 2000 pm. Prior to
the analyses, each sample was wet-sieved with tap water at 1600pm. Three measurements
per sample were carried out after ultrasound treatment (50-60 Hz, 2 min, to eliminate non-
stable particle aggregation (Badin et al., 2009b)). In the second step, we removed the organic
material from the samples in order to eliminate any organic contribution to the particle size
distribution curves. Organic matter was removed by treatment with sodium hypochlorite,
according to Anderson (1963) and Kaiser et al. (2002): eight grams of each sample were
oxidized for 16 h at room temperature with 20 mL of 6% (wt/wt) NaOCl adjusted to pH 8.5
with concentrated HCl. After oxidation, the samples were centrifuged at 3000 rpm for 15
min and washed with ultrapure H20. This oxidation/washing cycle was repeated three
times. At the end of the last oxidation, two additional washes were performed with 0.5M
NaCl to remove remaining oxides. Analyses of total organic carbon after treatment with
NaOCl confirmed the efficiency of organic matter removal (between 80 and 90% of organic

carbon was eliminated).
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Analyses of quantitative and qualitative variables associated with

biofilm

The mass water content of each sample was obtained by measuring differences between the

wet and dry masses of samples. Dry mass was obtained after drying 10 g of fresh samples at

105°C for 24 h (NF X31-102).

Total organic carbon (TOC) and total nitrogen (TN) were determined on each sample to
evaluate the biofilm organic production in the basins. TOC and TN were measured by high-
temperature combustion of pre-acidified dry samples and subsequent measurement of CO:
and N2 by thermal conductometry using an elemental analyzer (FlashEA, Thermo Electron

Corporation).

The biofilm biomass was assessed by measuring total protein content (micro-organisms and
EPS proteins) in wet material according to the micro-Lowry method (Lowry et al., 1951)
modified by Peterson (Peterson, 1977), using the Sigma Protein Assay Kit (P 5656 Sigma
Diagnostics, St Louis, MO, U.S.A.). The samples (1 g fresh weight) were treated with 2 mL of
a 50% solution of Lowry reagent for 20 min at 15°C. Vigorous shaking was applied after the
Lowry solution was added to improve contact between the proteins and the reagent. After
incubation with the Lowry reagent, 0.5 mL of Folin reagent was added followed by a
coloration reaction lasting 30 min in the dark. The 750-nm absorbance of the filtered
supernatant (0.45 um, Millipore) was measured and reported to a protein mass thanks to a
calibration curve determined with bovine serum albumin. Total proteins were expressed as

mg of protein per gram of dry matter.

The algal biomass was determined by measuring chlorophyll-a content according to the
SCOR-UNESCO method (Unesco, 1966). Prior to analyses, the samples were stored at -20°C.
Chlorophyll-a was extracted from 2.5 g of fresh material with 90% acetone. Extraction was
performed in the dark at 4 °C for 3 hours with frequent agitation. Afterwards, the extracts
were centrifuged for 10 min at 4000 rpm. Absorbance of the extract was measured at
wavelengths of 750 nm, 663 nm, 645 nm, 630 nm, 430 nm and 410 nm (PerkinElner
instruments, lambda 25UV/VIS). Chlorophyll-a concentration was then deducted with the

SCOR-UNESCO equation and expressed in ug per g of dry matter.
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The bacterial component of the biofilms was evaluated by measuring the abundances of
intact and damaged cells by direct microscopy counts after staining with the fluorochromes
of BacLight Kit for bacterial viability (Invitrogen). The day of sampling, a suspension was
prepared with 5 g of fresh material mixed with 11.7 mL of a NaCl solution (0.8% m v-') that
was previously filtered at 0.22 uM and autoclaved. The suspension was then fixed with
formaldehyde with a final concentration of 2%. Prior to analyses, the suspension was
sonicated for 5 min in order to separate bacteria from organic matter and mineral particles.
Afterwards, the sonicated suspension was diluted to obtain a cell density suitable for
counting (between 20 and 100 bacteria per field). In parallel, a blank with the NaCl solution
was prepared to verify that no contamination occurred during sample processing. Staining
was obtained by adding in diluted suspension a volume of 500 uL of Syto9 and Pi,
previously dissolved in 10 mL of the solution of NaCl. Incubation was performed for 20 min
in the dark at room temperature. The suspension was then filtered on a black filter (porosity
0.22 uM, Millipore isopore GTPB) for microscopy reading. Bacterial counts were done under
an epifluorescence microscope (Zeiss axioskop), with excitation of fluorochromes under
blue light (446 nm - 500 nm), showing green for intact cells and red for damaged cells. Thirty
tields were counted per filter and bacterial cell numbers were reported per g of dry matter.

Damaged bacterial cells were reported as percentages of total bacterial cell numbers.

We determined the hydrolytic activity of the biofilm by the fluorescein diacetate (FDA)
hydrolysis method (Jorgensen et al., 1992). FDA presents some advantages as it is
hydrolyzed by several groups of enzymes, such as non specific esterases, lipases, and
proteases involved in the decomposition of organic matter (Schnurer et Rosswall, 1982).
Therefore, its hydrolysis is a good indicator of overall metabolic activity in biofilms (Battin,
1997). For this analysis, samples (1 g fresh weight) were placed in 3 ml of a pH 7.6
phosphate buffer solution with 0.15 ml of 4.8 mM FDA solution. Incubation was maintained
for 1-3 h until the fluorescein turned green, ensuring that FDA concentration was not
limiting enzymatic activity. The reaction was stopped by freezing the sample after the
addition of 4.5 ml of a solution of HgCl> (400 mg ). Fluorescein concentration was
estimated from the absorbance of the filtered supernatant (0.45 pm, Millipore) measured at

490 nm and expressed as pmol of FDA hydrolyzed per hour and per gram of dry matter.
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Statistical analyses

For the infiltration measurements (saturated hydraulic conductivity and mean hydraulically
functional pore size), the lack of homoscedasticity prevented us from using parametric tests.
Therefore non-parametric Kruskal-Wallis tests were performed to test the differences
between the basins with and without H1. Pairwise comparisons were performed with U-

Mann-Whitney tests.

Two-way analyses of variance (ANOVA) were used to test the effect of depth (H1, H2 and
H3) and basin (B1 and B2) on physical, chemical and biological variables. Post hoc Tukey’s
tests were performed to determine whether significant pairwise differences occurred
between depths and/or basins. The normality and the homoscedasticity of the residues were
verified using the Shapiro-Wilk test and the Levene test, respectively. When necessary, the

data were log transformed as a first step.

Pearson correlation coefficients (r) were calculated to determine the linear relationships
between variables. Three levels of significance were considered: *** p <0.001, ** p< 0.01, * p <
0.05. All statistical analyses were performed using Statistica© (StatSoft, inc) software.

Significance for all statistical tests was accepted at a < 0.05.

3. Results

Hydraulic characterization of the two basins

o f [ (A) Basin B1 140 (B) Basin B2
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Figure 2. Cumulative infiltration curves with and without the top layer H1 (0-1 cm) in the two

studied basins B1 (A) and B2 (B).
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Cumulative infiltrations are shown in Figure 2. The BEST algorithm led to accurate fits of
the cumulative water infiltrations with Normalized Root Mean Square Errors (NRMSE)
lower than 5% for all cases, and the hydraulic parameters could be estimated in all cases. For
clarity, only saturated hydraulic conductivities and hydraulically functional pore sizes are
detailed in Table II. Before removing the top layer H1 (0-1 cm), the infiltration curves were
very different between Bl and B2 (Figure 2), with curves having lower slopes in B2 than in
B1. Despite high variability, the mean estimated saturated hydraulic conductivity (Ks) was
significantly lower in B2 than in Bl (U-Mann-Whitney test, p < 0.05), and the mean
hydraulically functional pore size (&n) tended to be smaller in B2 than in Bl (U-Mann-
Whitney test, p = 0.126). In basin B2, &x (0.026 mm) was characteristic of a small pore
network and in agreement with the particle size distribution of the matrix (fine material,
Figure 3A). On the contrary, there was a clear discrepancy between the large value of &m
(0.48 mm) and the particle size distribution of the matrix (fine material) for basin B1. This

result was characteristic of a network of well-connected macropores.

The removal of H1 increased the steady state fluxes for the two basins and led to
comparable mean saturated hydraulic conductivities and mean effective pore radii for Bl
and B2 (U-Mann-Whitney test, p > 0.05). The comparison of Ks before and after the removal
of H1 in each basin showed a strong increase in infiltration in the two basins, especially in
B2 (Ks multiplied by 2 in B1 and multiplied by 60 in B2, Table II). The removal of H1 had
contrasting influences on &x in the two basins: it fell by around 4-fold in B1 while it rose by

around 4-fold in B2.

Table II: hydraulic parameters estimated in the two basins (B1, B2) with the BEST-algorithm (n=3)

Saturated hydraulic conductivities Hydraulically functional pore sizes
Ks (mm h) &n (Mmm)
with H1 353+ 371 0.480 + 0.501
o without H1 734 £ 716 0.120 + 0.040
with H1 8.39+5.90 0.026 + 0.021
o without H1 504 + 310 0.120 + 0.060
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Particles size distribution

Before the removal of organic matter (Figure 3A), particle size distributions were
significantly different among depths (Table III, for percentages of particles < 63 um). The
sediments collected from layer H1 (0-1 cm) presented multimodal distributions for the two
basins, with two main modes: a first mode around 30 pm and a second mode around 450
um. In contrast, the samples collected in layer H3 were systematically characterized by a
unimodal distribution (around 450 pum). The H2 samples also presented a unimodal grain
size distribution but the accumulation of fine particles detected in B2 produced a second
mode (distribution between 5-70 um). We also measured a significant difference in grain
size distribution between basins (Table III). Indeed, the quantity of particles < 63 pm
(corresponding to the limit of silt and clay) in layer H1 was significantly greater in basin B2
than in basin B1. In contrast, no significant differences in volumetric proportions of fine

particles were measured between B1 and B2 in H2 and in H3 layers.

The significant differences in grain size distributions observed between basins were
eliminated after the removal of organic matter (Figure 3B). This was especially the case for
the fine granulometric fractions (< 63 pm) in layer H1. We also detected considerable
increases in the percentages of fine particles after the removal of organic matter in layer H1

of B1 (+ 44.1% of fine particles in the distribution) and B2 (+17.4%).

Biological characterization of the two basins

Variations of biological variables between depth and basins are shown on Figure 4. Total
organic carbon (TOC) and total nitrogen (TN) contents decreased significantly with depth
(Table III), and comparable decreases with depth were also observed for most biological
variables (total proteins, chlorophyll-a, hydrolytic activity and bacterial cell abundance). The
only exception was the percentage of damaged bacterial cells that increased in H3 (Figure
4F). As a consequence of these clear vertical profiles, most variables were linearly and

positively correlated with the exception of the percentage of damaged bacterial cells (Table

V).

The hydrolytic activity and the concentrations of TOC, TN, total proteins and chlorophyll-a
were significantly higher in B2 (Table III). These significant differences between basins were

mainly linked to the first sediment layer H1 which was more colonized by a phototrophic
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biofilm in B2 than in B1. In contrast, we did not detect any significant difference in bacterial
cell abundances and the percentage of damaged bacterial cells between the H1 samples

collected from B1 and B2 (Figure 4, Table III).
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Figure 3. Mean particle size distribution (up) and mean vertical distribution of particles < 63 pm (bottom)

(n=3) for layers H1: 01 cm, H2: 2-3 cm and H3: 10-14 cm; after 2 min ultrasonication (50—-60 Hz) for

the two basins (B1 and B2). Measurement made before (A) and after (B) removal of organic matter.
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Figure 4. Vertical distribution of total organic carbon (A), total nitrogen (B), total proteins (C),
chlorophyll-a (D), bacterial cell abundance (E), percentage of damaged bacterial cells (F) and hydrolytic
activity (G) measured on layers H1: 0-1 cm, H2: 2-3 cm and H3: 10-14 cm.
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4. Discussion

The hypothesis concerning the link between the quantity of water received by a basin per
unit of surface and its clogging status was clearly supported by our results. The hydraulic
conductivity of basin B2, which received 30% more water than B1, was 50-fold lower (Tables
L, IT). For the two basins, the measurements of hydraulic conductivity with and without H1
demonstrated that the hydraulic performances of the infiltration surface and underlying
sandy layers were largely governed by the permeability of the 0-1 cm sedimentary layer.
Indeed, the removal of H1 led to 2-fold and 60-fold increases of the mean saturated
hydraulic conductivity (Ks) of Bl and B2, respectively. Analyses of cores demonstrated that
clogging resulted from both physical and biological processes. The volumetric fraction of
fine particles (< 63 pm), algal biomass and bacterial abundance were significantly higher in
H1 than in deeper sandy layers (H2 and H3) in the two basins. Therefore, our results were
consistent with studies performed on sand filtration systems (Okubo et Matsumoto, 1979;
Ragusa et al., 2004; Mermillod-Blondin et al., 2005a; Mauclaire et al., 2006) showing that the
top sedimentary layer acted as an efficient physical filter and constituted a hot spot of

biological activity.

The comparison of the properties of H1 (particle size distributions, biofilm characteristics)
between the two basins allowed us to evaluate the respective contributions of fine sediment
accumulation and biofilm development on clogging processes occurring within this top
layer. According to our assumption, the infiltration basin receiving the highest volume of
water per unit area (B2) was characterized by a larger biomass (5-fold more chlorophyll-a,
2.5-fold more proteins and 1.5-fold more COT) and activity (2-fold more hydrolytic activity)
in its top H1 layer. However, the volumetric fraction of accumulated fine inorganic particles
(< 63 um) was similar in the top H1 layer of the two basins (around 84%), and was therefore
not influenced by the difference in the volume of water received per unit area between the
two basins (30%). Thus, the lower infiltration rate measured in B2 did not appear to be
related to mineral clogging. This conclusion was not surprising because the two infiltration
basins are never supplied with turbid water (> 50 NTU). Taking this condition into account
led to the conclusion that the large difference in mean estimated saturated hydraulic
conductivities between Bl (mean estimated Ks = 353 mm h') and B2 (mean estimated Ks =

8.39 mm h') was strongly related to the presence of biomass. Biomass could be related to
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both biofilm growth and particulate organic matter accumulation. In the case of infiltration
systems designed for secondary wastewater treatment, the contribution of accumulated
organic particles to the process of clogging is generally greater than biofilm growth (Siegrist,
1987). However, in the studied infiltration basins, the organic load of incoming water is very
low (see Table I), and did not exceed the rate of 25 gCOD m day~ proposed by Platzer et
Mauch (1997) for prevention of clogging by organic depositions. In addition, in situ
observations showed dense algal mat on the surface sediment in B2. These observations
supported the conclusion that the higher clogging measured in the basin B2 was much more
related to biofilm development than deposition of particulate organic matter. This
conclusion is consistent with the study of Ragusa et al. (1994), showing a significant
reduction of hydraulic conductivity to less than 20% of its initial value as a result of algal

and bacterial growth on the soil surface in lab-scale columns.

In the present study, the quantification of both algal biomass and bacterial abundances
demonstrated that the difference in biofilm biomass measured in the top layer H1 of the two
basins was associated with algal growth. Indeed, the chlorophyll-a contents measured in H1
were around 5-fold higher in B2 than in B1 (Figure 4D) while bacterial abundances were
comparable (Figure 4E). This result was also in line with Ragusa et al. (1994) who found
dissimilar growth patterns in algae and bacteria with a gradually increase of algae, in
relation with soil hydraulic conductivity. Thus the occurrence of phototrophic organisms
developed at the surface probably had a major influence on infiltration processes. However,
it is noteworthy that a 5-fold difference in algal biomass led to a 60-fold difference in
hydraulic conductivity between the basins, so the variation of porosity and water retention
due to algae resulted in a strong nonlinear decrease in hydraulic conductivity. These
inconsistent ratios could have resulted from a threshold effect of algae on hydraulic
properties, meaning that a given amount of algae may be needed to affect the pore network.
Below this threshold (as in B1), pore connectivity would be enough to maintain a certain
level of permeability. To assess this predicted effect, we expressed hydraulic parameters
(saturated hydraulic conductivity Ks and hydraulically functional pore size &) as a function
of a variable (chlorophyll-a concentration) related to algal biomass (Figure 5A and B). For
low values of chlorophyll-a (< 1 pg g' DM, corresponding to the measurement performed
on H2), the saturated hydraulic conductivity Ks did not vary predictably with the amount of

algae (Figure 5A). In contrast, we found a negative relationship between Ksand the amount
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of algae when chlorophyll-a concentration exceeded 5 pg g of dry matter. The following
relationship is proposed tentatively to fit the decrease of Ks as a function of chlorophyll-a

(Figure 5A):

oal K< - t0a] e
og K., =aylog Ch,, +p (Eq. 5)

where Cha stands for chlorophyll-a, Chso and Kso are normalization parameters set at 1 ug g
DM and 1 mm h', respectively, a1 and f: are constant parameters. The best fit between
modeled and measured data was obtained with a: = -1.891 and f: = 4.013 (Figure 5A) and
corresponded to a regression coefficient of 0.877. Since algal biomass was closely related to
the total organic content in the basins studied (Table IV, Pearson's r of 0.84*** between COT
and Cha content), our results were consistent with the negative relationship between
saturated hydraulic conductivity and biomass obtained by Ibisch et al. (2009) in river

sediment.

The variation of hydraulically functional pore size {m as a function of the concentration of
Cha revealed that the predicted threshold effect even occurred on the pore network.
Changes in this parameter can be described as follows: (i) firstly, there was no clear
variation of & with algal biomass for low cha concentrations (< 1 ug g! DM). (ii) Then, for
cha values ranging between 4 and 9 pg g of dry matter, {m reached a maximal value &n* of
about 1.03 mm for a Cha concentration of about 5ug g of dry matter. The increase of &m
values for a Cha concentration of 5ug g! DM compared to lower Cha contents could be
explained by the rearrangement of the pore network by aggregation with the algal biomass.
To our knowledge, this change of porosity due to biofilm-induced aggregation has not yet
been studied in sediments. However, several studies in soil sciences have shown such kind
of structure rearrangement due to organic material that can produce aggregation and
increase porosity (Nemes et al., 2005). Therefore algal biomass probably contributed to the
creation of a pore network characterized by well-connected macropores. The value of &n*
actually corresponded to the Cha concentration beyond which the reduction of average pore
size due to algal biomass exceeded the increase of pore size by aggregation. In the present
study, the Chavalue related to &* corresponded to a saturated hydraulic conductivity Ks of

approximately 750 mm h-l. (iii) Finally, beyond this threshold, &» decreased sharply with Cha
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concentration: The following equation is tentatively proposed to fit this decrease (Figure

5B):

Sm Ch,
log ( c J =a, log (CTMJ + 5, (Eq. 6)

where index 0 stands for normalization procedure, &mo=1 mm, and a2 and 2 are constant
parameters. By taking a2 =-1.53 and B2 = 0.8044, the fitting curve suggested (Figure 5B) is
obtained, with a regression coefficient of 0.724. This decrease can be explained by the fact
that algal biomass gradually clogs the pores, resulting in a reduction of the mean porosity of
the medium. Consequently, water transfers take place only through the micropores of the

infiltration medium.
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Figure 5. Evolution of hydraulic parameters as a function of algal biomass for the two basins combined
— (A) evolution of the saturated hydraulic conductivity as a function of chlorophyll-a content and (B)
evolution of the hydraulically functional pore size as a function of chlorophyll-a content.

Our relationship between &» and Cha appeared very useful for elucidating processes
occurring in the infiltration medium. Interestingly, they explained the two opposing effects
of organic matter on hydraulic properties already described in soils: either permeability is
enhanced by improving soil aggregation and increasing porosity, or it is reduced by the
inhibition of water flow caused by organic matter and the subsequent decrease in the
quantity of free flowing water (Nemes et al., 2005; Rawls et al., 2005). However, these two
expressions could not be generalized to other porous media, particularly those with a

different pore size distribution. In addition, the model requires validation by additional
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well-controlled experiments carried out in the laboratory, since: (i) the density of the solid
particles must be determined more accurately, and (ii) field estimations are subject to
considerable spatial heterogeneity regarding hydraulic properties and biofilm distribution,
which can partially mask the phenomena observed. For instance, further experiments along
a gradient of algal biomass could be performed to clearly determine this probable threshold

effect.

The two different phenomena explaining the variation of &» with algal biomass seemed to
occur in the basins studied: the biofilm developed in the 0-1 cm layer (H1) apparently
increased &n in Bl and decreased it in B2. Indeed, our results showed a high hydraulically
functional pore size &n before the removal of the top layer in basin B1. The measured value
of 0.48 mm is typical of an infiltration medium with small pores and few well-connected
macropores. After the removal of H1, &n decreased and became characteristic of a "clean"
sandy medium, with small well-connected pores. We may therefore conclude on the
presence of macropores in the top layer of the basin Bl (see Figure 6). Thus organic matter
could have favored aggregation in this basin, leading to a bimodal pore size distribution
with small pores within the matrix and large pores between aggregates. This assumption of
aggregation mechanism was supported by our grain size analyzes showing that the mean
size of particles was smaller after the removal of the organic material (Figures 3). Therefore
organic matter associated with biofilm probably trapped part of the fine particles and
formed sonication-resistant aggregates. This interpretation is consistent with the conclusions
of Graham (1990), who highlighted that silt particles can be trapped in the structural biofilm
matrix and on the mucilaginous surface of algae. It also agrees with the study on
stormwater infiltration basins by Badin et al. (2008), which showed that elementary particles
could be embedded in sticky (very condensed) organic matter and form microaggregates (10
-160 pm in size) stable under sonication. In basin B1l, we presume that the aggregation-
induced porosity would have favored water flow, explaining the low influence of H1 on
saturated hydraulic conductivity. Conversely, &» was very low in basin B2 before the
removal of H1 (20-times lower compared with B1), and was indicative of a porous medium
characterized by very small pores and few connections. Consequently, an increase of the
algal biomass could have affected the pore network by reducing the pore size and/or filling
connections between the pores in layer H1 of B2. This is consistent with previous lab-scale

experiments which highlighted that biofilm growth and thickness can alter pore structure
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by filling the entire pore space of the medium, causing drastic change in hydraulic
properties. Water circulation occurred then through the biomass matrix itself (Taylor et
Jaffé, 1990). Similarly, in our study, the dense layer of sediment associated with algae
presented low porosity and exhibited reduced capacity to conduct flows, explaining the
strong negative influence of layer H1 on the saturated hydraulic conductivity measured in
B2. This assumption is also consistent with the study of Thullner (2010), highlighting that
the ability of microorganisms to build up a required amount of biomass was the main
biological feature explaining the clogging of a porous media by biofilms. Once the top
surface layer had been removed in both basins, the medium exhibited the characteristics of a
sand with comparable hydraulic properties that were measured in basins B2 and B1 (Table
II). The two antagonistic effects of biomass on the hydraulic properties of a porous medium
revealed by this study are summarized in Figure 6. Finally, the first centimeter of sediment
constitutes both a hot spot for biological activity and a layer controlling the efficient

permeability of calibrated sand deposited at the bottom of the basins.
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Figure 6. Illustration of changes in pore network hydraulic behaviour of the infiltration

surface with and without the top layer H1 (0-1 cm).
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Conclusion

The aim of this study was to determine the relative influence of sediment deposition and
biofilm growth in processes involved in the degradation of the hydraulic properties of
infiltration basins designed for groundwater recharge. We identified a combined effect due
to biofilm and the sedimentation of fine particles in the upper sedimentary layer (0-1 cm).
We also demonstrated the specific contribution of phototrophic biomass which seems to
play a key role in clogging when it reaches a certain density. In the literature, the significant
contribution of algae on the clogging process has rarely been demonstrated (Ragusa et al.,
1994; Battin et Sengschmitt, 1999; Ibisch et al., 2009) and most studies reported the effect of
bacterial biomass (cells and secreted exopolymers) on permeability reduction in porous
media (Vandevivere et Baveye, 1992; Thullner et al.,, 2002a; Mauclaire et al., 2004). For
instance, Vandevivere et Baveye (1992) showed that the production of exopolymers by
bacteria in a sand column may drastically reduce hydraulic conductivity by increasing
frictional resistance at the solid-liquid interface and/or by decreasing the effective porosity
of the media. However, this type of study performed at laboratory-scale was only
representative of unlighted heterotrophic systems (subterranean systems like soils, porous
aquifers) where the biomass of phototrophs was null or low. In most shallow aquatic
ecosystems (rivers, ponds, shallow lakes, coastal zones), water-sediment interfaces are
colonized by complex communities of micro-organisms including both phototrophs and
heterotrophs. The present study was therefore representative of conditions encountered in
multiple environments although it can be noted that the constant nutrient supply and the
solar exposure encountered at the surface of the basins probably favored the growth of
phototrophic organisms. This conclusion suggests that the contribution of algal biofilm on
soil structure and hydraulic exchanges in sedimentary habitats has been underestimated in
ecosystem studies. As ecological processes occurring in sediments (e.g., organic matter
processing, nutrient consumption) are largely governed by hydraulic exchanges at the
water-sediment interface (Navel et al, 2011), biofilms can play a crucial role in water
purification processes by affecting the hydraulic properties of surface sediments. However,
more experiments are needed to quantify the impact of biofilm-driven loss of hydraulic
conductivity on the performance of water purification of sand infiltration systems. Ongoing
research aimed at developing techniques to maintain the permeability of the infiltration

surface will also be the subject of further papers and promote the development of suitable
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practices to reduce clogging and its negative effects on the hydraulic performances of

infiltration systems.
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Table III: ANOVA results for the effects of basin and depth on percentages of particles < 63 um before (P < 63 um) and after NaOCl
treatment (Ptreat < 63 um), on concentrations of total (TOC), total nitrogen (TN), proteins, chlorophyll-a (Cha), on hydrolytic activity
(FDA), and on abundances of bacteria (BA) and damaged bacteria (DBA). d.f.: degrees of freedom for each tested effect

P <63 um Ptreat < 63 um TOC TN Proteins
Effect d.f. F P F P F P F P F P
Basin 1 7.57 0.019 3.44 0.83 17.90 <0.01 29.64 < 0.001 39.16 <0.001
Depth 2 27.96 <0.001 1316.4 <0.001 187.74 <0.001 254.77 <0.001 523.05 <0.001
Basin x Depth 2 231 0.145 4.60 0.028 6.87 0.010 12.67 <0.01 20.67 <0.001
Error 12
Table III (continued)

Ch, FDA BA DBA

Effect d.f. F P F P F P F P
Basin 1 13.19 <0.01 32.83 <0.001 4.70 0.051 0.13 0.726
Depth 2 26.10 <0.001 181.28 <0.001 33.40 <0.001 7.45 <0.01
Basin x Depth 2 13.00 < 0.001 26.63 <0.001 3.38 0.064 0.66 0.533

Error 12
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Table IV: Correlation coefficients (Pearson's r) between variables associated with biofilms:
proteins, hydrolytic activity (FDA), total organic carbon (TOC), total nitrogen (TN),
chlorophyll-a (Cha), abundances of bacteria (BA) and damaged bacteria (DBA (n=18 for each

correlation tested)

Proteins FDA TOC TN Ch, BA
Proteins

FDA 0.895***
TOC 0.949**  (0.932***

TN 0.951**  0.943**  0.999***

Ch, 0.756**  0.920**  0.840**  0.850***

BA 0.912**  0.714**  0.847***  0.846*** 0.532
DBA -0.404 -0.150 -0.256 -0.25 -0.160 -0.493*
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Il. Macrophytes allélopathiques : influence sur les
biofilms benthiques (article 2)

Cet article présente les protocoles et résultats de la seconde expérience et vise a répondre aux
questions suivantes :

(i) Les macrophytes peuvent-elles limiter, voire réduire le développement des biofilms

benthiques ?

(ii)  Si oui, quel(s) parameétre(s) structurel(s) et/ou fonctionnel(s) du biofilm affectent-

elles ?

/

=2

Diminution porosité
Allélopathle ? Agrégation
Ombrage

/ Support d’infiltration
Modifications structure

Stabilité
Flux de nutriments

4

Cet article a été soumis dans le journal « Ecological Engineering » en mai 2014 et est

actuellement en review.
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The potential of allelopathic macrophytes to control benthic
biofilm growth — a mesocosm approach

Morgane GETTE-BOUVAROT, Florian MERMILLOD-BLONDIN, Damien LEMOINE, Cécile DELOLME,
Marc Danjean, Laura ETIENNE, Laurence VOLATIER
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Abstract

Outdoor infiltration systems can be subject to rapid clogging by the combined
and overlapping processes of pore occlusion by fine particles and the
development of biofilm at the water-sediment interface. Macrophytes may be an
efficient way of controlling biofilm development in these systems, as some of
them release active compounds capable of inhibiting the growth of
microorganisms (microalgae, bacteria). However, there is no proof of such an
effect on benthic biofilm. Therefore the aim of this study is to fill this gap in
knowledge by evaluating the role of several macrophytes on biofilms originating
from infiltration systems. Four species of allelopathic aquatic macrophytes
common in European floodplains were selected: Vallisneria spiralis (L.), Berula
Erecta (Huds.) Coville, Ceratophyllum demersum (L.) and Chara globularis (L.). They
were introduced in outdoor mesocosms filled with sediments from an infiltration
basin designed for groundwater recharge (Lyon, France). Monitoring was carried
out for six weeks, with sampling of the 0-1 cm layer in each mesocosm at the
beginning and end of the experiment. Our results revealed a significant loss of
biofilm algal biomass for Vallisneria spiralis and Chara globularis treatments.
Measurements also showed an inhibitory effect of Chara globularis on the
development of algae in the water column. These results demonstrate that the
allelopathic activities of certain macrophytes could potentially prevent the

excessive development of benthic biofilms in infiltration systems.
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1. Introduction

The development of biofilm in porous media can alter the hydraulic conductivity of
sediment by reducing pore space and creating a biological mat at the water-sediment
interface (Zhao et al.,, 2009; Thullner, 2010). This phenomenon has been observed in
infiltration systems designed for flood protection, groundwater recharge and/or
stormwater disposal (Baveye et al., 1998; Bouwer, 2002; Langergraber et al., 2003). As the
lifetime of these systems is largely dependent on their hydraulic performance, the
reduction of sediment permeability is a major operational and maintenance issue
associated with infiltration basin management (Knowles et al., 2011). Infiltration systems
are commonly built using sand as an infiltration medium as this substrate is more
efficient for treating water than substrates of larger particle size, such as gravel or
cobbles (Dodds et al., 1996b). However, the small particle size of sand favors the
retention of suspended particles and offers a high specific area available for biofilm
establishment (Knowles et al, 2011). Consequently, sandy infiltration media are
progressively subject to clogging by the combined and overlapping processes of pore
occlusion by fine particles and excessive biofilm growth (Platzer et Mauch, 1997; Baveye
et al., 1998; Langergraber et al., 2003). In a previous study (Gette-Bouvarot et al., 2014a),
we pointed out that the phototrophic component of benthic biofilms (i.e., algae,
cyanobacteria) could reduce the saturated hydraulic conductivity of infiltration basins by
up to 60-fold. Consequently, controlling the biofilm growth at the water/sediment

interface appears crucial to improve the long-term performance of infiltration basins.

Our intention in the present study was to search for an ecological process to regulate
benthic biofilm development by exploring the allelopathic properties of submerged
macrophytes. Allelopathy was first defined by Molisch (1937) as biochemical interactions
(inter or intra specific) between plants and between plants and microorganisms.
Accordingly, the effects can be either stimulatory or inhibitory; however, most studies
have reported negative interactions between primary producers (Nakai ef al., 1999;
Gross, 2003; Hilt, 2006). In aquatic environments, light is one of the most important
factors for the development of submerged macrophytes (Sand-Jensen, 1990). Thus,
shading by phytoplankton or epiphytes can significantly alter their growth.

Consequently, the release of allelopathically inhibitory active compounds is an adaptive
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trait developed by macrophytes in their competition for light with other primary
producers (Gopal et Goel, 1993; Gross, 2003). Nutrient availability is another important
factor influencing allelopathic effects due to competition between primary producers

(Gross, 2003).

Allelopathic effects of submerged macrophytes on phytoplankton and epiphytes have
been studied widely (Gopal et Goel, 1993; Erhard et Gross, 2006; Hilt, 2006; Mulderij et
al., 2006; Gross et al., 2007; Hu et Hong, 2008). The studies of Gross (2003) and Hu et
Hong (2008) reported that allelopathic compounds could alter the cell structure or affect
the photosynthesis, respiration and/or enzymatic activities of target organisms through
the metabolic pathway. For instance, Korner et Nicklisch (2002) showed that several
macrophytes could alter photosystem II of planktonic algae. In particular, it has been
recognized that lipophilic extracts of Myriophyllum spicatum can alter the photosynthetic
activity of cyanobacteria and other photoautotrophs (Leu et al., 2002), this plant can also
inhibit the alkaline phosphatase activity of filamentous cyanobacteria by releasing
hydrolysable polyphenol substances (Gross et al., 1996). In addition to allelopathic
inhibition of primary producers, some macrophytes also exhibit antibacterial activity, for
instance against the bacterial components of epiphytes (Gopal et Goel, 1993) and against
coccoids (Gross et al, 1996). In the light of these observations, it is probable that
allopathic macrophytes can alter the development of both the bacterial and microalgal
components of benthic biofilm. However, to our knowledge, no study has yet

demonstrated such interactions.

The aim of this work is to assess the ability of certain macrophytes to limit the growth of
benthic biofilms developing in infiltration systems. We selected four aquatic macrophyte
species common in European floodplains (Bornette et al., 2001) Vallisneria spiralis. (L.),
Berula erecta (Huds.) Coville, Ceratophyllum demersum (L.) and Chara globularis (L.). These
four species are known for their allelopathic effects on freshwater algae composing
benthic biofilms (Hu et Hong, 2008). They were introduced in outdoor mesocosms that
offer a reasonable compromise, as they allow investigations of ecological interactions
(Pusey et al., 1994), while providing replicability under partially controlled conditions
(Caquet et al., 1996). Mesocosms consisted of stagnant freshwater systems, with a layer

of sediment covered by a natural biofilm collected in an infiltration basin. We expected
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to observe a negative influence of the macrophytes on the structural and/or functional
state of biofilms, due to allelopathic effects and shading. Biomarkers of growth and
photosynthetic efficiency were measured on macrophytes to assess their ability to grow
in sediment from an infiltration system during a 6-week experiment. Then, the effects of
the macrophytes on biofilm were evaluated with measurements of total organic carbon,
chlorophyll-a content, chlorophyll fluorescence and microbial enzymatic activities.
According to our predictions, mesocosms containing macrophytes would present a

lower biofilm biomass, and/or reduced activities in comparison to plant-free controls.

2. Materials & Methods

2.1 Experimental conditions

2.1.1 Location

The outdoor mesocosms were set up in the “Crépieux-Charmy” pumping well field (375
hectares, 1 280 000 inhabitants supplied) near Lyon (France), from May 2012 to July 2012.
Several infiltration basins are used on this site for aquifer recharge and supplied with
surface water from an old main branch of the Rhone River. However, the hydraulic
performances of these basins were considerably affected by dense algal biofilm that had
developed at the interface between the water column and the infiltration media (see

Gette-Bouvarot ef al. (2014a) for more details).

2.1.2 Mesocosms

Outdoor static mesocosms (Figure 1) consisting of clear food grade plastic aquariums
(39.5cm x 34cm x 29.3cm) filled with a 7 cm thick sediment layer, covered by a water
column of 25 cm (approximate volume of 30L). The sediment used in the mesocosms was
taken from an infiltration basin densely colonized by algal biofilm. It consisted of a
mixture of sand (medium particle size of 450 um), fine silt particles (medium size of 30
um, representing around 50% of the particles in volume) and organic matter (content of
around 3-4%), covered by biofilm mats (Gette-Bouvarot et al., 2014a). The mats were
carefully sampled to avoid any disturbance and then deposited on the water sediment
interface of the mesocosms to re-create the vertical structure present in basins. The

mesocosms were supplied with the natural and non-filtered water used to feed the
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infiltration basins. During the experiment, the water was partly (1/3) renewed in each
mesocosm every week to maintain a nutrient supply more or less equivalent to that
observed in the infiltration basin. The mesocosms were installed in a shaded area and
fencing reeds were suspended over the experimental area to prevent excessive water
warming, guarantee comparable light exposure, and prevent photo-inhibition of the
macrophytes, ie. 390 pumol m?2s!'PAR (Photosynthetic Active Radiation) at the
saturation level measured for the species (Lemoine et al., 2012). In addition, each
mesocosm was covered with a white net (1.2 x 1.2mm) to minimize the introduction of
insects and debris. Finally, the incident light intensity at the mesocosm surface was
reduced to about 13% of sunlight value. Mesocosms were allowed to settle for one week

before introducing the macrophytes (stabilization).

A
- Macrophytes
Water column f 1 |
25¢cm 0/ \
| TP 8 Yo, - Biofilm mat
v
Sediment
7cm
29.3cm

39.5cm

FIGURE 1: Mesocosm design

2.1.3 Macrophytes

The four species (Vallisneria spiralis (L.), Berula erecta (Huds.) Coville, Ceratophyllum
demersum (L.) and Chara globularis (L.)) were selected for their ubiquity (Bornette et al.,
2001), their potential ecological tolerance of stagnant oligotrophic environments
corresponding to the conditions of infiltration basins, and their potential negative
allelopathic effects on freshwater algae composing the benthic biofilms (Table I). The
four macrophytes were collected in oligotrophic cut off channels of the Rhone River, in
close proximity to the study site and placed in 250L tanks that served as aquatic

nurseries to obtain plants with homogenous physiological states. Prior to their
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introduction in mesocosms, the macrophytes were washed and controlled to remove any

organisms which might be present.

2.1.4 Experimental design

A total of 20 mesocosms were set-up to reproduce 5 treatments and four replicates per
treatment, with a random treatment distribution between mesocosms: (1) plant-free
controls, (2) V. spiralis, (3) B. erecta, (4) C. demersum and (5) C. globularis. For each species,
four individuals were randomly introduced per mesocosm. The experiment was
conducted for 6 weeks between May and July 2012. Table II provides the experimental
schedule and the main measurements performed during the experiment on the water
column, macrophytes and sediment biofilm. Time to corresponded to the introduction of
the macrophytes in the mesocosms (24 May 2012) and time ti to the end of the
experiment (4 July 2012).

Table II : Time table of the experiment

Date 05-03 05-15 05-24 05-31 06-07 06-14 06-21 06-29 07-04

Time to 2] D) i3 iy s t;

Macrophyte acclimation
Mesocosm preparation
Macrophyte introduction

Measurements on macrophytes

Measurements on sedimentary
biofilm

Measurements in water column

Water renewal (1/3 of volume)
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Characteristics

Species (Sculthorpe, 1967)

Known microorganisms inhibited according
to the review of Hu et Hong (2008)

Fine substrates (sandy or silty)

Ceratophyllum Does not form roots, attached with rhizoids

demersum (L.) Long and free-floating stems with numerous side shoots, Can form a dense

subsurface canopy (shading)

A variety of diatoms (including Nitzschia palea), green
algae (including Chlorella pyrenoidosa) and
cyanobacteria (including Microcystis aeruginosa)

Fine substrates (silty) and slow-flow water areas
Vallisneria spiralis( L). Dense fasciculate root system with multitude of small roots
Stolon at the base, Narrow and linear leaves organized in ramets

Cyanobacteria (Microcystis aeruginosa)

Sandy, organic rich and less-oxygenated substrates
Does not form roots, attached with rhizoids

Macroalgae with a stem-like and leaf-like structure
(giant cells forming a main axis with dimorphic branches).

Chara globularis (L.)

A variety of diatoms (including Nitzschia palea), green
algae (including Chlorella vulgaris, Scenedesmus
acutus and Selenastrum carpricornutum) and
cyanobacteria

Muddy or coarse substrate
Berula erecta (Huds.)

. Dense fasciculate root system
Coville y

Stolons at the base, hollow stems, leaves with several narrow to rounded leaflets

Diatom (Nitzschia palea)
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2.2 Water column measurements

Measurements in the water column were conducted weekly to monitor environmental
conditions (temperature, pH, electric conductivity, dissolved oxygen, nutrient
concentrations and light conditions) that could influence the development of biofilm
and/or macrophytes during the experiment (see Table II). A volume of 100 mL of water
was collected weekly from each mesocosm and filtered (0.7um, Whatman GEF/F,
Maidstone, UK). The filters were kept in a coolbox in the field and then stored at -20°C
for 2 weeks prior to chlorophyll-a analysis. The filtered water was stored at 4°C for

subsequent analysis of nutrients (NHs*, NOs- and PO+*).

2.2.1 Physicochemical parameters

Temperature, pH, electric conductivity and dissolved oxygen were measured in situ with
a HQ40D multiparameter probe (HACH). Nutrient concentrations (NOs-, NHs*, and POs*
) in the filtered water were determined using standard colorimetric methods with an
automatic analyzer (EasyChem Plus, Systea). The light condition in the mesocosms was
assessed by measuring the light intensity at the air-water and the water-sediment
interfaces of each mesocosm using an LI-193 underwater spherical quantum sensor
(Licor, Lincoln, NE, USA). The percentage of light reaching the sediment surface
compared to the light intensity reaching the water surface was calculated to determine

the light penetration in each mesocosm, which is a proxy of water transparency.

2.2.2 Phototrophic development in the water column

Phytoplankton biomass was estimated by pigment analysis (chlorophyll-a). The frozen
filters were cut into small slices and immersed in 5 mL of 90% acetone. Samples were
immersed in an ice bath to avoid overheating during sonication (3x 5s, ultrasonic probe,
20 kHz) and stored for 2 h at 4°C in the dark. After incubation, the extracts were
centrifuged (4°C, 4000 rpm, 20 min) and chlorophyll-a absorbance was measured
spectrophotometrically according to the Scor-Unesco method (Unesco, 1966). The
concentration of Chla was then expressed in ug of Chla per L of water column. During
the experiment, the development of filamentous algae was observed visually in the
water column of the mesocosms. To evaluate their biomass, they were collected at tr in

each mesocosm using filter paper. Filamentous algae were weighed the day of sampling
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and after 48 h of drying at 90°C to determine their wet and dry masses per mesocosm. In
parallel, a fresh sub-sample was collected per mesocosm to determine the Chla
concentration (as described above) per wet mass of filamentous algae. Using the ratio
between wet and dry masses of filamentous algae, the biomass was expressed in mg of

Chla per mesocosm.

2.3 Measurements on macrophytes

The growth of macrophytes during the experiment was determined by measuring their
fresh and dry masses at to and tr. For each species, it was obtained by measuring the
differences between the dried masses (90°C, 48h) of macrophytes collected in the
mesocosms at tr and those of macrophyte batches of comparable size to those introduced
in the mesocosms at to. We also performed measurements at to and tr on vegetative
multiplication modalities (the number of stems and leaves for B. erecta, the number of
ramets for V. spiralis, the stem length for C. demersum and the thallus volume for C.

globularis, determined with pictures taken at to and tx.).

The photosynthetic efficiency of macrophytes was also assessed at to and tt. Macrophyte
samples were collected in each mesocosm using scissors and stored in a coolbox for
transport to the laboratory. Chlorophyll fluorescence was measured in vivo using a pulse
amplitude modulation fluorometer (model PAM 210, Hansatech instrument). After dark
acclimation of 20 min, the minimum fluorescence (Fo) was obtained upon excitation with
a weak measuring beam from a pulse light-emitting diode. The maximum fluorescence
yield (Fm) was determined after exposure to a saturating pulse of white light to close all
reaction centers. The maximum quantum efficiency Fv/Fm (= (Fm-Fo)/Fm), representing
the maximal efficiency of the photo-system II (PSII), was used as an indicator of
photosynthetic efficiency. This ratio is between 0 and a maximum value of 0.84 (<0.85)
and provides a quick and useful estimate of light reaction activity and photosynthetic

rate (Maxwell et Johnson, 2000; Ibaraki et Murakami, 2007).

2.4 Measurements on sediments and biofilm

At to and t;, 4 samples of sediment from the 0-1 cm layer were randomly collected from

each mesocosm using a cut syringe (J 23 mm). These 4 samples were pooled and
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homogenized to form a composite sample for each mesocosm. They were stored in a cool

box during transport to the laboratory within 4 hours.

2.4.1 Organic matter

Total organic carbon (TOC) and total nitrogen (TN) of the 0-1 cm sedimentary layer were
measured as an estimator of the sedimentary biofilm biomass (Gette-Bouvarot et al.,
2014a). TOC and TN were determined by high-temperature combustion of pre-acidified
dry samples (60°C, 48h) and subsequent measurement of CO: and N2 by thermal

conductometry using an elemental analyzer (FlashEA, Thermo Electron Corporation).

2.4.2 Nutrient concentrations in porewater

The concentrations of nutrients (NOs;, NH4*, and POs+*) in pore water were estimated at
the end of the experiment (tf) for each mesocosm. This analysis allowed us to evaluate
the nutrient availability in the system and the potential role of plants in nutrient
dynamics. For each mesocosm, 5 g of wet sediment was centrifuged at 4000 rpm for 20
minutes to separate the pore water from the sediment. Nutrient analysis was performed
on the supernatant with an automatic analyzer (EasyChem Plus, Systea) following

standard colorimetric methods.

2.4.3 Algal and bacterial components of the biofilm

The phototrophic biomass of the sediment biofilm was assessed by measuring Chla
content in the sediment samples. As with the measures performed on the phytoplankton,
Chla content was assessed by spectrophotometry using the SCOR-UNESCO method. The
results were expressed in pg per g of dry matter. The bacterial cell number and
membrane integrity were evaluated by direct microscopy counts after incubation of the
sediment with the fluorochromes of the BacLight™ kit for bacterial Viability
(Invitrogen). A suspension was prepared with 5g of sediment mixed with 10 mL of an
NaCl solution (0.8% m v-1) previously filtered at 0.22 pM and autoclaved. Prior to
analyses, the suspension was sonicated (ultrasound bath, 5 min, 45 kHz). A blank with
the NaCl solution was prepared to verify that no bacterial contamination had occurred
during sample processing. Staining was obtained by adding in diluted suspension a
volume of 500 uL of Syto9 and Pi, previously dissolved in 10 mL of the NaCl solution.

Incubation was performed for 20 min in the dark at room temperature. The suspension
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was then filtered on a black filter (porosity 0.22 yuM, Wathman Nuclepore®) for
microscopy reading. Bacterial counts were done under an epifluorescence microscope
(Zeiss axioskop), with excitation of fluorochromes under blue light (446 nm-500 nm).
Bacteria with membrane integrity were colored green and bacteria with altered
membrane were colored red. Thirty fields were counted per filter with a cell density
suitable for counting (30-300 bacteria per field). Bacterial cell numbers were reported per
g of dry matter. Damaged bacterial cells were reported as percentages of total bacterial

cell numbers.

2.4.4 Biofilm activities

The functional state of the biofilm was assessed by measuring hydrolytic and alkaline
phosphatase activities, and chlorophyll fluorescence on sediment samples. The
hydrolytic activity of the biofilm was assessed by the fluorescein diacetate (FDA)
hydrolysis method (Jorgensen et al, 1992). FDA presents some advantages as it is
hydrolyzed by several groups of enzymes involved in the decomposition of organic
matter (Schnurer et Rosswall, 1982). Therefore, its hydrolysis is a good indicator of
overall metabolic activity in biofilms (Battin, 1997). Samples (0.5 g fresh weight) were
placed in 3 mL of a pH 7.6 phosphate buffer solution with 0.15 mL of 4.8 mM FDA
solution. Incubation was maintained for 30 min until the fluorescein turned green,
ensuring that FDA concentration did not limit enzymatic activity. The reaction was
stopped by freezing the samples at -20°C after the addition of 3 mL of mercuric chloride
solution (200 mg L-1). Fluorescein concentration was estimated from the absorbance of
the filtered supernatant (0.45 pum, Millipore) measured at 490 nm and expressed as pmol
of FDA hydrolyzed per hour and per gram of dry matter. Alkaline phosphatase activity
(EC3.1.3.1-2) was measured using methylumbelliferyl phosphate (MUF-P, Sigma-
Aldrich), according to Romani et Sabater (1999): 1g fresh weight was incubated in the
dark at room temperature for 60 min with regular stirring after the addition of 4 mL of
autoclaved and filtered water from the aquifer, 2 mL of a buffer solution of Tris/HCI at
pH 8.3, and 0.9 mL of a 2 mM solution of MUP (the final concentration was the MUP
saturating concentration for our samples). Degradation of the MUP generated
methylumbelliferone (MUF), a fluorescent product which was assayed by fluorescence

(excitation: 355 nm - emission: 460 nm), and then expressed as pumol per hour and per
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gram of dry matter. Blanks and controls were prepared in parallel to correct non-
enzymatic hydrolysis of the substrates and the fluorescence products. Measurement of
chlorophyll fluorescence was used to determine the quality of the biofilm photosynthetic
activity, and thus its physiological state. This measurement was performed the day of
sampling, on samples stored 20 min in the dark at room temperature with the
Chlorophyll fluorometer, (model PAM 210, Hansatech instrument) used to analyze the
photosynthetic activity of macrophytes (see above). This analysis was used to obtain the
maximal photosynthesis efficiency of the sediment biofilm (Maxwell et Johnson, 2000;

Ibaraki et Murakami, 2007).

2.5 Data analysis

For the physicochemical, microbial and plant variables, measured at different times
during the experiment, we tested treatments and time effects using a repeated measures
analyses of variance (RM-ANOVA) with treatment (plant-free controls, V. spiralis, B.
erecta, C. demersum and C. globularis) as fixed factor and time as repeated factor. The
“treatment*time” interaction tested whether the treatments had contrasting influences on
the evolution of the measured variables during the course of the experiment. If
significance was detected, post hoc Tukey’s HSD tests were performed to determine
whether significant pairwise differences occurred between the start and the end of the
experiment for each treatment. For filamentous algae, bacterial abundances and
percentages of intact bacteria which were assessed at one date (tr), the difference between
treatments was determined using one-way analyses of variance (ANOVA) followed by
Tukey's HSD tests. For all the variables, the normality and the homoscedasticity of the
residues were tested using the Shapiro-Wilk test and the Levene test, respectively. When
necessary, the data were log transformed as a first step. All the statistical analyses were
performed using Statistica® V10 (StatSoft, inc) software. Significance for statistical tests

was accepted at a < 0.05.
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Table I11: Repeated measures analysis of variance (RM-ANOVA) results for the effects of treatment as fixed factor and time as repeated
factor, and their interaction.

Water column parameters were measured each week (7 times), other parameters were measured at to and t; only (see Table II).

Treatment Time Time * Treatment
F(4,17) p F (6, 102) p F (24, 102) p
P-PO,*> 1.37 0.28 1.18 0.32 1.35 0.15
N-NH,* 1.58 0.22 11.64 <0.05 1.73 <0.05
N-NO5Z 2.18 0.11 58.28 <0.05 1.41 0.12
pH 1.07 0.41 20.39 <0.05 1.31 0.19
Conductivity 1.72 0.19 67.06 <0.05 0.90 0.60
Water column Dissolved oxygen 0.60 0.66 39.75 <0.05 1.18 0.27
Temperature 2.22 0.11 740.55 <0.05 1.62 0.051
Phytoplankton 0.35 0.84 1.25 0.29 1.10 0.36
F (4, 15) p F (1, 15) p F (4, 15) p
Vertical light attenuation 1.74 0.19 13.57 <0.05 1.07 0.40
F (3, 11) p F (1, 11) p F (3, 11) p
Macrophytes Biomass 8.73 <0.05 6.62 <0.05 21.3127 <0.05
Max photosynthetic efficiency 6.48 <0.05 2.93 0.12 1.39 0.30
F (4, 15) p F(1,15) p F (4, 15) p
Total organic carbon 0.61 0.66 29.22 <0.05 2.40 0.096
Nitrogen 0.52 0.72 21.30 <0.05 1.61 0.22
Chla 1.16 <0.05 46.72 <0.05 3.08 <0.05
Sediment biofilm Max photosynthetic efficiency 3.28 <0.05 0.024 0.88 5.30 <0.05
Phosphatase alkaline activity 0.27 0.89 9.34 <0.05 1.87 0.17
Hydrolytic activity 0.74 0.58 1.19 0.29 1.27 0.32
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3. Results

3.1 Abiotic conditions

pH in the mesocosm water column increased globally during the experiment, from 9.3 +
0.2 at to to 10.1 + 0.4 at t. We also measured an increase of dissolved oxygen
concentration from 10.6 + 1.1 mg L to 15.2 + 2.5 mg L' between to and tt. The electric
conductivity fluctuated during the experimental period: it increased between to and t1
(first week) from 199 + 20 to 284 + 37 uS cm, and then gradually decreased until 149 + 14
S cm? at the end of the experiment (tf). Temporal variations in water temperature
ranged from 17.4 + 0.3 to 24.3 + 0.4°C during the experiment. Despite these temporal
variations, no significant differences in pH, dissolved oxygen concentration, electric
conductivity and temperature were detected during the experimental period between

treatments (plant-free controls, V. spiralis, B. erecta, C. demersum and C. globularis).

Nutrient concentrations (NOs, NH4*, and PO+*) in the water column decreased during
the experiment for all the treatments, and presented similar patterns in all the
mesocosms (Table III, RM-ANOVA, comparison between treatments, p >0.05). The
concentrations of P-PO«* (8.20 + 2.90 ug L), N-NOs (77.3 + 34.9 ug L*) and N-NHa* (13.1
+ 10.7 pug L") measured were relatively low. In comparison, nutrient concentrations
measured in pore water at tr were considerably higher with mean concentrations of P-
PO# (285 + 238 ug L), N-NOs (207 + 66 ug L) and N-NH4* (238 + 114 ug L) that were
respectively 35, 3 and 18 times higher than those measured in the water column. As
observed for the chemical analysis of the water column, nutrient concentrations in the
pore water were comparable for the five treatments (Table III, comparison between

treatments, p > 0.05).

Light values in the mesocosms (at the sediment surface) ranged from 20 to 130 pmol m-
s? during the experiment. Light penetration in the mesocosms decreased globally
between to and tt, but presented large variations between and within them (Figure 2A),
leading to the absence of significant difference between treatments (Table III). Visual
observations showed that this vertical light attenuation was probably associated with

algal development (both phytoplankton and filamentous algae) in the water column
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(Figure 2B). Phytoplankton concentration was relatively low with values of Chla <5ug L-
1in the mesocosms throughout the experiment, and no difference was detected either
between treatments or over time (Table III). In contrast, filamentous algae in the water
column presented strong growth for all the treatments (Figure 2B). Despite a significant
increase in all the treatments, filamentous algae content at tr was significantly lower in
the mesocosms colonized by C. globularis in comparison with the four other treatments
(Tukey’s HSD tests, p <0.05). The content of filamentous algae in the treatment with B.
erecta also tended to be lower at tr than in the control treatment, but no significant

difference was detected (Figure 2B).

A. Light penetration between the surface and the

us bottom of the mesocosm

40 -
35 - mt
30 -
25 -
20 A
15 -
10 -

Light penetration (%)

Control | B | \" | C | Ch
B. Chlorophyll content of algae in the water column
14 A

12 4

10

Chla (mg per mesocosm)
o

Control B \' C Ch

FIGURE 2: Light penetration in the mesocosms (A) and chlorophyll-a content in the water column,
including both phytoplankton and filamentous algae (B) between to and tffor mesocosms colonized by
Berula erecta (B), Vallisneria spiralis (V) Ceratophyllum demersum (C), Chara globularis (Ch) and

control.
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3.2 Growth and photosynthetic efficiency of macrophytes

Macrophytes exhibited different abilities to grow under our experimental conditions
(Figure 3A, Table III, interaction “time” and “treatment” for macrophyte biomass).
Significant growth of V. spiralis was observed since biomass multiplied by around 2.1
between to and t;, and the average number of runners increased almost 10-fold. C.
globularis followed the same trends (biomass multiplied by around 2.3, and the volume
occupied multiplied by around 5). In contrast, B. erecta presented a loss of biomass and
the leaf area decreased by about 70% between to and ti. The biomass and stem length of
C. demersum were comparable between to and t:.

At to, the maximal photosynthetic efficiencies of the macrophytes were comparable
between treatments (Figure 3B). On the contrary, at t, the average maximal fluorescence
ratio of V. spiralis increased to the maximum theoretical value of 0.84 (Maxwell et
Johnson, 2000) for each replicate whereas it decreased for B. erecta and C. demersum, and
remained stable for C. globularis (Tukey's HSD tests only detected a significant difference
between V. spiralis and B.erecta treatments at tr). All these observations were consistent
with biomass changes and showed that V. spiralis and C. globularis acclimatized well

whereas B. erecta coped poorly with the conditions occurring in the mesocosms.
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A. Macrophytes fresh biomass
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FIGURE 3: Biomass and maximal photosynthetic efficiency between to and tf for the 4 macrophytes:

Berula erecta (B), Vallisneria spiralis (V) Ceratophyllum demersum (C) and chara globularis (Ch).

Significant differences for a treatment between to and tr (Tukey’s HSD tests) are indicated with a star

on the bar charts.
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3.3 State of sediment biofilm

Sediment biofilm was characterized before and after the 6-week experimental period
with the exception of bacterial abundance which was assessed only at the end of the
experiment. The initial characteristics of the biofilm were comparable in all the

mesocosms (Figure 4, treatment effect at to, p > 0.05).

After 6 weeks exposure to macrophytes, total organic carbon (TOC) decreased in all the
sediment samples (Figure 4A, Table III). Tukey's HSD tests indicated significant
decreases of TOC during the experiment for V. spiralis and C. globularis treatments
(p <0.05). In contrast, total organic carbon remained constant in the control mesocosms.
Chlorophyll-a content (representing the phototrophic biomass) decreased in all the
mesocosms during the experiment but this decrease was higher (73%) and significant for
V. spiralis and C. globularis treatments (Figure 4B — Tukey's HSD tests; p <0.05). At the
end of the experiment, the total numbers of bacterial cells in B. erecta, C. demersum and
the control mesocoms were comparable (Figure 4C, 4.5 10° cells per g of dry matter,
Tukey's HSD tests p > 0.05). In contrast, the total number of bacterial cells tended to be
lower in V. spiralis and C. globularis treatments than in the controls, although Tukey's
HSD tests did not conclude in significant differences. Most bacteria (between 75 and 86%
of the total bacterial cells) were intact (cells with membrane integrity) without significant
differences in percentages of intact/damaged bacteria betweeen treatments (ANOVA,
p > 0.05). We detected no difference between treatments for microbial phosphatase and
hydrolytic enzymatic activities (Figure 4D and 4FE, Table III; p > 0.05). Hydrolytic activity
remained constant over time while phosphatase decreased globally in all the treatments
without significant differences in decrease between them (Table III, interaction “time” x
“treatment”, Tukey's HSD tests, p>0.05). Chlorophyll fluorescence measurements
showed that the maximum photosynthetic efficiency of the sediment biofilm (Figure 4F)
decreased significantly between to and tr in the treatment with V. spiralis, while it
remained comparable between to and tr in the other treatments (Table III, significant
interaction “time” x “treatment”). At the end of the experiment, the maximum
photosynthetic efficiency of the biofilm associated with V. spiralis was also significantly
lower than in the other treatments with plants (p <0.05) and tended to be significantly

lower than in plant-free control (p = 0.056).
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FIGURE 4: Biofilm structure and function between to and tfin mesocosms without plant (Control) or

colonized by Berula erecta (B), Vallisneria spiralis (V) Ceratophyllum demersum (C) or Chara

globularis (Ch). Figure C presents the total number of bacteria (including viable and damaged cells),

related to measurements carried out only at t. For each treatment, significant differences between to

and tr (Tukey’s HSD tests) are indicated with a star on the bar charts.

ot

These Morgane GETTE-BOUVAROT

164




Septembre 2014

Chapitre 3 — Résultats & Discussion

4. Discussion

4.1 Ability of macrophytes to grow under our experimental

conditions

The growths of the four species differed considerably under our experimental
conditions: V. spiralis and C. globularis increased their mean fresh biomass by 100%
during the course of the experiment while C. demersum did not grow significantly and B.
erecta lost 70% of its biomass. In spite of a marked temporal evolution of physicochemical
parameters, our results showed that the entire experiment was performed under
comparable abiotic conditions for all the treatments. Thus all the plants benefited from
the same environmental conditions for development. In addition, the nutrient
concentrations (NOs, POs* et NH4") measured in the interstitial water were theoretically
sufficient to maintain the growth of the selected species which are known to grow easily
under oligotrophic conditions (Bornette et al., 2001; Lemoine et al., 2012). Despite this
selection, we recorded a marked senescence of B. erecta during the experiment (reduction
of biomass and chlorophyll fluorescence, which is an indicator of plant physiological
state). This observation could be explained by the fact that B. erecta has a developed root
network, intolerant to hypoxia. Indeed, this species can survive only in sediments
sufficiently oxygenated through groundwater flows (Paal et al., 2007). However, our
mesocosm systems undergo little renewal and the relatively high NH4" concentrations
measured in the interstitial water during the experiment pointed towards hypoxic
conditions in the sediment (Navel et al., 2011) that B. erecta was unable to tolerate. It is
noteworthy that C. demersum also presented a slight decrease in its photosynthetic
efficiency and a lack of growth during the experiment (Figures 3A and 3B), indicating
the relatively poor acclimation of this species to the experimental conditions in

comparison with C. globularis and V. spiralis.

4.2 Effects of macrophytes on biofilm biomass

In relation to the capacity of plants to grow in our experimental systems, only species
whose development was significant (i.e. V. spiralis and C. globularis) reduced significantly

the biomass of the benthic biofilm during the experiment. Indeed, total organic carbon,
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the indicator of the global biomass of the benthic biofilm, fell significantly during the
experiment in the mesocosms associated with these two species, whereas it remained
constant in the controls without plants. This result may be explained by the fact that
macrophytes can promote the oxygenation of the substrate in which they live via root
aeration (Lemoine et al., 2012), thereby favoring the decomposition of organic matter in
sediments by microorganisms (Mermillod-Blondin et Lemoine, 2010). Nonetheless, this
process of stimulating the organic matter decomposition by root re-oxygenation does not
appear likely in our study because (1) C. globularis does not have any roots and (2) the
loss of biomass observed for the V. spiralis and C. globularis treatments was mostly
related to the reduction of the algal biomass of the biofilm. Indeed, the presence of these
two species reduced sediment chlorophyll-a content between to and t, by 73%, whereas
this reduction was only 42% for the control treatments without plants (Figure 4B).
Furthermore, the decreases recorded for C. demersum and B. erecta (32% and 52%
respectively) were lower and comparable to those observed in the controls. The fact that
these latter two plants did not grow, and even lost biomass during the experiment,
appears to explain why they had no effect on the biofilm, in spite of effects being
demonstrated for these two species on several microalgae included in biofilm

composition (Hu et Hong, 2008).

In addition, the biomass loss of the benthic biofilm in the mesocosms associated with V.
spiralis and C. globularis was also apparently linked with a loss in bacterial biomass,
which for these treatments was on average half that of the others (Figure 4C). However,
it would be premature to conclude on a direct effect of these two species on the bacterial
component of biofilms as these differences could simply be due to a reduction of algal
exudates. Indeed, it has been shown in the laboratory and in different natural
environments (intertidal sediments, lakes, streams, etc.) that exudates originating from
photosynthetically active algal cells were a major source of autochthonous organic
carbon, easily assimilated by heterotrophic bacteria (Iturriaga et Hoppe, 1977; Cole, 1982;
Haack et McFeters, 1982; Goto et al., 2001). Therefore, a reduction in bacterial numbers
may also be explained by the inhibition of heterotrophic bacterial growth in response to
the reduction of primary production. Finally, our results permit concluding on the

inhibitive effect of the V. spiralis and C. globularis treatments on the algal component of
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benthic biofilm, to which is associated either directly or indirectly an effect on its

bacterial component.

In addition to the effects measured on benthic biofilm, C. globularis was also capable to
limit algal growth in the water column since the mesocosms associated with this
treatment presented 5 to 10 times less algal development than that of the other
treatments, with and without plants (Figure 2B). Regarding this point, our results concur
with those of the study performed by Van Donk et Van de Bund (2002) which showed
that Characaea can have an inhibitive effect on certain freshwater phytoplanktonic green
algae. Moreover, a large number of studies have shown that the presence of Characaea is
often linked to low phytoplanktonic biomass (Gopal et Goel, 1993; Barko et James, 1997;
Van Donk et Van de Bund, 2002). Thus, in addition to an effect on the algal component of
sediment biofilm, we can conclude on the effect of C. globularis on algae growing in the

water column.

4.3 Mechanism by which plants inhibit biofilm development

The interactions between plants and microorganisms in aquatic environments are
complex as they depend on numerous factors. In the literature (Sand-Jensen et Borum,
1991; Jasser, 1995; Scheffer, 1999; Rojo et al., 2013), the authors explain that the influence
of macrophytes on algal communities depends on several mechanisms including the
competitions for light and/or for nutrients, and the excretion of allelopathic compounds.
In addition, Scheffer (1999) and Rojo et al. (2013) mentioned the indirect effects of
submersed macrophytes on algal biomass by enhancing grazing, since the presence of
plants provides ecological niches for many grazers. Our experimental approach in
mesocosms permitted controlling some of these factors, including indirect effects such as
grazing. We took care not to introduce invertebrates into the mesocosms during the
experiment, by rinsing the plants beforehand, and by installing mosquito nets to prevent
natural inputs. We also ensured similar lighting conditions between systems in order to
compare reductions of light (light penetration) in each mesocosm. Since the competition
for light is certainly the most important factor for the distribution of phototrophic
organisms (Sand-Jensen et Borum, 1991), shade could be expected as a main factor
explaining the reduction of the algal biomass of the benthic biofilm for the V. spiralis and

C. globularis treatments. However, the lowest reductions of light penetration between to
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and t (10-20%) were measured on the treatments associated with the strongest effects on
the benthic biofilm. On the contrary, the control treatment characterized by the largest
biomass of benthic biofilm at the end of the experiment presented the highest reduction
of light (42%) between to and t¢ (Figure 2B). This strong attenuation mainly appears to be
linked to algal development in the water column. To sum up, the fact that the
macrophytes that had the strongest effect on the benthic biofilm were associated with the
lowest reduction of luminosity proves that the effect of shade was not the main
mechanism by which C. globularis and V. spiralis acted on the algal component of the
benthic biofilm. In conclusion, the inhibiting effect of these two species can certainly be

explained by allelopathic effects.

4.4 Allelopathy of selected macrophytes

All the species selected could produce allelopathic effects, with differences in order of
magnitude, depending on macrophyte species, target organisms and environmental
conditions (Korner et Nicklisch, 2002; Gross et al., 2007; Hu et Hong, 2008; Xiao et al.,
2009). The inhibition of planktonic and epiphytic algae by the release of allelopathic
algicidal compounds by C. globularis has already been highlighted several times in the
literature (Wium-Andersen et al., 1982; Van Donk et Van de Bund, 2002; Mulderij et al.,
2003; Berger et Schagerl, 2004). For example, Wium-Andersen et al. (1982) showed that
two compounds excreted by C. globularis (4-methylthio-1,2-dithiolane and 5-methylthio-
1,2,3-trithiane) could reduce the growth of epiphyte diatoms and the phytoplanktonic
fraction. C. demersum is also recognized as a very allelopathically active species (Korner
et Nicklisch, 2002), although it did not appear to exert an effect in our experiment.
However, V. spiralis has been given much less attention and, to our knowledge, only
Xian et al. (2006) identified an inhibitive effect on planktonic cyanobacteria. This study
also showed less marked inhibitive effects of extracts of V. spiralis compared to extracts
of C. demersum on cyanobacteria. Our results differed somewhat since V. spiralis exerted a
stronger effect than C. demersum on benthic biofilm in our mesocosms. In addition to the
experimental conditions, the targeted inhibition of certain components of the biofilm by
the presence of C. demersum may explain why there was no reduction of total algal
biomass in the mesocosms associated with this species in our study. Indeed, Jasser (1995)

showed that the presence of single individuals or extracts of C. demersum led to a
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decrease of cyanobacteria biomass without however affecting the total algal biomass
supported by green algae. Also, specific measures would certainly have detected a
change in the composition of algal communities in the mesocosms associated with C.
demersum. Lastly, regarding B. erecta, although the mesocosms associated with this
species did not show any effect on the benthic biofilm, this species tended to reduce the
algal development in the water column in comparison with the control, C. demersum and
V. spiralis treatments. It is possible to associate this trend to an indirect effect due to the
senescence of B. erecta, and the associated release of inhibiting compounds for algae in
sediments and/or in the water column. This inhibitory effect has been already observed
during the litter decomposition of certain terrestrial species (Jobidon et al., 1989; Nothrup

et al., 1995).

4.5 State of photosystem II

From a functional viewpoint, our results indicated an effect of V. spiralis on the
maximum photosynthetic efficiency of the sediment biofilm, since the fluorescence
values recorded for the biofilm associated with this plant were significantly lower than
those of the other treatments at t: (Figure 4F). The inhibition of the photosystem II
activity has been attributed to an allelopathic effect in many studies (Leu et al., 2002;
Gross, 2003; Zhu et al., 2010). It is therefore possible to attribute the reduction of the
photosynthetic efficiency of biofilm to an allelopathic effect of V. spiralis on the
photosystem II activity of the algae composing the benthic biofilm. Moreover, an
additional analysis in linear regression indicates that the quantum yield of biofilm was
negatively and significantly correlated to the quantum vyield of the associated
macrophyte (R=-0.48; p < 0.05). This correlation suggests that the better the physiological
condition of the macrophyte, the stronger its inhibitive effect on the sediment biofilm.
This interpretation concurs well with our plant growth results which indicate a close link
between the capacity of plants to acclimatize in mesocosms and their action on benthic

biofilm.

4.6 Enzymatic activities

In spite of the reduction of the biomass of the benthic biofilm for two of the four species

studied, no effect was observed for hydrolytic enzymatic and alkaline phosphatase
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activities between to and tr, whatever the treatment considered (Figures 4D and 4E).
However, the inhibition of enzymatic activities, especially that of alkaline phosphatase,
is a mode of action of a large number of allelopathic compounds (Nakai et al., 2000;
Gross, 2003). The absence of link between the loss of biofilm biomass during the
experiment and its activity appears to stem from a physiological modification of the
biofilm, as the cells composing the biofilm were on average more active at the end of the
experiment. It is possible that the benthic biofilm benefited from the degeneration of a
part of its algal component and the release of macromolecules during the lysis of algal
cells to increase its hydrolytic enzymatic potential per cell / biomass (Middelboe et al.,
1995). Furthermore, alkaline phosphatase activity is not only dependent on allelopathic
effects since it is largely regulated by the availability of phosphorous in ionic form, PO4*
(Chrost, 1991). Indeed, Chrést et Overbeck (1987) showed that alkaline phosphatase
activity (APA) was highest for P-PO4*- concentrations lower than 10 pg L. Moreover,
under phosphorous limiting conditions the proportion of bacteria presenting
phosphatase activity tended to increase as much as photosynthesis decreased, as
explained by Espeland et Wetzel (2001). Under our experimental conditions, the low
concentrations of P-PO+* (average of 8.2 ug L) probably stimulated APA, masking a
potential allelopathic effect of plants on this activity. The last explanation that can be
proposed for the stability of enzymatic activities during the course of the experiment is
the conservation of enzymes in the biofilm matrix and the maintenance of enzymatic
activities despite the degradation of the cells (Thompson et Sinsabaugh, 2000). For
example, the enzymes ensuring extracellular phosphatase activity can be released into
the medium during the degradation of the cell to which they were bound, and maintain
a high level of activity for several days (Jansson et al., 1988). Thus enzymatic activities
depend on many factors with positive or negative effects that can counteract, explaining
the maintenance of activities during the experiment despite a significant reduction of

algal biomass.

5. Conclusion

The objective of this study was to evaluate whether the presence of macrophytes could

inhibit the growth of benthic biofilms developing in infiltration systems, through
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allelopathic and shade effects. Our results permitted to confirm literature data showing
an effect of Chara globularis (L.) on planktonic algae (Van Donk et Van de Bund, 2002),
with in addition significant effects of this species on the structure of the benthic biofilm.
We also highlighted the effects of Vallisneria spiralis (L.), a species hitherto little studied.
Our measures clearly revealed that this species had an inhibitive effect on the global
structure of sediment biofilm, especially on its algal biomass, undoubtedly linked to
effects on photosystem II. To our knowledge, these results are the first to reveal the
allelopathic effects of macrophytes on the algal component of benthic biofilms.
Regarding the bacterial component, our measures did not allow dissociating direct
effects from indirect ones, thereby pointing towards the need to better understand algal-

bacterial relations in future experiments.

Furthermore, during our experiment, only two of the four plants were able to develop
and affect the development of benthic biofilm, but this does not mean that Berula erecta
(Huds) Coville and Ceratophyllum demersum (L.) have no effect on biofilm under other
environmental conditions. Ceratophyllum demersum (L.) is recognized as being an active
allelopathic species in the literature (Gross et al., 2003; Hilt et Gross, 2008), with in
particular inhibitive effects on cyanobacteria (Jasser, 1995; Xian et al., 2005). Our
measures, performed on global variables, did not lead to such observations but, to better
target the effects, it would be interesting to complete our results with specific measures

on the composition of algal communities.

Finally, our results confirm the existence of ecological relationships between allelopathic
macrophytes and benthic biofilm in a partially controlled environment at intermediate
experimental scale. This work shows the potential influence of aquatic plants on benthic
microbial communities in photic aquatic ecosystems (alluvial plains, shallow lakes,
wetlands, etc.). These results must nonetheless be validated at a more realistic scale by
carrying out in situ tests to verify these allelopathic potentialities structuring benthic
communities, with the objective to develop simple techniques for improving the
management of artificial structures such as infiltration systems and artificial wetlands.
Indeed, on the one hand macrophytes appear capable of limiting the growth of certain
algal species and especially cyanobacteria. Such effect could be of great interest in

infiltration systems intended to recharge aquifers and for water treatment since the
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production of toxins by some species represents a risk for health. On the other hand it
will be possible to use macrophytes to limit clogging in structures, as they can reduce
biofilm density at the water-sediment interface, while maintaining enzymatic activities
capable of degrading organic loads. The latter point is of great interest regarding the
quality of infiltrated water. Thus, the new step will be to test, under operational
conditions (in infiltration basins), the influence of plants on the hydraulic conductivity in

sediments and also on the quality of the infiltrated water.
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lll. Interactions biofilms — macro-organismes et

conséquences sur l'infiltration (article 3)

Cet article présente les protocoles et résultats de la premiere expérience et vise a répondre aux

questions suivantes :

(i) Quels effets des traitements biotiques (introduction de macro-organismes) et abiotique

(ombrage) ont-ils sur le développement des biofilms benthiques phototrophes en

conditions naturelles ?

(i) Quelles conséquences sur les parameétres hydrodynamiques du milieu support

d’infiltration ?
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L'ingénierie écologique comme solution au colmatage biologique
des ouvrages d’infiltration ? Une étude expérimentale de terrain
couplant mesures biologiques et mesures d’infiltration.

Morgane GETTE-BOUVAROT, Florian MERMILLOD-BLONDIN, Laurent LASSABATERE, Damien
LEMOINE, Cécile DELOLME, Laurent SIMON, Laurence VOLATIER

UMR5023 LEHNA, Université de Lyon, CNRS, INRA, Université Claude Bernard Lyon 1, ENTPE, rue Maurice Audin, F-69518,
Vaulx-en-Velin, France.

Les systemes d'infiltration sont de plus en plus utilisés dans les zones urbaines, a plusieurs
fins telles que la prévention des inondations ou la recharge des nappes souterraines.
Cependant, leur fonctionnement est souvent affecté par le colmatage qui conduit a une
diminution des capacités d’infiltration et a une altération potentielle de la qualité des eaux
infiltrées. Dans une précédente étude, nous avons montré que la biomasse phototrophe de
biofilms développés au niveau de la couche superficielle des systemes d'infiltration peut
considérablement réduire sa perméabilité. Par conséquent, il apparait crucial de contrdler la
croissance et la densité du biofilm pour maintenir les performances des supports
d’infiltration. La présente étude vise a tester les effets de différents facteurs biotiques
(broutage, bioturbation, allélopathie) et abiotique (ombrage) sur le développement du
biofilm et sur les propriétés hydrauliques associées, ceci dans un bassin d'infiltration dédié a

la recharge de I'aquifere.

Trente encagements benthiques ont été mis en place in situ pour tester les effets des 4
traitements et d’un contrdle sur le biofilm développé a l'interface eau/sédiment du bassin.
Un échantillonnage de la couche superficielle (0-1 cm) a été réalisé dans chaque encagement
au début et la fin de l’expérience, d'une durée de 38 jours. Nous avons couplé une
caractérisation biologique des sédiments (matiére organique, biomasse algale, abondances
bactériennes, activités enzymatiques microbiennes, efficacité photosynthétique) avec des
mesures de conductivité hydraulique in situ via la « falling head method » Nos résultats ont
montré que certains traitements pourraient réguler la croissance du biofilm benthique et
améliorer le taux d'infiltration. Ainsi, les encagements contenant des gastéropodes V.
viviparus d’une part et le macrophyte V. spiralis d’autre part ont montré un maintien, voire
une augmentation de perméabilité, alors que cette derniere a fortement diminué dans les
encagements témoin au cours de l'expérience. Ces résultats sont tres prometteurs pour le
développement futur de procédés écologiques pour prévenir le colmatage dans les systemes
dédiés a l'infiltration. A notre connaissance, cette étude est la premiere a mettre en évidence

un tel potentiel dans des conditions de terrain.

Mots clés : Bassins d’infiltration, Colmatage, Ingénierie écologique, Biofilm phototrophe,

Broutage, Macrophytes, Bioturbation.
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I. Introduction

Les bassins d’infiltration sont des ouvrages artificiels congus pour infiltrer d'importants
volumes d'eaux de surface dans des sols ou des dépots sédimentaires tout en permettant
la rétention de potentiels polluants et la biodégradation de leur charge organique. D'un
point de vue économique et environnemental, ils représentent une alternative
intéressante au systeme classique du tout réseau. De fait, ils sont de plus en plus utilisés
en milieux urbains ou la réduction des eaux de ruissellement d’une part, et la recharge
des nappes phréatiques d’autre part, sont clairement devenues des priorités pour
promouvoir une gestion intégrée de l’eau. Toutefois, le fonctionnement des bassins
d’infiltration est régulierement affecté par des problemes de colmatage qui conduisent a
une diminution des capacités d’infiltration et a une altération potentielle de la qualité des
eaux infiltrées (Langergraber et al., 2003; Dechesne et al., 2004). Aussi, la prévention de ce
risque devient-elle un enjeu majeur pour garantir la viabilité et la pérennité de ces

ouvrages.

Le colmatage des bassins d’infiltration peut-étre lié au développement biologique sous
forme de biofilm, qui entraine une diminution de la perméabilité du support
d’infiltration suite a une réduction de la porosité et/ou a la formation d'un tapis
colmatant a I'interface eau/sédiment. (Baveye et al., 1998; Thullner et al., 2002b; Mauclaire
et al., 2004; Zhao et al., 2009; Knowles et al., 2011). Les biofilms qui se développent dans
les bassins d’infiltration sont des assemblages microbiens composés d’organismes
unicellulaires et/ou pluricellulaires, qui appartiennent a différents niveaux trophiques :
des producteurs primaires (algues, cyanobactéries) et des organismes hétérotrophes
(bactéries) (Wood et Bassett, 1975; Katznelson, 1989; Goldsborough et Robinson, 1996;
Kostel et al., 1999). La présence du biofilm est nécessaire dans les bassins car il joue un
role primordial dans les processus épuratoires des eaux infiltrées (Stevik et al., 2004;
Chen et al., 2009) ; en revanche, sa biomasse ne doit pas devenir trop abondante pour
garantir les performances hydrauliques des ouvrages Dans une précédente étude, nous
avons mis en évidence I'importance des biofilms phototrophes, développés au niveau de
la couche superficielle des systemes d'infiltration ; dans les processus de colmatage ; avec

un effet seuil de la biomasse algale sur les propriétés hydrodynamiques des sédiments
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(Gette-Bouvarot et al., 2014a) Au vu de ces observations, il apparait nécessaire de
proposer des solutions permettant de limiter la croissance et la densité des biofilms

phototrophes développés a l'interface eau/sédiment.

La biomasse des biofilms est controlée par des facteurs biotiques et abiotiques
conduisant a des processus d’accrétion et/ou de perte. La croissance, donc
'épaississement, des biofilms est ainsi favorisée par 1’accessibilité a la lumiere et aux
nutriments alors qu’elle est peut étre limitée par des interactions biotiques telles que le
broutage, la bioturbation, la compétition ou l'allélopathie. L’effet du broutage est
clairement déterminant sur les caractéristiques des biofilms benthiques et de nombreuses
études mettent en avant une réduction significative de la composante algale en présence
d’invertébrés herbivores (Feminella et Hawkins, 1995; Steinman, 1996). Selon la synthese
bibliographique de Hillebrand (2009), cette réduction est en moyenne de 59% et peut
atteindre jusqu’a 99%. Quant a l'activité de la faune bioturbatrice, celle-ci tend a
remanier les sédiments par la création de sillons et de galeries, ce qui entraine non
seulement une destructuration du biofilm, donc des pertes par détachement, mais
également une augmentation de la porosité des sédiments donc de leur perméabilité
(Nogaro et al., 2006; Nogaro et al., 2009), ainsi que des modifications des flux de
nutriments et des processus microbiens (Wallace et Webster, 1996; Nogaro et al., 2008).
Les relations de compétition pour l'acces a la lumiere, aux nutriments et a 'espace
concernent les interactions entre les micro-organismes au sein du biofilm (Cole, 1982;
Romani et Sabater, 1999) de méme que les interactions avec les organisme extérieurs au
biofilm, notamment le phytoplancton et les macrophytes (Sand-Jensen et Borum, 1991).
Les interactions entre les phototrophes comprennent également les processus
allélopathiques, c'est-a-dire la libération de composés par un organisme « source »,
pouvant inhiber la structure ou l'activité d’un organisme « cible » (Van Donk et Van de
Bund, 2002; Gross, 2003). Nous avons ainsi montré dans une précédente étude que
certaines macrophytes pouvaient diminuer significativement la biomasse de la
composante phototrophe de biofilms benthiques via des effets allélopathiques (Gette-
Bouvarot et al., 2014b).

L’objectif de ce travail est de tester les effets de facteurs biotiques (broutage,

bioturbation, allélopathie) et abiotique (ombrage) sur la croissance et le fonctionnement
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de biofilms, d"une part, et sur la conductivité¢ hydraulique du support d’infiltration
d’autre part. Ces différentes conditions expérimentales ont été mises en ceuvre via des
encagements implantés in situ. Cinq traitements ont été testés : (i) un invertébré agissant
comme brouteur : le gastéropode Viviparus viviparus (Hockelmann et Pusch, 2000; Liess
et Kahlert, 2007; Jakubik, 2009) ; (ii) un invertébré bioturbateur, susceptible de modifier
les flux de nutriments ainsi que la structure du sédiment : le ver tubificidé Limnodrilus
hoffmeisteri (Mermillod-Blondin et al., 2001; Mermillod-Blondin et al., 2003); (iii) un
macrophyte susceptible d’inhiber la croissance du biofilm wviz une activité
allélopathique : Vallisneria spiralis L. (Gette-Bouvarot ef al., 2014b) ; (iv) un ombrage pour
limiter le développement de la composante phototrophe du biofilm (Stevenson, 1997), et
(V) un traitement « controle » permettant de suivre 1'évolution du systeme au cours de
l'expérience d'une durée de 38 jours. En début et en fin d’essai, les sédiments ont été
caractérisés (matiere organique, sucres, protéines, biomasse algale, abondances
bactériennes, activités enzymatiques microbiennes et efficacité de la photosynthese) et le
niveau de colmatage évalué par une estimation de la conductivité hydraulique a
saturation via des tests d’infiltration. Concretement, nous supposons qu'un ou plusieurs
des traitements réalisés pourraient réguler la croissance du biofilm, et ainsi améliorer
l'infiltration. Cette étude permet ainsi d'une part de mieux appréhender les interactions
existant entre les différentes composantes du compartiment biologique des sédiments et,

d’autre part, d’ouvrir des perspectives en termes de gestion des ouvrages d’infiltration.
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II. Matériels & Méthodes

I1.1 Design expérimental

Site d’étude : le site retenu est le champ captant de Crépieux-Charmy situé au Nord-Est
de I'agglomération lyonnaise et destiné a la production d'eau potable : c’est le plus grand
champ de captage en Europe (375 hectares, 1 280 000 habitants alimentés). La nappe
alluviale y est réalimentée a partir d'eau pompée dans un ancien bras du Rhone et
infiltrée au niveau de plusieurs bassins d’infiltration. Nous avons sélectionné 1'un des
bassins du site qui présentait un niveau de colmatage biologique intermédiaire pour
tester les effets des traitements présentés, la conductivité hydraulique a saturation
moyenne mesurée dans le bassin lors de nos essais étant de 4.5 10° m s contre 3.5 10~

m s lors de la mise en place du support en 2009, donc sans biofilm.

Prélevements et préparation des organismes : Des individus de Viviparus viviparus (taille
>1 cm) et de Vallisneria spiralis ont été prélevés dans une l6ne du Rhone en amont du site
d’étude. Les vers tubificidés provenaient d'un élevage (Grebil Pere & Fils, Arry, France)
et ont été déterminés par Michel Creuzé des Chatelliers (UMR CNRS 5023, LEHNA).
L’ensemble des organismes a été acclimaté aux conditions expérimentales pendant les 15
jours précédents le début de 1'expérience dans des bacs (250L) remplis de sédiments (10
cm) et d’eau provenant des bassins. Pour chacune des especes, 6 lots de biomasses
équivalentes ont ensuite été réalisés pour étre introduits dans les encagements,
correspondant a une densité d’environ 100 individus m? pour Viviparus viviparus et
Vallisneria spiralis et de 12 000 individus m? pour Limnodrilus hoffmeisteri, ceci pour

simuler des densités réalistes de terrain (Martinet et al., 1993; Liess et Kahlert, 2007).

Description des encagements : les encagements consistaient en des cylindres en acier
inoxydable (316L) d'un diametre de 30 cm et d"une hauteur de 14 cm, enfoncés d’environ
11 cm dans le sédiment du bassin d’étude [Figure la et 1b]. Ces systemes ont été
disposés au centre du bassin, afin d’éviter les apports dus a la végétation et les effets de
bord liés aux conditions limites pour les mesures d’infiltration. Pour éviter la fuite des
gastéropodes, des filets blancs d'une maille de 0.5 cm ont été fixés a la surface des

cylindres en inox, ainsi que sur 3 des 6 encagements correspondant aux traitement

Thése Morgane GETTE-BOUVAROT 183



Septembre 2014

Chapitre 3 — Résultats & Discussion

controles pour vérifier I’absence d’effet lié a ce dispositif. Des disques en inox perforé de
maille 0.05 mm permettant le passage de I'eau mais réduisant la lumiere a 10% de sa
valeur initiale ont été installé sur les encagements correspondants au traitement

« ombrage » [Figure 1c].

water column 30 cm
< >

1: 3cm

14 cm

sediment

Figure 1 : design des encagements : schéma d'un encagement (a), photo d'un traitement controle (b), photo

d’un traitement ombrage (c)

Déroulement de 'expérience : le temps to correspond a la mise en place des traitements, le
1er octobre 2013. Les 6 réplicats de chaque traitement ont été aléatoirement répartis parmi
les 30 encagements installés dans le bassin. Les systemes ont ensuite été laissés dans le
bassin pendant une durée de 38 jours, le temps final étant le 7 novembre 2013. Pendant
I'expérimentation, la hauteur d’eau dans le bassin a fluctué entre 20 et 180 cm, ce qui

correspondait aux conditions de fonctionnement habituelles.
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I1.2 Mesures d’infiltration « falling head method »

Mesures in situ: Des mesures d’infiltration ont été réalisées dans chacun des
encagements mis en place dans le bassin en eau, au début et a la fin de I'expérience,
selon la « falling head method » (Rodgers et Mulqueen, 2006; Pedescoll et al., 2009;
Pedescoll et al., 2011). La hauteur d’eau dans le bassin a été systématiquement
enregistrée avant chaque essai et était comprise entre 20 et 50 cm. Un tube gradué
(@5 cm, h100 cm) a été inséré a une profondeur d'environ 5 mm dans le sédiment
pour assurer l'étanchéité du contact entre tube et sédiment, et éviter toute perte
latérale. De l'eau a ensuite été versée dans le tube jusqu'a atteindre le bord supérieur,
au temps zéro de la mesure. Pour chaque centimetre parcouru par l'eau, les temps
successifs ont été enregistrés afin d’obtenir un jeu de données permettant de tracer
une courbe d'infiltration I(t). Cette mesure a été répétée 5 fois dans chaque
encagement a to et t,, pour obtenir un total de 300 essais (5 essais x 30 encagements x

2 temps).

Estimation de la valeur de la conductivité hydraulique a saturation (Ks): La procédure
suivante de normalisation a été réalisée afin de s’affranchir des conditions

expérimentales :
h—h
peo= M0 (1)
hini - hO

Avec h, la pression de surface dans le tube, hiui, pression de surface a t = to (hauteur
d’eau dans le tube), et ho, la pression de surface a I'équilibre (hauteur d’eau dans le
bassin au moment de I’essai). Sur la base des travaux de Pedescoll ef al. (2009) et de
I'équation (1), une étude numérique démontre que la conductivité hydraulique a
saturation peut étre dérivée de I'évolution temporelle de h*:

; 1n<h;(t)> @

Ks =

Ou F est un facteur dépendant uniquement de la géométrie du dispositif expérimental.

Dans ce contexte, La pente p obtenue par régression linéaire sur In(h*)=f(t) permet alors
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d’estimer le coefficient Ks pour chaque essai réalisé. Etant donnée la variabilité des
conditions initiales de perméabilité dans les différents encagements, les résultats seront
exprimés par le ratio entre l'infiltration mesurée a tr et to dans chaque encagement, c'est-a-

dire par un taux d’évolution de K.
I1.3 Mesures réalisées sur la colonne d’eau

Afin de détecter tout changement des conditions abiotiques pouvant influencer le
développement des communautés microbiennes du biofilm, le pH, la température, la
conductivité et l'oxygénation de la colonne d’eau ont été mesurés de maniere
hebdomadaire au moyen d’une sonde multiparamétrique HQ40D (HACH). Des
échantillons d’eau du bassin ont également été prélevés de maniére hebdomadaire au
moyen d’'une seringue et un volume d’eau de 40 mL a été filtré a 0.7 um (filtre Whatman
GF/F, Maidstone, U.K.) directement sur le site. L’eau filtrée a été stockée a 4 °C pour le
dosage ultérieur de la concentration en nutriments (NOs;, NH4* et PO4+%). Ces mesures ont
été réalisées a l'aide de méthodes colorimétriques classiques par un analyseur automate
Easychem plus (Systea, Anagni, Italia). Le carbone organique dissous a été déterminé a
partir d’échantillon pré-acidifiés et bullés a 'Oz pour supprimer le carbone inorganique.
La mesure a été effectuée par oxydation thermocatalytique (850°C) et détection
infrarouge du CO: dégagg, a 'aide d'un analyseur de carbone Analytik Jena multi/NC®
3100.

I1.4 Caractérisation des sédiments

Echantillonnage: La couche superficielle (0-1 cm) de sédiments a été échantillonnée pour
chaque encagement a to et tt au moyen d’'une seringue coupée (diametre 23 mm). 10
prélevements ont été aléatoirement réalisés dans chaque encagement puis regroupés et
homogénéisés afin de constituer un échantillon représentatif. Des sous-échantillons
destinés aux mesures de biomasse algale et physico-chimiques ont été stockés en glaciere
avant congélation au laboratoire dans les 4 heures. Des échantillons de plantes et de
biofilm ont également été prélevés a to et tr a I’aide de ciseaux et d"une pince a épiler, puis
stockés a 'obscurité et a température ambiante jusqu’au laboratoire ou des mesures de

fluorescence chlorophyllienne ont été effectuées le jour méme.

Thése Morgane GETTE-BOUVAROT 186



Septembre 2014

Chapitre 3 — Résultats & Discussion

Caractérisation physique : afin de déterminer si les variations du taux d’infiltration étaient
dues au biofilm et non a des processus physiques liés a 'accumulation de particules
fines, nous avons réalisé des mesures de granulométrie a ’aide d'un granulometre laser
(Mastersizer 2000). La répartition granulométrique a été mesurée pour chaque
encagement, sur les sédiments provenant de la couche 0-1 cm, présentant une
granulométrie < 2000 um. Une mesure de bruit de fond a été systématiquement réalisée
avant le passage de chaque échantillon, et une premiére mesure a été réalisée sur trois
prises d’essai pour déterminer la texture, c'est a dire la répartition granulométrique du
sédiment. Deux minutes d’ultrasons ont ensuite été appliquées a puissance maximale
(50-60 Hz) pour éclater les agrégats des sédiments étudiés et ainsi déterminer le niveau

d’agrégation.

Caractérisation biologique : Pour chaque encagement, environ 10g de sédiments humides
ont été placés pendant 48h dans une étuve a 100°C, puis pesés. Le ratio entre la masse
humide et la masse seche a été utilisé pour exprimer l'ensemble des variables
biologiques par gramme de sédiment sec. La biomasse du biofilm développé au niveau
de la couche superficielle (0-1 cm) des sédiments a été caractérisée de maniere globale a
to et tr par des mesures de carbone organique total (COT), d’azote total (NT), et de
teneurs en protéines. Le COT et le NT ont été déterminés a 1'aide d'un analyseur
élémentaire (FlashEA, Thermo Electron Corporation) sur des échantillons pré-acidifiés.
Les teneurs en protéines ont été mesurées selon la méthode de Lowry et al. (1951). La
contribution des composantes algales et bactériennes a également été évaluée a to et t:.
Brievement, la biomasse algale a été estimée par un dosage de chlorophylle-a réalisé par
spectrophotométrie selon la méthode de SCOR-UNESCO (NF T 90-117) et une mesure de
I’abondance des cellules bactériennes intactes et altérées a été réalisée par dénombrement
a l'aide du kit ®BacLight. Les protocoles détaillés de ces mesures sont précisés dans
Gette-Bouvarot et al. (2014a). L’activité du biofilm a également été évaluée par une
mesure d’activité enzymatique, réalisée par incubation des sédiments en présence d'un
substrat spécifique puis par dosage d'un produit issu de la réaction enzymatique. Cette
mesures a été réalisée le jour du prélevement a partir de sous-échantillons conservés a
'obscurité et a température ambiante jusqu’au laboratoire. L'hydrolyse du FDA [3', 6'-

diacetylfluorescein] a été utilisée pour mesurer l'activité hydrolytique du biofilm qui
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permet une estimation de l'activité globale des organismes intervenant dans la
décomposition de la matiere organique (Battin, 1997). Pour ce faire, 0.5 g de sédiments
humides ont été laissés a incubation, a l'obscurité, a température ambiante et sous
agitation, apres ajout de 3 mL d’une solution de tampon phosphate a pH 7,6 et 0,1 mL
d’une solution de FDA a 4,8 mmol/L. L'incubation a été maintenue jusqu'a ce que la
fluorescéine ait viré au vert, en s'assurant que la concentration de la FDA n’était pas
limitante. La réaction a été stoppée par congélation des échantillons a -20 °C, apres
addition de 3 ml d’une solution de chlorure mercurique (200 mg L). La fluorescéine a
alors été dosée par spectrophotométrie a 490 nm a partir du surnageant filtré (0,45 um,
Millipore), et exprimée en pmoles de FDA hydrolysée par heure et par gramme de
matiere seche. Enfin, l'activité et lefficacité photosynthétiques du biofilm ont été
mesurées pour estimer 1'état physiologique du compartiment phototrophe. La mesure de
fluorescence chlorophyllienne permet de juger de la qualité de lactivité
photosynthétique du biofilm et donc de son état physiologique. Cette mesure a été
effectuée en laboratoire sur des échantillons conservés 4h a l'obscurité, a température
ambiante, a l'aide d'un Chlorophyll fluorometer, modele PAM 210 (Hansatech

instrument). Ces valeurs ont été mesurées a to et a t:.
I1.5 Présentation et traitement des données

Les conditions initiales de perméabilité étant trés contrastées entre les réplicats d'un
méme traitement, nous avons choisi de présenter les résultats sous la forme d’'un ratio
entre to et tr. L’utilisation de ce ratio permet également d’estimer le niveau de colmatage
indépendamment des conditions expérimentales puisque le facteur géométrique F 1ié au
dispositif expérimental se simplifie (voir équation (2)). Des analyses de variances
(ANOVA) ont été réalisées pour évaluer la significativité des effets observés. Etant
donné la présentation des résultats d’infiltration, 1'effet « traitement » a été évalué avec
une ANOVA simple. Concernant les variables caractérisant les sédiments, les résultats
seront présentés sous forme classique d’histogrammes présentant les valeurs moyennes
obtenues a to et a tr. Les mémes variables ayant été mesurées a deux temps différents (to
et tr), nous avons opté pour une ANOVA a mesures répétées. Ces analyses permettent
une évaluation des effets combinés « temps * traitement » et des effets des facteurs

« temps » et « traitement » considérés isolément. Lorsque des effets significatifs étaient
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détectés, des tests post-hoc de Tukey ont ensuite été appliqués pour réaliser des
comparaisons des moyennes deux a deux. Pour I'ensemble des analyses, le seuil de
significativité considéré était a=0,05. Le traitement statistique a été réalisé avec le

logiciel Statistica (version 10, Copyright 1984-2011, StatSoft Inc.).

III. Reésultats

Aucun effet lié aux filets installés sur la moitié des controles n’a été observé. Il est donc
possible de considérer les 6 controles dans les analyses et de comparer directement le
traitement V. viviparus (avec filets) avec les 4 autres traitements. Les mesures réalisées
dans la colonne d’eau montraient des teneurs moyennes en COD (4.0 + 1.1 mg L), en
PO« (12.6 = 3.67 ugL1), en NOs (338 + 71 ugL?) et en NHs* (16.7 + 15.2 ugL?)
constituant une source de nutriments suffisante pour le maintien des plantes et du

biofilm au cours de l'expérience.

Evolution de l'infiltration : Pour 'ensemble des traitements, Ks était comprise entre 8.0 107
et 5.0 10* m s, avec une moyenne de 5.7 10° m s'1 a to et de 2.25 10° m s~ a t. La figure
2A présente 1'évolution de l'infiltration au cours de l'expérience pour 1'ensemble des
traitements (exprimée en %). Le taux d'infiltration a globalement diminué au cours du
temps dans les traitements controle, ombrage et L. hoffmeisteri avec une évolution
comparable entre les vers tubificidés et les contrdles (Test post-hoc de Tukey, p > 0.05),
tandis que les encagements associés aux gastéropodes et macrophytes ont vu leur
infiltration maintenue, voire légerement améliorée au cours du temps. L’infiltration est
d’ailleurs significativement plus élevée dans ces traitements que dans les contrdles
(p <0.05). Enfin, le traitement ombrage semble avoir également limité la diminution
d’infiltration, méme si aucun effet significatif n'a été détecté (p=0.013 pour la

comparaison avec les controles).

Etant donnée la variabilité entre les réplicats d'un méme traitement, en particulier pour
V. viviparus, nous avons voulu vérifier I'effet des conditions initiales de perméabilité sur
I'évolution de la conductivité hydraulique a saturation. Contrairement aux autres
traitements, les encagements associés a V. viviparus montraient une évolution différente

selon les conditions initiales d’infiltration (Figure 2B). Ainsi, pour une conductivité
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hydraulique a saturation initiale Ks >1085 ms', les encagements de V. viviparus
présentaient une diminution de l'infiltration d’environ 70%, comparable aux contrdles,
tandis que pour les encagements présentant un Ks initial <1085 m s, les V. viviparus ont

fortement amélioré la perméabilité (environ 150 %).

Changes in infiltration between to and tr
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Figure 2 : Changements de la conductivité hydraulique a saturation(Ks) entre le début et la fin de
l'expérience exprimés en pourcentage, (A) pour les traitements controle (Control), ombrage (Shading), V.
spiralis (Val), V. viviparus (Viv) et L. hoffmeisteri (Tub) (n=6), les traitements significativement différents
des controles sont indiqués par une * ; (B) Pour le traitement V. viviparus, en fonction des conditions
initiales d'infiltration (n=3).
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Figure 3 : Proportion de particules fines dans la couche superficielle (0-1 cm) a t0 et tf pour les traitements
controle (Control), ombrage (Shading), V. spiralis (Val), V. viviparus (Viv) et L. hoffmeisteri (Tub),
(n=6).
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Caractérisation physique des sédiments : nous avons choisi d’assimiler les particules fines
aux particules de diametre <63 um, valeur correspondant a la limite des argiles et
limons (Figure 3). Les quantités de particules fines n’ont montré aucune différence
significative entre traitement a tf, que ce soit avant ou apres ultrasons. Une légere
augmentation a été observée dans tous les traitements entre to et t;, sauf pour L.

hoffmeisteri, mais aucune n’est significative (Anova Temps x Traitements, p > 0.05).

Caractérisation biologique des sédiments : La teneur en carbone organique totale a diminué
au cours du temps de maniere significative, ceci pour I'ensemble des traitements excepté
les controles (Figure 4A). Nos résultats ont mis en évidence une chute significative de la
teneur en chlorophylle-a entre to et tr pour le traitement V. viviparus (Figure 4C, Anova
Temps x Traitement, Test post-hoc de Tukey, p<0.05). La méme tendance a été
retrouvée pour les protéines méme si aucun effet significatif n’a été détecté (Figure 4B,
Anova Temps x Traitement, p > 0.05). Enfin, aucune différence n’a été détectée dans les

abondances bactériennes, que ce soit au cours du temps ou entre traitements (Figure 4D).
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Figure 4 : Caractérisation de la biomasse du biofilm développé dans la couche superficielle (0-1 cm) a to et t
avec les teneurs en (A) carbone organique total, (B) protéines, (C) chlorophylle-a, et (D) abondances
bactériennes pour les traitements controle (Control), ombrage (Shading), V. spiralis (Val), V. viviparus

(Viv) et L. hoffmeisteri (Tub), (n=6). L'astérisque * indique une différence significative entre ty et ts
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Concernant l'activité hydrolytique, aucune différence n’a été détectée, que ce soit au
cours du temps ou entre traitement (Figure 4A), cette activité est donc maintenue au
cours de l'expérience. Malgré tout, une légere augmentation a été observée dans
I'ensemble des traitements alors qu’elle a plutot tendance a diminuer dans les contrdles.
Concernant l'activité et l'efficacité photosynthétique, elles présentaient exactement les
mémes évolutions au cours du temps, a savoir une diminution significative au cours du
temps pour le traitement V. spiralis (Figure 4B et 4C, Test post-hoc de Tukey, p <0.05
pour l'effet temps), une tendance a la diminution pour le traitement ombrage, et aucune
différence pour les autres traitements. Par ailleurs, lactivité et Iefficacité
photosynthétiques de V. spiralis sont également significativement inférieures a celles des

contrdles.
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Figure 5 : (A) Activité hydrolytique, (B) Efficacité photosynthétique, et (C) activité photosynthétique du
biofilm développé dans la couche superficielle (0-1 cm) a t0 et tf pour les traitements controle (Control),
ombrage (Shading), V. spiralis (Val), V. viviparus (Viv) et L. hoffmeisteri (Tub), (n=6). Les astérisques *

indiquent des différences significatives entre to et tf
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IV. Discussion

L’objectif de cette étude était d’évaluer 'effet de différents traitements, biotiques et
abiotiques, sur le niveau de colmatage de bassins d’infiltration. Nos résultats ont montré
que certains des traitements testés ont eu I'effet escompté en améliorant ou en limitant la
diminution de conductivité hydraulique a saturation. En effet, nous avons mis en
évidence un taux d’infiltration significativement plus élevé a t: dans les encagements
associés a V. spiralis par rapport aux contrOles. De plus, malgré la forte variabilité
observée dans les encagements associés a V. viviparus, cette espece semble également
pouvoir améliorer l'infiltration lorsque les conditions initiales de perméabilité sont déja
dégradées. Les mécanismes agissant sur la perméabilité des sédiments sont a la fois
physique avec la filtration des particules en suspension par la matrice sédimentaire,
chimiques avec les processus d’adsorption et de précipitation, ou biologiques avec le
développement d’un biofilm dense a l'interface eau/sédiment (Langergraber et al., 2003;
Knowles et al., 2011). Etant donné que les encagements ont tous été placés dans le méme
bassin, ils ont tous subits les mémes apports pendant l'expérience. Nos résultats
concernant les particules fines ont confirmé ce point, avec des proportions équivalentes
entre les traitements ; de plus, le traitement pour lequel une légere diminution de cette
quantité de particules fines a été observée, a savoir L. hoffmeisteri, est également celui
pour lequel le taux d’infiltration a le plus diminué pendant l’expérience avec les
controles (-76% en moyenne). Ces résultats permettent de conclure que I'évolution des
niveaux de colmatage n’est pas liée a des apports de particules fines, mais a d’autres

parametres, qui different selon les traitements.

Le carbone organique total, qui a diminué de maniére équivalente dans tous les
traitements (Figure 4A) ne peut pas non plus expliqué les différences observées entre les
évolutions de perméabilité. Cette diminution globale ne se répercute pas sur les autres
variables structurelles comme les protéines ou les abondances bactériennes (Figure 4B et
4D), et la légere baisse observée pour la chlorophylle-a ne peut pas entrainer une telle
diminution. Aussi, cette perte de matiere organique peut étre liée a une dégradation de

la MO sénécente présente au début de I'expérience.
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Dans le cas des encagements associés a V. spiralis, nous avons observé une baisse
significative de l'activité et de l'efficacité photosynthétiques du biofilm au cours de
I'expérience (Figures 5B et 5C), ce qui indique que cette espece a eu un effet inhibiteur
sur la composante phototrophe du biofilm des sédiments. Ce résultat confirme une
précédente étude (Gette-Bouvarot et al., 2014b) au cours de laquelle nous avons mis en
évidence une réduction de l'efficacité photosynthétique de biofilms benthiques en
présence de V. spiralis; résultat attribué a une altération du photosystéeme. La durée
réduite de l'expérience encagée n’a pas permis a ces effets de se répercuter sur la
biomasse des algues, puisque la légere baisse de chlorophylle-a observée dans les
traitements V. spiralis est comparable a celle des controles (Figure 4C). Si I'expérience
avait duré plus longtemps, cette baisse d’activité photosynthétique aurait sans doute eu
des conséquences sur la production primaire brute probablement visibles a plus long
terme sur la biomasse algale mesurée. Finalement, 'augmentation de perméabilité au
cours de l'expérience dans les encagements de V. spiralis nest donc pas due a une
diminution de la biomasse du biofilm, mais peut en revanche étre lié a I'inhibition de
l'activité photosynthétique du biofilm. En effet, Schuh (1990) et Heilweil et Watt (2011)
expliquent que l’absorption de CO: dissous et d’ions carbonates entrainent une
alcalinisation de l'eau et une baisse de solubilité du carbonate de calcium. La
précipitation de ce composé tend ensuite a cimenter des particules composant le support
d’infiltration et ainsi diminuer sa perméabilité. Aussi, une inhibition de I'activité
photosynthétique du biofilm a pu restreindre ce phénomene et ainsi limiter la
dégradation de l'infiltration. Enfin, le développement du réseau racinaire des V. spiralis,
notamment la formation de stolons par multiplication végétative, a pu créer des
macroporosités au sein du sédiment et ainsi favoriser les écoulements. Brix (1997)
explique a ce sujet que les racines et rhizomes des plantes peuvent étre tres efficaces pour
créer des chemins pour l'eau, a la fois lors de leur développement, qui peut « perturber
et desserrer » le sédiment, mais aussi lors de leur décomposition qui laisse derriere elle

des macropores tubulaires.

Le biofilm associé au traitement ombrage présentait les mémes tendances qu’en présence
de V. spiralis, mais moins marquées. En effet, comme pour le traitement avec les

macrophytes, nous avons observé une diminution de l'activité et de Ilefficacité
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photosynthétiques (Figures 5B et 5C), mais beaucoup plus légere, ainsi qu'une évolution
de la biomasse algale équivalente a celle des traitements controles (Figure 4C). La
réduction de lumiere a donc bien limité la photosynthese dans ces encagements, mais
comme pour le traitement V. spiralis, la durée de l'expérience ne nous a pas permis
d’observer d’effets associés sur la biomasse algale. Il faut noter que le taux d’infiltration a
moitié moins diminué dans ce traitement que dans les contrdles (-40% en moyenne
contre —-80% dans les controles, Figure 2A). Ce résultat vient donc confirmer que
I'inhibition de la photosynthese peut limiter la dégradation des propriétés hydrauliques

en diminuant les processus de précipitation, le réseau racinaire n’intervenant pas ici.

Concernant le traitement V. viviparus, ces effets sur la perméabilit¢é du milieu sont
différents puisque le biofilm associé a ce traitement présentait cette fois une activité
photosynthétique maintenue, voire stimulée (Figures 5B et 5C). En revanche, nous avons
observé une diminution significative de la biomasse algale dans ces encagements (Figure
4C). Ce résultat est lié a l'activité de broutage du gastéropode, qui a consommé une
partie de la composante algale du biofilm. C’est d’ailleurs un résultat couramment
obtenu dans la littérature (Hillebrand, 2009; Jakubik, 2009). L’étude d’Arakelova (2010)
sur des communautés périphytiques montre que 1’activité physiologique des brouteurs,
liée a leur alimentation et leurs excrétions, est décisive pour la biomasse et la
productivité des algues. L’auteur explique que les pelotes fécales excrétées par les
gastéropodes contiennent une proportion considérable de phosphore sous forme
organique, et qu’en conséquence, le broutage d’algues périphytiques associé a la
libération d’éléments biogenes a partir des excrétions dans le milieu peut influencer
l'activité des producteurs autotrophes, de maniere positive ou négative. McCormick et
Stevenson (1991) ont d’ailleurs suggéré que la croissance des algues dans les couches
inférieures du biofilm pouvait étre stimulée lorsque les cellules de surface ont été
paturées. Ces conclusions sont en accord avec nos résultats qui montrent une
composante algale du biofilm moins dense mais plus active en présence des
gastéropodes. Des analyses complémentaires en microcopie électronique a balayage
(MEB) semblent d’ailleurs montrer un effet de raclage et de « nettoyage » des grains par
Viviparus viviparus alors que, dans les autres traitements, le biofilm attaché aux grains

semblait plus dense (voir Figure 6 avec les traitements L. hoffmeisteri, Viviparus viviparus
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et ombrage). Les V. viviparus ont donc clairement une influence sur le biofilm, mais des
effets contrastés sur la perméabilité des sédiments selon les conditions initiales (Figure
2B). Lorsque la perméabilité initiale est élevée (Ks> 105 m s?), les V. viviparus n’ont eu
aucun effet, avec une évolution de l'infiltration comparable a celle des contrdles ou des L.
hoffmeisteri (-66% en moyenne). En revanche, avec des conditions initiales dégradées,
c'est-a-dire pour une conductivité hydraulique a saturation inférieure aux valeurs
classiques des sables utilisés (nous avons choisi pour valeur limite 1055 m s), la présence
des V. viviparus augmente considérablement la perméabilit¢ du milieu (+150%). Ce
résultat vient confirmer le role clé de la composante algale du biofilm des sédiment dans
la dégradation des performances hydrauliques des ouvrages, que nous avions mis en
évidence dans une précédente étude réalisée sur plusieurs bassins du méme site (Gette-
Bouvarot et al., 2014a). Le broutage des gastéropodes a ainsi pu fragmenter le tapis algal
dans les encagements colmatés et considérablement améliorer l'infiltration, alors qu’il
n’a pas eu d’effet sur l'infiltration dans les cages ou le tapis algal ne recouvrait pas la
totalité de la surface. Cette hypothese est en accord avec plusieurs études réalisées sur les
invertébrés expliquant qu’ils sont d’autant plus efficaces sur des systemes qu’ils sont
susceptibles de modifier ; en d’autres termes, les effets des organismes ingénieurs des
écosystemes dépendent fortement des caractéristiques physiques des habitats modifiés

(Jones et al., 1994; Navel et al., 2012).

Mineral
precipitate

Biofilm'mat

Figure 6: Photographies MIEEB des particules de sédiments prélevés dans les encagements correspondant au

traitement L. hoffmeisteri (A), au traitement V. viviparus (B) et au traitement ombrage (C).
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Cette derniere hypothese explique également nos résultats obtenus avec le ver tubificidé
L. hoffmeisteri. En effet, I'étude de Navel et al. (2012) concernait également des vers
tubificidés (Tubifex tubifex) et montrait a I'échelle du laboratoire que les caractéristiques
initiales d'un milieu module les effets des bioturbateurs. Ces derniers ont en effet
augmenté de maniére significative la perméabilité dans des sédiments recouverts de
sable fin, alors qu’ils ont eu des effets beaucoup plus faibles dans des sédiments
surmontés de sable grossier. Dans le cadre de notre étude, les vers n’ont eu aucun effet
sur la perméabilité (Figure 2A) du milieu, ni sur le biofilm qui présente les mémes
caractéristiques que dans les traitements contrdles (Figures 4 et 5). Ce résultat peut-étre
lié au type de colmatage de notre systeme, qui résulte de la présence d'un tapis algal
plutdt que de I'accumulation de particules fines. Ainsi, autant les vers peuvent avoir des
effets positifs en laboratoire, en limitant le colmatage et en restaurant les conditions
aérobies dans des colonnes de sédiments fins (Nogaro et Mermillod-Blondin, 2009; Navel
et al., 2012), autant ils ne sont pas capables de fragmenter le dense tapis algal développé a

la surface des sédiments dans les bassins étudiés ici.

Finalement, sur les 4 traitements testés, 2 semblent en mesure de limiter la dégradation
des performances hydrauliques. Il s’agit du macrophyte V. spiralis et du gastéropode V.
viviparus. A notre connaissance, ce travail est le premier a mettre en évidence de tels
effets sur la perméabilité en conditions de terrain. Cette étude a été complétée par des
mesures de tomographie par rayons X assistée par ordinateur (CT scan) sur des carottes
de sédiment réalisée dans les encagements. Cette méthode non-destructive permet de
caractériser la variabilité spatiale et la structure du sédiment de maniere quantitative a
une micro-échelle. Les résultats concernant cette mesure sont en cours de traitement et
semblent tres prometteurs pour évaluer 1'épaisseur du biofilm et caractériser le réseau
poral, et permettra peut-étre une analyse plus fine des effets de différents traitements sur
les caractéristiques physiques du milieu. Par ailleurs, la solution actuelle pour lutter
contre le colmatage consiste a changer totalement le substrat, ce qui supprime totalement
le biofilm pourtant nécessaire aux processus de dégradation, et engendre en plus des
couts et quantités de matériaux importants (Knowles et al., 2011). Or, les effets observés
sur la perméabilité des sédiments dans cette étude sont associés a un maintien des

activités hydrolytiques (Figure 5A), aussi, les traitements V. spiralis et V. viviparus
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permettent de conserver un potentiel de dégradation de la matiére organique, tout en
maintenant linfiltration. Nos résultats sont donc tres prometteurs pour le
développement futur de techniques d’ingénierie écologique dans la gestion et
I’'amélioration de la durée de vie des ouvrages d’infiltration. Néanmoins, avant des
applications opérationnelles, il est nécessaire de compléter nos résultats par de nouveaux
essais, notamment en s’intéressant a plusieurs bassins présentant des niveaux de

colmatage contrastés afin de généraliser ces premiers résultats.
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l. Synthese

Cette partie vise a résumer de facon synthétique les principales conclusions de ce travail

de these qui se décline en deux grands volets :

- I'évaluation de l'influence des biofilms phototrophes dans les processus de

colmatage des sédiments de bassins d’infiltration ;

- l'étude des effets de macro-organismes aquatiques sur le biofilm d’une part et
sur le support d’infiltration d’autre part, ceci avec pour objectif de limiter le

colmatage.

[.1 Quel réle du biofilm phototrophe sur les processus de
colmatage des bassins d’infiltration ?

Les résultats ont mis en évidence que la couche superficielle (0-1 cm) des sédiments de
bassins d’infiltration se distingue clairement des horizons inférieurs (2-14 cm). En effet,
le pourcentage volumétrique des particules de sédiments inférieures a 63 um, c'est-a-dire
les limons et argiles, est significativement supérieur dans cette couche superficielle
comparativement aux horizons sous-jacents (8 a 40 fois plus élevé selon le bassin étudié).
De plus, cette couche se distingue des autres profondeurs car elle est également le siege
d’un développement et d"une activité biologique clairement plus intense : les valeurs des
variables descriptives de la structure et des activités enzymatiques des biofilms y sont
systématiquement et significativement plus élevées. A titre d’exemple, les teneurs en
carbone organique et en protéines sont environ 5 fois plus élevées et l'activité
enzymatique hydrolytique environ 10 fois plus élevée comparativement aux horizons
inférieurs. Les teneurs en chlorophylle-a dans la couche superficielle sont également
élevées avec des valeurs variant de 5 a 60 pg.g' de sédiment sec selon le bassin
considéré ; celles-ci diminuent drastiquement dans les couches inférieures jusqu’a
atteindre une valeur nulle au-dela de 5 cm, confirmant la présence d’une biomasse
phototrophe au niveau de la couche superficielle des bassins, qui décroit tres rapidement
avec le gradient de lumiere verticale. Nos résultats soutiennent donc clairement une

stratification verticale des caractéristiques physiques et biologiques des sédiments de
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bassins d’infiltration, couramment observée dans la littérature scientifique (Badin et al.,

2009b; Nogaro et al., 2010; Pastor et al., 2011).

Cette couche superficielle des bassins joue par ailleurs un role déterminant dans les
processus de colmatage puisque nos résultats ont mis en évidence une nette
augmentation de la conductivité hydraulique a saturation apres retrait du premier
centimetre de sédiment dans les bassins ; cette augmentation pouvant aller jusqu’a un
facteur 60. La perméabilité d'un milieu stratifié est contrdlée par la couche de plus faible
perméabilité, c’est donc clairement la couche superficielle des sédiments (0-1 cm) qui
controle les performances hydrauliques du substrat des bassins d’infiltration. En effet,
lorsque le colmatage y devient assez important pour que la conductivité hydraulique soit
inférieure a celle du sol sous-jacent, c’est cette couche superficielle qui régit toute
l'infiltration. Ce résultat rejoint les conclusions de nombreuses études qui mettent en
évidence le rOle de la « couche superficielle colmatante » dans les processus de colmatage
des ouvrages d’infiltration (Platzer et Mauch, 1997; Bouwer, 2002; Langergraber et al.,
2003)

Toutefois, la comparaison de deux bassins exploités dans des conditions similaires a
montré que le retrait de la couche superficielle (0-1 cm) ne conduisait pas a la méme
augmentation de la conductivit¢é hydraulique; ceci, alors que les analyses
granulométriques n’ont révélé aucune différence concernant la quantité de particules
fines. Par ailleurs, le bassin qui présentait la plus forte augmentation de perméabilité
apres retrait de la couche superficielle était aussi celui qui se distinguait par un
développement et une activité biologique supérieurs. Etant donné que la plus forte
différence portait sur la teneur en chlorophylle-a, cette variable a été examinée au regard
des propriétés hydrodynamiques issues de la modélisation, c'est-a-dire la conductivité

hydraulique a saturation et du rayon de pore hydrauliquement fonctionnel.

Il est ressorti de cette étude un effet seuil de la biomasse algale sur la porosité
hydrauliquement fonctionnelle du milieu, c'est-a-dire la porosité utile aux écoulements.
Concretement, trois tendances ont été observées (i) pour des teneurs en chlorophylle-a
faibles (< 1 pg.g' de sédiment sec), la biomasse algale n’a aucun effet particulier sur le

réseau poral; (ii) pour des teneurs « moyennes» (comprises entre 4 et 9 ug.g' de
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sédiment sec), la biomasse algale tend a favoriser I'agrégation des particules, ce qui
conduit a une augmentation de la porosité fonctionnelle et favorise I'infiltration, et (iii)
pour des teneurs élevées en chlorophylle, (> 9 ug.g' de sédiment sec), le rayon moyen
des pores décroit rapidement avec I’augmentation de la teneur en chlorophylle-a, ce qui
fait chuter les capacités d’infiltration. Ce dernier point s’explique par une accumulation
d’algues en surface des sédiments qui forment un tapis dense et colmatant [Figure 48].
Ces résultats sont, a notre connaissance, les premiers a mettre en mettre en évidence les
effets de la biomasse algale sur la porosité efficace d'un milieu poreux et sur ses

capacités d’infiltration.

Teneurs en chlorophylle-a
Inférieure a la valeur seuil supérieure a la valeur seuil

Algues Macropore Algues

._,_.——\"d—z—:—f-;'\\

TZEE

La biomasse favorise I'agrégation et Pores « obstrués » par la biomasse
crée des macroporosité algale (et mucilages associés)

Figure 48 : lllustration de 'effet seuil de la biomasse algale sur le réseau poral

En résumé, nos résultats ont mis en évidence une structuration verticale des caractéristiques
physiques et biologiques des sédiments, notamment du fait de la présence d'une biomasse
phototrophe en surface. La couche superficielle des sédiments des bassins joue un role déterminant
sur les capacités d’'infiltration puisque son retrait peut multiplier par 60 la conductivité
hydraulique a saturation. Ces effets sur la perméabilité sont clairement liés a la biomasse
phototrophe des biofilms développés aux interfaces eau/sédiment qui modifie la géométrie du
réseau poral des sédiments : si le développement algal tend en premier lieu a favoriser la formation
de macropores par agrégation des particules, une accumulation trop importante de biomasse
algale tend a réduire la porosité efficace en réduisant la taille et la connectivité entre les pores, ce

qui diminue les capacités d'infiltration du milieu.
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I.2 Quelle influence des macrophytes allélopathiques sur la
composante phototrophe des biofilms benthiques ?

Cette partie aborde les effets des macrophytes sur 1'évolution des biofilms développés au
sein et a la surface de la couche superficielle des sédiments (0-1 cm). L'influence de 4
plantes allélopathiques, caractéristiques des lones du Rhone (Berula erecta, Vallisneria
spiralis, Chara globularis et Ceratophyllum demersum) et a été évaluée via des essais en

mésocosmes.

En premier lieu, les mesures effectuées témoignent de deux tendances nettes et
opposées : une faculté d’adaptation des especes Vallisneria spiralis et Chara globularis aux
sédiments de bassins d’infiltration d'une part, et une dégradation de l'espece Berula
erectn au cours de l'expérience d’autre part. Les mesures relatives a l'espéce
Ceratophyllum demersum sont moins marquées mais elles suggerent néanmoins une

adaptation moins satisfaisante que pour les especes Vallisneria spiralis et Chara globularis.

Les résultats montrent que la présence des plantes, quelle que soit 'espece considérée,
conduit a une diminution de la concentration moyenne en carbone organique total dans
les sédiments, avec des effets significatifs dans le cas des especes Vallisneria spiralis et
Chara globularis. En 1'absence de plantes, c’est-a-dire dans les essais « témoins », aucune
évolution n’a été constatée. De plus, quel que soit le traitement considéré, les activités

enzymatiques ont été maintenues au cours de I'expérience.

En revanche, apres 6 semaines d’exposition, une diminution des teneurs en chlorophylle-
a a été enregistrée dans I'ensemble des mésocomes, ce qui inclut les essais « témoins ».
De maniere générale, une diminution de la teneur en chlorophylle-a dans les biofilms
peut-étre observée lorsque la production de matiere ne permet de compenser les pertes
de biomasses (décrochement, prédation, broutage). Cela étant, les teneurs en COT dans
les essais témoins étant comparables en début et en fin, cette explication ne peut pas étre
retenue. Les invertébrés algivores ayant été retirés des sédiments, la pression de
prédation est a priori faible. La diminution de la teneur en chlorophylle-a peut étre
également liée a une sénescence de la composante algale des biofilms mais le maintien de

l'intégrité fonctionnelle du photosysteme va a I’encontre de cette seconde possibilité. La
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diminution en chlorophylle-a dans les essais témoins est donc ici supposée due a un effet

d’ombrage provoqué par un développement algal important au sein de la colonne d’eau.

Le développement massif des algues en colonne d’eau s’explique tres clairement par le
fait que I'expérimentation soit effectuée en systémes clos, c’est-a-dire dans des conditions
de température et de stabilité hydraulique largement favorables a leur développement.
Ce bloom algal au sein de la colonne d’eau a été observé dans tous les traitements de
maniere comparable (5 a 8 mg chloro-a/mésocosmes) a 1'exception de celui concernant
I'espece Chara globularis (moins de 1mg). Cette espece a donc une action déterminante
sur le développement des algues phytoplanctoniques probablement lié a un effet
allélopathique (Wium-Andersen et al., 1982; Van Donk et Van de Bund, 2002; Berger et
Schagerl, 2004). De plus, nous pouvons affirmer que la diminution de la teneur en
chlorophylle-a dans les sédiments de ce traitement n’est en aucun cas liée a un effet
d’ombrage (peu de développement algal dans la colonne d’eau) : un effet allopathique de
la plante sur le développement de composante algale du biofilm est donc fortement
suspecté. Les mesures d’efficacité photosynthétique sont quant a elles comparables a
celles observées en début d’essai. Aussi, pouvons-nous conclure que la présence de Chara
globularis inhibe la production primaire du biofilm benthique, mais que cette inhibition

n’est pas liée a une altération du photosysteme.

Les résultats montrent une chute considérable et significative de la teneur en
chlorophylle-a dans le traitement Vallisneria spiralis : une baisse de plus de 70% a été
enregistrée pour ce traitement alors qu’elle n’est que de 40% pour les essais « témoins ».
Par ailleurs, une dégradation significative de l'efficacité photosynthétique du biofilm a
été mesurée en présence de cette espece. En d’autres termes, Vallisneria spiralis agit sur la
production primaire via une diminution des activités photosynthétiques du fait d'une
altération du fonctionnement du photosysteme (teneur en chlorophylle-a et efficacité
photosynthétique diminuées). Cette altération du photosysteme II des micro-algues est
attribuée a des effets allélopathiques dans la littérature (Leu et al., 2002; Gross, 2003),
mais nos résultats sont les premiers, a notre connaissance, a montrer de tels effets sur des

algues benthiques.
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En résumé, les résultats ont tout d'abord permis de confirmer des effets déja observés de Chara
globularis sur les algues vivant sous une forme planctonique, auxquels s’ajoutent des effets sur la
composante phototrophe du biofilm benthique. Nous avons également mis en évidence des effets de
Vallisneria spiralis, espece jusqu’alors relativement peu étudiée. Les mesures ont en effet
clairement révélé un effet inhibiteur de cette espece sur la structure globale du biofilm des
sédiments, et notamment sur sa composante phototrophe, certainement lié a une altération du
photosysteme 1l des algues. A notre connaissance, ces résultats sont les premiers a mettre en
évidence des effets allélopathiques de macrophytes sur la composante algale des biofilms
benthiques. Les macrophytes semblent ainsi capables de réduire la densité du biofilm se
développant a l'interface eau-sédiment, tout en assurant un maintien des activités enzymatiques
impliquées dans la dégradation de la matiére organique, des résultats prometteurs pour le
développement de techniques d’ingénierie écologique. Reste a vérifier ces potentialités
allélopathiques structurantes des communautés benthiques a une échelle plus réaliste via des

essais in situ.

Thése Morgane GETTE-BOUVAROT 210



Septembre 2014

Synthese & Perspectives

I.3 Des processus écologiques au service du décolmatage
des bassins d’infiltration ?

Cette partie aborde les effets de facteurs biotiques (broutage, bioturbation, allélopathie)
et abiotique (ombrage) sur la croissance et le fonctionnement de biofilms, d'une part, et
sur la conductivité hydraulique du support d’infiltration d’autre part. La croissance,
donc l'épaississement des biofilms, est favorisée par l'accessibilité a la lumiere et aux
nutriments,alors qu’elle est peut étre limitée par des interactions biotiques telles que le
broutage, la bioturbation, la compétition ou l'allélopathie (Stevenson, 1997; Bourassa et
Cattaneo, 1998; Haglund et Hillebrand, 2005; Nogaro et al., 2009; Sturt et al., 2011) ; ces
différentes conditions expérimentales sont donc susceptibles de conduire a une
inhibition de la croissance ou a une perte de biomasse. De plus, certains de ces facteurs
agissent directement sur la structure du sédiment et peuvent donc agir sur la
conductivité hydraulique du support d'infiltration ; c’est le cas de la bioturbation ou de

I'introduction de macrophytes (Brix, 1997; Nogaro et al., 2006).

Des encagements implantés in situ ont été mis en ceuvre pour tester ces différents
facteurs. Ceux-ci ont consisté en l'introduction de (i) un invertébré agissant comme
brouteur : le gastéropode Viviparus viviparus (ii) un invertébré bioturbateur, susceptible
de modifier les flux de nutriments ainsi que la structure du sédiment : le ver tubificidé
Limnodrilus hoffmeisteri (iii) un macrophytes choisi via les résultats de l'expérience
précédente : Vallisneria spiralis L.; (iv) un traitement abiotique congu pour simuler un

ombrage important (-90%) et (v) un controle.

Les résultats ont montré des effets contrastés des traitements sur 1'évolution de la
conductivité hydraulique a saturation : le traitement Limnodrilus hoffmeisteri montre des
résultats comparables aux controles, a savoir une diminution de la conductivité
hydraulique a saturation au cours de I'expérience de 80% en moyenne, tandis que deux
traitements semblent en mesure de limiter la dégradation des performances
hydrauliques ; il s’agit du macrophyte Vallisneria spiralis et du gastéropode Viviparus
viviparus, qui ont maintenu, voire augmenté la conductivité hydraulique a saturation au
cours de I'expérience. Les résultats obtenus avec le traitement ombrage sont plus mitiggs,
puisque le maintien de l'infiltration est moins important pour ce traitement (-40% en

moyenne contre -80% pour le traitement controle). Etant donné que le carbone organique
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total et les mesures granulométriques ne montrent aucune différence entre traitements a
la fin de I'expérience, I'évolution des niveaux de colmatage n’est pas liée a des apports
de particules fines ou a des apports organiques, mais a d’autres parametres qui different

selon les traitements.

En présence de Vallisneria spiralis, une baisse significative de 'activité et de l'efficacité
photosynthétiques du biofilm a été observée au cours de I'expérience, ce qui suggere que
cette plante a eu un effet inhibiteur sur le fonctionnement et 1'état physiologique de la
composante phototrophe. L’absence d’effet sur la biomasse algale des biofilms a été
attribué a la durée de I’'expérimentation qui est probablement trop courte au regard de ce
critere. Par conséquent, I’augmentation de perméabilité du milieu mesurée en fin d’essai
(+24%) est probablement expliquée par l'inhibition de l’activité photosynthétique du
biofilm. En effet, la consommation de bicarbonate durant l’activité photosynthétique se
traduit par une augmentation du pH favorisant les processus de précipitation et de
cimentation des sédiments ; aussi, une diminution de l’activité photosynthétique est
susceptible de restreindre ce phénomene. Ces résultats rejoignent les conclusions de
Schuh (1990) et Heilweil et Watt (2011). Le biofilm associé au traitement ombrage
présentait les mémes tendances qu’en présence de Vallisneria. spiralis, mais de maniere

moins marquées.

Dans le cas du traitement Viviparus viviparus, les biofilms présentaient une activité
photosynthétique maintenue, voire stimulée. En revanche, une diminution significative
de la biomasse algale a été observée pour ce traitement, sans doute liée a I'activité de
broutage du gastéropode. C’est d’ailleurs un résultat couramment obtenu dans la
littérature (Hillebrand, 2009; Jakubik, 2009). Nos résultats montrent non seulement que
les Viviparus viviparus ont clairement une influence sur le biofilm mais également que
leurs effets sur la perméabilité des sédiments sont fonction des conditions initiales de
colmatage. Lorsque la perméabilité initiale est élevée (Ks>105ms?), les V. viviparus
n’ont eu aucun effet, avec une évolution de l'infiltration comparable a celle des contrdles
ou des L. hoffmeisteri (-66% en moyenne). En revanche, avec des conditions initiales plus
dégradées, c'est-a-dire pour une conductivité hydraulique a saturation inférieure aux
valeurs classiques des sables utilisés, la présence des V. wviviparus augmente

considérablement la perméabilité du milieu (+150%). Ce résultat vient confirmer le role
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clé de la composante algale du biofilm des sédiments dans la dégradation des
performances hydrauliques des ouvrages : le broutage des gastéropodes a fragmenté le
tapis algal dans les encagements colmatés et considérablement amélioré l'infiltration,
alors qu’il n’a pas eu d’effet sur l'infiltration dans les cages ou le tapis algal ne recouvrait

pas la totalité de la surface.

Malgré des résultats encourageants concernant 'effet positif de vers tubificidés sur la
perméabilité de sédiments fins obtenus a 1'échelle du laboratoire (Nogaro et al., 2006;
Nogaro et al., 2009), les vers Limnodrilus hoffmeisteri n’ont eu aucun effet dans cette étude,
que ce soit sur la perméabilité ou sur les caractéristiques du biofilm. L’étude de Navel et
al. (2012) montre a Iéchelle du laboratoire que les caractéristiques initiales d'un milieu en
termes de granulométrie module les effets des bioturbateurs, qui semblent présenter un
effet maximal sur la perméabilité, la disponibilité en oxygene et l'activité microbienne
lorsqu’ils évoluent dans des sédiments tres fins. Or, dans les bassins étudiés, le
colmatage était davantage lié a la présence d"un dense tapis algal qu’a I'accumulation de
particules fines, aussi, les Limnodrilus hoffmeisteri n'ont sans doute pas été capable de
fragmenter ce tapis et sont restés dans les sédiments sous-jacents au cours de

I'expérience.

Enfin, il faut noter que les effets observés sur la perméabilité des sédiments sont associés
a un maintien des activités enzymatiques hydrolytiques ; aussi, les traitements V. spiralis
et V. viviparus permettent de conserver un potentiel de dégradation de la matiere

organique, tout en maintenant/améliorant I'infiltration.

En résumé, les résultats montrent que certains traitements pourraient réguler la croissance du
biofilm benthique et améliorer le taux d'infiltration. Ainsi, les encagements contenant des
gastéropodes Viviparus viviparus d une part et le macrophyte Vallisneria spiralis d’autre part ont
montré un maintien, voire une augmentation de perméabilité, alors que cette derniére a fortement
diminué dans les encagements témoin au cours de l'expérience. Les effets semblent néanmoins
fortement dépendant des conditions initiales en termes d’infiltration et de développement
biologique, et devront étre confirmés via des essais sur des bassins aux caractéristiques initiales
contrastées. Ces résultats restent tres prometteurs pour le développement futur de solutions

d'ingénierie écologique pour prévenir le colmatage biologique dans les systémes dédiés a
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Uinfiltration. A notre connaissance, cette étude est la premiére a mettre en évidence un tel

potentiel dans des conditions de terrain.
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ll. Perspectives

A court terme, les principales perspectives qui découlent de ce travail de recherche
concernent le traitement de certaines des données obtenues lors de la derniere
expérimentation et la réalisation d’expérimentations complémentaires. A plus long
terme, l'objectif est de généraliser certains des résultats obtenus dans le cadre de cette

these et d’approfondir quelques points.

II.1 les perspectives a court terme
[1.1.1 Caractériser les propriétés du sédiment

Etant donné les résultats obtenus sur le lien entre la biomasse phototrophe des biofilms
et les propriétés du milieu poreux, notamment 1'effet seuil de la biomasse algale sur le
réseau poral, il a semblé pertinent d’étudier plus en détail la géométrie du réseau poral
avec des techniques d’imageries. Pour cela, nous avons complété la derniere
expérimentation par des mesures de tomographie par rayons X assistée par ordinateur
(CT scan). Cette méthode non destructive permet d’observer et d’effectuer des mesures
quantitatives des propriétés physiques des sédiments dans un espace a trois dimensions.
Elle a été appliquée sur des carottes de sédiments non-perturbées, prélevées dans le
cadre de la derniere expérience en encagements, et vise a caractériser la micro-structure
du sédiment et de sa variabilité spatiale, notamment en identifiant les propriétés

suivantes :

- laporosité totale

- la géométrie du réseau poral : morphologie des pores et indice de connectivité
- la tortuosité,

- la teneur en eau dans les différentes directions de l'espace

- la granulométrie de la phase solide,

- l'épaisseur des sédiments superficiels influencée par le biofilm phototrophe

Le travail de traitement des données a été initié avec les travaux de Dejollat (2014) et se

poursuivent actuellement. Il est d’ores et déja possible de déterminer 1'épaisseur de

Thése Morgane GETTE-BOUVAROT 215



Septembre 2014

Synthese & Perspectives

biofilm a la surface des sédiments a travers le traitement des images de CT-scan a 1'aide

du logiciel image] [Figure 49].

Figure 49 : Exemple de traitement d'image CT scan avec le logiciel Image], l'épaisseur du biofilm apparait

clairement apreés traitement (en vert).

I1.1.2 Réaliser des expérimentations complémentaires

L’objectif des expérimentations complémentaires présentées ici est de confirmer la
faisabilité et lefficacité des solutions de « décolmatage biologique »testées avant

d’envisager leur mise en ceuvre a plus grande échelle.

Avec des bassins aux caractéristiqgues contrastées

La derniere expérience a mis en évidence l'importance des conditions initiales
(perméabilité et développement biologique) sur l'effet des macro-organismes, en
particulier du gastéropode Viviparus viviparus, sur le biofilm benthique d"une part, et sur
la perméabilité d’autre part. Aussi, il semble intéressant de reproduire les essais
d’encagement in situ dans d’autres bassins présentant des niveaux de colonisation et de

colmatage différents, ceci afin de généraliser les résultats observés.

Cette expérience est prévue pour la période aout-septembre 2014 et consistera a utiliser
le traitement ayant donné les résultats les plus significatifs sur la perméabilité, a savoir
Viviparus viviparus en travaillant sur plusieurs bassins du site d’étude. Ces essais

pourront également étre couplés avec des tests en laboratoire (colonnes, microcosmes)
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afin d’expérimenter un plus grand nombre de conditions initiales, et/ou d’évaluer les
effets d'un décolmatage biologique sur la qualité physico-chimique et biologique des
eaux infiltrées. En effet, dans le cadre de bassins d’infiltration utilisés pour la recharge
d’aquiferes ressources pour l’alimentation en eau potable, il est crucial de déterminer en
quoi des pratiques d’ingénierie écologique peuvent affecter les transferts de

contaminants.

En augmentant la durée des essais

Les traitements Vallisneria spiralis et ombrage semblent pouvoir inhiber 1'activité
photosynthétique de la composante phototrophe du biofilm benthique. Or, nos mesures
n’ont montré aucun effet associé sur la biomasse phototrophe, résultat que nous avons
attribué a la durée trop courte de l'essai. Aussi ; il semble important de réaliser des essais
pour vérifier sur le long terme les effets des traitements (i) sur la structure du biofilm et

(ii) sur la perméabilité.

Avec la combinaison de plusieurs traitements

Les résultats obtenus lors de la derniere expérience sur le terrain ont fait ressortir deux
traitements pouvant potentiellement limiter le colmatage des bassins d’infiltration : le
macrophyte Vallisneria spiralis et le gastéropode Viviparus viviparus. Ces deux organismes
avaient en revanche des effets différents : le macrophyte a tendance a inhiber I'activité
photosynthétique du biofilm phototrophe, tandis que le gastéropode réduit sa biomasse
algale par broutage.Ces deux traitements peuvent donc potentiellement se compléter et il
serait donc intéressant de les coupler (i) soit pour mettre en évidence un effet encore plus
intéressant sur la perméabilité des sédiments, (ii) soit des effets antagonistes qui

ameneraient a conserver les traitements de maniere isolés.

En vérifiant certains résultats en laboratoire

Concernant les effets des macrophytes sur le biofilm benthique, des dosages des
substances allélopathiques secrétées par les plantes pourraient étre réalisés a 1’échelle du

laboratoire et venir préciser nos résultats.
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II.2 Les perspectives a long terme

I.2.1 Suivre la colonisation d’'un bassin depuis un état initial
« apres raclage »

Nos résultats ont mis en évidence le rdle clé de la composante phototrophe des biofilms
sur les propriétés physiques du milieu support, et notamment un effet seuil de la
biomasse algale. Toutefois, ces résultats ont été obtenus suite a des prélevements
ponctuels dans des bassins aux caractéristiques contrastées. Il semble important
d’étudier la dynamique de la relation « biofilm-colmatage » au cours du temps, et pour
cela, de suivre conjointement I'évolution des biofilms et des propriétés
hydrodynamiques de la couche superficielle des sédiments (0-1 cm). Cela pourrait étre
réalisé des la mise en service d'un bassin a partir d'un sable « neuf » mis en place apres

raclage d’un bassin par exemple.

La durée de ce suivi serait définie en fonction (i) de l'apparition d'une réduction
significative des performances hydrauliques ; (ii) de la volonté d’inclure différentes
saisons. Ces essais constitueraient un test de validation expérimentale des effets de la
teneur en chlorophylle-a sur la structure et la conductivité hydraulique des sédiments
des bassins. De plus, ils permettraient de caractériser les modifications de perméabilité et
de la biomasse algale a des échelles de temps courtes, données nécessaires afin de mieux
appréhender l'influence des facteurs du milieu (température, luminosité, gestion des

bassins) sur le fonctionnement des bassins.

Suivi complémentaire de I'influence des cycles de sollicitation

Les bassins sont soumis a des phases d’inondation et des phases d’exondation suivies,
ou non, d'une période d’assechement d’intensité variable. La fréquence et la durée de ces
conditions hydrologiques jouent un role dans la dynamique de colonisation, mais
également dans les processus de colmatage (Schuh, 1990; Dodds et al., 1996a; Loizeau,
2013). Pour mieux comprendre ces processus, des prélevements de biofilm pourraient
étre effectués avant et apres un assec. Cette étude pourrait étre couplée avec le suivi

depuis un état initial présenté ci-dessus.
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[1.2.2 Examiner la diversité des communautés microbiennes

L’analyse de la diversité des différentes communautés composant le biofilm pourrait
apporter des informations supplémentaires sur les relations entre les communautés qui
se développent naturellement dans les bassins et les propriétés du milieu physique, et

finalement sur le fonctionnement de 'interface sédimentaire.

Concernant par exemple les communautés phototrophes des biofilms benthiques, elles
sont généralement tres différentes de celles présentes au sein de la colonne d’eau du fait
de l'accumulation d’organismes a linterface eau/sédiment et des perturbations
importantes que subissent les bassins d’infiltration (successions de périodes
d’inondation et d’exondation qui ont un impact important sur la dynamique des
communautés et le développement du biofilm). Aussi, un milieu perturbé devrait
présenter une forte variabilité temporelle. Etant donné les enjeux relatifs a la qualité des
eaux dans des bassins ayant pour vocation la recharge des nappes souterraines, il est
important de connaitre la composition des communautés microbiennes, en particulier

vis-a-vis des de certaines bactéries et cyanobactéries qui peuvent étre toxiques.

Dans le cadre de ce travail, une premiere caractérisation qualitative a été effectuée par
une analyse pigmentaire par HPLC (Voir Annexe) qui a permis d’identifier les
principaux groupes d’algues rencontrés dans les bassins d’infiltration. Cette analyse doit
toutefois étre complétée par une identification plus fine des différentes especes, et

notamment des cyanobactéries.

[1.2.3 Déterminer la qualité des eaux infiltrées avec et sans
traitement

Pour faire suite aux paragraphes précédents, il est important de vérifier les effets des
traitements biologiques sur la qualité des eaux infiltrées, du fait des enjeux associés a
cette ressource. Nos travaux ont mis en évidence le maintien des activités enzymatiques
de dégradation de la matiere organique au cours des expériences utilisant des
traitements biologiques. De plus, 'utilisation de telles techniques permettant de réduire
la densité du biofilm sans le supprimer permet de conserver ses propriétés épuratrices

tout en maintenant l'infiltration, contrairement aux opérations de raclage et de
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changement de substrat actuellement utilisées. Toutefois, il semble important de réaliser
un suivi complémentaire de la qualité des eaux infiltrées en présence des macro-
organismes, soit directement sur le terrain (avec des mini piézometres permettant des
collectes d’eau interstitielle dans les bassins), soit a 1’échelle du laboratoire (en colonnes

de sédiment).

Pour cela, il est possible de suivre des marqueurs physico-chimiques et biologiques
globaux parmi lesquels on retrouve (i) des parametres physicochimiques tels que la
température de l'eau, 'oxygene dissous, le pH, la conductivité électrique, la quantité de
matiere en suspension, le carbone organique dissous et les teneurs en ammonium,
nitrates et phosphates, et (ii) des parametres bactériologiques tels que les hétérotrophes
totaux, les indicateurs de contamination fécales (coliformes et entérocoques) et les
bactéries sulfato-réductrices indicatrices de conditions anaérobies dans les sédiments.
Ces recherches sur les contaminants biologiques pourraient aller plus loin via des
collaborations (équipe de Benoit Cournoyer, UMR 5557, Lyon 1) par la recherche de
souches bactériennes opportunistes de I'environnement telles que Pseudomonas

aeruginosa.
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I. Communications affichées

Context

Infiltration basins are increasingly used in urban areas for flood
protection, groundwater recharge and stormwater disposal. However,

Results & Discussion

Hydraulic characterization

140 +
their hydraulic and environmental performances are often affected by N 120
clogging. Clogging is usually explained by the combined and 100 .
overlapping effect of : ="
£ itt)with H1
Physicochemical processes [1,3] » —=— i(t) without H1
v'Fine sediment deposition ‘ ) ) ) “ &
v Precipitates & adsorption mechanisms 00 1500 2000 2500 2000 2500 O 500 1000 1500 2000 2500 2000
Clogging Kse) i)
Biological processes [1,2,4,5] m Before removal of H1, mean estimated saturated hydraulic conductivity K

was significantly lower in B2 (8.39 + 5.90 mm h-') than in B1 (353 + 371
mm h').

v Accumulation of organic matter (OM) ‘
v Biofilm growth

= Mean hydraulically functional pore §,, was also lower in B2 (0.026 + 0.021
mm) than in B1 (0.48 £ 0.51 mm)..

m After removal of H1, strong increase in infiltration in the two basins. K,
was 2-fold higher in B1 and 60-fold higher in B2.

The present work aimed to evaluate the respective contributions of
sediment deposition and biofilm growth on clogging in two infiltration
basins submitted to contrasting infiltrated volumes per unit area.

Materials & Methods <

Study site ot

Pumping wellfield of “Crépieux-Charmy” (Lyon, France). It is the largest
in Europe (375 hectares, 1 280 000 inhabitants supplied). Several
infiltration basins have been set up on this site in a protective purpose
(hydraulic barrier, groundwater recharge).

We focused on two basins built in April 2008, named B1 and B2,

rmances by the permeability of the

10

| ﬂ Particle size distributions in H1

m Before removal of OM, patrticle size in

supplied with the same water. For operational reasons, greater volumes § { ) H.1thptr;sentet'i d m:ltlmodal d':m:gt'on‘
of water were infiltrated per year in B2 (~30 % more than in B1). g 0 o A :Irlzd 453;:;'" Ao (Rt Hm
" 2 " without organic matter 3
e |
Sameliog £ o u After removal of OM, differences in
Samples were collected by coring on 20 October 2010 from g 5 grain  size distributions  observed
3 homogeneous areas of each basin. il 2 A between basins were suppressed,
24 = /\ 5 o
Sediment cores were sliced to obtain samples from 3 layers: il 438 VA especially for fine particles (<63 um).
0-1cm (H1), 2-3 cm (H2) and 10-14 cm (H3). 2 ! P;fﬁc,e s‘.;?mm)' o 1m
Measures performed . |
- The large difference in Ks en B1 and B2 in H1 was not due to
Analyzes of particle size distribution B R SR
* v'Grain size distribution before and after removal of L e e L
(oMb NaGCl treatment ) Biological characterization
a Variables associated with biofilm ) TOC (% DW) Chlorophyll-a (jg/gDW) Bacterial cells (number/gDw)
- v Total organic carbon (TOC) and Total nitrogen (TN) B 1 2 9 4 D 5 W @ W e i
= ‘ v Chlorophyll-a content W — g e v E——
v Abundance of intact and damaged bacterial cells i
o H2 H2
' v Total protein content L} | ﬁ—
(’ Hydrolytic activity (FDA) 3 He | H3 | vy . E' :;

- Difference in OM content between B1 and B2 in H1 was associated
with algal biomass (5-fold higher in B2).

~
In situ infiltration measurements and data collection have been
carried out with and without the top layer H1 (0-l1cm) using the
Beerkan procedure and the BEST-algorithm [6].

J

Dense mat of

/ algae

e

Conclusions

m The top layer (0-1 cm) constitutes both a hot spot of biological development,
and a layer controlling the efficient permeability of the infiltration media.

m As in B2, algae could affect the pore network by reducing the pore size and/or 'Bi ) B2
by filling connections between the pores. { o wol sonsiscted mow,s - .;5,;;.; plugged T~
= faciltate water transfers
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Annexes

II. Tableaux de données

1.1 Expérience 1

Composition physico-chimique des sédiments

Echantillon Bassin Horizon Calcium (ug/g ~ Aluminium Fer (ug/g sec) Souffre (ug/g  Phosphore Teneur e.n eau
sec) (ug/g sec) sec) (ng/g sec) (% massique)
5 1AH1 51 1 180000 2600000 5000000 1900 300,9403471 35,01
5 1AH2 51 2 160000 2500000 5400000 600 223,6303435 12,34
5 1AH3 51 3 150000 2200000 4900000 600 197,7321491 15,99
5 1BH1 51 1 180000 2600000 5000000 1900 266,4979646 28,53
5 1B H2 51 2 150000 2300000 5000000 1600 146,9800481 15,53
5 1B H3 51 3 140000 2500000 5600000 1400 241,1181254 15,51
5 1CH1 51 1 180000 2600000 5000000 1900 255,6052893 39,50
5 1CH2 51 2 150000 2700000 5500000 1500 93,38521773 14,63
5 1CH3 51 3 130000 2500000 5700000 1300 284,1087899 15,13
5 2 AHL 52 1 220000 4000000 6200000 2600 176,7823981 58,19
5 2AH2 52 2 170000 3900000 7200000 1900 302,5935561 23,01
5 2 AH3 52 3 170000 2500000 5500000 1800 442,3043243 15,89
5 2BH1 5 2 1 220000 4000000 6200000 2600 257,7004982 60,78
5 2B H2 52 2 180000 3800000 6600000 2000 331,4396813 31,54
5 2B H3 5 2 3 170000 1800000 4400000 600 264,6710038 15,99
5-2 C H1 52 1 220000 4000000 6200000 2600 311,3064034 57,35
5-2 C H2 52 2 160000 2900000 5800000 700 409,1972615 19,80
5-2 C H3 52 3 180000 2200000 4900000 1800 411,7783283 13,03

Caractérisation biologique des sédiments

. - : C(% N (% Protéines pgSucres/g upgCellulos Chloro a Phéopigme Nombre de Ta,u>'< DA
Echantillon Bassin Horizon . , nt (ug/g bactéries (umol/g
= = = masanueg massmueg (ng/g secg Sec = elgSec = (Hg/g secg sec) & bc /gsec! léséesB  secih)
5 1AH1L 51 1 1,3394 0,1662 1988,674222 | 1977,991199 | 36261,22819 8,67 2,18 1,07E+09 15,88 0,615234462
5 1AH2 51 2 0,0892 0,0128 147,9585912 | 886,4958731 | 3398,603946 0,07 0,07 2,56E+08 18,16 0,00399077
5_1AH3 51 3 0,0629 0,0106 78,90939974 | 14,68282831 X 0,00 0,00 3,78E+08 16,08 0,000778666
5_1BH1 51 1 2,2292 0,2528 1633,621185 | 582,9103963 X 13,44 2,22 1,43E+09 12,94 0,299809344
5_1BH2 51 2 0,0639 0,0091 97,83380289 | 792,8436091 | 4543,709752 0,08 0,00 2,17E+08 21,82 0,002152317
5_1B H3 51 3 0,0385 0,0075 70,81253415 | 4,951504477 | 29,70902686 0,00 0,00 2,27E+08 28,61 0,001838236
5 1CH1 51 1 1,5193 0,1731 1344,841781 | 3119,481187 | 33018,89542 5,20 3,06 9,42E+08 24,70 0,508612114
5 1CH2 51 2 0,1033 0,0137 163,8791669 | 425,5529996 | 4230,873434 0,08 0,05 4,86E+08 11,78 0,005196204
5_1CH3 51 3 0,0316 0,0076 87,07519349 | 4,963971774 | 2,481985887 0,00 0,00 2,51E+08 33,33 0,000900891
52AHL 52 1 2,5784 0,3106 3768,135859 | 3643,862495 | 18621,98604 72,63 2,33 6,73E+08 14,13 1,202772571
5 2AH2 52 2 0,5784 0,0694 458,5401526 | 1304,420028 | 4066,257572 0,42 0,84 4,19E+09 12,34 0,057733874
5 2AH3 52 3 0,0434 0,0076 78,17954305 | 9,893046154 | 27,18478036 0,00 0,00 2,87E+08 33,03 0,000995438
5_2BH1 52 1 2,6188 0,3250 5300,896828 | 3665,307945 | 42048,67628 53,61 1,36 1,62E+09 21,95 1,063161653
52BH2 52 2 0,4851 0,0604 386,6111687 | 1173,960392 | 3695,838437 0,32 0,77 4,26E+09 12,20 0,054930167
5 2BH3 52 3 0,0455 0,0071 53,77901615 | 2,457215569 | 12,28607784 0,00 0,00 3,23E+08 23,17 0,002484301
5-2 CH1 52 1 0,2549 0,0371 3798,115285 | 3325,222679 | 26271,75768 31,74 3,21 1,49E+09 20,24 0,979267508
5-2 C H2 52 2 2,5118 0,3154 331,5801873 | 1178,861745 | 3656,331915 0,15 0,28 6,93E+08 11,63 0,029394382
5-2 CH3 52 3 0,0450 0,0068 52,06576069 |  4,92426 7,38639 0,00 0,00 2,68E+08 26,16 0,000968432
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Résultats de I’algorithme BEST

Annexes

Basin 5.1-11 Basin 5.1-12 Basin 5.1-13 Bai'l';];’;"“ Bazg;’él"“r’ BaSA'lr;i‘el"G Basin 5.2-14 Basin 5.2-I5 Basin 5.2-16 Bail';]:’:"l Bazr;:éz"z BaSA'lr;i:'B
Reférence : \Aﬁg;’:t V\gg::t Vfltg;’:t CONT psd CONT psd CONT psd \Aﬁg;’:t V\ggz:t Vfltg;’:t CONT psd CONT psd CONT psd
2 2 2 2 2 2

r disk (mm) 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
hsurf (mm) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
rod (g/cm3) corr cailloux 1,559 1,566 1,566 1,566 1,566 1,566 1,564 1,564 1,564 1,564 1,564 1,564
teta_0 0,1482 0,1259 0,1259 0,1259 0,1259 0,1259 0,0755 0,0755 0,0755 0,0755 0,0755 0,0755
teta_S 0,4118 0,409 0,409 0,409 0,409 0,409 0,4099 0,4099 0,4099 0,4099 0,4099 0,4099
M 0,4606 0,4606 0,4606 0,1657 0,1657 0,1657 0,4606 0,4606 0,4606 0,1657 0,1657 0,1657
N 3,708 3,708 3,708 2,3972 2,3972 2,3972 3,708 3,708 3,708 2,3972 2,3972 2,3972
M.N 1,708 1,708 1,708 0,3972 0,3972 0,3972 1,708 1,708 1,708 0,3972 0,3972 0,3972
Dg (um) 586,3302  586,3302  586,3302 877,1743  877,1743 = 877,1743 586,3302  586,3302 = 586,3302 877,1743 = 877,1743 = 877,1743
m 0,2959 0,2964 0,2964 0,0938 0,0938 0,0938 0,2962 0,2962 0,2962 0,0938 0,0938 0,0938
n 2,8406 2,8424 2,8424 2,2071 2,2071 2,2071 2,8419 2,8419 2,8419 2,207 2,207 2,207
m.n 0,8406 0,8424 0,8424 0,2071 0,2071 0,2071 0,8419 0,8419 0,8419 0,207 0,207 0,207
eta 6,0833 6,0778 6,0778 13,5627 13,5627 13,5627 6,0794 6,0794 6,0794 13,568 13,568 13,568
cp 1,63 1,6295 1,6295 2,1754 2,1754 2,1754 1,6296 1,6296 1,6296 2,1757 2,1757 2,1757
S (mm/s1/2) Best.| ou BEST.q 1,0886 2,1591 2,9477 0,9648 0,9559 1,2065 2,2212 2,1914 1,8951 0,8186 0,6854 0,6791
Ks (mm/s) Best.| ou BEST.q 0,0311 0,1583 0,4223 0,2101 0,0787 0,0052901 0,1726 0,2047 0,0418 0,001535  0,0012503 0,0042212
alfa-1 (mm) 23,4138 18,0872 12,6371 2,0366 5,3379 126,4828 17,5426 14,3982 52,7312 200,6361 172,7032 50,2191
alfa-t (sec) 753,996 114,352 29,9483 9,6938 67,8393 23909 101,6515 70,3482 1261,8 130710 138120 11897
alfa-h (mm) 88,8233 63,89 44,6382 7,1938 18,8551 446,7778 52,46 43,0568 157,6889 599,9882 516,457 150,1768
alfa-teta 0,2636 0,2831 0,2831 0,2831 0,2831 0,2831 0,3344 0,3344 0,3344 0,3344 0,3344 0,3344
alfa-K 0,0311 0,1582 0,422 0,2101 0,0787 0,0052901 0,1726 0,2047 0,0418 0,001535  0,0012503 = 0,0042212
lambda-teta 0,4118 0,409 0,409 0,409 0,409 0,409 0,4099 0,4099 0,4099 0,4099 0,4099 0,4099
lambda-K 0,0311 0,1583 0,4223 0,2101 0,0787 0,0052901 0,1726 0,2047 0,0418 0,001535  0,0012503 @ 0,0042212
lambda-h 88,8233 63,89 44,6382 7,1938 18,8551 446,7778 52,46 43,0568 157,6889 599,9882 516,457 150,1768
xm (mm) 0,0838 0,1165 0,1667 1,0344 0,3947 0,0167 0,1418 0,1728 0,0472 0,0124 0,0144 0,0496
zm (mm) 0,0838 0,1165 0,1667 1,0344 0,3947 0,0167 0,1418 0,1728 0,0472 0,0124 0,0144 0,0496
hg (mm) -77,575 -55,9212 -39,0706 -8,083 -21,1856 -502 -45,4396 -37,2948  -136,5864 -668 -575 -167,2001
alfa_ratio 2,0663 2,0655 2,0655 2,4814 2,4814 2,4814 2,0658 2,0658 2,0658 2,4815 2,4815 2,4815
hgpw -77,575 -55,9212 -39,0706 -8,083 -21,1856 -502 -45,4396 -37,2948 -136,5864 -668 -575 -167,2001
teta_R pw 0,0671 0,0573 0,0573 0,0216 0,0216 0,0216 0,0345 0,0345 0,0345 0,0129 0,0129 0,0129
hgmw -62,7824 -46,7537 -32,6655 -6,22 -16,3027 -386,2988 -40,9367 -33,599 -123,0511  -572,0483 = -492,4069 @ -143,1834
hgmd -129,7294 -96,5717 -67,472 -15,4346 -40,454 -958,5731 -84,5657 -69,4077 -254,195 -1419,6 -1221,9 -355,3151
COMMENTS No CommentsNo CommentsNo CommentsNo CommentsNo CommentsNo CommentfNo CommentsNo CommentsNo CommentsNo CommentsNo CommentsNo Comments
Y1 139,9885 136,3543 137,75 69,8409 94,0215 160,8851 131,5103 130,0794 143,3666 133,2204 143,261 138,3582
X0 -63,8957 -62,2369 -62,874 -31,8779 -42,9147 -73,4337 -60,026 -59,3729 -65,4376 -60,8065 -65,3894 -63,1516
X1 12,7791 12,4474 12,5748 6,3756 8,5829 14,6867 12,0052 11,8746 13,0875 12,1613 13,0779 12,6303
X2 76,6748 74,6843 75,4488 38,2534 51,4977 88,1204 72,0312 71,2474 78,5251 72,9678 78,4673 75,7819
lambda-c (White et Sully) 79,4698 57,2154 39,9748 8,6073 22,5597 534,5599 47,0183 38,5905 141,3317 717,9606 618,005 179,7052
lambda-m (White et Sully) 0,0936 0,1301 0,1862 0,8645 0,3299 0,0139 0,1583 0,1928 0,0527 0,0104 0,012 0,0414
dim fractale s 0,6759 0,6753 0,6753 0,6753 0,6753 0,6753 0,6755 0,6755 0,6755 0,6755 0,6755 0,6755
dens. apparente mesurée (g/cm3) 1,559 1,566 1,566 1,566 1,566 1,566 1,564 1,564 1,564 1,564 1,564 1,564
% cailloux NON poreux >2mm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% cailloux poreux >2mm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Shape index PSD 1,1694 1,1694 1,1694 0,3407 0,3407 0,3407 1,1694 1,1694 1,1694 0,3407 0,3407 0,3407
Water ret curve Shape index 0,6487 0,6498 0,6498 0,1893 0,1893 0,1893 0,6495 0,6495 0,6495 0,1893 0,1893 0,1893
BETA 0,6331 0,6281 0,6281 0,8398 0,8398 0,8398 0,6186 0,6186 0,6186 0,8341 0,8341 0,8341
GAMMA 0,5822 1,0159 0,5992 0,8726 1,0757 0,6 0,7392 0,8107 0,8057 0,6005 0,6 0,6007
Erreur sur | Erl 8,73E-03 0,0285 0,0087575 0,0104 0,0319 0,0805 0,0053674  0,003351 0,0159 0,0811 0,0943 0,0446
RMSEI 0,0102 0,0334 0,0103 0,0128 0,0391 0,0986 0,0062748 0,0039132 0,0186 0,0986 0,1147 0,0546
Erreur surq Erq 0,2022 0,0808 0,1144 0,0634 0,0866 0,2524 0,1045 0,1671 0,1564 0,1828 0,2913 0,1697
RMSEq 0,1986 0,0776 0,109 0,0618 0,0844 0,2647 0,0981 0,1566 0,1475 0,1797 0,3044 0,1689
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[I.2 Expérience 2

Physico-chimie de la colonne d’eau des mésocosmes

Annexes

02 (mg/L) [Ecart-type| 6 (uS/cm) [Ecart-type]  pH  [Ecart-type T [Ecarttype] NH4+ [Ecarttype[ NO3- [Ecart-type] PO4 [Ecart-type
T 109525 0,4990908| 198  18,131189| 9,33  0,2428992| 2055  0,2516611| 241425 0,7834272| 002475 0,0061305| 14,472  7,5202563
Berula | 104425 0,9582058| 190,325 12,126383| 9,295 0308707 | 199  0,2160247| 567475 27528211 0,017 0 13,72975 2,0991643
to Vali 00425  1,0873324| 206,225 3200483 | 923  01679286| 20,175 0,3947573| 2986  1,5350954| 0,013  0,0046188| 1528325 2,6112263
Cerato | 10,6625 0,7676099| 207,85 2463852 | 9,3825 00585235 20675 0340343 | 38115 29586256 0,019 0004 | 12,9875 19163522
Chara | 11,0125 19936294 1944 10707318] 9175  01884144| 203  04546061| 3,367  1,2167659] 0,015  0,0076594| 13.4275 1,3543925
T 10,4075  2,0364400| 26825 37526657| 944 05409251 21,725 035 | 1807225 44061414 01195 0,0200915| 9,051 32792548
Berula | 11,185 0,8867356| 2565 22,173558| 9,5325 02582473 214  0,3550026| 23,433 39019704 0135 00443697 88935  3,2043493
t Vali 87525 24248488 2975  28431204| 91275 0,7684346| 21,325 0,3095696| 2430875 7,1317884| 0,035 0,0189121| 88935  1,2788436
Cerato | 7,5625 3,4689804| 29575 40458827| 9055  0,7747042| 21,875 0,6130525| 23,608625 84362709| 0,10825 0,0129196| 10569  2,7714761
Chara | 7,3025 3,6368519| 303,25 47,563116| 8,6875  0,8878579| 21,725  0,287228121,154625 6,5580034| 0,1075  0,0356885| 9282  4,0419772
T 021  12353137| 2162  37,583596| 8,7575 0,4929757| 17,35 03 | 2781125 6,0390924| 01095 0,0193993| 6,75625 1,3973788
Berula 963  07772173| 210,775 17,6466 | 892 02738613 17,525 0,2872281| 15256 3,8593242| 01725  0,075602 | 8,1026667 1,4735
©2 Vali 8315  24716324| 24375 42742446] 8495 06804165 17,425 0,3304038| 41,477 61451557| 00775 0,0311595| 10,146  2,6626064
Cerato | 8205 23662417| 25425 42515683| 862  06760671| 17,2  0,0816497| 16,7275 8,9385686| 0,05 00267208 60195 1,2157117
Chara 644  38649795| 25625 53243935| 823  0,7289719| 176 03464102 32846  10,308448| 0,103 00202155 7.934  1,2495047
T 055  33567941| 198325 21462118 89025 0669745 | 181  05228129| 9341 5573437 | 006675 0021762 | 683775 1,6485402
Berula | 12,295 1,0469161| 170,625 12,052489| 9,6525 02651258 17,75 0341565 | 13911 52074434 0,064 0006 | 683775 1,6485402
3 Vali 11,01 1,3279809| 2017  36,796286| 9,335 061 17,975 0499166 | 21,696 4,8193326| 00535 0,0151548| 8312  0,7094796
Cerato | 11,0075 2,3467051| 197,075 36457407| 9495 07483537 19  04320494| 11,706 9,89 00585 0,0124499| 7,575  0,9410731
Chara 11,7 22182125| 2059  48,904397| 91925  06414762| 1825  0,7187953| 33566  11,973397| 00515  0,0179907| 8312  0,7094796
T 10,265  4,7037326| 2152  54976904| 86475 0,7735793| 23  05291503| 1304675 6,8462463] 0071  0,0146059| 417975  0,7515
Berula 1562  3,0864327| 16025 1639197 | 9,315 05233546 23,225 04645787| 16,757  6,7442795| 0,0746667 0,0063509| 3,804  1,2271944
4 Vali 12,46  1,2445347| 172,975 13.830251| 92375 0,3402328| 22,775 0,6130525| 1332575 6,1581594| 0,065 0004 | 530725 1,2276026
Cerato | 13,3075 2,8216824| 17815 34495265| 948  0,7655064| 23,375 0,4924429| 21,56075 5,623727 | 0,0683333 0,0046188| 4,17975 1,4390129
Chara | 13,8375 1,6663408| 176,95 20064583| 9145  0,4935247| 23,325  0,6751543|11,380667 3,8104935| 0,063  0,006532 | 45555  0,8677575
T 13,7575 5,7545887| 2038  42967197| 8985  0,8214824| 24525 0,8057088| 208625 04087154| 0096  0,0095568| 648375 1,1467695
Berula 1654  2,84305 | 165325 10230469 96875 0,2171597| 242  0,1632993| 318225 1,3847047| 008275 0,0072284| 8239  1,3442277
5 Vali 12,3275 1,4184587| 168,75 13943816 939  0,1885029| 24125 0,2217356| 321975 1,1329523| 007725 0,0061305| 7,537 0,702
Cerato | 1593  4,7449271| 184,7 15854547| 09,6525 0,6483505| 24,25  0,2380476| 4,5273333 1,819741 | 0,0873333 0,0040415| 6,83475 1,7669924
Chara | 158525 30441132| 158425 21484491 958  0,3249615| 24,675 02753785 2,7586667 1,1715342| 0,0755 00071414 859  1,8125562
T 1378  41993571| 1559  15619219| 96975 0,6752962| 19,825 0,6601767| 2105  0,2066253| 0,08625 0,0198893| 7,537 0,702
Berula | 15615 1,2106885| 145175 7,0334321| 10,1975 0,3297853| 20,075 0,5315073| 2,49575 03943572 0081  0,0176446| 6,83475 1,3446629
tf Vali 12,885 1,3770137| 142,775 7,2848587| 984  0,1442221| 19725 03947573 5058  56971407| 0066  0,0046188| 648375 1,1467695
Cerato | 16,68 45012961| 165975 10,647183| 1008 06691288 19925 0,2872281| 2,684 0,847 0094 00196469| 7,186  0,8105998
Chara | 16065 1735982 | 135525 1985573 | 1016  0,1385641| 20,375  0,3593976| 230725 0,1958186] 0,064  0,0063246| 57815 08111771
Caractérisation du biofilm des sédiments
N (% massique) COT (% massique) Efficacité photo Activité phosphatase Activité hydrolitique
Echantillon | traitement t0 tf t0 tf t0 tf t0 tf t0 tf
T1 Témoin | 0,08306945 0,06676363 | 0,64065675 0,50749661 0,762 0,56695 | 39,692122 23,95994 | 1,6747368 1,3131699
T2 Témoin | 0,09958264 0,06927923 | 0,78515993 0,54626939 0,769 0,85 36,967731 35,234648| 0,9962713 1,0478311
T3 Témoin | 0,15190706 0,1697 1,11799216 1,3008 0,799 0,85 70,724522 55,544538| 1,7081872 1,3123309
T4 Témoin 0,07834378 0,08736641 | 0,62850698 0,72330115 0,811 0,81685 | 24,516606 20,167458| 0,6553726 1,0400306
Bl Berula | 0,10690333 0,07453814 | 0,83293202 0,59371005 0,822 0,85 41,453269 39,223058| 1,5153448 1,7432865
B2 Berula | 0,10112403 0,06243241 | 0,78504546 0,48603891 0,798 0,85 35,558841 22,282353| 1,2447733 1,3264344
B3 Berula | 0,11774086 0,12404941 | 0,88630001 0,93281686 0,802 0,85 39,268021 37,246626| 1,5587186 1,6210512
B4 Berula X X X X 0,749 0,85 32,929687 25,061224| 0,9476433 1,3428735
Vi Valli 0,1252 0,0781 0,9637 0,6267 0,758 0,72845 | 40,576603 31,046882( 1,6982139 1,561337
V2 Valli 0,13008873 | 0,07328878 | 0,98353225 | 0,61003751 0,754 0,6001 | 48,777785 45,930455( 1,2912042 1,448027
V3 Valli 0,0827 0,0570 0,6774 0,4844 0,769 0,4726 | 35,778533 21,783754| 1,6803907 1,2115594
\YZ! Valli 0,0772 0,0507 0,6271 0,3909 0,788 0,56695 | 26,647004 18,07068 | 1,1911261 1,1746314
Cl Cerato 0,1015 0,1050 0,7815 0,7689 0,792 0,85 30,351528 24,815347| 0,986664 1,2622973
Cc2 Cerato | 0,09976277 0,0732 0,73714348 0,6100 0,769 0,85 61,572338 35,314126| 1,3322833 1,3120871
C3 Cerato 0,0986 0,0898 0,7888 0,7188 0,689 0,595 43,320374 39,666621 | 1,4278309 1,4662914
C4 Cerato 0,1038 0,0697 0,8827 0,5796 0,742 0,85 47,323324 41,887368| 1,6277009 1,4671223
Chi Chara 0,1101 0,0613 0,8589 0,4759 0,719 0,85 34,647028 53,719936| 1,3977122 1,5148983
Ch2 Chara 0,1033 0,0591 0,7597 0,4517 0,785 40,162544 49,180089 | 1,3799197 1,3999767
Ch3 Chara 0,0707 0,0771 0,7302 0,6448 0,801 0,85 29,855934 31,581729| 1,3252742 1,7513878
Ch4 Chara 0,0837 0,0525 0,6930 0,3624 0,699 0,85 32,113834 20,129052| 1,190625 1,5663609
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rouge : algues sur le filtre

Contenuen | Contenu en N Contenu en
Masse Teneur en eau Masse contenu en Contenu en Contenu en | Masse seche
volumique des |des sédiments | volumique des chlqro—a du chlqroja total chloro-a dans | chloro-a dans chloro-a des des chloro-a total
- _ P biofilm des | du biofilm des ) ) ) des
sédiments |= Meat;/Mtotale sédiments sédiments sédiments I‘a colonne | colonne d'eau | | filamenteuses | filamenteuses flamenteuse
(o) (%) (9SECIL) (/o sec) (ug/bac) d'eau (ug/L) (Hg/bac) (Hg/gsec) @ (ug / bac)

T1 3003,168855 32,33830846 2031,994847 8,748885523  23875,43807 1,384814286 40,85202143 559,35392  3,698001003 2068,491357
T2 3444,092349  27,76699029 2487,771561 12,3944043 41410,6617 0,490542857 14,47101429 724,083551  1,169318716 846,6844481
T3 3343,594387 42,27318046 1930,150698 35,50995249  92048,6285 38,03751836 1122,106792 2605,911705 4,069777462 10605,48072
T4 3320,95971  21,5010142 2606,919691 5,197717633 18197,69358 1,239730886 36,57206114 3367,832056 1,200710948 4043,792821
T5 3275,690358 24,92725509 2459,150666 5,725139773  18908,07187 3,034087639  89,50558536 2152,10369  8,314825083 17894,36574
T6 2889,995473  24,92725509  2169,598929 11,20154741  32638,74807 2,944364295 86,85874671 2293,991964 5,357839613 12290,84102
B1 3375,282933 25,07903056 = 2528,794695 19,54268828 66370,31658 0,628374865 18,53705852 2707,841827 1,670277701 4522,847822
B2 2951,561793 22,44318182 2289,137413 4,685616724  14405,04559 1,167240845 34,43360492 1316,551228 5,250757883 6912,891736
B3 3067,451335 30,76923077 2123,620155 17,80583457 50782,62959 30,41630562 897,2810157 2348,980142 2,162422113 5079,486603
B4 3119,058397  24,2074928  2364,012561 6,637392451 21072,85066 9,475957049  279,5407329 1956,330935 1,215680252 2378,272885
Vi 3195,11091  29,17093142 2263,067298 8,726530319 26522,53819 2,17711225  64,22481139 2228,170704 4,019294817 8955,674961
V2 2581,258488 29,17093142 1828,281345 17,70081234  43462,25327 2,117419667 62,46388019 3154,442513 2,742855701 8652,180632
V3 3259,393391 27,46268657  2364,2764 7,729002372  24541,30768 299,3755217 8831,577891 2790,115922 1,536299257 4286,453019
V4 3203,259393  26,76720075 2345,836521 5,826348125 18355,66767 2,67277954  78,84699644 815,6226877 2,590428975 2112,812643
C1 3138,071526  29,82954545 2201,999053 16,54018645 48914,04079 22,61790007 667,2280522 1563,042287 5,305217078 8292,278635
C2 2759,619737 32,55587949 1861,201261 7,067292284  17665,3564 0,894271429 26,38100714 1302,994676  3,645900753 4750,589269
C3 3184,246265 32,44739756  2151,04122 16,53954063 47780,2248 12,58869796  371,3665897 4543,165222 2,304913662 10471,60359
C4 2999,547306 34,93975904 1951,512705 16,99318679 44537,12995 37,87296479 1117,252461 903,9956288 5,253078214 4748,759743

Chl 3157,084654 28,04391218 2271,714606 4,588005327 13997,60379 0,314187433  9,26852926 0 0,029932812 0

Ch2 2796,740607 28,04391218 2012,425127 9,777946134 26426,72737 4,490053456  132,456577 2185,181941 2,019709669 X
Ch3 3245,812585 36,64864865 2056,266135 9,697312195 26779,76202 1,384814286 40,85202143 2523,249069 0,090732194 228,9399245
Ch4 3203,259393  26,02880658 2369,489201 6,079725641 19347,04883 5,709782594 168,4385865 1512,393584 0,862337267 1304,193349

Caractérisation des macrophytes

Biomasse plantes Efficacité photo
Echantillon| Traitement Biomasse Biomasse Phi plante tO Phi plante tf
plante to plante tf

Bl Berula 28,5 22,14 0,813 0,56695
B2 Berula 24,2 1,7 0,749 0,7225
B3 Berula 33,5 12,731 0,791 0,646
B4 Berula 29,5 3,65 0,801 0,7225
V1 Valli 13,06 40,29 0,785 X
V2 Valli 13,82 28,41 0,769 0,85
V3 Valli 10,2 17,47 0,811 0,85
V4 Valli 15,9 25,52 0,862 0,85
C1 Cerato 29,652 24,64 0,754 0,748
C2 Cerato 20,846 18,68 0,796 0,6392
C3 Cerato 25,732 21,9 0,698 0,7429
C4 Cerato 16,73 18,25 0,812 0,5729
Chl Chara 20,1 41,69 0,795 0,85
Ch2 Chara 24,5 X 0,745 0,85
Ch3 Chara 22,2 66,07 0,788 0,74035
Ch4 Chara 29,8 52,53 0,795 0,59075
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Caractérisation du biofilm des sédiments

Annexes

Echantillon | Traitement | Temps Chloro Phéo Bactéries Tauxlésées Sucres Prot Activité Acm"'fe Efficacité Photosynthese Teneuren
phosphatase | hydrolytique photo eau
T1 T t0 7,815895646 | 3,446784766 | 5812192691 | 14,56723338 3,97190 1,95981 217,3754562 | 0,054931706 0,745 30,61 43,0523918
T2 T t0 7,77922575 | 7,204124004 | 10318470997 | 13,95631068 4,34382 3,11997 305,0557609 | 0,052016594 0,712 17,055 58,64527629
T3 T t0 21,33307515 | 8,235624848 | 4614271778 | 17,51442056 3,69301 2,21454 280,9448087 | 0,06176448 0,694 54,615 47,8313253
T4 T t0 4,189491974 | 6,195403859 | 3482954961 | 12,17447917 7,22873 2,82356 226,0830151 | 0,047420327 0,648 43,22580645
T5 T t0 10,69170397 | 6,35253845 | 4667246295 | 12,57449344 8,75499 1,97293 200,4625489 | 0,061730688 0,742 43,15196998
T6 T t0 4,242503276 | 4,590187079 | 13439126770 | 13,95486936 22,97758 2,63281 327,8610227 | 0,042111018 0,698 44,145 57,77559055
Omb1 Omb t0 29,42962517 | 39,87912483 | 6853457171 | 20,13758599 5,19051 3,53744 293,2635022 | 0,072466446 0,688 30,4275 53,90804598
Omb2 Omb t0 11,2176291 | 15,02664173 | 5946510034 | 18,8101983 5,92433 3,37433 251,735769 | 0,050687646 0,618 37,05 52,38095238
Omb3 Omb t0 11,1164856 | 10,32960577 | 4574833568 | 20,13888889 11,15315 2,92754 254,7587505 | 0,051277515 0,478 47,76699029
Omb4 Omb t0 13,52737087 | 6,602277374 | 3884056339 | 12,12121212 7,62139 2,00666 215,4334172 | 0,035774072 0,658 51,54639175
Omb5 Omb t0 6,948818848 | 6,002567291 | 2997722937 | 21,0251046 6,09763 1,27833 207,7558797 | 0,04038514 36,94374475
Omb6 Omb t0 8,601777078 | 8,450325487 | 4835663627 | 13,94658754 6,18485 2,44175 263,3720835 | 0,035034677 0,801 53,61842105
Vall Val t0 6,057978115 | 3,621625845 | 11320921783 | 13,91661773 2,89045 2,42948 285,3841844 | 0,057495251 0,744 36,375 57,8891258
Val2 Val t0 4,929521849 | 4,181185222 | 4113555938 | 16,71686747 13,13579 2,48675 251,8366013 | 0,035789432 0,648 39,61 56,41025641
Val3 Val t0 6,03242262 | 3,621636786 | 4921948912 | 18,59137056 2,20173 1,62064 164,4438388 | 0,045821363 0,579 31,305 46,34448575
Val4 Val t0 14,79331092 | 10,77261873 | 3137358173 | 16,4882227 4,12033 4,60843 326,7030584 | 0,054941834 0,688 60,12269939
Val5 Val t0 18,79974084 | 7,897578752 | 7816757799 | 14,12056152 4,08405 2,64322 230,3782649 | 0,056064378 0,758 47,53488372
Val6 Val t0 25,61596931 | 8,723729183 6,84997 1,91600 271,5014151 | 0,044746868 0,809 54,27027027
Vivl Viv t0 15,61879227 | 6,950862905 | 3235021869 | 12,69709544 4,03031 2,06214 183,6990932 | 0,030164639 0,744 28,69 35,18900344
Viv2 Viv t0 43,03403548 | 7,810914019 | 8246408690 | 18,23229986 4,66686 2,79120 274,3430842 | 0,049865539 0,658 32,47 50,22371365
Viv3 Viv t0 29,00812725 | 8,933951956 | 7074524900 | 17,07624449 3,98450 2,88121 250,850072 | 0,053448034 0,698 38,16 54,07636739
Viv4 Viv t0 39,58002431 | 11,1551242 | 5652696234 | 18,5019564 2,92314 1,57725 239,3807752 | 0,062590587 0,713 44,68784228
Vivs Viv t0 33,04501133 | 4,531277325 | 6013122380 | 6,917885264 7,60603 1,34717 230,4723932 | 0,038099643 0,709 50,67264574
Vive Viv t0 7,41417166 | 5,248264888 | 4395266363 | 9,31198102 3,10035 1,68214 159,6268771 | 0,031972193 0,589 30,43912176
Tubl Tub to 7,469943539 | 7,647569415 | 2643336538 | 16,35555556 4,09304 2,20290 220,823358 | 0,034674225 0,812 24,23 41,10032362
Tub2 Tub t0 25,88929816 | 6,337497952 | 6845413520 | 18,12469792 5,65261 2,96601 265,7115162 | 0,049920787 0,745 35,62 47,67676768
Tub3 Tub t0 4,40114671 | 3,887808514 | 10310304176 | 14,97191011 3,09541 2,28226 206,5206036 | 0,060221129 0,687 38,625 53,36734694
Tub4 Tub t0 20,20748897 | 7,53336411 | 11436834974 | 17,37331954 5,73412 2,28698 308,8073807 | 0,045493753 0,715 55,07075472
Tub5 Tub t0 12,5391093 | 6,126634286 | 10270906042 | 22,98025135 5,79811 5,84374 407,2861591 | 0,068860882 0,655 67,04980843
Tub6 Tub t0 22,82662265 | 5,764907963 | 6320260641 | 12,28070175 22,69013 2,73657 303,8057118 | 0,05316579 0,604 56,14035088
T1 T tf 0,092720735 | 0,034998563 | 3217600297 | 13,82978723 | 11,5044106 | 1,699940572 | 29,39125759 | 0,046014323 0,732 38,43 34,21400264
T2 T tf 15,06487242 | 8,180688551 | 5197703303 | 12,73801707 | 40,68864257 | 3,609359654 | 60,95541493 | 0,054709587 0,723 33,315 49,3656286
T3 T tf 7,711797473 | 6,097250146 | 2180076911 | 14,71442401 | 11,67672022 | 1,269180899 | 42,58642495 | 0,039608404 0,645 24,07 35,15731874
T4 T tf 7,844065914 | 5,884301433 | 2825626776 | 19,7080292 | 42,44755864 | 2,118596397 | 42,15094486 | 0,058699766 0,578 39,93 31,83940243
T5 T tf 3,869566151 | 3,209757521 | 9716660993 | 14,10807144 | 1,426366335 | 1,475342807 | 29,8614449 | 0,043844999 0,788 20,58 29,47259566
T6 T tf 5,454176487 | 3,733708128 | 2592515891 | 15,61771562 | 3,662421518 | 1,355837032 | 28,34325349 | 0,031109385 0,741 35,205 22,67303103
Omb1 Omb tf 11,93115279 | 8,357351878 | 2596311733 | 11,23188406 | 9,58564563 | 2,730601547 | 52,14905745 | 0,073255241 0,455 25,935 41,64037855
Omb2 Omb tf 7,00860425 | 5,107792147 | 2414773235 | 8,507223114 | 8,480635743 | 1,951855746 | 36,96570916 | 0,064884685 0,601 15,55 32,71413829
Omb3 Omb tf 7,324120422 | 6,853860347 | 6598515187 | 11,65644172 | 38,45258012 | 3,234403538 | 42,68856325 | 0,060478985 0,496 20,09 36,73163418
Omb4 Omb tf 3,985196533 | 2,336352762 | 2659663033 | 10,87435709 | 0,629361908 | 0,963164359 | 28,92412583 | 0,053984255 0,655 36,315 28,75667429
Omb5 Omb tf 11,66567161 | 5,137873844 | 4502945809 | 8,733153639 | 14,18601678 | 1,285529949 | 35,28728276 | 0,066337381 0,489 34,185 36,7278798
Omb6 Omb tf 42,97778746 | 11,6834738 | 12999307595 | 10,74249605 | 5,011144494 | 2,073368302 | 64,59918237 | 0,072629024 0,587 49,60491659
Vall Val tf 23,65895729 | 10,66546482 | 16376624811 | 12,21551324 | 18,96083688 | 3,105296182 | 51,70619484 | 0,062176564 0,365 15,33 42,98245614
Val2 Val tf 4,649753436 | 3,261400411 | 4444087502 | 9,090909091 | 9,779859778 | 1,97161734 | 42,95831644 | 0,039761293 0,412 13,815 32,89036545
Val3 Val tf 15,33980718 | 7,757008742 | 3865824754 | 10,22400919 | 10,05382215 | 1,373030251 | 31,15282313 | 0,058673912 0,401 3,29 20,46728972
Val4 Val tf 7,072171432 | 4,042977083 | 4940469664 | 12,7963869 | 11,00732407 | 1,66949846 | 34,21704026 | 0,051739267 0,437 5,16 29,39393939
Val5 Val tf 22,41670929 | 6,25374943 10,239536 | 1,699252106 | 34,33145602 | 0,04335734 0,443 13,41 28,25112108
Val6é Val tf 7,580514272 | 6,502122092 | 4871938916 | 11,94581281 | 14,31811415 | 2,010784359 | 47,5879304 | 0,058286466 0,622 19,08 34,22263109
Vivl Viv tf 2,463162318 | 2,169419842 | 3355838363 | 19,09814324 | 3,892440575 | 1,136202706 | 26,48550592 | 0,053177717 0,769 45,075 21,87822497
Viv2 Viv tf 18,67621919 | 7,702184168 | 4058051647 | 11,06955871 | 11,15028659 | 1,254363136 | 39,26176273 | 0,070526658 0,701 25,67 22,76051188
Viv3 Viv tf 4,387150496 | 5,063574142 | 5164513209 | 11,92425793 | 22,50301906 | 2,660248627 | 48,41382218 | 0,056539434 0,587 25,42 38,79310345
Viv4 Viv tf 3,480140744 | 4,109296485 | 9549739742 | 11,84210526 | 7,911972511 | 1,150704639 | 40,1598871 | 0,041707561 0,698 35,22 36,05359318
Vivs Viv tf 7,048584748 | 5,951690481 | 6599839238 | 14,41241685 | 14,59649454 | 1,817609228 | 46,80818389 | 0,062708542 0,754 34,215 41,73333333
Vive Viv tf 10,26860485 | 4,096765524 | 3460012551 | 12,68781302 | 9,632765031 | 0,91422937 | 34,63883528 | 0,046902181 0,694 39,765 28,12960236
Tubl Tub tf 11,12269889 | 5,857393273 | 8828038338 | 15,8030136 | 24,13684665 | 3,108356975 | 40,67788055 | 0,070959839 0,745 33,375 38,21138211
Tub2 Tub tf 12,75597322 | 7,837915194 | 5350999765 | 13,51995235 | 22,95894867 | 5,00330467 | 51,93372446 | 0,071363468 0,689 35,715 43,47442681
Tub3 Tub tf 12,60419246 | 6,465128804 | 8065843141 | 16,84861718 | 16,49697201 | 3,162450909 | 51,47124102 | 0,063343605 0,701 21,25 38,53658537
Tub4 Tub tf 5,272436762 | 3,215159392 | 5293285849 | 11,16981132 | 6,997887439 | 1,705729298 | 22,58030977 | 0,052345477 0,699 41,805 28,76712329
Tub5 Tub tf 9,579586574 | 4,447080093 | 3932161945 | 11,97231834 | 10,51154215 | 2,99355794 | 36,46029916 | 0,053082502 0,745 34,44 34,20479303
Tub6 Tub tf 15,60343489 | 7,521588811 | 7417544320 | 11,77394035 | 47,15410443 | 2,771146956 | 48,47328426 | 0,058730581 0,489 26,745 37,85192909
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Exemple de résultats
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Résultats bruts infiltration

Septembre 2014

t0 essail essai2 essai3 essai4 essai5 [Kmoy (m/s)(*) tf essail essai2 essai3 essai4 essai5 [Kmoy (m/s)(*)
T1 1,98E-05 | 6,19E-06 | 6,58E-06 | 2,47E-05 | 4,75E-05 2,09E-05 T1 2,66E-06 | 1,87E-06 | 7,26E-06 | 1,46E-06 | 2,02E-06 3,05E-06
T2 1,72E-04 | 2,13E-04 | 2,13E-05 | 557E-05 | 1,64E-04 1,25E-04 T2 2,15E-05 | 2,19E-05 | 1,12E-06 | 2,05E-05 1,62E-05
T3 3,53E-06 | 8,22E-06 | 3,95E-06 | 8,80E-06 | 2,96E-06 5,49E-06 T3 7,51E-06 | 2,24E-06 | 7,33E-06 | 5,76E-06 | 5,19E-06 5,61E-06
T4 5,11E-06 | 2,84E-06 | 2,49E-04 | 9,49E-06 | 6,60E-06 5,45E-05 T4 4,56E-05 | 4,41E-06 | 8,23E-05 | 3,17E-06 | 6,09E-06 2,83E-05
T5 1,28E-05 | 9,89E-05 | 2,32E-04 | 4,01E-05 | 8,26E-06 7,84E-05 T5 4,31E-06 | 3,28E-06 | 2,23E-06 | 2,30E-06 | 2,85E-06 3,00E-06
T5bis 9,54E-06 | 2,83E-05 | 1,33E-05 | 4,58E-04 | 8,96E-06 1,04E-04 T5bis 3,11E-06 | 1,92E-06 | 5,70E-06 3,58E-06
T6 1,07E-05 | 1,65E-06 | 1,13E-05 | 2,64E-06 | 7,58E-06 6,76E-06 T6 1,58E-06 | 6,57E-06 | 1,38E-05 | 2,82E-05 | 1,70E-04 4,40E-05
moyenne T 5,64E-05 moyenne T 1,48E-05
OMB1 | 2,22E-06 | 1,21E-05 | 9,01E-07 | 1,32E-05 | 4,38E-05 1,44E-05 OMB1 | 551E-04 | 2,99E-04 | 7,16E-06 | 9,76E-07 | 2,41E-05 1,77E-04
OMB2 1,19E-05 | 3,47E-06 | 8,09E-06 | 4,01E-06 | 7,40E-04 1,54E-04 OMB2 | 4,06E-04 | 1,01E-05 | 2,11E-06 | 1,02E-05 | 3,26E-05 9,23E-05
OMB3 | 7,28E-06 | 7,09E-04 | 4,06E-06 | 4,79E-04 | 2,98E-06 2,40E-04 OMB3 | 7,39E-06 | 1,72E-06 | 2,47E-04 | 5,01E-06 6,53E-05
OMB4 1,29E-05 | 1,90E-05 | 1,08E-05 | 2,94E-05 | 2,73E-06 1,50E-05 OMB4 | 1,48E-05 | 4,50E-05 | 2,83E-05 | 2,14E-06 | 2,15E-06 1,85E-05
OMB5 | 2,44E-05 | 1,80E-05 | 4,64E-05 | 2,80E-05 | 6,50E-06 2,47E-05 OMB5 | 3,58E-06 | 1,98E-05 | 6,36E-06 | 8,43E-06 | 4,91E-06 8,63E-06
OMB6 | 509E-06 | 1,80E-05 | 2,18E-05 | 1,14E-04 | 2,59E-04 8,35E-05 OMB6 | 4,99E-06 | 7,22E-06 | 6,28E-06 6,17E-06
moyenne O 8,86E-05 moyenne O 6,12E-05
VIV1 1,02E-05 | 5,27E-06 | 1,23E-05 | 5,28E-06 | 1,35E-05 9,30E-06 VIVl 2,69E-05 | 1,53E-05 | 3,95E-05 | 1,43E-05 2,40E-05
VIV2 1,73E-04 | 6,12E-05 | 4,81E-04 | 9,62E-05 | 1,97E-05 1,66E-04 VIV2 1,87E-04 | 1,95E-06 | 2,56E-05 | 1,56E-05 5,77E-05
VIV3 4,05E-06 | 1,63E-06 | 3,16E-07 | 9,02E-05 | 1,47E-06 1,95E-05 VIV3 2,53E-06 | 8,86E-06 6,21E-06 | 1,46E-05 8,04E-06
VIVA 7,42E-04 | 5,09E-05 | 1,88E-04 | 2,07E-05 | 2,23E-05 2,05E-04 VIVA 2,34E-05 | 3,10E-05 | 2,05E-06 | 3,89E-06 | 6,77E-06 1,34E-05
VIV5 2,91E-06 | 3,75E-06 | 3,44E-06 | 3,62E-06 | 3,80E-06 3,50E-06 VIV5 1,40E-05 | 4,69E-06 | 2,15E-06 | 1,53E-05 9,02E-06
VIV6 2,34E-05 | 5,28E-05 | 1,74E-05 | 1,39E-05 | 1,62E-05 2,48E-05 VIV6 1,56E-05 | 8,84E-06 | 1,15E-05 | 1,12E-05 1,18E-05
moyenne VI 7,14E-05 moyenne VI 2,07E-05
TUBI1 | 4,27E-05 | 4,64E-05 4,45E-05 TUBI1 | 2,86E-06 | 1,74E-06 | 7,46E-06 | 5,33E-06 4,35E-06
TUBI2 | 2,14E-05 | 3,24E-05 | 3,49E-05 | 2,67E-05 | 4,56E-06 2,40E-05 TUBI2 | 6,10E-06 | 1,18E-05 | 1,70E-05 | 2,47E-05 | 2,27E-05 1,65E-05
TUBI3 | 1,88E-05 | 6,64E-05 | 3,43E-05 | 1,44E-04 | 1,70E-05 5,61E-05 TUBI3 | 5,29E-06 | 1,22E-06 1,01E-05 | 2,00E-06 4,66E-06
TUBI4 1,88E-05 | 1,51E-05 | 2,42E-05 | 1,15E-05 | 2,48E-05 1,89E-05 TUBI4 | 3,13E-06 | 1,49E-05 | 7,97E-07 | 3,87E-06 | 1,11E-06 4,76E-06
TUBI5 1,00E-04 | 3,38E-05 | 6,60E-05 | 8,57E-05 | 7,00E-05 7,12E-05 TUBI5 | 7,28E-06 | 3,37E-06 | 2,95E-06 | 1,18E-05 | 2,36E-06 5,55E-06
TUBI6 1,52E-04 | 553E-06 | 8,06E-06 | 1,70E-06 | 2,35E-05 3,82E-05 TUBI6 | 4,64E-06 | 4,40E-06 | 9,19E-06 | 1,11E-05 7,34E-06
moyenne TU 4,21E-05 moyenne TU 7,19E-06
VALLI1 | 2,83E-06 | 2,91E-06 | 3,65E-06 4,08E-06 3,37E-06 VALLI1 | 3,79E-06 | 7,14E-06 6,76E-06 5,90E-06
VALLI2 | 4,66E-06 | 2,38E-06 | 9,97E-06 | 5,11E-06 | 3,62E-05 1,17E-05 VALLI2 | 2,05E-06 | 1,66E-05 6,58E-06 | 1,95E-05 1,12E-05
VALLI3 | 8,61E-06 | 2,86E-06 | 6,23E-06 | 4,89E-06 | 1,02E-05 6,55E-06 VALLI3 | 2,89E-06 | 7,19E-06 | 7,59E-06 | 1,65E-05 8,53E-06
VALLI4 | 6,66E-06 | 2,41E-06 | 9,03E-06 6,61E-06 6,18E-06 VALLI4 | 3,37E-06 | 3,81E-06 | 1,86E-06 | 9,77E-06 | 1,84E-05 7,43E-06
VALLI6 | 2,80E-06 | 3,70E-06 | 7,68E-06 | 4,07E-06 | 5,05E-06 4,66E-06 VALLI6 | 1,66E-06 | 2,34E-06 | 7,81E-06 | 1,13E-05 5,78E-06
moyenne VALLI 6,49E-06 moyenne VALLI 7,76E-06
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Ill.  Analyse pigmentaire par HPLC

Note de synthése sur Uanalyse pigmentaire par HPLC des communautés phototrophes

développées dans la couche superficielle des sédiments de bassins d’infiltration, rédigée en

2011 pour Veolia et le Grand-Lyon.

1. Pourquoi étudier la signature pigmentaire des biofilms ?

L’analyse de la distribution pigmentaire des biofilms permet d’appréhender la diversité des

communautés phototrophes représentées. Cette approche repose sur lexistence de pigments

«indicateurs » caractéristiques de certaines classes algales. La figure 1 ci-dessous présente les

pigments majoritairement retrouvés au sein des communautés phototrophes et précise le message

taxonomique qu’ils fournissent.

Pigments photosynthétiques Message taxonomique

Chlorophylle - a
Divinyl chlorophyll - a
Chlorophylle - b
Chlorophylle c; ,
Chlorophylle ¢,

Toutes les algues photosynthétiques

Prochlorophytes (cyanobactéries)

Algues vertes et symbiotiques prochlorophytes

Chromophytes (algues brunes)

Certaines prymnesiophycées, certaines diatomées, certaines chrysophytes

Caroténoides

Alloxanthin

Anthe raxanthin
19’-Butanoyloxyfucoxanthin
Canthaxanthin
B-B-Carotene
Diadinoxanthine
Echinenone

Fucoxanthine
19’-Hexanoyloxyfucoxanthin
Lutéine

Myxoxanthophylle

Péridine

Prasinoxanthine
Violaxanthine

Zeaxanthine

Message taxonomigue

Crytophycées

Algues vertes

Prymnesiophycées, chrysophycées et 3 dinoflagellées
Cyanobactéries, diatomées, prymnesiophycées et eustigmatophycées
Algues vertes, a I’état de trace dans les chromophytes

Diatomées, prymnesiophycées, certaines chrysophytes et dinoflagellées
Cyanobactéries

Diatomées, prymnesiophycées, chrysophycées

Prymnesiophycées, certaines dinoflagellées

Algues vertes

Prochlorophytes (cyanobactéries)

Dinoflagellées photosynthétiques

Prasinophycées

Algues vertes

Prochlorophycées, cyanobactéries, algues vertes, certaines chrysophycées, raphidophycées

Figure 1 : Principaux pigments et message taxonomique, d'apres Jeffrey et al., 2005 ; Vymazal, 1995.
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Face a ce constat, différentes techniques ont vu le jour pour caractériser la signature pigmentaire
des communautés algales de maniére qualitative et/ou quantitative, et notamment L’HPLC (High
Performance Liquid Chromatography). Cette analyse pigmentaire permet en effet d’'une part
d’estimer la biomasse algale et sa diversité, et d’autre part d’évaluer Iétat physiologique de la
communauté, c'est-a-dire son niveau de sénescence, a travers l'identification des produits de

dégradation de certains pigments (phéopigments).

2. Application aux biofilms des bassins d’infiltration de Crépieux-Charmy

2.1. Les échantillons analysés

Nous avons choisi d’analyser par cette méthode la composante phototrophe des communautés
microbiennes des biofilms se développant a linterface eau/sédiment dans les bassins du champ
captant de Crépieux-Charmy. L’analyse pigmentaire a concerné les échantillons de sédiments de

surface (H1) prélevés dans les 4 bassins d’infiltration nommés 3.1, 3.2, 5.1 et 5.2.

2.2. Grands principes de la méthode analytique appliquée (HPLC)

La premiére étape de I'analyse HPLC est I'extraction des pigments algaux a 'aide d’un
solvant. Cette extraction est plus compliquée qu’une simple interaction entre solvant et soluté car
le solvant doit dans un premier temps pénétrer la membrane de la cellule algale avant de
solubiliser les lipides et les lipoprotéines des chloroplastes. L’efficacité de 'extraction dépend ainsi
de la résistance de la paroi cellulaire, du pouvoir de pénétration du solvant, de la durée de
I'extraction ainsi que du mode d’extraction utilisé (Jeffrey et al, 2005). Les différents solvants et
méthodes utilisés pour les extractions dans la littérature ont été comparées dans la these d’Anne-
Sophie Hesse (2011), et c’est a partir de ses conclusions que nous avons choisi une extraction dans
de 'acétone pur, puisque les échantillons de sédiments contenaient déja une forte teneur en eau,

avec application d’ultrasons pour favoriser la pénétration du solvant au sein des cellules.

Les extraits obtenus sont ensuite dosés par HPLC : I’échantillon a analyser est injecté dans une
colonne contenant un fluide (« phase mobile ») permettant sa dilution et son entrainement dans
la colonne contenant une phase dite « stationnaire ». Les solutés contenus dans I’échantillon sont
plus ou moins retenus par la phase stationnaire et plus ou moins solubles dans la phase mobile. II

en résulte une migration différentielle, en fonction de leur affinité spécifique pour la phase

Thése Morgane GETTE-BOUVAROT 260



Septembre 2014

Annexes

stationnaire. Dans notre cas, la séparation chromatographique a été réalisée avec une colonne

C18 et un programme d’élution de 29 min.

Les résultats d’une analyse se présentent sous forme d’'un chromatogramme ou chaque pic
correspond a un composant de échantillon de départ. La réalisation d’étalons permet par ailleurs
de quantifier chaque composant. Ces pigments, c'est-a-dire les pigments photosynthétiques

présents sont ensuite identifiés selon deux critéres :

* Leur temps de rétention : Chaque pigment possede un temps de rétention particulier, qui
peut varier légérement d’une colonne a l'autre, mais quelle que soit la colonne, les
pigments sortent dans le méme ordre, ainsi on peut déterminer quel pigment doit arriver

a quel moment.

»  Leur spectrogramme: A chaque pic de sortie correspond un spectrogramme avec ou
plusieurs pics d’absorption, on peut donc comparer les maxima obtenus avec les données
issus de la littérature d’'une part (Wright, 1991; Jeffrey et al., 2005; Hou et al., 2011) et
avec des standards testés d’autre part, pour déterminer a quel pigment ils correspondent.

La figure 2 est un exemple de chromatogramme obtenu par cette analyse.

140,
20] e
1,1o—f
100]
. |
o0

0.70H

AU

aco]
050
040]
030]
o
010, g 8%

0,00_2. — '}_ﬁﬁh\.'

Figure 2 : Exemple d"un chromatogramme issu de I'analyse HPLC d'un extrait de pigments algaux de
sédiment dans le bassin 3.1. Chaque pic correspond a un composant de l'extraction dosée et est annoté de

son temps de rétention.
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Par ailleurs, apres identification des pigments présents dans les échantillons de sédiments,
certains d’entre eux ont fait 'objet d’'une quantification via des standards. En effet, des pics de
taille identique peuvent refléter des quantités molaires différentes du fait de 'absorption non-
spécifique de la longueur d’onde utilisée (Wilhelm ef al., 1991). Cest pourquoi des standards
ayant une quantité molaire de pigment pur définie sont mesurés. Ils concernaient les pigments

suivants :

= Leschlorophylles a, b, cs et c,,

» Les xantophilles violaxanthine, diadinoxanthine, zeaxanthine, fucoxanthine, lutéine,

peridine, myxoxanthophylle

= Le B-P-caroténe,

= Etles phéopigments phéophorbide-a et phéophytin-a
L’application de tels standards nous a permis d’une part d’estimer les concentrations des
pigments considérés ci-dessus de maniére quantitative, mais également de controler
I'identification de certains pics en fonction des temps de rétention des spectrogrammes
caractéristiques de la colonne que nous avons utilisée. Ce point est important car selon le type de

colonne utilisée, des différences peuvent étre observées par rapport aux données publiées et

conduire a des incertitudes.

La figure 3 présente un exemple de spectrogramme obtenu pour le standard de

myxoxanthophylle.

47?8 Peak #2

0.040
] 510.5

0035
0.030H
0.025]

0.020]

AU

0.015]
0010
0005 \ 3667

S N 643.6 669.3
0'000; A e /‘\'6975

Figure 3 : Exemple du spectrogramme obtenu pour un standard de myxoxanthophylle a un temps de

rétention de 13,47 min. On observe plusieurs pics d’absorption, dont 2 principaux a 477,8 nm et 510,56 nm.
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3. Lecture et interprétation des données

2.1 Diversité pigmentaire

Les chromatogrammes obtenus présentaient un nombre de pics, donc de composants
variant de 32 a 50. Sur la base de leur temps de rétention et de leur spectres d’absorbance, nous
avons identifié un total de 25 pigments différents sur les 4 bassins étudiés, c'est-a-dire les bassins

3.1,3.2,5.1 et 5.2.
Les pics non-identifiés peuvent s’expliquer de différentes fagons :

= ils correspondent a des aires trés petites - jugées négligeables — qui ne serait pas apparues
avec la mise en place d’un filtre,

» ils correspondent a des spectrogrammes trop déformés pour déterminer les pics
d’absorbances et donc le pigment correspondant,

* notons également la présence parmi ces pics de certains allomeres chlorophylliens non

pris en compte dans cette étude, ce qui est une démarche classique.

Le tableau 4 suivant résume les différents pigments identifiés, et a les temps de rétention auxquels

ils sont apparus avec la colonne utilisée.

Pigments identifiés . Ten'lps de_
rétention (min)

Chlorophyllide 9,2 * *
chlorophylle-c2 9,27 * * * *
chlorophylle-c3 10,1 *

Siphonaxanthine 12,2 *
19'-Butanoyloxyfucoxanthine 12,3 * * * *
Fucoxanthine 12,67 * * * *
Neoxanthine 12,75 * * * *

19'-hexanoyloxyfucoxanthine 13,3 *
Myxoxanthophylle 13,47 * * *
Violaxanthine 13,8 * * * *
Alloxanthine 14,05 * * *
Diadinoxanthine 14,59 * * * *
Monadoxanthine 14,9 *
Diatoxanthine 15,1 * * * *
Lutéine 16,3 * * * *
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zeaxanthine 16,38 * *
siphonéine 17,7 * * *
canthaxanthine 17,8 *
chlorophylle-b 20,16 * * *
chlorophylle-a 21,25 * * *
échinenone 21,8 * *
divinyl chlorophylle-a 22,2 * *
pheophytine 23,41 * * *
pyropheophytine 24,2 * * *
BB-Caroténe 25,81 * * *

Figure 4: Tableau de résumé des pigments identifiés, temps de rétention et présence dans les 4 bassins étudiés les

pigments qui différent entre bassin sont indiqués en vert foncé.

On observe une diversité pigmentaire importante, ce qui souligne la complexité et 'hétérogénéité
des communautés phototrophes des biofilms microbiens développés a la surface des sédiments de
bassins d’infiltration. En premier lieu, on constate la présence des pigments caractéristiques de 3
classes algales communément retrouvées dans les biofilms :

* lalutéine, la chlorophylle-b et le f-B-carotene pour les algues vertes,

* la myxoxanthophylle, la zéaxanthine et I'echinenone pour les cyanobactéries,

» la fucoxanthine, la diatoxanthine et la chlorophylle-c pour les diatomées,

On notera également la présence d’alloxanthine, caractéristiques des cryptophytes. Ce pigment a
retenu notre attention du fait de son identification dans les études préalablement menés par le

Cemagref de Bordeaux sur la colonne d’eau des bassins de ce méme site (suivi 2009).

En plus de ces pigments classiques, nous avons identifié des produits de dégradation des

pigments photosynthétiques, tels que la phéophytine.

Enfin, certains pigments identifiés sont des marqueurs d’autres especes comme les pigments 19'-
hexanoyloxyfucoxanthine et 19'-Butanoyloxyfucoxanthine, caractéristiques des prymnesiophytes
(Jeffrey et al, 2005). La présence de diadinoxanthine, couplée a la diatoxanthine et la
fucoxanthine peut caractériser, en plus des diatomées, des classes algales telles que chrysophites

ou xantophytes, pour lesquelles la diadinoxanthine est le pigment majoritaire (Vymazal, 1995).
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D’un point de vue qualitatif, ces données ne révélent pas de différences notables entre les
bassins étudiés, ci ce n’est 'absence de cyanobactéries dans le bassin 3.1. En effet, nous
n’avons pas identifié de myxoxanthophylle ni d’echinenone dans ce bassin, deux pigments
caractéristiques de cette classe algale. Au contraire, la zéaxanthine est présente dans le bassin 3.1,
ce qui indique que la présence de ce pigment est certainement due a d’autres classes algales
(comme les rhodophytes ou les cryptophytes chez qui elle se retrouve également (Vymazal,

1995)).

En revanche, nous n’avons retrouvé aucun marqueur des dinoflagélés (dinoxanthine et
peridinine) dans nos échantillons de sédiments. Plusieurs auteurs ont étudié la répartition des
pigments dans des biofilms développés sur des sédiments de lacs ou de zone littorale (Camacho et
De Wit, 2003; Schliiter et al., 2006; Cibic et al., 2007; Buchaca et Catalan, 2008; Freiberg et al.,
2011) et ont mis en évidence une répartition tres différente entre les pigments mesurés dans les
sédiments et ceux dans la colonne d’eau. Buchaca & Catalan (2008) ont notamment comparé les
pigments entre colonne d’eau, sédiments de surface et sédiments plus profonds dans 82 lacs des
Pyrénées et ont montré que la plupart des pigments de la colonne d’eau se retrouvaient dans les
sédiments, mais en quantités différentes, excepté la dinoxanthine, marqueur des dinoflagélés, ce

qui rejoint nos observations.

Cette premiére approche basée uniquement sur I'absence ou la présence des pigments est a
nuancer : d’une part, certains composants non identifiés sur le chromatogramme, du fait d’'un
spectrogramme trop déformé par exemple, pourraient correspondre a des pigments connus et
caractéristiques de certaines classes algales et, d’autre part, certains pigments ont été identifiés,
mais sont en quantité trés faible. C’est pourquoi nous allons maintenant nous intéresser aux

résultats obtenus avec I'aide des standards mis en place.

2.2 Quantité pigmentaire

L’aire totale du chromatogramme obtenu par analyse HPLC contient de nombreux
pigments dont la distribution dans les différentes classes algales n’est pas spécifique. En
conséquence, la quantité des pigments spécifiques ne peut pas étre ramenée a l'aire totale du
systéme, un parametre de référence doit étre choisi (Wilhelm ef al., 1991). Celui semblant le plus

digne de confiance est la quantité de chlorophylle-a qui est caractéristique de la biomasse
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phototrophe d’'une communauté bactérienne et est utilisé par de nombreux auteurs (Jeffrey et al.,
2005; Sarmento et al., 2006; Schliiter et al., 2006). Aussi, nous étudierons dans cette partie les

quotients « xanthophylles/chlorophylle-a ».

Dans un premier temps, nous nous intéressons aux quantités globales de chlorophylle-a dans

chaque bassin (figure 5), qui permet une premiére estimation de la biomasse phototrophe.

3,0E-03 - Répartition de la chlorophylle-a sur les
bassins étudiés

2,5E-03 -
2,0E-03 -
1,5E-03 -

1,0E-03 -

5,0E-04 -

0,0E+00 -

3.1 3.2 5.1 5.2

Figure 5 : Quantités de chlorophylle-a dans I’horizon de surface des différents bassins étudiés obtenues a

partir de I'analyse HPLC, n= 3 échantillons/bassin

On remarque sans surprise que c’est le bassin 5.2 qui posséde la biomasse algale la plus
importante. En effet, lors des prélévements, c’est le bassin qui présentait un épais tapis biologique
composé majoritairement d’algues vertes alors que 'organisation du biofilm dans le bassin 5.1
était beaucoup moins dense et plus éparse. Le bassin 3.1 semblait plutot colonisé par un biofilm
jeune, actif et également trés vert, tandis que le 3.2 présentait un biofilm sénescent de couleur

jaunatre.

Figure 6 : Biofilm développé a I'interface
eau-sédiment dans le bassin 5.2 - source

photo : Veolia-Eau
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L’utilisation de standard a permis de déterminer quantitativement les pigments précédemment
cités a partir des aires obtenues sur le chromatogramme et des « facteurs réponse » déterminés.

Les résultats suivants ont été obtenus (figure 7), exprimés selon la quantité de chlorophylle-a

B-B-
caroténe -

pheo —

ea

lut

5.2

diadino

k5.1

viola

A 3.2

myxo
3.1

fuco

chloroc

4

chlorob ' ‘

T T T T T T T

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

Ratio [Xantophylle]/[chlorophylle-a]
Figure 7 : Répartition des pigments dans I’horizon de surface des 4 bassins étudiés

On constate que les pigments majoritaires dans I’ensemble des bassins sont la chlorophylle-b, la
lutéine et le BP-caroténe, caractéristiques des chlorophytes (algues vertes), ce qui semble indiquer
une prédominance des algues vertes. Pour estimer les abondances relatives de chaque classe algale
et confirmer cette premiére observation, on regarde maintenant la répartition des pigments
caractéristiques des 3 classes principales, c'est-a-dire algues vertes, cyanobactéries et diatomées
(nous n’avions pas de valeurs quantitatives pour les cryptophytes). Pour cela, nous avons choisi
de considérer les pigments suivants, déterminés a partir de la littérature (Wright, 1991; Camacho

et De Wit, 2003; Hou et al., 2011) :

» La lutéine pour les chlorophytes (algues vertes)
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* La myxoxanthophylle pour les prochlorophytes (cyanobactéries), plus spécifique que la
zeaxanthine qui se retrouve chez d’autres classes algales

* La fucoxanthine pour les bacillariophytes (diatomées)

On obtient les répartitions suivantes (figure 8).

Répartition des 3 classes algales majoritaires

100% R
90% [
80% [
70% | M lutéine (algues
‘ vertes)
60%
50% H myxoxanthophylle
40% (cyanobactéries)
(o]
30% M fucoxanthine
20% (diatomées)
10%
0% r . . :

3.1 3.2 51 5.2

Figure 8 : Répartition des classes algales majoritaires a partir des pigments lutéine pour les algues vertes,

myxoxanthophylle pour les cyanobactéries et fucoxanthine pour les diatomées.

Cette répartition confirme la prédominance des algues vertes. Or, les différents auteurs ayant
travaillé sur des systemes colonne d’eau/sédiments montrent tous que 'on retrouve normalement
majoritairement des diatomées dans les biofilms développés dans des sédiments (Sarmento ef al.,
2006; Schliiter et al., 2006; Buchaca et Catalan, 2008). Cette différence importante peut
s’expliquer de la maniére suivante: les échantillons étudiés ici ont été prélevés in-situ par
carottage, et correspondent au premier centimeétre de sédiments, accompagné du biofilm se
développant a sa surface. Or, parmi cette « moquette » de surface, une étude du Cemagref réalisée
en 2009 a mis en évidence la présence d’algues vertes multicellulaires et de nombreuses
cyanobactéries a la surface de la colonne d’eau (figure 9), et surtout a la surface des sédiments. Ces
algues filamenteuses se retrouvent « accrochées » au biofilm et ont donc été également prélevées,

ce qui explique ces résultats concernant les algues vertes.

Le fait que le bassin 5.1 soit le moins colonisé en surface et qu’il présente également le plus faible

taux d’algues vertes vient confirmer cette hypothése.
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Figure 9 : les algues filamenteuses en surface de colonne d'eau - source

photo : Veolia-Eau

1. Limites de I’analyse HPLC
Il faut enfin noter plusieurs limites a 'identification et 'analyse des pigments par cette méthode :

Tout d’abord, physiologiquement, les pigments algaux sont extrémement sensibles aux
changements de lumiére, c’est méme le facteur le plus limitant du développement algal en surface
de sédiments (Cibic et al., 2007), ainsi les pigments peuvent d’une part étre modifiés sur le terrain
selon la hauteur d’eau dans les bassins, mais également lors des analyses, car méme avec
beaucoup de précautions, les échantillons peuvent étre soumis a un stress lumineux et voir leur

contenu pigmentaire drastiquement modifié.

Ensuite sur linterprétation propre des chromatogrammes: certaines séparations ne sont pas
complétes, et plusieurs pigments peuvent se chevaucher, notamment la fucoxanthine et la
neoxanthine qui ont des temps de rétention trés proches (figure 4). 11 est alors difficile de savoir

quelle aire correspond a quel pigment (Wilhelm et al., 1991).

Par ailleurs, méme si certains pigments ne caractérisent qu'une seule classe d’algues, d’autres se
retrouvent chez différents groupes, et par conséquent, la détermination taxonomique est une
tache difficile est assez subjective. A titre d’exemple, la myxoxanthophylle est caractéristique des
cyanobactéries et ne se retrouvent chez aucune autre classe d’algue. En revanche, la zeaxanthine,
présente chez les cyanobactéries se retrouvent également chez certaines algues rouges telles que
les rhodophytes ou vertes telles que charophytes ou prasinophytes (Vymazal, 1995). 1l est donc
difficile d’établir des rapprochements précis entre quantité de pigments et quantité d’algues si le
pigment considéré se retrouve chez plusieurs classes algales. Des corrélations avec d’autres

pigments plus spécifiques peuvent étre réalisées, mais restent imprécises. Enfin, certains pigments
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peuvent correspondre a des végétaux supérieurs ou comme on I'a vu a des algues pluricellulaires,
ou encore a du matériel détritique, il faut alors la encore rechercher certaines corrélations pour

s’assurer de leur origine.

2. Conclusion & Perspectives

La dynamique des pigments au sein des sédiments est généralement tres différente de celle au sein
de la colonne d’eau du fait de Paccumulation d’organismes a interface eau/sédiment (Freiberg et
al., 2011) qui se développent sous forme de biofilm. Les échanges avec la colonne d’eau sont au
départ trés intenses, mais au fur et @ mesure de son développement, le biofilm va devenir un
microcosme créant sa propre synergie et sa propre dynamique. La composition du biofilm

mature sera ainsi compleétement différente de celle de départ.

Par ailleurs, les bassins d’infiltration sont des milieux subissant des perturbations importantes, et
notamment des successions de périodes d’inondation et d’exondation qui ont un impact
important sur ’enchainement des espéces et la dynamique de développement du biofilm. Aussi,
un milieu perturbé va présenter une taxonomie complexe. Ce constat est confirmé par l'analyse
pigmentaire : la forte diversité pigmentaire indique une colonisation par de nombreuses algues

différentes.

Enfin, les conclusions sur les quantités relatives de chaque pigment sont & nuancer car les
analyses ont été faussées par la présence d’algues pluricellulaires n’appartenant pas au biofilm se

développant dans les sédiments.
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Résumé: Les bassins d’infiltration sont de plus en plus utilisés en milieux urbains pour la réduction des eaux de
ruissellement et la recharge des nappes phréatiques. Toutefois, leur fonctionnement est souvent affecté par des
problémes de colmatage, physiques, chimiques et/ou biologiques, qui conduisent a2 une diminution des capacités
d’infiltration et a une altération potentielle de la qualité des eaux infiltrées. Aussi, la prévention de ce risque devient-
elle un enjeu majeur pour garantir la pérennité des ouvrages d’infiltration et la qualité des eaux infiltrées. Si les
mécanismes impliqués dans le colmatage sont décrits assez finement dans le cas des processus purement physiques ou
géochimiques, les verrous scientifiques sont encore importants pour comprendre la contribution du compartiment
biologique (biofilms, végétation, invertébrés). Ce travail de thése avait ainsi pour objectif de quantifier I'influence du
compartiment biologique sur les processus de colmatage et de décolmatage dans des bassins d’infiltration. Pour cela, il
était composé de deux grands volets :

@) le premier visait a évaluer la contribution relative du biofilm et de 'accumulation de particules fines sur les
parametres hydrodynamiques du milieu poreux support d’infiltration, ceci dans 2 bassins aux
caractéristiques contrastées,

(i) le second avait pour objectif d’évaluer les potentialités de processus écologiques (bioturbation, broutage,
allélopathie) a décolmater les bassins par I'introduction de macro-organismes (invertébrés et macrophytes)
en mésocosmes ou par encagements 77 sz

Les résultats ont mis en évidence le role déterminant de la composante phototrophe des biofilms sur la dégradation de
perméabilité des supports d’infiltration. Un effet seuil de la biomasse phototrophe a été observé sur le rayon moyen
des pores hydrauliquement fonctionnels, avec pour conséquences des effets non-linéaires sur la perméabilité. Face a ce
colmatage biologique, les résultats obtenus en mésocosmes ont clairement montré que la présence de macrophytes tels
que Vallisneria spiralis 1.. et Chara globularis 1.. permettait de réduire la biomasse algale par allélopathie. Par la suite,
l'introduction par encagement dans un bassin d'infiltration de 'espece 1. spiralis a démontré sa potentialité a réduire le
phénomene de colmatage en affectant la physiologie du biofilm algal. De plus, 'introduction du gastéropode aquatique
Viviparus viviparns qui se nourrit directement du biofilm permettait de maintenir et méme d’améliorer les capacités
d’infiltration du bassin. Ces résultats offrent des perspectives intéressantes pour le développement futur de techniques
d’ingénierie écologique dans la gestion et 'amélioration de la durée de vie des ouvrages d’infiltration.

Abstract: Infiltration basins are increasingly used in urban areas for stormwater management or groundwater
recharge. However, their functions are often affected by physical, chemical and / or biological clogging, leading to a
decrease in infiltration rate and a potential alteration of infiltrated water quality. The prevention of clogging is
therefore becoming a major challenge to ensure the sustainability of infiltration devices and the quality of infiltrated
water. Although the mechanisms involved in clogging are accurately described for purely physical and geochemical
processes, scientific obstacles still prevent from understanding the contribution of biological compartment (i.e.
biofilms, vegetation, invertebrates). The aim of this work was to quantify the influence of biological compartment on

clogging/unclogging processes in infiltration basins. It was divided in two objectives:

@) To assess the relative contribution of biofilm and fine particle accumulation on the hydrodynamic

parameters of the porous media in two basins with contrasting characteristics.

(ii) To assess the potential of ecological processes (bioturbation, grazing, allelopathy) to unclog the basins, by

the introduction of macro-organisms (invertebrates and macrophytes) in mesocosms or z situ enclosures.

Results highlighted the critical role of the phototrophic component of biofilms on the degradation of infiltration
media permeability. A threshold effect of algal biomass was observed on the hydraulically functional pore size, with
non-linear consequences on the permeability. Faced with this biological clogging, the results obtained with mesocosm
experiments clearly showed that the presence of the macrophytes IVallisneria spiralis L. and Chara globularis 1.. could
reduce algal biomass by allelopathy. The introduction of 1. spiralis by enclosure in an infiltration basin then
demonstrated its potential to reduce the clogging by affecting algal biofilm physiology. In addition, the introduction of
the aquatic gastropod Viviparus viviparus, which feeds directly on the biofilm, allowed to maintain, and even improve,
the infiltration capacity of the basin. These outcomes offer interesting perspectives for the future development of
ecological engineering techniques, to manage and improve the lifetime of infiltration devices




