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Chapitre |

Aspects introductifs



[.1. Présentation du candidat

Stéphane PESCH34 ans)

Chargé de recherche 9™ classe

Irstea — Centre de Lyon-Villeurbanne

UR « Milieux Aquatiques, Ecologie et PollutionsMAEP)

Equipe « Ecologie Microbienne des Hydrosystemesapisés » (EMHA)
5 rue de la Doua, CS 70077 69626 VILLEURBANNE Cedex

Tel./Fax : 04.72.20.87.95/04.78.47.78.75

E-mail : stephane.pesce@irstea.fr

Cursus universitaire

2006

2002

Doctorat d’Université (spécialité Ecologie Microbi@ne)
Laboratoire de Biologie des Protistes, UMR CNRS3X0iversité Blaise Pascal, Clermont-
Ferrand II.

Titre : Effets de pesticides sur l'activité et la divErsdes communautés microbiennes d’'un
milieu lotique récepteur. Etudessituet expérimentales.

These soutenue publiguement &5 décembre 2006

Mention: Tres honorable avec les félicitations du jury

Composition du jury de thése :

Président AMBLARD Christian DR CNRS, Clermorgrfand
Rapporteurs MONTUELLE Bernard DR Cemagref, Lyon

DE LA BROISE Denis MCF HDR, Quimper
Examinateur CAQUET Thierry CR INRA, Rennes
Directeur de These BOHATIER Jacques PR, CletsRemrand |
Co-encadrante FAJON Céline MCF, Clermont-Featrian
Membres invités ARZUL Geneviéve CR IFREMER, Plané

BALIN Agnes DRAF SRPV

DEA - « Toxicologie de I'Environnement »
Université de METZ

Titre du stage Etude des effets du diuron sur l'activité etdigersité des communautés
phytoplanctoniques et bactériennes : approche impgtale en microcosmes.

Lieu du stage Laboratoire de Biologie des Protistes, UMR CN&®3.Université Blaise
Pascal, Clermont-Ferrand IlI.

Mention: Bien

1997-2001 ¥ et 2™ cycle universitaire

Université Blaise Pascal — Clermont-Ferrand Il

2001 Maitrise de Biologie des Populations et des Edésyss — Mention Assez bien
2000 Licence de Biologie des Organismes — Mention A&éea
1999 DEUG Sciences de la Vie

Parcours professionnel

Depuis AoQt 2009 : Chargé de recherche 2éme Classe

Irstea, UR MAEP, Equipe EMHA, Lyon (69).

Septembre 2008-Juillet 2009: Chargé de recherchertoactuel

Irstea, UR MAEP, Equipe EMHA, Lyon (69).

Mars 2007-Septembre 2008Post-Doctorant

Irstea, UR MAEP, Equipe EMHA, Lyon (69).



Thématique de recherche

Evaluation de la réponse structurale et fonctidendes communautés microbiennes aquatiques
(phototrophes et hétérotrophes) a des niveaux blasiad'exposition a des toxiques organiques et
inorganiques (seuls ou en mélange) dans un cordextéangement global

Domaines de compétences

Modéles biologiques:
- Biofilms de riviére sur substrats inertes (artélsi ou naturels) ou organiques (litieres de
feuilles)
- Communautés microbiennes sédimentaires
Approches:

- Suivisin situen milieu lotique

- Expérimentations en microcosmes (aquariums et gagdificiels)
Analyse des communautés microbiennes phototrophestetérotrophes:

- Analyses structuralesmesure de biomasse, dosage des pigments chldifepby
(spectrophotométrie, fluorimétrie), dosage d’ergamst (HPLC), dénombrements
(microscopie en épifluorescence), approches maé@esl (clonage/séquencage,
séquencage a haut-débit, ARISATGE/DGGE, T-RFLP, FISH), approches culturales
(isolement de souches)

- Analyses fonctionnellesphotosynthése (fluorimétrie), respiration (micesR®, pG6é),
nitrification/dénitrification/méthanisation (LGChctivités enzymatiques (fluorimétrie),
biodégradation (radiorespirométrie), potentiel dgéué fonctionnel (qPCR

- Approches PICT

Analyse de données:

- Analyses statistiques multivariées

- Analyses phylogénétiques (comparaison de séquencetéotidiques, construction
d’arbres phylogénétiques)

Activités d’enseignement

2003-2006: Enseignement Universitaire (vacations)
Université Blaise Pascal, Clermont Il — 122 helféegiivalent TD) — niveau Licence 1
Matiéres enseignéeg&cologie, Ecotoxicologie, Microbiologie.

2002-2003: Enseignement Privé
EFESUP, Clermont-Ferrand (63) — 45 heures.
Formation et préparation aux concours de médetippagmacie PCEML1.
Matiéres enseignéeBiologie Moléculaire, Biologie Cellulaire.

Activités d’encadrement et de formation par la reclerche

Post-Doctorants

- Joan ARTIGAS - Financement programme ANR CES SENDEFO ; Ao0D2DEévrier
2012 (18 mois) {recruté MCF Clermont-Ferrand I, sept. 2012

- Arnaud FOULQUIER - Financement programme ANR CEP WETCHANGE ;
Décembre 2010 & Mai 2012 (18 mois).

! High-Performance Liquid Chromatography

2 Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis

3 Temporal Temperature/Denaturing Gradient Gel Ed@tioresis
4 Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism

5 Fluorescent In Situ Hybridization

5 micro Gas Chromatography

" quantitative real time Polymerase Chain Reaction

8 Pollution Induced Community Tolerance



Doctorante

Anne-Sophie LAMBERT, depuis Décembre 2012 (co-encadrement avec Marina
COQUERY, DR Irstea et Aymeric Dabrin, CR Irsteagp@nse de biofilms microbiens
aux pollutions métalliques dans un contexte de giarent global: Influence d’une hausse
de température, Univ. Lyon 1. (Financement Irstea).

Master Recherche 2™ année ou équivalent

IuT

Anne-Sophie LAMBERT, 2011 (co-encadrement avec Soizic MORIN). Dynamide
récupération de biofilms suite & une diminution miveau d’exposition au cuivre :
Influence des migrations d’espéces, Master 2 denSes et Technologies, Univ. Paris 6.
Joy MAJERHOLC, 2011 (co-encadrement avec Joan ARTIGAS). Impaat d
tébuconazole sur les communautés microbiennes iggeaat colonisant la litiere de
feuilles, Master 2 Toxicologie Professionnelle at/itonnementale, Univ. Lille 2.

Cécile NASSIET, 2010 (co-encadrement avec Soizic MORIN). Effetpdsticides seuls
et en mixtures sur des biofilms, Master 2 eau-sant&ronnement, Univ. Bordeaux 2.

Luc FIAT, 2008. Etudein situ de la résilience de communautés microbiennes
périphytigues dans une riviere soumise a des payisres, Ecole de Biologie
Industrielle, Stage de fin d'étude du cycle ingénie

Chloé Desvignes 2013. Mise au point de tests de toxicité afintutiéer I'impact de
pesticides sur les communautés microbiennes ageatidJniv. D’Auvergne, IUT Génie
Biologique

Responsabilités et expertises scientifiques

Responsable d’équipe (Ecologie Microbienne des Hydsystemes Anthropisés - EMHA)
septembre 2010 & février 2011 (intérim de 6 moaite sw départ de Bernard Montuelle).
Animation scientifique d’'une équipe composée de,12R (dont 1CDD), 2TR, 1 post-
doctorant et 1 doctorant

Examinateur de Theses :

Frédérigue CHANGEY “Etude de I'évolution du potentiel génétique déigusi de
populations bactériennes dégradant I'atrazine”,vehsité de Bourgogne, Dijon, 16
décembre 2011.

Sabir HUSSAIN “Characterization of the isoproturon degrading pamity: From the
field to the gene”, Université de Bourgogne, Dij@d,septembre 2010.

Membre de comités de these :

Sandra KIM-TIAM (UR REBX, Irstea Bordeaux), « Effets de mélangegpeksticides sur
les biofilms périphytiques d’eau douce » ; 2010201

Floriane LARRAS (UMR CARRTEL, INRA Thonon-les-bains), « Impact dessticides
sur les communautés microbiennes benthiques: éi@ug&cotoxicologique en zone
cotiere lacustre » ; 2010-2013.

Organisation de manifestations scientifiques :

Organisateur du workshop Européen « Environmenitills: PICT approaches and
ecological indication »Lyon, programmé en 2014.

Co-organisateur du séminaire « La place de I'édotdagie microbienne dans le paysage
national : Bilan et perspectives kyon, 20-22 mars 2018co-org Fabrice MARTIN
LAURENT)

Co-organisateur et animateur de la session « Eeologicrobienne : les biofilms
agquatiques »Collogue national d’écologie scientifique, Ecoled010, septembre 2010,
Montpellier, France(co-org Bernard MONTUELLE et Agnes BOUCHEZ)

Activités d’expertise nationale et internationale:

Expert invité au groupe de travail européen «BiofWorkshop: Field applications of
pollution induced community tolerance measuremer@sisse, 19-20 avril 2012.

Expert invité au groupe de travail internationd&emediation to Chlordecone pollution in
the French West Indies », Antilles, 17-22 Mai 2QR&n interministériel chlordécone).



- Evaluation de dossiers pour le département INRA ABrojets innovants, sujets de
thése).

- Evaluation de dossiers pour le comité « Evaluatio®rientation de la Coopération
Scientifiqgue (Argentine) » (ECOSuQ

- Membre du jury du prix ASTEE 2012 (Association $tiique et Technique pour I'Eau et
I'Environnement).

Evaluation d’articles scientifiques (35):
Aquatic Toxicology (14); Archives of Environment@ontamination and Toxicology (2);
Chemosphere (2); Ecological Indicators (1); Ecatokigy (1); Ecotoxicology and
Environmental Safety (1); Environmental Monitorimgnd Assessment (2); Environmental
Pollution (1); Environmental Science and PollutRasearch (2); Environmental Toxicology
and Chemistry (1); Hydrobiologia (1); Microbial Bogy (1); PloS ONE (2); Research in
Microbiology (1); Sciences of the Total EnvironméBj.

Participation & des programmes de recherche

2013-2014 Programme Régional Zone Atelier Bassin dkhéne (ZABR)
« Pesticides et changements de pratiques en mii@ole : freins, leviers et impacts » -
coord. M. Neyra (UR MAEP, Irstea Lyon) et G. Arm@vaison du fleuve Rhéne).

2012-2015 APR Pesticides — Ecophyto (MEDDTL)
« Développement d’indicateurs microbiens pour lléation de I'impact des pesticides sur des
fonctions écosystémiques terrestres et aquatigidBEC) » - coord. F. Martin-Laurent
(UMR Agroécologie, Dijon).

2012-2015 Programme ANR CESA
« Potentiel Toxique dans les Milieux Aquatiques twntaux : échantillonnage passif des
pesticides et relations exposition/impacts sublefilms (POTOMAC) » - coord. N. Mazzella
(UR REBX, Irstea Bordeaux) €o-responsabilité du WP3.

2012-2015 Programme ANR BIOADAPT
« Conséquences et mécanismes de l'adaptation eoriamination chimique en Seine
(SequAdapt) » - coord. L Fechner (UR HBAN, Irste@dxy).

2012-2013  Programme EC2CO-BIOHEFECT
« Interactions entre altérations hydrologique etrfique des cours d’eau de téte de bassin :
implications trophiques et fonctionnelles des cleemgnts globaux pour I'écosystéme
(INTERHYM) » - coord. E. Chauvet (UMR 5245 CNRS-URS’T, Toulouse).

2011-2013  Programme AIP INRA Chlordécone
« Recherche de la signature biologique de la détjadde la chlordécone dans les sols des
Antilles (BIODECHLORD) » - coord. F. Martin-Laure(iMR INRA MSE, Dijon).

2011-2013  Convention EDF-INRA-Irstea
« Thermie et processus microbiens dans le Rh&nER@THERM) » - coord. B. Montuelle
(UMR INRA CARRTEL, Thonon-les-bains).

2010-2013  Programme ANR CES
« Sensibilité des communautés bactériennes agesatiqu carbendazime et capacités a
dégrader ce fongicide (SENDEFO)» - coord. J.F. HenitnfUMR BIOEMCO, Paris) —
Responsabilité du WP1.

2010-2013  Programme ANR CEP
« Biodiversité et fonctions des zones humides @onge aux étiages séveres induits par le
changement global (WETCHANGE) » - coord. G. Borm¢tUMR CNRS LEHNA, Lyon).

2010-2013 APR Pesticides du MEEDDM
« Prédire I'impact des herbicides en mélange ssicammunautés algales planctoniques et
benthiques lacustres (IMPALAC) » - coord. A. Bourl{gyMR INRA CARRTEL, Thonon-
les-bains).




2010-2013 APR Pesticides du MEEDDM
« Mise au point de descripteurs du risque de canttion des eaux de surface par les
phytosanitaires a I'échelle du bassin versant.ePeis compte des dimensions spatiales et
temporelles. Appui a I'évaluation et a la gestianrisque (MIRIPHYQUE) » - coord. N.
Carluer (UR MAEP, Irstea Lyon).
2008-2011 AO interne Pesticides Irstea
« Evaluation de la qualité chimique et biologigws dours d’eau : pertinence, atouts, limites
et domaine de validité d’'un panel de méthodes d#@tifionnage in situ (PESTEXPO) » -
coord. N. Mazzella (UR REBX, Irstea Bordeaux) eMargoum (UR MAEP, Irstea Lyon).
2008- 2011 Convention Irstea-ONEMA
« Remédiation des effets de pesticides » - cabr@ouy (UR MAEP, Irstea Lyon).

2005-2008  Programme AIP INRA ECOGER
« Paysages Agricoles, flux de Polluants, Impactiggque en Riviere (PAPIER) » - coord.
B. Montuelle (UR MAEP, Irstea Lyon).

Valorisation Scientifique (bilan synthétique)

Publications Internationales
23 articles publiés ou sous presse (voir tableathsyique en page suivante)
4 articles soumis ou en révision et 3 articles réparation
1 chapitre de livre
Publications nationales
4 articles publiés
1 chapitre de livre
Rapports d’études
4 rapports principaux
Communications en congres et séminaires
2 conférences invitées
14 communications orales et 17 communicationslaéfs en congres internationaux
16 communications orales et 3 communications affishen congrés nationaux

La liste détaillée des publications et communicatits est décrite dans le chapitre |V
Les publications internationales et nationales sespectivement numérotées de Al a A30 et de ANNI4
et les rapports d'études de RE1 a RE4, cette nuaténo étant utilisée dans le manuscrit pour feéférence
aux articles correspondants.




Tableau synthétigue des articles internationaux puli®s ou sous presse

Articles internationaux publiés ou sous presse

N° Revue Année Place auteun Fl 12(Quartile)
Al Aquatic Toxicology 2006 1/6 3,73 (Q))
A2 Microbial Ecology 2007 2/5 3,28 (QJ)
A3 Aquatic Toxicology 2008 1/6 3,73 (QY)
A4 Aquatic Sciences 2008 1/6 2,60 (Q1°
A5 Aquatic Microbial Ecology 2009 5/8 2,04 (Q)
A6 Pest Management Science 2009 1/4 2,59 (Q1)
A7 Ecotoxicology and Environmental Safety 2009 1/7 2,20 (Q%)
A8 Ecological Indicators 2010 2 /5 2,89 (QP)
A9 Water Research 2010 1/3 4,66 (Q1)
A10 Hydrobiologia 2010 8/8 1,99 (Q3)
All Journal of Soils and Sediments 2010 1/5 1,97 (Q%)
A12 Aquatic Toxicology 2010 1/7 3,73 (QY)
A13 Environmental Pollution 2011 1/5 3,73 (QP)
Al4 | Reviews of Environmental Contamination and Toxigyld 2011 1/3 4,13 (QP)
A15 Aquatic Toxicology 2012 717 3,73 (QY)
A16 Ecotoxicology 2012 216 2,77 (QPY)
AL7 Freshwater Biology 2012 5/5 3,93 (QY)
Al8 Aquatic Toxicology 2012 6/6 3,73 (QY)
A19 Fresenius Environmental Bulletin 2012 2 /5 0,64 (Q¥)
A20 Journal of Phycology 2012 5/5 2,24 (Q2)
A21 Ecological Indicators 2013 1/5 2,89 (QP)
A22 Applied Microbiology and Biotechnology 2013 1/5 3,69 (Q1)
A23 Environmental Science and Pollution Research | Sous presse 11/20 2,62 (Q?)
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|.2. Positionnement scientifique et contexte de leandidature a 'lHDR

Ce bilan de mes activités scientifiques interviaptés quatre années de recherche doctorale (2003-
2006) dans I'équipe « Ecotoxicologie Microbiennéw laboratoire LMGE (UMR CNRS 6023,
Clermont-Ferrand) et six années de recherche pustile dans I'équipe « Ecologie Microbienne
des Hydrosystémes Anthropisés » (EMHA) du censtedr de Lyon (UR MAEP), d’abord comme
Post-Doctorant (18 mois), puis comme Chargé de &ebk (Fig. 1).

~ 7 "UMR 6023 CNRS-UBP UR MAEP - Irstea T
Clermont-Ferrand Lyon
Thése Post-Doctorat CDD CR CR 2¢me classe
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 I
) 4—» :
Animation EMHA
Post-Docs Doc
J. Artigas
Ag. Foulquier AS. Lambert
Ing. M2 M2 IuT
= < <=, >
L. Fiat C.Nassiet A.S. Lambert C. Desvignes
J. Majerholc

Fig. 1. Parcours et principales responsabilités d’anmnascientifique et d’'encadrement

Durant ces dix années, mes travaux ont visé aibaetra une meilleure compréhension de la réponse
des communautés microbiennes aquatigues a une iBxposuX pesticides organiques et
inorganiques. Dans un premier temps, mes recheddutsrales m’'ont permis de me familiariser avec
de nombreux concepts d’écologie microbienne aquetej d’écotoxicologie et d’acquérir une bonne
connaissance des approches utilisées dans ceglidessj en développant en paralléle un suisitu

et des études expérimentales en microcosmes delaive. Apres cette premiére expérience, réalisée
dans une UMR composée uniquement d’équipes tramtitlans le domaine de la microbiologie, j'ai
intégré 'UR MAEP qui regroupe sept équipes de eedhe représentant différentes disciplines ayant
trait a I'étude des milieux aquatiques (chimie, dioyolgie, hydroécologie, écotoxicologie, écologie
microbienne, épuration...; Fig. 2). Cette apparteaantUR MAEP, qui délimite le cadre scientifique
et administratif a I'échelle locale, est égalememmplétée a I'échelle nationale par un rattachement
scientifique au Théme de Recherche (TR) « Ecottogpe et Bioindication des Milieux Aquatiques »
(BELCA), animé par Jeanne Garric. Les TRs (au nentbtal de 12) représentent en effet I'entité
structurant les recherches a I'échelle de I'étabhisent Irstea, en définissant notamment le cadre
d’évaluation par 'AERES. Le TR BELCA regroupe cinqg équipes travaillant sldes domaines de
I'écotoxicologie, de I'écologie microbienne, dedmindication et de la chimie (Fig. 2). Ces équipes

sont réparties sur trois sites géographiques (Lfotony et Bordeaux).

!3| aboratoire Microorganismes : Génome et Environewinfex Laboratoire de Biologie des Protistes)
16 Milieux Aquatiques, Ecologie et Pollutions
7 Agence d'évaluation de la recherche et de I'ensgignt supérieur
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. Fig. 2. Liste des équipes rattachées a 'UR MAEP et/oliRIBELCA
Ce cadre pluridisciplinaire, tant a I'échelle laxalUR) que nationale (TR), constitue donc un
environnement scientifique particulierement adaptéma thématique de recherche, qui méle
écotoxicologie et écologie microbierihell m’offre ainsi la possibilité de faire aisémeayppel a de
nombreuses compétences, notamment dans le donmaiaectlimie et de I'hydrologie, afin de mieux
appréhender I'exposition des communautés aux tegiqou de la taxonomie diatomique, afin de

mieux caractériser la composante phototrophe aditnis microbiens.

Il me parait également approprié de mentionndidnsemble des remaniements intervenus au sein de
I'équipe EMHA depuis mon recrutement comme CR. Hateces modifications, particulierement
importantes du fait de la petite taille de cetteigg, ont joué un réle moteur sur le déroulement de
mes activités.

Lors de mon arrivée, en 2007, I'équipe était cordpate deux chercheurs (1 Rt 1 IR?) et de trois
collaborateurs techniques (1%Aet 2 TR?), mon recrutement comme CR venant compléter éettéf

de personnels permanents.

18 ce point sera abordé plus spécifiquement ultéement dans différentes parties du manuscrit...
!9 birecteur de Recherche

2 |ngénieur de Recherche

2L Assistant Ingénieur

2 Technicien de Recherche



Suite au départ, en septembre 2010, de Bernard udidamt (DR, détachement INRA), alors
responsable de I'équipe, et de Jean-Louis Roulker départ en retraite), je me suis retrouvé seul
chercheur dans ce collectif complété alors par DD @\, un post-doctorant et un doctorant. J'ai donc
été amené a gérer et diriger I'équipe durant 6 pjosgu’au recrutement en mars 2011 de Marc
Neyra, CR détaché de I'IRD. Ce contexte a donc rfagoune prise rapide de responsabilités et
d’autonomie, tant scientifigues qu’administratives.

Aujourd’hui, I'état d’avancement de mes travauxrdeherche, qui s'appuient principalement sur un
réseau national de collaborations (Fig. 3), me $emiopice a la réalisation d’'un bilan et a uneemis
en perspective de mes activités scientifiques. bkbnté de réaliser cet exercice, déja initié a
'occasion de I'évaluation récente du TR BELCA parcomité de I'AERES (janvier 2012) et de
I'évaluation de mes activités scientifiques parrbggporteurs externes désignés par Irstea (avtBR0

a donc fortement motivé le choix de rédiger ce rsant) en vue de I'obtention de 'HDR.

UMR Bioemco
Paris
UMR CARRTEL J.F. Humbert
Thononles bains
B. Montuelle— A. Bouchez UMR LMGE
ClermontFerrand

D. Debroas— I. Batisson

& —J. Artigas
. =" YR REBX

Bordeaux Equipe EMHA

S. Morin— N. Mazzella UR MALY - TR BELCA

-
L

UMR Agr_c_;écologie

F. MartinLaurent

UR MALY

(Eques LAMA et UR HBAN
Pollutions diffuses) Antony

L. Fechner

Fig. 3. Schématisation duseau principal de mes collaborations natior
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Chapitre Il

Synthese des travaux de recherche
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II.1. Contexte scientifique

La préservation des eaux de surface représentepudmccupation socio-€conomique majeure,
symbolisée entre autres par la mise en ceuvre eb @®0a Directive Cadre Européenne sur I'Eau
(DCE, 2000), qui impose le retour au « bon étahisnijue et écologique des masses d'eau d'ici a
2015. Cette contrainte législative a engendré (ejerdre toujours) des besoins de recherche
nombreux, notamment pour améliorer les procéduslliation des risques écotoxicologiques des
substances chimiques dans les masses d'eau, dédimimesures correctives visant & améliorer la
gualité chimique des eaux, et développer des opismettant de réellement mesurer le gain
écologique découlant de ces améliorations. Plugméwent, le Grenelle de I'Environnement a
confirmé au niveau national cette forte prise desc@nce sociétale, en particulier avec I'élaborati

du plan Ecophyto 2018 visant a réduire l'usagepdeduits phytosanitaires en agriculture.

L’ensemble de mes recherches, débutées en 2003aedaadre de mon Doctorat, s’inscrit dans cette
problématique finalisée de gestion des eaux. Et@sernent principalement les petits cours d’eau de
téte de bassins versants, trés sensibles aux evgisessions anthropiques et notamment aux
contaminations par les polluants chimiques orgascuau inorganiques. Dans ces milieux lotiques, la
majorité de I'activité microbienne est assuréelesicommunautés benthiques, a savoir les biofiens s
développant sur des substrats inertes (artifidal®aturels) ou organiques (litieres de feuilledes
communautés sédimentaires. Ces communautés miengsienterviennent ainsi dans des processus
écologiques majeurs tels que la régulation desesybiogéochimiques ou I'auto-épuration de zones
contaminées (Battin et al., 2003). Elles interagisgprécocement avec les substances dissoutes, et
notamment les toxiques, et présentent une fortaoi#pa répondre rapidement aux changements
environnementaux et a s’y adapter de maniere toirgsiou irréversible (Sabater et al., 2007). En
outre, ce sont des assemblages complexes, compmsdisroorganismes autotrophes et hétérotrophes
qui présentent des sensibilités différentes sedamdde d’action des toxiques rencontrés. De par ces
différentes caractéristiques, ils offrent donc wteptiel important pour évaluer I'impact écologique
des toxiques dans les cours d’eau.

Dans ce contexte, mes recherches ont pour cadrgéréral I'évaluation de la réponse structurale et
fonctionnelle des communautés microbiennes aquedigbenthiques a des niveaux variables

d'exposition & des pesticides organiques et in@jgas.

I1.2. Considérer I'«éco » dans I'écotoxicologie

[1.2.1. Ecologue ou écotoxicologue ?

Une des questions récurrentes a laquelle je stimémment confronté depuis mes premiers pas dans
la recherche concerne la définition de mon chanspiglinaire. Dois-je, ou doit-on, me considérer
comme un « écologue » ou un « écotoxicologue » abien ? A cette question, j'ai tendance a

répondre « les deux », mais les questions ne sariopijours a choix multiples...
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La réponse n'est sans doute pas définitive, et nguseviendrons dans la partie traitant
des perspectives, mais jusqu’a présent, je fini@igdement par concéder que je suis principalement
un écotoxicologue microbien, ce qui est discutalés semble étre le plus cohérent si je me réigre a
cadre général de mes recherches, tel que je Baepté dans le chapitre précédent.

Je ne reviendrai pas ici sur I'évolution au coues dlerniéres décennies de la définition de
I'écotoxicologié® ni sur le débat qui agite parfois la communautérgifique quant a la légitimité de
cette discipline, qui n’en est (ou n'en était) pae aux yeux de certains auteurs (Steinberg et Ade,
2005). Je me contenterai de donner ma vision desesh qui consiste a considérer I'écotoxicologie

BN

comme une discipline a part entiére, qui n'a cepehdieu d'étre que si elle s’intégre dans une
démarche inter-disciplinaire. Parmi les nombreukéstas disponibles dans la littérature, je
m’appuierai donc sur celui proposé par Moiseenld®@2 pour illustrer ce propos (Fig. 4). En effet,
cette représentation place clairement I'écotoxigiel@ l'interface de plusieurs disciplines qui @it/
étre conjuguées pour réussir a relier expositiomicjue et effets biologiques afin d’évaluer, a term
les conséquences qui en découlent a I'échelléctes/stémes aquatiques.

| Ecologie f Toxicologie |
.& _;\ o

- >/ N

/ Chimie Ecotoxicologie . Physiologie

| GeOChImIe | Medecy

!

%

Transfert des B Impacts
toxiques, Eff(?ts engendrés par toxiques et
devenir et ) | homme sur les évaluation du

interactions gcpsystemes et leurs risque
éléments structuraux \/

Dose Kﬁ _ > Effets

Critéres d’évaluation,
prévisions, standardisation,
contréle de la restauration

Fig. 4. Principales interfaces entre I'écotoxicologi@@tutres disciplines scientifiques
pour étudier le cycle et les effets des substad@egine anthropiques
dans les écosystémes aquatig@éspres Moiseenko, 2008)

% Un rappel synthétique, basé sur les principauxames publiés dans la discipline depuis Ramade7(] @8t
disponible dans Van Straalen (2003)
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De maniére tres basique, il est commun d’affirmee djécotoxicologie se doit de découler d’'un
couplage entre I'écologie et la toxicologie. Si a raonnaissance, peu d'écologues se disent
écotoxicologue, nombre d’études, dites d’écotoxicologie, relévannon sens parfois plus de la
toxicologie. Je n'aurai pas la prétention de pougdas loin ce raisonnement car il est difficile de
définir la limite entre ces trois disciplines mgsm’inscris bien volontiers dans le courant appauu
cours de la derniere décennie et qui vise a saiijmportance de renforcer la dimension écologiqu
des études écotoxicologiques, ou, en d'autres termanettre « plus d’éco » dans I'écotoxicologie
(ex. Chapman, 2002; Relyea et Hoverman, 2006;rF2888; Schmitt-Jansen et al., 2008).

[1.2.2. Préserver la dimension écologigue des étusi@cotoxicologiques

Pour de nombreux auteurs, un des moyens d'intégmer dimension écologique aux approches
écotoxicologiques est de privilégier les étude&ahklle des communautés, en s’appuyant sur les
concepts écologiques associés (Rohr et al., 20@&dnhts et Rohr, 2009; Geiszinger et al., 2009). Ce
raisonnement repose en partie sur le constat ddumgagation non linéaire des effets toxiques lors
d’'un passage a un niveau d’organisation biolog&ppgrieur (Segner, 2007 ; Fig. 5), ce qui limite le
extrapolations possibles a partir d’'observatioatigées aux échelles moins complexes, qu’ellesisoie

cellulaires, individuelles ou populationnelles.

EFFETS BIOLOGIQUES
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Fig. 5. Propagation non linéaire des effets toxiquesmeg ldes différents niveaux?
d’organisation biologiquéd’aprés Segner, 2007) :

Les communautés présentent également I'avantagsonigituer un niveau intermédiaire entre les
populations et les écosystemes. Composées de yphigspeces, elles offrent ainsi la possibilité de
considérer dans les approches écotoxicologiquastlan de biodiversité spécifique et fonctionnelle,
parameétre important en vue notamment d’évaluerpliot des toxiques sur le niveau d'intégrité

fonctionnelle des écosystemes (Clements et Robg)20

24 gragit-il dans certains cas d’un déni de pollution
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En écotoxicologie, le niveau de réalisme écologigseégalement conditionné, entre autres, par le
type d’approche choisie parmi le continuum d’outitdisables, qui s'échelonne des tests de toxicité
en laboratoire aux suivis en milieu naturel (Fiy). & par le choix des concentrations testées pour

évaluer, en conditions contrdlées, I'impact potdrdies toxiques dans le milieu.

CONDITIONS DE LABORATOIRE CONDITIONS NATURELLES
Especes Chaines Microcosmes Mésocosmes ——  Ecosystémes
isolées trophiques Rivieres Mares/étangs Enceintes naturels  :
artificielles expérimentaux

Complexite - Représentativite ‘

‘ Replicabilité

Fig. 6. Principaux niveaux d'approches utilisées en édotdogie aquatique
(Perceval et al., 2008'apresCaquet et al., 2000)

Jusqu’au début des années 2000, période qui ceiasiec le démarrage de mes recherches (DEA et
Doctorat), les études visant a évaluer les effetpesticides sur les microorganismes aquatiques
étaient principalement focalisées sur les micraadgavec une majorité de tests réalisés a I'échelle
mono-spécifique. La plupart des travaux antéri@ucgtte période sont reportés dans la revue publiée
par DelLorenzo et al. en 2001. Les auteurs souligmailors le déficit d’études concernant les autres
compartiments microbiens. Dans une synthese pudtié2011, décrivant les connaissances quant aux
effets des herbicides sur les communautés microbgephototrophes en milieu dulcicgkel4), nous
avons également montré qu’'a cette période, lesoapps réalisées a I'échelle des communautés
étaient essentiellement effectuées dans des digp@sipérimentaux (microcosmes ou mésocosmes),
en testant des concentrations souvent trés supgsiguarfois quelques mg/L) a celle rencontrées dan
'environnement (de quelques ng/L & quelques pg/lmaximum). A l'instar de plusieurs auteurs
(Alix et al., 2005 ; Schulz, 2004 ; Ricart et @010), nous avons aussi souligné le manque réturre
d’études visant a évaluer situ I'impact des pesticides sur les communautés mienoies aquatiques
(A14).

C’est dans ce contexte scientifique que j'ai réafiges travaux de thése, entre 2003 et 2006, avgc po
objectif d’évaluer les effets de pesticides suctliaté et la diversité des communautés microbisnne
d’'un milieu lotique récepteur, en choisissant consite d’étude une riviere située en Auvergne, le
Jauron (Puy-de-Déme). Les principales originalitésce travail résidaient i) dans I'étude simuleané
des communautés algales et bactériennes et, i§ l@aréalisation d'un suivin situ pendant deux
années consécutives, complété par des approchésragptales en microcosmes. Les méthodologies

utilisées et les principales conclusions de ceaif@ont décrites dans le paragraphe suivant.
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I1.3. Effets de pesticides sur des communautés mapiennes de riviere

[1.3.1. Approches et méthodologies utilisées

Le Jauron est un affluent de I'Allier avec laguélleonflue au niveau de la localité de Beauregard-
I'Evéque (Puy-de-Déme). Cette riviere présente assin versant de 119 km2, caractérisé par une
région d’élevage en amont et une zone de culturgéatiére intensive en aval. Compte tenu de ces
caractéristiques, trois stations d’échantillonnageété sélectionnées afin de suivre mensuellestent
pendant deux années consécutives (2003 et 20849Jution des communautés microbiennes dans ce
cours d’eau, en fonction des différents parameétregronnementaux, et en particulier du contexte de
pollution par les pesticides (Fig. 7A) : i) la #bat localisée la plus en amont collecte des eagés tr
faiblement polluées par des pesticides et est aomsidérée comme station de référence |RiHa
station située en aval du rejet d’'une station d'éfpon (ville de Billom, 5000 équivalent habitanest
réceptrice d’'une pollution urbaine (UREBet iii) la station proche de I'exutoire du bassersant est
située dans une région de cultures intensivestediesi assujettie majoritairement a une pollution
d’origine agricole (AGR).

Pour appuyer les observations réalis@esitu, ce suivi a été couplé a des approches en miare@ons
(Fig. 7B) visant a appréhender les effets indivisie deux herbicides récurrents dans le Jauron, le

diuron et le glyphosate, sur les communautés agdlbactériennes issues de cette riviére.

il

b
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o o agriro ke s

Fig. 7. (A) Bassin versant du Jauron: :
localisation des stations de prélévements
choisies pour les campagnés situ :
et (B) photographie du dispositif
expérimental utilisé pour les etudes en
microcosmes. :

Pour ces deux approches complémentaires, I'impastrdolécules sur les algues planctoniques et
périphytiques a été appréhendé en termes de bierfdssage de chlorophyl&; de densité cellulaire

et de diversité (identifications taxonomiques).réponse du compartiment bactérien a été appréciée a
partir de parametres quantitatifs tels que la neesie la densité cellulaire (par microscopie en
épifluorescence), I'estimation de la productioréhétrophe (par incorporation de thymidine tritiée)
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I'évaluation de l'activité respiratoire (par marggaau CTC), mais aussi qualitatifs, a l'aide de
techniques issues de la biologie moléculaire (nighd-ISH et PCR-TTGE), afin de percevoir les
effets des pesticides sur la structure et la diegenétique de cette communauté. Ces approches
moléculaires, si elles étaient alors trés utiliséesécologie microbienne, restaient particulieramen

sous exploitées dans le cadre des recherches txiéotngie (Dorigo et al., 2005).

[1.3.2. Principales conclusions de I'approchén situ

Dans le Jauron, la période de pollution la plusifiicative s’étend du mois d’avril au mois d’octebr

ce qui correspond a la principale période d’épaaddes pesticides sur le bassin versant, avec des
variations inter-annuelles trées marquées au coass dbux années d’étude (2003 et 2004). Une
trentaine de molécules a été détectée sur I'engeddd prélévements effectués durant le suivi avec

une large prédominance des substances a propnargisides (Fig. 8).

16 1 | o FONGICIDES A
| | = INSECTICIDES
10 | | m HERBICIDES

Concentrations en
pesticides (ug | 1)

L [S|<C|s|2 2 <|n|oZ|o|Ls|<|s[~mI<|n|oZ|0)
2003 2004

Fig. 8. Evolution mensuelle des concentrations en pestdde station de référeng®),
en zone agricol€B) et en zone urbain€) en 2003 et 2004.

Les paramétres microbiens considérés ont montrélasgvérité de I'impact dans le milieu est
fonction du niveau de contamination et de la natle® pesticides (présents en mélange), mais aussi
des concentrations en nutriments qui représensentles stations choisies, un facteur de confusion
important dans I'évaluation de la réponse des conamités microbiennes aux pesticiga8). De par

la prédominance des herbicides dans le cours desepmmunautés algales sont les plus directement
exposees a la toxicité des polluants. C'est augrips, en début de la période de pollution, que les
effets sont les plus marqués. La présence desciugbiaffecte alors, immédiatement ou aprés un
Iéger délai, I'efflorescence printaniere des comautés algales libres et fixées. Les effets directs
et/ou indirects des pesticides sur le compartirbantérien sont plus difficlement perceptibles digns
Jauron. L'analyse de la structure des communawdégtiennes, a une échelle taxonomique assez
large (méthode FISH) ou a un niveau de résolutlaoa fin (méthode TTGE aprés amplification d’'un
fragment du gene codant I'ARNr 16S), a permis timigede visualiser de forts remaniements de
diversité lors des principales périodes de poltuti€ependant, méme si ces variations sont
vraisemblablement conditionnées en partie par Esqirce de pesticides, il est trés difficile de
caracteériser et de quantifier I'influence exacteds polluants sur I'évolution de la communauté.

Ces travaux ont donc permis de mettre en évidemdenite des descripteurs microbiens globaux,

gu’ils relevent d’une analyse structurale (biomasseersité) ou fonctionnelle (respiration, prodant
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bactérienne), pour réellement apprécier les effetspesticides dans un milieu naturel comp(&3d).

Ce constat a été confirmé récemment par Ricatt €GL0), qui ont souligné les difficultés a poirvo
clairement relier le niveau d’exposition aux padts a la réponse structurale et fonctionnelle de
communautés microbiennes périphytiques dans umergivspagnole. Cela est dd pour partie a la
grande sensibilité de ces descripteurs microbiensdea faibles variations des conditions
environnementales (ex. conditions lumineuses ouddyhamiques, Villeneuve et al. 2010), mais
également aux interactions possibles entre leérdifts facteurs biotiques et abiotiques, qui peuven

moduler la réponse des communautés microbiennemziauies (Sabater et al., 2007).

11.3.3. Effets du diuron sur les communautés photabphes et hétérotrophes

Les expériences en microcosmes ont été menées tet gar communautés planctoniques et
périphytiques naturelles, prélevées dans le Jaardlifférentes périodes de I'année et exposées
pendant trois semaines a une concentration nomeraldiuron ou en glyphosate de 10 pg/L. Ces
études visaient a appréhender, dans un contexmifséniimitant I'influence des multiples facteurs
environnementaux, les effets individuels de cesxderbicides présents de facon récurrente dans la
riviere.

Le diuron (N-(3,4-dichlorophényl)\WN’-diméthylurée) est un herbicide de la famille dberylurées

qui inhibe la photosynthése au niveau du photosysté Il fait partie des herbicides qui présentant
toxicité la plus forte sur I'activité photosynthgitie des microalgues (Brown et Lean, 198%4).
Cependant, nous avons enregistré pour ce toxiqueat&tions importantes dans l'intensité et ladél
de réponse des communautés phototrophes duradiffie@ntes expériences. Les résultats ont ainsi
montré que le niveau de sensibilité d'une commuhalgale naturelle est conditionné par (1) son
stade de développement («pré» ou «post» blogm2)) son état physiologique et (3) sa
composition taxonomique.

Ainsi, sur des communautés printanieres qui préseéntine forte biomasse et sont composées
principalement des genrddavicula Nitzschiaet Gomphonemale diuron n’entraine aucun effet
perceptible tant d'un point de vue quantitatif quelitatif.

A l'opposé, il engendre un impact sévére sur desneonautés plus diversifiées, qui présentent de
faibles biomasses au regard du contexte nutritthetmique, suggérant ainsi un état physiologique
initial déficient(Al). A une concentration mesurée proche de 8 pgfidant les 21 jours d’exposition,
le diuron contraint alors fortement le développenpytoplanctonique et maintient la biomasse (Fig.
9A) et la densité cellulaire (Fig. 9B) leurs faibles niveaux initiaux. Cet herbicideuiéda diversité
taxonomique puisque seulement quatre geriMesjcula Nitzschiag Gomphonemaet Scenedesmus
persistent en présence du polluant alors quesigsces des genrésterionella Oocystiset surtout

Cyclotellasemblent particulierement sensibles au diyrah).
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Depuis ma thése, les effets du diuron sur les camanniés microbiennes aquatiques phototrophes ont

été appréhendés dans de nombreuses études (Taplé2aeiles-ci ont confirmé une inhibition de la

biomasse algale et la production primaire de conautés naturelles planctoniques (Perschbacher et
Ludwig, 2004; Knauert et al., 2008, 2009; Knaueilet 2010) et périphytiques (McClellan et al.,
2008; Tlili et al., 2008, 2010; Ricart et al., 200®pez-Doval et al., 2010) suite a une exposition

chronique a de faibles concentrations en diurorelmes pg/L). Plusieurs ont également souligné

'impact de ce type d’exposition sur la structutelee diversité des communautés (Perschbacher et
Ludwig, 2004 ; McClellan et al., 2008; Ricart et, @009 ; Tlili et al., 2010) mais également s le
biovolumes algaux (Ricart et al., 2009 ; Leboularegel., 2011). Cependant, les travaux de Tlialet

(2008, 2010) ont montré que les effets du diuromt sconditionnés par différents facteurs

environnementaux tels que le mode d’expositiondioiguevs aigué ; Tlili et al., 2008) ou le contexte

nutritif, les effets du diuron sur le compartimetgal étant moins marqués lorsque les concentsation

en phosphates sont élevées (Tlili et al., 2010).

Systémes expérimentaux

Conc. (ug/L) Communautés

Parametres

Référence

bioessais: Exposition court-terme (2h)

production primaire

Francoeur et al. 2007

mésocosmes de 10000L (96 ou 173 jours)

production primaire
composition algale
PICT

Knauert et al. 2008, 2009
Knauer et al. 2010

microcosmes de 20L (5 jours)

chlorophylle a
biovolumes
composition algale

Leboulanger et al. 2011

canaux artificiels de laboratoire (29 jours)

chlorophylle a
production primaire

Lépez-Doval et al. 2010

microcosmes de 15L (11-12 semaines)

production primaire
composition algale
PICT

McClellan et al. 2008

mésocosmes de 500L (28 jours)

4662 périphyton
5 phytoplancton
2,2;11 phytoplancton
2 périphyton
0,0032-50  périphyton
0,2-20 phytoplancton

chlorophylle a
production primaire
composition algale

Perschbacher et Ludwig 2004

chlorophylle a
production primaire

canaux artificiels de laboratoire (29 jours) 0,07-7 périphyton . Ricart et al. 2009
biovolumes
composition algale
1 (+/- pulses chlc:’ropthylle a
microcosmes de 35L (28 jours) ponctuels;  périphyton production primaire Tlili et al. 2008
7 ou 14) composition algale
PICT
chlorophylle a
microcosmes de 35L (21 jours) 10 périphyton production primaire Tlili et al. 2010

composition algale
PICT

Tableau 1. Liste des travaux visant a étudier les effets dwadi sur les communautés
microbiennes phototrophes des milieux dulcic¢tBapresAl4)



Les interactions algues-bactéries sont trés fodass les dispositifs expérimentaux ou les
microorganismes hétérotrophes ne peuvent bénéfitigpports organiques allochtones et sont
fortement tributaires de la charge de matiére dqgen initiale puis de celle libérée par le
compartiment algal. S’il inhibe le développememasl le diuron peut donc limiter indirectement le
développement bactérien tant d'un point de vue tifadifh (densité, production hétérotrophe, activité
respiratoire) que qualitatif au niveau de la diitérgénétique de cette communauté (Fig. AQ,;A4).
Depuis mes travaux, I'impact direct ou indirect muexposition chronique au diuron sur la structure
et la fonctionnalité des communautés bactérienqeatmues a été confirmé par plusieurs auteurs
(Tlili et al., 2008, 2010; Ricart et al., 2009; Tadekée et al., 2009 ; Vercraene-Eairmal et al. 201
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Fig. 10. (A) Evolution des profils obtenus par TTGE dans lesrotiosmes témoins (T) et contaminés
au diuron (D) a JO (0), apres 8 heures (8H) puidldé J21 lors de I'expérience réalisée en mai 2004
(B) dendrogramme correspondant, calculé par la métht@E-UPGMA a partir du profil TTGE en

tenant compte de l'intensité relative de chacurseb@amde¢d’apres Al et A4)

Outre l'analyse de la structure de la communaut&ébianne, I'approche par PCR-TTGE nous a
également permis de découper et séquencer des sbamdietérét » sur le gel obtenu lors de
I'expérience réalisée en mai 2004 (Fig. 10A). Nauens ainsi montré que certains phylotypes qui
apparaissent seulement dans les microcosmes amftidndes T) et qui semblent particulierement
affectés par la présence du diuron appartiennextpdyla desChlamydiaealors que ceux qui
semblent au contraire étre favorisés, directementndirectement, par la présence de ce toxique
(bandes D) appartiennent awProteobacteria et plus spécialement albseudomonadacea@aux

Verrucomicrobig auxGemmatimonadete=t auxActinobacteria (A4).
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11.3.4. Effets du glyphosate sur les communautés plotrophes et hétérotrophes

Le glyphosate (N-(phosphonomethyl) glycine) esthembicide a large spectre qui agit en inhibant
I'activité d’'une enzyme jouant un role clé dansdée de biosynthese des acides aminés aromatiques:
la 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase. Biactif, il représente un des herbicides les plus
utilisés au monde pour le contréle des mauvaiseéseledans les domaines agricoles, industriels et
domestiques (Kolpin et al., 2006; Helander et2412).

Les expériences réalisées durant ma thése ont énguth la méme concentration nominale que celle
testée pour le diuron (10 pg/L), le glyphosate fe@tk pas la croissance d’'une communauté algale
présentant des caractéristiques physiologiguesasbnomiques comparables a celles décrites
précédemment. En revanche, comme le diuron, iaemrune diminution de la diversité taxonomique
en empéchant le développement et/ou le maintieresigsces les plus sensibles, en particulier celles
appartenant au gen@ocystigA7).

Le glyphosate n'ayant pas (ou peu) d'effet suriteriasse algale, la production hétérotrophe n'est pa
influencée indirectement par la présence du pdluan revanche, cet herbicide peut engendrer des
variations au niveau de la structure de la commiénbactérienne (appréhendée par PCR-TTGE), soit
par effet indirect, suite a la simplification declamposition de la communauté algale, soit parfigt e
direct favorisant le développement d’especes impksg dans les processus de dégradation de cet
herbicide. A une concentration légerement supériear celles généralement observées dans
I'environnement, les effets du glyphosate sur lesmunautés microbiennes n’ont donc été percus
dans nos travaux qu’au niveau de la structure & diversité des communautés microbiennes.
Comme pour le diuron, ces effets sont cependardhias suivant la saison et les caractéristiques de
communautés prélevéds situ Ces variables de saisonnalité conditionnent riegte les réponses
biologiques mais également la cinétigue du glypteoséans les microcosmes, modulant ainsi

I'exposition des microorganismes a ce toxique (Eig; A7).
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Fig. 11. Evolution moyenne (et écarts-types) de la conatintr en glyphosate (ug) dans
les microcosmes lors des études menées en margRN@Rril 2004(B) et aolt 2004C).
(s.d. = seuil de détectio (d’apres £7)

Etonnamment, et malgré la présence importante dsislus du glyphosate et de son principal
métabolite, I'acide aminométhylphosphonique (AMR¥Ens les eaux de surface, l'impact de ces
molécules sur les communautés microbiennes ageatiglété peu étudié ces derniéres années. Il est

notamment intéressant de constater que les effietmiques de faibles concentrations en glyphosate
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sur ces communautés sont encore largement mécopuiggiue la plupart des données disponibles
concernent des expositions a des concentrationprézas entre 0,125 et 12,5 mg/L (voir pour revue
Al4), y compris dans les travaux les plus récents\{exa et al., 2010, 2012). Testant un niveau de
contamination plus « réaliste » (i.e. 6,9 ug/L Uplgosate), Relyea (2009) a cependant montré que la
formulation commerciale RoundBipsemble avoir une effet insignifiant sur la bioneassgale
planctonique et périphytique, confirmant ainsidésultats obtenus lors de ma thése. Des obsersation
similaires ont également été reportées par Stadtidtaberkorn et al. (2008) avec des communautés
planctoniques marines exposées pendant 7 jourst@g/llet 10 pug/L de glyphosate sous sa forme
commerciale Round(ip A ces concentrations, ils ont en effet mis emlévce I'absence d’impact sur
les concentrations en chlorophylleet les densités cellulaires, alors que des modibica
structurelles interviennent au sein des communauié®biennes procaryotes et eucaryotes, quel que
soit le niveau d’exposition.

L’ensemble de ces résultats confirment donc i)deessité de ne pas se limiter & des descripteurs
quantitatifs pour appréhender les effets de faildeses de pesticides sur les communautés
microbiennes, et ii) I'intérét de considérer adésfles compartiments phototrophes et hétérotrophes

dans les approches écotoxicologiques.

II.4. Adaptation des communautés microbienne aux gicides

[1.4.1. Adaptation microbienne et écotoxicologie

Parmi les principaux défis de I'écotoxicologie diéveloppement d’outils permettant d’établir lesdie
entre exposition aux toxiques et effets biologiquegmésente un enjeu particulierement important en
vue d’appréhender finement lI'impact des contammastir la qualité écologique des milieux
récepteurs. Cette tache s’avere d’autant plusatéligue la contamination de I'environnement s’itiscr
dans un contexte de changement global et les ééosys sont généralement soumis a des situations
de multi-stress qui découlent de la multiplicités deressions chimiques (pollutions toxiques et
trophiques) et/ou physiques. De ce fait, il estveoti délicat de réellement distinguer les effets de
toxiques parmi les changements biologiques obsenwégin des communautés exposées.

L'exposition chronique des communautés microbierdnde faibles doses de toxiques organiques ou
inorganiques peut se traduire par la sélectionpdess tolérantes mais également par des phénomenes
d'adaptation génétique ou physiologique. Au seia demmunautés microbiennes, ces processus
d’adaptation peuvent ainsi engendrer I'acquisitainle développement de capacités de tolérance
(concept PICT, Blanck et al., 1998) ou de biodégradation posiclemposés métabolisables (Torang
et al., 2003). L'étude de ces capacités adaptaty@seralement assez spécifiques d'un composé ou
d’'une famille de composés, s’avere donc tres primuse pour établin situ des liens entre exposition

et effets biologiques sur les communautés micratgien

% pollution Induced Community Tolerance

22



Dans ce contexte, une grande partie des travalisggalepuis ma these s’est portée sur deux types
d’approches ciblées sur I'étude des capacités atilegg des communautés microbiennes suite a une
exposition prolongée aux toxiques: i) des approdeesype PICT et ii) des approches focalisant sur
'acquisition de capacités de biodégradation destigides organiques par les microorganismes
hétérotrophes.

Ces travaux se sont centrés sur une problématigpeltltion agricole, en s’appuyant principalement
sur un site atelier situé au coeur de la régioroldi du Beaujolais : la riviere Morcille. Le bassin
versant de la Morcille (9,5 km?) est situé au nduddépartement du Rhéne, dans le Haut-Beaujolais,
entre la bordure orientale du Massif Central ettt@mité ouest de la vallée de la Sabne (Fig. 0.2).
constitue un sous-bassin de I'Ardiéres (220 km3calequel il compose le site atelier Ardiéres-
Morcille (SAAM), intégré dans la zone atelier dusbia du Rhéne (ZABR). Le bassin versant de la
Morcille est essentiellement forestier en amorplahté de vignes en aval. Ce plan d’occupation des
sols se traduit donc par une augmentation de lpoption relative de vigne sur la surface de bassin
versant drainée par le cours d’eau de la statioonaifY%) a la station aval (72%) (Fig. 12), ce qui
engendre un gradient croissant des teneurs ertigestitout au long du cours d’eau (Rabiet et al.,
2010). De par ces caractéristiques, ce bassinntersprésente donc un site de choix pour évaluer

dans le cours d’eau récepteur, I'impact de la fiollugénérée par I'activité viticole.
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Fig. 12. Localisation des sites d’échantillonnage surte afelier de la riviere Morcille et
caractérisation des sous-bassins versants associésun d’entre eux

11.4.2. Approche PICT

Le développement des approches PICT en vue d’areéliiévaluation des liens « exposition
chimique-effets biologiques sur les communautés rahiennes » représente une
problématique scientifique particulierement strugiite au sein du Théme de Recherghe
BELCA. L’ensemble des recherches présentées codsssinscrit donc dans le cadre d'une
étroite collaboration entre plusieurs équipes deR WMAEP et REBX appartenant
respectivement aux centres Irstea de Lyon et Borde@es travaux ont principalement été
financés par le programme interne Irstea Pesticid@®estExpo », la convention Irstef-
ONEMA « Evaluation et remédiation de I'effet de fi@des » et le programme ANR CESA
« POTOMAC ».
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[1.4.2.1. Généralités
Le concept PICT ou l'acquisition de tolérance inelygroposé en 1988 par Blanck et al. est basésur |

fait qu'une communauté biologique naturelle eststitmee de différentes entités (populations,
espéces, souches) ayant des sensibilités varidblasvis d’un toxique donné.

L’exposition chronique d’'une communauté a ce togiga traduira donc généralement par la sélection
des organismes les plus tolérants, accompagné&uéliement par la mise en place de mécanismes de
résistance chez certaines especes. La communauttanté de ces changements présentera alors, dans
son ensemble, une tolérance vis-a-vis du toxiqpergeure a celle d'une communauté n’ayant pas
subi de pression de sélection par ce toxique. Ciffierence de tolérance, que I'on peut évainer

vitro par des bioessais a courte durée en laboratoge @&s concentrations croissantes en toxique,
peut ainsi renseigner sur I'historiqgue d’expositiméalable au toxique des différentes communautés

échantillonnées (Fig. 13).
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Plusieurs articles de synthéses ont repris et a@dds travaux mettant en ceuvre des approches PICT
avec des communautés microbiennes aquatiquegedttes (Blanck, 2002 ; Imfeld et al., 2010 ; Tlili

et Montuelle 2010). lls ont permis de mettre claieat en évidence le fort potentiel du PICT dans les
procédures d’'évaluation de risque, du fait notamrden’intérét de considérer les microorganismes a
I'échelle des communautés mais également de pousgiseigner sur un niveau chronique

d’exposition tout en établissant un lien entre gim@schimique et impact biologique.
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11.4.2.2. Evaluation in situ du lien entre niveau’exposition et niveau de tolérance

La plupart des approches PICT menées en milieu tiggeaont concerné les communautés
phototrophes, en considérant la photosynthése cquanaenétre fonctionnel pour mesurer leur niveau

de tolérance a des herbicides organiques ou desim@ableau 2 ; Tlili et Montuelle 2010).

Communautés phototrophes Parametres structurels Référ ences

DlverS|t§ taxonpmlque Wangberg et al. 1991; Nystrém et al. 2000; Paulsson et al.
(microscopie) 2000; Soldo et Behra 2000; Bérard et Benninghoff 2001;

Di s léculai Schmitt-Jansen et Altenburger 2005; Hjorth et al. 2006; Dorigo
versite moleculaire et al. 2007; Navarro et al. 2008; McClellan et al. 2008; Schmitt-
(PCR-DGGE, PCR-TTGE, PFLA) 3556 et Altenburger 2008; Tlili et al. 2008; Eriksson et al.

Périphyton Diversité pigmentaire 2009; Blanck et al. 2009; Debenest et al. 2009; Pesce et al.
pig 2010 (A9, A12)

(HPLC, PhytoPAM)

Phytoplancton

Tableau 2. Exemples d’études mettant en ceuvre des approcdsd?l milieu aquatique en considérarﬁt
I'activité photosynthétique comme descripteur fosratel (d’aprés Tlili et Montuelle, 2010)

Tous ces travaux confirment que le niveau de toales communautés phototrophes a ces toxiques
peut augmenter suite a une exposition chroniquellguait lieu en milieu naturel ou en conditions
contrblées. Cependant, ce niveau peut étre moduld ples facteurs environnementaux externes tels
gue les conditions lumineuses (Guasch et al., 1888sch et Sabater, 1998), le contexte nutritifi(TI

et al., 2010) ou la présence d'autres toxiques gaiuentrainer des phénomenes de cotolérance
(Schmitt-Jansen et al., 2008 ; Tlili et al., 201&&)i) des propriétés biologiques intrinséquebede
gue la biomasse dans le cas des communautés pérnms/(Guasch et al., 2003).

Ces observations soulevent donc la question dégtdfisation réelle de I'évolution du niveau de
tolérance des communautés dans le milieu naturd ¢importance relative du niveau d’exposition
au toxique étudié par rapport a I'ensemble desefast pouvant fluctuer dans un environnement
complexe A9 ; Tlili et al., 2011b).

Afin de répondre a celle-ci, dans le contexte paliter de la Morcille, une approche PICT a été
réalisée sur cette riviere afin d’évaluer pendamds (ao(t 2008-avril 2009) les variations spatio-
temporelles du niveau de tolérance des communght#strophes au diuron, herbicide trés largement
utilisé sur le bassin versant avant son interdiéti@t fortement majoritaire parmi les herbicides
retrouvés dans le cours d’eau. Pour ce faire, i chimique intensif a été réalisé a partir d’arsals
réalisées bimensuellement. Le niveau de tolérancediaron des communautés périphytiques
autotrophes, collectées mensuellement sur subsréfiiels (lames de verre) aux trois stations
d’échantillonnage, a été apprécié a partir de tdstgoxicité aigué effectués en laboratojre®).
Brievement, les biofilms ont été soumis au labdrata des concentrations croissantes en diuron (0,2
pHg/L a 2 mg/L, 3h30 d’exposition) et la réponserotienne, en fonction du niveau d’exposition, a
été appréciée par mesure du rendement photosyntbéiil'aide d’un fluorimetre a lumiére modulée
(PhytoPAM). Les courbes dose-réponse obtenuesasniip de déterminer, pour chaqgue échantillon,

la concentration efficace en diuron inhibant deti@dé rendement photosynthétique €gE

% e diuron est interdit d'utilisation en zones agiés et en zones non agricoles depuis le 13 déec2q98
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Fig. 14. Evolution des concentrations en diuron dans ladifler(A) et des concentrations efficaces
inhibant 50% de I'activité photosynthétique dedfibits collectés mensuellement aux stations
intermédiaire et aval (B) entre juillet 2008 etib2009 (d’apres A9)

Les analyses de diuron confirment le gradient apde contamination le long du cours d’eau, et ce,
quelle que soit la période de I'année, puisquedesentrations mesurées sont toujours plus éleuées
niveau de la station la plus en aval (Fig. 14A)le€lfont également apparaitre une tendance
saisonniére avec une diminution des concentragmngone contaminée des le début de I'automne,
apres la principale période de traitement des @igne

En parallele, les mesures degEvelent une concomitance entres les variatioaticGsfemporelles
des concentrations en diuron dans le cours d’eaellets du niveau de tolérance des communautés
phototrophes a cet herbicide (Fig. 14B). En effed, CEy obtenues, qui augmentent entre la station
intermédiaire et la station aval, révélent une aamgation graduelle des capacités de tolérance des
communautés le long du cours deau, quelle que laoppériode considérée. Parallélement, une
variation saisonniere est observée, avec deg Kternales faibles (<40 pg/L maximum quelle que
soit la station) trés inférieures a celles mesugéda fin de I'été (jusqu’'a 500ug/L en aval). Ces
observations sont confirmées par les analysestigats qui réveélent une forte corrélation entre le
niveau d'exposition moyen des biofilms au diuromaght leur croissance dans la Morcille (2 mois) et

leur niveau de tolérance a cet herbicide lors @&s e toxicité en laboratoire (Fig. 15).

600
O Intermédiaire A Dryweight B
O
~. 501 [©Aval R?=0,90 ‘ ‘
d ’ o ()
g 4001 ‘53 . Temperature
\; © ity
S 300 8
3 200 o0 = Shomncbedsriy
o 1 PS Yield
Ln N-NO3
3 100-
0 T T T T ) \
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 , B B " "
Exposition moyenne au diuron dans la Morcille (ug/L) F1 (53.8%)

Fig. 15. Corrélation exponentielle entre les niveaux d'esif)on et de tolérance au diuron des biofilms
(A) et analyse des redondances (RDA) des varidtitdsgiques et physicochimiques (B) entre juillet
2008 et avril 2009 aux stations intermédiaire et @e la Morcille(d’apres A9)



Dans le contexte de la Morcille, ces travaux omcdolairement démontré la pertinence de ce type
d’approche pour établir un lien entre expositioreféet dans le milieu naturel, en tenant compte des
variations spatio-temporelles du niveau de contatiin par I'herbicide diuron. Un suivi similaire,
réalisé par Tlili et al. (2011b) sur la riviere @ssituée en Catalogne (Espagne), a également permi
de mettre en évidence que les variations spatipaesties du niveau de tolérance de la composante
phototrophe de biofilms au zinc sont trés majaétaient conditionnées par leur niveau d’exposition
(concentrations et durée) a ce métal dans le miGemsidérant aussi dans cette étude la composante
hétérotrophe, a I'aide d’'une approche PICT réalis@artir de tests de toxicité basés sur le nivkau
respiration induite par le glucose ($fRils ont cependant montré que le niveau de tniEale ces
communautés est moins directement relié au nivéaxpdsition car il est également fortement
influencé par I'ensemble des paramétres environntrog mesurés. Cela est cohérent avec les
résultats décrits précédemment par Tlili et al.1(®0 qui avaient démontré par le méme type
d’'approche PICT (basée sur des mesures de SIRJorreanfluence des concentrations en phosphore
sur l'acquisition de tolérance des communautégtietphes a un autre polluant métallique (le cyivre
alors que le niveau de tolérance des communautédstpbphes a ce toxique (sur la base de I'effiéacit
photosynthétique) restait relativement constangllgs que soient les teneurs en phosphore dans le
milieu.

L’ensemble de ces résultats confirme donc l'intédét 'approche PICT dans une démarche
d’évaluation de la qualité écologique des miliegyatiques mais ils soulignent également la nééessit
de parfaire les développements, pour pouvoir notamifappliquer a des toxiques n'ayant pas d'effet
sur les activités photosynthétiques, afin d’élatgirgamme des molécules pouvant étre prises en

considération dans ce type de démarche.

11.4.2.3. Utilisation du PICT pour apprécier I'impat de mélanges de toxigues

Un des points cruciaux, tant pour 'amélioratiors ¢geocédures d’évaluation des risques que pour la
caractérisation des effets des pesticides, condarpgse en considération des interactions emse |
substances dans des mélanges complexes, tels gpeeceontrés dans I'environnement (Chévre et
al., 2006 ; Van den Brink, 2009). Se pose notamrgeptobleme des métabolites, souvent présents en
combinaison avec leur(s) molécule(s) mere(s) dass rhilieux contaminés, alors qu’ils sont
généralement peu considérés dans les travaux diécologie, surtout lorsqu’ils sont réalisés a
I'échelle des communautés (Sinclair et Boxall, 2003

Concernant le diuron, sa présence combinée avecdieses principaux métabolites, le DCP¥Iet

la 3,4-DCA°, a ainsi été reportée dans différentes eaux dacgufex. Field et al., 1997 ; Claver et al.,
2006 ; Morin et al., 2009) et notamment dans ladler(Dorigo et al., 2007).

2" SIR : substrate induced respiration
28 DCPMU: N-(3,4-dichlorophenyl)-N-methylurée
93,4-DCA : 3,4-dichloroaniline
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Des études réalisées avec des cultures algalesspéxifiques montrent que le diuron présente une
toxicité plus forte que ses métabolites sur I'atdiyphotosynthétique et que les effets de la 3,ADC
sont trés limités sur ce parametre (Gatidou et Hidisy, 2007 ; Neuwoehner et al., 2010). Sur ces
cultures, la combinaison du diuron avec le DCPMbUI# en un effet additif (CA alors qu’elle
répond au modéle d’indépendance d’effet®*fJAavec la 3,4-DCA (Neuwoehner et al., 2010).
Cependant, le manque de connaissances concerr@piolase de communautés complexes a ce type
de mélanges est flagrant.

En conséquence, et afin d'étudier les effets detaboétes du diuron sur des communautés
phototrophes naturelles, une nouvelle approche RIEE réalisée sur la Morcille, en considéraiat a |
fois le diuron, le DCPMU et la 3,4-DCA, seuls ouraglanggA12). Ce suivi a permis de confirmer
'ordre décroissant de toxicité : diuron>DCPMU>®CA (Fig. 16A). Il a également permis de
montrer que l'augmentation spatiale du niveau dérdace le long de la riviére est visible pour le
diuron mais aussi pour le DCPMU, dont les concéntia sont également plus élevées dans la zone
aval (Fig. 16B), suggérant que les approches PI@Tt tout a fait applicables aux métabolites.
Cependant, cette observation n’est pas vérifiés tacas de la 3,4-DCA, dont les concentrations dan
la Morcille (détectées mais non quantifiables)aetdxicité (CEx>8 mg/L), sont vraisemblablement

trop faibles pour induire le développement des cisggde tolérance.
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Fig. 16. Concentrations efficaces inhibant 50% de I'aatiyihotosynthétique des biofilms}
. immergés pendant 1 mois dans la Morcille (A) eeaiv moyen d’expositioim situ, estimé ¢ :
' I'aide de capteurs passifs de type POCIS (Bjl+non détectéd’'apres Al12)

L’évaluation de la toxicité des mélanges et sa @aipon avec celle des molécules individuelles ont
été realisées sur la base de I'hypothése d’additiiDans le cas de combinaisons binaires
(diuron+DCPMU ou diuron+3,4-DCA), les communautésvenant de chacun des trois sites ont ainsi
été exposées a des mélanges contenant la moiti€Egsorrespondantes (estimées au préalable et
décrites dans la Fig. 16a). La procédure est igeatidans le cas du mélange des trois molécules
(diuron+DCPMU+3,4-DCA), celui-ci étant alors compadu 1/3 de chaque gEDans les deux cas,
ce type de combinaison doit théoriquement engendrerinhibition de 50% de la photosynthése si le

modéle CA est vérifié (Knauert et al., 2008).

30 CA : concentration addition
31|A : independent action
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Les résultats obtenus confirment que la combinathordiuron et du DCPMU engendre un effet
additif comme cela avaient été décrits par Neuweelat al. (2010), et ce quel que soit le site
d’'origine des communautés, suggérant que l'acipiside tolérance ne modifie en rien l'interaction
entre les molécules (Fig. 17). La présence de &A;Onduit un effet synergique mais compte tenu
des concentrations testées dans les mélanges my/e de 3,4-DCA), cette synergie est

vraisemblablement inexistante (ou négligeable) dlansironnement.

Pourcentage d’inhibition de la photosynthéese

DIU  DCPMU DCA  P+M1  P+M2 P+Mi+M2
Py () (M2)

Fig. 17. Inhibition de la photosynthése des biofilms exgoaéla CEk, théorique de chaq
molécule, appliquée individuellement (P, M1 et M@y en mélange. Les pointill
représentent lintervalle d'effets théquement attendu sur la base du modéle C/
fonction du pourcentage d'inhibition observé pobague molécule individuell@’apres A12)

Cette étude particulierement novatrice montre gesit possible de mettre en ceuvre des approches
PICT pour la problématique des mélanges de suleta@ependant, la méthodologie utilisée présente
plusieurs inconvénients, & commencer par la nééedsibien connaitre les molécules présentes dans
le milieu et une lourdeur expérimentale qui décaluebesoin de caractériser au préalable les CEx de
chaque molécule avant de pouvoir tester les intierec en mélange. Compte tenu des multiples
combinaisons possibles dans le cas de mélangedeoaapce type de protocole ne peut damiori
s’appliquer qu’'a des mélanges simples, composésrmbre treés limité de molécules.

Au regard de ces limites, il a donc été envisag&plorer une autre voie, centrée sur le couplage de
'approche PICT et de l'utilisation d’échantillorums passifs. Ces capteurs chimiques, qui visent
principalement a permettre I'estimation des conmegions chroniques moyennes des toxiques dans les
milieux aquatiques ouvrent en effet de nouvellesgectives pour caractériser les relations engtatl’

chimique et I'état biologique et apprécier I'imp&cblogique des pesticides dans le milieu naturel.
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Outre le fait de permettre de s’affranchir des siqui peuvent découler des mesures chimiques
effectuées ponctuellement dans le milieu (sur- oussestimation des niveaux d’exposition), ils
présentent également I'avantage de pré-conceratreprtamination de la phase dissoute dans une
matrice assez simple, offrant ainsi la possibdiééréaliser des tests de toxicité a partir destanbss
directement extraites du milieu naturel. Jusqu&ltes travaux réalisés avec ce type d’approches on
principalement concerné des bioessais sur cullmm®spécifiques, tels que des tests de cytotoxicité
et génotoxicité sur des levures (Petty et al., 20@tmeirssen et al., 2005; Liscio et al., 2009)es$
souches bactériennes (Alvarez et al., 2008 ; Veasen et al., 2010) ou de phytotoxicité sur cuture
algales (Escher et al., 2006; Muller et al., 208Faw et al., 2009 ; Vermeirssen et al., 2010). La
majorité de ces études ont été réalisées a paetitraits de POCIS, qui piégent, entre autres
substances organiques, les pesticides les pluspiyties (voir pour revue Harman et al., 2012).

Dans les rivieres soumises a une pollution chimideeigine agricole, les POCIS permettent ainsi
généralement de piéger la tres grande majoritéhddsicides. Pour tester la faisabilité de tests de
toxicité des mélanges directement extraits du miar des communautés phototrophes naturelles,
nous avons, dans un premier temps, choisi d’évédsesffets aigus de mélanges de pesticides extrait
de POCIS immergés dans un cours d’eau situé en agmeole (Ruiné, Charente) sur des biofilms
issus du méme si{@d13).

L'analyse des POCIS collectés dans la zone avBluiiné a montré la présence exclusive d’herbicides
appartenant aux triazines et aux chloroacétamides.biofilms, respectivement prélevés en zone
amont et aval du Ruiné, ont été exposés duraneR48h a différentes dilutions de pesticides réaks

a partir du mélange de molécules extraites des BQ@0 a d4, Tableau 3). La mesure de la
fluorescence chlorophyllienne et de l'activité pisynthétique a permis de mettre en évidence des
effets sur les communautés photosynthétiques, dagcéponses variables en fonction de I'origine des

biofilms et de leur composition algale (Fig. 18).

do d1 d2 d3 d4
Desethylatrazine 66.000 20.871 6.600 2.087 0.660
Deisopropylatrazine 15.600 4933 1.560 0.493 0.156
Simazine 8.250 2609 0.825 0.261 0.083
Desethylterbuthylazine 5.325 1.684 0.533 0.168 0.053
Atrazine 3.480 1.100 0.348 0.110 0.035
Metolachlor 1.950 0617 0.195 0.062 0.019
Terbuthylazine 0.249 0.079 0.025 0.008 0.002

Tableau 3. Composition et concentrations finales (en pug/L) difiérentes dilutions
des mélanges extraits de POCIS utilisés dansdesde toxicitigd’apresA13)

32POCIS : polar organic chemical integrative sampler
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Ces premiers travaux ont ainsi démontré l'intérétcduplage des échantillonneurs passifs avec des
biotests pour apprécier le potentiel toxique deamgés de contaminants sur des communautés
microbiennes dans des situations d'exposition aiguéourt terme. lls ouvrent également des
perspectives intéressantes pour évaluer I'impambg&icologique & moyen ou long terme, soit dans le
milieu naturel a I'aide d’approches de type PIC®it slans des conditions contrélées a l'aide de
dispositifs expérimentaux de types microcosmesamagx artificiels.

L’expérience a été renouvelée dans la riviere Mercmarquée par un gradient en pesticides entre
'amont et I'aval beaucoup plus marqué que celui Rlwiné. Les résultats ont montré que les
communautés phototrophes de biofilms prélevés esigdlets dans la zone aval tres contaminée sont
caractérisées par un niveau de tolérance au métimgesticides présents dans le milieu (extraits a
I'aide de POCIS immergés 2 semaines au niveau skafi@n aval) quatre fois plus élevé que celui des
communautés issues de la zone amont et peu expusépessticides, confirmant I'intérét d'utiliser ce
type de couplage pour les approches RICSitu (A16).

Au regard de ces premiers résultats, il semblelaitc judicieux de développer ce type d’approche
avec différents types de capteurs passifs afirodeqir évaluer et comparer le niveau de toléramse d
communautés aux différentes fractions toxiquespguivent étre isolées a partir des capteurs passifs
actuellement disponibles (POCIS, DETSBSE*, SPMD®... ; Vrana et al., 2005 ; Miége et al.,
2012). Pour ce faire, un des verrous scientifigaetever concerne le choix des descripteurs
fonctionnels microbiens les plus pertinents en tioncdes types de toxiques échantillonnés par les
différents dispositifs et le développement de pokes adaptés pour mesurer les effets des mélanges
extraits a partir de tests de toxicité aigus. Gaitipartie des objectifs affichés dans le programm
ANR CESA « POTOMAC », actuellement en cours (20025) et dans lequel je suis fortement

impliqué (voir perspectives au $ 111.2.1).

3 DGT : diffusive gradients in thin films (pour legétaux)
% SBSE : Stir Bar Sorptive Extraction (pour les nsolés organiques hydrophobes)
% SPMD : Semi-Permeable Membrane Device (pour ldéentes organiques hydrophobes)
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I1.4.3. Adaptation a la biodégradation des pesticids

ion
tin-
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bar

L’ensemble des travaux concernant I'adaptationod@smunautés microbiennes a la biodégrada
du diuron s’inscrit dans une étroite collaboraterec le groupe de recherche de Fabrice Mar
Laurent (INRA Dijon, UMR Agroécologie), spécialigans I'étude de ces processus adaptatifs
les sols agricoles contaminés par les pesticides. ttavaux ont principalement été financés
'AIP INRA Ecoger « Papier », les conventions |Iss@eNEMA et INRA-ONEMA « Evaluation ef
remédiation de I'effet de pesticides » et 'APR titédes-Ecophyto « IMPEC ».

En cas d'exposition prolongée a des polluants doggas, les processus d’adaptation microbienne
peuvent aussi conduire a la stimulation des camaie biodégradation de ces composés. Cette
fonctionnalité concerne principalement les micramigmes hétérotrophes (essentiellement les
bactéries et les champignons) capables de dédesdpolluants (totalement ou partiellement) en les
utilisant comme source énergétique. Ces procesadaptation microbienne ont principalement été
étudiés a partir d'approches culturales visanbkeiset caractériser des souches dégradantesp@oir
exempleA2) ou par I'évaluation du potentiel de dégradatiencdmmunautés naturelles provenant de
sols agricoles. Ainsi, plusieurs études ont mogtré la vitesse de dégradation du diuron ou d’autres
molécules appartenant aux phénylurées dans cesumiist variable suivant le type de sols étudié et
gu'elle peut augmenter fortement suite & des tratds répétés favorisant I'adaptation des
communautés microbiennes a la biodégradation deareposés (Sgrensen et al., 2003 ; Dellamatrice
et Monteiro, 2004 ; Barra Caracciolo et al., 20@5@s travaux suggerent donc I'existence d’'un lien
fort entre I'historique d’exposition des communaubdicrobiennes édaphiques aux pesticides et leurs
capacités a les dégrader. Appliqué aux communanitg®biennes aquatiques, ce constat offre donc
des perspectives intéressantes pour la mise ereaevrouvelles approches visant a évaluer les liens
entre exposition chimique et effets biologiques.

Dans cette optique, un premier suivi a été réalispuin 2007 sur le site de la Morcille afin d’éaveat,

a I'échelle de ce bassin versant, l'influence dueau d’exposition au diuron sur le potentiel de
minéralisation de cet herbicide par les communamiésobiennes de différents éléments du paysage

(parcelle agricole, zone tampon enherbée, coumid'@€cepteur ; Fig. 1956).
Vigne Sol (0-20 cm) .

Bande enherbée tampon
Sol (0-20 cm)

N Station « amont »

K (St Joseph)

o ¢

j ¥
b 05

=, & e
(7.

Station « aval »

(St Ennemond)
Fig. 19. Schématisation du site d’étude et de la stratgiehantillonnage(d’apres A6)
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Un des caractéres novateurs de ce travail résldag I'étude simultanée des compartiments tergestre
et aquatiques, en utilisant une méthodologie pguo@ge en hydrobiologie: la radiorespirométrie
associée a l'utilisation de pesticides radioacBisevement, les échantillons composites de soktét
réalisés a partir de dix carottages effectués tamszon superficiel (0-20 cm) de la parcelle dgne,

de la bande tampon enherbée qui lui est associBeef@érimentale) et d'une bande enherbée
adjacente faiblement contaminée au diuron (BE téjndies communautés aquatiqgues ont été
collectées dans le lit de la Morcille, dans le sgdit (500 g) et sur des pierres immergées (20gsierr
Deux stations d’échantillonnage ont été considérédées d'apprécier l'influence du niveau
d’exposition au diuron sur les capacités microbésnde dégradation de cet herbicide : la station
amont « Saint Joseph », située a 1 km en amora partelle et la station aval « Saint Ennemond ».
Le suivi des cinétiques de minéralisation du diuaarté réalisé par radiorespirométrie aprés traitém
des échantillons atfC-diuron (marquage uniforme sur le groupement phéetydosage dd‘CO,
dégagé lors de I'incubation en enceinte hermétique.

Les résultats obtenus (Fig. 20) ont permis de meitr évidence un potentiel de biodégradation élevé
chez les communautés microbiennes telluriquesetapes (sédiment et périphyton) prélevées dans
les zones fortement impactées par la présence w®ndi(parcelle de vigne, bande enherbée
expérimentale et station aval de la Morcille), caimement a celles peu exposées (bande enherbée

témoin et station amont de la Morcille).
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Fig. 20. Evolution moyenne (et écart-types) du cumul@0, formé au cours du temps pour les
échantillons de sol (A), de sédiments (B) et ddilnis épilithiques (C)

Cela révele une adaptation des communautés souaniges exposition chronique, qui leur confere un
réle potentiel important dans I'auto épuration dilien, de la source de pollution jusqu’au cours
d’'eau. Cependant, les processus d’adaptation testezore meéconnus et ces premiers résultats,
associés au faible niveau de connaissances contéarfziodégradation des pesticides en cours d’eau,
nous ont conduit & nous questionner sur l'influedes phénoménes de ruissellement et/ou d’érosion
sur I'acquisition des capacités de biodégradatiomidron par les communautés sédimentaires de la
Morcille. L’objectif était notamment de tester Iigthese selon laquelle le compartiment terrestre

le processus érosif, trés marqué dans le contétitele du Beaujolais, pouvait étre a l'origine lde

dispersion du potentiel dégradant dans le miliaiatique.
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Pour ce faire une expérience a été realisée dandigigositifs de type microcosmes aquatiques formés
d'eau (7 L) et de sédiments (3 kg poids sec) clkea la station amont de la Morcille (Fig. 241;1).

Ces microsomes ont été contaminés ou non par terd{l0 pg/L) et supplémentés ou non par des
sols prélevés sur la parcelle viticole (0,3 kg pogic), traités hebdomadairement et pendant trois
semaines au diuron, a la dose agronomique de Yirtdernier traitement 2 semaines avant le début

de I'expérience).

gFig. 21. Photographie des microcosmes utilisés pour étudés pI’OCGSSLé
i d’'adaptation de communautés sédimentaires a ladation du diuroifd’aprés A1l) :

L’analyse des capacités de biodégradation du sth garcelle de vigne et des sédiments prélevés
dans la zone amont de la Morcille juste avant Isen@n place des microcosmes (Fig. 22K1) a
permis de confirmer que :

- les communautés microbiennes telluriques de la eflarcde vigne (traitée alors
régulierement au diuron) présentent intrinséquens@npotentiel de biodégradation de
cette molécule (~20% de minéralisation aprés 12ases d'incubation)

- ces capacités sont significativement augmentéds auk trois traitements successifs au
diuron (>50% de minéralisation apres 12 semainiesubation)

- les communautés sédimentaires de la zone amoatMertille, peu (ou pas) exposées au

diuron ne sont capables de minéraliser qu'uneféibte quantité de cette molécule (<5%)

L'utilisation d’'une méthode de PCR quantitative @B, que nous avons mise au point afin de cibler
les genepuhAet puhBcodant respectivement pour les phénylurées hyskrsla et B impliqgués dans
la dégradation du diuron (Turnbull et al., 2001hukana et al., 2009), suggéere une forte contributio
des populations possédant le gpnbBdans les étapes conduisant a la minéralisatiore d®imposé
dans le sol étudié (Fig. 22BA22). En effet, ce géne détecté dans les échantippoélevés dans la
parcelle de vigne (~6 copies pour®i€opies du géne codant 'ARNr 16S), voit sa prdpart
augmenter 6 & 7 fois suite aux trois traitementsessifs au diuron (~40 copiesP ZKDNr 16S), cette
augmentation étant concomitante avec celle du petafe minéralisation (Fig. 22A). A I'opposé, les
populations possédamiuhA sont absentes ou tres faiblement représentées ldanemmunauté

puisque ce gene n'est pas détecté dans le sdlsqit'iraité ou non au laboratoire (Fig. 22B).
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Aucun de ces genes n'a été détecté dans les dldrentie sédiments prélevés dans la zone amont de
la Morcille (seuil de détection = 1@opies par ng d’ADN), ce qui est cohérent cometeitdu faible

potentiel de dégradation du diuron observé chezdasnunautés sédimentaires (Fig. 22A).
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Fig. 22. (A) Potentiel de minéralisation du diuron par lekantillons de sol et de sédimenilisés pou
la mise en place des microcosnfegdiane, minimale et maximal&t (B) quantités de genpshAet
puhB dans le sol traité et non trajaprés A11 et A22)ND: non détecté (sd=f@opies/ng d’ADN)

Afin d’évaluer et comparer l'influence de I'appaig diuron sous forme dissoute ou de sol contaminé
au diuron sur I'adaptation des communautés sédairesta la dégradation de ce toxique, les capacités
a minéraliser ce composé ont été évaluées poursdegments prélevés dans chaque type de
microcosme apres 2, 4 et 9 semaines d'incubatios bes différents contextes décrits plus haut. Les
résultats, exprimés en pourcentage maximal de alisétion apres 12 semaines dans les dispositifs
de radiorespirométrie (Mx; Fig. 23A) ou en nombre de jours nécessairesrain@ralisation de 5%

du *'C diuron (temps de minéralisation 5%: TMFig. 23B) ont permis de montrer que I'adaptation
des sédiments n’est visible qu’aprés 4 semainegpd&tion dans les microcosmes. En effet, les
cinétigues de minéralisation obtenues n’ont paslééde différence significative entre les sédiments
prélevés apres 2 semaines dans les différentsxtesté-ig. 23A et 23B). Apres 4 et 9 semaines, les
résultats ont clairement démontré une forte stitimriadu potentiel de biodégradation au sein des
communautés sédimentaires exposées au diuron saol &aité par cette molécule. Cela s’est traduit
par une augmentation significative du pourcentageimal de minéralisation (Fig. 23A) et une
diminution significative de la TM(Fig. 23B), quel que soit le mode opératoire séilpour contaminer
les microcosmes. Cependant, les résultats ontrégaterévélé des différences significatives entse le
sédiments exposés au diuron sous forme dissouteet supplémentés avec le sol traité, qui
présentaient un potentiel de biodégradation enptus élevé. Ces observations, qui mettent en
évidence que I'apport de sol contribue a améliteercapacités épuratrices des sédiments, suggerent
que les capacités de biodégradation des commun@uitésbiennes terrestres ont été transférées aux
communautés sédimentaires. A partir de ce cordgat hypothéses ont été émises pour expliquer la
réponse adaptative des sédiments a I'apport deleséh parcelle viticole : (i) soit des populations
microbiennes dégradant le diuron provenant du mblcolonisé les sédiments ou (ii) soit elles ont

transféré leur potentiel génétique dégradant amnwenautés autochtones du sédin{évitl).
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L’analyse de la structure globale des communautéstébennes des sédiments par PCR-t-
RFLP* (A11) n'a pas permis de détecter de différence signifieaentre les différents types de
sédiments. Toutefois, les approches d’empreintasgtggies, telles que la t-RFLP, ne permettent pas
d’'accéder aux populations minoritaires et il n’dshc pas totalement exclu que certaines espéeces
tellurigues dégradantes aient pu s'implanter dansédiment. En complément, la quantification par
gPCR des gengmuhBdans les différents types de sédiments n'a pedmiggvéler la présence de ce
géene que dans ceux supplémentés avec le sol (FRge 23C), qui abritait une populatiqquhB
positive fortement représentée (Fig. 22B). Celafiome I'existence d'un transfert biologique
important entre le compartiment terrestre et le mamiment aquatique, suite a l'implantation des
populations terrestrgsuhB positive ou au transfert de génmshB de celles-ci vers les communautés
sédimentaires, cette hypothése étant appuyée abselhce de détection de ces genes dans les
sédiments exposés uniqguement au diuron sous foiseeutie. Ces travaux illustrent donc clairement
l'intérét de renforcer les études concernant lesegions entre les zones rivulaires et les coweald’

tant en terme de transfert chimique que de trankielogique, et de prendre en compte ces échanges

pour appréhender les processus d’adaptation memobidans le milieu aquatique.

D’autre part, 'absence de détection des ggndsA (tous les échantillons) @uhB (sédiments non
supplémentés en sol), dans certains sédiments dotégort potentiel de minéralisation du diuron, a
également permis de montrer qu'il existe vraisetviBlment des voies de dégradation microbienne de
ce composé actuellement non décrites. De maniasegbbbale, et compte tenu de la grande diversité
et de I'évolution constante de la typologie destipetes, il existe pour la plupart d’entre eux, une
connaissance tres partielle (voire une méconnaissaale) des voies métaboliques et des processus
génétiques associés. Il me semble donc importarpodesuivre les recherches dans ce domaine,
notamment pour développer et faciliter des appr®cheléculaires qui permettraient d’appréhender
plus facilement le potentiel génétique de biodéatiad au sein des communautés naturelles, de
caracteériser les facteurs favorisant I'expressierce potentiel et de mieux comprendre I'impact des

microorganismes dans le devenir des pesticidesldamifférents compartiments de I'environnement.

% t-RFLP : terminal Restriction Fragment Length Pobyphism
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I1.5. Potentiel de récupération des communautés micbiennes

[1.5.1. Conséguences écologigues de la restauratiohimique

La contrainte |égislative de la Directive Cadre dpdrenne sur 'Eau (DCE, 2000) impose le retour au
« bon état écologique» des eaux d'ici a 2015 (awetefois des possibilités de dérogation aux
horizons 2021 et 2027). Le retour au « bon étato@iue » passe donc inévitablement par la
restauration chimique (et parfois hydromorphologiqdes rivieres altérées. Plusieurs mesures ont
ainsi été prises a différentes échelles (locaégfiponales ou nationales) afin de favoriser I'amiélion

de la qualité chimique des cours d’eau. Par exendgpl&chelle nationale, 'une des actions phares
concernant les pesticides a été I'élaboration dan pEcophyto 2018, suite au Grenelle de
I'Environnement organisé en 2008. Ce plan visec#tén une réduction des usages de pesticides en
zone agricole et non agricole, en fixant comme ailfj@ne réduction de 50% de ces usages, grace
notamment au développement et a la diffusion dehodéts alternatives. Bien que I'atteinte de cet
objectif devrait contribuer & améliorer la qualii@s masses d’eaux, I'évaluation du bénéfice
environnemental des mesures mises en ceuvre nephe/ee limiter a la seule évaluation de la qualité
chimigue de I'environnement mais devra aussi c@merdla qualité écologique de celui-ci. Dans ce
contexte, il apparait donc important d’étre capab#ppréhender les capacités de récupération des
communautés aquatiques suite & une réduction dssipne polluante. Pour ce faire, différentes
approches peuvent étre envisagées :

i) des études situ dites de « translocation », qui visent & simulez levée de pression
polluante en déplacant des communautés d’'une zoileép vers une zone de
référence, et a suivre leur évolution dans ce rauwvailieu

i) des études expérimentales en conditions contr@@epermettent d’appréhender plus
finement la dynamique de récupération des commesasiite a une diminution du
niveau de contamination

iii) des études de cas, réalisées a partir de suiviyandiong terme sur des sites en cours

de restauration chimique.

L'ensemble des travaux concernant l'étude du pmterde récupération des communautés
microbiennes ont été financés par le programmerrigt Irstea Pesticides « PestExpo » et [les
convention Irstea-ONEMA et INRA-ONEMA « Evaluatieh remédiation de I'effet de pesticides p

[1.5.2. Potentiel de récupération des communautésgpiphytigues de la Morcille

Au printemps 2008, nous avons réalisé une apprdehetranslocation » sur le site de la Morcille, au
cours de laquelle des biofilms périphytiques o ééplacés des stations aval et intermédiaire,
contaminées aux pesticides organiques et aux métdlisés en viticulture, vers la station amont,

considérée comme station de référence (voir &Lligour la description du site d’étude).
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Cette étuddA8) a permis de mettre en évidence un impact impodasatpolluants sur la biomasse
chlorophyllienne (Fig. 24A) et I'abondance des aia¢es (Fig. 24B) aprés 2 mois de croissance au
niveau des deux stations contaminées (intermédihiagal), par comparaison aux valeurs observées a

I'amont, au moins 4 a 5 fois supérieures pour eex garametres.
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Fig. 24. Concentrations en chlorophylle (&) abondance des diatomées (B) dans les biofilinsegson
développés 2 mois aux stations amont (Am), intefaié(In) ou aval (Av) de la Morcille et dans ce
déplacés des stations intermédiairehm) et aval (A®Am) a la station amont aprés 1 mois d
chacun des deux sitéd'apres A8)

Lorsque les communautés de la station intermédisire déplacées en amont aprés 1 mois de
colonisation (i.e. «l®@Am» sur la Fig. 24), elles présentent en fin déssance (soit 1 mois apres) une
biomasse et une densité diatomique similaires amnwunautés de la station de référence, traduisant
une récupération totale sur la base de ces dewmpars. Cependant, cette récupération est trés
incomplete pour les communautés issues de la stitiplus en aval («A¥Am»), malgré des durées
de croissance identiques dans les deux types deurili.e. 1 mois en milieu contaminé puis 1 mois
dans le milieu de référence). Ces résultats suggénc une trajectoire de récupération plus rapide
pour les communautés issues de la station inteainédiCette différence en terme de potentiel de
récupération est probablement a relier avec leigmatbxique observé entre la section intermédigire

la section aval du cours d'eau. Ce gradient, quiraduit par des concentrations croissantes en
pesticides et en métaux d’amont en aval, peut aédactionné des espéces a capacité de croissance
différente mais il peut également avoir favoris€ @eccumulation plus forte de toxiques au sein des
biofilms périphytiques issus de l'aval et prolongjexposition des communautés, méme si celles-ci
sont déplacées dans un milieu moins contaminé. €emtamment été observé par Dorigo et al.
(2010a) a partir de dosages de cuivre réalisés dsbiofilms déplacés de la station intermédiaire

la station amont au cours d’'une expérience de lbeatson similaire, réalisée en 2006 dans la
Morcille. Ces dosages ont ainsi montré que 9 sessapres la translocation, les quantités de cuivre
internalisées étaient encore 2 fois plus élevés tesbiofilms issus de la station intermédiaire qu

dans ceux ayant toujours évolué dans la statiogéféesnce.
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Nos travaux ont également permis de mettre en Be&eune récupération incompléte de la
communauté diatomique d’'un point de vue de sa siieet de sa structure, quelle que soit I'origine
des échantillongA8). Il est cependant intéressant de constater queodeslusions des différentes
études de translocation visant a évaluer la dynaenilg récupération de communautés diatomiques en
réponse a une amélioration de la qualité chimigeel'ehu (pesticides et/ou métaux) sont assez
divergentes a ce sujet. Ainsi, si certains autebsgrvent un rapprochement trés net de la strudage
communautés déplacées vers celle des communaupéscerdans le milieu de référence (ex. Ivorra et
al., 1999 ; Rotter et al., 2011 ; Arini et al., 2D1d’autres décrivent une récupération structutrale
faible, méme plusieurs semaines apres la trangdocgx. Rimet et al., 2005 ; Dorigo et al., 2010a)
Si cette divergence est probablement due pourepaux caractéristiques spécifiques de chacune des
rivieres considérées et a des procédures expéaiasnvariables entre les différentes études (en
particulier la durée choisie pour les périodes ptéost-translocation), elle souleve toutefoisigurs
interrogations quant a la pertinence réelle deype t’approches de translocation. Par exemple, dans
ces études en milieux naturels, il est difficileife impossible) de dissocier 'influence de lauéibn

du niveau d’exposition aux toxiques dans le praceske récupération, des autres facteurs pouvant
fluctuer d’'un site a l'autre (ex. disponibilités eatriments, exposition lumineuse...). D’autre pees
approches ne permettent pas de savoir si la présixcommunautés autochtones influence ou non
les processus de récupération de celles issuesris zontaminées. En effet une des hypotheses
envisageables, serait que la proximité de ces caoraniés « pristines » faciliterait la récupératitm
notamment le transfert d’especes autochtones quigent rapidement s'implanter et se développer
au sein des communautés déplacées. Pour évaliepmuisément le potentiel de récupération de
communautés naturelles, en appréhendant notammentpbtentiel intrinséque et linfluence des
échanges biologiques, il apparait donc nécessaimaltre en ceuvre des approches expérimentales

complémentaires aux études de translocaticitu.

[1.5.3. Influence des migrations d’espéces dans lesocessus de récupération

Une étude expérimentale en canaux de laboratd@té etalisée dans le cadre du stage de M2 d’Anne-
Sophie Lambert afin d'étudier finement le procesdesrécupération de communautés naturelles
périphytiques en réponse a une baisse du niveaxpabéion chronique a une contamination
métallique (en prenant comme modeéle le cuivre), appréhendant notamment linfluence des
migrations d’espéces dans la dynamique de récupérdes communautg®\15, A17) Aprés une
période de pré-colonisation de 4 semaines, duagpielle des biofilms issus de la station amontade |
Morcille ont été exposés ou non au cuivre (~20 pdd.dynamique de récupération des communautés
pré-exposées a été étudiée pendant 6 semainessenee ou non de communautés « pristines »

issues des canaux non contaminés.
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Les résultats obtenus a l'issue de la période decplionisation confirment I'impact chronique du
cuivre sur les biofilms périphytiques en terme ttacture (biomasse, répartition des groupes algaux)
de diversité taxonomique (diatomées) et génétidpaetéries) et de fonctionnalité (inhibition de la
photosynthése et de I'activité enzymatique extthdegre [-glucosidase). L'exposition au cuivre
engendre également une augmentation du niveaul@®arnioe des communautés phototrophes a ce
toxique, conformément au concept PICT, tous cestefiyant déja été largement décrits dans la
littérature (ex. Soldo et Behra, 2000; Boivin ef 2006; Serra et Guasch, 2009; Tlili et al., 2010)

Suite a la diminution de pression chimique, la p&cation des communautés phototrophes est tres
faible voire inexistante apres 6 semaines en absgmenigration d’espéces provenant de biofilms non
contaminés (échantillons « Ex-Cu2 »), alors quéecaetcupération est facilitée lorsque ces échanges
sont possibles (échantillons « Ex-Cul »), quel spié le parametre considéré, qu’il soit quantitatif
(biomasse chlorophyllienne, Fig. 25A), fonctionneéndement photosynthétique Fig. 25B) ou
structurel (répartition des groupes algaux, FigC 26omposition diatomique Fig. 26).
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© Fig. 25. Biomasse chlorophyllienne (A)rendement photosynthétique (B) et répartition
© principaux groupes phototrophes (C) aprés 6 semaiagécupératioan présence (E€ul) ou el :
. absence de biofilms pristines (Bu2), en comparaison avec les biofilms pristinep T les :
i biofilms exposés au cuivre (Cu) sur toute la dutédexpériencgd’aprées A15) :
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Fig. 26. Analyse par NMDS dé&évolution de la composition taxonomique « :

communautés diatomiques au cours des 6 semainéss@)ile récupération ¢
présence (Ex-Cul) ou en absence (®®2) de biofilms pristines, ¢ :
comparaison avec les biofilms pristines (T) et bésfiims exposé au cuivre
(Cu) sur toute la durée de I'expérierfdaprés A15 et A17) :

40



Dans notre étude, et contrairement aux communal@®trophes, les communautés bactériennes ne
semblent pas récupérer au niveau de leur strugemétigue (PCR-ARISA), méme en présence de
biofilms non contaminés (résultats non présent@&; %15). Cela semble suggérer une faible
influence des processus de migration au sein de cemmunauté. Toutefois, la diminution de la
pression toxique favorise I'évolution de la commuiéa bactérienne, puisque des changements
temporels de la diversité sont observés dans cealosis que celle-ci reste trés stable dans les
communautés exposées aux fortes concentrationgiee.cCette évolution structurale est associée a
une récupération fonctionnelle. En effet, une récation totale est observée au niveau du potentiel
d’'activité R-glucosidase a la fin du suivi, quelegsoit le contexte de récupération. Cependant, la
présence de biofilms non contaminés semble accééprocessus, la récupération survenant apres 4
semaines seulement, contre 6 en absence de cémdi@€sultats non présentés, vAit5).

Dans une perspective de restauration écologiquealgs d’'eau, il semble donc important, au regard
de nos résultats, de conserver des zones non do@Esnpouvant permettre le maintien de
communautés microbiennes non impactées, susceptibleecoloniser le milieu en cas d’amélioration
de la qualité chimique. De maniére plus généraes,aonclusions suggerent également I'importance
de considérer les communautés microbiennes daéfidaion actuelle concernant la Trame b€

le maintien des continuités écologiques.

D’autre part, nous avons également caractéris®lléon du niveau de tolérance des communautés
phototrophes au cuivre au cours de la période @qsbsition, sur la base de tests de toxicité aigué
réalisés a partir de mesures de la fluorescenceagitlyllienne (Fig. 27A15). Les Ckyobtenues pour

ce parametre montrent bien que les communautéinpas(T) et exposées au cuivre (Cu) se
distinguent durant tout le suivi par leur niveautdiérance a ce métal (celui-ci étant environ 3 foi
plus important pour les communautés « Cu »). Suie réduction du niveau d’exposition au cuivre,
une diminution significative des Ggest observée pour les communautés « Ex-Cul »pmtaat de
communautés pristines, alors que les communautéx-€u 2 » conservent jusqu'a la fin de

I'expérience un niveau de tolérance identique ai cls communautés « Cu ».
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" La Trame bleue (et verte) est une mesure phar@rdnelle Environnement qui porte I'ambition d’ergay
le déclin de la biodiversité au travers de la pnésteon et de la restauration des continuités diqles
(http://www.developpement-durable.gouv.fr/-La-Trawmeste-et-bleue,1034-.htinl
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Ces résultats sont en accord avec les observdadas au niveau de I'évolution de la structure des
communautés phototrophes. Cela suggére donc qappesches basées sur I'étude de I'évolution des
capacités d'adaptation microbienne aux toxiquesn@amment I'acquisition de tolérance, dans le
cadre des approches PICT) peuvent offrir des petisps intéressantes pour étudier la récupération
des communautés microbiennes dans des écosystaraears de restauration chimique et contribuer
ainsi a établir le lien entre gain chimique et géaologique dans un contexte d’amélioration de la
gualité des eaux. Ce constat rejoint celui émisatiusions de récentes expeériences de translocatio
qui mettaient en oeuvre des approches PICT pouruévdh récupération de communautés
microbiennes phototrophes (Dorigo et al., 201040RQ Rotter et al., 2011) et hétérotrophes (Dorigo

et al., 2010a ; Fechner et al., 2012) suite adéptacement dans un milieu moins contaminé.

[1.5.4. Interdiction du diuron et conséquences écobiques dans la Morcille

Les différentes études menées sur le site de laiMoavant l'interdiction d’utilisation du diuron
(effective a partir du 13 décembre 2008 ; Jourrféitiel de la République Francaise No. 204,
04.09.2007) ont clairement démontré que les comaotésamicrobiennes situées dans les sections les
plus contaminées présentaient i) une forte capacdégrader cet herbicid@6) et ii) un niveau de
tolérance élevé a celui-ci (Dorigo et al., 20071@48 2010b A9). Ces travaux ont révélé que ces
capacités de biodégradation et de tolérance traiénis une adaptation des communautés
microbiennes, trés dépendante de leur niveau d&txpo a ce contaminant, régulierement détecté
dans le cours d’eau.

Partant de ce constat, nous avons cherché a éJvantérét de considérer I'évolution de ce niveau
d’adaptation comme un indicateur rendant comptaal’baisse attendue du niveau d’exposition des
biocénoses au diuron dans la Morcille, suite a isperdiction d’utilisation sur le bassin versant.
L'objectif de travail était ainsi de vérifier quénterdiction d'utilisation du diuron engendrait
réellement une diminution de la contamination deril@ére et en conséquence, une diminution
progressive des capacités de biodégradation (comumésm hétérotrophes sédimentaires) et de
tolérance (communautés phototrophes périphytiqieass sa section intermédiaire et aval.

Pour ce faire un suivi chimique intensif, réalighgant 4 ans (2008-2011, échantillonnage bimensuel)
au niveau des trois stations réparties le longdddrcille (amont, intermédiaire, aval, voir chl3, a

été couplé a i) un échantillonnage trimestriel demmunautés sédimentaires afin de suivre I'évolution
de leur potentiel de biodégradation du diuron eif) aun échantillonnage mensuel de biofilms
périphytiques (sur substrats artificiels) afin dévee I'évolution de leur niveau de tolérance a cet
herbicide (approche PICT sur la base de I'actpitétosynthétique).

Les résultats issus de l'approche PICT étant eneareours d’analyse et d'interprétation, je ne
décrirai ici que les conclusions tirées du suivi’deolution des conditions chimiques des eauxale |
Morcille (évolution des concentrations en diuror) des capacités de biodégradation dans le

compartiment sédimentai(é21).
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Fig. 28. Evolution des concentrations en diuron (ug/L) méssra partir de prélévements ponctut :
. effectuées sur les trois stations de la Morcilleesjanvier 2008 et décembre 2Q(tlaprés A21) :

Le suivi chimique intensif, qui a permis d’effectl® dosages de diuron a chaque station sur la&duré
de I'étude (Fig. 28), témoigne du tres faible nivel@ contamination de la station de référence @iar ¢
herbicide, puisque 92% des analyses ont révélé amgentrations inférieures au seuil de
guantification (0,01 pg/L) avec seulement deux Btithans présentant des concentrations supérieures
a la norme de qualité environnementale (NQE), fixé@,2 ug/L pour le diuron (donnée INERIS). En
conséguence, les communautés sédimentaires prelswéeette station disposent d’'une capacité tres
faible & dégrader le diuron, quelle que soit laguier de prélevement (Fig. 29A), avec un temps de
minéralisation 10% (TIyh) moyen compris entre 85 et 140 jours au coursid&sentes cinétiques de
minéralisation réalisées avec ces échantillons. (B@A). Il est important de constater que ces
cinétiqgues sont relativement constantes et siradasur 'ensemble du suivi, révélant ainsi une
stabilité temporelle qui confirme l'intérét de leensidérer comme échantillons de référence.
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L'évolution des concentrations en diuron aux steticcontaminées confirme I'hypothése d’'une
diminution progressive du niveau de contaminatienadMorcille suite & son interdiction (Fig. 28).
Ainsi, en 2008, les concentrations mesurées sudegs sites sont toujours supérieures a la limgte d
guantification (0,01 pg/L) avec des valeurs anmsathédianes de I'ordre de 0,11 pg/L dans la section
intermédiaire et 0,25 pg/L en aval, alors qu’en12@ks valeurs médianes sont divisées par 5 environ
avec des valeurs respectivement proches de 0,02eu,05 pug/L(A21). Il est cependant important
de noter que méme 3 ans aprés son interdictiodiulen est toujours détecté frequemment dans la
Morcille, avec des concentrations parfois supéeigidrla NQE, en particulier en période printarifere
Les cinétiques de minéralisation du diuron obterassc les échantillons prélevés dans les deux
stations contaminées font apparaitre une évolutiemporelle trés nette des capacités de
biodégradation entre 2008 et 2011, et ce, quelte spit la période d’échantillonnage (Fig. 29B et
29C). Cela se traduit par une augmentation progeestes TM, qui passent d’environ 60 jours au
début du suivi (automne 2008 a été 2009) a envififhjours en 2011, avec des valeurs semblables a
celles observées avec les échantillons de réfé@ge30A). L'influence de la diminution du niveau
de contamination de la Morcille par le diuron sar perte des capacités des communautés
sédimentaires autochtones a le minéraliser estroa¥e par la corrélation négative significativerent
les TMyo obtenus avec les sédiments intermédiaires eteaviaur niveau d’exposition chronique au

diuron dans les 3 mois précédents chaque préleve(rén 30B).
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..le printemps....principale période d'utilisation dliuron sur le bassin versant lorsque celle-citétai
permise...mais pas de conclusion hative ou de mézhsdes pics de pollution sont sans doute exclusarg
issus d’un fort lessivage des sols a cause deslig® printaniéres...
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Ce travail, basé sur une étude de cas, a donc peienimettre en évidence un lien fort entre i) un
changement de pratique agricole, ii) une amélionatie I'état chimique d’'un cours d’'eau et iii) une
modification des capacités fonctionnelles des cormautés microbiennes sédimentaires, sur la base de
leur potentiel de biodégradation.

Cela offre des perspectives particulierement issartes en vue de développer des approches de
bioindication basées sur les capacités de biodégoamddes communautés microbiennes aquatiques.
Cependant, il est toutefois intéressant de noter jparadoxalement, bien que la diminution du
potentiel de biodégradation soit ici le signe d'ameélioration de la qualité chimique du cours d,eau
elle contribue également a diminuer la capacité@aation naturelle du polluant dans ce milieu. La
conséquence de ce paradoxe est que le résidu hbgiguolobservé risque de perdurer puisque la
capacité épuratrice de I'environnement continuerdichinuer.

D’autre part, il est également important de memérque ce type d’approche n’est pas généralisable
en I'état du fait des fortes contraintes méthodiojogs associées aux mesures de radiorespirométrie.
Parmi celles-ci, on peut notamment citer la dur@eessaire pour suivre les cinétiques de
biodégradation de pesticides par des communautéseties (plusieurs semaines), la nécessité de
posséder 'accréditation pour manipuler des prgdidtiioactifs ou encore le codt élevé de certains
pesticides marqués. Cela renforce donc le constatsé plus haut ($ 11.4.3.) quant a la nécessité de
développer des approches moléculaires qui pernegitrd’appréhender plus facilement le potentiel
génétique de biodégradation (et idéalement sonanivdexpression) au sein de communautés

naturelles.
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Perspectives
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l1l.1. De I'écotoxicologie a « I'écologie du stresswltiple »

Mes perspectives de recherche s’inscrivent daeeniéinuité de mes travaux décrits précédemment.
Déja engagées pour la plupart, elles se placemtipelement dans le deuxiéme objectif formulé dans
le récent rapport IFRE%(2013). Celui-ci, résumé sous le titreéigrer 'ensemble des expositions
vise a «.. passer d'une approche fragmentée par contaminapaestress a une approche intégrée
de I'ensemble des expositions et des stress. @glbgue d’aborder progressivement I'exposome et
les effets multistress sur les écosystemesSi cet objectif peut paraitre (trop) ambitieixme
semble néanmoins nécessaire de s’y attacher egaessde mettre en ceuvre des recherches qui
tendent a y contribuer.
En effet, la pollution des eaux de surface s'ingtains un contexte de changement global. Les rilieu
aguatiques sont donc généralement soumis a unéplicitk de pressions chimiques (pollutions
trophiques et toxiques) et/ou physiques. De ce lEgtcommunautés aquatiques sont le plus souvent
exposées a des situations de multi-stress (ousstrestiple). Une des questions prégnantes en
écotoxicologie concerne donc I'évaluation des inpdoxiques dans le cas de mélanges (a faibles
doses) ou de combinaison multi-stress (Segner, 2008ments et Rohr, 2009). Bel et bien prégnante,
cette question n’est cependant pas particulieremantelle puisqu’elle était déja clairement idaasf
au début des années 2000 comme un des principfsxddd’écotoxicologie (ex. Van Straalen, 2003 ;
Eggen et al., 2004 ; Steinberg et Ale, 2005). Gestad avait alors conduit certains auteurs a seggér
une évolution de I'écotoxicologie qui devait, arlgeux, tendre vers « I'écologie du stress » (Van
Straalen, 2003 ; Steinberg et Ale, 2005). Si cets®n rejoint sur de nombreux points celle des
auteurs militant pour le « plus d’écologie dansdt®xicologie » (voir chapitre 11.2.), elle ajout@e
dimension supplémentaire en intégrant cette nateatress (pas nécessairement de nature chimique),
ou plus précisément de multi-stress, si 'on sére2u contenu des articles précités. En poussant |
raisonnement un peu plus loin, ne devrait-on daggifirmer ainsi que les études écotoxicologiques
doivent s’orienter tant que possible vers des étaifecologie du stress multiple?
La plupart des études réaliséesitu s’'inscrivent, de fait, dans un contexte multi-s¢reUne partie de
mes précédents travaux se place donc dans cettdématigue mais je souhaite renforcer
laspect « multistress » dans mes futures rechsyclem me focalisant plus particulierement
dans un premier temps sur :

i) la réponse des communautés microbiennes a desgeélda toxiques,

ii) linfluence des madifications climatiques (haussd®rmiques et phénoménes

d’asséchement) sur I'impact des toxiques sur cesramautes.

% |FRES : Initiative Francaise pour la Recherche Environnement Santé (dans les domaines toxicalogie
écotoxicologie, épidémiologie et sciences sociales)
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Dans ce contexte multistress, je souhaite notammmégiix appréhender les processus d'adaptation
des communautés microbiennes aux toxiques. Pofaireeet pour comprendre ces processus et leur
déterminisme, il me semble important de mettre enreedes recherches visant a caractériser les
mécanismes fins impliqués dans cette adaptatiorte Ceerspective introduit une dimension
supplémentaire a mes travaux, qui ont surtout tiégepgsqu’a présent a établir des liens de causalité
entre I'évolution des conditions d’exposition auesficides organiques et celles des capacités des
communautés microbiennes en terme de tolérance biadiégradation, sans réellement chercher a
appréhender pour linstant les mécanismes d’'adaptais en jeu. En effet, si des modifications
structurelles ont généralement été observées audssicommunautés, traduisant vraisemblablement
le remplacement de populations sensibles par dadatmns mieux adaptées et donc une adaptation a
I'échelle interspécifique, cela n’exclut pas I'deisce de processus d'adaptation & des niveaux
d’organisation inférieurs. Il sera donc intéress#igtudier les mécanismes d’adaptation qui peuvent
intervenir a des échelles intraspécifiques, etpguivent moduler ainsi la dynamique des différentes
populations. Cet aspect fera donc I'objet d’'unerditn particuliére au cours des prochaines années
grace notamment a une demande de renforcemeréqiegde, par I'intermédiaire du recrutement d’'un
jeune chercheur possédant de bonnes compétencekedimaine de la génomique.

Le « défi du multistress », identifié depuis biendtemps, est vaste et loin d’étre relevé. Il ngites
donc de nombreux efforts de recherche qui dépagsehtlle du chercheur ou d’'un petit groupe de
recherche. Or, si la faible taille et la forte disgion de la communauté francaise des écotoxicefogu
ont été récemment soulignés (IFRES, 2013), ce abest sans doute encore plus marqué pour la
sous-partie représentée par sa « branche micrabieniiinsi, I'écotoxicologie microbienne reste une
thématique en émergence qui ne bénéficie d'audumetigation réelle en France, contrairement aux
disciplines d’écologie microbienne et d’écotoxigity auxquelles elle se rattache. Je souhaite donc
m’engager a titre personnel pour contribuer & umdllenre reconnaissance de cette thématique a
I'échelle nationale et favoriser I'émergence d'ulypamique collective permettant de faciliter laenis
en ceuvre de projets ambitieux. Je souhaite égatemarvestir & I'échelle européenne, a travers le

réseau « PICT » auquel je suis associé.

[11.2. Evaluer les effets de stress multiples

[11.2.1. Mélanges de toxiques

La problématique des effets de mélanges est pbétiement structurante au sein du Théme|de
Recherche BELCA puisqu’elle s’appuie principalemestir le couplage entre les
échantillonneurs passifs et les tests de toxiEilé.génére donc une étroite collaboration entre
plusieurs équipes des UR MAEP et REBX appartenespiactivement aux centres Irstea [de
Lyon-Villeurbanne et Bordeaux. Aujourd’hui, celleeast principalement active dans le cadre
du programme ANR CESA « POTOMAC » (2012-2015), @goaar Nicolas Mazzella (UR
REBX), qui vise entre autre a tester I'apport dé&édénts échantillonneurs passifs pour
caractériser la fractiotoxique des eaux sur les biofilms microbi
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111.2.1.1. Contexte

S'il s'avére nécessaire d’appréhender le potemtieique et I'impact écologique des pesticides en
mélange, un débat persiste au sein de la commusaiggtifigue quant a la meilleure stratégie a
adopter pour y parvenir (Knauert et al., 2009).s€ilguement, les approches écotoxicologiques
considérant les mélanges sont (i) orientées «anbss », via I'exposition des organismes a des
toxiques sélectionnéa priori, ou (ii) orientées « milieu » dans le cas de détudes réponses des
organismesn situa un cocktail naturel de contaminants.

Comme je l'ai écrit plus haut ($ 11.4.2.3.), j'ahaisi d’aborder la problématique des mélanges en
m’'impliqguant dans le développement des approchesisistant a coupler [lutilisation
d’échantillonneurs passifs et de tests de toxi@igué ou chronique) afin d’évaluer le potentiel
toxique de mélanges de substances directemenitexteamilieux contaminés. En effet, & mes yeux,
ce type de couplage novateur offre une possibiiédle d'introduire plus de réalisme écologiquesdan
les tests écotoxicologiques basés sur l'utilisatibe mélanges, du fait de la représentativité
environnementafé des combinaisons testées, avec notamment la griseconsidération des
meétabolites. Il semble ainsi représenter une atemn a l'interface entre les entrées « substamads

« milieu », décrites ci-dessus. En outre, il pegalément s’avérer intéressant d'un point de vue
économique, puisque la possibilité d'utiliser dieznent les mélanges extraits du milieu permet de
s'affranchir des dosages chimiques (au moins damgremier temps). Il me semble également
important de mentionner que ce choix s'inscrit poantie dans une volonté de bénéficier de I'effiart
recherche mené depuis plusieurs années par lesafaibes de chimie des centres Irstea de Lyon
(LAMA) et de Bordeaux (CARMA) dans la mise au pattia validation des échantillonneurs passifs
visant a caractériser les contaminations chronigumepesticides organiques et inorganiques dans les
milieux lotiques.

A TI'heure actuelle, les travaux auxquels j'ai cdmié ont exclusivement concerné des mélanges de
pesticides extraits de POCIS, qui piegent les nubdsdes plus hydrophiles, en utilisant les parasset
photosynthétiques comme descripteurs d’effets,aitude la prédominance des herbicides dans les
milieux étudiés. Je ne reviendrai pas ici suréssiltats issus des tests de toxicité aigué, détains

le $ 11.4.2.3. En complément a ces tests, nous si¢galement réalisé récemment deux expériences
pour évaluer les effets chroniqgues de mélangesaiextide POCIS, directement utilisés pour
contaminer des canaux artificiels & des conceatratcomparables a celles du milieu d’origine dans
lequel étaient immergés ces échantillonngrs6, A26) Si ces deux expériences ont confirmé
l'intérét potentiel de ce type d'approche, elles également révélé un certain nombre de limites

méthodologiques.

0 Méme si cette représentativité n'est que partiellefait notamment d’un taux d’échantillonnage peit
varier suivant les molécules (Harman et al., 2012)
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La premiere concerne la difficulté a maintenir iweau de contamination constant et réaliste sur des
durées suffisamment longues, ce qui n'a pas étadelors de la premiere expérien@e6). Pour
atteindre cet objectif, il est donc nécessaire @ftrmen ceuvre un systeme de renouvellement d’eau
continu (méme s'il n'est que partiel), afin de lienil'abattement des concentrations au cours dpgem
(A26). Or, ceci implique de pouvoir disposer d’'une gitarde pesticides suffisamment importante
pour répondre aux besoins expérimentaux, qui dépendles volumes d'eau nécessaires a
I'alimentation des dispositifs et de la durée dgséeiences. Cette contrainte forte conditionne denc
nombre de POCIS a utiliser, qui peut devenir rapigiet tres important et représenter ainsi un facteur
particulierement limitant.

La seconde limite a trait a la nécessité de mettreceuvre une gamme de descripteurs d’effets
suffisamment large pour pouvoir réellement évallmpact chronique des mélanges, qui peuvent se
révéler composés de nombreuses molécules aux @@privariées. Cette limite, qui n'est pas
spécifique a ces approches, est ici assez cordnratignEn effet, une des particularités de ce type d
couplage tient au fait que la composition comptége mélanges n’est généralement pas connue lors
du démarrage des expériences et il est toujoursitpesque certaines molécules présentes ne soient
pas détectables (ou pas recherchées!) a l'aidean@lyses chimiques (Harman et al., 2012). Par
exemple, dans le cas des extraits de POCIS, ggepiéune grande majorité des herbicides, il peut
s’avérer nécessaire de ne pas se cantonner awptEss visant a évaluer uniguement les effets sur
le photosysteme I, tels que des mesures du remdepmtosynthétique (Harman et al., 2012). Ce
constat est encore plus fort si on le place danshjectif qui vise a développer ces approches avec
différents types d'échantillonneurs, afin de coéeid une plus grande gamme de toxiques (pesticides
organiques hydrophiles et hydrophobes, pesticidesganiques...) ayant des cibles biologiques

potentielles différentes.

111.2.1.2 Projets en cours et perspectives

Dans ce contexte, les perspectives de recherchatvis développer ce type de couplage avec les
échantillonneurs passifs se situent a différentsanix, en fonction du type d’échantillonneur passif

des propriétés chimiques des molécules piégéeshpaun d’entre eux.

» Métaux (extraits de DGT)

Au regard des premiers travaux réalisés avec 1e€IR0il semble possible de généraliser ces

approches aux échantillonneurs qui piegent desaulelé affectant les communautés phototrophes.
Parmi les échantillonneurs actuellement disponibtesompte tenu des effets connus des métaux sur
les activités microbiennes photosynthétiques ildestc envisageable d’effectuer des tests de téxicit
avec des mélanges extraits du milieu a partir d& D@ piégent ce type de substances.

A ma connaissance, I'évaluation de la toxicité tr'aixs de DGT n’'a fait I'objet que d’'une seule é&ud

(Roig et al., 2011), réalisée & partir de testdaimactérieVibrio fischeri (test MicrotoX). Celle-ci a

51



mis en évidence une bonne corrélation entre leanivde toxicité des mélanges extraits et les
concentrations métalliques dans le milieu, ce amide confirmer la pertinence de ce type de
démarche. Cependant, d'un point de vue méthodalegigin des questionnements concerne la
préparation des mélanges piégés par les DGT endeula réalisation des bioessais. En effet, la
désorption des métaux de la résine des DGT s’effet’aide d’'une solution d’acide nitrique (H)O

et il faut neutraliser la solution extraite (paowj de NaOH) avant de mesurer sa toxicité sur les
communautés microbiennes, qui peuvent étre seasblacidité du milieu. Il est donc nécessaire de
s'assurer que ces deux étapes (acidification paugralisation), qui engendrent I'apport de quastité
importantes de nitrates et de sodium, ne modifjgag fortement la réponse des communautés
phototrophes lors des tests de toxicité aigué.

Si elle est validée, ce type d’approche avec lémigx de DGT pourra également étre élargie aux
communautés hétérotrophes, en s’appuyant par egesnplles protocoles décrits par Fechner et al.
(2010) ou TIili et al. (2010 ; 2011c) qui ont déwabe des approches PICT avec différents métaux a
partir de mesures de potentiels enzymatiques feylucosidase ou leucine-aminopeptidase) ou
respiratoires. Cependant, il a été montré queeani de tolérance des communautés hétérotrophes
aux métaux peut-étre fortement conditionné parolgexte nutritif (Tlili et al., 2010 ; 2011b). Ikt
donc envisageable que la présence de sels daesttags de DGT, et notamment de nitrates, puisse,

dans ce cas, biaiser fortement les résultats desde toxicité.

+ Pesticides hydrophobes

Les échantillonneurs qui piégent les pesticideamirges les plus hydrophobes (ex. SBSE, SPMD,...)
vont généralement concentrer majoritairement ememihgricole des molécules de type fongicides,
surtout dans les zones viticoles. En effet, ce tgpeculture, qui fait partie des plus fortes
consommatrices de pesticides, occupe en Francensend 3,7% de la surface agricole utile (SAU)
mais consomme de l'ordre de 20% des pesticidenmpges (en masse) parmi lesquels une majorité
(80%) de fongicides. Or, il existe aujourd’hui uéfidit flagrant de travaux concernant I'impact des
fongicides sur les communautés microbiennes aquegtjccontrairement a celui des herbicides et des
éléments métalliques, relativement bien documenté.

Compte tenu du mode daction de ces toxiques, lemnwnautés microbiennes, et plus
particuliérement les communautés fongiques, sosteqiibles d’étre directement impactées par la
présence de fongicides dans les milieux aquatiqdeslques études récentes ont ainsi montré qu’une
exposition chronique aux fongicides pouvait impactlees communautés fongiques aquatiques
naturelles, tant au niveau structurel que foncisbriex. Bundschuh et al., 2011; Rasmussen et al.,
2012). Dans le cadre du post-doctorat de Joanasitigous avons également mis en évidence I'impact
potentiel du tébuconazole (un inhibiteur de la Bgse d’ergostérol) sur la structure des communautés
fongiques et bactériennes, sur leur potentiel eatigme (cellobiohydrolase, 3-Glucosidase) et ssir le

processus de décomposition microbienne de litidegfguilles (voir pour plus de détails $ 111.2.2.2.
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Pour envisager la mise en ceuvre de tests de tbsigjtié avec des extraits principalement composés
de fongicides, il est nécessaire didentifier desalipteurs microbiens sensibles (et qui répondent
rapidement) et de mettre au point les protocolesciss. Nous avons récemment initié ce type de
démarche, en ciblant plusieurs activités hétérbespAinsi, une série d’'expérience a été réalisée p
tester la toxicité aigué de fongicides présentssdanMorcille sur des communautés fongiques
colonisant des litieres de feuilles. Trois de amsgicides présentent un mode d'action ciblé sur des
composants membranaires (le tebuconazole, le dinogphe et la spiroxamine) et le quatrieme agit
sur les fonctions respiratoires (I'azoxystrobirelusieurs descripteurs ont été utilisés : la rasipin
induite et la respiration basale ainsi que sixvités enzymatiques extra-cellulaires (3-glucosidaBe
glucosaminidase, cellobiohydrolase, phenol oxydiasease). Or, si les fongicides semblent avoir un
impact sur certains de ces paramétres, les proegdutifisées n'ont pas permis de mettre en évidence
un fort lien de causalité entre les concentratienges effets observés sur les durées d’exposition
testées (quelques heures a quelques jours). Cegepsaésultats mettent donc clairement en exergue
un besoin de recherche important avant de pouvwiilsager la réalisation de tests de toxicité aigué

avec des mélanges de fongicides directement exthaitmilieu.

* Approches EDA
Si l'utilisation de mélanges directement extraiésdifférents types d’échantillonneurs passifs eofér

possibilité d'avoir une vision globale du potenttekique de mélanges « réalistes », ceux-ci sont
appréhendés sous forme de boite noire, sans gaésibtidentifier les molécules les plus toxiquas o
d’évaluer les interactions entre les molécules. ésmeux, il serait donc intéressant d’envisager a
terme le développement des approches dites EDAféctElirected analysis » ; Brack, 2003) avec ce
type de mélanges, afin de permettre I'identificatite la fraction toxique, c’'est-a-dire la substafoze

le groupe de substances) responsable des princeféats. Les approches EDA sont également des
approches sana priori qui conditionnent la recherche des contaminansréir de procédures de
fractionnement successifs, en fonction d’'une té&ipotentielle, qui est elle-méme évaluée par rdppo

a des organismes et des réponses biologiques<ilfieég. 31).

Echantillon
environnemental

complexe

Analyse
biologigue

Analyse
chimique

confimatiol

) Analyse
Fractionnement

biologique
Toxique(s) :
\_/ =

Fig. 31 Principe de I'approche EDAJ’aprés Brack, 2003 et Hecker et Hollert, 2069)
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Plusieurs auteurs ont ainsi mis en évidence, arpharticles de synthese, l'intérét des approches
EDA dans les démarches d'évaluation des risqueisceimementaux, et notamment dans le cadre de la
DCE (Brack et al., 2007 ; Hecker et Hollert, 200Byack et al. (2007) ont toutefois souligné la
nécessité de développer ces approches a des nigleaganisation biologique élevés (populations et
communautés) afin d'améliorer leur réalisme écajogi Dans ce sens, les communautés
microbiennes peuvent représenter des modeles d®tudarticulierement adaptés a cette
problématique. Cela renforce donc la nécessiténdiiplier le nombre de descripteurs microbiens
pour évaluer la toxicité aigué des mélanges, afitadyir le champ possible d’'investigation, tout en
soulignant I'importance d’'une interdisciplinaritérfe entre chimistes et écotoxicologues (microbiens
ou non). Le contexte scientifique dans lequel jlégane semble donc particulierement propice pour
envisager a moyen terme de mv'investir dans le d@peiment de ce type d’approches, qui semblent
représenter une suite logique aux travaux que nmrsons actuellement avec les échantillonneurs

passifs.

I11.2.2. Influence des modifications climatiques

Les recherches concernant l'influence des condititimermiques sur les communauIJés
microbiennes ont été initiée récemment dans leecddrprogramme Microtherm (conventign
EDF-INRA-Irstea, 2011-2013). Elles font actuellendobjet de la these d’Anne-Sophig
Lambert (2012-2015), qui vise a apprécier l'influende la température sur la réponse|de
biofilms au cuivre. Les aspects assechements @mttgueux été partiellement abordés dans le
cadre des projets ANR CEP Wetchange (2010-201%@&CO-BIOHEFECT Interhym|
(2012-2013) et ils devraient faire l'objet proclenment de travaux de stages dans
laboratoire

e

111.2.2.1. Contexte

Dans le contexte du changement global et de laipticité des pressions, il me parait important de

tenir compte des modifications climatiques qui meuvaffecter directement les communautés
microbiennes, modifier leurs conditions d’expositiaux toxiques et moduler les impacts de ces

derniers.

Une des modifications importantes concerne le néftbment. En effet, avec une augmentation
moyenne des températures de prés de 1°C au cauld@elerniéres années, notre planéte est soumise
a des modifications thermiques sans précédent f@et al., 2008) et plusieurs scénarios prédisent
une augmentation supérieure a 0,2°C tous les 1@wneurs des prochaines décennies, entrainant une
hausse de 2 a 4,5°C d'ici 2100 (IPCC, 2007). Caaéffement peut entrainer une hausse de la
température des eaux de surface et engendreruainsipact biologique direct sur les communautés
aguatiques, et notamment sur le compartiment mienpliant au niveau de la biodiversité que des

capacités métaboliques des communautés (voir pgueRE2 et A28).
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Les modifications climatiques peuvent égalemeneadger des changements importants des régimes
hydrologiques. Ainsi, les variations de débit, lleaisses de niveau d'eau et les phénomeénes
d'assechements temporaires deviennent plus fréguentparticulier en région méditerranéenne, en
raison du réchauffement et des besoins accrusagedulture irriguée (Larned et al., 2012). Les
modifications des conditions hydrologiques peuvettecter les communautés microbiennes
phototrophes et hétérotrophes, tant au niveautstelcque fonctionnel (Amalfitano et al., 2008 ;
Timoner et al., 2012). Outre cet impact directe®lbeuvent aussi favoriser indirectement I'altérati

de la qualité chimique des cours d’eau, suite adim@ution des capacités de dilution des substance
toxiques dans les milieux aquatiques récepteurtbfMét al., 2006, 2010).

Dans ce contexte, Wilby et al. (2006) ont mis eergue la nécessité de prendre en compte les
changements climatiques pour la mise en ceuvre BB Un rapport technique de la commission
européenne a ainsi récemment appuyé ce constaropospnt des aménagements a inclure en
conséquence dans les prochains cycles de la DGBg&n Commission, 2009).

Si la caractérisation des effets des contaminantsikkeu aquatique fait I'objet de nombreuses ésyde

la prise en compte des interactions des modifinatm@imatiques sur leurs impacts écotoxicologiques
est encore peu documentée (Holmstrup et al., 2QE3).travaux publiés ciblent principalement les
pollutions de type métallique et ils tendent & memtine augmentation des effets toxiques des métaux
sur divers organismes aquatiques macroscopiquess@ms, macroinvertébrés...) lorsque les
températures s’élevent (Heugens et al., 2001; Haimet al., 2010).

Au niveau microbien, seuls Boivin et al. (2005) cherché a appréhender les effets cumulés d’'une
pollution métallique au cuivre et d’'une hausse aléempérature sur des communautés bactériennes
périphytiques. Ces travaux ont montré que la répalesces communautés au toxique était fortement
conditionnée par le niveau thermique. lls confirtmkexistence possible d’'une interaction entre le
cuivre et la température sans permettre toutefisadoir si la modulation des effets en fonctios de
conditions thermiques résulte d’'une modification lde biodisponibilité du cuivre et/ou d'une

modification de la sensibilité des communautésoaation de la température testée.

111.2.2.2. Projets en cours et perspectives

Au regard du contexte décrit précédemment, il egipadonc important d’appréhender I'influence des
facteurs physiques (température et/ou régime hgdiqlie), tant sur la sensibilité directe des
communautés microbiennes aux toxiques que sur taodalités d’exposition a ces substances, afin

de réellement apprécier les interactions danspee diapproches multistress.

+ Influence des madifications climatiqgues sur I'impde polluants métalliques

Une premiere expérience en microcosmes, réalisée ldacadre de la thése d’Anne-Sophie Lambert
(A30), a permis de mettre en évidence une modulationeffess du cuivre (15 pg/L) sur des

communautés périphytiques phototrophes prélevéess da Morcille en période hivernale
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(température du milieu = 8°C) lorsque la tempérmst augmentée de 5°C a 15°C. Ainsi, si ce métal
affecte fortement la structure (biomasse totaleatyale, composition diatomique...) et l'activité

(rendement photosynthétique) des communautés pbpkas a la température du milieu, ces effets
deviennent transitoires voire imperceptible a @esperatures comprises entre 13°C et 23°C (voir par

exemple Fig. 32 pour le rendement photosynthétique)
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Fig. 32 Evolution moyenne (et écarts-types) du rendemeatgsiynthétique de biofilms phototrophes

exposés ou non au cuivre dans des microcosmesemaiméa 8°C (A, température du milieu d’ or|g|ne)
13°C (B), 18°C (C) et 23°C (O'aprés A30) :

La température semble donc représenter un facedorgage important et les analyses statistiques
mettent en évidence une interaction marquée ertrgatametre et le niveau d’exposition au cuivre.
Cependant, les résultats de cette premiére expérimt naitre de nombreuses questions. Celles-ci
concernent notamment linfluence directe ou indeede la température sur la biodisponibilité du
cuivre et le caractére saisonnier du niveau deilsbiésdes communautés aux deux facteurs étudiés.
lIs soulévent également des interrogations méthlgilplies quant aux choix des conditions
thermiques lors des incubations mises en ceuvre [@sumesures d'activitts microbiennes, en
particulier pour les approches PICT. Ces questg@r®nt abordées au cours du travail de thése

d’Anne-Sophie Lambert, programmée jusqu’a fin 2015.

+ Influence des madifications climatiques sur I'imipde fongicides

Je souhaite également poursuivre ma collaboratien doan Artigas (LMGE, Clermont-Ferrand) sur
la problématique des effets de fongicides sur lesnmaunautés hétérotrophes (bactéries et
champignons), appréhendée au cours de son postrab(u’il a effectué sous ma responsabilité de

2010 a 2012), en considérant l'influence poteridits modifications climatiques.
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Parmi les pesticides, les fongicides sont probabinteux dont les effets sur les communautés
microbiennes aquatiques sont les moins connusptargieres expériences que nous avons réalisées
en canaux artificiels avec Joan Artigas ont molitrdact potentiel du fongicide tébuconazole (TBZ)
sur des biofilms microbien@18 ; A24). Ainsi, ces travaux ont mis en évidence une fogthiction

de la biomasse fongique (ex. Fig. 33A) et bactéeeet un fort remaniement de la diversité
(caractérisé par PCR-ARISA ) dans les communawotégidues et bactériennes exposées au TBZ (2 a
30 pg/L). Sur des communautés se développant susulestrats végétaux (feuilles d’aulne et de
peuplier), cet impact structural a été associé arh impact fonctionnel, engendrant une réduction
significative du potentiel enzymatique (cellobiohyldse, R-Glucosidase) et une réduction de la
vitesse de dégradation des feuilles, plus marqaés k& cas de I'aulne (Fig. 33B). Cette inhibities
processus de décomposition microbienne de litieéggtales peut avoir un impact important sur le
fonctionnement écologique des hydrosystemes. &, effins les milieux aquatiques, et en particulier
dans les cours d’eau situés en téte de bassinntetea communautés microbiennes hétérotrophes
(principalement les champignons qui représentemémgdement prés de 95% de la biomasse
microbienne totale sur les substrats végétaux) smmément impliguées dans ces processus de
décomposition qui représentent un service écosygtEmmajeur puisqu’ils entretiennent la

dynamique trophique, via le recyclage de la mat@ganique.
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Fig. 33 Effets du tébuconazole (~30 pg/L) sur I'évolutianld biomasse fongique sur des feuilles d’'a
(A) et sur le taux de décomposition microbienndedglles d’aulne ou de peuplier (Bd’aprés A18)

En paralléle, des travaux réaliséssitu dans le cadre du post-doctorat d’Arnaud Foulgetedu
programme Interhym (EC2CO-BIOHEFECT, 2012-2013) @welé une influence forte du régime
hydrologique, et plus particulierement des phén@saéliasséchements temporaires, sur la structure et

I'activité de décomposition de communautés baatées et fongiques présentes sur des litieres de
feuilles d'aulng/A27).
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Ainsi, apres 28 jours de suivi, les résultats mamttclairement que la biomasse microbienne diminue
lorsque la durée cumulée des périodes d’émersigmente et ce, quelle que soit la fréquence
considérée (journaliere, hebdomadaire, bi-hebdoiradaFig. 34A et 34B). Cette diminution
engendre dans le méme temps une inhibition desegsas de décomposition des feuilles d’aulne,
puisque celle-ci, de I'ordre de 18% pour les fegillmmergées en permanence, est divisée par deux
pour les feuilles immergées 50% du temps (sangdnfle de la fréquence d’émersion) et par 4 lorsque
les feuilles sont maintenues en permanence hofeale (Fig. 34C). Ces observations sont en accord
avec celles de Langhans et Tockner (2006) dansétude visant a évaluer l'influence d'épisodes
d’'inondations sur les processus de décompositionramienne de feuilles de peupliers. En
complément & cet aspect fonctionnel, notre appraaimés en évidence une influence forte des durées

d’'immersion sur la structure génétique des commidsaboactériennes et fongiqués7).
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Emersion temporaire (50%, fréquence journaliére)

|: Emersion temporaire (50%, fréquence hebdomadaire)
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Fig. 34 Comparaison apres 28 jours des biomasses fongiélidsactériennes (B) et foliaires (C) séjr
des feuilles d’aulne en fonction de leur régimenatiersion dans la riviere Albaririd’aprés A27)
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L’ensemble de ces travaux montrent donc que latstrel et I'activité des communautés hétérotrophes
impliguées dans la décomposition des substratstaggépeuvent étre impactées a la fois par la
présence de fongicides et par des modificationsédime hydrologique engendrant des périodes
d’'assechements de durée et de fréquence varigldas.|'état actuel des connaissances, il m'apparal
donc intéressant de mettre en ceuvre des travaamt\dsévaluer les interactions possibles entre ces
deux types de stress.

Dans ce sens, une premiere expérience en can#ficiedstde laboratoire devrait étre prochainement
réalisée en collaboration avec Joan Artigas, damsdire d’'un co-encadrement d’'un stage de Master.

Cela pourrait donner lieu par la suite a un progethése sur cette problématique.
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[11.3. Etudier les mécanismes d’adaptation microbi@ne

L’'adaptation des communautés microbiennes aux tesicest au coeur de nombreux projets
dans lesquels je suis impliqué. Cependant, unetatteplus particuliére est portée a I'étudle
des mécanismes mis en jeu dans le projet ANR BmieslequAdapt (2012-2015) qui concerpe
la tolérance aux métaux et dans le projet EcophyeEC (2012-2015) qui s'intéresse gu
potentiel de biodégradation des pesticides orgasiqDes échanges avancés sont également
en cours avec la plateforme de recherche en écologie de Rovaltain afin de mettre en
ceuvre un dispositif expérimental de type bassirsardr permettant d'étudier finement lgs
processus d’'adaptation microbienne aux pesticidetta échelle.

[11.3.1. Mécanismes impliqués dans la tolérance acuivre

Dans un premier temps, j'envisage principalementndienpliquer dans des travaux abordant les
meécanismes d’adaptation a I'échelle moléculairaurRmmpléter la démarche utilisée actuellement
dans les approches PICT, je souhaite notammenta¥pex des recherches ciblées sur les génes de
résistance aux toxiques, en mvintéressant d’'abofddaptation des communautés bactériennes aux
polluants métalliques, et plus particulierementaivre (notamment dans le cadre de la thése d’Anne-
Sophie Lambert).

En effet, les bactéries ont développé différenttesyes de résistance aux métaux traces, décrits en
détails dans plusieurs articles de synthese (brerSit Phung, 1996 ; Nies, 1999 ; Bruins et 20®.

Il est possible de distinguer les mécanismes distadse non inductibles des mécanismes de
résistance induits en réponse a la concentraticmuiere, qui dépendent du métabolisme et impliquent
des enzymes/protéines codées par des génes spesifginsi, des mécanismes de résistance tels que
la séquestration ou la conversion enzymatique rdiftedes résistances aux métaux lourds qui sont
liées, pour leur part, a la présence de génesidésatur des éléments génétiques mobiles telsegue |
plasmides. Ceux-ci portent notamment les déternnde résistance qui assurent I'extrusion des
métaux. Parmi les transporteurs permettant I'efffi@s métaux grace a I'hydrolyse de I'ATP, les
pompes ATPasiques de type P sont les plus conAugigllo et al., 2007, De la Iglesia et al., 2010).
Elles sont le plus souvent tres spécifiques du Injétades métaux) qu’elles exportent. Dans le eas d
cuivre, elles appartiennent ainsi généralementada famille P1-B (De la Iglesia et al., 2010)plias
connue étant '’ATPase CopA (Rensing et Grass, 2QG8compilation des informations génétiques
concernant les souches bactériennes possédantekedapacités de résistance au cuivre révelesit ain
la présence systématique de genes homologues acaghy codant pour cette ATPase (Lejon et al.,
2007).

Une premiére piste de travail pourrait donc étredeeloppement au laboratoire d’'une approche de
PCR guantitative sur ADN et ARN, en s’appuyantlsgrdonnées disponibles dans la littérature (ex.
Lejon et al., 2007 ; De la Iglesia et al., 201@sBury et al., 2013) et sur la collaboration engay&c

les équipes de Lise Fechner (Irstea Antony) etdrada Petit (Université de Rouen) dans le cadre du
projet ANR Bioadapt SequAdapt. Ce type d’approghey utilisée sur des échantillons naturels

(Besaury et al., 2013), permettrait de vérifieptésence de ces génes au sein des communautés que
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nous étudions puis d’'établir le lien entre leureaivr d’expression et les mesures de toléranceééadlis
partir de diverses fonctions hétérotrophes. Celarrpd également offrir la possibilité d'étudier le
déterminisme de ce type de génes et notammeniukimée du niveau d’exposition au cuivre et de

facteurs environnementaux (tels que la tempérasuneleur niveau d’expression.

[11.3.2. Mécanismes impliqués dans la biodégradation des g&sdes organigues

Je souhaite également maintenir et renforcer llmmiation avec Fabrice Martin-Laurent (INRA
Dijon) en développant des travaux visant a mieuprémender les processus adaptatifs des
communautés bactériennes a la biodégradation deticides organiques. A partir de molécules
modeéles, telles que I'atrazine et le diuron, pasglels nous connaissons tout ou partie des genes
impligués dans les voies de dégradation, nous kbeyns a comprendre les processus évolutifs
conduisant a l'apparition (et la disparition évelie) de populations dégradant ces polluants. Une
attention particuliére sera portée sur la connétiles différents éléments du paysage, afin denmie
évaluer l'influence des transferts du potentielrddgnt des communautés terrestres aux communautés
aquatiques.

Ces travaux s’appuieront fortement sur I'experiilee I'équipe de Fabrice Martin-Laurent, qui a
développé ces derniéres années de nombreux oetilsefiant de caractériser la plasticité génétique
des populations microbiennes dégradant les pessi@cganiques, et notamment l'atrazine (ex. Devers
et al., 2007a, 2007b, 2008 ; Changey et al., 2011).

lIs seront mis en ceuvre dans un premier temps léacadre du projet Ecophyto-IMPEC qui vise a
contribuer au développement d'indicateurs micrabigour I'évaluation de I'impact des pesticides sur
des fonctions écosystémiques terrestres et ageatign ciblant notamment la fonction filtre assecié
a la biodégradation des pesticides organiques.

Il est également a noter que j'ai coordonné l'arémiére la rédaction d’'un programme de recherche
ayant pour but de développer une approche intéptlizaire (biochimie, microbiologie, génétique,
chimie et bioinformatique) afin d’étudier les presas clés qui conduisent a l'adaptation des
microorganismes a la biodégradation de pesticielegrenant I'atrazine comme molécule modele. Il
visait a considérer une approche intégrative, daweg de dégradation aux différents éléments du
paysage, a partir de [lutilisation combinée de iglus approches moléculaires (génomique,
protéomique et métabolomique) maitrisées par l#8rdnts partenaires (UMR Agroecologie, INRA
de Dijon, UMR LMGE Clermont-Ferrand et UMR ICCF @ient-Ferrand). Si ce programme,
proposé dans le cadre de I'appel a projet ANR BIGRD 2013, n’a pas été retenu en état, il offre
une base de réflexion solide pour la mise en cexapigle d’'une collaboration avec ces différentes

équipes afin d’explorer ces processus.
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La poursuite de cette thématique de recherche itleggalement pouvoir s'appuyer sur une
collaboration avec la nouvelle plateforme de recheren écotoxicologie de Rovaltain, des échanges
avanceés étant en cours pour la mise en ceuvre,cganadre, d’'un dispositif expérimental de type
bassin versant, permettant d'étudier finement tesgssus d’adaptation microbienne aux pesticides a
cette échelle. La réflexion a ce sujet impliquedgsipes Ecologie Microbienne des Hydrosystemes
Anthropisés (Stéphane Pesce et Marc Neyra) et tRwlk Diffuses (Nadia Carluer et Véronique
Gouy) ainsi que le Laboratoire d'Analyses des Miié&quatiques (Christelle Margoum et Marina
Coquery) de 'UR MAEP du centre Irstea de Lyon-¥filibanne et I'équipe Ecologie Microbienne
Fonctionnelle des Intrants (Fabrice Martin-LaurenhtMarion Devers) de I'UMR Agroécologie du

centre INRA de Dijon. Elle devrait se conclure [@adép6t d'un projet d’ici fin 2013.

l1l.4. Fédérer I'écotoxicologie microbienne a I'éclelle nationale

Malgré une forte demande politique et sociétalereation avec des préoccupations d'impact
environnemental et de santé publique, I'écotoxigi@domicrobienne reste une thématique en
émergence. En effet, si elle est représentée danwuhbreux centres de recherches appartenant a
différents instituts, il apparait qu’elle ne bépifid'aucune structuration réelle en France. Fortal
constat, je me suis associé a Fabrice Martin-LayisiiRA, Dijon) pour organiser pour la premiére
fois des journées thématiques entierement consaarkécotoxicologie microbienne.

Ces journées, qui ont été financées par Irstea REseau ECOTOX de I'INRA, se sont déroulées en
mars 2013 au centre Irstea de Lyon-Villeurbanneun®&sant une quarantaine de chercheurs
représentant 25 laboratoires (Fig. 35), elles awgieur vocations principales de dresser un étst de
lieux des forces en présence dans le domaine datd*écologie microbienne a I'échelle nationale et
d’engager une réflexion collective quant aux évohg futures de cette thématique.

L'objectif, in fine, était d'identifier la communauté impliguée dares @domaine pour améliorer
sa visibilité et dégager des pistes de prospedivde valorisation communes en engageant une
démarche collective participative avec I'ensemiddadcommunauté présentour ce faire, il a tout
d'abord été choisi d'impliquer les participants amont, en leur demandant de répondre a un
guestionnaire ayant pour but de dresser un pregtaeides lieux de I'écotoxicologie microbienne dans
le paysage de recherche national. La présentatida siynthése des résultats issus de ce questiennai
et d’'une analyse bibliométrique réalisée par Anaark Achard (documentaliste Irstea) a ainsi offert
un cadre introductif aux journées en s’appuyantueinent sur les réponses des différents acteurs.
Cela a ainsi permis d’établir un premier constdiectf qui a contribué a initier une base de néfe

pour la suite des échanges. Celle-ci a égalemeéntakiientée par le contenu des différentes

conférences effectuées par Jeanne Gar@trristian Mougiff, Philippe Garriguéé et Ed Topf'.

* Directrice Adjointe Scientifique au Départementuga’Irstea
2 Responsable du réseau des Ecotoxicologues deAINR
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Ces différentes étapes s'inscrivaient dans une admaal’évaluation, qui visait a identifier les fesc
en présence dans le domaine de I'écotoxicologiealmienne a I'échelle nationale et a dresser un

premier état des lieux de la thématique et de sidiNié. Ceci avait pour but principal d’initieme

by

démarche collective prospective a partir des élésnaontextuels décrits dans les différentes
présentations. Cette démarche prospective s'ddieetelon de trois phases successives visant a:

1. identifier les enjeux forts de I'écotoxicologiécrobienne

2. définir des objectifs et des pistes d’actiomsedtre en ceuvre

3. fixer des niveaux de priorités aux actions gager
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Quatre groupes d’enjeux ont ainsi été identifiésaaoir un enjeu sociétal (comment favoriser les
interactions entre la recherche en écotoxicologigrabienne et la société ?), un enjeu scientifique
(comment mieux évaluer les impacts « réels » ddgues dans des environnements complexes ?), un
enjeu d'interface (comment passer de la connaissascientifique a la formulation de
recommandations ?) et un enjeu organisationnel rfgamh améliorer la reconnaissance et lisibilité de

I’écotoxicologie microbienne ?).

43 Directeur de I'Institut des Sciences Moléculail€, UMR 5255 CNRS, Université Bordeaux | ; Editen
chef de la revu&nvironmental Science and Pollution Research
4 Directeur deRecherche & Agriculture and Agri-FGahada
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Si la majeure partie de mon activité vise a cootribad répondre aux enjeux scientifiques associés a
I'écotoxicologie microbienne, je souhaite néanmopwursuivre la démarche initiée avec cette
premiére rencontre, en m'impliquant fortement daes actions répondant a I'enjeu organisationnel.
Parmi les objectifs fixés par les participants payoondre a cet enjeu, il est ressorti une nééedsit
structurer la recherche en écotoxicologie micratéeet de fédérer les acteurs impliqués dans celle-c
afin d’augmenter la reconnaissance et la lisibilité cette thématique au niveau national. En
conséguence, plusieurs pistes d'actions possiloiegté identifiées pour répondre a ce besoin. Elles

sont listées dans la Fig. 36.

RE?ONNAISSANCE ET LISIBILITE DE
L’ECOTOXICOLOGIE MICROBIENNE

e Fig. 36 Pistes dactio’
1. Etablir une liste de diffusion des chercheurs au niveau national voire eu ropéen (mots clés identifiees par 'ensemble d
d recherche)—14 points participants pour répondre a:
: Créer un site web spécifique (pérenne)— 10 points objectifs associés a I'enj

3. Créer des réseaux de recherche spedfigues (GDR, action COST, ...} —10 points organisationnel(le nombre d

; ; _. el points reflete le niveau (:
1. Proposer des sessions specifigues sur fecot icrobienne dans les colloques — 7 pts . s e o :
* Restitution de nostra ournees des mars ) au collogue de FTAFEM pI’IOi‘Ite flxe) :

* coliogues SETAC, SEF

5. Integrer les problématigues de Fécotoxicologie microbienne dans les réflexions des grands
prganismes — 6 points
* ALLENVI, AVISAN
- Perspective SIC

&. Viers une approche rationnelle des recherches menées au niveau national -5 points
+ |dentifier les complémentarités {contaminants, sites d'études, )

Créer un réseau d'enseignants pou ir sur foffre de formation (Club)

En collaboration avec Fabrice Martin-Laurent etutfes participants (en particulier Fabienne Petit d
I'Université de Rouen et Jean-Francgois GhiglioneL@MIC a Banyuls sur mer), je me suis donc

investi rapidement pour mettre en ceuvre certaiaeed actions, a savoir notamment:

une contribution intégrée atéflexion sur la prospective SIC mené par le CNR$SU)

une contribution & la rédaction du rapport IFREjsi(let 2013)

- la présentation des principales conclusions desnigms d'écotoxicologie microbienne aux
congrés SEFR (juillet 2013) et AFEM® (octobre 2013)

- la programmation d’'une session dédiée a I'écotdagie microbienne aux congrés SEFA

(juillet 2013) et SFM’ (avril 2014)

- la mise en place d'une liste de diffusi@tgtoxicomic@lists.irstea)fipour faire circuler

les principales informations concernant I'écotokagie microbienne.

“5 SEFA : Société d'Ecotoxicologie Fondamentale giligpée
5 AFEM : Association Francophone d’Ecologie Micraine
*"SFM : Société Francaise de Microbiologie
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A ces actions déja engagées, s'ajoutent [I'ouvertuprochaine d'un site internet

(http://ecotoxicomic.irstea.fr/ en cours de création) et l'organisation en 202dn dcollogue

entiérement dédié & I'écotoxicologie microbiefink’objectif est de contribuer & créer et maintenir
une dynamique afin de favoriser les échanges eintesactions entre les différentes équipes, en
faisant émerger une communauté qui dépasse lemf@ments (tels que ceux liés par exemple aux

différents types de milieux étudiés).

I11.5. M’'impliquer activement dans le « réseau PICT» européen

En 2012, j'ai eu la chance d’étre convié par ReBatiara au workshop européen «Biofilm Workshop:
Field applications of pollution induced communitylerance measurements». Cela m’'a permis de
rencontrer les principaux chercheurs impliqués dessecherches sur le PICT et de participer a une
réflexion globale quant aux possibilités de streation de ces recherches a I'échelle européenne.

Ce workshop a donné lieu a la rédaction d’'un prBj¢tCOST? visant a favoriser les échanges entre
les différents laboratoires impliqués (représentankFrance, 'Espagne, I'Allemagne, la Suisse, la
Suede, le Portugal et le Royaume-Uni). Si ce progepas été retenu, il a tout de méme été déadé d
poursuivre la mise en ceuvre de ce groupe eurof¥ams ce contexte, j'ai décidé de m'impliquer
fortement en me portant volontaire pour organise2@&L4 un nouveau rassemblement a Lyon.

Ces journées permettront de décrire les avancégsurea dans les approches PICT, d'identifier les
pistes de recherche les plus prometteuses et dederles échanges et interactions afin d’harngonis
les méthodes employées. L'objectif est de réussiréar et pérenniser un veritable réseau européen
permettant d’établir une synergie entre les difiege équipes impliquées dans cette thématique de

recherche.

[11.6. Entre science appliquée et recherche opératnnelle

Enfin, et méme si elle ne conduit pas actuelleraetiés perspectives concrétes, je souhaite également
mentionner ici une réflexion personnelle croissamte le potentiel de transfert d'une partie de mes
recherches. En effet, il me semble important dedeya I'esprit que les travaux menés en
écotoxicologie doivent contribuer a répondre a tednla demande sociétale en matiére de gestion
environnementale et de développement durable.oilgedt donc viser a fournir des éléments, voire
des outils, permettant de mieux appréhender lgsess environnementaux et/ou de mieux évaluer la

qualité écologique des milieux exposés aux subsgaciimiques.

“8 yraisemblablement & Banyuls sur mer du 21 au 42614 (organisateur principal: Jean-Francois Gagl)
9 « New effect-based monitoring approach to prodiaesal links between chemical and ecological siatus
European waters: Harmonisation and simplificatibRICT methodologies » ; porteur : Hans Blanck, énsité
de Goteborg, Suéde
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Au regard de mes propres recherches, il me senalnle idtéressant d’envisager a plus ou moins long
terme le développement d'outils opérationnels \isanutiliser les communautés microbiennes
aguatiques benthiques pour évaluer la qualité §ople des cours d'eau et contribuer aux processus
de bioremédation des pesticides. Cependant, céftexion sur la continuité des travaux de la
recherche au transfert doit s’effectuer collectieatm et nécessitea minima une évaluation
scientifique précise de I'état de maturité desloem terme de « niveau de transférabilité », gaant
leur champ d'utilisation, leurs limites d'inter@tén, etc ...
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Chapitre IV

Publications et communications scientifiques
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IV.1. Publications internationales

Les publications internationales sont numérotéeAlda A30 (par ordre
chronologique décroissant). Cette numérotationuggée dans le
manuscrit pour faire référence aux articles cowedpnts.

Articles publiés ou sous presse (23)

A23 - ARTS G., BABUT M., BARRA CARACCIOLO A., CARLUER N..DOMANGE N.,
FRIBERG N., GOUY V., GRUNG M., LAGADIC L., MARTIN-AURENT F., PESCE S,
REAL B., REICHENBERGER S., ROEX E.W.M., ROMIIJN KROTTELE M., STENR@D M.,
TOURNEBIZE J., VERNIER F., VINDIMIAN E. Pesticidesk assessment and management in a
globally changing world — Report from a Europeateiidisciplinary workshopEnviron. Sci.
Pollut. Res. (sous presse)

A22 - PESCE S.BEGUET J., ROUARD N., DEVERS-LAMRANI M., MARTIN-LAWRENT F.,
2013. Real-Time PCR quantification of phenyluredrbjases A and B (puhA and puhB) genes in
soil and sediment samples exposed to diudgpl. Microbiol. Biotechnol.97, 1661-1668.

A21 — PESCE S.MARGOUM C.,ROUARD N., FOULQUIER A., MARTIN-LAURENT F., 2013.
Freshwater sediment pesticide biodegradation patea$ an ecological indicator of microbial
recovery following a decrease in chronic pesticidg@osure: A case study with the herbicide
diuron.Ecol. Indic. 29, 18-25.

A20 - MORIN S.,ROUBEIX V., BATISSON I., WINTERTON PPESCE S, 2012. Characterization
of freshwater diatom communities: comparing taxoitoand genetic-fingerprint approachds.
Phycol.48, 1458-1464.

Al19 - ROUBEIX V., PESCE S, MAZZELLA N., COSTE M., DELMAS F., 2012. Variatis in
periphytic diatom tolerance to agricultural pestes in a contaminated river: An analysis at
different diversity levelskresen. Environ. Bull.21, 2090-2094.

Al18 - ARTIGAS J., MAJERHOLC J., MARGOUM C., VOLAT B., NEYA M., PESCE S, 2012.
Effects of the fungicide tebuconazole on microlmapacities for litter breakdown in streams.
Aquat. Toxicol122-123, 197-205

Al7 - MORIN S., LAMBERT A.S., ARTIGAS J., COQUERY M.PESCE S, 2012. Diatom
immigration drives biofilm recovery after chroniogper exposurereshwat. Biol. 57, 1658—
1666.

Al16 - MORIN S., PESCE S, KIM-TIAM S., LIBERT X., COQUERY M., MAZZELLA N., 2012.
Periphyton tolerance following chronic exposure ltav doses of pesticides in mixtures.
Ecotoxicology21, 1570-1580.

A15 LAMBERT A.S.,MORIN S., ARTIGAS J., VOLAT B., COQUERY M., NEYRA MPESCE
S, 2012. Structural and functional recovery of mimab biofilms after a decrease in copper
exposure: Influence of the presence of pristineroamities.Aquat. Toxicol.109, 118-126.

Al4 - PESCE S. BOUCHEZ A., MONTUELLE B., 2011. Effects of organiherbicides on
phototrophic microbial communities in freshwatepgestemsRev. Environ. Contam. Toxicol
214, 87-124.

Al13 - PESCE S.MORIN S., LISSALDE S., MONTUELLE B., MAZZELLA N., 211. Combining
polar organic chemical integrative samplers (POGI&h toxicity testing to evaluate pesticide
mixture effects on natural phototrophic biofilngsiviron. Pollut. 159, 735-741.

Al12 - PESCE S, LISSALDE S., LAVIEILLE D., MARGOUM C., MAZZELLA N.,, ROUBEIX V.,
MONTUELLE B., 2010. Evaluation of single and joitdxic effects of diuron and its main
metabolites on natural phototrophic biofilms usiagpollution-induced community tolerance
(PICT) approachAquat. Toxicol.99, 492-499.

All - PESCE S.,MARTIN-LAURENT F., ROUARD N., ROBIN A.,, MONTUELLE B, 2010
Evidence for adaptation of riverine sediment mig@blzommunities to diuron mineralization:
incidence of run-off and soil erosioh. Soil. Sed10, 698-707.
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A10 - MONTUELLE B., DORIGO U., BERARD A., VOLAT B., BOUCHZ A., TLILI A., GOUY
V., PESCE S, 2010. The periphyton as a multimetric bioindicdtw assessing the impact of land
use on rivers: an overview of the Ardieres-Morcébgperimental watersheHlydrobiologia 657,
123-141.

A9 - PESCE S.,MARGOUM C., MONTUELLE B., 2010. In situ relationgis between spatio-
temporal variations in diuron concentrations andtpiophic biofilm tolerance in a contaminated
river. Water Res44, 1941-1949.

A8 - MORIN S.,PESCE S, TLILI A., COSTE M., MONTUELLE B., 2010. Recovenyotential of
periphytic communities in a river impacted by aeyard watershedcol. Indic. 10, 429-426.

A7 - PESCE S, BATISSON 1., BARDOT C., FAJON C., PORTELLI C., MOUELLE B.,
BOHATIER J., 2009. Response of spring and sumnweririe microbial communities following
glyphosate exposur&cotox. Environ. Saf72, 1905-1912.

A6 - PESCE S.,MARTIN-LAURENT F., ROUARD N., MONTUELLE B., 2009. &tential for
microbial diuron mineralisation in a small wine-giiag watershed: from treated plots to lotic
receiver hydrosystenPest Manag. Sci65, 651-657.

A5 - LEHOURS A.C., BARDOT C., PELISSON P.F., GUEDON RESCE S, DEMEURE G.,
SARGOS D., FONTY G., 2009. Successionnal changebaitterial community assemblages
following anoxia in the hypolimnion of an eutrophédke.Aquat. Microb. Ecol.54, 71-82.

A4 - PESCE S.BARDOT C., LEHOURS A.C., BATISSON I., BOHATIER JFAJON C., 2008.
Effects of diuron in microcosms on natural riverbrecterial community composition: new insight
into phylogenetic approach using PCR-TTGE analysgjsiat. Sci.70, 410-418.

A3 - PESCE S, FAJON C., BARDOT C., BONNEMOY F., PORTELLI C., BATIER J., 2008.
Longitudinal changes in microbial planktonic comnti#s of a French river in relation to
pesticide and nutrient input8quat. Toxicol.86, 352-360.

A2 - BATISSON I., PESCE S, BESSE-HOGGAN P., SANCELME M., BOHATIER J., 2007.
Isolation and characterization of diuron-degradiagteria from lotic surface wateévlicrob. Ecol.
54, 761-770.

Al - PESCE S.FAJON C., BARDOT C., BONNEMOQY F., PORTELLI C., BOHAER J., 2006.
Effects of the phenylurea herbicide diuron on ratuiverine microbial communities in an
experimental studyAquat. Toxicol.78, 303-314.

Articles soumis ou en révision (4)

A24 - ARTIGAS J., PASCAULT N., BOUCHEZ A.CHASTAIN J.,DEBROAS D., HUMBERT
J.F., LELOUP J., TADONLEKE R, TER HALLE A., HUMBERT.F.,PESCE S.Comparative
sensitivity to the fungicide tebuconazole of biofiland planktonic microbial communities in
freshwater ecosystemsci. Total Environ.(en révision)

A25 - LARRAS F., LAMBERT A.S.,PESCE S, RIMET F., BOUCHEZ A., MONTUELLE B,,
Interactive effects between herbicide mixture amdgerature on acclimated freshwater periphytic
community.Ecotox. Environ. Saf(en révision)

A26 — KIM TIAM S., MORIN S., PESCE S, FEURTET-MAZEL A., MOREIRA A., GONZALEZ
P., MAZZELLA N. Effects of environmental realistimixture of pesticides on natural biofilms
communities with different exposure histoBlos One(soumis)

A27 — FOULQUIER A., ARTIGAS J.PESCE S, DATRY T., Increasing river drying and organic
matter processing: response of microbial decomppsewertebrate detritivores and litter
decomposition to emersion frequen@tobal change biol.(soumis)

Articles en préparation (3)

A28 - PESCE S. LAMBERT A.S., MONTUELLE B., Effects of temperatiron microbial
communities in surface waters: A review.

A29 - DEVERS M., PESCE S, MARTIN-LAURENT F., Characterization of two memiseof a
diuron degrading bacterial consortium isolated frtme Beaujaulais vineyard: evidence for
cooperative catabolic pathways.
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A30 - LAMBERT A.S., DABRIN A., MORIN S., FOULQUIER A., CQUERY M., PESCE S.
Influence of temperature increase on the respofiséver phototrophic biofilms to a chronic
exposure to copper.

Chapitre d’ouvrage (1)

CO1 - VILLENEUVE A., MONTUELLE B., PESCE S, BOUCHEZ A., 2013. Environmental river
biofilms as biological indicators of the impact ofiemical contaminantdn Encyclopedia of
aquatic ecotoxicology. Férard, J.F. and Blaise, Eds. (DOI 10.1007/978-94-007-5704-2), p.
443-456

I\VV.2. Publications nationales et rapports d’études

Articles publiés (4)

AN4 - MARTIN-LAURENT F., DEVERS M.,PESCE S, 2013.Influence de la biodégradation dans
I'atténuation des pesticides sur un bassin vengtinole : potentialité des différents éléments du
paysage et rble des zones tampdnsiovations Agronomique£8, 35-48.

AN3 - PESCE S, 2011. Biodégradation et bioremédiation de la midoone — Approches de
recherche possiblekes cahiers du PRAM-10, 45-47.

AN2 - PESCE S.,TLILI A., MONTUELLE B., 2008. Les biofilms aquatiegas: dans quelle mesure
permettent-ils de comprendre l'effet des pesticidas le fonctionnement des cours d'eau ?
Ingénieries EAT55-56, 79-91.

AN1 - LEHOURS A-C., BARDOT C., GUEDON APESCE S, DEMEURE G., SARGOS D.,
FONTY G., 2006. Successions des communautés bemtés en réponse a l'anoxie dans
I'hypolimnion d’un lac eutrophe : Le Lac d’Aydat @&ergne).Bulletin de la Société Francaise
de Microbiologie 22.

Chapitre d’ouvrage (1)

CON1 - MONTUELLE B., BOUCHEZ A., VILLENEUVE A., PESCE S, 2011. Les
microorganismes travaillent pour nous, Rhone AlgeBEnvironnement: 100 questions pour la
recherche, Ed Cluster Environnement R-A & CNRS16p-163.

Principaux rapports d’études (4)

RE1 - PESCE S. LAMBERT A.S., FOULQUIER A., VOLAT B., NEYRA M., NONTUELLE B.,
2013. Thermie et processus microbiens dans le RhBa@port Irstea-INRA, Programme
Microtherm (Etude Thermique du Rhéne, Phase 4jp.46

RE2 - PESCE S. LAMBERT A.S., NEYRA M., MONTUELLE B., 2013. 2013nfluence de la
thermie sur les communautés microbiennes aquatigRepport Irstea-INRA, Programme
Microtherm (Etude Thermique du Rhoéne, Phase 4j.23

RE3 - MARTIN-LAURENT F., DEVERS M.,PESCE S, 2012. Amélioration de l'efficacité des
zones tampons vis-a-vis des pesticides et influeieda biodégradation naturelle, Rapport INRA-
Irstea, Convention ONEMA « Evaluation et remédiaties effets des pesticides »

RE4 - PESCE S.BOUCHEZ A., MONTUELLE B., 2010. Effets des heridies sur les communautés
microbiennes aquatiques phototrophes: synthéseiofpibphique, Rapport Irstea-INRA,
Convention ONEMA « Evaluation et remédiation ddetefdes pesticides »
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IV.3. Congres et colloques

Conférences invitées (2)

PESCE S, 2011. The use of biofiims for monitoring ecolaicecovery following chemical
pollution.
Séminaire « Biofilms », INRA Thonon-les-bains, Emn

PESCE S, 2011. Comment établir les liens entre exposit@neffets biologiques en milieu
contaminé?
4eme Séminaire d’Ecotoxicologie de I'INRA, Saingira France

Communications orales en congres internationaux (14

FOULQUIER A, ARTIGAS J.,PESCE S, DATRY T., 2013. Effects of emersion and immersion
cycles on leaf litter decomposition and associaietic communities.
4™ International Multidisciplinary Conference on Hydogy and Ecology, “Emerging patterns,
breakthroughs and challenges”, Rennes, France.

MORIN S, LAMBERT A.S., ARTIGAS J., COQUERY M.PESCE S, 2012. Diatom immigration
drives biofilm recovery after chronic copper expasu
22nd International Diatom Symposium, Ghent, Beigiq

MARTIN-LAURENT F., DEVERS-LAMRANI M., ROUARD N.,PESCE S, 2011. Evidence for
filtering capabilities of grass buffer strips: kgarameters favoring natural attenuation of
pesticides in vineyard area.
Euraqua-PEER Scientific Conference, “Innovative m@@ches for the management of
environmental risks from plant protection produgtdontpellier, France

PESCE S, KIM-TIAM S., LISSALDE S., MARGOUM C., MORIN S., EYRA M., ROUBEIX V.,
MAZZELLA N., 2011. Combining polar organic chemicaltegrative samplers (POCIS) with
toxicity testing to evaluate pesticide mixture etéeon natural phototrophic biofilms.
Euraqua-PEER Scientific Conference, “Innovative m@ehes for the management of
environmental risks from plant protection produgtsTontpellier, France

ARTIGAS J, PASCAULT N., CHASTAIN J., VOYARD G., TER HALLE A.BOUCHEZ A.,
TADONLEKE R.,PESCE S, 2011. Sensibility of aquatic bacterial commuitie contaminants
in wine-producing watersheds: Approach in riverd kkes.
7th Symposium for European Freshwater Sciencesn@jrEspagne

ARTIGAS J, PASCAULT N., MARECHAL M., CHASTAIN J., VOYARD G.TER HALLE A.,
PESCE S, 2011. Effects of tebuconazole on the structure metabolism of stream microbial
communities.
SETAC Europe P Annual Meeting, Milan, Italie

LAMBERT A.S., MORIN S., ARTIGAS J., VOLAT B., COQUEY M., NEYRA M., PESCE S,
2011. Perte de tolérance de communautés photosqguériphytiques suite a une diminution du
niveau d’exposition au cuivre : Influence des miigres d’especes.
5éme Colloque de I'Association Francophone d’Eg@dicrobienne, Hammamet, Tunisie

ROUBEIX V., PESCE S, MAZZELLA N., COSTE M., DELMAS F., 2011. Variatienin periphytic
diatom tolerance to agricultural pesticides in ataminated river: An analysis from community to
population level.
Society of Ecotoxicology and Environmental Saf&gGOTOX) conference, Skiathos island,
Gréce

MONTUELLE B., DORIGO U., BOUCHEZ A.PESCE S, TLILI A., MARGOUM C., COQUERY
M., VILLENEUVE A., BERARD A.., 2009. Use of pollun-induced community tolerance
(PICT) approach based on river biofilms for assessénvironmental toxicant impact and
remediation.
36th Aquatic Toxicity Workshop, La Malbaie, Québec
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MONTUELLE B., DORIGO U., BOUCHEZ A.PESCE S, TLILI A., MARGOUM C., COQUERY
M., VILLENEUVE A., BERARD A.., 2009. Use of pollun-induced community tolerance
(PICT) approach based on river biofilms for assegsénvironmental toxicant impact and
remediation.
14th International Symposium on Toxicity Assessnéeiiz, France.

PESCE_ S, MARGOUM C., ROUARD N., MARTIN-LAURENT F., MONTUELLEB., 2009.
Adaptation microbienne a I'exposition aux pestisidans un cours d’eau situé en zone viticole.
Journée Internationales de Limnologie, Luxemboltkembourg.

PESCE S, MARTIN-LAURENT F., ROUARD N., MONTUELLE B., 2008. ¥riability in the
potential for microbial diuron mineralisation insenall vineyard watershed: from a treated parcel
to the receiving river.

Interdisciplinary Congress: Interactions betweerygibo-chemical and microbiological processes
in the environment, Clermont-Ferrand, France.

PESCE S, MARTIN-LAURENT F., ROUARD N., DEVERS M., MONTUELLBEB., 2008. Microbial
diuron-mineralization potential in a small waterdlieom treated vineyard to lotic system.

SETAC Europe 18Annual Meeting, Varsovie, Pologne.

PESCE S, FAJON C., BARDOT C., BONNEMOY F., PORTELLI C., BOHAER J., 2006
Ecotoxicité du diuron en milieu lotique : la réperdu compartiment bactérien d’un cours d'eau
récepteur. Etude expérimentale en microcosmes.
8°M"Conférence Internationale des Limnologues d'ExgioesFrancaise. Hammamet, Tunisie

Communications affichées en congrés internationaufd.7)

PESCE S.,DEVERS M., ROUARD N., MARTIN-LAURENT F, 2013. Evidence for filtering
capabilities of different elements of the landscdgy parameters favouring natural attenuation of
pesticides in vineyard areas.

Pesticide behaviour in soils, water and air, Yddk

LAMBERT A.S. DABRIN A., MORIN S., FOULQUIER A., GAHOU J., NEYR M., PESCE S,,
2012. Influence of temperature increase on theorespof river phototrophic biofilms to a chronic
exposure to copper.

Journées Internationales de Limnologie et d’Océaaphie, Clermont-Ferrand

KIM TIAM S., PESCE S, FEURTET-MAZEL A., MAZZELLA N., MORIN S., GONZALEZP.,
2012. Use of passive samplers extracts for toxastyessment of environmental realistic mixtures
of pesticides on natural biofilms communities.
6™ SETAC World Congress, Berlin, Allemagne

PESCE S.,MORIN S., LISSALDE S.,_ MAZZELLA N.,MONTUELLE B., 2011. Couplage de
capteurs passifs et de tests de toxicité pour évdleffet de mélanges de pesticides organiques
sur des biofilms naturels.

Colloque ECOBIim, Mont-Joli, Québec

PASCAULT N, ARTIGAS J., ROUX S., TADONLEKE R., TER HALLE AMAILHOT G.,
PESCE S, HUMBERT J.F., DEBROAS D., BOUCHEZ A., 2011. Asseent of the impact of
tebuconazol (fungicide) on lake and stream badtecmmunities using a 16S rRNA
pyrosequencing method.
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Abstract

The effects of the phenylurea herbicide diuron (10 pgl-') on natural riverine microbial communities were investigated using a three-week
laboratory microcosm study. During the first six days. a latency period was observed both in the algal and the bactenial communities despite favorable
abiotic conditions and independently of diuron exposure. From the second week, an intense algal bloom (chlorophyll @ concentrations and cell
abundances) was observed in the uncontaminated microcosms but not in the treated microcosms. The bloom stimulated the bactenal community
and led to an increase in heterotrophic bacterial production ([*H]thymidine incorporation). activity (CTC reduction) and cell abundance. In parallel,
shifts in bacterial community composition were recorded by polymerase chain reaction (PCR)~temporal temperature gradient gel electrophoresis
(TTGE) analysis, whereas no major variation was detected using the fluorescent in situ hybnidization (FISH) method. In the treated microcosms,
the diuron acted not by damaging the initial communities but by inhibiting the algal bloom and indirectly maintaining constant bacterial conditions
throughout the experiment. These inhibitory effects. which were recorded in terms of abundance, activity and diversity, suggest that exposure to
diuron can decrease the recovery capacities of microbial communities and delay the resumption of an efficient microbial food web despite favorable

environmental conditions.
@© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Community analysis; Bacteria; Microalgae; Microcosm: Diuron; Lotic system

1. Introduction

Pollution of aquatic ecosystems by pesticide contamination
is a major environmental concern. Numerous studies have been
conducted to determine the occurrence of these xenobiotics in
European streams and rivers (e.g. Gerecke et al., 2002; Carabias-
Martinez et al., 2003: Cerejeira et al., 2003). In France. the
Jauron River (Puy de Dome), a first- and second-order stream
located 25 km SE of Clermont-Ferrand. is monitored by a pes-
ticide pollution watch net. This river which is characterized by
meso-eutrophic conditions in spring and summer (Fajon et al.,
unpublished data) is frequently polluted by numerous chemical
compounds, especially the phenylurea herbicide diuron (3-(3.4-
dichlorophenyl)-1.1-dimethylurea). This molecule was detected
20 times between 2000 and 2003 (monthly sampling} in six sam-

* Corresponding author. Tel.: +33 473407465; fax: +33 473407670,
E-mail address: celine.fajon @ univ-bpelermont.fr (C. Fajon).

0166-445X/% — see front matlter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10.1016/.aquatox. 2006.03.006

pling sites located on the Jauron river with a range from 0.05 to
4.21 pgl~" (Phyt eauvergne, 2004). In French rivers diuron is
detected in 38% of surface waters and its concentration ranges
from 0.05 to 20.3 pg1~! (IFEN, 2000). This substituted urea
herbicide used for total control of weeds and mosses inhibits
photosynthesis by preventing oxygen production (Wessels and
Van der Veen. 1956) and blocks electron transfer at photosystem
I of photosynthetic microorganisms and plants. The intensive
use of this xenobiotic leads to surface water contamination
by soil leaching and overland flow (Garmouma et al., 1997,
Louchart et al., 2000; Barra Caracciolo et al., 2003) in agricul-
tural (Thurman et al., 2000: Mitchell et al., 2005) and urban
areas (Revitt et al., 2002; Blanchoud et al., 2004). The toxic
properties of diuron mean that this contamination poses signif-
icant toxicological risk to resident aquatic organisms, Because
of their physiological characteristics, planktonic and periphytic
microalgae represent potential primary targets for herbicides in
lotic ecosystems. Previous studies based on single-species tox-
icity tests have reported a wide variation in algal sensitivity to
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Abstract

The bacterial community structure of a diuron-degrading
enrichment culture from lotic surface water samples was
analyzed and the diuron-degrading strains were selected
using a series of techniques combining temporal temper-
ature gradient gel electrophoresis (TTGE) of 16 § rDNA
gene V1-V3 variable regions, isolation of strains on agar
plates, colony hybridization methods, and biodegradation
assays. The TTGE fingerprints revealed that diuron had a
strong impact on bacterial community structure and
highlighted both diuron-sensitive and diuron-adapted
bacterial strains. Two bacterial strains, designated [B78
and IB93 and identified as belonging to Pseudomonas sp.
and Stenotrophomonas sp., were isolated and shown to
degrade diuron in pure resting cells in a first-order
kinetic reaction during the first 24 h of incubation with
no 3,4-DCA detected. The percentages of degradation
varied from 25% to 60% for IB78 and 20% to 65% for
IB93 and for a diuron concentration range from 20 mg/L
to 2 mg/L, respectively. It is interesting to note that
diuron was less degraded by single isolates than by mixed
resting cells, thereby underlining a cumulative effect
between these two strains. To the best of our knowledge,
this is the first report of diuron-degrading strains isolated
from lotic surface water.

Introduction

Pesticides applied in agricultural and urban areas
constitute major sources of surface water and ground-
water contamination that are currently causing serious
environmental damage. Herbicides are able to reach

Correspondence fo: lsabelle Batisson; E-mail: isabelle batisson@
univ-bpclermont.fr

surface waters either directly by the herbicidal control of
aquatic weeds or indirectly via the discharge of agricul-
tural drainage water from treated land and via runoff
after application on hard surfaces [23, 24, 32, 49].

Diuron, N-(34-dichlorophenyl)-N',N -dimethyl-urea,
is a phenylurea herbicide that has been widely used for the
selective control of noncultivated areas, annual weeds, and
field crops [46]. In France, the use of diuron has been
restricted since 1997 (Journal Officiel dated 4/07/97) when
it was detected in drinking water supplies. However,
according to the French Environmental Institute [17],
diuron is still detected in 34.6% of all river samples from
the national basin system, and this rate changed only
slightly between 1997 and 2002. Indeed, partly because of
its low solubility in water (40 mg/L at 20°C), diuron is
persistent in surface soil (Koc varying from 500 to 700)
where it is prone to lateral movement via surface runoff
and migration to both surface and groundwater [12, 31,
35]. Diuron can also disseminate by leaching after intensive
rainfall, making it one of the main causes of groundwater
pollution [21]. Diuron is slightly toxic to mammals and
birds and moderately toxic to aquatic invertebrates [14, 27],
but its main product of biodegradation, 3,4-dichloroaniline
(3,4-DCA), exhibits a higher toxicity [44], even on natural
bacterial communities. Hence, the European Commission
(Directive 2000/60/CE) has designated diuron as a priority
hazardous substance,

El Fantroussi ef al. [7] have shown that the structure
and metabolic potential of soil microbial communities
are both clearly affected by the long-term application of
urea herbicides, which promotes accelerated biodegrada-
tion. Microbial degradation is the primary vector of diuron
dissipation from soil [13, 16], and numerous studies have
underlined the diversity of the microorganisms involved
[3, 5, 11, 19, 33, 36, 38, 39, 42, 43, 47, 48, 50, 52]. It has
also been shown that if diuron penetrates aguatic

DOL: 10.1007/s00248-007-9241-2 * Volume 54, 761-770 (2007) ® @0 Springer Saence + Business Media, LLC 2007 761
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Abstract

To determine the effects of anthropic activities on river planktonic microbial populations, monthly water samples were collected for 11 months
from two sampling sites characterized by differing nutrient and pesticide levels. The difference in trophic level between the two stations was
particularly pronounced from May to November. Total pesticide concentrations were notably higher at the downstream station from April to
October with a clear predominance of herbicide residues. especially the glyphosate metabolite aminomethylphosphonic acid (AMPA). From
spring, algal biomass and density were favored by the high orthophosphate concentrations recorded at the downstream location. However. 1solated
drops m algal biomass were recorded at this sampling station, suggesting an adverse effect of herbicides on algal communities. No major difference
was observed in bacterial heterotrophic producton, density, or activity (CTC reduction) between the two sampling stations. No major variation was
detected using the fluorescent in situ hybridization (FISH) method, but shifts in bacterial community composition were recorded by PCR-TTGE
analysis at the downstream station following high nutrient and pesticide inputs. However, outside the main anthropic pollution period, the water’s
chemical properties and planktonic microbial communities were very similar at the two sampling sites, suggesting a high recovery potential for

this lotic system.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: River: Planktonic microbial communities: Pesticides; Water quality: Nutrients

1. Introduction

Numerous studies have underlined the increasing frequency
of chronic or acute pollution by pesticides in streams and rivers
with a high predominance of herbicide residues, for example in
French rivers (IFEN, 2006). Pesticide inputs in aquatic systems
are caused by anthropic activities (urban and agricultural) and
are generally associated with high levels of inorganic nutrients
(Downing et al., 2004).

Algae are very sensitive to chemical conditions, especially
nutrient levels (Leira and Sabater. 2005). Because of their phys-
iological similarities with the intended target organisms (e.g.

* Corresponding author. Tel.: +33 473407465, fax: +33 473407670,
E-mail addresses: pesce@lyon.cemagref.fr (5. Pesce),
celine.fajon@univ-bpclermont.fr (C. Fajon).
U el: +33 472208795; fax: +33 478477875,

0166-445X/5 — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.10164.aquatox. 2007.11.016

invasive plants in crops), algae are particularly exposed to her-
bicide toxicity (DeLorenzo et al., 2001: Dorigo et al.. 2004).
Co-variation between algae and bacteria is frequently observed
in aquatic ecosystems (Gao et al.. 2004) mostly reflecting the
reliance of bacteria on algae for their organic carbon require-
ments (Gasol and Duarte, 2000). Furthermore. organic and
inorganic pollutants represent nutritive sources for bacteria. It
is also conceivable that bacteria can be affected by pesticides
but most studies have focused on bacterial degradation of pes-
ticides rather than impacts on natural bacterial communities
(DeLorenzo et al., 2001). We therefore hypothesized that pes-
ticide contamination could induce direct or indirect changes in
bacterial community activity and composition in natural sys-
tems, as reported in experimental studies (Knapp et al.. 2005:
Pesce et al., 2006).

Given the critical roles played by microorganisms in aquatic
ecosystems. significant efforts have been made to develop
experimental studies to assess microbial responses following
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Abstract. We recently demonstrated in a microcosm
study using PCR-TTGE analysis that a realistic diuron
exposure (10 pg/L) could directly and indirectly affect
the diversity of a natural riverine bacterial community.
Here we extended our first approach by identifying
predominant bacterial phylotypes in diuron and con-
trol microcosms by sequencing and phylogenetic
analysis of bands excised from the previously obtained
PCR-TTGE gel. We found a sharp difference between

phylotypes obtained from the two types of microcosm.
Those that appeared or were maintained only in
treated microcosms were mainly y-Proteobacteria,
especially the Pseudomonadaceae family, the Verru-
comicrobia and the Gemmatimonadetes. In contrast,
phylotvpes that appeared only in control microcosms
belonged to the Chlamydiae. Methodological aspects
related to biases encountered after sequence retrieval
from fingerprint gels are also discussed.

Key words. TTGE: diuron; bacterial community; phylogenetic analysis.

Introduction

Bacterial communities perform key functions in
ecosystem processes, such as nutrient cycling and the
decomposition of organic matter. They play a major
role in the biodegradation of most contaminants in
both soil and aquatic systems. Rapid bacterial re-
sponse to environmental change can thus influence
the whole ecosystem and indirectly affect other
communities in the environment. It is now well
established that analysis of bacterial communities is
important in ecological studies, especially for environ-

* Corresponding author phone: +33 473407465, fax 433
473407670: e-mail: celinefajon@univ-bpclermont.ir
Published Online First: August 21, 2008

mental risk assessment of pollutants (DeLorenzo et
al., 2001; Downing et al., 2004).

Pesticides form a significant category of environ-
mental pollutants, For a long time, the response of
bacterial communities to pesticides was evaluated
using culture methods or quantitative descriptors such
asmeasurements of density. activity and heterotrophic
production (Wardle and Parkinson, 1990; DeLorenzo
et al., 1999). The use of molecular approaches based
on the separation of ribosomal gene sequences
directly amplified by PCR from community DNA on
denaturing gel according to their melting properties
{as DGGE, TTGE or TGGE methods) henceforth
allows to monitor the genetic diversity of microbial
communities (Muyzer, 1999). However, most studies
have focused on soil bacterial communities (see
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ABSTRACT: Dynamics of bacterial assemblages following anoxia in the hypolimnion of a eutrophic
lake (Lake Aydat) were characterized. The sampling started in spring before complete anoxia and
was continued weekly until complete mixing of the water column occurred in autumn. Bacterial com-
munity patterns at 3 sampled depths (10, 12 and 14 m) were investigated using temporal temperature
gradient gel electrophoresis (TTGE) and terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP)
analyses. Results revealed changes in the structure of the bacterial communities as conditions
changed from oxic to anoxic. Once anoxia had been reached, anaerobic bacterial communities con-
tinued to change and exhibited gradual successional patterns at the 3 depths. During the anoxic
period, bacterial communities at 10 and 12 m were split into 2 groups corresponding to the steps
‘until’' and 'after’ maximum stratification, which occurred on 19 August 2004. While the succession of
the bacterial community in the hypolimnion was dynamic and exhibited gradual patterns at the 3
depths, a 'sensitivity gradient’ to O, depletion was suggested: communities at 10 m appeared to be
more affected by the shift in O, concentrations than those in deeper water layers.

KEY WORDS: Lake - Bacterial community structure - Succession - Molecular fingerprint methods
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INTRODUCTION

In the water column of many eutrophic aquatic sys-
tems, 3 steps are observed during thermal stratification
in regard to O, concentrations: (1) in spring, increasing
solar radiation leads to vertical stratification, which
reduces the rate of O, supply while aerobic respiration
removes O;; (2) in summer, the deepest water layers
(hypolimnion) are anoxic; and (3) in autumn, decreas-
ing solar radiation leads to cooling of surface waters
and the deep penetration of O,. This overturn of O,
leads to the reoxygenation of the entire water column.
Consequently, in the course of a few days, the micro-
bial community habitat in the hypolimnion shifts from
O, supersaturation to anoxia (or the opposite), and new

*Email: lehours@sb-roscoff.fr

microbial niches are created, filled and destroyed in
rapid succession (Finlay et al. 1997).

Lake Aydat in the French Massif Central supports an
extensive seasonal anoxic zone (from 6 to 14 m;
Michard et al. 2001), which forms every year from May
to October (Bettarel et al. 2004). This hypolimnion is
populated with living and active communities of bacte-
ria; bacterial abundance averages 5 x 10° cells mI-! and
bacterial production (114.2 x 10° bacteria 1I"* h™!) is
greater than that in overlying oxic water (Bettarel et al.
2003, 2004). In this anoxic and aphotic water layer,
fish, zooplankton and phytoplankton are absent. Graz-
ers such as ciliates and flagellates are rare and grazing
rates are low (Bettarel et al. 2003, 2004), as typically
noted in anoxic waters (Weinbauer & Holfe 1998).

© Inter-Research 2009 - www.int-res.com
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Potential for microbial diuron mineralisation in
a small wine-growing watershed: from treated
plots to lotic receiver hydrosystem

Stéphane Pesce,®* Fabrice Martin-Laurent,® Nadine Rouard® and
Bernard Montuelle?

Abstract

BACKGROUND: Since biological degradation processes are known to be a major driver of the natural attenuation of pesticide
residues in the environment, microbial communities adapted to pesticide biodegradation are likely to play a key environmental
role in reducing pesticide exposure in contaminated ecosystems. The aim of this study was to assess the diuron-mineralising
potential of microbial communities at a small-scale watershed level, including a diuron-treated vineyard (pollution source), its
associated grass buffer strip (as a river protection area against pesticide runoff) and the lotic receiver hydrosystem (sediments
and epilithon), by using radiorespirometry.

RESULTS: Comparison of results obtained at different sampling sites (in both soil and aquatic systems) revealed the importance
of diuron exposure in the adaptation of microbial communities to rapid diuron mineralisation in the vineyard but also in the
contaminated grass strip and in downstream epilithic biofilms and sediments.

CONCLUSION: This study provides strong suggestive evidence for high diuron biodegradation potential throughout its course,
from the pollution source to the final receiving hydrosystem, and suggests that, after microbial adaptation, grass strips may

represent an effective environmental tool for mineralisation and attenuation of intercepted pesticides.

(€ 2009 Society of Chemical Industry

Keywords: diuron; mineralisation; microbial communities; watershed; buffer strip; herbicide biodegradation
. _________________________________________________________________________________________________________|

1 INTRODUCTION

Cultivated watersheds are heavily impacted by agricultural
chemicals."? The intensive use of herbicides in grape produc-
tion means that small streams draining a wine-growing watershed
are particularly exposed to these pollutants.>* Numerous studies
have reported the presence of phenylurea herbicides such as di-
uron [3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea] in vineyard surface
or groundwater,*® causing serious environmental problems.?
Biological degradation processes are known to be a major
driver of the natural attenuation of pesticide residues in the
environment.”® Consequently, microbial communities geared to
pesticide biodegradation are likely to play a key environmental
role in purifying pesticide-contaminated ecosystems, from pol-
lution source (i.e. treated soils) right through to final receiver
waters.

Several laboratory studies have reported various biodegrada-
tion rates of diuron in agricultural soils, varying from several weeks
to several months.”'? Rapid and extensive mineralisation of diuron
or other phenylurea herbicides (i.e. within a few days) has often
been observed in soil repeatedly treated with these herbicides,
thereby revealing the capability of natural microbial communities
to adapt to phenylurea metabolism.*1!

Grass buffer strips have recently been developed as a solution
for reducing pesticide transfer by surface runoff from vineyard
parcels to streams.'? In the context of the new policy for

agriculture, the European Community recognised buffer strips
as an effective compensatory measure to mitigate the impact
of agriculture practices on the environment. Although pesticide
interception by grass strips has generally been proven effective,
little is known about the fate of intercepted pesticides.’>~'* This
question needs to be addressed to define useful procedures
to enable farmers to employ grass strips as a tool for limiting
pesticide leaching, promoting pesticide biodegradation, and thus
diminishing pesticide build-up in the environment.

Furthermore, although pesticide behaviour has been widely
studied in water—sediment systems® there are still only very
limited data on pesticide biodegradation potential in lotic
receiver waters."'>'® There is a need to assess the potential for
natural attenuation of contaminated lotic ecosystems through
estimates of the ability of aquatic microbial communities to
adapt to pesticide biodegradation.'” In small rivers, most of the
heterotrophic microbial activity resides in biofilms on immersed

* Correspondence to: Stéphane Pesce, Cemagref, UR QELY, 3 Quai Chauveau, CP
220, 69336 Lyon, France. E-mail: stephane.pesce@cemagref.fr

a Cemagref, UR QELY, 3 Quai Chauveau, CP 220, 69336 Lyon, France

b INRA-Université de Bourgogne, UMRMicrobiologie du Solet de 'Environnement,
17 Rue Sully, BP 86510, 21065 Dijon Cedex, France

Pest Manag 5c¢i 2009; 65: 651-657
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Seasonal variation in the response of riverine microbial communities to an environmentally relevant
exposure to glyphosate (about 10pg1~') was assessed on natural communities collected in spring and
summer, using two 14-day microcosm studies. The two experiments showed no major effect of
glyphosate on algal biomass (chlorophyll a concentrations), bacterial activity (|[*H]thymidine
incorporation), or bacterial community diversity (165 PCR-TTGE detection). Effects on algal community
composition (genus-level taxonomic identification) and eukaryotic community diversity (185 PCR-
DGGE on <100um organisms) were only detected on the samples collected in summer. This work
demonstrates that even if the effects of a short pulse of glyphosate (10pgl™') on riverine
microorganisms seem to be limited, the responses of natural microbial communities to glyphosate
exposure (and probably to other pesticide exposures) can clearly vary between the experiments, and
can be seasonally dependent.

Phytoplankton

River

Genetic fingerprinting
Seasonal response

@ 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The systemic non-selective herbicide Glyphosate (N-Phospho-
nometilglycine) is the most widely used herbicide in the world,
being routinely applied to control weeds in both crop and non-
crop areas (Baylis, 2000; Kolpin et al., 2006). Despite a relatively
short half-life of a few days in aquatic systems (Mallat and
Barceld, 1998; Giesy et al, 2000), glyphosate is frequently
detected in many rivers in both agricultural and urban regions
(Battaglin et al., 2005; Kolpin et al., 2006; Blanchoud et al., 2007;
Pesce et al, 2008a). This contamination can pose significant
toxicological risks to resident aquatic organisms. In aquatic
environments, microbial assemblages play critical roles, including
primary production, nutrient cycling and decomposition of
organic matter. The physiological properties of microalgae are
likely to make them primary targets for herbicide residues in
contaminated waters. Previous single-species studies have re-
ported low toxicity levels of glyphosate for algae (Peterson et al.,
1994; Gardner et al, 1997; Sdenz et al, 1997; Wong, 2000;

* Corresponding author at: CEMAGREF, UR MALY, 3bis Quai Chauveau CP 220
69336 Lyon, France. Fax: +33 478477875,
E-mail address: stephane. pesce@cemagref.ir (5. Pesce).

0147-6513/% - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ecoenv.2009.07.004

Tsui and Chu, 2003) and bacteria (Bonnet et al., 2007), with
measured toxicity values (effective concentrations generally
=1mgl~!) being much higher than the glyphosate concentrations
detected in natural waters, which rarely exceed a few micrograms
per litre (e.g. Kolpin et al., 2006; Pesce et al.,, 2008a; Botta et al.,
2009). Nevertheless, and given the need to enhance the integra-
tion of ecology and ecotoxicology (Relyea and Hoverman, 2006), it
is now well-established that the microbial community level is a
more suitable model than single-species testing to assess
pesticide effects on microorganisms (e.g. Brandt et al., 2004;
Dorigo et al., 2004).

Studying coastal microbial communities in in situ microcosms,
Stachowski-Haberkorn et al. (2008) showed that a 7-day exposure
to low concentrations of Roundup™ ( <10 pgl~') was able to affect
the microbial diversity. Perez et al. (2007) recently underlined the
lack of studies investigating the effects of glyphosate on fresh-
water microbial communities. Using a mesocosm approach, they
showed that high concentrations of the commercial formulation
Roundup™ (6 and 12mgl~" of the active ingredient glyphosate)
led to changes in the structure of planktonic and periphytic
microbial assemblages. Schaffer and Sebetich (2004) found that
Rodeo™ treatments (0.125 and 12.5mg 1! of the active ingredient
glyphosate) resulted in significant stimulation of primary pro-
ductivity of a lake phytoplankton community during a seven hour
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Vineyard areas are important causes of water contamination, especially by pesticides and residues.
These compounds can markedly disturb aquatic communities particularly photosynthetic organisms
that are targeted by herbicides. Biofilms and diatoms were used as bioindicators for quality assessment
in the Morcille watershed, an area impacted by Beaujolais vineyards (SE France), during the pesticide
spreading period (April-May 2008 ). Biofilms were allowed to settle on glass slides for 4 or 8 weeks at

R‘_‘-’-V""’D"fis-' threesites alonga 7-km long gradie nt of trophic (mainly orthophosphate) and pesticide pollution. Aftera
River biofilms e . p

Tl 4-week colonization, samples from the two contaminated downstream sites were transferred upstream
Pesticides to the clean site for 4 weeks while others were left in the same place.

In vivo fluorescence measurements indicated that the periphytic communities were dominated by
diatoms. Going downstream, biofilm biomass and diatom species richness decreased; normalized
diatom indices (including the French standard BDI) expressed the increase in trophic status quite well.
The species composition of the assemblages was used to discriminate between the effects of nutrients
and toxicants, which increased simultaneously as the river continued downstream.

The way in which the biofilm sam ples transferred upstream recovered was quite different depending
on the location of the original site in the contamination gradient. Most of the quantitative descriptors
reached a level comparable to that of the reference communities, but the diatom assemblages (cell
density per surface unit, taxonomic composition) varied between dates and along the gradient. These
communities did not entirely recover a reference structure but the increase in diversity, associated with

Biological Diatom Index
Community analysis
Diuron

Recovery

the settlement of sensitive species, suggested an elevated recovery potential.

@ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Aquatic life constitutes the ultimate indicator of conditions in
aquatic systems, and many studies undertaken to assess the
degradation of habitats and water quality have been based on key
organisms (primary producers, benthic invertebrates and fishes).
In particular, periphytic diatoms are widely used for monitoring
purposes because of their value as indicators of organic pollution,
eutrophication and acidification (the major diatom-based indices
are reviewed in Prygiel et al., 1999). More recently, in situ surveys
of toxic pollutants like heavy metals (Ivorra et al., 2002; Gold et al.,
2003; Morin et al., 2008a) or pesticides (De Jonge et al., 2008;
Morin et al., 2009) have provided data in favour of an extension of
the application domain of diatoms indices.

Reaching a ‘good ecological status' (i.e. close to reference
conditions) for most surface waters by 2015, as imposed by the
European Water Framework Directive (2000/60/EC), should lead to

* Corresponding author. Tel.: 433 557 892721; fax: +33 557 890801.
E-mail address: soizic. morin@cemagref.fr (S. Morin).

1470-160X/$ - see front matter @ 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ecolind.2009.07.008

the rehabilitation of many impacted sites. In this context, growing
interest is now given fto studying recovery ftrajectories and
community resilience in aquatic environments. Due to their key
ecological role in streams and rivers, studying and understanding
biofilm resilience is a matter of importance. Since polluted sites are
difficult to remediate and generally necessitate long-term sur-
veillance, the assessment of the consequences of site rehabilitation
on periphytic communities could be helped by rapid alternative
methods. The use of translocation approaches (from up- to
downstream of a point source of contamination and vice versa)
has thus been proposed to provide an in situ assessment of the
impacts on un-exposed microbenthic communities or of the
resilience of chronically exposed communities after mimicking a
reduction of pollution pressure by biofilm translocation (Ivorra
et al., 1999; Tolcach and Gomez, 2002).

Considering the lack of knowledge about the recovery
trajectory of microbenthic communities moved from contami-
nated sites, we propose here an in situ survey for studying biofilm
and diatom recovery potential in the Morcille River (France) which
exhibits increasing pesticide contamination with vineyard pres-
sure (Gouy et al., 1998; Lagacherie et al., 2006; Rabiet et al., 2008),
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ABSTRACT

Microbial biofilms are useful indicators for monitoring the ecological state of rivers. When
assessing the effects of toxicants on microbial communities in natural ecosystems, special
attention must be paid to the distinction between such effects and those resulting from
other environmental variables. The pollution-induced community tolerance (PICT)
approach offers the means to partially isolate effects of individual toxicants within
a complex ecosystem by studying shifts in community sensitivity. To validate PICT for site-
specific risk assessment, we investigated how closely diuron tolerance acquisition by
photoautrophic biofilm communities could reflect their previous in situ exposure to this
herbicide. To this end, a field survey was conducted for 9 months in a French river
contaminated by diuron inputs from adjacent vineyards. Spatio-temporal variations in
diuron tolerance capacities of photoautotrophic communities were estimated monthly
using short-term photosynthetic bioassays. The biological survey was coupled with
intensive physico-chemical monitoring to analyze the environmental factors influencing
tolerance induction. We revealed a possible influence of three co-varying environmental
variables (nitrates, conductivity and temperature), but statistical analysis clearly demon-
strated that the main factor explaining variation in diuron sensitivity was the mean in situ
diuron exposure level during biofilm colonization periods. A remarkable exponential
correlation between ECs; values and in situ diuron concentrations (R*=0.90, p < 0.0001) was
recorded, confirming that PICT can be a powerful tool for the environmental monitoring of
Tivers.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1, Introduction

pressure: the macrophytes biological index for rivers (Haury
et al.,, 2006), the biological diatom index (Lenocir and Coste,

One intention of the European Water Framework Directive
(WFD) is to achieve good chemical and ecological status of
waters, and further directives have recently been issued in
support of this goal (Fuerhacker, 2009). Bioindicators sup-
porting European legislation (invertebrates, fishes and
macrophytes) have been defined to characterise trophic

* Corresponding author. Tel.: 433 472208795; fax: +33 478477875.

1996) and the standardized global biological index (AFNOR, NF
T 90 350, 2004). However, research works are in progress to
design or propose new bioindicators appropriate for toxic
substances. Organic pesticides are one important group of
environmental contaminants taken into account by WFD.
According to the article 16 of the WFD, a list of 33 priority

E-mail addresses: stephanepesce@cemagref.fr (S. Pesce), christelle. margoum@cemagref.fr (C. Margoum), bernard.montuelle@

cemagref. fr (B. Montuelle).
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Abstract Developing new biological indicators for
monitoring toxic substances 15 a major environmental
challenge. Intensive agricultural areas are generally
pesticide-dependent and generate water pollution due
to transfer of pesticide residues through spray-dritt,
run-off and leaching. The ecological effects of these
pollutants in aquatic ecosystems are broad-ranging
owing to the variety of substances present (herbicides,
fungicides, insecticides, etc.). Biofilms (or periphyton)
are considered to be early waming systems for
contamination detection and their ability to reveal
effects of pollutants led researchers to propose a
variety of methods to detect and assess the impact of
pesticides. The present article sought to provide new
insights into the ecological significance of biofilm
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microbial communities and to discuss their bicindica-
tion potential for water quality and land use by
reporting on 4 years of research performed on the
French Ardiéres-Morcille experimental watershed
(AMEW). Various biological indicators have been
applied during several surveys on AMEW, allowing
the characterisation of (i) the structure and diversity of
biofilm communities [community level finger printing
(CLFP) such as PCR-DGGE and pigment classes],
(ii) functions associated with biofilm [community level
physiological profiles (CLPP) such as extracellular
enzymes, pesticides biodegradation or carbon sources
biodegradation] and (iii) biofilm tolerance assessment
(pollution-induced community tolerance, PICT) of the
main contaminant in the AMEW (copper and diuron).
Approaches based on CLFPs and PICT were consistent
with each other and indicated the upstream—down-
stream impact due to the increasing land use by
vineyards and the adaptation of algal and bacterial
communities to the pollution gradient. CLPPs gave a
contrasted bioindication because some parameters
(most of the tested extracellular enzymes activities)
did notdetect a pollution gradient. Such CLPPs, CLFPs
and PICT methods applied to biofilm could constitute
the basis for a relevant in situ assessment both for
chemical effects and aquatic ecosystem resilience.

Keywords Biofilms - River - Biological indication -
Pollution - Community level physiological profile -
Finger prints - Pollution-induced community
tolerance
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Abstract

Purpose Surface runoff and erosion are major drivers of
pesticide transport from soils to rivers draining vineyard
watersheds. A recent study showed that applications of
diuron on vineyards and diwon dispersal could lead to
microbial adaptation to diuron biodegradation from treated
soils to the receiving hydrosystem. Given the limited
knowledge on microbial adaptation to pesticide degradation
in aquatic environments. we conducted a microcosm study
designed to assess the impact of runoff and erosion
processes on the adaptation of riverine-sediment microbial
communities to diuron mineralization.

Materials and methods The experimental laboratory set-up
consisted in aquariums filled with natural riverine sedi-
ments and water and supplemented or not in triplicate (a)
with diuron to simulate surface water runoff and (b) with
diuron-treated vineyard soil to simulate erosion following a
strong rainfall event. The resulting effects were estimated
by assessing and comparing (a) the fate of diuron and
diuron partitioning between sediment and water phases, (b)
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the evolution of sediment-based bacterial community
density and community structure, and (¢) the evolution of
diuron mineralization potential in sediment samples.
Results and discussion Diuron dissipated rapidly in all the
microcosms, with half-life values varying between 1 and
3 weeks. The treated soil (and then soil microbiota) or
dissolved diuron inputs to microcosms had no significant
effect on sediment bacterial density and community
structure. After 2 to 4 weeks, both contamination proce-
dures led to a significant increase in sediment diuron
mineralization potential.

Despite the lack of effects on sediment bacterial density

and community structure, both diuron runoff and/or diuron-
contaminated soil erosion led to sediment community
adaptation to diuron mineralization. This confirmed that
chronic exposure to diuron may lead riverine sediment
communities to adapt to the degradation of this herbicide.
The shorter initial lag-phase in mineralization kinetics
observed in microcosms treated with diuron-contaminated
soil suggests transfer of degradative potential from soil to
sediment.
Conclusions Our observations confirmed evidence of a
high diuron biodegradation potential by benthic microbial
communities in chronically exposed watersheds and high-
lighted that inter-linkages between soil and sediments may
also meodify biological functions that regulate aquatic
ecosystems.

Microbial communities adapted to pesticide biodegrada-
tion are likely to play a key environmental role in reducing
pesticide exposure in contaminated ecosystems. To assess
this self-purifying function, further research is needed to
improve the estimation of real in-field pesticide biodegra-
dation kinetics and processes in both soil and aquatic
ecosystems without overlooking the inter-compartments
linkages that can occur.
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This study assessed the single and joint acute toxicity of diuron and two of its metabolites (DCPMU and
3,4-DCA) on natural phototrophic biofilms using a PICT approach with photosynthesis bioassays. River
biofilm communities were collected at three sampling stations exhibiting increasing concentrations of
diuron, DCPMU and 3,4-DCA from upstream to downstream. Applied individually, the parent compound
was more toxic than its metabolites, with DCPMU being more toxic than 3,4-DCA which only inhibited

Keywords: photosynthesis at very high concentrations (EC25 at about 5 mg/l). Sensitivity of biofilm communities to
Biofilms : % g % g ,
Dt diuron and DCPMU decreased from upstream to downstream, revealing tolerance induction in contami-
Pesticides nated sections of the river, as expected from the PICT concept. Nevertheless, PICT was not applicable for
Metabolites 3,4-DCA, which similarly affected upstream, intermediate and downstream biofilm communities. Chem-
Mixture toxicity ical mixtures of diuron and DCPMU demonstrated additive effects whereas combinations with 3,4-DCA
Photosynthesis enhanced the observed effects.

PICT Our results reveal that the individual and combined presence of diuron and DCPMU in lotic ecosystems
POCIS can have both short-term effects (as shown with bioassays) and long-term effects (as shown through the

PICT approach) on phototrophic biofilms, whereas environmental concentrations of 3,4-DCA may not

affect biofilm photosynthetic activity.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Natural freshwater ecosystems are exposed to chemical mix-
tures generally composed of multiple potential toxicants, including
pesticides. Agriculture is a major source of diffuse contamina-
tion of surface waters by pesticides (Schwarzenbach et al., 2006),
and streams located in agricultural areas are particularly exposed
to this kind of pollution. In these small lotic ecosystems, biofilm
microbial communities, which develop on immersed substrates or
sediments, play a key ecological role by contributing substantially
to energy flow and nutrient cycling (Battin et al., 2003). Strong
interactions occurred between biofilms and dissolved substances
such as pesticides (Sabater et al., 2007 ). Their physiological charac-
teristics make photoautotrophic biofilm communities (microalgae
and cyanobacteria) potential primary biological targets in lotic
ecosystems contaminated by photosynthetic inhibitor herbicides.
Among this class of pesticides, the phenylurea herbicide diuron (3-

* Corresponding author. Tel.: +33 472208795; fax: +33 478477875.
E-mail addresses: stephane.pesce@cemagref.fr, stephane.pesce@cemagref.fr
(S. Pesce).
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(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea), which belongs to the list
of priority pollutants defined by European Water Framework Direc-
tive (WFD, 2000/60/EC), is one of the most frequently detected
in freshwater ecosystems. Several recent reports have confirmed
the presence of this herbicide in streams and rivers in agricultural
regions (e.g. Pesce et al., 2008a; Schuler and Rand, 2008; Stork et
al., 2008; Morin et al., 2009).

There is now evidence from several experimental studies
that environmentally realistic concentrations of diuron (i.e. a
few micrograms per liter) can directly and/or indirectly affect
freshwater microbial communities, including the autotrophic and
heterotrophic compartments (Perschbacher and Ludwig, 2004;
Pesce et al., 2006, 2008b; Francoeur et al., 2007; Tlili et al., 2008,
2010; Ricart et al., 2009; Tadonléké et al., 2009). Moreover, field
studies have also revealed that in situ diuron exposure of biofilms
in a contaminated stream can induce microbial adaptation pro-
cesses leading to an increase in diuron mineralization potential
(Pesce et al., 2009) and tolerance capacities (Dorigo et al., 2007;
Pesce et al., 2010) in exposed periphyton. The acquisition of toler-
ance by photoautotrophic communities following chronic diuron
exposure was previously observed in microcosms studies using
marine (Molander and Blanck, 1992) and freshwater (McClellan et
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Pesticide mixtures extracted from POCIS can affect chl a fluorescence, photosynthetic efficiency and community structure of natural biofilms.
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Polar organic chemical integrative samplers (POCIS) are valuable tools in passive sampling methods for
monitoring polar organic pesticides in freshwaters. Pesticides extracted from the environment using
such methods can be used to toxicity tests. This study evaluated the acute effects of POCIS extracts on
natural phototrophic biofilm communities. Qur results demonstrate an effect of POCIS pesticide mixtures
on chlorophyll a fluorescence, photosynthetic efficiency and community structure. Nevertheless, the
range of biofilm responses differs according to origin of the biofilms tested, revealing spatial variations in
the sensitivity of natural communities in the studied stream. Combining passive sampler extracts with
community-level toxicity tests offers promising perspectives for ecological risk assessment.

@ 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Monitoring programs throughout the world have reported the
widespread occurrence of organic pesticides in freshwater bodies.
Agriculture is a major source of diffuse contamination of surface
waters by pesticides (Schwarzenbach et al., 2006), and streams
located in agricultural areas are particularly exposed to this kind of
pollution. In these small lotic ecosystems, microbial biofilm
communities, which develop on immersed substrates or sediments,
play a key ecological role by contributing substantially to energy
flow and nutrient cycling ( Battin et al,, 2003). Biofilms interact with
dissolved substances including pesticides (Sabater et al, 2007),
integrate the effects of ecosystem disturbances, and have a strong
capacity to adapt to environmental changes (Bums and Ryder,
2001; Montuelle et al,, 2010),

In natural ecosystems, biofilms are typically exposed to
mixtures of pesticides (Chévre et al., 2006). Several authors have
emphasized the need to consider mixtures when assessing the
ecological effects of pesticides (Chevre et al.,, 2006; Knauer et al.,

* Corresponding author.

E-mail oddresses: stephane.pesce@cemagreffr (5. Pesce), soizicmorin@
cemagref.fr (S. Morin), sophielissalde@cemagreffr (S. Lissalde), bemard.
montuelle@cemagref.fr (B. Montuelle), nicolas.mazzella@cemagref.fr (N. Mazzella).

0269-7491/$% — see front matter @ 2010 Elsevier Ltd. All nghts reserved.
doi: 10,1016 /j.envpol.2010.11.034

2010) but there is still debate as to the best way to address the
issue (Knauert et al, 2008, 2009). One possible approach for
identifying the risks posed by mixtures of pollutants in contami-
nated waters is to combine passive sampling with the assessment
of extract toxicity via bioassays (Bopp et al., 2007; Shaw et al.,
2009). Among the passive sampling methods available, polar
organic chemical integrative samplers (POCIS) are valuable tools for
monitoring polar organic pesticides in freshwaters (Alvarez et al.,
2004; Mazzella et al.,, 2008, 2010). POCIS is able to retain a large
range of polar organic pollutants with a log Kow from 0 to 4, and
belonging to different classes (e.g. hormones, non-ionic detergents,
polar pharmaceuticals and pesticides) (Alvarez et al., 2004, 2007;
Macleod et al, 2007). This passive sampling technique notably
offers new possibilities for facilitating the assessment of the rela-
tionship between tolerance induction in biofilm communities and
mean polar contaminant exposure in pollution-induced commu-
nity tolerance (PICT) approaches (Pesce et al., 2010b; Rotter et al.,
2010).

To date, few studies have combined POCIS with toxicity testing,
and the previous effects assessments were performed to evaluate
the estrogenic potential of POCIS extracts using the yeast estrogen
screen (YES) bioassay (Petty et al., 2004; Vermeirssen et al,, 2005;
Liscio et al, 2009). Other polar organic samplers (empore™
extraction disks) have been combined with photosynthesis bioas-
says using microalgae for sample phytotoxicity assessment (Escher
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1 Introduction

Pollution of aquatic ecosystems by pesticide contamination 1s a major environmental
concern. Numerous authors have addressed the frequent occurrence of chronic or
acute herbicide contamination of freshwater ecosystems in both agricultural and
urban areas of the world (Devault et al. 2007; Gilliom 2007: Schuler and Rand
2008; Woudneh et al. 2009). The physiological characteristics of photosynthetic
microorganisms make them attractive as targets for herbicides in aquatic ecosys-
tems. Since these primary producers form the basis of trophic structure in many
aquatic environments, herbicides may threaten the entire equilibrium of the ecosys-
tems they contaminate.

S. Pesce (-0)
Cemagref, UR MALY, 3bis quai Chauveau, CP 220, Lyon cedex 09 69336, France
e-mail: stephane.pesce @cemagref.fr

D.M. Whitacre (ed.), Reviews of Environmental Contamination and Toxicology, 87
Reviews of Environmental Contamination and Toxicology 214,
DOI 10.1007/978-1-4614-0668-6_5, © Springer Science+Business Media, LLC 2011
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The present study aimed at assessing the recovery of phototrophic and heterotrophic biofilm com-
munities after a decrease in copper exposure. An original experiment was designed to evaluate the
possible influence of non-exposed (i.e. pristine) communities (e.g. via immigration processes) in recov-
ery dynamics. Laboratory channels were used to study the structural and functional changes in microbial
communities after a 4-week Cu exposure period in the presence and absence of pristine biofilms. When

Keywords: pristine biofilms were present, phototrophic communities recovered within 6 weeks, both in terms of
[B;;tt;:_; biomass, structure and photosynthetic activity. Recovery processes were also detected using the PICT
fmmigration approach. In contrast, in the absence of pristine communities, all of the Cu-induced changes recorded in
Periphyton the phototrophic communities remained throughout the recovery period.

Phatosynthesis Regardless of the presence or absence of pristine biofilms, the decrease in Cu exposure did not abolish
PICT Cu-induced changes in bacterial community structure, whereas functional recovery (based on beta-
glucosidase activity) was complete in both recovery contexts.

These results revealed that microbial community response to a decrease in Cu exposure differs between
phototrophic and heterotrophic communities. The presence of pristine communities greatly influences
the structural and functional recovery of phototrophic communities, suggesting an important role of
microbial immigration processes, but have far less influence on the recovery trajectory of heterotrophic

communities.

@© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The restoration of chemically contaminated aquatic ecosystems
has become an important concern, especially through environ-
mental policies such as the European Water Framework Directive
(2000/60/EC), prompting growing interest in studying recovery
trajectories and community resilience in aquatic environments
(Depledge, 1999; Ivorra et al., 1999; Tolcach and Gémez, 2002;
Dorigo et al., 2010a; Morin et al., 2010). In lotic ecosystems, peri-
phytic biofilms assume key ecological functions such as primary
production and nutrient cycling (Battin et al., 2003). These micro-
bial assemblages are formed by phototrophic and heterotrophic
communities, both of which are characterized by short genera-
tion times. This, together with the fact that they are the first to

* Correspondingauthor at: Irstea, UR MALY, 3 bis quai Chauveau - CP 220, F-69336
Lyon, France. Tel.: +33 472208795; fax: +33 478477875.
E-mail addresses: soizic.morin@irstea.fr (5. Morin), joan.artigas-alejo@irstea.fr
(]. Artigas), bernadette.volat@irstea.fr (B. Volat), marina.coquery@irstea.fr
(M. Coquery), marc.neyra@irstea.fr (M. Neyra), stephane.pesce@irstea.fr (S. Pesce).

0166-445X/§ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aquatox.2011.12.006

interact with dissolved substances, makes biofilms a candidate
“early warning system” for detecting the effects of chemicals on
aquatic systems (Sabater et al., 2007). Despite an increasing num-
ber of studies on the impact of toxicants on biofilm microbial
communities, knowledge on their recovery dynamics following
a decrease in exposure levels remains scarce (e.g. Boivin et al.,
2006; Dorigo et al., 2010a,b; Morin et al., 2010; Rotter et al.,
2011).

Aquatic environments are highly affected by metal pollution,
with copper (Cu) being one of the most commonly detected con-
taminants in surface waters (Bossuyt and Janssen, 2004; Serra
and Guasch, 2009). Chronic exposure to Cu is known to result in
structural and functional effects in autotrophic and heterotrophic
biofilm microbial communities (Soldo and Behra, 2000; Boivinet al.,
2006; Serra and Guasch, 2009). The resulting changes in microbial
communities generally lead to an increase in community toler-
ance to Cu, in line with the pollution-induced community tolerance
(PICT) concept introduced by Blanck et al. (1988). The principle of
PICT is that chronic contact with a toxicant can result in changes
at the community level due to various toxicant-induced effects.
These include individual acclimation (physiological or genetic
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Use of polar organic chemical integrative samplers to assess
the effects of chronic pesticide exposure on biofilms
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Abstract The mesponses of aguatic organisms to chronic
exposure o emvimnmental concentrations of toxicants,
often found in mixtures, are poordy documented. Here
passive sumpler extracts were used in expenmental con-
tnmination of laboratory channels, to investigate their
effects on natural bioflm communitics, A realistic mixture
of pesticides extracted from Folar Organic Chemical Inte-
gmtive Samplers was used to expose biofilms in Isharatory
chamnels 10 toml pesticide concemrations Avemging
0.5 = (.1 pg I~ The level of exposure was representative
of fizld conditions in terms of relaive poportions of the
substances but the exposure concentration was not main-
taimed (decressing concentmtions between contamination
occasions), The impact on the stmictural as well as the
functional chameteristics of the mtotrophic and hetem-
trophic components was determined, osing biofilm grown
in uncontaminated conditons (eferene site) md in sites
exposed to pesticides (contaminated site). The exposure
impozed did not sigmticantly modify the stuaure or
functions of reference biofilms, nordid it modify tolemnce
as measured by mixture ECq (ECeq mix). In contrast, the
communitics from the more contarmnated  downs tream
section lost tolerance following decreased dose exposure,
but community composition remuined faidy stable. Cher-
all, these results indicate that low levels of contamimation
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Irsea, UR REAX, 5l Avenve de Verdun, 33612 Cevtay Cedes,
France
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did mot lead to strong changes in community struchure, and
I4-day changes in tolerance seemad © depend mainly on
physiological adsptation, sugpesting that other environ-
mental factors or longer-lasting processes prevailed, This
study reports the first attemmpt to use passive sampler
extracts a5 a realistic composite comtaminant for experi-
mental exposure of biofitms, with promising perspectives
in further eootoxicology studies,

Keywords  Periphyton - Realistic pesticide mixtuns .
POCES extracts - Low dose - Tolemnee - Diatoms

Introduction

Pesticide contwmination of the environment and the sub-
sequent responses of penphytic communities to pollutants
are often stafied using the pollmion-induced community
tolemnce (PICT) method, This approach is based wpon the
pssumption that a commumity that has been previously
exposed to a substance or group of substances would
ncquire tolerance (physiological andfor stroctural ) to these
pollutants greater than that of comparable communities
which had not suffersd such conditions (Blanck et al.
1988). Thus, differences in tolerance, which can be eval-
umted by short-term bioassays with incressing toxic con-
centration(s), can reveal a pastetdon the exposure history of
o hological commumity. This kind of approach 1= particu-
larly =uitable for dealing with complex entitics such as
periphytic commumities (Tl and Montuelle 20010 The
tolemnoe acquired by penphytic communities, measumed in
this way, expresses on the one hand 0 o physiological
adaptution of individuals, b alzo to a strectural modi G-
cation of communities | Dorigo et al. 2007 Duong et al.
2008; Monn at ol 2010a),
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copper exposure
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SUMMARY

L The impact of immigration on the recovery of diatom assemblages after chronic exposure to
copper was investigated in laboratory microcosms.

2 We examined the recovery trajectories of coppercontaminated biofilms after reducing copper
stress and with or without the possibility of immigration from unimpaired communities.

3. The biofilms mixed with unimpaired communities returned to a “control’ assemblage structure
within 6 weeks, with recovery patterns depending on the endpoint considered (ie 2 weeks for
relative abundances of diatom species but 6 weeks for total diatom biomass). In contrast, no
recovery was observed in assemblages placed under control conditions without external

immmigrants.

4. Immigration has important effects on the recovery of quantitative and qualitative characteristics

of biofilms.

Keywords: binfilm, copper, diatoms, immigration, recalonisation, recovery

IntroducHon

In the early 19905, Stevenson & Peterson (1989, 1991)
studied the emigration and immigmation of benthic
diatoms as determimants of periphytic commumities in
streams. Since their work, the influence of immigration
n freshwater benthic systems has mainly been consid-
ered in relation to recovery following sharp changes
in flow regime, that is, spate (Stevenson, 1990; Peterson
& Stevenson, 1992, Peterson, 1996) or episodes of
drought {Berenati, Shannon & Blinn, 1998; Bambalidis,
20090,

Translocation studies are increasingly used to assess the
reqvery potential of riverine periphytic communities
ibiofilms). They are generally performed by transferring
biofilms from contaminated sites to uncontaminated sites
upstream of the contamination source (Tolcach & Gomez,
Hi2; Dorigo ef al., 2010; Morin et al., 2010 Rotter ef al,
11} but sometimes by tramsplanting contaminated
communities to a neighbouring river with similar envi-
mommental conditions (Ivorra of al., 1999). Depending on
the study, the time for full recovery of diatom assemblage
structure has been estimated at from as Etfle as bwo

(Tolcach & Gomez, 2002) to over 9 weeks (Dorigo et al,
2010). The comtribution of immigration to recovery after
the episodes of contamination is often questioned in
translocation experiments and ecotoxicological studies in
general (eg Rorra efal, 1999; Morn et al, 2010a),
However, it remains virhually impossible to discriminate
between the effects of regrowth from remaining viable
cells and colonisation by new immigrants.

Here, we performed an experimental study designed to
assess the relative contribution of drift to the recovery of
diatom assemblages from copper exposure, A series of
laboratory chanmels were used to grow biofilms under
control and Co-contaminated conditions, prior to simu-
lating the recovery of exposed assemblages with and
without connectivity to unimpaired biofilms (i.e. allowing
or not species immigration from a pristine commmanity).
Total diatom biomass and species relative abundances
were monitored. In addition, a range of descriptors for
assessing diatom population dynamics (daily rates of
increase in diatom density, estimation of population
growth) were determined to identify the ecological
importance to the recovery of immigration as distinct
from regrowth from remnant cells.

Comrespondence: Soteic Motin, Intea, UR REBX, 5} avenue de Verdun, 33612 Cestas cedex, France. E-mail: soizic morndlimtea fr
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Effects of the fungicide tebuconazole on microbial capacities for litter breakdown
in streams
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Streams draining agriculftural basins are subgacted (0 the input of fungicides wikd can afect aguatic
microhial communities. We analyzed the effect of the fungicide tebuconazcle (TEX ) onA las glutinosg and
Populus nigra litter breakdown by aquatic microorganisms. For six weeks, fungal and bacterial responses

Aczpted 22 fune 2012 WErE analyZed it indoar stream channels subjacted to THZ-contaminated (33,1 + 124 gL ) anduncon-

[aminzated conditions. Lither breaiedown rates decreased in presenoo Of THZ. The decredse was Eﬂpmﬂﬂﬂ
iﬂlﬁ- "Dy reductinns in Microbial biomass fevelonment and shifts in cOmmumity structure. At the same time, THE
Mﬁ‘i‘l":;":ms modified the kinetics of f-gluoositass, P-1ylosidase and cellobiohydroise Srrymes resulting in iower
Bacierta aMmnities for celfutose and hemiceliulose deCoMpositon in leaves. Thase iterations were modulated by
Extracelular eryme= kinstics the [iter quality: the greatest strochoral impairment was chserved in Populis whersas ARIES Were mone
Fungt affected in (ETMS of leaf breakdown rate. Our results sugpest that chronic expasure to TEZ can affect
Fopalus oz AUatic MECTOHiZ] COMTTnities and their capacity to break dow 1eaf litter in streams.

© 2012 Eisevier B V. All rights reserved.

1. Intreduction

Litter breakdown, a process involving the activity of Fungi and
bacteria, plays a central role in the metabolism of forested stream
environments {Suberkropp and Klug, 1976 Althoush a varety of
internal and external factors may govern breakdown (Gessner and
Chauves, 2002, the impact of pesticides on leaf microbial commu-
nities has been under-researched [Duarte et al, 2008: Piscant et al,
2009]. Given the crucial role of fungi in litter degradation, we might
expect this microbial process to be impacted by fungicide exposure,
Fungicides, used to prevent foliar diseases in a wide range of veg-
ctable, fruit and ornamental crops, are present in many streams
[Battaglin et al, 2011}, especially in vineyard regions ( Montoelle
et al, 2010, They can be found either in the flowing warer | Rabiet
et al, 2010] or accumulated in sediments, where they are found
usuakby at higher concentrations | Bermidex -Couso et al., 2007 L The
frequency of fungicide applications in vineyards and the runoff duwr-
ing rainfall episodes regulate their inpots {Bermddez-Couso et al,,
2007]. These environmental residues are thus a potential threat to
aguatic microbial commanities and their ability to degrade organic
matter in streams.

Tebuconaz ole (T gHzzCiNz D) (TBZ) is a broad-spectrum azole
fungicide that inhibits the biosynthesis of ergosterol, a key

# Corresponding suthor. Tel +33 0 472 BAS 7 48; fzc: +31 (1478 477 BT 5.
E-mml meokess; joan artigasaleio@gmad.com ). Artigas).

DECS-S5KY - 32e front matter & 012 Blsevier BV, All rightas reserved.
http: e dod g 1L 10 16/ jaguatox 201206011

component of the fungal cell membrane, hampering the develop-
ment of fungal biomass (Copping and Hewitt, 1998]) Inrecent years,
the presence of TEX in stream water has increased (Montuelle etal,
20r110), possibly due to the prohibition of carbendazim in fungicide
formulations [EC 11072008, TEL concentrations detected in cen-
tral European streams range between 0.02 and 9.1 pgl-" (Bererzen
et al, 2005; Habiet et al, 2010) but contamination peaks mostly
oocur during Aooding episodes in summer | Rabiet et al, 20000 The
impact of TBZ on microbial communities has been evaluated in soils
[Cycofiet al., 2006; Mufioz-Lea etal, 2011}, but researchin aguatic
environments is rather recent{ Bondschuhetal, 201 1; Zubrod et al,
201 1). Despite the lack of information on TBE efects on aguatic
microbial communities, preliminary results suggest that this fungi-
dde can globally redece fungal biomass development and cause
shifts in fungal community composition in submerged leaf litter
[Bundschuh et al, 2011 . Also, indiredt effects on bactenal commu-
nities have been documented in soils {Johansen et al., 2001 ; Cyoofh
etal, 2006). Otherexperiments, by contrast, found noimpact of TEZ
on soil microbial communities [Strickland et al, 2004). This lack
of consensus may be explained by differences in exposure times
and concentrations of the fungicide utilized between experiments
[Mufioz-Leoz et al, 2001}

Extracellular hydrolytic and oxidative enzymes are used by
microbial heterotrophs to degrade litter polysaccharides into small
monomers {Chamier, 1985; Sinsabaugh et al,, 1904}, While fungal
enzymes are ofien involved in the breakdown of complex polysac-
charides (eg cellubose and lignin), bacteria tend to decompose



Al19

o]
D by PSP Violume 21 —No B. 20012 Fresenius Emaroremental Bull=tn LU_.

Wiy

VARIATIONS IN PERIPHYTIC DIATOM TOLERANCE
TO AGRICULTURAL PESTICIDES IN A CONTAMINATED
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ABSTRACT

1. INTRODUCTION

Panphywhie diatoms are an mmportant phototrephic
component of mver biofilm and are used m stn for the
biomdication of pollution a5 well 25 m Iaboratory ecotom-
cological tests o assess the toxierty of contamumants. In
sprmg 2009, photofrophic hiofilm samples mostly com-
posed of diatoms were collected 1n 2 small nver and their
sensiimvity fo the herbimde dnoon was estimated w13 pho-
mm'mh&.r_. boassayvs. A large difference in folerance to
dnmon was demonshated between two penphytic com-
mumities from an upstrean unpolhuted site and 3 down-
stream sife subjected to ligh seasonal confammation by
pesticides. The companson of diatom comummty shuc-
e between sites revealed 1mportant vanatons of the
relative abundance of some species which could explan
thiz difference. Consequently, some of these species were
1olzted from the rover in autunm when tooe pressure was
low, and kept in culture for more than six months o un-
contzmumated water. Acute torcity tests of dmon based
on growth mmhibihon were then performed on each spe-
cres. Swpnsmgly the senmfmntes of the species as esh-
mated by EC30) were almost the same However two
strams of another species that could be 1solated from each
site of the mver showed sigmficant differences m toler-
ance o dnwon and copper, another contamunant of the

ver, These results suggest the maportance of adaptation
at the mbraspecific level in the mduwchon of permhyhc
commmrity tolpznce to tomicsnis. Thuas, thewy portend
difficulties to fawly assess toxie pollution effects m ztu
with classical omdication field methods at the conwm-
mity level.

KEYWORDS:
diatomn; toderance; pesticide; adaptation; bicandication.

Pesticides contarmmate nivers draming agriculberzl ar-
ezs vz spray dnft and minoff and can generate toxic sivess
to aquatic organisms, Accordng to the PICT concept [11,
p-erq:lh}‘m comgmumihes exposed to one toxeant may
merease their tolerance to this toomeant. Thus, the merease
in tolerance of a commmity to a pesticide 5 Imuln reveal
the contaminzton of the mver. Tolerance acqusihion m
commumtes may result either ffom the eplacement of
sensitive spectes by mote tolerant omes, or from the de-
velopment of more folerant populations m the commmum-
ties without change m species conpomtion.

Dhatoms are 2 major component of lote penphyvion
and are commmonty wsed a5 bioindicators of mer eutrophi-
caton Mﬂ:mughhule:l_km'n zbout their response to
toxicants, diatom commmmities may be altered by expo-
sue to pE"S.‘I:I.i‘.‘D.'ES. and therefore also used for the bicandi-
cation of nver confamination Emmum!ugmai studies
with distom commmmities have revulted n the idennfica-
tion of ather tolerant or sensiive species. In 3 commmmity
under toxsc pressure, tolerant species may develop at the
expense of sensifive ones. However, the capacity of adap-
tzhion at the species level has been hitle orreshizated and
may contnbute to a large extent fo community tolerance
zogmisthon [2-4]

From the observation of a high merease m penphytic
commmmty tolerance to the herbicide dimon mm a con-
tamination gradient (Moreille River, France), the possible
ways commumbes can adapt were exanuned m this study
nzng ecotoxcological tests on monoclonal dlatoon enl-
tures. Tolerance vanmations between species were com-
pared fo vanatons between genefically differentiated popu-
lations of the same spectes and within the same monoclonal
population

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Study area

Penphyton sammples were collected at twro sites zlong
the Morcille Frrer (Beaujolais, France} which presents a
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Benthic diatom assemblages from fve simpling
gtes located on two rivers were characterized
amultancously by means of traditional microscopic
observations and PCEDGGE fingerprinting with
primers specifically designed for Bacillariophyceae.
Community structure, richness, and diversity
wmessed by both methods were compared. Diatom
hists obtained from morphological identification
werne separated inw subsets, depending on (i) the
txonomic level considered (genus, species, variety)
mnd, for each of them, (i} the relative abundance
(RA) of each component (the whole data set, RA >
1%, RA > 2%). These data were then compared to
genetic  Angerprinting  data. Clusters based on
taxonomic compostion and DGGE banding patterns
were very similar, howing good correspondence of
commumity structure between the two methods.
Data were compared by linear regressions between
mdices (richness, diversity) and by Mantel tesis on
dissimilarity matrices generaied for each community
compositon data set. Statistical analyss indicated
that the most reliable correlations with fngerprintng
were obtained for genera representing more than 1%
RA or spedes representing more than 2% RA The
rmesulis reveal that the PCRDGGE protocel described
here offers a stisfactory altermative for performing
preliminary  soreening  of coarse  differences  in
dintom global commumnity structune between samples.
It can be as a good cump]cruml to
tuxonomic analyses, which stll remain m:cl:ﬁsaj' to

abundance in mtumal assemblages.
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Key  tdex  words: Bacillariophyceae;  community
structure; diversity; genetic ingerprinting:; @xonomic
approaches

Abbreviations: ARISA, automated nbosomal inter-
penic spacer analyss: DGGE. denaturing  gradient
gel electrophoresis

Diatoms are widely used as indicatos of water
qu.‘ll.lu (Kelly and W hirton 19495, Dell U Tomw 2004,
Lavaie et al 2006, Coste et all 2000). The criteria
used for diatom iden tification have evolved following
technological improvements in both microscopy and
in the pedormance of molecular wals. Identifiation
of diatom species and/or varieties based on frustule
maorphology.  which is sill the most common
method, FEGUITES Certain  axononmic skills and i
qui[r I:'lme-l:inmulning_ For this reason, there s an
increasing demand o extend the use of molecular-
based methods for monitoring  purposes or for
odiversity assessments, Diatom classibeation using
molecular ol B sull in development, and  the
resulis of different molecular analyses often do not
agree with one another (eg., Therior er al. 2008).
Recently, Valiente Moro et al. (2009) {1{?‘.‘&[{}[){_‘:1 S8
of PCR primers for the amplification of microalgal
genes from envimonmental samples. They designed
spedesspecific primers, with diatoms as the spedfic
target group. Primer ses based on 185 rDNA
sequences were tesied on natural Bcusirine plank-
tonic diatoms, and were found o be highly specific.
In their study, diarom diversity in the environmen tal
samples originatng from two different freshwater
ecosvstems (in France) was siudied wsing cloning
and sequencing. The authors highlighted the useful-
ness of this method for studving freshwater microal-
pal communities and even for developing molecular
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ABSTRACT

Thie aim of this study was to evaluate the use of freshwater sediment biodegradation potential as an
ecological indicator for monitoring microbial recovery following a decrease in chronic pesticide exposure.
For this purpose, a four-year case study (2008-2011) was conducted in a smail stream (Morcilile river)
lomg exposed to high diuron concentrations, increasing from upstream to downstream, Our results show
that the ban on diuron in December 2008 resulted in a progressive decrease in its concentrations in
the Morrille mver over the sureey period. However, divron remained present in the water three years
after the ban. The spatio-temporal variations in the sediment bicdegradation potential were assessed
by radiorespirometry wsing [ring-U-"C] diuron to estimate diuron mineralization potentials. Between
autumn 2008 and autumn 2011, mean divron mineralization percentage after 15 weeks of incebation
decreased by B5% downstream and by 82% in the intermediate sector, and mean 10% divron dissipation
time values increased between 143% (downstream) and 210% {intermediate). Thus the decrease in the
level of chronic divron exposure in the fver also caused a fall in sediment diuron-mineralizing capacities,
revealing a corresponding recovery of microbial communities. Our results show that the use of freshwater
sediment biodegradation potential may be useful for assessing microbial recovery after a decrease in
chronic exposure to pollutants, opening prospects for developing a new class of ecological indicator to
monivor the recovery of biclogical quality of water resources. In this way, the use of molecular approaches
based on direct extraction of nucleic acids from environmental matrices and their subseguent analysis by
PCR-based approaches to quantify the abundance of pesticide-degrading communities could represent a
promising alternative.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Intreduction

2005), Mearly all of the pesticides listed have since then been
prohibited for use in several European states. For example, the

‘Water resources and aguatic ecosystems are an essential con-
cern of any policy for sustainable development. European Water
Framework Directive {WFD, 2000) is aiming to achieve good
chemical and ecological status of waters by 2015, The European
Commission was required to come forward with specific legis-
lation regulating in more detail the general requirements of the
Water Framework Directive in relation to chemical pollutants,
In accordance with Article 16 of the WFD, the European Union
drawn up a list of 33 priority substances representing a significant
risk o or via the aguatic environment. Most of these substances
are synthetic contaminangs, including pesticides (Coquery et al,

* Corresponding suthor. Tel: £33 4722087 95; fax: 431 47647 TET 5.
E-muidl nddresses; stephane pesre@irsiea fr (5 Pesce],
christelle margoum@irstea fr (C. Margaum), Nadine. Rouzrd@dijon inra fr
(M. Roward?, Fabrice. Martin@dijor.inrafr {F. Martin-Laurent &

14701 GON/% - see front matter © 2002 Elsevier Lbd. All rights resenved.
htepffdedocorg’ 1001016 ecdlind 2012.12014

herbicide diuron {3-(3 4-dichlorophenyl)- 1,1 -dimethylurea, Bayer
CropScience) was banned in France in December 2008 (French
Republic Official Journal No, 204; 04.00.2007 }in application of the
EC directive 2007/417{EC,

Diuron is a phenylurea herbicide used for total control of weeds
and maosses. This pesticide inhibits photosynthesis by blocking
electron transfer in photosystem 11 of plants and photosynthetic
microorganisms (Wessels and Van der Veen, 1956), Iks intensive
use in urban and agricultural areas during the recent decades has
led to frequent surface water contamination, as confirmed by sev-
eral recent studies highlighting the presence of diuron in vanous
rivers draining agricultural watersheds (eg. Pesce et al, 2008a;
Schuler and Rand, 2008; Stork et al,, 2008 ). There is now evidence
from many experimental studies that environmentally realistic
concentrations of diuron (i.e. a few micrograms per liter) can affect
freshwater microbial communities, including the autotrophic (see
for review, Pesce et al, 2011a) and heterotrophic [(Pesce et al,
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Abstraet A real-time quantitative PCR method was devel-
oped to detect and quantify phenlylurea hydrolase genes’
(puhA and puhB) sequences from environmental DNA sam-
ples to assess diuron-degrading genetic potential in some
soil and sediment microbial communities. In the soil com-
munities, mineralization rates (determined with [ring-mC‘]-
labeled diuron) were linked to diuron-degrading genetic
potentials estimated from puiB number copies, which -
creased following repeated diuron treatments. In the sedi-
ment communities, mineralization potential did not depend
solely on the quantity of puhB copies, underlining the need
to assess gene expression. In the sediment samples, both
puhB copy numbers and mineralization capacities were
highly conditioned by whether or not diuron-treated soil
was added. This points to transfers of degradative potential
from soils to sediments. No puhid gene was detected in soil
and sediment DNA extracts. Moreover, some sediments
exhibited high diuron mineralization potential even though
puhB genes were not detected, suggesting the existence of
alternative diuron degradation pathways.

Keywords Biodegradation - Microbial communities -
Mineralization - Pesticides - Phenylurea hydrolases - qPCR
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Introduction

Agriculture is a major source of diffuse contamination of
surface waters by pesticides (Schwarzenbach et al. 2006).
The phenylurea herbicide diuron (3-(3.,4-dichlorophenyl)-
1,1-dimethylurea, Bayer CropScience), listed as a priority
pollutant by the European Water Framework Directive
(2000/60/EC), is one of the pesticides most frequently
detected in freshwater ecosystems. Several recent studies
have shown the presence of this herbicide in various rivers
draining agricultural watersheds (e.g., Schuler and Rand
2008; Stork et al. 2008; Pesce et al. 2010a). Microbial
degradation is considered to be a major driver of the natural
attenuation of diuron in the environment (Khurana et al.
2009; Sharma and Suri 2011).

We know that natural soil and aquatic microbial
communities can adapt to the degradation of diuron
following prolonged exposure in both field and experi-
mental systems (e.g., Dellamatrice and Monteiro 2004;
Serensen et al. 2003; Pesce et al. 2009, 2010b). Specific
information on the potential of biodegradation can be
obtained by examining functional genes encoding
enzymes involved in degradation pathways (Bombach
et al. 2010; Smith and Osborn 2009). One prerequisite
for such an approach is knowledge of the degradation
pathway and its underlying genetics. The only genetic
characterizations of hydrolytic diuron-degrading
enzymes published to date were performed by Tumbull
et al. (2001) and by Khurana et al. (2009), who de-
scribed two phenlylurea hydrolase (puh) genes from
Arthrobacter globiformis (puhA gene) and Mycobacteri-
um brisbanense (puhB genes), respectively. These two
genes share 79 % nucleotide identity and 83 % (382/
461) amino acid identity being related to the metal-
dependent hydrolase A subfamily (CD01299) of the
amidohydrolase superfamily. Interestingly, both PuhA
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