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Les biofilms aquatiques : dans quelle mesure
permettent-ils de comprendre 'effet des pesticides

sur le fonctionnement des cours d’eau ?
Exemple en zone de vignoble

Stéphane Pesce, Ahmed Tlili et Bernard Montuelle

En France, malgré le développement de nouvelles pratiques agricoles plus respectueuses de I'envi-
ronnement, les pesticides restent les principaux responsables de la pollution chimique des riviéres. La
compréhension et ['évaluation de I'impact de ces substances sur le fonctionnement des cours d'eau
représentent donc un enjeu majeur pour la reconquéte de la qualité de I'eau et des milieux aquatiques.
A partir des résultats d'études obtenus sur une riviére du Beaujolais, les auteurs de cet article analysent
le réle écologique clef joué par les communautés microbiennes structurées sous forme d'assemblage
appelés « biofilms » et proposent leur utilisation comme indicateurs biologiques pour détecter et évaluer
les pollutions chimiques par les pesticides ainsi que leurs effets sur le fonctionnement des cours d'eau.

es diverses pressions anthropiques (rejets

domestiques/industriels/agricoles), qu’elles

soient ponctuelles ou diffuses, permanen-

tes ou temporaires, entrainent des dégra-
dations parfois fortes et durables des écosystemes
aquatiques. Depuis quelques années, au-dela du
constat de pollution d’un milieu, se sont dévelop-
pées les notions de « santé des écosystemes » et
de « bon état écologique » (Costanza et Mageau,
1999) qui consideérent une approche plus globale
du milieu aquatique, allant si nécessaire jusqu’a
prendre en compte le fonctionnement du bassin
versant.

Malgré le développement d’une législation plus
protectrice de I’environnement et I'introduction
progressive de nouvelles pratiques agricoles pour
limiter I’'usage et le transfert des pesticides les plus
mobiles, de telles substances sont tres fréquem-
ment détectées dans les eaux de surface, a des
concentrations souvent élevées (IFEN', 2007).
La directive cadre européenne sur I'eau (DCE,
2000/60/CE), qui établit une politique commu-
nautaire en terme de préservation et de gestion
des écosystemes aquatiques, se traduit par une
intensification des actions de surveillance des
écosystemes aquatiques et |’élaboration d’ac-
tions correctives afin de réduire leur niveau de
contamination et atteindre ainsi le « bon état »
chimique et écologique des masses d’eau avant
2015.

Les zones viticoles sont des zones bien identifiées
de dégradation de qualité des milieux aquatiques
(Agence de I'eau Rhone-Méditerranée & Corse,
2008). Elles drainent de petits hydrosystemes par-
ticulierement exposés aux pesticides qui peuvent
étre temporairement en fortes concentrations
(orages, ruissellement) et souvent en mélange de
substances (Rabiet et al., 2008). Les modalités
fines de transfert et d’action des pollutions diffuses
ne sont pas entierement connues. Il est cependant
indispensable de pouvoir relier, dans ces cours
d’eau, les niveaux d'exposition réels aux effets
sur les communautés biologiques, en intégrant
les aspects de variabilité spatiale et temporelle
(Montuelle et al., 2007). De méme, la capacité
de récupération des communautés (résilience)
est un élément de connaissance important pour
appréhender le potentiel de retour a un bon état
écologique en cas de remédiation du milieu.

Parmi les biocénoses aquatiques, les commu-
nautés microbiennes sont des acteurs clés dans
le fonctionnement général des écosystemes
aquatiques. En effet, par leur position a la base du
réseau trophique et leurs capacités enzymatiques,
les micro-organismes eucaryotes (possédant un
noyau : microalgues, champignons, levures...) et
procaryotes (sans noyaux : bactéries, cyanobacté-
ries...) interviennent de maniere prépondérante
dans différents processus écologiques fondamen-
taux : la production primaire, assurée par les orga-
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nismes autotrophes, capables de synthétiser du
carbone organique par photosynthése (microal-
gues et cyanobactéries), ou la dégradation de la
matiere organique et le recyclage des nutriments,
assurés par les organismes hétérotrophes, qui ne
sont pas capables d’effectuer la photosynthese
(bactéries, champignons...).

Sur des supports immergés, ces communautés
microbiennes se structurent sous forme d’agrégats
dénommés biofilms ou périphyton (encadré 1).
Dans les petits cours d’eau, tels que ceux drai-

nant les surfaces agricoles, |'importance relative
de ces biofilms est grande et ils assurent un role
fonctionnel majeur pour I"écosysteme (Dorigo
et al., 2008 ; Villeneuve et al., 2009). De plus,
ces assemblages microbiens interagissent pré-
cocement avec les substances dissoutes (Sabater
et al., 2007) et notamment avec les pesticides.
La contamination des milieux aquatiques par ce
type de polluants est donc susceptible de modi-
fier leur structure et leur fonctionnement par des
effets directs et/ou indirects (Pesce et al., 2006 ;

Les biofilms se développent selon un schéma maintenant bien connu. Les espéces microbiennes
sont entrainées par le courant et colonisent les surfaces immergées, selon une succession qui
dépend des temps de génération spécifiques des espéces (bactéries ; champignons filamenteux ;
algues de type diatomées, algues vertes et bleues). L’atteinte d’un climax (biofilm mature, A)
dépend des conditions environnementales (teneurs en nutriments contrélant la croissance des
micro-organismes, régime hydraulique entrainant ou non de ’abrasion, température...). Les dyna-
miques de croissance et le calcul d’un taux de croissance en phase exponentielle (B) permettent
de caractériser des situations chimiques différentes.
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Figure 1 — Formation et cycle de développement d’un biofilm (Othoniel, 2006 ; d’aprés (A) Mozes, 1995 ;

(A) et (B) Biggs, 1996).
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Tlili et al., 2008). En outre, les micro-organismes
présentent une forte capacité a répondre rapide-
ment a des changements environnementaux et a
s’y adapter de maniere transitoire ou irréversible
(Sabater et al., 2007). C’est pourquoi les biofilms
microbiens constituent des indicateurs de per-
turbation (ou bio-indicateurs) particulierement
pertinents qui peuvent offrir un signal précoce
de stress environnemental suite a une pollution
chimique (Sabater et al., 2007) et notamment par
des pesticides.

Deux approches complémentaires co-existent
pour évaluer la réponse microbienne a un stress
environnemental :

— une approche basée sur I’étude structurale des
communautés (biomasse, taxonomie, diversité...).
C’est la méthode la plus connue qui a donné des
indicateurs normalisés comme I’indice biologi-
que diatomique (IBD) ou I'indice de polluosen-
sibilité spécifique (IPS), basés sur la taxonomie
des algues appartenant au groupe des diatomées
(Coste, 1982 ; Morin et al., 2007). Pour 'instant
ces méthodes sont cependant limitées a une bio-
indication essentiellement trophique ;

—une approche fonctionnelle portée générale-
ment sur le suivi d’activités métaboliques (pho-
tosynthese, respiration, activités enzymatiques,
potentiel de biodégradation...).

L'utilisation du biofilm microbien comme bio-
indicateur permet donc un large choix de descrip-
teurs, plus ou moins adaptés aux différents types
de contaminants. Le choix de ces descripteurs est
également trés important afin de pouvoir discri-
miner les effets liés aux pesticides de ceux asso-
ciés aux facteurs environnementaux (vitesse de
courant, luminosité, autres composés organiques
et inorganiques) et de prendre en considération
les spécificités et les interactions des différentes
composantes biologiques du biofilm (Sabater et
al., 2007 ; Villeneuve, 2008).

Dans cet article, nous proposons ainsi de discuter
le potentiel offert par les biofilms aquatiques pour
évaluer 'impact des pesticides sur le fonction-
nement d’un cours d’eau, en se basant sur des
résultats obtenus au cours de différentes études
menées sur un site atelier du Beaujolais. Apres
une présentation du site d’étude et une breve
description des différents descripteurs microbiens
utilisés, nous exposerons et commenterons les
résultats obtenus pour chacun d’entre eux afin
d’en discuter la pertinence comme bio-indica-
teurs d’une pollution par des pesticides.

Le bassin versant de la Morcille (9,5 km?) est
situé au nord du département du Rhone, dans le
Haut-Beaujolais, entre la bordure orientale du
Massif Central et I’extrémité ouest de la vallée de
la Sadne (figure 2). Il constitue un sous-bassin de
I’Ardieres (220 km?) avec lequel il compose le site
atelier Ardieres-Morcille (SAAM), intégré dans la
zone atelier du bassin du Rhone (ZABR). Le bassin
versant de la Morcille est essentiellement forestier
en amont et planté de vignes en aval. Trois sites
d’échantillonnage sont généralement privilégiés
par le Cemagref pour la caractérisation chimi-
que du cours d’eau : un site amont, dénommé
« Saint-Joseph » ; un site intermédiaire, dénommé
« Versauds » ; et un site aval, dénommé « Saint-
Ennemond ». Ces trois stations sont représenta-
tives de I"augmentation de la proportion relative
de vigne sur la surface de bassin versant drainée
par le cours d’eau de la station amont (7 %) a la
station aval (69 %) (figure 2). Cette augmentation
est associée a un gradient croissant des teneurs
en pesticides (majoritairement a action herbicide)
tout au long du cours d’eau avec une prédomi-
nance du diuron (Dorigo et al., 2007 ; Gouy et
Nivon, 2007 ; Rabiet et al., 2008 ; Pesce et al.,
2009). Cette matiere active, largement utilisée
comme herbicide sur les vignes ces dernieres
années, est interdite d’utilisation par les viticul-
teurs depuis le 13 décembre 2008.

Les caractéristiques de ce bassin versant en font
un site de choix pour évaluer I'impact de ce type
de polluants sur les communautés microbiennes.
La principale période de pollution du cours d’eau
par les pesticides s’étend d’avril a ao(it, durant les
différents traitements des vignes par les produits
phytosanitaires, mais le gradient de contamina-
tion est également mesuré en période hivernale.
Comme souvent dans le cas de bassins versants
agricoles (Pesce et al., 2008), un gradient simi-
laire amont-aval est également observé avec les
métaux lourds, notamment ’arsenic et le cuivre
(Rabiet et al., 2008), le carbone organique dissous
et les composés inorganiques azotés et phospho-
rés (Dorigo et al., 2007). Les micro-organismes
étant également tres sensibles a ces composés,
ces derniers peuvent donc représenter des fac-
teurs de confusion importants dans I’évaluation
de la réponse des communautés microbiennes
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Figure 2 -

Localisation des

trois stations de
prélévements sur le
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station est indiquée
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aux pesticides (Dorigo et al., 2007 ; Pesce et al.,
2008 ; Villeneuve, 2008).

LES RESULTATS I1SSUS DES CAMPAGNES
D’ECHANTILLONNAGE

Les résultats présentés dans cet article sont issus
de différentes campagnes d’échantillonnage
effectuées sur la Morcille au cours de la période
2004-2008. Les biofilms ont été collectés au
niveau des trois stations décrites précédemment
sur des substrats artificiels immergés pendant
deux mois (supports de verre) ou des substrats
naturels prélevés dans le lit de la riviere (cailloux).
Les périodes de prélevement et les substrats uti-
lisés seront précisés pour chacun des résultats
présentés ci-apres.

LES DESCRIPTEURS MICROBIENS UTILISES

Plusieurs types de descripteurs ont été utilisés
pour caractériser les propriétés fonctionnelles et
structurales des biofilms de la Morcille lors des
travaux présentés dans cet article. La biomasse
totale, qui permet d’appréhender la structure
générale du biofilm, a été estimée par mesure de
la matiere seche. La distribution des différentes
classes de micro-organismes photosynthétiques

., @ /
Cercié .-~

,"'—‘ .
-~ St. Lager

St. Joseph
(1,8 km2)

Versauds
(4,3 km2)

St. Ennemond
(9,5 km2)

(microalgues et cyanobactéries) au sein du bio-
film a été appréciée par analyse des pigments
photosynthétiques par chromatographie liquide
haute performance (HPLC"). La diversité micro-
bienne a également été appréhendée de maniere
plus fine a I'aide d’'une méthode moléculaire
dite « d’empreinte génétique » : la PCR-DGGE
(encadré 2).

Le niveau de tolérance global des communautés
photosynthétiques (algues et cyanobactéries) du
biofilm au diuron, principal herbicide détecté
dans la Morcille, a été apprécié a partir de tests
de toxicité aigué effectués en laboratoire. Brieve-
ment, les biofilms ont été soumis au laboratoire
a des concentrations croissantes en diuron et
la réponse microbienne, en fonction du niveau
d’exposition, a été appréciée en terme d’activité
photosynthétique par mesure du taux d’incor-
poration de “C. Les courbes dose-réponse (ou
dose-effet) établies ont ainsi permis de déterminer
la concentration efficace en diuron inhibant 50 %
(CE50) de I’activité photosynthétique de chacune
des communautés étudiées (encadré 3).

Le potentiel de dégradation du diuron par les
communautés microbiennes bactériennes et
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Initialement, la DGGE (électrophorése en gradient de gel dénaturant) a été développée dans
le domaine médical pour détecter des mutations impliquées dans des maladies génétiques.
Aujourd’hui elle est largement utilisée pour distinguer les différentes populations de micro-orga-
nismes dans des échantillons naturels aprés amplification par PCR (réactions de polymérase en
chaine) de région de génes codant pour ’ARNr* 16S pour les procaryotes ou 18S pour les eucaryotes.
Cette technique est basée sur le fait qu’un ADN° double brin se dissocie, lorsqu’il est soumis a des
dénaturants chimiques, en fonction de sa séquence nucléique. Aprés amplification, les molécules
d’ADN de méme taille, différant d’un ou plusieurs nucléotides, vont donc migrer différemment tout
au long du gradient dénaturant. Lors de I’analyse d’une communauté complexe, des profils multi-
bandes sont obtenus et chaque bande est théoriquement représentative d’une séquence et donc
d’un phylotype, permettant ainsi de visualiser la richesse spécifique des communautés.

168

!] ’ﬂi ﬂ} J amplig?gon

ADN génomique
extrait

Figure 3 - Principe de la méthode PCR-DGGE.

fongiques du biofilm a été évalué par la méthode
de radiorespirométrie (qui permet de mesurer la
quantité de CO," issue de I"activité microbienne),
couplée a Iutilisation de diuron marqué radioac-
tivement ("*C-diuron). Brievement, les biofilms
ont été incubés en enceinte radiorespirométrique
étanche pendant seize semaines en présence de
“C-diuron et le suivi de la cinétique de biodégra-
dation compléte de la molécule (minéralisation) a
été réalisé par un dosage régulier du CO, radioac-
tif (*CO,) produit par les micro-organismes suite
a cette minéralisation.

La variabilité spatiale et temporelle de la bio-
masse totale, estimée par mesure du poids sec,
a été appréciée a partir de biofilms collectés

Procaryotes

il

séparation

DGGE

Analyse des profils

Eucaryotes

mensuellement sur des cailloux prélevés aux trois
stations d’échantillonnage entre juin 2007 et mai
2008 (figure 5). Les résultats obtenus au cours de
ce suivi d'un an semblent faire apparaitre une
légere tendance saisonniere avec des biomasses
plus importantes en hiver qu’en été. Les variations
spatiales inter-sites sont quant a elles tres limitées,
y compris durant le printemps et |’été, principales
périodes de contamination de la Morcille par les
pesticides.

Deux campagnes réalisées sur les trois stations
d’échantillonnage au printemps 2004 et en hiver
2005 ont également permis d’appréhender les
variations spatiales et saisonnieres de la com-
position du biofilm (Dorigo et al., 2007, 2009).
Ces variations sont illustrées sur la figure 6 sous
forme d’une analyse en composantes principales
(ACP) représentant les individus (échantillons)
dans un espace en deux dimensions en fonc-

Acide ribonucléique
ribosomique.

Acide
désoxyribonucléique.

Dioxyde de
carbone.
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Le niveau de tolérance d’une communauté biologique a un toxique peut étre mesuré par estimation
de la concentration efficace de ce toxique réduisant de x % l'intensité d'un processus biologique
choisi (CEx). Cette estimation s’effectue par ’analyse de courbes dose-réponse qui permet de
représenter le niveau d’activité biologique en fonction du niveau d’exposition au toxique choisi et
de déterminer lavaleur de la CExrecherchée (généralement la CE50, comme sur ’exemple présenté
sur la figure 4). La confrontation des CEx obtenues pour différentes communautés permet ainsi
de comparer leur niveau de tolérance pour un toxique : plus la valeur de la CEx augmente, et plus
la communauté présente des capacités de résistance importante vis-a-vis du polluant. Ainsi sur
lafigure 4, lacommunauté B est caractérisée par une CE50 supérieure a la communauté A, ce qui
signifie qu’elle est plus tolérante que celle-ci au toxique auquel elles ont été exposées.

o 100 %1 <_
:95_ Communauté A
%D 80 % Communauté B |———
I
o) 60 %
g 50 Yo frmrmsrmmrmrmssmn nmsans e R n s s s s e
QO 40 % - -
£ : :
3 i i
< 20% = H —
< s i
0% T T T r'\\ T T T —
Co C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 Cc9
* f Concentrations toxiques

CE50(A

CE50(B

Figure 4 — Mesure et comparaison du niveau de tolérance de communautés biologiques.
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Figure 5 - Evolution saisonniére moyenne (et écarts-types) du poids sec de
biofilms collectés mensuellement sur substrats naturels aux trois stations
(J : Saint-Joseph ; V : Versauds ; E : Saint-Ennemond) entre juin 2007 et mai
2008.

tion des coordonnées définies par une matrice
obtenue par comparaison des profils de diversité
génétique observés par DGGE (figure 6B et 6C)
ou par analyse de la composition en pigments
photosynthétiques (figure 6A). Cette représen-
tation graphique permet ainsi de visualiser les
variations suivant les deux axes majeurs qui
expliquent la majorité des différences inter-
échantillons observées (56 % a 99 % dans les
ACP représentées). Les analyses effectuées sur les
biofilms printaniers montrent une distinction tres
nette entre les trois sites en période de pollution
par les pesticides, tant au niveau de la répartition
pigmentaire des organismes photosynthétiques
(microalgues et cyanobactéries) au sein de la
communauté (figure 6A), que des diversités
eucaryotes (figure 6B) et procaryotes (figure 6C),
évaluées par PCR-DGGE. En hiver, cette dis-
tinction entre les trois sites reste bien marquée
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Figure 6 — Analyse en correspondance principale (ACP) de la répartition des différents pigments photosynthétiques
(A), des profils de diversité eucaryote obtenus par PCR-DGGE sur ADNr 185 (B) et des profils de diversité procaryote
obtenus par PCR-DGGE sur ADNr 165 (C) dans des biofilms collectés sur substrats artificiels (triplicats) immergés durant
deux mois au printemps (mi-avril @ mi-juin 2004) et en hiver (février-mars 2005) aux trois stations () : Saint-Joseph ; V :
Versauds ; E : Saint-Ennemond) d’aprés Dorigo et al. (2007, 2009). Pour chaque échantillon, les symboles représentent
la position médiane des profils de diversité et les traits la variation observée entre les triplicats.
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pour la diversité procaryote (figure 6C), mais de
fortes similitudes sont observées entre la station
amont et la station intermédiaire au niveau de la
diversité eucaryote (figure 6B). Ceci est confirmé
par l’analyse pigmentaire de la communauté
photosynthétique (essentiellement composée
d’organismes eucaryotes) qui fait apparaitre un
fort rapprochement de la composition des bio-
films de chaque station en hiver par rapport au
printemps (figure 6A).

—

——

J

Figure 7 - Tolérance moyenne (et écarts-types) au diuron (exprimée sous forme
de concentration efficace inhibant 50 % de l'activité photosynthétique : CE50) de
biofilms collectés sur substrats artificiels (triplicats) immergés durant deux mois
au printemps (mi-avril @ mi-juin 2004) et en hiver (février-mars 2005) aux trois
stations () : Saint-Joseph ; V : Versauds ; E : Saint-Ennemond) d’aprés Dorigo et al.
(2007). Couleurs pleines : printemps ; couleurs hachurées : hiver.

Figure 8 -
Cinétique moyenne
(et écarts-types) de
minéralisation de
14C-diuron par des
biofilms collectés sur
substrats naturels
(triplicats) aux
stations amont
(J : Saint-Joseph)
et aval (E : Saint-
Ennemond) en
juin 2007 d’aprés
Pesce et al. (2009).
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Les deux campagnes d’échantillonnage décrites
précédemment ont également permis d’apprécier
le niveau de tolérance des communautés pho-
tosynthétiques printanieres et hivernales a une
exposition aigué a I’herbicide diuron (Dorigo et
al., 2007). Les résultats présentés sur la figure 7
mettent en évidence une augmentation des CE50
entre les trois stations. Ceci traduit donc une plus
grande résistance des communautés a ce produit
d’amont en aval, au printemps comme en hiver.
Des variations saisonniéres sont également obser-
vées pour les biofilms situés en amont et surtout
pour ceux de la station intermédiaire (Versauds),
qui sont caractérisés par une CE50 proche de
la station avale durant la principale période de
pollution par le diuron (printemps) alors qu’elle
diminue et se rapproche de celle mesurée en
amont durant I'hiver.

Le potentiel de biodégradation des communautés
microbiennes hétérotrophes de la Morcille a été
apprécié a partir de biofilms collectés aux stations
Saint-Joseph et Saint-Ennemond, en juin 2007
(Pesce et al., 2009). Les courbes obtenues lors
du suivi radiorespirométrique (figure 8) mettent
clairement en évidence une augmentation du
potentiel de biodégradation totale (minéralisa-
tion) du diuron entre la station amont et la station
aval durant une période de forte contamination
du cours d’eau par cette molécule.
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Les résultats décrits précédemment mettent en
évidence une modification nette du biofilm
d’amont en aval de la Morcille, tant d’un point
de vue structural que fonctionnel. Cependant,
certains descripteurs ne permettent pas d’ap-
préhender la spécificité microbienne de chacun
des sites étudiés. Ainsi, I’absence de différence
inter-sites pour le poids sec des biofilms (figure 5),
et ce, quelle que soit la saison, confirme clai-
rement que ce type de descripteur global de la
structure générale du biofilm s’avere peu adapté
pour étudier la réponse des communautés micro-
biennes a des modifications environnementales
(Othoniel, 2006 ; Villeneuve, 2008). Les chan-
gements structuraux des biofilms d’amont en
aval sont néanmoins perceptibles a I’aide de
descripteurs plus spécifiques, tels que la carac-
térisation de la composition pigmentaire ou des
diversités eucaryotes et procaryotes (figure 6).
Les variations inter-sites sont beaucoup plus
marquées en période printaniére et estivale de
forte pollution de la Morcille par les pesticides,
en particulier pour les communautés autotrophes,
majoritairement eucaryotes (microalgues). Ces
communautés sont particulierement sensibles
aux herbicides et notamment au diuron (Pesce
et al., 2006 ; Tlili et al., 2008), prédominant
dans le cours d’eau a cette période de I"année
(Dorigo et al., 2007 ; Rabiet et al., 2008). Les
variations spatiales, entre les trois sites présentant
un gradient croissant en herbicides, et temporel-
les, entre le printemps et I'hiver, suggérent donc
un lien fort entre le contexte de contamination
par les pesticides et la composition du biofilm.
Cependant, ces parameétres structuraux sont aussi
conditionnés par de nombreux facteurs physiques
(température, vitesse de courant, lumiere...) et
chimiques (teneurs en nutriments, présence de
polluants organiques et inorganiques...) qui évo-
luent fortement d’amont en aval de la Morcille
(Dorigo et al., 2007 ; Rabiet et al., 2008). C’est
pourquoi les approches structurales ne peuvent,
a elles seules, constituer un outil suffisant pour
utiliser les biofilms comme bio-indicateurs d'une
pollution par des pesticides.

Le niveau de résistance des biofilms au diuron
a été apprécié au moyen d'un descripteur fonc-

tionnel spécifique de la communauté autotro-
phe : I'activité photosynthétique (figure 7). Cette
double démarche d’évaluation des effets de
polluants sur la diversité microbienne et sur I’ac-
quisition d’une tolérance/résistance se place dans
le cadre conceptuel de la méthode PICT" (Blanck,
1998) qui postule qu’une communauté exposée
a un contaminant s’adapte et devient tolérante
a cette substance (encadré 4). Elle est fondée
sur I'hypothése qu'une communauté biologique
naturelle est constituée de différents composants
ayant des sensibilités variables vis-a-vis d'un
toxique donné. Ainsi, suite a une exposition a
un toxique, les organismes les plus sensibles ne
sont plus concurrentiels et sont remplacés par
des organismes plus tolérants. La communauté
résultante présente alors une tolérance vis-a-vis
du toxique, supérieure a celle observée pour une
communauté semblable mais n'ayant pas connu
de pression de sélection par ce toxique (Bérard
et al., 2002). Lutilisation de la démarche PICT
a ainsi permis de mettre en évidence une forte
adaptation de la communauté autotrophe au
diuron dans la Morcille, engendrant alors une
augmentation notable de leurs capacités de résis-
tance a ce polluant d’amont en aval (figure 7 et
Dorigo et al., 2007). Ce type d’approche s’avere
donc particulierement utile dans une démarche
de bio-indication puisqu’elle témoigne, pour un
pesticide donné, du niveau d’exposition préalable
des communautés a celui-ci dans le milieu.

La complémentarité entre la caractérisation de la
composante autotrophe, par analyse pigmentaire
et par analyse de la diversité de la communauté
eucaryote (essentiellement composée de microal-
gues photosynthétiques), d’une part, et la mesure
de son niveau de tolérance au diuron, d’autre
part, est clairement mise en évidence par les
résultats décrits. En effet, si les biofilms prélevés
respectivement aux stations amont et intermé-
diaire sont bien différenciés au printemps, tant
au niveau de leur structure que de leur capacité
de résistance au diuron, on constate en période
hivernal un fort rapprochement des communautés
pour ces deux criteres. Cela confirme donc que
le contexte de contamination par les pesticides
conditionne fortement la composition du biofilm,
en particulier pour sa composante autotrophe,
favorisant ainsi les especes les plus tolérantes au
sein du biofilm.

En cas d’exposition prolongée a des polluants
organiques, les processus d’adaptation micro-
bienne peuvent également conduire a la stimu-

En anglais :
Pollution Induced
Community Tolerance.
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— Encadré 4

Le concept PICT

Le concept PICT ou 'acquisition de tolérance induite proposé par Blanck et al., en 1988, est basé
sur le fait qu’une communauté biologique naturelle est constituée de différents « composants »
(espéces, souches, clones) ayant des sensibilités variables vis-a-vis d’un toxique donné. L’exposi-
tion d’'une communauté a ce toxique se traduira par la sélection des organismes les plus tolérants
ou la mise en place de mécanismes de détoxification. La communauté résultante présentera alors,
dans son ensemble, une tolérance vis-a-vis du toxique supérieure a celle d’une communauté
n’ayant pas subi de pression de sélection par ce toxique. Cette différence de tolérance, que l'on
peut évaluer in vitro par des bio-essais a courte durée en laboratoire et avec des concentrations
croissantes en toxique, peut donner une indication sur ’exposition préalable (in situ) au toxique

des différentes communautés échantillonnées.
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lation des capacités de biodégradation de ces
composés. Cette fonctionnalité concerne les
micro-organismes hétérotrophes (essentiellement
les bactéries et les champignons) capables de
dégrader les polluants (totalement ou partielle-
ment) en les utilisant comme source énergétique.
Elle a principalement été étudiée jusqu’a présent
pour des communautés provenant de sols agrico-
les. Les résultats obtenus lors du suivi mené sur
la Morcille (figure 8) confirment que les com-
munautés hétérotrophes de biofilms aquatiques
possedent également cette capacité d’adaptation

(Pesce et al., 2009). Dans une période majeure de
contamination de la Morcille (fin du printemps),
le potentiel de biodégradation du diuron (allant
jusqu’a la minéralisation totale du composé) par
les communautés microbiennes est trés élevé
en zone aval et quasi nul en amont, et semble
donc refléter une adaptation au niveau d’expo-
sition a ce polluant dans le cours d’eau. Ce type
d’approche fonctionnelle, ciblée sur les activités
hétérotrophes de biodégradation, semble donc
particulierement bien adapté a une démarche de
bio-indication.
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De par son role écologique et sa sensibilité aux
modifications environnementales, I"utilisation du
biofilm comme indicateur précoce d’un stress
chimique est largement admise par la commu-
nauté scientifique (Dorigo et al., 2007 ; Sabater
et al., 2007 ; Villeneuve, 2008). Nous avons vu
précédemment qu’une des étapes les plus impor-
tantes dans une démarche de bio-indication réside
dans le choix des descripteurs microbiens consi-
dérés. Pour caractériser la réponse microbienne a
une pollution aux pesticides, il semble nécessaire
de coupler les approches structurales et fonction-
nelles (Sabater et al., 2007 ; Villeneuve, 2008), en
ciblant des fonctions spécifiques aux molécules
étudiées (ex. : activité photosynthétique pour les
herbicides inhibiteurs du photosysteme 1I, tels que
le diuron). La méthode PICT se révele donc parti-
culierement bien adaptée a ce type de démarche
et a déja été utilisée avec succes dans des rivieres
contaminées par divers pesticides (Dorigo et al.,
2004 ; Dorigo et al., 2007 ; Sabater et al. ,2007).
Elle présente toutefois encore quelques limites
puisque les capacités de tolérance microbienne a
un pesticide donné peuvent étre conditionnées par
des facteurs externes (autres que son seul niveau
d’exposition a cette molécule), tels que le contexte
nutritif ou la présence d’autres pesticides (Sabater
etal., 2007) qui peut engendrer des phénomenes
de co-tolérance (Blanck et al., 2002). Cette co-
tolérance s’observe généralement en présence de
molécules ayant des modes d’action comparables
envers les communautés microbiennes.

Si elle n’est pas encore tres développée en milieu
aquatique, I"approche fonctionnelle ciblée sur
les activités hétérotrophes de biodégradation des
pesticides offre des perspectives prometteuses
pour une démarche de bio-indication puisque
ces activités sont généralement ciblées sur des
molécules ou des groupes de molécules spécifi-
ques. Elle pourrait notamment étre enrichie par
des mesures in situ d’expression de génes codant
des enzymes impliquées dans les mécanismes
de dégradation (quand ils sont connus) et des
études de diversité pour identifier les organismes
impliqués dans ces processus.
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Fixés sur des substrats immergés, les biofilms microbiens assurent un réle écologique majeur dans les
petits cours d’eau. Ils interagissent avec les substances dissoutes et les contaminants (et notamment
avec les pesticides) qui peuvent modifier leur structure et leur fonctionnement par des effets directs
ou indirects. Les biofilms peuvent étre utilisés comme indicateurs biologiques d’une pollution (bio-
indicateurs) grace a une grande variété de descripteurs microbiens, taxonomiques ou fonctionnels.
Ils apportent des informations complémentaires aux indices biologiques normalisés mis en ceuvre
pour évaluer le bon état écologique des masses d’eau, au sens de la directive cadre sur ['eau. A partir
de résultats obtenus dans une riviére située en zone viticole, nous proposons ici de discuter dans
quelle mesure les biofilms permettent de comprendre 'effet des pesticides sur le fonctionnement
des cours d’eau.

Biofilms are attached microbial assemblages on immersed substrates and play a major ecological role
in stream ecosystems. Biofilms interact with dissolved substances and contaminants (such as pesti-
cides), which can directly or indirectly affect their structure and functions. A variety of taxonomic and
functional microbial indicators exist for considering biofilm as biological indicators of pollution (bio-
indicators). They can provide complementary information to normalized biological indices, which are
used to assess the ecological status of waters, as defined by the European Water Framework Directive.
Synthesizing results obtained in a river draining a vineyard area, we propose here to assess to what
extent biofilms can be used to characterize pesticide effects on lotic ecosystems.
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