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Diatom immigration drives biofilm recovery after chronic copper exposure ͳ 
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This is the peer-reviewed version of the following article: Diatom immigration drives biofilm recovery after chronic copper 
exposure, which was published in final form at [http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2427.2012.02827.x/pdf] 
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Summary 

ͳǤ The impact of immigration on the recovery of diatom assemblages after chronic exposure to copper was investigated in laboratory microcosmsǤ 
ʹǤ We examined the recovery trajectories of copperǦcontaminated biofilms after reducing copper stress and with or without the possibility of immigration from unimpaired communitiesǤ 
͵Ǥ The biofilms mixed with unimpaired communities returned to a ̶control̶ assemblage structure within ͸ weeksǡ with recovery patterns depending on the endpoint considered ȋiǤeǤ ʹ weeks for relative abundances of diatom species but ͸ weeks for total diatom biomassȌǤ )n contrastǡ no recovery was observed in assemblages placed under control conditions without external immigrantsǤ 
ͶǤ )mmigration has important effects on the recovery of quantitative and qualitative characteristics of biofilmsǤ 
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)ntroduction 
)n the early ͻͲsǡ Stevenson Ƭ Peterson ȋͳͻͺͻǡ ͳͻͻͳȌ studied the emigration and immigration of benthic diatoms as determinants of periphytic communities in streamsǤ Since their workǡ the influence of immigration in freshwater benthic systems has mainly been considered in relation to recovery following sharp changes in flow regimeǡ iǤeǤ spate ȋPeterson Ƭ Stevensonǡ ͳͻͻʹǢ Petersonǡ ͳͻͻ͸Ǣ Stevensonǡ ͳͻͻͲȌ or episodes of drought ȋBambakidisǡ ʹͲͲͻǢ Benenati et al.ǡ ͳͻͻͺȌǤ 
Translocation studies are increasingly used to assess the recovery potential of riverine periphytic communities ȋbiofilmsȌǤ They are generally performed by transferring biofilms from contaminated sites to uncontaminated sites upstream of the contamination source ȋDorigo et al.ǡ ʹͲͳͲǢ Morin et al.ǡ ʹͲͳͲaǢ Tolcach Ƭ Gómezǡ ʹͲͲʹǢ Rotter et al.ǡ ʹͲͳͳȌǡ but sometimes by transplanting contaminated communities to a neighbouring river with similar environmental conditions ȋ)vorra et al.ǡ ͳͻͻͻȌǤ Depending on the studyǡ the time for full recovery of diatom assemblage structure has been estimated at from as little as two ȋTolcach Ƭ Gómezǡ ʹͲͲʹȌ to over nine weeks ȋDorigo et al.ǡ ʹͲͳͲȌǤ The contribution of immigration to recovery after episodes of contamination is often questioned in translocation experimentsǡ and ecotoxicological studies in general ȋeǤgǤ )vorra et al.ǡ ͳͻͻͻǢ Morin et al.ǡ ʹͲͳͲaȌǤ (oweverǡ it remains virtually impossible to discriminate between the effects of reǦgrowth from remaining viable cells and colonization by new immigrantsǤ  
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(ere we performed an experimental study designed to assess the relative contribution of drift to the recovery of diatom assemblages from copper exposureǤ A series of laboratory channels were used to grow biofilms under control and CuǦcontaminated conditionsǡ prior to simulating the recovery of exposed assemblages with and without connectivity to unimpaired biofilms ȋiǤeǤ allowing or not species immigration from a pristine communityȌǤ Total diatom biomass and species relative abundances were monitoredǤ )n additionǡ a range of descriptors for assessing diatom population dynamics ȋdaily rates of increase in diatom densityǡ estimation of population growthȌ were determined in order to identify the ecological importance to recovery of immigration as distinct from reǦgrowth from remnant cellsǤ  
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Methods 
Experimental setup 

A suspension of natural biofilm from a pristine site located upstream of any pollution inputs in the Morcille river ȋBeaujolais regionǡ Eastern FranceȌ was inoculated into ͳʹ laboratory channels ȋl έ w έ d α ͸͵ έ ͳͳ έ Ͷ cmȌǤ These channels were arranged in a blocked design into four sets of triplicate channelsǡ two of which were grown under control conditions ȋsee details in Lambert et al.ǡ ʹͲͳʹȌ while the other two were supplemented with copper at about ʹͲ ρg LǦͳ for four weeks to obtain mature biofilms before the experimentǤ The channels were placed in parallelǡ at a light intensity of approximately ͵ͷͲͲ lux ȋͳ͵ǣͳͳ lightǣdark regimeȌǡ under continuous water flow in recirculating mode ȋcentrifugal pumps Rena Flow ͸ͲͲǡ ͳǤʹL minǦͳȌǤ The copper concentrations used in this experiment were sufficient to produce effects on the 
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assemblages ȋallowing for the study of recoveryȌǡ but still environmentally realistic ȋsuch concentrations are occasionally measured downstream in the Morcille riverǣ see Montuelle et al.ǡ ʹͲͳͲȌǤ )n each channelǡ microscope glass slides were immersed to allow biofilm settlement and harmonize sampling conditions ȋsimilar substratum characteristicsǡ constant surface areaȌ throughout the experimentǤ The diatom assemblage inoculum was composed of at least ͷ͹ speciesǡ dominated by Nitzschia 

hantzschiana Rabenhorst ȋmore than ͺͲΨ relative abundanceȌ followed by 
Achnanthidium minutissimum ȋK“tzingȌ Czarneckiǡ Nitzschia capitellata (ustedtǡ 
Fragilaria capucina Desmazières varǤ capucina and Planothidium lanceolatum ȋBrébisson ex K“tzingȌ LangeǦBertalotǤ 

͸͹ ͸ͺ ͸ͻ ͹Ͳ ͹ͳ ͹ʹ ͹͵ ͹Ͷ ͹ͷ ͹͸ 
͹͹ ͹ͺ ͹ͻ ͺͲ ͺͳ ͺʹ ͺ͵ ͺͶ ͺͷ ͺ͸ ͺ͹ 
ͺͺ 
ͺͻ 

During the ͸Ǧweeks of recoveryǡ four different treatments ȋeach with three replicatesȌ were tested ȋFigǤ ͳȌǣ )Ȍ Control treatmentǣ a set of n α ͵ uncontaminated channels kept under uncontaminated waterǢ ))Ȍ Cu treatmentǣ a set of n α ͵ CuǦcontaminated channels kept exposed to about ʹͲ ρg Cu LǦͳǢ )))Ȍ ExCuͳ treatmentǣ set of channels with biofilms grown under control conditions placed in the upstream halfǦsection of the channels and biofilms grown under CuǦcontaminated conditions placed in the downstream sectionǡ filled with uncontaminated waterǢ )VȌ ExCuʹ treatmentǣ set of biofilms grown under CuǦcontaminated conditions and filled with uncontaminated waterǤ The ExCuͳ and ExCuʹ treatments were used to assess the recovery of diatom assemblages following a decrease in Cu exposureǡ with ȋExCuͳȌ or without ȋExCuʹȌ the possibility of diatom immigration from ̶control̶ assemblages to the impacted biofilmsǤ 
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Water analyses  ͻͲ 
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All physicochemical parameters were monitored every two weeksǡ before and after the water was changedǤ For water changesǡ groundwater containing a very low Cu concentration ȋδͲǤ͵ ρg LǦͳȌ was adjusted to the conductivity ȋiǤeǤ ͸ͲͲ ρS cmΫͳȌ and nutrient concentrations ȋiǤeǤ about Ͷ mg Si LǦͳǡ ͷ mg NO͵ LǦͳǡ ͲǤͲͷ mg POͶ LǦͳȌ of the sampling siteǤ )n the CuǦcontaminated channelsǡ the water was supplemented with CuSOͶǡ ͷ(ʹO to obtain the nominal concentration of ʹͲ ρg Cu LǦͳǤ 
Conductivityǡ p(ǡ temperature and oxygen concentration were measured in situ in each series of channels using suitable probes ȋWTW Metersǡ Weilheimǡ GermanyȌǤ Water samples were taken to analyse nutrient content ȋNOʹǡ NO͵ǡ N(Ͷǡ POͶǡ SiOʹȌ and copper concentrationǤ Nutrients were determined following French standards ȋAFNOR operating procedures and protocolsȌǤ Dissolved Cu concentrations were analysed by )CPǦMS ȋX Series ))ǡ Thermo Electronǡ UKȌ after filtration of a ͵ͲǦmL sample ȋͲǤͶͷ ρm PVDFǡ WhatmanȌ and acidification with ͲǤͷΨ nitric acid ȋSuprapurǡ MerckȌǤ 
 

Algal biomass and diatom analysis 

Biofilm samples ȋfive glass slidesȌ were collected in each replicate channel every two weeks from week Ͳ to week ͸ȌǤ )n the ExCuͳ treatmentǡ channel samples were always collected in the ̶downstream̶ sectionǡ corresponding to biofilms previously exposed to copper ȋFigǤ ͳȌǤ The five slides were carefully scraped using a razor blade and the biofilms pooled and suspended in a standard volume of mineral water ȋVolvicǡ FranceȌǤ After homogenization of the resulting suspensionsǡ aliquots were taken for fluorescence measurements ȋas a proxy of total algal biomass and of diatomsȌ and diatom taxonomic 
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identificationǤ ChlorophyllǦa fluorescence ȋChlȌ emitted by diatoms was determined by measurements using a PhytoPAM fluorometer ȋWalzǡ Effeltrichǡ GermanyȌ equipped with the PhytoEDF emitterǦdetector unitǡ performed on fresh material ȋas described in Morin et al.ǡ ʹͲͳͲbȌǤ Data were then converted into ρg Chl cm

ͳͳ͵ ͳͳͶ ͳͳͷ ͳͳ͸ ͳͳ͹ ͳͳͺ ͳͳͻ ͳʹͲ ͳʹͳ ͳʹʹ ͳʹ͵ ͳʹͶ ͳʹͷ ͳʹ͸ ͳʹ͹ ͳʹͺ ͳʹͻ 
ͳ͵Ͳ ͳ͵ͳ ͳ͵ʹ ͳ͵͵ ͳ͵Ͷ ͳ͵ͷ ͳ͵͸ ͳ͵͹ 

ǦʹǤ Subsamples for diatom identification were preserved in a formalin solution ȋͶΨǡ vȀvȌ and prepared according to standard NF EN ͳ͵ͻͶ͸Ǥ Brieflyǡ organic matter was removed from the samples by digestion in boiling hydrogen peroxide ȋ͵ͲΨ (ʹOʹȌ followed by rinsing and successive cycles of centrifugation and reǦsuspension in distilled water to remove any residual peroxideǤ Clean material was then pipetted onto coverǦslips and allowed to dry before being mounted with a high refractive index mountant ȋNaphraxǡ Brunel Microscopes Ltdǡ UKȌ for microscopic identification ȋxͳͲͲͲ magnification on a Leica DMRB photomicroscopeǡ Wetzlarǡ GermanyȌǤ At least ͶͲͲ individual diatoms were identified to the lowest taxonomical level possibleǤ The primary references used were Krammer Ƭ LangeǦBertalot ȋͳͻͺ͸ Ǧ ͳͻͻͳȌ and the Diatoms of Europe series ȋAǤRǤGǤ Gantner Verlag KǤGǡ RuggellȌǤ Relative abundance of the taxa identified was recorded ȋRAǡ in ΨȌǢ when eformed individuals were observedǡ their percentage was also determinedǤ d 
Data treatment BetweenǦchannel differences in physicochemical variables were tested with oneǦway ceȌǤ ANOVA and Tukeyǯs post hoc (SD test using Statistica software ȋvͷǤͳǡ StatSoftǡ FranLinear mixed effects ȋLMEȌ models were applied on the biological endpoints ȋtotal diatom biomassǡ species richnessǡ proportion of diatom deformitiesȌ to differentiate between the effects of sampling dateǡ treatment and their combinationǤ Treatments and dates were set as fixed effects and the samples taken from each artificial channel as random effectsǤ The analyses were performed using the nlme library implemented 
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within the R environment ȋhttpǣȀȀcranǤrǦprojectǤorgȀȌǤ Samples were ordinated by cluster analysis ȋBray Curtis similaritiesȌ on the basis of ͳ͵ͺ ͳ͵ͻ ͳͶͲ ͳͶͳ ͳͶʹ ͳͶ͵ ͳͶͶ ͳͶͷ ͳͶ͸ ͳͶ͹ ͳͶͺ ͳͶͻ ͳͷͲ ͳͷͳ ͳͷʹ ͳͷ͵ ͳͷͶ ͳͷͷ ͳͷ͸ ͳͷ͹ ͳͷͺ ͳͷͻ 
ͳ͸Ͳ 
ͳ͸ͳ 

diatom species composition ȋPCǦOrd vͶǤʹͷǡ MjM Softwareǡ USAȌǤ Diatom biomass values measured through fluorescence were used to convert taxon counts ȋRAȌ into biomass values for the dominant species and abnormal valves ȋexpressed in ρg Chl cmǦʹȌǤ Based on these dataǡ daily rates of increase ȋrǡ in cell doublingsȀdayȌ during the exponential growth phase were calculated using the slope of the line relating time and natural log biomass according to Wood et al. ȋʹͲͲͷȌǤ Probability values of the linear regressions were calculated to determine whether growth was significantǡ before investigating differences between treatments in the total diatom biomassǡ dominant species foundǡ and abnormal formsǤ TwoǦweek population growth ȋwritten as οpopȌ was determined for each treatment and pair of consecutive sampling dates to estimate the impact of immigrationǤ οpop was determined by two factorsǣ net fecundity ȋreproduction Ǧ deathȌ and net immigration ȋimmigration Ǧ emigrationȌǤ Net fecundity and immigration may differ according to environmental conditions ȋControl vs. CuȌǡ thus ANOVA comparisons were only performed for ExCuͳ and ExCuʹ to assess differences in net immigrationǤ As they shared a comparable contamination historyǡ the differences in growth between ExCuͳ and ExCuʹ corresponded to the immigration that occurred only in ExCuͳ ȋimmigration of species from the ̶upstream̶ to the ̶downstream̶ slidesǡ only the latter being sampledȌǡ and were thus taken as an estimate of the potential influence of immigrationǤ  
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Results ͳ͸ʹ 
ͳ͸͵ 
ͳ͸Ͷ ͳ͸ͷ ͳ͸͸ ͳ͸͹ ͳ͸ͺ ͳ͸ͻ ͳ͹Ͳ ͳ͹ͳ ͳ͹ʹ ͳ͹͵ 
ͳ͹Ͷ 
ͳ͹ͷ ͳ͹͸ ͳ͹͹ ͳ͹ͺ ͳ͹ͻ ͳͺͲ ͳͺͳ ͳͺʹ 
ͳͺ͵ ͳͺͶ 

Water 

Physicochemical variables varied little among treatments ȋTable ͳȌǡ with the exception of SiOʹ and Cu concentrations which differed significantly ȋANOVAǡ dfαʹͷǢ PαͲǤͲͲ͵ǡ Fα͸Ǥ͵͸ and PδͲǤͲͲͳǡ FαͶͶǤͺͲǡ respectivelyȌǤ Silicate concentrations were lower in Control samples due to marked decreases ȋca. ͹ͲΨȌ between water changesǡ compared to ExCuʹ and Cu channelsǢ intermediate values were recorded in ExCuͳǤ Copper concentrations were significantly higher in the CuǦtreated channels ȋͳ͸Ǥ͸ ά ͳǤͶρg LǦͳȌǡ and no statistically significant difference was found between Controlǡ ExCuͳ and ExCuʹ channelsǡ even though the two latter channels had slightly higher concentrations of Cu ͶǤʹ άͲǤͻρg Lȋ  ǦͳȌǤ  
Diatom assemblages  

Biomass of diatoms ȋFigǤ ʹȌ represented ͺ͹ǤͷάͲǤͷΨ of that of the overall phototrophic assemblage in the Control channelsǡ against ͵͸ǤͲάͳǤͶΨ in CuǦexposed channelsǤ Statistical differences in biomass were observed between treatments ȋPδͲǤͲͲͳȌǡ and a significant increase with time was noted ȋPαͲǤͲʹʹ in week ʹǡ PδͲǤͲͲͳ in weeks Ͷ and ͸ȌǤ The proportion of diatoms increased in ExCuͳ from ͶʹǤͳάͲǤ͵Ψ initially to ͺʹǤ͹ά͵Ǥ͹Ψ in week ͸ǡ and reached a comparable diatom biomass to Controls ȋPαͲǤͲͷͺȌǡ whereas in ExCuʹ it was stable and significantly lower ȋPδͲǤͲͲͳȌǡ at ͶͶǤͳάʹǤ͵Ψ throughout the experimentǤ 
Species richness was significantly lower in the Controls than in the other treatments ȋͳͺάͳ vs ʹͳάͳǡ PαͲǤͲʹͶȌǡ and tended to decrease over time ȋtime effect on week ͸ǡ ͳ͹άͳ 
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speciesǡ PδͲǤͲͲͳȌǤ The classification based on diatom species relative abundance ȋFigǤ ͵Ȍ clearly distinguished two sets of dataǣ ͳͺͷ ͳͺ͸ 
ͳͺ͹ ͳͺͺ ͳͺͻ ͳͻͲ ͳͻͳ ͳͻʹ ͳͻ͵ 
ͳͻͶ ͳͻͷ ͳͻ͸ ͳͻ͹ ͳͻͺ ͳͻͻ ʹͲͲ 
ʹͲͳ ʹͲʹ ʹͲ͵ ʹͲͶ ʹͲͷ ʹͲ͸ 
ʹͲ͹ ʹͲͺ 

ͳǦ Control and ExCuͳ biofilms had comparable assemblages ȋupper branch of the cluster in FigǤ ͵ȌǢ within this groupǡ the samples were then classified according to sampling dateǤ The assemblage was composed mainly of Achnanthidium minutissimum ȋͶͳάʹΨȌǡ 
Fragilaria capucina ȋʹͻάͳΨȌǡ Nitzschia hantzschiana ȋͳͻάʹΨȌǡ and a number of accompanying Achnanthidium species ȋA. affine ȏGrunowȐ Czarneckiǡ A. gracillimum ȏMeisterȐ LangeǦBertalot and A. macrocephalum ȏ(ustedtȐ Round Ƭ BukhtiyarovaȌ accounting for about ͷΨ of cumulated abundancesǤ 
ʹǦ Cu and ExCuʹ communities composed the lower branch of the clusterǡ in which ExCuʹ samples were all grouped togetherǡ except one ȋweek ʹǡ that was grouped with Cu samplesȌǤ Relative abundance of species was less evenǡ as Achnanthidium minutissimum ȋͷ͵άͶΨȌ and Nitzschia hantzschiana ȋ͵ͲάͶΨȌ tended to dominate whereas Fragilaria 

capucina abundances markedly decreased ȋ͸άͳΨȌǤ )n the subǦcluster of ExCuʹ samples ȋall but oneǡ corresponding to weekʹȌǡ separation was due to a dominance of A. 
minutissimum ȋ͸͹άͶΨȌ over N. hantzschiana ȋͳͶάͳΨȌ and F. capucina ȋͺά͵ΨȌǤ  
)nitial percentages of diatom deformities were higher in Cu channels than in the Controls ȋpδͲǤͲͲͳǡ FigǤ ʹȌǤ Linear mixed effects analysis revealed significant treatmentȗdate effectsǡ as well as statistically higher abundances of deformed cells on week ͸ ȋpαͲǤͲͲ͵ȌǤ 
 

Rates of increase in cell numbers and population dynamics 

Daily rates of increase ȋFigǤ ͶȌ in total diatom numbers were positive in all treatmentsǡ except for Cu channels where no significant growth was noticeableǤ Rates of increase ȋr 
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valuesȌ were highest in ExCuͳ channels ȋthree times the Control valuesȌ and were related mainly to increased growth of Achnanthidium minutissimum and Fragilaria 

capucina populationsǤ )n ExCuʹǡ Nitszchia hantzschiana declined ȋiǤeǤ r values were negativeȌǢ the highest r values were recorded for A. minutissimumǤ This species grew significantly in all channelsǡ even CuǦcontaminated onesǤ Values of r for abnormal diatom cells were positive in all Controlǡ ExCuͳ and ExCuʹ channelsǡ whereas their quantity remained stable in Cu channels ȋno significant growthȌǤ This growth of abnormal cells in Controlǡ ExCuͳ and ExCuʹ channels led all the treatments to reach similar proportions of diatom deformities at the end of the experimentǡ iǤeǤ ʹǤ͸άͲǤͳΨ ȋFigǤ ʹȌǡ which is significantly higher than the initial percentages detailed aboveǤ 

ʹͲͻ ʹͳͲ ʹͳͳ ʹͳʹ ʹͳ͵ ʹͳͶ ʹͳͷ ʹͳ͸ ʹͳ͹ ʹͳͺ 
ʹͳͻ ʹʹͲ ʹʹͳ ʹʹʹ ʹʹ͵ ʹʹͶ ʹʹͷ ʹʹ͸ ʹʹ͹ ʹʹͺ 
ʹʹͻ 
ʹ͵Ͳ 
ʹ͵ͳ 

Table ʹ summarizes mean population growth parameters for all the treatments over the experimental periodǤ Subscripts in equations refer to the water conditions to indicate that net fecundity ȋnFȌ of the standing cropǡ as well as immigration ȋ)Ȍ and emigration ȋEȌǡ differed according to environmental factorsǤ No significant selfǦgenerated detachment ȋBoulêtreau et al.ǡ ʹͲͲ͸Ȍ was observed in the biofilmsǡ suggesting that the emigration component was probably comparable between treatmentsǤ TwoǦweek οpop was always lower under Cu conditionsǡ agreeing with the r calculationsǤ Comparisons between ExCuͳ and ExCuʹ population kinetics indicated statistical differences ȋlinked to significant immigrationȌ for total diatom biomass and Fragilaria capucina ȋrespectively 
PαͲǤͲͲ͸ and PδͲǤͲͲͳǢ dfαʹ͵ǡ FαͻǤʹʹȌǤ 
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Discussion ʹ͵ʹ 
ʹ͵͵ 
ʹ͵Ͷ ʹ͵ͷ ʹ͵͸ ʹ͵͹ ʹ͵ͺ ʹ͵ͻ ʹͶͲ ʹͶͳ ʹͶʹ ʹͶ͵ ʹͶͶ ʹͶͷ ʹͶ͸ ʹͶ͹ ʹͶͺ ʹͶͻ ʹͷͲ ʹͷͳ ʹͷʹ ʹͷ͵ ʹͷͶ ʹͷͷ 

Structural recovery after copper pressure ceased 

Diatoms dominated in the Control channels but were less well represented in CuǦexposed channels ȋFigǤ ʹȌǤ Chronic exposure to copper is known to cause a shift towards dominance by green algae ȋSerra Ƭ Guaschǡ ʹͲͲͻǢTlili et al.ǡ ʹͲͳͲȌǣ indeedǡ Cu samples on week Ͳ were composed of Ͷ͹άͷΨ green algaeǤ ExCuͳ communitiesǡ due to increased diatom cell doublings ȋFigǤ ͶȌǡ progressively reached the Control algal compositionǡ while ExCuʹ communities remained close to CuǦexposed compositionǤ Focussing on assemblage structure of diatoms in more detailǡ a selection of species less susceptible to copper exposure occurred in the biofilms exposed to Cuǡ iǤeǤ 
Achnanthidium minutissimum or Nitzschia capitellata ȋDuong et al.ǡ ʹͲͲͺǢ Morin et al.ǡ ʹͲͲͺbǡ ʹͲͳʹǢ Verb Ƭ Visǡ ʹͲͲͷȌǤ Figure ͵ indicates that two weeks were more than enough for ExCuͳ assemblages to attain structure similar to the Controlsǡ in accordance with the most optimistic in situ translocation scenarios ȋTolcach Ƭ Gómezǡ ʹͲͲʹȌǤ Without any external supply of colonistsǡ ExCuʹ assemblage structure tended to diverge from the CuǦstressed state but did not reach the Control composition within the timeǦcourse of the experimentǤ )t followed a trajectory that was probably driven by in situ differential reproduction of species selected by previous Cu exposure and subsequently favoured by the new ȋuncontaminatedȌ environmental conditionsǤ The slower increase in periphytic biomass in ExCuʹ channels did not lead to such a strong decrease in local contamination ȋiǤeǤ Cu concentration in the biofilmȌ as in ExCuͳ ȋLambert et al.ǡ ʹͲͳʹȌǡ thus maintaining somewhat greater toxic pressureǤ This could explain why the succession trajectory of ExCuʹ assemblages were mainly driven by a massive growth of 
Achnanthidium minutissimumǡ a pioneer species ȋMedley Ƭ Clementsǡ ͳͻͻͺǡ Stevensonǡ 
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ͳͻͻͲȌ that is known to cope with metal contaminations ȋMorin et al.ǡ ʹͲͳʹȌǡ and to the decline of the copperǦtolerant Nitzschia hantzschianaǡ which is probably less competitive than other species when water contamination ceasesǤ Although deriving from a natural inoculumǡ the original assemblage was quite simple from the outsetǤ The selection that occurredǡ along with the laboratory conditions usedǡ meant that the assemblages studied here were closer to ǲmodel assemblagesǳ than to the intricate structures that can be expected in natureǤ (oweverǡ the trends observed here can be expected to be similar in ore complex assemblagesǤ 

ʹͷ͸ ʹͷ͹ ʹͷͺ ʹͷͻ ʹ͸Ͳ ʹ͸ͳ ʹ͸ʹ ʹ͸͵ ʹ͸Ͷ ʹ͸ͷ ʹ͸͸ ʹ͸͹ ʹ͸ͺ ʹ͸ͻ ʹ͹Ͳ ʹ͹ͳ ʹ͹ʹ ʹ͹͵ ʹ͹Ͷ ʹ͹ͷ ʹ͹͸ ʹ͹͹ ʹ͹ͺ 
ʹ͹ͻ ʹͺͲ 

m )nterestinglyǡ the percentage of diatom abnormalities remained fairly stable in the ExCuʹ and Cu channels throughout the experimentǤ No significant increase in r values was observed in Cu treatments ȋFigǤ ͶȌǡ suggesting that species affected by deformities were unable to reproduceǡ which is additional evidence for metalǦinduced genetic impairments ȋFalasco et al.ǡ ʹͲͲͻȌ which are likely to affect cell division ȋSchmidǡ ͳͻͺͶȌǤ Accrual of abnormal diatoms in ExCuʹ ȋpositive r valuesȌ apparently contradicts this statementǡ but in this case can be compared to the clear kinetics of increasing deformities observed in Control and ExCuͳ channelsǤ LongǦterm culture under laboratory conditions has been shown to be responsible for cell deformations ȋEstes Ƭ Duteǡ ͳͻͻͶǢ Torgan et al.ǡ ʹͲͲ͸Ȍǡ which could explain the antagonistic results aboveǤ Neverthelessǡ the relative abundance of deformed diatoms had stabilized at about Ǥ͸άͲǤͳΨ by week ͸ in all treatmentsǤ  ʹ
The role of immigration in diatom assemblage recovery 

)t is almost impossible to distinguish between biotic and abiotic drivers in in situ experimentsǡ but the abiotic drivers are generally considered as the major structuring 
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components for natural communities ȋSabaterǡ ʹͲͲͻǢ Stevenson et al.ǡ ͳͻͻ͸ȌǤ )n this respectǡ biofilm recovery after toxicant reduction would result in a rearrangement in the abundances of the remaining viable organisms ȋdifferential reǦgrowthȌǡ whereas reǦcolonization by upstream drift would rebuild an assemblage comprising those taxa that coped with the toxic stress plus immigrantsǤ The residual biofilm including the surviving species would probably make the surface rougher and stickier than bare surfacesǡ and thus produce autogenic habitats favouring quicker reǦcolonization ȋPeterson et al.ǡ ͳͻͻͲȌǤ Moreoverǡ the initially dominant species may enhance the ultimate development of lateǦsuccessional species through facilitation ȋMǤ Bottinǡ persǤ commǤȌǤ 

ʹͺͳ ʹͺʹ ʹͺ͵ ʹͺͶ ʹͺͷ ʹͺ͸ ʹͺ͹ ʹͺͺ ʹͺͻ 
ʹͻͲ ʹͻͳ ʹͻʹ ʹͻ͵ ʹͻͶ ʹͻͷ ʹͻ͸ ʹͻ͹ ʹͻͺ ʹͻͻ ͵ͲͲ ͵Ͳͳ ͵Ͳʹ ͵Ͳ͵ ͵ͲͶ ͵Ͳͷ 

)n this studyǡ we differentiated between the effects of a reduction in toxic stress and of inputs of immigrants on the recovery processǤ Whatever the treatment ȋExCuͳǡ ExCuʹȌǡ the biofilms remaining after one month of Cu exposure contained enough viable organisms to ensure there was no lag time in reǦgrowth ȋdata not shownȌǤ We found clear differential trajectories from previouslyǦexposed to unexposed diatom assemblage structure in the ExCuͳ and ExCuʹ channelsǤ )n ExCuͳǡ connection with unstressed assemblages led to extremely rapid recoveryǤ Converselyǡ recovery was delayed for ExCuʹ biofilmsǡ which were still unable to attain a comparable diatom species composition to Control biofilms even after ͸ weeks under uncontaminated conditionsǤ )serentant Ƭ Blancke ȋͳͻͺ͸Ȍ attributed changes in diatom assemblages after transplantation to differential developmentȀproliferation of the species that had already settledǤ (oweverǡ the quick recovery observed here of ExCuͳ in terms of species composition ȋwithin ʹ weeks for diatom species relative abundances and ͸ weeks for diatoms chlorophyll aȌ demonstrates that immigration is important in the dynamics of recoveryǤ The role of species drift in recovery thus has to be consideredǡ even if the present very optimistic scenario probably resulted from the experimental design 
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promoting dispersal and high connectivity ȋthe proximity and high density of potential immigrantsǡ very few water renewalsǡ and intermediate water flowȌ enhancing potential immigration and subsequent algal succession ȋMcCormick Ƭ Stevensonǡ ͳͻͻͳǢ Rolland et 

al.ǡ ͳͻͻ͹Ǣ Stevensonǡ ͳͻͺ͵ȌǤ 

͵Ͳ͸ ͵Ͳ͹ ͵Ͳͺ ͵Ͳͻ 
͵ͳͲ ͵ͳͳ ͵ͳʹ ͵ͳ͵ ͵ͳͶ ͵ͳͷ ͵ͳ͸ ͵ͳ͹ ͵ͳͺ ͵ͳͻ ͵ʹͲ ͵ʹͳ 
͵ʹʹ 
͵ʹ͵ ͵ʹͶ ͵ʹͷ ͵ʹ͸ ͵ʹ͹ ͵ʹͺ ͵ʹͻ 

(igher reproduction rates in Control and ExCuͳ channels can be inferred from increased silica consumption ȋTable ͳȌǤ In situ reproduction of immigrantsǡ although not easily measurableǡ is assumed to have substantially contributed to the aboveǦmentioned recovery processǤ )ndeedǡ biofilm diatoms show rapid reproduction ȋBaarsǡ ͳͻͺ͵Ǣ Morin 

et al.ǡ ʹͲͲͺaȌǡ resulting in an increase in the density of the newlyǦintroduced organismsǤ Studies on interspecific variation in diatom immigration ȋStevenson Ƭ Petersonǡ ͳͻͻͳȌ indicated that Achnanthidium minutissimum immigration was double that for Fragilaria speciesǢ thus the massive growth of F. capucina in ExCuͳ probably resulted from immigration and subsequent reproduction of highlyǦproductive individuals originating from unimpaired biofilmsǤ Ultimatelyǡ immigration and in situ reproduction of both persistent and reǦcolonizing speciesǡ although undistinguishableǡ play a major role in periphytic recovery after exposure to copper pollutionǤ  
 

Ecological importance of preserving longitudinal connectivity in streams Current freshwater management plans ȋeǤgǤ EU Water Framework Directive ǦʹͲͲͲȀ͸ͲȀECǦǡ EU River Basin Management Plansǡ or Wengerǡ ʹͲͲʹȌ underline the importance of preserving river corridors as major ǲmonitoring toolsǳ for ecological restoration of freshwater hydroecosystemsǤ )ndeedǡ the proximity of unimpacted areas within catchments is believed to increase effective recovery of connected impaired sitesǤ )n this studyǡ we indirectly assessed the gain in remediation efforts by characterizing the 
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differential recovery of diatom assemblages ȋExCuͳ and ExCuʹȌ after a chronic exposure to copperǤ Water contamination by micropollutants is recognized as a major issue in the EUǡ and our results support the qualitative importance of maintaining river corridorsǤ Overallǡ both immigration and in situ reproductionǡ although undistinguishableǡ enhanced periphytic recovery after exposure to copper pollution ȋExCuͳ treatmentȌǤ )n the wider perspective of restoring ecosystem integrityǡ maintaining intact reaches upstream would maximize the potential for downstream sites to recover from past contamination or after unexpected toxicant releasesǤ 

͵͵Ͳ ͵͵ͳ ͵͵ʹ ͵͵͵ ͵͵Ͷ ͵͵ͷ ͵͵͸ ͵͵͹ 
͵͵ͺ ͵͵ͻ ͵ͶͲ ͵Ͷͳ ͵Ͷʹ ͵Ͷ͵ ͵ͶͶ ͵Ͷͷ ͵Ͷ͸ ͵Ͷ͹ ͵Ͷͺ 
͵Ͷͻ ͵ͷͲ ͵ͷͳ ͵ͷʹ ͵ͷ͵ 
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TABLES ͶͻͶ Ͷͻͷ Ͷͻ͸ Ͷͻ͹  Table 1: Mean values (± SE, n = 3) of physicochemical parameters of the water in the four series of 
channels, determined during the 6Ǧweek recovery period. Letters in superscript following SiO2 and 
Cu values indicate statistical differences between treatments (Tukey's HSD test; P< 0.01). 

 Control Ex-Cu1 Ex-Cu2 Cu 

Conductivity (µS cm
-1

) 106 ± 12 97 ± 11 99 ± 11 106 ± 12 

O2 (mg L
-1

) 7.9 ± 0.6 8.0 ± 0.7 8.4 ± 0.8 7.9 ± 0.8 

pH 7.9 ± 0.1 7.9 ± 0.1 7.8 ± 0.1 7.8 ± 0.1 

Temperature (°C) 20.6 ± 0.4 21.2 ± 0.5 20.9 ± 0.5 20.7 ± 0.4 

NH4 (µg L
-1

) 17.4 ± 2.8 17.0 ± 3.3 20.3 ± 5.4 18.7 ± 4.1 

NO2 (µg L
-1

) 23.1 ± 4.9 30.3 ± 7.2 41.7 ± 7.2 41.4 ± 8.0 

NO3 (mg L
-1

) 2.3 ± 0.7 2.6 ± 0.8 2.6 ± 0.8 2.3 ± 0.7 

PO4 (µg L
-1

) 52.9 ± 16.3 78.3 ± 14.3 63.3 ± 18.7 60.0 ± 6.7 

SiO2 (mg L
-1

) 2.1 ± 0.6
a

4.8 ± 0.5
a,b

6.9 ± 1.3
b

7.0 ± 1.3
b

Cu (µg L
-1

) 1.4 ± 0.5
a

3.4 ± 1.2
a

4.9 ± 1.6
a

16.6 ± 1.4
b

 Ͷͻͺ Ͷͻͻ ͷͲͲ ͷͲͳ ͷͲʹ ͷͲ͵ 
Table 2: Mean (± SE) values of 2Ǧweek variations in population and the corresponding formula of the οpop. 
οpop = nF (net fecundity: reproduction – death) + I (immigration) – E (emigration). Letters in subscript refer 
to specific environmental conditions (CC: Control conditions; CU: Copper conditions; EX: ExCu1 and 2 
conditions). IEX values in italics are nonǦsignificant. NHAN: Nitzschia hantzschiana, ADMI: Achnanthidium 
minutissimum, FCAP: Fragilaria capucina. 

Two-week ∆pop (µgChl cm
-2

) Control Cu ExCu1 ExCu2 Immigration 

Equation nFCC-ECC nFCU -ECU nFEX+IEx-EEx nFEX-EEX IEX

Total diatoms 5.3±1.9 0.3±0.4 6.8±1.4 1.7±0.7 5.1±1.6 

NHAN -0.7±0.7 -0.2±0.3 0.2±0.6 -0.3±0.2 0.5±0.7 

ADMI 3.9±0.8 0.6±0.4 3.5±0.5 1.6±0.8 1.8±0.9 

FCAP 1.6±0.7 -0.0±0.1 2.5±0.4 0.1±0.1 2.4±0.4   ͷͲͶ ͷͲͷ 
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ͷͲ͸ ͷͲ͹ ͷͲͺ ͷͲͻ ͷͳͲ ͷͳͳ ͷͳʹ ͷͳ͵ ͷͳͶ ͷͳͷ ͷͳ͸ ͷͳ͹ ͷͳͺ ͷͳͻ ͷʹͲ ͷʹͳ ͷʹʹ 

F)GURES 
Figure 1: Experimental setǦup during exposure and recovery periods. Biofilms grown under 
control conditions are in white (no Cu added in water) and under contaminated conditions in grey 
(channels supplemented with Cu). 

 

Figure 2: Proportion of diatoms and relative abundance of the dominant diatom species and 
abnormal individuals over the course of the experiment. All data are expressed in % (in the case of 
otal diatoms, % of the total algal community).  t 
Figure 3: Cluster analysis  of the samples based on diatom species relative abundance. Only the 
taxa representing more than 1% relative abundance in at least one sample are taken into account. 
ee Fig. 2 for abundance of the dominant species on each sampling date. S 
Figure 4: Mean rates of increase (in cell doublings/day) over the 6Ǧweek experimental period of 
the global diatom assemblage (Total diatoms), dominant species and abnormal cells. n.s.: nonǦ
ignificant (P>0.05). s 
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