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1 Contexte de l’étude  
Cette étude a été réalisée dans le cadre de l’axe 4 « Ecologie & Ecotoxicologie » de la phase VI du 
programme PIREN-Seine (bloc 2A). Les laboratoires participant cet axe de recherche ont organisé trois 
campagnes d’échantillonnage communes en octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012. Des échantillons 
d’eau et de sédiments ont été analysés (ou le seront dans un futur proche pour certains paramètres) pour 
déterminer les caractéristiques physico-chimiques du milieu (température, oxygène, ions majeurs, matières 
en suspension, formes du carbone, concentration en micropolluants etc.). En parallèle, diverses études sur le 
potentiel des micro-et macro-organismes aquatiques comme indicateurs écotoxicologiques ont été réalisées. 
L’objectif de notre travail était d’évaluer dans quelle mesure la structure des communautés bactériennes 
(nombre et identité des espèces, abondance relative de celles-ci) et les changements de cette structure 
pouvaient être utilisés comme indicateurs de la présence de micropolluants (bisphénol, nonylphénol, 
hydrocarbures aromatiques…) en Seine. Comme l’ensemble des analyses physico-chimiques n’a pas encore 
été réalisé (en particulier les mesures de concentrations en divers polluants), nous présenterons dans ce 
rapport les variations de structure des communautés bactériennes le long de l’axe Seine (paragraphe 3.1 à 
3.5), sans leurs facteurs explicatifs. Notons cependant que des expériences en laboratoire de contamination 
artificielle d’eau et de sédiments de la Seine ont été réalisées en plus des trois campagnes d’échantillonnage 
(voir paragraphe 3.6) pour tester l’hypothèse d’une variation de structure des communautés en présence de 
polluants chimiques.  

 

2 Matériel et méthodes  
2.1 Echantillonnage d’eau et de sédiments de la Seine

Les campagnes d’échantillonnage ont été réalisées les 26/09/2011, 03/07/2012 et 11/12/2013 à Marnay, 
Bougival et Triel. Des échantillons d’eau de Seine (prélèvement au seau, 500 à 1000 ml) et de sédiments 
(prélèvement à la louche, 0-10 cm de profondeur, 1g) ont été collectés en triplicats pour les extractions 
d’ADN. Les premiers ont été filtrés sur des membranes Cyclopore de 0.2 µm de porosité (pour analyser la 
communauté microbienne totale en suspension dans l’eau) et sur des membranes Nuclépore de 5 µm de 
porosité (pour analyser la fraction de la communauté microbienne adsorbée aux particules en suspension 
dans l’eau). Un échantillon de biofilm1 provenant de la station de Marnay nous a également été fourni par 
Lise Fechner lors de la campagne d’octobre 2011. Les filtres, les échantillons de sédiments et le biofilm ont 
été conservés au congélateur basse température (-80°C) avant extraction de l’ADN. En parallèle, des 
échantillons d’eau et de sédiments ont été fixés dans de formol 2% final et conservés à 4°C pour les 
estimations d’abondance microbienne. 

                                                        
1 Des bandelettes plastiques ont été mises à incuber en rivière et le biofilm (communauté de microorganismes attachés à un 
substratum) qui s’y est développé a été collecté après 3 semaines de croissance. 

2.2 Estimation de l’abondance bactérienne par microscopie à épifluorescence 
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Les cellules bactériennes ont été comptées en microscopie à épifluorescence, après filtration des échantillons 
sur membrane Millipore Milex®-GV noire (diamètre des pores : 0,22µm, Φ : 25mm) et coloration des 
échantillons au 4',6'-diamidino-2-phénylindole* 5 µg/ml conc. finale (*colorant intercalant de l’ADN double 
brin). Les échantillons de sédiment ont été préalablement soumis à un protocole de décrochage des bactéries 
de la matrice minérale : 3 x 1 min à 60 W

2.3 Extraction d’ADN 

L’ADN de la plupart des échantillons a été extrait suivant un protocole « classique » d’extraction au phénol-
chloroforme-alcool isoamylique, après une étape de lyse des cellules en présence de lysozyme, mutanolysine 
et sodium dodécyl sulfate. L’ADN des échantillons de sédiments de juillet 2012 et d’eau et de sédiments de 
décembre 2012 a par contre été extrait à l’aide de kits MoBio (PowerSoil DNA Isolation et PowerWater 
DNA Isolation). En plus de leur grande facilité d’utilisation, ces kits permettent d’extraire un ADN de plus 
grande pureté, mais en moindre quantité. Nous avons testé le protocole « classique » et les kits en parallèle 
sur quelques échantillons et constaté que la diversité bactérienne était légèrement (mais systématiquement) 
inférieure et légèrement différente en termes d’espèces identifiées dans le deuxième cas (résultats non 
détaillés ici). Ce changement de protocole peut donc avoir introduit un biais dans nos analyses. 

2.4 Séquençage et analyse des pyroséquencs

Les échantillons ont été pyroséquencés (technologie « 454 », Margulies et al. 2005. Genome sequencing in 
microfabricated high-density picolitre reactors. Nature 437, 376-380) par la firme Research and Testing 
Laboratories (Lubbock, Texas), après amplification par PCR d’un fragment du gène codant pour l’ARNr16S 
à l’aide des amorces 28F-519R (28F: 5’-GAG TTT GAT YMTGGC TC & 519R: 5’-GWA TTA CCG CGG 
CKG CTG). Les séquences obtenues (3000 à 10000 en moyenne par échantillon) ont été analysées à l’aide 
du logiciel MOTHUR (Schloss, P.D., et al., 2009. Introducing mothur: Open-source, platform-independent, 
community-supported software for describing and comparing microbial communities. Appl Environ 
Microbiol. 75(23):7537-41). Les séquences trop courtes, chimériques (issues de l’amplification erronée de 2 
fragments d’ADN différents), dont le signal était trop proche du bruit de fond ou présentant des 
mésappariements au niveau des amorces ont été éliminées. Les séquences ont été regroupées par le logiciel 
en taxons OTU0.03 (« operational taxonomic units »), càd en groupes de séquences partageant au moins 97% 
d’identité génétique (ce qui correspond aux « espèces » bactériennes, bien que cette définition soit 
discutable). Pour déterminer l’affiliation phylogénétique des séquences, celles-ci ont été comparées à la base 
de données SILVA jusqu’au niveau du genre (groupes de séquences partageant au moins 95% d’identité). Il 
est en effet déconseillé de faire de la phylogénie au-delà du genre quand on travaille sur un fragment du gène 
codant pour l’ARNr16S et non sur le gène entier. La structure des communautés bactériennes (abondance 
relative des OTU0.03) des différents échantillons a été comparée dans une matrice de similarité de Bray-Curtis 
calculée à l’aide du logiciel PRIMERv6. Les résultats ont été portés en graphiques (dendrogramme de 
similarité et non-metric Multidimensional Scaling) en utilisant ce logiciel.  
Sur quelques échantillons, des réplicats d’extraction d’ADN à l’aide du protocole « classique » suivie du 
pyroséquençage de la diversité bactérienne ont été réalisés. Comme nous avons observé très peu de 
différences entre réplicats, la diversité bactérienne de chaque prélèvement n’a été analysée qu’une seule fois 
par la suite.  
 

2.5 Expériences de contamination artificielle en microcosmes 

Afin de vérifier si des bactéries tolérantes aux polluants et/ou dégradatrices de ceux-ci avaient pu être 
sélectionnées dans les sites situés en aval de l’agglomération parisienne et donc soumis à une forte pression 
chimique, nous avons réalisé une série d’expériences de contamination artificielle de l’eau et des sédiments  
du site de Triel (à priori le plus pollué) avec deux perturbateurs endocriniens : le bisphénol A (BPA) et le  4-
nonylphénol (NP)(concentration = 1 mg/l) (Figure 1). En raison de leur faible solubilité, les polluants ont 
d’abord été dissous dans de l’acétone et nous avons laissé celui-ci s’évaporer pendant plusieurs heures. Les 
microcosmes ont ensuite été incubés à température du laboratoire pendant 28 jours et sous agitation (300 
rpm). Nous avons mesuré au cours du temps le nombre de cellules /l par microscopie à épifluorescence, et 
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l’activité exoprotéolytique de la communauté (hydrolyse du  substrat fluorogénique leucine-b-
naphthylamide). Des échantillons ont également été prélevés pour des analyses de diversité par la méthode 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (Muyzer et al. 1993. Profiling of complex microbial populations by 
denaturing gradient gel electrophoresis analysis of polymerase chain reaction-amplified genes coding for 16S 
rRNA. Applied and Environmental Microbiology 59(3):695-700). Pour appliquer cette méthode, nous avons, 
dans un premier temps, extrait l’ADN des bactéries retenues sur les filtres à l’aide de kits d’extraction 
PowerWater DNA Isolation Kit (MO BIO, Inc.). Ensuite, nous avons amplifié par PCR, à partir des ADN 
extraits, une partie du gène codant pour l’ARNr 16S. La technique d’électrophorèse sur gel à gradient 
dénaturant qui permet d’obtenir un profil de la diversité des communautés bactériennes de nos microcosmes 
a été appliquée. La DGGE permet de séparer des fragments d’ADN de même longueur grâce à leur(s) 
différence(s) de séquence(s) d’acides nucléiques. Selon leur structure primaire, les différents domaines d’une 
molécule d’ADN bicaténaire sont dénaturés, plus ou moins rapidement, par le gradient croissant d’urée et de 
formamide présent dans le gel d’acrylamide. Sur ce type gel, une bande d’ADN correspond en principe à un 
phylotype et l’intensité de la bande est proportionnelle à l’abondance de celui-ci. 
 

 
 

Figure 1 :Protocole de l’expérience de contamination artificielle de l’eau et des 
sédiments de Triel avec du BPA (1 mg/l), du 4-NP/l (1 mg/l)) et un mélange des deux (1 

mg/l de chacun des deux polluants) 

 

 

3 Résultats et discussion 
3.1 Abondances microbiennes dans l’eau et les sédiments de la Seine 

Lors des 3 campagnes d’échantillonnage, nous avons observé des abondances de microorganismes variant de 
3.27 à 34.1 milliards de cellules / litre d’eau (moyenne = 10.6 milliards de cellules)(Figure 2). A chaque 
station, les abondances étaient nettement supérieures en décembre 2012, quand le débit de la Seine était le 
plus élevé (178, 273, 537 m3/sec à Vernon en octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012, respectivement 
(données : GIP-Seine Aval)), ce qui suggère une remise en suspension plus importante de bactéries 
adsorbées aux particules minérales lors de cette campagne. Les abondances microbiennes dans les sédiments 
étaient très variables (160 milliards à 6110 milliards de cellules / kg de sédiment, moyenne = 2036 milliards 
cellules /kg sédiment) et en moyenne ≈200 fois supérieures à celles de la colonne d’eau à unité de masse 
égale.
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Figure 2 : Abondances microbiennes dans l’eau et les sédiments de Marnay, Bougival 
et Triel lors des 3 campagnes d’échantillonnage. Les barres d’erreur correspondent à 

des triplicats de comptages.  

3.2 Analyse préliminaire des pyroséquences à l’aide du logiciel MOTHUR 

Trois à 10000 séquences (en fonction des campagnes) ont été théoriquement pyroséquencées par échantillon, 
mais ce nombre était très variable d’un échantillon à l’autre. Trente à 50% des séquences ont été éliminées 
car de qualité insuffisante (cf matériel et méthodes). Pour certains échantillons, le nombre de pyroséquences 
obtenu était largement supérieur à 10000 (exemple Figure 3). Nous avons observé que pour aucun des 
échantillons, le nombre d’OTU0.03 ne se stabilisait au cours de l’effort de séquençage (les courbes de 
raréfaction telles que celle présentée à la Figure 2 ne présentaient pas de « plateau ») ce qui signifie qu’en 
Seine, un effort de séquençage de dizaines de milliers de signatures phylogénétiques ( !) ne reflète pas 
complètement la diversité bactérienne présente in situ. Pour calculer les indicateurs de diversité, nous avons 
considéré le plus petit dénominateur commun aux échantillons, soit 1700 pyroséquences par échantillon 
(choisies aléatoirement par MOTHUR). 
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Figure 3 : Exemple de courbe de raréfaction pour l’échantillon le plus exhaustivement 

séquencé de tous les échantillons (28640 pyroséquences).  
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3.3 Richesse en OTU0.03 des échantillons 
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Figure 4 : Richesse en OTU0.03 (observée : en noir ; estimée : en orange) dans la Seine 
à Marnay (Mar), Bougival (Bou) et Triel (Tri) lors des 3 campagnes d’échantillonnage. 

Eau5=bactéries de la colonne d’eau adsorbées aux particules; Biof=biofilm ; 
Sed=sédiment. Barres verticales noires = intervalle de confiance à 95%. 

La Figure 4 présente le nombre de taxons (OTU0.03) observés dans nos échantillons (parmi 1700 
pyroséquences) et le nombre estimé à l’aide de l’estimateur ACE (abundance-based coverage estimator, 
Chao A, Lee S-M. 1992. Estimating the number of classes via sample coverage. J Am Stat Assoc.; 87:210–
217) (la valeur de celui-ci est proche du « plateau » de chaque courbe de raréfaction). La richesse en OTU0.03 
était très nettement supérieure dans les sédiments et dans le biofilm par rapport à la colonne d’eau. Cette 
tendance peut s’expliquer par une plus grande hétérogénéité des deux premiers milieux par rapport au 3ème en 
termes de gradients physico-chimiques. La richesse en taxons des échantillons était grosso modo corrélée 
aux abondances microbiennes (Figure 5). Aucune diminution systématique de la richesse en OTU0.03 n’a été 
observée dans les échantillons d’eau filtrée sur 5 µm par rapport aux échantillons d’eau brute. Enfin, la 
richesse en taxons ne semblait ni diminuer, ni augmenter de manière récurrente à chaque campagne dans les 
échantillons d’eau et de sédiments le long de l’axe Marnay-Bougival-Triel.  
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Figure 5 : Corrélation entre la richesse OTU0.03 estimée et le nombre de cellules 

procaryotiques (échelle Log10) comptées par microscopie à épifluorescence dans les 
mêmes échantillons d’eau ou de sédiment.  
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3.4 (Dis)similarité de la structure des communautés bactériennes le long de l’axe 
Marnay-Bougival-Triel  

La structure des communautés bactériennes (nombre et abondance relative des différents OTU0.03) a été 
comparée entre échantillons par le calcul d’une distance de similarité de Bray-Curtis, après transformation 
des données à la racine carrée pour réduire le poids des espèces abondantes dans les calculs. Notons 
cependant que les échantillons contenaient très peu d’espèces abondantes (exemple Figure 6). 
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Figure 6 : Abondance relative des différentes OTU0.03 dans l’échantillon d’eau de 
Marnay en octobre 2011. 63 OTU0.03 sont représentées. Toutes les OTU0.03  dont 

l’abondance relative était égale à zéro dans cet échantillon ne sont pas 
représentées. 

La matrice résultante (comparaison de tous les échantillons deux à deux) a servi de base pour la 
représentation graphique de ces similarités sous forme de dendrogramme (Figure 7) ou de graphe NMDS 
(Figure 8). Très clairement, les échantillons d’eau et de sédiments formaient des groupes séparés qui 
partageaient moins de 10% de similarité (Figure 7). Les échantillons d’eau étaient plus similaires entre eux 
(tous partageaient > 50% de similarité, sauf l’échantillon d’eau collecté à Triel en décembre 2012) que ne 
l’étaient les échantillons de sédiments. En effet, deux sous-groupes d’échantillons de sédiments partageant 
moins de 20% de similarité sont visibles sur la Figure 7. Enfin, dans tous les cas, la structure de la 
communauté bactérienne adsorbée sur les particules en suspension dans l’eau était très similaire à celle de la 
communauté bactérienne totale de la colonne d’eau pour un même échantillonnage, puisqu’elles partageaient 
>75% de similarité. Elle était par contre très peu similaire à celle des sédiments d’un même échantillonnage, 
ce qui s’explique par le fait que ceux-ci ont été prélevés sur 10 cm de profondeur alors qu’il eut mieux valu 
échantillonner la fine couche de sédiments de surface susceptible d’être remise facilement en suspension 
dans l’eau (les « vases fluides »).  

L’analyse de la Figure 8 aboutit aux mêmes conclusions : tous les échantillons d’eau formaient un groupe 
bien distinct si l’on considère 25 et 50% de similarité (sauf l’échantillon d’eau de Triel de décembre 2012, 
dont la composition était anormale – cf paragraphe suivant). Les échantillons de sédiments (et le biofilm) 
quant à eux formaient 2 sous-groupes distincts à 25% de similarité, et d’avantage de sous-groupes à 50% de 
similarité. Si l’on compare les différentes campagnes, c’est à Marnay que la structure des communautés 
bactériennes dans l’eau et les sédiments variait le moins dans le temps et à Triel qu’elle variait le plus, après 
que les eaux de la Seine aient traversé l’agglomération parisienne et aient été mélangées à celle de la Marne 
et de l’Oise. 



PIREN-Seine – phase 6 – rapport 2013 
 

 
Diversité bactérienne le long de l’axe Seine 7 
 

Group average

Tr
iW

at
K

itD
ec

12

B
ou

W
at

O
ct

11
B

Tr
iW

at
O

ct
11

B

Tr
iW

at
5K

itJ
ul

12

Tr
iW

at
Ju

l1
2

B
ou

W
at

5K
itJ

ul
12

B
ou

W
at

Ju
l1

2

M
ar

W
at

5K
itJ

ul
12

M
ar

W
at

Ju
l1

2

M
ar

W
at

5O
ct

11

M
ar

W
at

O
ct

11
A

B
ou

W
at

K
itD

ec
12

M
ar

W
at

K
itD

ec
12

Tr
iS

ed
K

itJ
ul

12

Tr
iS

ed
O

ct
11

B

B
ou

S
ed

K
itJ

ul
12

M
ar

B
io

fO
ct

11

B
ou

S
ed

O
ct

11

M
ar

S
ed

O
ct

11

M
ar

S
ed

K
itJ

ul
12

Tr
iS

ed
K

itD
ec

12

B
ou

S
ed

K
itD

ec
12

Samples

100

80

60

40

20

0
S

im
ila

rit
y

Transform: Square root
Resemblance: S17 Bray Curtis similarity

type d'echantillon
eau Marnay
eau Marnay F.5µm
sédiment Marnay
biofilm Marnay
eau Bougival
eau Bougival F.5µm
sédiment Bougival
eau Triel
eau Triel F.5µm
sédiment Triel

 

Figure 7 : Dendrogramme de similarité de la structure des communautés bactériennes 
dans les différents échantillons d’eau (« Wat »), d’eau filtrée sur 5 µm (« Wat5 »), de 
sédiment (« Sed ») et de biofilm (« Biof ») collectés à Marnay, Bougival et Triel aux 3 

campagnes d’échantillonnage (octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012).  
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Figure 8 : Représentation graphique « non-metric multidimensional scaling » de la 
similarité entre échantillons. Plus deux points sont proches, plus la structure de leurs 

communautés bactériennes est similaire.  
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3.5 Composition phylogénétique des communautés bactériennes de l’eau et des 
sédiments de la Seine le long de l’axe Marnay-Bougival-Triel 

Les groupes phylogénétiques présents dans les échantillons d’eau et de sédiments de la Seine ont été 
déterminés en comparant les pyroséquences à la base de données SILVA à l’aide du logiciel MOTHUR. 
L’analyse a été faite au niveau du phylum, de la classe, de l’ordre, de la famille, et du genre. Seuls les 
résultats au niveau du phylum (excepté pour les Proteobacteria, où nous avons spécifié les différentes 
classes) et du genre seront présentés dans ce rapport. Les phylums représentant > 0.1% de l’ensemble des 
pyroséquences (tous échantillons confondus) sont présentés à la Figure 9; les genres les plus dominants 
représentant ensemble 95% des pyroséquences sont présentés à la Figure 10. 

Les échantillons d’eau étaient dominés par 4 à 5 phyla/classes : Actinobacteria (aussi appelé 
« Actinomycètes », groupe très diversifié et ubiquiste de bactéries principalement hétérotrophes), β-
Proteobacteria (groupe très diversifié au niveau métabolique, comprenant de nombreuses bactéries 
hétérotrophes), Bacteroidetes (groupe de bactéries spécialisées dans la dégradation de matière organique 
complexe comme les polymères de plantes), Verrucomicrobia (groupe de bactéries hétérotrophes mal 
caractérisé) et Cyanobacteria (bactéries photosynthétiques). Le phylum des Bacteroidetes était plus abondant 
dans les échantillons de décembre 2012 qu’aux autres campagnes, particulièrement dans l’échantillon de 
Triel où il représentait 90% des pyroséquences. Nous n’avons pas d’explication à ce phénomène pour le 
moment. La composition phylogénétique des sédiments (et du biofilm) était très différente de celle de l’eau, 
avec d’avantage de phyla bien représentés: β-Proteobacteria, Bacteroidetes, γ-et α-Proteobacteria (deux 
classes de bactéries très diversifiées au niveau métabolique), Chloroflexi (groupe de bactéries telluriques, 
souvent bien représenté dans les milieux anaérobies), δ-Proteobacteria (groupe de bactéries anaérobies, 
incluant des bactéries sulfato-réductrices), Acidobacteria (groupe de bactéries telluriques) et Planctomycetes 
(bactéries typiques des sédiments dulcicoles et marins). Huit a 47% des pyroséquences n’ont pas pu être 
classifiées au niveau du phylum (« unclassified »), ce qui pourrait être dû à la sous-représentation des 
bactéries des sédiments d’eau douce (un environnement relativement peu étudié) dans les bases de données 
phylogénétiques. 
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Figure 9 : Composition phylogénétique (au niveau du phylum) des communautés 
bactériennes des échantillons d’eau (« Wat »), d’eau filtrée sur 5 µm (« Wat5 »), de 
sédiment (« Sed ») et de biofilm (« Biof ») le long de l’axe Marnay-Bougival-Triel aux 
3 campagnes d’échantillonnage (octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012). Les 
phylums représentant < 0.1% de l’ensemble des pyroséquences ont été groupés dans la 
catégorie « other » (autres). 
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Au niveau des genres, il est remarquable de constater que la colonne d’eau de Seine aux différentes stations 
était dominée par un genre non caractérisé d’Actinobactéries (A, Figure 10) représentant 10 à 73% des 
pyroséquences. Celui-ci appartient à la famille ACK-M1, qui est composée de très petits vibrions 
planctoniques à stratégie de vie oligotrophe. Quelques autres genres étaient bien représentés (Figure 10): 
Limnohabitans (β-Proteobacteria d’eau douce) (B) ; un genre non caractérisé de Verrucomicrobia (C ), 
Flavobacterium (Bacteroidetes d’eau douce) (D), Arcicella (Bacteroidetes de rivières et d’eau du robinet) 
(E). L’échantillon d’eau collecté à Triel en décembre 2012 était quant à lui totalement dominé par trois 
genres de Bacteroidetes non caractérisés (F, G, H). Dans les sédiments, nous avons observé une plus grande 
diversité de genres, dont un petit nombre dominaient la communauté bactérienne de certains échantillons : un 
genre d’un phylum inconnu (I) ; un genre non caractérisé de Bacteroidetes (J) ; un genre non caractérisé de 
Sinobacteraceae (γ-Proteobacteria, K), qui est une famille de bactéries telluriques ; un genre non caractérisé 
de Burkholderiales (β-Proteobacteria, L) ; et un genre non caractérisé de Chloroflexi (M). L’écologie de 
tous ces genres n’est pas connue, car peu d’isolats (voir le plus souvent aucun) n’est/ne sont disponibles dans 
les collections de cultures. 
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Figure 10 : Composition phylogénétique (au niveau du genre) des communautés 
bactériennes des échantillons d’eau (« Wat »), d’eau filtrée sur 5 µm (« Wat5 »), de 
sédiment (« Sed ») et de biofilm (« Biof ») le long de l’axe Marnay-Bougival-Triel aux 
3 campagnes d’échantillonnage (octobre 2011, juillet 2012 et décembre 2012). 
L’identité phylogénétique des taxons A à M est détaillée dans le texte. Les genres 
minoritaires ont été groupés dans la catégorie N, qui représente 5% de l’ensemble des 
pyroséquences.  

 

3.6 Impact d’une contamination en micropolluantss organiques sur les communautés 
bactériennes  

Aucune croissance microbienne n’a été mesurée dans les microcosmes contenant des slurries (mélange 20% 
sédiment de Triel – 80% milieu minimum M9). Dans les microcosmes « eau de Triel », malgré une évolution 
des communautés assez inattendue (un pic d’abondance inexpliqué au jour 4 et une augmentation 
significative de l’abondance et de l’activité microbienne dans le microcosme ne contenant que de l’acétone), 
des bactéries tolérantes au BPA et/ou au NP se sont développées pendant le mois d’incubation (Figure 11). 
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Figure 11 : Evolution du nombre de cellules et de l’activité exoprotéolytique dans les 
microcosmes d’eau de Triel incubés pendant 28 jours au laboratoire en présence et en 

absence de BPA et NP.  
 

La figure 12 présente les résultats des gels DGGE permettant d’étudier les variations de la communauté 
bactérienne au cours de l’incubation de 28 jours dans les différents microcosmes d’eau. 

L’analyse de la figure 12 montre que dans les microcosmes avec micropolluant(s) ajouté(s), on observe 
un léger appauvrissement des communautés, mais une sélection de phylotypes en présence de polluants. 
Néanmoins, cette sélection ne s’intensifie pas avec le temps. En effet, on observe une évolution très 
dynamique de la structure de la communauté bactérienne. Dans un même microcosme, les bandes de 
phylotypes deviennent plus intenses ou moins intenses d’un jour à l’autre, sans véritable sélection 
progressive au cours du temps. Par exemple, nous avons observé un pic du nombre de bactéries dans les 
microcosmes avec polluants au 4e jour (Fig. 11). Sur la figure 12, on voit effectivement au 4éme jour, 
une ou quelques bande(s) très intense(s). L’intensité de cette/ces bande(s) diminue ensuite au cours de 
l’incubation.  

La nature de l’échantillon d’eau peut expliquer le dynamisme des communautés dans les microcosmes. 
L’eau de Seine au niveau du site de Triel contient du BPA et du NP, donc les bactéries des microcosmes 
ont déjà été en contact avec ces polluants (à faible concentration par rapport aux conditions de notre 
expériences). Beaucoup de phylotypes sont peut-être capables de tolérer ou de dégrader les polluants. 
Certains phylotypes peuvent se développer dans un premier temps, puis diminuer ou disparaître dû à une 
évolution des conditions (compétition, diminution des ressources. D’autres phylotypes, également 
capables de tolérer ou de dégrader ces substances, peuvent se développer ensuite si l’évolution des 
conditions leur est plus favorable. 
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Figure 12  Evolution temporelle de la structure de la communauté bactérienne dans les 

microcosmes d’eau de Seine évaluée via  le technique DGGE avec numérotations de 
certains phylotypes bactériens intéressants Les chiffres (0, 1, 4, 14, 28) correspondent 

aux jours d’incubation, les lettres B suivies d’un chiffre (B1, B3, B5, B7, B9) 
correspondent aux noms des microcosmes. 

 

Les bandes numérotées sur la figure 12 correspondent aux neuf phylotypes bactériens se développant 
spécifiquement dans les microcosmes avec polluant(s). Ce sont soit des phylotypes tolérants mais qui ne 
dégradent pas forcément les polluants, soit des phylotypes capables de dégrader les polluants et d’en 
tirer leur énergie. En accord avec la littérature, le BPA semble moins facile à biodégrader que le NP. 
Seulement, 3 phylotypes supplémentaires se développent dans le microcosme BPA par rapport au 
contrôle-acétone (pour toute la période de l’expérience), alors qu’il y en a 7 dans le microcosme NP.  

Les bandes sélectionnées ont été excisées du gel dans le but de séquencer l’ADN qu’elles contenaient et 
d’identifier les différents phylotypes intéressants. Cependant, malgré de nombreux essais dans des 
conditions expérimentales différentes, l’ADN de ces bandes n’a pu être réamplifié pour permettre un 
séquencage. 

Le programme PyElph a été utilisé pour dresser le dendrogramme présenté à la figure 13. Cette figure  
nous montre qu’au jour 0 les différents microcosmes ont logiquement une diversité similaire. Les profils 
du microcosme contrôle-eau aux jours 1, 4, 14, 28 restent groupés. C’est le seul microcosme pour lequel 
le profil de la communauté évolue relativement peu au cours du temps. On observe dès le 1er jour une 
différenciation entre le microcosme contrôle-eau et ceux avec micropolluant(s) organique(s) ajouté(s). Il 
semble que les microcosmes contrôle-acétone et BPA évolue de manière assez similaire. En effet, aux 
différents temps de prélèvement, la communauté est plus semblable entre les deux microcosmes 
contrôle-acétone et BPA que celle des autres microcosmes. La même observation peut être faire pour les 
microcosmes NP et BPA + NP, à l’exception du 14éme et du 28éme jours, où les 2 microcosmes évoluent 
différemment. Ceci rejoint l’hypothèse qu’il y a une modification de plus en plus marquée de la 
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diversité et de la structure des communautés selon l’ordre suivant : microcosme contrôle-eau, 
microcosme contrôle acétone, microcosme BPA, microcosme NP et finalement microcosme BPA + NP. 

 

 
Figure. 13. Dendrogramme des microcosmes d’eau de Seine, réalisé à l’aide du 

programme PyElph. Les chiffres représentent les labels de distance. 

 

 

4 Conclusion et perspectives 
Les trois compagnes réalisées sur l’axe Marnay-Bougival-Triel nous ont permis d’observer des différences 
notoires entre la colonne d’eau et les sédiments en termes de richesse en taxons (OTU0.03), de structure des 
communautés bactériennes et de composition phylogénétique de celles-ci. En résumé, comparé aux 
échantillons de sédiments, les échantillons d’eau étaient moins diversifiés (moins de taxons différents), 
présentaient une communauté assez similaire d’un site à l’autre et d’une campagne à l’autre, et étaient 
dominés par quelques genres bactériens seulement. De plus, les communautés des sédiments présentaient une 
plus structure plus variable au cours du temps d’amont en aval de Paris. Notre objectif est maintenant de 
corréler ces différences de structure avec les paramètres physico-chimiques qui ont été mesurés par les autres 
équipes lors des campagnes d’échantillonnage (valeurs disponibles sous peu). L’analyse des communautés 
sera également raffinée en séparant les taxons abondants des taxons rares (la structure des communautés 
varie-t-elle car l’abondance relative de quelques taxons dominants est différente d’un échantillon à l’autre, 
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ou car l’abondance relative des nombreux taxons rares est différente d’un échantillon à l’autre ?) et en 
séparant les analyses des échantillons de la colonne d’eau et des sédiments, puisque ces deux types 
d’échantillons partagent peu de taxons en commun. Ceci permettra de mettre plus finement en évidence les 
variations spatio-temporelles de structure des communautés bactériennes le long de l’axe Seine. 

Dans le cadre de ce travail, des expériences ont été entreprises en laboratoire afin de tester si deux 
perturbateurs endocriniens différents pouvaient engendrer des modifications de la composition de la 
communauté bactérienne présente dans les eaux de la Seine. Nous avons effectivement mis en évidence de 
telles modifications durant les expériences d’incubation en présence de micropolluant mais il est important 
de mentionner que les concentrations en micropolluants appliquées ici sont beaucoup plus importantes que 
les concentrations maximales de ces micropolluants rencontrées dans les rivières du bassin de la Seine. Des 
problèmes techniques rencontrés lors de nos tentatives d’amplification des bandes d’intérêt, susceptibles de 
provenir d’espèces bactériennes capables de dégrader ou de tolérer les micropolluants testés, ne nous ont pas 
permis d’identifier ces espèces. Si des expériences de ce type devaient être reconduites, la technique de 
séquençage à haut débit (appliquée dans ce travail pour étudier les communautés bactérienne en Seine) 
devrait être privilégiée pour l’étude de l’évolution des communautés bactériennes dans les microcosmes 
enrichis en micropolluants. 

 


