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Les meétaux constituent des contaminants historiques du bassin, et des milieux urbains d’une maniere
générale. A I’échelle du bassin, les sources de contamination par les métaux sont multiples : effluents urbains
et industriels, érosion des toitures parisiennes, retombées atmosphériques, amendement de déchets ou de
fertilisants sur les sols... Par conséquent, la contamination métallique des milieux aquatiques exerce une
pression diffuse, multiple et chronique sur les organismes vivants dont il est difficile d’évaluer les effets. En
effet, les concentrations actuellement mesurées dans la colonne d’eau en Seine restent en général faibles si
on les compare aux normes de qualité environnementale (NQE) de la directive cadre sur I’eau (DCE)
lorsqu’elles existent.

Dans ce contexte, il parait nécessaire de développer des outils biologiques permettant d’évaluer la sensibilité
et la vulnérabilité des écosystémes aquatiques du bassin de la Seine a la contamination métallique. Les
travaux présentés dans ce rapport ont été mis en ceuvre au cours de quatre campagnes de prélévements sur le
terrain sur I’axe Seine en 2011 et 2012. lls ont pour objectif de contribuer a la phase 6 du PIREN Seine en
particulier au travers du développement d'indicateurs écotoxicologiques permettant de relier la pression
chimique a I'état de santé d'organismes vivants exposeés in situ en se focalisant sur deux modeles biologiques
- les biofilms de riviéere et les gammares.

1 Suivi saisonnier de la pression métallique
1.1 Présentation des sites et suivi physico-chimique

Les trois sites choisis pour cette campagne ont déja fait I’objet de suivis dans le cadre du programme PIREN
Seine, notamment une campagne de suivi de la contamination en métaux et Hydrocabures Aromatiques
Polycycliques (HAP) et ses conséquences en termes de bioaccumulation et d’impacts génotoxiques chez des
dreissénes transplantées en 2008-2009 (Priadi et al. 2011, Bourgeault et al. 2011, Michel et al. 2013).

IIs sont situés le long du gradient de contamination urbain de I’agglomération parisienne, de I'amont (site de
Marnay-sur-Seine a environ 200 km de Paris) a I'aval (Bougival et Triel-sur-Seine) de Paris sur la Seine ; le
site de Triel est a I'aval du rejet de la station Seine-Aval et de la confluence de la Seine avec I’Oise (Figure
1).
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Figure 1 : Carte représentant les trois sites de prélévement sur la Seine.

Lors de cette étude, quatre campagnes de prélevement ont été organisées a quatre saisons différentes :
- Campagne 1 « automne 2011 » : 31/08-27/09/11
- Campagne 2 « printemps 2012 » : 02/03-03/04/12
- Campagne 3 « éte 2012 » :  01/06-03/07/12
- Campagne 4 « hiver 2012 » : 13/11-18/12/12.

Lors de chaque campagne des prélévements ponctuels d’eau (3 a 4 prélévements par campagne) ont été
réalisés pour déterminer les concentrations en métaux totaux et dissous ainsi que les parametres physico-
chimiques majeurs (température, pH, conductivité, anions/cations majeurs, etc.). En paralléle de ces
prélévements ponctuels, des échantillonneurs passifs de type DGT (Diffusise Gradient in Thin Films, Zhang
and Davison 1995) ont été immergeés pendant toute la durée de chague campagne (dates indiquées ci-dessus)
afin de mesurer les concentrations en métaux labiles. Les données concernant les biofilms et gammares
seront explicitées ci-dessous (parties 2 et 3).

Les résultats des mesures physico-chimiques obtenues lors de cette étude correspondent aux valeurs
moyennes mesurées lors de la campagne précédente en 2008-2009. On observe que pour certains parametres
physico-chimiques, le gradient urbain amont/aval de Paris n’est pas toujours marqué selon les campagnes de
prélevement (exemple des nitrates ou du calcium avec des concentrations moyennes qui augmentent le long
de la Seine lors de la campagne 1 mais tres similaires sur les trois sites lors des campagnes suivantes,
Figure 2).

Pression métallique et impacts en Seine : campagnes 2011-2012 2



Programme PIREN-Seine — phase 6 — rapport 2013

NO; (mg/L)

35

automne 11 printemps 12 elé 12 hiver 12

W Triel

m Marnay

m Bougival

Ca 2*(mg/L)

automne 11

m Marnay
m Bougival

M Triel

printemps 12 e1é 12 hiver 12

Figure 2 : Concentrations moyennes (n=3 pour les campagnes 1 et 2, n=4 pour les
campagnes 3 et 4) en mg/L de nitrates (& gauche) et de calcium (a droite) sur les 3 sites
lors des 4 campagnes de prélevement. Les barres d’erreur représentent + I’écart-type.

La température de I’eau mesurée (Figure 3) révele que sur les quatre campagnes de prélévement deux ont été
réalisées par temps « chaud » avec une température moyenne de I’eau autour de 18-20 °C (campagnes 1 et 3)
et les deux autres par temps « froid » avec des températures moyennes autour de 10-11 °C au printemps 2012
(campagne 2) et 7 °C en hiver 2012 (campagne 4). Les autres parametres physico-chimiques (par exemple
nitrates et calcium, Figure 2) fluctuent au cours des campagnes mais sans révéler de tendance saisonniere
correspondant & ces variations de température. Nous notons toutefois pour la campagne 4 a I’hiver 2012 des
valeurs de la concentration en Matiéres en Suspension (MES) de I’eau plus élevées que lors des autres

campagnes (Figure 3).
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Figure 3 : Températures moyennes (n=3 pour les campagnes 1 et 2, n=4 pour les
campagnes 3 et 4) en °C et concentrations moyennes en MES en mg/L (n=4) sur les 3
sites lors des 4 campagnes de prélevement. Les concentrations en MES n’ont pas été
mesurées lors de la campagne « automne 2011 ». Les barres d’erreur représentent +
I’écart-type.

1.2 Suivi de la pression métallique

Toutes les analyses (échantillons d’eau et organismes) ont été réalisées par ICP-MS au LSCE-CEA.

Les concentrations en métaux (Cd, Cu, Ni, Pb, Zn, Cr, Co, Mn, Ag, Sh) totaux et dissous ont été mesurées a
partir de prélevements ponctuels (n=4 sauf pour la campagne 3 pour laquelle n=3).
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Figure 4 : Concentrations métalliques totales moyennes sur les quatre campagnes en
Hg/L pour les trois sites. Les barres d’erreur représentent + I’écart-type. Le symbole *
indique une différence significative avec la concentration correspondante sur le site de
Marnay (test de Kruskal-Wallis, p = 0.05 et (*) indique une p-value de 0.1.

Les concentrations moyennées sur les quatre campagnes (Figure 4 pour les concentrations en métal total et
Figure 5 pour les concentrations en métal dissous) confirment bien I’existence d’un gradient de
contamination métallique, déja observé sur ces sites en 2008-2009, avec des concentrations métalliques
significativement plus faibles en amont de Paris, au niveau du site de Marnay, qu’en aval de Paris (pour les
métaux totaux, les seuls métaux pour lesquels on ne trouve pas de différence significative sont le Ni entre
Marnay et Bougival et le Cr entre Marnay et Triel ; pour les métaux dissous, on ne trouve pas de différence
significative entre les sites pour I’Ag, et entre Marnay et Bougival pour le Ni et le Cr).
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Figure 5 : Concentrations métalliques dissoutes moyennes sur les quatre campagnes en
Mg/L pour les trois sites. Les barres d’erreur représentent + I’écart-type. Le symbole *
indique une différence significative avec la concentration correspondante sur le site de
Marnay (test de Kruskal-Wallis, p = 0.05; (*) indigue une p-value de 0.06 et ° indique une

Pr différence significative entre Bougival et Triel.
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La moyenne des facteurs d’augmentation des concentrations métalliques moyennées sur les gquatre
campagnes de I’amont (Marnay) & I’aval de Paris (Bougival et Triel) est de 2.9 avec un facteur
d’augmentation maximum pour I’Ag total entre Marnay et Bougival (facteur 11.5) et minimal pour le Cr
dissous (facteur de 0.7, le Cr étant le seul métal pour lequel on obtient un facteur d’augmentation < 1) et le
Ni dissous entre Marnay et Bougival (facteur de 1.1).

Si on compare les concentrations en métal dissous avec les NQE de la DCE, on note que les concentrations
en Cd, Ni et Pb sont toujours inférieures aux NQE méme en aval de Paris. En effet celles-ci sont
respectivement de 0.25 (pour des eaux dures avec CaCO3 > 200 mg/L ce qui est le cas pour la Seine), 4 et
1.2 pg/L selon la directive 2013/39/UE, & comparer & des concentrations en métal dissous maximales
mesurées de 0.16 pg Cd/L a Bougival (campagne 3), 3.1 ugNi/L a Triel (campagne 1) et 0.4 ugPb/L a Triel
(campagne 1). En revanche pour le Cu et le Zn, les concentrations atteignent en aval de Paris des niveaux
moyens proches des NQE correspondantes (1.4 et 7.8 pg/L respectivement) a comparer avec des
concentrations en métal dissous maximales de 3.4 pgCu/L a Triel (campagne 1) et 11.6 ugZn/L a Triel
(campagne 1). Les concentrations en Cu et en Zn restent toujours inférieures sur le site de Marnay avec des
valeurs maximales respectives de 1.0 pg/L (campagne 4) et 3.5 pg/L (campagne 4).

Les fluctuations des concentrations métalliques observées lors des quatre campagnes ne permettent pas de
révéler de tendance saisonniere nette. Nous notons toutefois pour le Cu et le Pb une baisse de la
concentration en métal total en aval de Paris lors de la campagne 2 (Figure 6) pour laquelle les valeurs de
MES de I’eau étaient par ailleurs assez faibles (Figure 3), ce qui pourrait expliquer une concentration
particulaire (et donc ici totale) plus faible lors de cette campagne.
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Figure 6 : Concentrations moyennes par campagne (n=3 pour la campagne 2, n=4
pour les autres campagnes) en Cu et Pb total (& gauche) et Cu et Pb dissous (a droite)
exprimeées en pg/L pour les trois sites de prélévement. Les barres d’erreur représentent

+ I’écart-type.
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Nous notons par ailleurs pour certains autres métaux un pic de contamination ponctuelle lors de la campagne
3 al’été 2012 (le Zn, I’Ag et le Cd sur le site de Triel, le Cr et I’Ag sur le site de Bougival) uniquement lors
des premiers prélevements (datés du 01/06 et 19/06/12) sauf pour le Cr a Bougival ou I’on observe un pic de
contamination & 10.4 pg/L lors du dernier prélevement de la campagne (03/07/12).
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Figure 7 : Concentrations moyennes par campagne (n=3 pour la campagne 2, n=4
pour les autres campagnes) en Zn, Cd, Cr et Ag total exprimées en pg/L pour les trois
sites de prélévement. Les barres d’erreur représentent + I’écart-type.
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2 Impacts de la pression métallique sur les biofilms

2.1 Mesures de la tolérance aux métaux des biofilms de riviére

L’acquisition de tolérance a I’échelle d’une communauté via la sélection d’especes résistantes constitue une
réponse biologique intéressante a une contamination chimique chronique et non létale. En particulier,
I’approche PICT (Pollution Induced Community Tolerance), qui permet d’établir un lien entre une exposition
a un agent toxique et ses effets sur une communauté exposée, est un outil intéressant. Cette approche,
développée par Blanck (1988), est fondée sur une hypothése assez intuitive, selon laquelle une communauté
biologigue donnée est constituée de différents composants plus ou moins sensibles a un agent toxique donné.
Les composants peuvent étre des génotypes, des phénotypes ou des espéces, ce qui signifie que des
phénomenes de sélection (disparition des espéces sensibles au profit du développement des espéces
tolérantes) mais aussi d’adaptation phénotypique ou génétique entrent en jeu lors d’une exposition. Exposer
une communauté a un agent chimique se traduit donc par un accroissement de la tolérance globale de cette
communauté, que I’on peut quantifier par des tests de toxicité a court terme ou tests de toxicité aigue. Ils
consistent a mesurer l'inhibition d'une activité, en général métabolique (par exemple activité
photosynthétique ou activité bactérienne), par le toxique étudié sur des durées courtes (quelques heures
d'exposition au laboratoire). Les tests de toxicité aiglie permettent d'obtenir une mesure de la tolérance de la
communauté généralement exprimée par I'ECs, (concentration permettant d’obtenir 50% d’inhibition de
I’activité mesurée) obtenue.

Les biofilms sont des communautés aquatiques complexes composées de bactéries, micro-algues,
champignons, protozoaires, etc. se développant naturellement sur les supports immergés dans l'eau. Ces
communautés jouent un roéle primordial dans le fonctionnement des écosystéemes aquatiques a la fois en tant
que producteurs primaires (présence de microorganismes photosynthétiques) et dans les cycles de nutriments
(présence de microorganismes hétérotrophes). Leur réponse biologique & une perturbation peut s'‘évaluer au
niveau structurel (par exemple une variation de la structure génétique de la communauté) comme au niveau
fonctionnel. L'acquisition de tolérance a des contaminants chimiques aprés exposition a été utilisée dans la
littérature scientifique notamment pour détecter les impacts liés & la présence de pesticides sur des
communautés algales (périphytiques et/ou planctoniques) mais trés peu pour étudier les communautés
hétérotrophes. Ce type de réponse biologique, mesurée directement a I'échelle de la communauté sur des
organismes se développant naturellement dans le milieu et donc exposés in situ parait tout a fait pertinente
pour évaluer les impacts des contaminations diffuses observées en Seine. En effet, mesurer une réponse a
cette échelle biologique permet d'intégrer les différents niveaux de sensibilité des organismes qui composent
la communauté (microalgues, bactéries, champignons, etc.) mais aussi les interactions existant entre ces
différents organismes.

Cette étude fait suite a un premier travail de mise en évidence d’un gradient de tolérance métallique sur des
biofilms prélevées de I’amont a I’aval de la Seine sur les trois sites de Marnay, Bougival et Triel (Fechner et
al. 2012a, Fechner et al. 2012b). L objectif de cette série de quatre campagnes est de confirmer I’existence de
ce gradient de tolérance (répétabilité de la mesure biologique) mais aussi d’étudier sa variabilité au cours de
différentes saisons.

Pour cela, la tolérance a quatre métaux (Cd, Cu, Ni et Pb) a été mesurée sur les biofilms prélevés lors des
campagnes aprés 4 a 6 semaines de colonisation in situ de supports artificiels (membranes plastiques)
immergés dans I’eau. Pour chaque campagne de prélevement, les niveaux de tolérance ont été mesurés en
deux fois (Cu et Zn d’une part, Ni et Pb d’autre part) a une semaine d’intervalle (la moitié des supports
colonisés était laissée en place in situ pour une semaine de colonisation supplémentaire) pour des raisons
pratiques. Les mesures de tolérance sont obtenues selon une approche PICT grace a un test de toxicité aigué
fondé sur la mesure enzymatique de l'activité hétérotrophe B-glucosidase ; il s'agit donc de mesures de la
tolérance des communautés hétérotrophes des biofilms (exemples de courbes dose/effet en Figure 8).
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Figure 8 : Courbes dose/effet obtenues avec le test f-glucosidase sur les biofilms de
Marnay, Bougival et Triel aprés exposition au Zn (a gauche) et au Pb (a droite) lors de
la campagne 3. Le pourcentage d'inhibition de l'activité f-glucosidase est représenté en

fonction de la concentration en métal normalisée avec la concentration en MES des

suspensions de biofilms utilisées pour les tests (exprimée en Mymeta/Ives)
conformément au protocole développé précédemment (Fechner et al. 2010). Chaque
concentration a été testée en triplicat.

Certaines valeurs de tolérance obtenues lors des quatre campagnes ne sont pas exploitables (intervalles de
confiance trés grands, inhibition de I’activité hétérotrophe trop faible lors du test ce qui empéche de
déterminer correctement la tolérance, etc.) et ont donc été retirées du jeu de données (il s’agit des tolérances
au Ni lors de la campagne 2 a Marnay et Bougival, des tolérances au Zn & Marnay lors de la campagne 2 et a
Bougival et Triel lors de la campagne 4, des tolérances au Pb a Marnay lors des campagnes 2 et 4).

L’observation des données de tolérance obtenues lors des quatre campagnes (Figure 9) montre que la
tolérance aux métaux des biofilms prélevés & Marnay est bien inférieure a celle des biofilms prélevés en aval
de Paris avec un facteur moyen compris entre 1.3 et 23.6 (Ila moyenne de tous les facteurs d’augmentation
amont/aval, donc entre Marnay et Bougival et Marnay et Triel, est de 3.3), & I’exception du Cu pour lequel
on n’observe pas de gradient entre Marnay et Bougival au printemps 2012 (campagne 2, facteur
d’augmentation de 0.7) et en hiver 2012 (campagne 4, facteur d’augmentation de 0.6) et du Ni avec des
facteurs d’augmentation de 0.3 et 0.6 respectivement de Marnay a Bougival et de Marnay a Triel en hiver
2012 (campagne 4). Ces résultats observés dans le cas du Ni peuvent s’expliquer par des niveaux de
contamination de I’eau (Ni total, dissous et labile) trés similaires de I’amont a I’aval de Paris : le gradient de
contamination est en effet trés peu marqué hormis pour la campagne 1 et dans une moindre mesure lors de la
campagne 3, ce qui correspond aux cas ou on I’on observe bien un gradient de tolérance sur les biofilms.
Dans le cas du Cu, le gradient amont/aval de contamination de I’eau est bien présent lors de toutes les
campagnes (Figure 6) ; ainsi, une autre explication relative a des variations saisonniéres des parameétres
d’exposition, par exemple I’influence d’autres facteurs environnementaux telle la température sur les
communautés, peut étre proposeée.
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Figure 9 : Niveaux de tolérance (ECsy normalisées en mgmea/9ues de biofilm) en Cu,
Ni, Pb et Zn des biofilms prélevés sur les trois sites lors des quatres campagnes de
prélévement. Les barres d’erreur représentent les intervalles a 95% des niveaux de

tolérance.

Par ailleurs, le jeu de données de tolérance obtenues lors des différentes campagnes montre que les niveaux
de tolérance a un méme métal et sur un méme site sont variables d’une saison a I’autre (par exemple la
tolérance au Zn a Bougival ou a Marnay varient beaucoup au cours des campagnes, Figure 9). En outre, le
gradient de tolérance amont/aval ne se retrouve pas forcément en comparant les données d’une campagne a
I’autre : par exemple, la tolérance au Pb du biofilm de Bougival au printemps 2012 est comparable a la
tolérance du biofilm de Marnay de I’automne 2011 ; ainsi si on compare avec ces données, issues de deux
campagnes différentes, la tolérance au Pb & Marnay et & Bougival, on ne peut conclure & un gradient de
tolérance entre ces deux sites de I’amont & I’aval de Paris. La saison de prélevement apparait bien comme un
paramétre déterminant pour la mesure de la tolérance. Il parait absolument nécessaire de comparer des
niveaux de tolérance obtenus sur des biofilms prélevés au méme moment, c’est-a-dire dans notre cas,
campagne par campagne. Enfin, I’examen des données de tolérance au Cu sur les quatre campagne suggeére
que les niveaux de tolérance sont globalement plus élevés en aval de Paris lors des campagnes réalisées par
temps chaud (campagnes 1 et 3) avec un gradient de tolérance amont/aval net par comparaison aux
campagnes réalisées par temps froid (campagnes 2 et 4). Cette tendance saisonniére n’est pas observée pour
les autres métaux testés.

Une analyse multivariée des données de tolérance (variables réponses Y) en fonction des paramétres
physico-chimiques et des concentrations métalliques totales, dissoutes et labiles (variables réponse X) par
régression multi-linéaire PLS (Partial Least Squares regression) permet de classer les variables réponses
suivant leur importance dans le modéle de régression (Tableau 1). Les résultats de cette analyse, réalisée ici
sur les données brutes non transformées, confirment que la température figure parmi les paramétres les plus
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importants pour expliquer les valeurs de tolérance obtenues. On remarque par ailleurs que les fractions
métalliques identifiées comme prépondérantes dans le modéle de régression sont les fractions totales ou
dissoutes des différents métaux et non les fractions labiles (a I’exception du Mn mais les trois fractions
métalliques mesurées, Mn total, dissous et labile, figurent dans la liste des variables importantes dans le
modele).

Tableau 1 : Variables explicatives (X) les plus importantes identifiées par régression
PLS sur données brutes non transformées. Les variables explicatives sont identifiées
par leur importance dans le modele (VIP : Variable Importance in the Projection). Les
fractions métalliques identifiées sont indiquées par « tot » pour les métaux totaux,

« dis » pour les métaux dissous et « lab » pour les métaux labiles.

Variable VIP
HCO3- 1,785
Cr dis 1,662
Ag dis 1,629
MES eau 1,543
Cd dis 1,452
Cd tot 1,364
Mn lab 1,230
Cr tot 1,213
Mn tot 1,190
Zn dis 1,155
Co tot 1,148
T 1,098
Mn dis 1,076
Cu tot 1,031
NOP 1,029
Zn tot 1,021
Pb tot 1,004

2.2 Occurrence et expression de genes de résistance aux métaux dans les biofilms de
riviere

L’objectif de ce travail est de comprendre les mécanismes a I’origine de I’acquisition de tolérance aux
métaux traces par les communautés périphytiques en utilisant une approche d’écologie moléculaire. Dans un
premier temps, une optimisation de I’extraction des acides nucléiques des communautés microbiennes a été
effectuée en comparant plusieurs techniques d’extraction d’ADN et ARN. Par la suite, la recherche de genes
bactériens conférant une résistance aux metaux traces a été effectuée en ciblant les communautés
microbiennes (ADN extrait du périphyton) et leur expression étudiée en ciblant les ARN. Le mécanisme
ciblé correspond a des pompes impliquées dans I’efflux de I’ion toxique (Heavy Metal Efflux-RND ou
HME-RND et P;g ATPases). Les cibles recherchées sont les genes czcA (résistance au cobalt, au zinc et au
cadmium), silA (résistance a I’argent) pour les pompes HME-RND et copA (résistance au Cu®") pour les Pig
ATPases.

2.2.1 Optimisation de la technique d’extraction des acides nucléiques a partir de périphyton

Trois méthodes d’extraction des acides nucléiques des communautés microbiennes de périphyton basées sur
une lyse chimique et mécanique des cellules ont été comparées. La premiere technique correspond a un kit
commercial (Mobio; protocole A) qui a déja été utilisé pour étudier la structure des communautés
Pression métallique et impacts en Seine : campagnes 2011-2012 10
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microbiennes par ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis, Fechner et al., 2012a et
2012Db). La seconde méthode couple une lyse mécanique identique au protocole A suivie d’une extraction au
phénol chloroforme (protocole développé a Irstea UR HBAN pour I’extraction d’acides nucléiques dans des
boues de stations d’épuration). Le troisiéme (protocole C) correspond a une méthode développée par Zhou et
al. en 1996 qui a été modifié par Lear et al. (2010) pour du périphyton. Cette analyse comparative a été
réalisée a partir de biofilms prélevés sur deux sites, St-Cyr sous Dourdan dans la Rémarde (91) et St Maurice
dans la Marne (94), prélevés en février 2012 et les extractions ont été réalisées en quadruplicat.

Tableau 2 : Comparaison de différentes techniques d'extraction d’acides nucléiques de
communautés périphytiques (n=4). * rendement pour 0.25 g de biofilm.

: Quantité acides Rapport Rapport

Protocole | Echantillons | igiates (ug)© | A260/A280 | A260/A230
Protocole A St Cyr_ 14,31 1,88+ 0,13 2,55+0,34
St Maurice 10,72 1,80 £ 0,26 2,26 £ 0,51

Protocole B St Cyr_ 117,42 1,89 £ 0,06 2,07x+0,12
St Maurice 119,54 1,97 + 0,06 2,21 +0,18

Protocole C St Cyr_ 175,08 1,38 £0,04 0,90 £ 0,02
St Maurice 94,19 1,65+0,18 1,39+0,11

Sur la base du rendement en acides nucléiques, les rendements obtenus avec les protocoles B et C sont
supérieurs a ceux obtenus avec le kit commercial Mobio. Les acides nucléiques issus des protocoles A et B
ont une valeur de rapport d’absorbance A260/A280 comprise entre 1,8 et 2 indiquant une faible
contamination des échantillons par des protéines. En revanche avec le protocole C, le rapport d’absorbance
est particulierement faible (1,38 = 0,04), signe d’une probable contamination de I’ADN par des protéines ou
autres contaminants (Tableau 2).

Certains contaminants tels que les hydrocarbures, polyphénols, composés aromatiques, substances humiques
absorbent a 230 nm ; il est donc également intéressant d’évaluer le rapport A260/A230 afin de détecter la
présence ou non de ces impuretés. En général, la valeur est comprise entre 2 et 2,2 pour de I’ADN pur. La
faible valeur obtenue (1,38 * 0,04) pour les acides nucléiques issus du protocole C indique une
contamination probable par des substances humiques (Tableau 2). Sur la base du rendement en acides
nucléiques et des indices de pureté, le protocole B a été retenu pour extraire les acides nucléiques des
communautés périphytiques.

La comparaison de deux kits commerciaux d’extraction d’ARN a ensuite été effectuée. Le premier est
habituellement utilisé pour des échantillons de sols, de boues et de sédiments (FastRNA Pro Soil-Direct - MP
Biomedicals) alors que le second a été concu pour les biofilms (PowerBiofilm - Mobio). La mise au point a
été réalisée sur un biofilm de Bougival prélevé en décembre 2012. La quantification des ARN obtenus par
chacun des kits a montré qu’il n’y avait pas de différence notable, avec un rendement de 84 ug d’ARN.g-1
de biofilm (Tableau 3). Des indices de pureté identiques ont été obtenus avec les acides ribonucléiques
extraits avec les deux kits. Le kit FastRNA a été retenu pour analyser la totalité des échantillons de biofilms.
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Tableau 3 : Comparaison de deux techniques d'extraction d’acides ribonucléigues de
communautés périphytiques. ' rendement par g de biofilm.

Kits Quantité d’acides Rapport Rapport
ribonucléiques’ A260/A280 A280/A230
Mobio 84+154 1,953 2,243
FastRNA 83,4 £ 20,7 2,076 2,094

2.2.2 Recherche de génes bactériens de résistance aux métaux traces

Un fragment de 150 pb du géne silA (Woods et al. 2009) a été amplifié a partir des acides nucléiques extraits
de biofilms prélevés sur les trois sites aux cours des campagnes 1 a 3 (Figure 10).

160 pb mp|

Figure 10 : Amplification du géne silA a partir de I’ADN extrait des biofilms prélevés a Marnay, Bougival
et Triel. 1 & 2, Triel (27/09/11, campagne 1) ; 3, Triel (03/04/12, campagne 2) ; 4, Triel (26/03/12,
campagne 2) ; 5a 7, Bougival (27/09/11, campagne 1), 8, Bougival (03/04/12, campagne 2) ; 9, Bougival
(26/03/12, campagne 2) ; 10 & 12, Marnay (27/09/11, campagne 1) ; 13, Marnay (03/04/12, campagne 2),
14, Marnay (26/03/12, campagne 2) ; 15 a 17, Triel (20/09/11, campagne 1) ; 18 a 20, Triel (26/06/12,
campagne 3) ; 21 a 23, Bougival (20/09/11, campagne 1) ; 24 & 16 Bougival (26/06/12, campagne 3) ; 27,
Marnay (20/09/11, campagne 1) ; M, marqueur de taille.

Un fragment de 163 pb du géne czcA a été amplifié a partir des acides nucléiques des communautés
périphytiques sur les trois sites échantillonnés lors des trois premieres campanes (la Figure 11 montre
I’amplification du gene en été 2012 lors de la campagne 3 et en automne 2011 lors de la campagne 1 pour les
sites de Bougival et Marnay).
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Figure 11 : Amplification du géne czcA a partir de I’ADN extrait des biofilms prélevés a Marnay (M),
Bougival (B) et Triel (T) au cours des campagnes 1 (aut. 11) et 2 (été 12).

Un fragment de 750 pb du gene copA a été également amplifié a partir des acides nucléiques des
communautés périphytiques sur les trois sites échantillonnés lors des trois premiéres campagnes. Une
variabilité au niveau de I’amplification de ce gene peut étre toutefois observée (Figure 12) au niveau de Triel
(campagne 2), qui pourrait s’expliquer par sa faible abondance au sein des ADN extraits.

1 23456 7 8 91011121314151617 181920 2122232425 2627 28

(A)
R R T 0 €= 750 pb

1 23456 7 8 9101112131415161718 19202122 23:2425 26

5 cEs amsesepess '---!l' ¥ €= 750 pb

(B)

Figure 12 : Amplification du géne copA a partir de I’ADN extrait des biofilms prélevés a Marnay,
Bougival et Triel.

(A)1 a2, Triel (26/03/12, campagne 2); 3 a 4, Triel (03/04/12, campagne 2) ; 5 a 6, Bougival (26/03/12,
campagne 2); 7 a 8, Bougival (03/04/12, campagne 2) ; 9 a 10, Marnay (26/03/12, campagne 2); 11 a 12,
Marnay (03/04/12, campagne 2) ; 13 a 15, Triel (27/09/11, campagne 1) ; 16, Triel (03/04/12, campagne
2) ; 17, Triel (26/03/12, campagne 2) ; 18 & 20, Bougival (27/09/11, campagne 1) ; 21, Bougival (03/04/12,
campagne 2) ; 22, Bougival (26/03/12, campagne 2) ; 23 a 25, Marnay (27/09/11, campagne 1) ; 26,
Marnay (03/04/12, campagne 2) ; 27, Marnay (26/03/12, campagne 2).

(B) 1 a3, Triel (20/09/11, campagne 1) ; 4 a 6, Triel (26/03/12, campagne 2) ; 7 &9, Bougival (20/09/11,
campagne 1) ; 10 a 12, Bougival (26/03/12, campagne 2) ; 13 a 15, Marnay (20/09/11, campagne 1) ; 16 a
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18, Marnay (26/03/12, campagne 2) ; 19 a 21, Triel (03/07/2012) ; 22 a 24, Bougival (03/07/2012) ; 25 a
26, Marnay (07/03/2012, campagne 3).

L’ensemble des résultats montrent la présence permanente de bactéries possédant ces génes de résistance aux
métaux traces au sein du périphyton. Par la suite, I’abondance relative de ces génes sera estimée par qPCR
ou PCR compétitive et mise en relation avec le niveau de tolérance des communautés périphytiques.

2.2.3 Expression des genes de résistance aux métaux traces

Concernant I’expression de ces genes de résistance, les résultats montrent que le gene silA, conférant la
résistance a I’argent, et le gene czcA, conférant la résistance au cadmium, cobalt et au zinc, sont exprimés au
sein des communautés bactériennes des biofilms prélevés sur les trois sites lors de la campagne 4 en
décembre 2012 (Figure 13). Une approche quantitative des ADN complémentaires (QPCR ou PCR
quantitative) permettra de quantifier le niveau d’expression de chacun des transcrits au sein des
communautés périphytiques.

Figure 13 : Détection par RT-PCR des genes de résistance effectuée sur les échantillons de biofilm de
Marnay, Bougival et Triel. (A) détection du géne czcA, (B) détection du géne silA. M, Marnay ; B,
Bougival, ; T, Triel ; T+, témoin positif.
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3 Bioaccumulation des métaux chez le gammare

Les gammares sont des organismes ubiquistes des régions tempérées d’Europe, faciles a collecter et a
manipuler. Ces détritivores se trouvent a la base de nombreuses chaines trophiques des cours d’eau de par
leur capacité a dégrader la matiére organique (litiére...) et constituent une source de nourriture pour des
organismes supérieurs (poissons, oiseaux). Outres ces intéréts ecologiques, des travaux précédents ont
montré que ce sont des accumulateurs de métaux, et ceci pour des concentrations d’expositions
environnementales (Lebrun et al. 2014). Dans la mesure ou la bioaccumulation permet d’intégrer
I’exposition des organismes et les effets des propriétés physicochimiques de I’eau sur la biodisponibilité des
métaux (Luoma and Rainbow 2005), les gammares constituent donc des organismes intéressants pour suivre
la contamination biodisponible de milieux (biomonitoring), laquelle est potentiellement toxique pour le
biote.

Afin de conforter I’intérét et la robustesse de I’utilisation des gammares en tant qu’outils de biosurveillance
pour évaluer la qualité de I’eau, nous nous sommes proposés au cours de cette phase 6 du PIREN-Seine :

- d’évaluer I’influence des saisons sur le processus de bioaccumulation

- de déterminer s’il existait une réactivité différente entre especes proches de gammares vis-a-vis de la
contamination métallique.

3.1 Transplantation de gammares

Deux espéces de gammares phylogénétiquement trés proches ont été utilisées : Gammarus pulex (bassin de
la Seine) et Gammarus fossarum (bassin du Rhéne). Ces deux especes sont issues de populations controles
suivies depuis plusieurs années par les équipes d’Ecotoxicologie d’Irstea d’ Antony et de Lyon.

Les gammares ont été calibrés par la taille (x 1 cm) et transplantés sur les sites ateliers de I’axe
Seine (Marnay, Bougival et Triel) au cours des 4 saisons précédemment décrites (cf. 1.1). La transplantation
a eté réalisée a I’aide de cages et en présence de nourriture (feuilles d’Aulne), selon une méthode
standardisée (Besse et al. 2013). Aprés une semaine d’exposition, les gammares encagés in situ sont ramenés
au laboratoire. Les organismes sont ensuite minéralisés par pools de 5 individus (n= 3) et analysés en ICP-
MS pour déterminer les teneurs de métaux accumulées dans leurs tissus, i.e. Ag, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb et
Zn (Lebrun et al. 2014).

3.2 Suivi saisonnier de la contamination des gammares

Dans le cas du Cr et du Cd, aucune différence de contamination entre les gammares exposés en amont ou en
aval de Paris n’a été observée (cf. exemple du Cd chez G. fossarum, Figure 14). Cela peut s’expliquer par
des niveaux d’exposition trop faibles et/ou un délai d’exposition trop court pour induire une réponse des
organismes.
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Figure 14 : Teneurs en Cd dans Gammarus fossarum aprés une semaine d’exposition sur
les sites ateliers de I’axe Seine au cours du suivi saisonnier.

Dans le cas des autres métaux (Ag, Co, Mn, Pb, Cu, Zn), des augmentations significatives des teneurs
bioaccumulées ont été observés sur les sites en aval de Paris (Bougival et Triel) par rapport au site de
référence en amont de Paris (Marnay), quelle que soit la saison (cf. exemple du Pb, Figure 15). Il est a noter
gue les niveaux de contamination des gammares suivent étroitement le gradient de contamination amont-aval
observé sur I’axe Seine (cf. Figure 4) et que les différences de bioaccumulation sont plus marquées en
périodes chaudes (Automne et Eté 2012) qu’en périodes froides (Printemps 2012 et Hiver 2012) (cf. Fig. 3).
Par ailleurs, les profils de contamination des gammares sont identiques pour les deux especes de gammares,
suggérant une généricité de la réponse des gammares en termes de bioaccumulation, comme illustré en
Figure 15 dans le cas du Pb.
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Figure 15 : Teneurs en Cd dans G. pulex (m) et G. fossarum (m) aprés une semaine
d’exposition sur les sites ateliers de I’axe Seine au cours du suivi saisonnier.

3.3 Gammares : indicateurs de pression métallique

Les analyses statistiques ont montré que la bioaccumulation de I’Ag, Co, Pb, Cu, Mn et Zn chez les
gammares était significativement corrélée a la contamination de I’eau, et plus particulierement a la
concentration en métaux totaux plutét qu’a celles dissoutes ou labiles (DGT).

A I’exception du Cu, la contamination du milieu est le principal facteur expliquant la variabilité de la
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bioaccumulation parmi différents facteurs susceptibles d’influencer le processus de bioaccumulation tels que
la saison ou le site (cf. Tableau 4), confirmant ainsi I’intérét des gammares en tant qu’indicateurs de pression
métallique.

Table 4 : Effets de la contamination, de la saison et de la localisation du site sur la
bioaccumulation des métaux par analyse en ANCOVA : Facteurs explicatifs de la
variabilité en %. Les valeurs significatives sont indiquées en gras (P < 0.05).

Facteurs explicatifs de la variabilité

Effet conta Effet saison Effet site V?r.i abilite

résiduelle
Ag G. pulex 82.3 11.1 4.5 2.1
G. fossarum 71.9 115 11.0 5.6
Co G. pulex 76.4 17.3 3.6 2.7
G. fossarum 53.8 24.3 125 9.5
Pb G. pulex 89.5 5.0 1.3 4.2
G. fossarum 81.5 10.9 0.8 6.8
Cu G. pulex 35.1 56.4 0.5 8.0
G. fossarum 35.2 51.4 0.4 13.1
Mn G. pulex 55.0 234 8.5 13.2
G. fossarum 60.4 20.9 0.5 18.3
7n G. pulex 43.4 38.4 4.4 13.8
G. fossarum 45.2 33.6 4.2 17.0

Au cours de suivi saisonnier, la bioaccumulation du Pb et Ag ne semble pas étre influencée par la saison
ni le site, mais uniquement par le niveau de contamination des milieux (Tableau 1). Ainsi, les
bioaccumulation du Pb et de I’Ag sont fortement corrélées aux concentrations en métaux totaux dans I’eau,
pour les deux especes de gammares considérées (Ex. du Pb, Figure 16). Ces résultats confirment que les
gammares sont sensibles aux faibles variations temporelles de la contamination des milieux, ce qui est en
faveur de leur utilisation en tant qu’indicateurs de pression métallique.
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Figure 16 : Bioaccumulation du Pb dans G. pulex (m) et G. fossarum (m) en fonction des
concentrations en Pb total dans I’eau, tous sites et saisons confondus.
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3.4 Effet saisonnier sur la bioaccumulation des métaux

Les analyses statistiques ont montré que la saison influengait significativement la bioaccumulation des
éléments essentiels : Mn, Co, Zn et Cu (Tableau 4). Cela peut s’expliquer par le fait que ces éléments sont
indispensables aux fonctions biologiques des organismes (fonctions métaboliques, activités enzymatiques,
osmorégulation, respiration...), dont les besoins peuvent varier avec les conditions environnementales et
climatiques (Lebrun et al. 2014). Par ailleurs, les amphipodes sont connus pour avoir une activité
métabolique diminuée pendant les périodes hivernales ce qui peut influencée les mécanismes physiologiques
impliguées dans la régulation et la bioaccumulation des €léments essentiels (Fialkowski et al. 2003).

Parmi les différents parameétres physicochimiques suivis au cours de ce suivi saisonnier, la température de
I’eau est le paramétre qui variait le plus avec les saisons. Des corrélations significatives ont ainsi été établies
entre les teneurs métalliques de ces éléments essentiels et la température de I’eau, pour les deux espéces de
gammares considérées (cf. Ex. du Cu, Figure 17). Le Cu est connu pour étre un élément catalytique de
différentes enzymes et notamment, fonctionnel de I’hémocyanine impliquée dans la respiration des crustacés
(Lebrun et al. 2014). Ceci peut expliquer ainsi I’effet stimulateur de la température sur les teneurs en Cu
dans les gammares dd a une augmentation de leur activité en périodes estivales.
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Figure 17 : Bioaccumulation du Cu dans G. pulex (m) et G. fossarum (m) en fonction de la
température de I’eau, tous sites et saisons confondus.

3.5 Sensibilité inter-espece a la contamination des milieux

Afin de déterminer s’il existe une réactivité différente entre les deux especes de gammares vis-a-vis de la
contamination métallique des milieux, leurs capacités a bioaccumuler les métaux ont été comparées par
détermination de facteurs d’accumulations. Ces facteurs correspondent aux ratios des bioaccumulations
nettes dans les gammares (i.e., substitution des teneurs basales mesurées dans les gammares avant
I’exposition) sur les concentrations en métaux totaux dans I’eau (Figure 18). A I’exception de I’Ag, aucune
différence significative n’a été observée entre les facteurs d’accumulations des deux espéces. Malgré leurs
origines géographiques différentes, ces deux espéces contréles G. pulex et G. fossarum semblent ainsi
présenter la méme sensibilité vis-a-vis de la contamination, confirmant par ailleurs, une réponse inter-espéce
générique en termes de bioaccumulation.
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Figure 18 : Comparaison des facteurs d’accumulation entre les deux espéeces de gammares : G.
pulex et G. fossarum.
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4 Conclusion

Les donnees de tolérance obtenues sur les biofilms prélevés en Seine lors de ces quatre campagnes suggeérent
que I’acquisition de tolérance aux métaux est bien corrélée au gradient de contamination urbain et que cette
réponse biologique pourrait étre utilisée comme indicateur écologique d’une contamination urbaine. Cette
réponse biologique apparait de plus particulierement sensible du fait des faibles niveaux de contamination
métallique sur les sites en aval de l'agglomération parisienne (par comparaison aux NQE). Cependant les
résultats suggeérent également que les valeurs de tolérance obtenues varient suivant la saison de prélevement
qui est donc un paramétre important a contrdler pour I’étude des impacts de la pression métallique. Pour le
Cu en particulier, la réponse des biofilms en termes de gradient de tolérance de I’amont a I’aval de Paris est
particulierement nette par temps chaud mais non significative par temps froid. En complément de cette
approche par mesure de tolérance, I’étude de I’occurrence et de I’expression de génes de résistance aux
métaux a permis de mettre en évidence la présence de certains genes (silA, czcA et copA) dans les
communautés prélevées sur tous les sites (amont et aval de Paris) et a toutesles saisons ainsi que
I’expression des génes silA et czcA sur tous les biofilms (amont et aval de Paris) de la campagne 4. Une
approche quantitative par RT-gPCR viendra compléter ces résultats en 2014.

En ce qui concerne les gammares, les profils de contamination des deux espéces ciblées sont identiques au
cours des saisons, et sont étroitement liés au gradient de contamination. Les analyses statistiques indiquent
que la bioaccumulation de I’Ag, Co, Pb, Cu, Mn et Zn chez les gammares est significativement corrélée a la
contamination de I’eau, et plus particuliérement a la concentration en métaux totaux. Enfin, la saison
d’exposition influence significativement la bioaccumulation des éléments essentiels : Mn, Co, Zn et Cu.
Cette série de campagnes conforte donc I'hypothése que des populations de gammares d’origines
géographiques différentes ont la méme réactivité pour les métaux et que leur utilisation devrait fournir une
mesure fiable de la biodisponibilité des métaux dans les eaux douces.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude sur la pression métallique et ses impacts sur les biofilms de
riviére et les gammares transplantés seront exploités en 2014 dans le cadre d’une analyse statistique plus
large incluant d’autres mesures chimiques (polluants organiques par exemple) et biologiques (autres
réponses biologiques mesurées sur les gammares transplantés, les communautés microbiennes de I’eau et des
sédiments, mesures du potentiel toxique de I’eau et des sédiments prélevés sur les sites lors des campagnes
par différents biotests au laboratoire) réalisées lors de ces campagnes par les différentes équipes de I’axe
écotoxicologie du PIREN pour mieux caractériser le lien entre pression chimique et effets toxiques.
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