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SESSION 1

Organismes modeles, especes sentinelles,
bioessais, bioindicateurs, biomarqueurs,
biocapteurs



DEVELOPPEMENT ET APPLICATIONS DE BIOCAPTEURS MICROB IENS POUR
LA SURVEILLANCE EN TEMPS REEL DE LA QUALITE DES EAU X EN MILIEUX
INDUSTRIELS ET NATURELS

MONIER Jean-Michekt SIBOURG Olivier
ENOVEO, 7 place Antonin Poncet, 69002 Lyon, France

La surveillance des milieux aquatiques constituenjeu majeur pour l'atteinte des objectifs
de bon état des masses d’eau fixés par la DireGadre Européenne. Les méthodologies
actuelles de surveillance, essentiellement fondéeta collecte d’échantillons, présentent de
nombreuses limitesef, représentativité insuffisante, colts, non débecti’évenements
ponctuels). Dans ce contexte, nous avons dévelopg®ocapteur microbien, exploitant les
communautés indigenes comme bioindicateurs et pEmted’assurer une veille en temps
réel de la qualité de milieux aquatiques naturelsiraustriels (présence de composés
toxiques, variations de charge organique).

La technologie développée repose sur le princigepiles a combustibles microbiennes qui
permettent de récupérer sous forme d’énergie éeaetr'’énergie chimique contenue dans
des composeés organiques. De maniere schématiguapkapteurs sont « fonctionnalisés » a
partir de la communauté microbienne indigene dhilés sur le site a surveiller. Le signal
électriqgue généré, directement corrélé a I'actimiérobienne a la surface des électrodes, est
exploité afin d’estimer la charge organique du eail(DBO) ou de détecter la présence de
composes toxiques en temps réel.

La présentation abordera le principe de fonctiorer@net les avantages des biocapteurs, les
applications actuelles et futurei,(surveillance en temps réel d'eaux de surfacesx ea

souterraines, STEU et réseaux d‘assainissemenyregegponctuelles en laboratoire de la

qualité écotoxicologique d'un milieu...) ainsi qu’urdescription des particularités des

communautés microbiennes « électroactives » (emtpeeigénétiques, NGS, microscopie)

utilisées comme bioindicateurs.



TOXICITY ASSESSMENT OF HERBICIDES AND PETROLEUM USI NG
OSTREOCOCCUS TAURI AS LUMINESCENT BIOSENSOR

JOUX Fabien BOUGET Francois-Yves, CHEDRI Nicolas, LEROY FaniSANCHEZ-
FERANDIN Sophie

Laboratoire d’Océanographie Microbienne (LOMIC) UME21 UPMC-CNRS, Observatoire
Océanologique de Banyuls, 66650 Banyuls/mer, France

Coastal ecosystem is exposed to various pollutardkiding pesticides and petroleum
hydrocarbons. These pollutants may affect non-taggganism including phytoplankton.
There is a great interest to develop new approaichdstect the toxicity of theses pollutants
for marine organisms and to perform ecotoxicoldgiests considering the interactions
between different pollutants or the interactiongofiutants with environmental parameters.
To resolve this complexity a high and sensitiveagss required. We propose here the use of
the marine photosynthetic picoeukary@streococcus taurior which biosensors expressing
the luciferase under specific gene control have lokweloped.

The different modified genetic lines were grown9@-wells white microplate at 20°C with
Keller media and luciferin (10 uM) under constdhtniination at 13 pmole.quanta. cm-2.
sec-1. Luminescence was acquired every 2 h witlt@aated luminometer and over 72 h to
follow in vivo expression of genes of interest gmdteins functions. The response of different
luminescent lines was measured for two herbicidegon and irgarol, used as boosters in
antifouling paints. This was compared to growthibitron of O. tauri wild type under the
same conditions. Luminescence appeared to be mneogtise than growth inhibition as an
indicator of toxicity. Cyclin-dependent kinase (CBK a protein involved in the cell cycle,
fused to luciferase (CDKA-Luc) was found to be ttm®st sensitive of the biosensors,
allowing an accurate determination of the 50% ¢ffecconcentration (EC50) after only 2
days (diuron, 5.65+0.44 ug/liter; Irgarol 1015,6%0.10 pg/liter).

We extended these assays by measuring the towicthhe Macondo crude oil petroleum and
the oil dispersant Corexit 9500A. Oil water-accongiated-fractions (WAF) showed a
relatively low toxicity for the luminescent biosemsbased. In contrast, the Corexit 9500A
was highly toxic for this biosensor. Surprisinglye enhanced water-accommodated-fractions
(CEWAF), corresponding to the mix of the Maconda d@ne Corexit 9500A, seemed to be
less toxic than the addition of Corexit alone.

Our results demonstrate that the use of luminedmiesensors can constitute a sensitive, high
throughput and non-invasive approach to assestotiaty of many molecules and possibly
applied with natural samples to detect toxic mdiesin the environment.

Références bibliographiques :

Sanchez-Ferandin S., Leroy F., Bouget F-Y., JouX2B13) A new, sensitive marine microalgal
recombinant biosensor using luminescence monitofangtoxicity testing of antifouling biocides.
Applied Environmental Microbiology 79:631-638



IMPACT DU METOLACHLORE SUR LA PHYSIOLOGIE ET LE
COMPORTEMENT DE LA DIATOMEE DULCAQUICOLE GOMPHONEMA
GRACILE.

COQUILLE Nathalié®, GANDON Audé, STACHOWSKI-HABERKORN Sabirie JAN
Gwilhernt, PARLANTI Edith!, MORIN Soizi¢

(1) Laboratoire de Toxico et Physico-Chimie de Vieonnement (LPTC) UMR CNRS 5805
EPOC, Université de Bordeaux, 351 Cours de la lahén, 33405 Talence Cedex, France
(2) Equipe Contaminants anthropiques et réponses rddieux aquatiques (CARMA) UR
EABX, IRSTEA, 50 avenue de Verdun, 33612 Cestax{Clednce

(3) Laboratoire d’écotoxicologie UR BE, IFREMER erde I'lle d'Yeu, BP 21105, 44311
Nantes Cedex 03, France

Les micro-algues jouent un réle fondamental dasgtmsystémes aquatiques : elles sont a la
base des réseaux trophiques et ce en raison dst&ut de producteurs primaires. Au sein
des milieux aquatiques, elles peuvent ainsi étrectiment impactées par des molécules de
type herbicide provenant des écosystemes terrestrestrouvées dans le milieu par des
phénomenes de ruissellement, drainage, infiltragbrlessivage des sols. Cependant, les
descripteurs actuels (croissance, fluorescence ragtigllienne) s’averent parfois peu
sensibles pour détecter les impacts toxiqgues deéaulds dont la cible n'est pas le
photosysteme. Dans ce contexte, cette étude abpbude quantifier 'impact de I'herbicide
métolachlore (inhibiteur des élongases) sur uneéaspde diatomée dulgcaquicole
Gomphonema gracil&Ehrenberg, mise en culture et isolée du milieu udiét la Leyre
(principal tributaire du bassin d’Arcachon). Cetlheide est le contaminant majoritaire du
bassin versant (en termes de fréquence de quatitficet de concentration). Sa toxicité est
évaluée sur des parametres physiologiques (craissahotosynthése, concentration en ATP)
et comportementaux (mobilité). Alors que les deserirs classiques (par exemple I'activité
photosynthétique) ne permettent pas de mettre iderse d'impact toxique du métolachlore,
et ce quelle que soit la concentration testéedesripteurs de mobilité (pourcentage de
cellules mobiles, vitesse de déplacement) démantdms impacts toxiques, pour des
concentrations environnementales. Nos résultatigsent I'importance de ['utilisation de
descripteurs d'effet diversifiés, et démontrent petentiel prometteur dindicateurs
comportementaux pour la mise en évidence de con#dions toxiques.

Références bibliographiques :

Stachowski-Haberkorn, S, Jérébme, M., Rouxel, J., Khelifi, C., Rince, Byrgeot, T., 2013.
Multigenerational exposure of the microalgeetraselmis suecicao diuron leads to
spontaneous long-term strain adaptathwuatic Toxicologyl40-141, 380-388.

Huguet, A., Vacher, L., Relexans, S., SaubusseF®idefond, J.M. Parlanti, E., 2009.

Properties of fluorescent dissolved organic mattéhe Gironde Estuarydrganic Geochemistry
40: 706-719.

Morin, S., Pesce, S., Kim-Tiam, S., Libert, X., Coquery, Mazzella, N. 2012. Use of polar
organic chemical integrative samplers to assessftbets of chronic pesticide exposure on

biofilms. Ecotoxicology25, 1570-1580.



UTILISATION DU COUPLAGE DNA-SIP / PYROSEQUENCAGE EN
ECOTOXICOLOGIE MICROBIENNE

SEVERIN Tatiana SAURET Caroline, LEFORT Thomas, PUJO-PAY MireillEONAN
Pascal, GHIGLIONE Jean-Francgois

Laboratoire  d’Océanographie  Microbienne  (LOMIC) UMG21, Observatoire
Océanologique de Banyuls, F 66650 Banyuls/mer, ¢gan

L'écotoxicologie microbienne est la science quidé&ules conséquences écologiques de
pollutions a I'échelle des communautés microbienPesir étudier l'influence des polluants
sur ces communautés, nous utilisons généralemenbutdds d’inventaires moléculaires de
plus en plus puissants qui rendent souvent comptshdngements rapides de la diversité des
bactéries apres une pollution. Néanmoins, ces @maegts de diversité ne permettent pas de
faire un lien direct avec la fonction de dégradaties polluants et ne rendent pas compte de
la tolérance des organismes aux polluants. Nougromici que la diversité fonctionnelle
des bactéries marines peut étre abordée de mandsrgrécise en utilisant les nouvelles
techniques ‘omics’ couplées au DNA-SIP. Nos réssiltaontrent que les individus de la
‘biosphere rare’, considérés comme peu actifs danfonctionnement de I'écosystéme,
peuvent s’avérer des éléments clés pour la dégoaddé polluants organiques persistants,
voire méme étre utilisés comme bioindicateurs paknde la qualité écotoxicologique du
milieu.

Mots-clés : Ecotoxicologie microbienne, biodiversité, pyroséagage, polluants

Références bibliographiques :

GHIGLIONE JF, GALAND PE, POMMIER T, et al. (20120 to pole biogeography of
surface and deep marine bacterial communities. BNAS:17633-8.

SAURET C, GHIGLIONE JF (2013) Monitoring of oil-deagling bacteria by stable isotope

probing. In Encyclopedia of Aquatic Ecotoxicologyéfard, J.F. and Blaise, C., editors),
Springer Publishers, 751-766.






POSTER SESSION 1:

CARACTERISATION DE LA TOLERANCE ET DES CAPACITES CA TABOLIQUES
DE COMMUNAUTES MICROBIENNES EDAPHIQUES PROVENANT D’ UN SITE
CONTAMINE PAR UN GRADIENT DE POLLUTION METALLIQUE

BERARD Annetté?, CAPOWIEZ Liné? MAZZIA Christophé, DUMAT Camill¢’,
CAPOWIEZ Yvan

(1)INRA, UMR1114 EMMAH, F-84914 Avignon, FrancgUR&PV, UMR1114 EMMAH, F-
84914 Avignon, France (3)UMR 7263 IMBE UAPV 301Baeuch de Spinoza, BP 21239, F-
84916 Avignon, France (4)niversité de Toulouse, UMR 5245 CNRS-INP-UPS, EinlL31326
Castanet-Tolosa(b)UR 1115 INRA PSH, F-84914 Avignon, France

Les communautés microbiennes participent directéraela qualité biologique des sols et
présentent une tres grande diversité spécifiquéorsttionnelle. Ce sont des indicateurs
eédaphiques particulierement pertinents. Cependat, d’outils existent qui permettent
d’utiliser ces communautés comme indicateurs d@goité dans les sols. Nous avons adapté
une technique de microrespirométrie (MicroR¥¥ppour aborder en situation de
contaminatiorin situ les communautés microbiennes comme indicatrioésotbxicité. Nous
avons mesuré la biomasse active, des paramettes pfg/siologique, la diversité catabolique
et la tolérance au plomb des communautés microbgrh fongiques édaphiques prélevées
sur des transects a distances croissantes d'unmee wd recyclage de batterie. Les
communautés microbiennes (et fongiques) présentamtbiomasse de plus en plus faible a
proximité de la source de pollution. Inversemetigseprésentent un quotient métabolique
(qCQO,) microbien et une tolérance au plomb (PICT) despdm plus élevés. Les profils
cataboliques sont aussi influencés par le distantae source de pollution, en particulier le
profil fongique. Enfin Le trait physiologique desmamunautés microbienne qg6€st corrélé
avec les valeurs de tolérance et la concentratignia@anb total dans le sol, suggérant un co(t
physiologique de cette tolérance acquise au métal.

Références bibliographiques :

Bérard A., Mazzia C., Sappin-Didier V., Capowiez Capowiez Y., 2014. Use of the
MicroResp™ method to assess Pollution-Induced Conityiiolerance in the context of
metal soil contamination. Ecological Indicators 2@:33..

Ben Sassi M., Dolinger J., Renault P., Tlili A.,rBel A., 2012. The FungiResp method. an

application of the MicroRes¥) method to assess fungi in microbial communitiesails
biological indicators. Ecological Indicators. 2882-490.

Bérard A., Ben Sassi M., Renault P., Gros R., 28Exere drought-induced community
tolerance to heat wave. An experimental study dmsicrobial processes. Journal of Soils
and Sediment9OI 10.1007/s11368-012-0469-1



POSTER SESSION 1:

VERS UN BIOESSAI POUR LA CARACTERISATION BIOCHIMIQU E DE LA
CONTAMINATION DES SOLS

Grondin Virginie?, Cheviron Nathalie, Mougin Christiarr

(1) Plateforme Biochem-Env, INRA, UR251 PESSACteRimISt-Cyr, Versailles cedex
(2) INRA, UR251 PESSAC, Route de St-Cyr, Versaiéidex

La plateforme Biochem-Env, créée en 2011 par I'INIRst un partenaire du projet ANAEE
France, qui vise a doter la France d'un réseagrihtde plateformes expérimentales, analytiques
et numeériques dédiées a I'étude des écosystémi@seraux, terrestres et aquatiques. Elle
représente une infrastructure essentielle en tanptateforme technologique pour assurer la
caractérisation du patrimoine sol dans un conteégtdéveloppement durable. Elle ambitionne de
devenir un dispositif analytique de soutien auypasitifs expérimentaux, unique en France et en
Europe, dédié a la mesure d'indicateurs biochimgglans les sols, a la conservation et a
'analyse des données produites. Elle a égalenmmtambition de développer des méthodologies
et technologies de pointe pour assurer la caraatérn biochimique des sols.

Dans ce cadre, la plateforme Biochem-Env dévela@gebioindicateurs de réponse des sols aux
différents stress anthropiques. La mise en plage bioessai, comme test d'écotoxicité, permettra
de mettre en évidence I'impact des contaminantslesiisols d’agrosystémes contaminés. Parmi
les indicateurs les plus pertinents, une enzymegidue (la laccase) a été sélectionnée parce que
répondant a différents stress chimiques (métaliqaierganiques). L'objectif de cette étude est de
montrer que la laccase sécrétéeTpametes versicologst un indicateur de contamination des
sols. Celui-ci est couramment utilisé comme orgarisnodéle et est caractérisé par sa grande
efficacité a dégrader entierement les composé®tucbmme la lignine et la cellulose. Lactivité
laccase induite par exposition TGemetes versicoloaux différents polluants deviendrait par
conséquence un outil d’évaluation de I'écotoxidiés sols.

Références bibliographiques :

Margot J, Maillard J, Rossi L, Barry D.A., Holliger. 2013. Influence of treatment conditions on the
oxidation of micropollutants by Trametes versicdmcase. New Biotechnology, 25: 803—-813.

Lebrun JD, Demont-Caulet N, Cheviron N, Laval KinSoutrot-Gattin I, Mougin C. 2011. Secretion
profiles of fungi as potential tools for metal emdtity assessment: a study of enzymatic system in
Trametes versicolor ChemospheB2(3):340-5.

Wu Y, Jiang Y, Jiao J, Liu M, Hu F, Griffiths BSi H. 2014. Adsorption of Trametes versicolor
laccase to soil iron and aluminum minerals: Enzgattévity, kinetics and stability studies. Colloids
Surf B Biointerfaces.114:342-8
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POSTER SESSION 1:

LES MICROORGANISMES PHOTOSYNTHETIQUES DES SOLS (MIC RO-
ALGUES ET CYANOBACTERIES) COMME BIOINDICATEURS DES STRESS
PHYTOSANITAIRES.

MARRAULD Christelle !, RIMET Frédéric?, MALLET Clarisse®, BERARD Annette?,
CROUZET Olivier™.

(1) UR INRA 251 PESSAC, 78026 Versailles cedex.

(2) UMR INRA 0042 CARRTEL, Université de SavoigP34rhonon-les-Bains Cedex.
(3) UMR CNRS 6023 LMGE, Université Blaise Pasca® Clermont-Ferrand.

(4) UMR INRA/UAPV 1114 EMMAH, F-84914 Avignon.

Les indicateurs microbiens plus ou moins normalisiigsés pour évaluer les impacts des
pratiques agricoles ou de contaminations, manqdergensibilité et de généricité vis-a-vis
des stress phytosanitaires. Les microorganismesofpbphes édaphiques majoritairement
représentés par des cyanobactéries et micro-atgunssituent un modele biologique innovant
a promouvoir pour le développement de bioindicatelexposition aux herbicides. En effet,
ils pourraient étre plus sensibles et plus direet@nmimpactés par les herbicides, que les
bactéries et champignons qui sont le plus souvemiés. Néanmoins, les connaissances
disponibles sur la biodiversité et les réponses a#s communautés microbiennes
photosynthétiques, aux stress (environnementauagonants) sont limitées dans les sols
agricoles. Le projet COMIPHO vise a évaluer leuteptiel bioindicateurs, a I'égard de stress
herbicide. Un des objectifs est de développer desqueurs et approches moléculaires
permettant de suivre leur diversité et structumeétigue. Divers marqueurs génétiques de ces
communautés sont déja utilisés en milieu aquatigaefonction des exigences des méthodes
moléculaires choisies (QPCR, fingerprint, séqueagades compromis de taille d’amplicons
et de spécificité vis-a-vis de divers groupes taxoigues ont été nécessaires. Des tests de
faisabilités sont en cours, afin de caractérisesr demmunautés de cyanobactéries et de
diatomées (marqueurs spécifiques) ou les microeslgdans leur ensemble (marqueurs
généralistes), sous differents systemes de culiimetogique vs. conventionnel). Afin de
caractériser les taxons tolérants ou sensibles hauRicides, tout en s’affranchissant des
facteurs édaphiques, des expérimentations en cagmeggalement analysés.

Références bibliographiques :

Bérard A., Rimet F., Capowiez Y., Leboulanger C. (2004) Proceduresd&iermining the pesticide
sensitivity of indigenous soil algae - a possibieirgicator of soil contamination? Archives of
Environmental Contamination and Toxicology 46: 24-3

Valiente Moro C.Crouzet O.,Rasconi S., Thouvenot A., Coffe G., Batissonrid Bohatier J. (2009)
New Design Strategy for Development of Specificnfeni Sets for PCR-Based Detection of
Chlorophyceae and Bacillariophyceae in Environme®amples. Applied and Environmental
Microbiology 75, 5729-5733.

Crouzet O. Wiszniowski J., Bonnemoy F., Donnadieu F., Bolratle Mallet C. (2012) Dose-
dependent effects of the herbicide mesotrione oihcganobacterial communities. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology 10.1800244-012-9809-9.
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POSTER SESSION 1:
REAL TIME ANALYSIS OF WATER QUALITY WITH GENOBIOSEN SORS

Nathalie Panief ®'? Lise Barthelmeb$% Julia Baudart

1 : Université Pierre et Marie Curie (Paris 6), Giysatoire Océanologique, Laboratoire de
Biodiversité et Biotechnologies Microbiennes-LBBWGR 3579 - UPMC- CNRS, 66650
Banyuls-sur-Mer- France

2. IMAGES EA 4218, Groupe Biocapteurs, BatimentU8jversité de Perpignan Via
Domitia, 52 Avenue Paul Alduy, 66860 Perpignan gederance

Bacteriological control of water quality requirdsetdetection and quantification of a
fecal contamination indicator to signal the pregeota potential harmful pathogen of fecal
origin. Among the indicators of fecal contaminati&@scherichia coliis now recognized in
Europe as the best one by the European Bathingr\@atality Directive (EEC, 2006). The
standard methods allow the detection and counting. @oli in 18 hours, hence the need to
develop a new alternative method for the rapidatete of E. coliin sea water and freshwater
to perform a real-time monitoring of fecal pollution waters. Therefore we developed an
enzymatic assay in microplate and an electrochéngieaobiosensor with DNA-probe to
detectE. coli via its nucleic acids (DNA) regardless of the viapilof the strain. The
enzymatic assay and the genobiosensor are developedorking with complementary
strands of synthetic DNA and purified samples of Ddf E. coli. Polystyrene microplates
and screen-printed electrodes (SPE) were usedpgois for the immobilization of single
stranded DNA fragments (probe). The hybridizatidrcomplementary strands (target) was
revealed in the case of the microplate assay wipextrophotometer after the addition of a
colorimetric mediator and for the biosensor by armopeetric detection by modifying of the
electrochemical signal from the DNA. These appreachallow for the detection and
quantification of 18to 1¢ cells ofE. coliin 5 liters of seawater samples in less than Fsou
Detection was achieved without a nucleic acid aficplion step.

Références bibliographiques :

Paniel, N., & Baudart, J. (2013). Colorimetric amtkctrochemical genosensors for the
detection ofEscherichia coliDNA without amplification in seawateTalanta, 11%0),
133-142.

Paniel, N., Baudart, J., Hayat, A., & Barthelmebs,(2013). Aptasensor and genosensor

methods for detection of microbes in real world pkas.Methods, 643), 229-240.

Hayat A, Barthelmebs L, Marty JL. (2012). Electrestical impedimetric immunosensor for

the detection of okadaic acid in mussel sang@esors Actuators.B71-172:810
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POSTER SESSION 1:

BIOCHEM-ENV, UNE PLATEFORME AU SERVICE DE LA CARACHRISATION
BIOCHIMIQUE DES SOLS

Cheviron Nathaliel,2, Grondin Virginiel,2, Nélieyh\8e1,2 et Mougin Christianl,2

(1) Plateforme Biochem-Env, INRA, UR251 PESSACteRtrISt-Cyr, Versailles cedex
(2) INRA, UR251 PESSAC, Route de St-Cyr, Versailldex

Le projet ANAEE France (http://www.anaee-s.fr) pgep de comprendre et de prédire la
dynamique de la biodiversité et des écosystemes wanontexte de changement global. Il va
permettre de progresser sur la compréhension tlEsdtions genes/environnement au travers
de plateformes expérimentales et de modélisatidiéds a la biologie des écosystemes
continentaux, terrestres et aquatiques. Dans age tade, la plateforme Biochem-Env
(http://www.biochemenv.fr) a pour objectif de fourdes installations et des services de
caractérisation biochimique des sols, plus généhé des milieux naturels, et de la
macrofaune associée. Elle a été créee en 201deaseatien de 'INRA et du projet ANAEE
France.

La plateforme Biochem-Env a deux missions prin@gpal

- permettre le développement et la veille technigleg sur les outils de caractérisation
biochimique de matrices environnementales solieede la macrofaune terrestre et
benthique.

- Construire un Systéme d’Information Environneran({référentiel diversité fonctionnelle)
pour gérer la tracabilité des échantillons et demées de caractérisation biologique des sols
et de la macrofaune.

Mobilisable dans le cadre de projets de recherohaboratifs, I'offre de cette plateforme va

du conseil (échantillonnage, protocoles et analgsedonnées), a la formation technique, en
passant par une implication dans les programmesatherche régionaux, nationaux et
internationaux.

Les outils disponibles au sein de la plateformeévétmobilisés dans des programmes visant a

évaluer la sensibilité et les limites d’utilisatidiindicateurs biologiques de la qualité de sols
soumis a différentes contraintes (épandage de tdites contaminés, retombées
atmosphériques, gestion de la matiere organiquleitipo diffuse des sols par les pratiques
agricoles).
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SESSION 2

Mécanismes adaptatifs,
résilience des communautés et
des fonctions microbiennes



UTILISATION DES MECANISMES D’ADAPTATION MICROBIENNE POUR
CARACTERISER LES CONSEQUENCES ECOLOGIQUES DE LINTE RDICTION
D’UTILISATION DU DIURON EN ZONE VITICOLE

FOULQUIER Arnaud, MARTIN-LAURENT Fabricé, ROUARD Nading MARGOUM
Christellé, PESCE Stéphahe

(1) Irstea, UR MALY, 5 rue de la Doua, CS70077,2606&/lleurbanne Cedex, France
(2) INRA, UMR 1347 Agroécologie, 17 rue Sully, B8510, 21065 Dijon Cedex

Les communautés microbiennes présentent une fapacité de réponse et d’adaptation aux
changements environnementaux. Elles constituent garentiellement des indicateurs de
perturbation ou d’amélioration de la qualité desienk, notamment en termes de pollution
chimique. Deux approches ciblées sur I'étude dematés adaptatives des communautés
microbiennes semblent particulierement promettepses établirin situ des liens entre les
niveaux d’exposition aux toxiques et leurs effais e compartiment microbien. Il s’agit i)
des approches PICT (Pollution Induced Communitgisice) qui visent a mesurer et suivre
I'évolution du niveau de tolérance des communaunté&sobiennes aux toxiques et ii) des
approches focalisant sur les capacités de biodatioaddes pesticides organiques par les
microorganismes hétérotrophes.

De ce fait, nous avons mené un suivi a long-ter20§-2011) sur une riviére située dans la
zone viticole du Beaujolais afin d’évaluer l'intér8e ces deux types d’approches pour
appréhender les conséquences écologiques dedictien d’utilisation du diuron (effective
en décembre 2008), principal herbicide détecté darours d’eau depuis de nombreuses
années. Les résultats montrent que l'interdicticutilcsation du diuron a engendré une
diminution du niveau de contamination du cours d’'e& traduisant par une diminution
progressive i) des capacités de tolérance desrh@fphototrophes a ce toxique et ii) des
capacités des communautés sédimentaires a le eéédrad conclusions de cette étude offrent
donc des perspectives particulierement intéressamtevue de développer des approches de
bioindication basées sur ces mécanismes d’adaptaticrobienne.

Références bibliographiques :

Pesce S, Margoum C, Rouard N, Foulquier A, Martdient F (2013) Freshwater sediment
pesticide biodegradation potential as an ecologiodicator of microbial recovery
following a decrease in chronic pesticide exposéirease study with the herbicide diuron.
Ecological Indicators 29: 18-25.
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Pesce S, Margoum C, Montuelle B (2010) In situ trefships between spatio-temporal
variations in diuron concentrations and photorodhafilm tolerance in a contaminated
river. Water Research 44: 1941-1949.
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EXPOSITION ET LIMPACT A LONG-TERME DES ELEMENTS TR ACES
METALLIQUES SUR LE FONCTIONNEMENT MICROBIEN DE SOLS AYANT
RECUS DES AMENDEMENTS : INTERET DE APPROCHE PICT.

CROUZET Olivier Marine ALBERTELLI, Gaétane LE PROVOST, Rowena CINELLI,
Amélie TROUVE, Virginie GRONDIN, Christelle MARRAUR, Sébastien BREUIL, Folkert
van OORT, Isabelle LAMY.

(1) UR INRA 251 PESSAC (Physico-chimie et Ecottbgi® des SolS d’Agrosystéemes Contamings),
78026 Versailles cedex.

L'épandage d’eaux usées et de boues de STEP sswmlteagricoles permet leur recyclage et
leur valorisation en tant que fertilisants, maissaselon la récurrence des apports, induire des
apports peut conduire a une multi-contaminationdpagrs contaminants, avec entre autre une
accumulation d’éléments traces métalliques (ETM)pguivent atteindre des concentrations a
risque pour le fonctionnement biologique des sblnjeu majeur en évaluation du risque
réside dans la caractérisation des relations etxpost impacts a long-terme. Cependant, les
notions de biodisponibilité des contaminants etldf#ation des microorganismes ne sont pas
suffisamment considérées. Dans le cadre de ceiltfrBlarizon de labour d’'un sol agricole
irrigué pendant pres d’un siécle avec des eauxsyuseété échantillonné suivant des transects
intégrant des gradients de contamination en ETM. fésultats démontrent une corrélation
positive entre les teneurs totales en ETM (Zn, Cd, Pb) et celles en Corg (et autres
nutriments), du fait d’apports simultanés par iation. Les fractions extractibles (CaCl
EDTA) sont corrélées aux teneurs totales. Les ia&sivmicrobiennes (respiration basale et
induite, activités enzymatiques extracellulairesitrifitation) sont dans I'ensemble
positivement corrélées aux teneurs en nutrimentst(8) et aux ETM. L'augmentation des
teneurs en Corg et nutriments le long des gradiemis ETM, pourrait limiter la
biodisponibilité des formes d’ETM impactantes, teatfavorisant I'activité microbienne. De
plus, une approche PICT (Pollution Inducing Comrtyumolerance), révelent I'acquisition de
tolérance fonctionnelle dépendant des teneurs eNl.Hles évolutions de la structure
génétigue des communautés bactériennes et fongsygegrent un possible remplacement
des populations microbiennes sensibles par damiés.

Références bibliographiques :
Crouzet O. Wiszniowski J., Bonnemoy F., DonnadigBBhatier J., Mallet C. (2012) Dose-dependent

effects of the herbicide mesotrione on soil cyactdréal communities. Archives of Environmental
Contamination and Toxicology 10.1007/s00244-0129980

Crouzet O., Le Provost G., Cinelli R., Trouvé A.aivauld C., Lamy I., van Oort F. Impact of long-
term heavy-metal contamination following waste wategation, on soil microbial communities :
a case field study. (soumission a Science of Extaironment).

Igbal M., Bermond A., Lamy I. 2013. Impact of miatiaus cultivation on trace metal availability in
contaminated agricultural soils: Complementary ghts from kinetic extraction and physical
fractionation. Chemosphere, 91, 287-94.
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POSTER SESSION 2:

OPTIMISATION DES TESTS DE TOXICITE POUR SUIVRE LAD APTATION DE
BIOFILMS PHOTOTROPHES A UNE EXPOSITION CHRONIQUE AU CUIVRE
DANS LE CADRE D’APPROCHES PICT.

Anne-Sophie LambertAymeric Dabrin, Arnaud Foulquier, Josiane Gahdarina Coquery,
Stéphane Pesce,
Irstea, UR MALY, 5 rue de la Doua, CS70077, 6962é6wbanne Cedex, France

Le concept PICT “pollution-induced community toleca”, introduit par Blanck et al (1988),
est un outil ecotoxicologique permettant de suilee dynamiques d’adaptation et de
récupération des communautés microbiennes aquatsyie a une exposition chronique aux
toxiques. Cette méthode repose sur la comparasemigeaux de tolérance de communautés
naturelles a un contaminant ou a un mélange deonants, en utilisant des tests de toxicité
a court terme, réalisés en conditions controléessdue I'on considére les communautés
microbiennes phototrophes, la production primaise le parameétre le plus fréquemment
utilisé pour I'évaluation du niveau de tolérancep€ndant, durant les tests de toxicite, la
réponse de ces communautés peut étre modulée papatameétres expérimentaux et
environnementaux. Cela souléve donc la questida deproductibilité des résultats et de leur
comparabilité entre les différentes études. Afincdetribuer a une meilleure standardisation
des protocoles utilisées dans les approches Plabjettif de notre étude est d’'identifier les
principaux parameétres a prendre en considératios ¢t I'évaluation des niveaux de
toléerance de communautés phototrophes benthiquesnataux, en prenant comme modele
cuivre.

Nos résultats montrent I'absence d’influence dedlmée d’incubation sur la mesure de
tolérance des communautés microbiennes phototroghesuivre, alors que le niveau de
toléerance au toxique augmente avec l'age du biofimes Ck, et CEo mesurées sont
également trés fortement conditionnées par la cdrat@don en chlorophylle et la biomasse
totale dans la suspension de biofilm utilisée tes tests de toxicités. Ces résultats montrent
donc la nécessité de standardiser la méthode.

Références bhibliographiques :

Lambert AS, Morin S, Artigas J, Volat B, Coquery Meyra M, Pesce S (2012). Structural
and functional recovery of microbial biofilms afi@ decrease in copper exposure: Influence
of the presence of pristine communities. Aquatikidology 109: 118-126.

Larras F, Lambert AS, Pesce S, Rimet F, BoucheM#éntuelle B (2013). The effect of
temperature and a herbicide mixture on freshwataippytic algae Ecotoxicology and
Environmental Safety 98: 162-170.

Pesce S, Margoum C, Montuelle B (2010). In sitwatrehships between spatio-temporal
variations in diuron concentrations and photorofthatilm tolerance in a contaminated river.
Water Research 44: 1941-1949.
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SESSION 3

Bioremeédiation, biodégradation,
déecontamination, biodisponibilité



PROBABIO : VERS DE NOUVELLES STRATEGIES D’EVALUATION DE LA BIODEGRADATION
BRILLET Francoisi, MAUL Armand2, DURAND Marie-Jos&, THOUAND Gérald.

(1) Laboratoire de Génie des Procédés en Envirommemt en Agroalimentaire (GEPEA) UMR
CNRS 6144, Université de Nantes, IUT GB, 85000 &suhYon, France (2) Laboratoire
Interdisciplinaire des Environnements ContinentdubEC), UMR CNRS 7360, Université de
Lorraine, 57045 METZ, France.

La biodégradation peut se définir comme étant lpac# d’'un microorganisme ou d’une
communauté microbienne a dégrader une moléculemedslans un milieu comme seule source
de carbone. Les essais hormés pour quantifiep#egradation, repris par la directive européenne
REACH (Régulation (EC) N°1907, 2006), se basent Buoculation de bactéries d'un
échantillon environnemental dans un bioréacteupe@éant, ces essais ne prennent pas en
compte les variabilités qui peuvent exister enaxdenvironnements et sont donc souvent peu
reproductibles voir mémes contradictoiiater et intra laboratoire. De plus, ils ne tiennent pas
compte des biais que peuvent engendrer un changelméempérature dans la nature (variabilité
saisonniere), ni méme de I'impact que peuvent desiparametres de testiimgvitro imposes par
les normes (densité cellulaire initiale, tempémtdfincubation). Les résultats des tests de
biodégradation peuvent donc étre en contradictivec ale devenir environnemental d’une
molécule.

Le projet de recherche ProbaBpmyopose d’établir les relations entre la réussitenon, d’un test

de biodégradation et les parameétres qui le rédisserlinfluencent. Pour y répondre, la
biodégradation de cing molécules chimiques a &t&detous les mois pendant un an, dans dix
environnements différents, a deux températurescakiation et & deux densités cellulaires
différentes. Grace a une plateforme de screeningla@ée dans le cadre du prejéa matrice

de résultats générée donne, pour les molécul&etesine vision plus réaliste et expliquée de leur
persistance environnementale.

Références bibliographiques :

1. Thouand, G. et al. Bacterial Inoculum Densitgl &nobability of para-Nitrophenol
Biodegradability Test Response. Ecotoxicol. Envir®af. 30, 274—-282 (1995).

2. Thouand, G., Durand, M.-J., Maul, A. & Blok, New concepts in the evaluation of
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Microbiotechnology Ecotoxicol. Bioremediation 2,41(2011).

3. Cregut, M., Jouanneau, S., Brillet, F., Durand.MSweetlove, C., Chenéble, J.C., L'Haridon,
J., Thouand, G. High throughput and miniaturisestesys for biodegradability assessments.
Environ. Sci. Pollut. Res. Int. (2013).
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ECOLOGIE MICROBIENNE DE LA DEGRADATION DE L'ETBE ET DU MTBE:
DIVERSITE BACTERIENNE ET EXPRESSION DE GENES

DEMANECHE Sandriné LE DIGABEL Yoanrt?, JABAR Nord, BENOIT Yves,
FAYOLLE-GUICHARD Francgoisg VOGEL Timothy M.

! Groupe de génomique microbienne environnemenadptatoire AMPERE, Ecole Centrale
de Lyon, Université de Lyon, 36 avenue Guy de @glle 69134 Ecully Cedex.

2 Institut Francgais du Pétrole Energies NouvellesREN), Département Biotechnologie, 1-4
avenue de Bois-Préau, 92852, Rueil-Malmaison, Feanc

L'éthyl tert-butyl éther (ETBE) et le méthyl tertdyl éther (MTBE) sont des éthers
carburants utilisés comme additifs des essenceegrésentent un risque sanitaire du fait de
cas avérés de pollutions d’aquiferes.

L'objectif de ces travaux était d’étudier comment lcommunautés microbiennes et les
souches isolées de sites pollués réagissent eengeed'ETBE et de MTBE, quelles bactéries
sont capables de les dégrader et comment cettadidgm est régulée dans ces bactéries.
Pour cela, des études des cinétiques de dégradi&iltiiTBE ou du MTBE ont montré que la
dégradation était généralement lente et s'acconagatjun faible rendement en biomasse.

En complément, des techniques d'empreinte moléeudai’analyse des genes codant 'ARNr
16S ont montré la prédominance de protéobactériass dtrois environnements,
d’acidobactéries dans un autre, ainsi qu'une coitimoglus hétérogene dans le cinquieme.
Enfin, plusieurs genes connus comme étant impliqdiéss la dégradation des éthers
carburants ont pu étre détectés. Leur séquencagem®vidence la possibilité de transferts
horizontaux, notamment dans le cas du getid extrémement conservé (99%) dans des
souches phylogénétiquement éloignées. Les conditibexpression des genes clés ont été
étudiées. Il semblerait que le gamdpA(MTBE monooxygénase) soit spécifiquement induit
en présence de MTBE. Les génethB (cytochrome P450 monooxygénase) ethR
(régulateur des genes de I'opérih) sont au contraire exprimés de maniére consteauin
présence ou en absence d'ETBE, le systeme enzyraatiodé n’est donc pas activé par la
présence du polluant et pourrait avoir d’autresfioms dans la bactérie.

Références bibliographiques :

Y. Le Digabel, S. Demaneche, Y. Benoit, T. M. Vogald F. Fayolle-Guichard (2013) Ethyl
tert-butyl ether (ETBE) biodegradation by a synligpssociation of Rhodococcus sp. IFP
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Microbiology and Biotechnology, 97 :10531-10539.
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LA CHLORDECONE EST-ELLE BIODEGRADABLE ?

SAAIDI Pierre-Loic*, UGARTE Edgardo*, CHAUSSONNERI&€ébastien, BARBANCE
Agnés, Laurence MARIE, FOSSEY Aurélie, BRULS ThonBA&RBE Valérie, GYAPAY
Gabor, FONKNECHTEN Nuria, WEISSENBACH Jean, LE PASR Denis

* Egale contribution

CEA/DSV/Institut de Génomique, Genoscope & CNRS WB@BD, 91057 Evry cedex,
France

La chlordécone (Kepone®) est un composé organaeklmthétique (€Cli00) utilisé dans
diverses régions du globe pour lutter contre ugdaventail de parasites agricoles dont le
charancon du bananier aux Antilles francaises.draigtance de la chlordécone dans les sols,
sa présence et sa toxicité pose de nombreux prebldmsanté publique, socio-économiques
et politiques.

Afin d’étudier la possible biodégradation de lactEcone, des cultures microbiennes
d’enrichissement en anaérobiose ont été initigestir de microcosmes et analysées au cours
du temps. Les propriétés physico-chimiques dellar@écone et les doses massives
employées (saturation) ont rendu impossible satfication de facon fiable, le suivi de son
eventuelle disparition ainsi que le suivi de laissance bactérienne. Des analyses chimiques
(GC/MS) ont cependant permis de détecter de nomlm@mposés chlorés dérivés de la
chlordécone dont une quinzaine jamais été mis elegge jusque-la.

De facon intéressante, plusieurs cultures micrat@ernnoculées avec des quantités plus
faibles de chlordécone montrent I'apparition et¢amulation de plusieurs de ces métabolites
dont un tres nettement majoritaire ainsi que lssgdesparition de la chlordécone. Ces
cultures sont en cours d’analyse par difféerentethoakes (chimie analytique, microbiologie et
métagénomique). L'analyse par spectrométrie de enmpermis de déterminer la formule
brute des métabolites chlorés. Des cultures agrlrsde échelle ont été lancées afin de les
isoler et de déterminer leur structure exacte.rinfiut comme la chlordécone au démarrage
du projet, ces métabolites serviront dans de ntes/elltures microbiennes d’enrichissement
afin de poursuivre le processus de dégradation.

Références bibliographiques :
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EXPLORATION DE LA BIOVERSITE DE CHAMPIGNONS TELLURI QUES
SAPROTROPHES POUR LA REMEDIATION DES SOLS POLLUES PAR DES
POLLUANTS ORGANIQUES PERSISTANTS (POP)

RAFIN Catheriné FAYEULLE Antoine!, DELSARTE Isabelle ROSU Ana Marij
VEIGNIE Etienné

(1) Université du Littoral Cote d’Opale ULCO, Unité dehimie Environnementale et
Interactions sur le Vivant EA 4492, Dunkerque, 33#rance

(2) University ‘Vasile Alecsandri’ of Bacau, Faculty &ngineering, Department of Food
Products Engineering, Bacau, 600115, Romania

Ces recherches ont été déclinées en différentpestd/ réalisation d’'une mycotheque de
souches fongiques saprotrophes isolées de solstris historiquement contaminés par des
Hydrocarburbures Aromatgiues Polycycliques (HAP),cBblage des isolats pour leurs
capacités a dégrader en milieu de culture minérddeinzo[a]pyrene (BaP) comme modéle
d’'HAP de haut poids moléculaire (composé de 5 sya®matiques et présentant une tres
faible solubilité) ou en matrices complexes (sabygs historiguement) les 16 HAP de 'US-
EPA 3/ recherche d’activités enzymatiques, 4/ it de vue physiologique, étude des
mécanismes specifiques impliqués dans l'incorpomatie transport et le stockage du BaP
chez Fusarium solani(Nectriaceae, Ascomycota). Afin de potentialisefficacité de la
dégradation fongique des POP, le développement dauvel axe de recherche sur les
capacités de polysaccharides naturels (de typecammubdifié par alkylation) a augmenter la
solubilité des POP est entrepris. Enfin, l'utilisatde méthodes d’oxydation 1/ soit par des
procédés d’oxydation chimique avancée utilisésssghdsés sur la production dans le milieu
d’entités tres réactives et trées oxydantes) 2/ gait une oxydation chimique douce pour
initier 'ouverture des cycles aromatiques desyanits couplée a une oxydation biologique
par des champignons (simultanément ou séquentiefignest envisagé. Ces approches
pourront étre déclinées pour un large panel deliesnde polluants organiques (HAP,
dioxines) dans divers environnements contaminds,(sédiments, eaux). La finalité de ces
recherches est de développer des systemes caial/#go-compatibles préservant I'intégrité
du sol dans une optique de bioremédiation fongapsesols pollués par les POP.
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REGULATION TOP-DOWN (VIRUS ET FLAGELLES) DE LADEGR ADATION DU
PETROLE PAR LES BACTERIES

SAURET Caroline BOTTJER Daniela, TALLARMIN Agathe, GUIGUE Cathee, CONAN
Pascal, PUJO-PAY Mireille, GOUTX Madeleine, GHI@NE Jean-Frangois

Laboratoire d'Océanographie Microbienne (UMR762%) PFontaulé — 66650 Banyuls/mer

L'ajout de sels nutritifs qui sont limitant pour tgradation des hydrocarbures en milieu
marin (contrdle « bottom-up ») est la solution lausp efficace de bioremédiation des
pollutions pétrolieres qui restent particulierememportantes en mer Méditerranée.
Néanmoins, peu de travaux se sont intéressés drdleopar les prédateurs (contrble « top-
down ») lorsque la limitation par les ressourcésea®e, alors qu’elle est susceptible de jouer
un rdle essentiel dans la régulation de la divwerst de [lactivité des bactéries
hydrocarbonoclastes.

Nous avons imaginé une expérience originale poatuéy I'effet exclusif du « top-down »
sur la biodégradation des hydrocarbures en simulapport de pétrole dans le cadre d’'une
biostimulation contr6lée (pas de limitation « battop »). Nous avons pu ainsi mettre en
évidence un cycle proie-prédateur avec un conkdfep-down » largement dominé par les
virus ayant pour effet d'importants remaniements cemmunautés bactériennes a la fois en
termes de biomasse, d’activité et de diversiténdlgse des changements de diversité par
pyroséquencage ont montré que certaines groupésrieas sont particulierement sensibles a
la prédation par les flagellés et/ou la lyse viedenme le genr¥ibrio, alors que d’autres au
contraire commePercisivirga Oleispira et Methylophaga s’avérerent moins sensibles a la
prédation, révélant leur réle central dans la dégffan du pétrole. La forte influence des
virus n'a pas provoqué de diminution dans la biodégtion des hydrocarbures par les
bactéries, provoquant méme un regain d’activitdkadeommunauté microbienne globale. Ce
résultat original souligne I'importance de prendrecompte la boucle microbienne dans son
ensemble pour mieux comprendre le processus dédpiadation des hydrocarbures.

Mots-clés :bioremédiation, pollution pétroliere, pyroséqueggaecologie microbienne
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DEVENIR DES NANOPARTICULES DE DIOXYDE DE TITANE (Tl O;) DANS LES
SOLS ET CONSEQUENCES SUR LA BIODIVERSITE BACTERIENN E

Marie SIMONIN'?, Jean M.F. MARTINE Thomas POMMIER Julien P. GUYONNETYand
Agnées RICHAUME

(1)Laboratoire d’Ecologie Microbienne, UMR CNRS 35%&niversité Lyonl, Université de
Lyon, 43 Bd du 11 Novembre 1918, Lyon 1-69622uillanne cedex. (2)LTHE, UMR
CNRS 5564, Université Joseph Fourier Grenoble 0438Grenoble Cedex 9.

Les nanoparticules manufacturées de dioxyde daetiteliO-NP) sont des polluants
émergents dont la concentration augmente danslegs raison de leur utilisation croissante
dans de nombreux produits commerciaux de la vieare. Des étudaa vitro ont démontré

la toxicité des Ti@NP pour les microorganismes, mais il existe peuddenées sur
I'écotoxicité de ces composés dans les sols danmsatelitions d’exposition réalistes.

Les propriétés physico-chimiques des NP sont fortement influencées par les conditions
environnementales (pH, matiére organique...) ce sius@esceptible d’affecter leur mobilité et
leur biodisponibilité dans les sols. Cette étudetepsur le transfert des TiDIP et a leur
impact sur les communautés microbiennes dans @&galsles aux propriétés contrastees.

La caractérisation des TP directement dans la matrice du sol n'est tepnent pas
possible a I'’heure actuelle. Cette limitation acétournée en déterminant leur taille et leurs
charges de surface dans des solutions de sol. bditdales nanoparticules a été étudiée a
partir de colonnes de sols en suivant la conceotran titane retrouvée dans les effluents par
ICP-OES. Des mesures d’activités microbiennes ifiaspn, nitrification) et de diversité des
genes ribosomaux des bactéries totales et fonaisramoA des nitrifiants par séquencage a
haut-débit (MiSeq, Illumina) ont permis d’évalugmpact des TiG-NP (1 et 500 mg/kg sol)
sur les communautés microbiennes, apres 90 joursutbation.

Ce travail démontre l'intérét d’'une approche plisgégolinaire combinant I'étude de
I'écodynamique des contaminants et I'écotoxicologierobienne pour déterminer quels
parametres du sol influencent la biodisponibiliés danoparticules.
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MYCOREMEDIATION DES PCB PAR DES SOUCHES D'’ASCOMYCETES
ISOLEES D’HABITATS POLLUES

Sophie Perigon, Lucile Sage, Mathieu Faure, Roberta Geremia, Bello Mouhamadou
Laboratoire d’Ecologie Alpine LECA, UMR 5553 CNRS Université Joseph Fourier Grenoble 1, 38041

Grenoble cedex 9, France.

La présence dans l'environnement de polluants corntesepolychlorobiphényles
(PCB) peut affecter de facon notable le fonctioneenhyglobal des différents écosystemes.
L'utilisation de microorganismes vivants capables dégrader les éléments toxiques peut
constituer une alternative rentable et efficacemiPaes microorganismes, les champignons
ont la capacité de s’adapter avec une grande @tasé la présence de molécules organiques
et de les utiliser comme sources de nutriments.sNawons étudié I'efficacité des souches
fongiques dans la biodégradation des PCB en iselanton 150 espéces a partir de sols et de
sédiment fortement contaminés en PCB (concentratiosept PCB indicateurs: > 1000 pg/kg
de matrices séches). Le screening de ces souchmsieun liquide a conduit a la sélection de
six souches d’Ascomycétes performant&oratomyces nanus, D. purpureofuscus, D.
verrucisporus, Myceliophthora thermophila, Phomgyena et Thermoascus crustaceus
montrant des capacités de biodégradation impoga@tes souches ont été utilisées dans des
pilotes de mycoremédiation en laboratoire en atilide sédiment ou le sol pollué. Chaque
matrice polluée a été supplémentée avec 5% deeplits réductions importantes de PCB
allant jusqu’ a 33% ont été obtenues au bout denmis de traitement. Ces réductions
semblent ne concerner que la fraction biodispordele PCB, la fraction liée a 'humus étant
difficilement accessible. Le traitement a été étead’échelle industrielle. Lanalyses de 85
congénéres de PCB confirment les résultats obtenygilotes de laboratoire et démontrent
I'efficacité des souches d’Ascomycetes natives ddas biodégradation des PCB
biodisponibles.

Références bibliographiques :
Sage L., Périgon S., Faure M., Gaignaire C., Aduflgur M., Jacques Mehu J., Geremia
RA., and Mouhamadou B. 2014. Autochthonous ascotagcen depollution of

polychlorinated biphenyls contaminated soild sediment. Chemosphelre press.
MouhamadouB., Faure M., Sage L., Marcais J., Souard F., @&xeR., 2013. Potential of
autochthonous fungal strains isolated from contateih soils for degradation of
polychlorinated biphenyls. Fungal Biol. 117: 268427
Shahari M., Latibari AJ., Guillet A., Aurousseau ,MMouhamadou B., Rafeiee Gh.,
Mirshokraei A. and Parsapaghouh D. 2011. Applicatof the white root fungus
Phanerochaete chrysosporium in Dbiotreatment of &sa storage effluent.
Biodegradation: 22: 421-430.
POSTER SESSION 3:

26



ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE SOUCHES FONGIQUES E DAPHIQUES
CAPABLES DE DEGRADER UN MELANDE D'HERBICIDES
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(1)Laboratoire Microorganismes : génome et enviement (LMGE) CNRS UMR 6023, BP
80026, F-63171 Aubiere Cedex, France (2) Clermonivérsité, Université Blaise Pascal,
LMGE, F-63000 Clermont-Ferrand, France (3) Institde Chimie de Clermont-Ferrand

(ICCF), CNRS UMR 6296, BP 80026, F-63171 AubieraleQe France (4) Clermont

Université, Université Blaise Pascal, ICCF, F-6300@rmont-Ferrand, France

Les pratiques agriculturales actuelles font appdés épandages de mélanges de pesticides
pour une culture donnée, entrainant une contaromatnulti-résidus des sols par les
molécules méres et leurs métabolites. Nombre deamsont disponibles quant au devenir
biotique et abiotique des pesticides utilisés seunls I'impact de leur utilisation en mélange
reste peu connu.

L'originalité de notre étude réside non seulememtsde fait de travailler avec un «cocktail»
d’herbicides mais aussi d’étudier la capacité deddgradation de ces composés par des
souches fongiques, ce qui est rarement le caslaéitiérature.

Ainsi, nous avons isolé et caractérisé des souomgsgques édaphiques capables de résister a
un mélange d’herbicides, utilisé sur les cultures ndais, et de biotransformer certaines
molécules du cocktail.

Pour cela, des cultures d’enrichissement ont édfisées a partir d’échantillons de sol
prélevés en surface d’'un Biol#®clLes communautés microbiennes ont été exposaes a
mélange d’herbicides composé de mésotrione, nitosul et S-métolachlore, comme seule
source de carbone. Les souches fongiques ontadé&sssur milieu sélectif et analysées pour
leur capacité a dégrader chacun des herbicidesy §ches appartenant aux phyla des
Ascomyceétes et des Basidiomycétes ont montré kpaiaité a dissiper les molécules.

Ces isolats permettront d’identifier les métabslitermés (SM, RMN) et les protéines
impliquées (2D-DIGE, fractionnement) dans la transfation/dégradation de ce mélange.
Ces données contribueront a évaluer le risqueutibdation de ce mélange d’herbicides. Ces
microorganismes seront également utilisés a desifrbioremédiation.

Références bibliographiques :
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Isolation and characterization of mesotrione-deigigadBacillus sp. from soil. Environ.
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IDENTIFICATION DES GENES ET ENZYMES IMPLIQUES DANS LA
DEGRADATION DE LA MESOTRIONE CHEZ BACILLUS MEGATERIUM
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LMGE, F-63000 Clermont-Ferrand, France. (3) Institle Chimie de Clermont-Ferrand
(ICCF), CNRS UMR 6296, BP 80026, F-63171 AubierdeZeFrance. (4) Clermont
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La mésotrione [2-(4-méthylsulfonyl-2-nitrobenzo)3-cyclohexanedione] est une
molécule de la famille des tricétones utilisée deR003 comme herbicide sélectif du mais.
Peu d’informations sont disponibles concernantdmrenir dans les environnements
terrestres et aquatiques. Pour pallier ce manaqueesouche dBacillus megateriunfiB11),
isolée d’un sol agricole de la Plaine de Limagneagiable de dégrader 1 mM de mésotrione
en 9 h, a permis de décrire partiellement la veididtransformation de cette molécule. Cing
métabolites ont été mis en évidence. La produci®deux d’entre eux, TAMBA (2-amino-4-
methylsulfonyl benzoic acid) et le MNBA (4-methyigunyl-2-nitrobenzoic acid), suggerent
I'implication d’'une nitroréductase, responsabldadeeduction du groupe N@n NH, et
d’'une hydrolase, impliquée dans le clivage des asuales de la molécule. Plusieurs genes
codant des isoenzymes de nitroréductases et d'lagdroont pu étre amplifiés chigz
megateriumB11. Les enzymes correspondantes ont été sureg&ps apres clonage dans un
vecteur d’expression et seront testées pour lqaaite a transformer la mésotrione ou le
MNBA. Ces travaux permettront d’identifier pourdeemiére fois des génes et enzymes
impliqués dans la biotransformation de la méso&ienainsi, de compléter les voies de
dégradation de cette molécule. Ces génes poutt@né@alement utilisés comme
biomarqueurs pour évaluer la contamination desyst@sies par la mésotrione et ses
métabolites.
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IMPACT D'UNE MULTICONTAMINATION METALLIQUE ET ORGAN IQUE SUR
LE CYCLE DE L'OXYGENE DANS UN TAPIS MICROBIEN.
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(1) Laboratoire Ecosystemes Marins Cotiers (ECOSYMIR5119, Faculté des Sciences de
Bizerte, 7021 Zarzouna, Tunisie, (2) Equipe Enviement et Microbiologie- UMR IPREM
5254, IBEAS BP1155, Université de Pau et des Payi¥Adour, 64013 Pau cedex, France,
(3) Plateforme Génomique Campus INRA, 24 chemirbatde rouge, 31326 Castanet-
Tolosan Cedex, France

Les tapis microbiens sont des structures laminaeedéveloppant sur des surfaces solides et
associant des microorganismes autotrophes et héighes a ['‘échelle de quelques
millimétres d'épaisseur. lIs présentent une dit@rgénétique et métabolique trés importante
qui leur confére la possibilité de se développer tautes les latitudes dans des
environnements variés allant de I'eau douce aukeumilhyper salées, mais également dans
des milieux pollués par du pétroleldrnandez-Raquet et al. 2006u des métaux lourds
(Rowe et al. 200)7 L'objectif de ce travail est d'étudier I'impaine contamination multiple,
associant métaux lourds et hydrocarbures, sur tdecgle I'oxygéne. La contamination
multiple est trés fréquente dans I'environnemenka @rise en compte des effets synergiques
et antagonistes des interactions entre polluadltarfna et al. 199%st nécessaire pour la
compréhension de la réponse microbienne aux congimns. Pour ce faire, un tapis
microbien prélevé dans I'étang de Berre en avréegitembre 2012 a été incubé pendant
plusieurs jours en présence d'eau de mer échamo dans un bassin de rétention d'une
raffinerie pétrochimique dans des conditions depenature et d'éclairement simulai bitu.

Les différentes activités métaboliques associéaeyele de I'oxygene ont été estimées a partir
des profils d'oxygéne mesurés avec une microéietrdEn conditions printaniéres,
I'exposition a I'eau contaminée entrainait une fioét® diminution de la production primaire
dés les premieres heures d'incubation, jusqu'a camepléte inhibition au bout de 72h.
Parallelement, les activités respiratoires étaedlets aussi fortement inhibées suggérant un
lien relativement étroit entre le compartiment &aphe et hétérotrophe. A linverse en
conditions estivales, les activités métaboliquespuamuction et de respiration en présence
d'eau contaminée étaient significativement stinsilg@ar rapport au control. Ces différentes
réponses pourraient s'expliquer par des différeguastitatives et qualitatives observées dans
le niveau de contamination en hydrocarbures arguesi polycycliques, mais également par
la structure des communautés microbiennes dordrlak/ses moléculaires (phylogénétiques
et phénotypiques) sont en cours. Ce travail aésthisé dans le cadre de I'ANR FUNHYMAT
(2011-2014).
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VARIATIONS SPATIALES DE STRUCTURE GENETIQUE DE COMM UNAUTES
MICROBIENNES BENTHIQUES COTIERES SELON UN GRADIENT DE MULTI-
CONTAMINATIONS CHIMIQUES
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(1) PROTEE, EA 3819, Université de Toulon, 8395aade, France - (2) IPREM, EEM,
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Tunisie

Ecotone entre un milieu terrestre trés urbanisé eher Méditerranée, la rade de
Toulon est un écosysteme marin cotier soumis arapertante pression anthropique, source
d’apports en multiples polluants inorganiques gfanirques. Une cartographie géochimique
des sédiments de la rade a notamment démontré atiams gradients de contamination en
métaux lourds, avec des variations de concentsatierplusieurs ordres de grandebe part
leur toxicité, ces multiples contaminants peuveviraun impact sur la biodiversité des
microorganismes benthiquésAnalyser I'impact synergique de multiples contaations sur
les communautés microbiennes requiert néanmoimsgeser d’'une caractérisation physico-
chimique précise du milieu pour distinguer lesugfices respectives des ressources, du fond
géochimique et des apports anthropiques. A paftinad cartographie physico-chimique
détaillée de la surface des sédiments de la rad@&odn, l'influence synergigue des
métaux/métalloides (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Zm), des composés organomeétalliques
(MeHg, SBT), et des polluants organiques (PCB, HAR) la structure génétique et la
diversité des communautés bactériennes et archredemthiques a été évaluée. La structure
génétique de ces deux communautés est apparuiti@ment liée a la signature chimique
des sédiments, les polluants métalliques expligaagux seuls jusqu’a 60% de la variabilité
de structure génétique observée. De plus, richgsseifique et diversité alpha de ces deux
communauteés étaient positivement corrélées auagrade contamination des sédiments de la
rade. La multi-contamination chimique de ce systéamrésenterait alors une perturbation
favorisant la biodiversité des communautés microies benthiques au détriment des autres
communautes.
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APPORTS DU SEQUENCAGE HAUT-DEBIT (NGS) DANS LETUDE DE LIMPACT DE
METAUX LOURDS EN MELANGE DANS LES SOLS A MICRO-ECHE LLE
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* Nouvelle adressel:aboratoire d’ECologie Alpine UMR 5553 CNRS/Unive@aoble

Le fonctionnement biologique des sols naturels paetaffecté par des pollutions aux métaux
lourds. Leur structuration en agrégats rend extrdem: complexe I'évaluation de I'impact
spatialisé de métaux lourds, en particulier en timms de mélange. En effet, la distribution
spatiale non homogéne des métaux lourds et desongiamismes entre les différents micro-
compartiments des sols suppose un impact écotoxjicple variable des métaux. Afin de mieux
comprendre I'impact d’une pollution multi-métalliggur la structure des communautés
microbiennes a micro-échelle, nous avons dévelappépproche originale de micro-
biogéographie basée sur 'utilisation des nouvedebnologies de séquencage (NGS) corrélée
aux données geochimiques de distribution et deiaj@t chimique de 3 métaux lourds (Cu, Cr et
Cd) ajoutés seuls et en mélange dans un sol de vigtenu par une méthode de fractionnement
physique non déstructurant. Les premiers résukéatdent un impact augmenté du chrome et du
mélange de métaux sur la structure des populabacigriennes a I'échelle des fractions
granulométriques. La forte teneur en métaux ailadd biodiversité mesurée dans les fractions
fines (< 20um) suggerent une exposition augmentée des bactiriest habitat aux stress
physico-chimiques.
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VARIABILITE SAISONNIERE DE LA TOLERANCE AUX METAUX  DE BIOFILMS
DE RIVIERE PRELEVES EN SEINE DE LAMONT A LAVAL DE  PARIS
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(1) Irstea UR HBAN, 1 rue Pierre-Gilles de Genn€§ 10030, 92761 Antony Cedex (2)
CNRS UMR 6143 M2C, Université Rouen/Caen, IRESHaBe Emile Blondel 76821 Mont
Saint Aignan (3) AgroParisTech, F-75005 Paris, Fsan

Cette étude a pour objectif d’étudier la répétabit la variabilité saisonniere de la réponse
biologique de biofilms de riviere prélevés dansguadient de contamination urbaine multi-
métallique. Pour ce faire, des biofilms ont étdgw&s sur supports artificiels immergés dans
la Seine au niveau de trois sites de 'amont (Mg@ridal’aval (Bougival et Triel) de Paris en
septembre 2011 puis en mars, juillet et décembt@ 2@res 3 a 5 semaines de colonisaition
situ. La tolérance au Cu, Ni, Pb et Zn des communézhaésotrophes a été évaluée par une
approche de type PICTP¢llution-Induced Community Tolerancavec un test de toxicité
fondé sur la mesure de l'activifeglucosidase. La diversité microbienne des échansl
prélevés en juillet et en décembre 2012 a égaleaiérévaluée par séquencage haut-débit des
ADNr 16S.

Comme nous l'avions observé lors d’études prélimasaen Seine, la tolérance aux meétaux
des communautés hétérotrophes augmente en moyanies guatre campagnes de 'amont a
I'aval de Paris. Par ailleurs, les niveaux de tiée sont variables d’'une saison a 'autre pour
un méme métal. Ainsi, la saison de prélevementrafiipeomme un parameétre déterminant
pour la mesure de tolérance. Enfin, dans le caBulies niveaux de tolérance sont plus élevés
en aval de Paris lors des campagnes réaliséesmaps tchaud (septembre et juillet) avec un
gradient de tolérance amont/aval net par comparasx campagnes réalisées par temps
froid (mars et décembre). Cette tendance saisamé&@st pas observée pour les autres
métaux testeés.
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IMPACT DU CUIVRE SUR LES MICROORGANISMES PRESENTS DANS DES
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En utilisant des techniques moléculaires et cUiles nous avons étudié I'impact du cuivre
sur les communautés microbiennes présentes damsgdiesents chiliens contaminés.

Nous avons isolé des bactéries aérobies et anaéradii les avons comparé aux séquences
correspondant aux ARNr 16S amplifiés par PCR drpdetI’ADN total extrait des sédiments.
Une faible corrélation a été observée entre leshmsibactériennes isolées et les séquences
des ARNr 16S amplifies. Les bactéries cultivabledées dans des conditions oxiques
appartiennent surtout au genBacillus; celles isolées dans des conditions anoxiques
appartiennent majoritairement aux gerbdesulfovibrio, Sphingomonast Virgibacillus.

En comparant un des sites chiliens contaminés amesite référence non contaminé, nous
avons étudié I'abondance et la diversité des gdaegsistance au cuivoeisAet copA Dans

le sédiment contaminé, le nombre de gasm@sAet cusApar bactérie est supérieur, et le gene
copAest plus abondant que le genesA Une étude phylogénétique de ces genes montre un
impact du cuivre sur la structure génétigue degée®s. La présence des genes de résistance
copAet cusAa été testée pour toutes les souches bactériesoiéss precédemment; et seul le
géenecopAa été détecté dans certains isolats. Nos résldtiasent suggérer, au niveau des
bactéries présentes dans ces sédiments contar@n@®sence de mécanismes de transfert
horizontaux de génes de résistance, mais égaldimestence probable d’autres mécanismes
de résistance au cuivre.

Mots-clés: sédiments marins contaminés, genes de résissancavre, bactéries cultivables
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Dans un contexte de changement des pratiques kgrades, des molécules plus spécifiques
dans leurs cibles d’action sont appliquées a failbleses et en mélanges. Cependant, les
pesticides restent une menace majeure pour lavieiilié et la durabilité des usages des sols.
Les microorganismes phototrophes, majoritairemeptéasentés par des cyanobactéries et
microalgues, seraient, du fait de leurs caractgues physiologiques, plus directement
impactés et plus sensibles aux herbicides quedegiies et champignons qui sont le plus
souvent étudiés. Néanmoins, les connaissances nitidg® sur la dynamique de la
biodiversité des communautés microbiennes photb&é®psont limitées dans les sols
agricoles.

C’est donc dans ce contexte qu’une étude en mismes a été réalisée sur 2 types de sols
(vertisol et luvisol) afin d’évaluer les impactsoémxicologiques sur les communautés
phototrophes de mélanges réalistes de 3 moléculéerbitides formulées (S—
métolachlore/Dual Gold Safeneur®, mésotrione/CQallis et nicosulfuron/Milagro®). Les
sols présentent des différences de colonisatioec ales Diatomées et Chlorophycées
dominantes sur le vertisol et des Cyanobactéries gue des Bryophytes sur le luvisol. Les
résultats mettent en évidence l'effet délétére mrajer Dual Gold Safeneur® sur la biomasse
et la composition des communautés phototropheg dets, sans une totale résilience au bout
de trois mois. Cependant, les mélanges de Callib®ilagro® ne semblent pas avoir
d’effet significatif sur ces organismes. Cette étwudmet donc en question I'évaluation du
risque environnemental du Dual Gold Safeneur® et emeévidence lintérét d’étudier les
microorganismes phototrophes des sols comme imdicatie contaminations herbicides.
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Un des enjeux environnementaux majeurs est deidéfitiérosion de la biodiversité d’'un
ecosysteme est susceptible de le rendre moinsaeffisur le plan fonctionnel. Au sein des
écosystemes aquatiques, les biofilms phototropleesrgmt jouer un rdle fonctionnel clé
(cycles biogéochimiques, réseau trophique). Leswjgnes stades de développement du biofilm
sont principalement sous linfluence des facteubsotajues (physico-chimie de I'eau,
présence de polluants toxiques), alors que lesraictiens fonctionnelles d’ordre
biotique (compétition pour les ressources, nichedogiques, prédation) prévalent dans un
biofilm mature. Les approches écotoxicologiqueslisaimt les biofilms phototrophes
n'intéegrent que rarement cette propriété d'agréyatamique. Nous proposons d’analyser
I'influence relative d’'un herbicide (alachlore) @¢s facteurs biotiques et abiotiques sur les
communautés microbiennes par une approche multiquét (structurelle et fonctionnelle).
Des biofilms phototrophes, de méme maturité etigiloe naturelle (cours d’eau de bassins
versants agricole ou forestier) ou de maturitééddiite (biofilms a diversité algale réduite,
produits en bioréacteur annulaire rotatif), sorgasés a I'alachlore (10 a 30 pg/L durant 2 a 3
semaines). Les effets de l'alachlore sur les dewsuris de biomasse (chloeet matiere
séche) sont concentration-dépendants. Les commasdatdiatomées sont dominées par des
especes colonisatrices et/ou mobiles, connues pber tolérantes aux herbicides. Les
diversités structurelle (T-RFLP et DGGE) et fonutielle (sources de carbone Biolog) des
communautés bactériennes suivent des trajectoieesudcession écologique davantage
impactées par la durée d’'incubation en microcosoe mar I'alachlore. Il est indispensable
d’intégrer la dynamique du biofilm phototrophe lals I'évaluation de I'effet d’'un pesticide
pour éviter les facteurs de confusion.
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Le bassin-versant de la Charente est caractérrsangaimportante activité agricole, source
potentielle de contamination des écosystemes amativia notamment les phénoménes de
ruissellement et de lessivage des sols. Les congants présents dans les eaux superficielles
peuvent ensuite se retrouver au niveau du basdihadennes-Oléron, réceptacle des eaux de
la Charente. En zones cétieres, les apports condine véhiculés par les fleuves enrichissent
le milieu : ces zones jouent un réle important dengroduction biologique marine. Les
concentrations élevées en sels nutritifs favoridanproduction microbienne, hétérotrophe
ainsi que phytoplanctonique : elles permettentidnsléveloppement de réseaux trophiques
riches et complexes.

Dans le cadre du projet TOPHYPAC (TOlérance desnconautés PHYtoplanctoniques

aux PHYtosanitaires dans le PAnache de la Charénge)ceé par le programme Pesticides du
Ministére de I'Ecologie, du Développement Duraliele I'Energie, I'estuaire de la Charente
a fait I'objet d’'un suivi environnemental (physicbimie, communautés phytoplanctoniques
et bactéries hétérotrophes) bimensuel en quatmnetsptdout au long de trois années. Les
données collectées sont analysées afin d’étudidiuence des paramétres physico-chimiques
(saisons, hydrologie, apports terrigénes, contaimimachimique) sur la dynamique et
I'évolution des communautés microbiennes échantiées de facon a: i) en dégager les
variables forcantes les plus significatives ; iigtefminer l'influence éventuelle de la
contamination chimique sur ces communautés. Afimarix comprendre les effets éventuels
d’expositions répétées a la contamination chimswreles communautés, le concept du PICT
a été appliqué en laboratoire : les communautégssde trois stations ont été exposees a un
mélange de pesticides retrouvés dans le miliewoaus du printemps et de I'été. Quelques
résultats seront présentés.
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Les communautés bactériennes sont des acteursleedonctions écosystémiques des zones
humides, mais la connaissance de leur compositidie é&eur réponse aux contaminations par les
pesticides est encore préliminaire. Dans cetteeétunus avons caractérisé, par polymorphisme de
longueur des fragments de restriction (T-RFLP) ybgéquencage 454, I'évolution au cours du
temps de la structure des communautés bactériglendsux zones humides artificielles recevant
de 'eau contaminée par &métolachlore sous des régimes hydrauliques différélux continu

et batch). La dégradation @&métolachlore au cours de I'expérience a été démdemtar analyse
GC-MS, et par détection de ses produits de dégoedBSA et OXA par LC-MS.

Des différences modestes mais significatives (AND® = 0.32, p = 0.008) ont été observées
dans les communautés bactériennes de I'eau iciei®ides deux systemes, qui présentaient des
difféerences de conditions rédox importantes. L'é&tioh temporelle de la structure des
communautés a été plus abrupte dans le systeme dpacdans le systéme en flux continu. Des
corrélations entre la structure des communautégdétienes et les concentrations de
Smétolachlore, de nitrate et de carbone inorganiqta ont également été mises en évidence.
Les résultats obtenus montrent que Il'analyse de nuamautés bactériennes par biologie
moléculaire représente un outil de bioindicatioteptiel pour évaluer I'effet des pesticides sur les
écosystemes de zones humides, et pointent égalelimpiortance du choix du régime
hydraulique et des conditions physico-chimiquespdiation de zones humides artificielles
congues pour la biodégradation de pesticides.
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Utilisée jusqu'en 1993 pour traiter les bananiemstre le charanco€osmopolites
sordidusla chlordécone, insecticide organochloré éleveaag de POP (Polluants Organiques
Persistants), contamine sols, sources, eau patbigeres des Antilles. Cette contamination
guasi-généralisée s'explique par les propriétéscatte molécule qui montre une forte
rémanence mais est aussi récalcitrante a la dégmad@€oncentrées sur une problématique
sols, aucune étude d'envergure visant la composarnitgobienne et focalisant la
contamination dans les rivieres n'a été développeéjour. Les biofilms épilithiques qui sont
en interaction permanente avec le milieu aquatipres les rivieres constituent un modéle
intéressant pour aborder de nombreuses questiées k& la fois a I'écologie de ces
écosystemes insulaires tropicaux, a leur role pielede sentinelles capables de refléter la
qualité du milieu et a leur capacité d'épuratioe. fdus I'impact de la molécule sur cette
composante des écosystemes lotiqgues n'a jamaiévaldé. Afin d'étudier la réponse de la
communauté microbienne (bactéries, archées et eucesyotes) des biofilms a la
contamination naturelle de ces milieux nous avamg fa diversité et la structure de chacune
des composantes par empreinte moléculaire (T-RIELEYalué le niveau de contamination
par des capteurs passifs de six rivieres de Bamge-&n Guadeloupe. Nos résultats indiquent
clairement que les communautés répondent au gtadiencontamination de maniere
spécifique. Ainsi les communautés des sites les @hmtaminés different des sites peu ou pas
contaminés. Ceci suggére gue la chlordécone impesteiofiims et donc potentiellement le
fonctionnement de cet écosysteme singulier.
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Tout substrat immergé en milieu aquatique est map&ht colonisé par de nombreux
organismes. Ce processus (biofouling) a des coeségs économiques préjudiciables pour
les structures artificielles en milieu marin comiae coques de navires. Les revétements
antifouling (AF) commerciaux contiennent plusiebiscides dont I'action individuelle sur
les microorganismes n’est pas décrite.

L'objectif de cette étude est de déterminer (ifly@mamique spatio-temporelle de la structure
des communautés (cytométrie en flux, DGGE, pyrosggage et microscopie) constituant les
biofilms dans les rades de Toulon (Méditerranéd)oeient (Atlantique) a chaque saison sur
un revétement de référence [R], (ii) I'effet deiBdides (Pyrithione de cuivre [C], de zinc [Z]
et Zineld [I]), incorporés dans des revétements AF, sur cayteamique, en lien avec la
qualité de I'eau (température, salinite, PH, carbone organique/inorganique dissous, métaux
traces).

Les données de cytométrie en flux et de pyrosé@genipdiquent que les biofilms sur C et Z
ont une abondance et une diversité similaires,ifstggtivement plus faibles que sur R,
contrairement a | qui semble avoir peu d'effet. apslyses statistiques montrent aussi que
I'effet biocide est supérieur a I'effet site (ordnersé pour les diatomées), alors que la saison
influe peu. Leffet site se manifeste notammentges abondances plus élevées en Atlantique
(niveau trophique et variation de salinité plus/éteet liés a des apports d’eau douce).\Les
et o protéobacteria sont les taxa dominants, suivi destdBoidetes, principalement
Sphingobacteria. Leur ratiovarie entre 1 et 2 pRuralors que pour C et Z, il diminue a
Toulon mais augmente a Lorient.
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Fungicides reaching stream ecosystems can shosvetiff capacities to adsorb onto benthic
substrata, and thus, cause contrasting effecteindssociated microbial communities. This
microcosm study aims to evaluate the potentiatbéitonazole (TBZ) adsorption onto submerged
leaves (L) and sand (S) substrata and identifgffects on the structure and functioning of
microbial communities associated. Results showatdtBZ significantly reduced fungal biomass
(17-20 %) but increased the bacterial one (34-5@%)and S substrata incubated alone.
Reduction of fungi agreed with the mode of actibiBZ (preventing ergosterol biosynthesis),
whereas stimulation of bacteria was probably rel#dethe reduction of the protozoa community
by the fungicide (grazing reduction). Mixing L+Sbstrata in indoor channels tended to attenuate
TBZ effects in microbial communities, and this veaplained by the greater substratum surface
area available for TBZ adsorption. However, sulbatnaixture did not only dilute but modified
TBZ effects in S communities (increase of fungainbass and hyphomycete sporulation rates).
This result suggests that S substrata can eventagliesent a suitable microenvironment for
fungal development during TBZ contamination episoitestreams. The present study shows the
relevance of benthic substrata heterogeneity ierdehing the fate and effects of TBZ in
agricultural streams, but also highlights the casting response between fungi and bacteria to
cope with the fungicide.
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L'estuaire de la seine est un des estuaires eurspe® plus contaminés par les métaux traces
(notamment cadmium), les hydrocarbures aromatigpeb/cycligues (HAP) et les
polychlorobiphényles (PCB). Dans cet environneméss, vasieres estuariennes sont des
zones de dépbt des particules fines et des cordatsichimiques associés. Une étude de la
diversité des communautés microbiennes a été effede long d’'une carotte sédimentaire, de
442 cm de long correspondant a une période de Aéeanau regard des concentrations en
métaux traces, HAP et PCB qui augmentent en fomctela profondeur (maximales dans les
annees 1970).

L'empreinte moléculaire des communautés microbisnré@lisée par DGGE montre une
modification de la structure des communautés |lg b la carotte, qui est corrélée avec I'age
des sédiments, les concentrations en métaux treices HAP. La caractérisation de la
diversité réalisée avec des puces a ADN (Phylorhipdigue que les communautés
bactériennes totales et métaboliquement active$ dominées par des Protéobactéries,
Firmicutes et Actinobactéries, avec des différermesiveau des classes. Une analyse en co-
inertie montre une correspondance entre la présatecephylums spécifiques et la
contamination des sédiments en HAP et zilors que le genezcA(systeme Heavy Metal
Efflux RND qui confére la résistance au zinc, casmiet cobalt) est détecté le long de la
carotte, la diversité des séquences est moins tamgerdans les sédiments les plus anciens
suggérant une sélection des genres bactériensegtiiéire consécutive a la contamination
chimique et/ou aux processus de diagénese précoce.
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L'état de santé de nos cours d’eau est une préationpmajeure au centre des directives
européennes sur le maintien de la qualité des éauregime méditerranéen, les fleuves sont
soumis a d’importantes périodes d’assechement, égadement a de rares évenements
pluvieux de forte intensité qui conduisent alorac@entuer les phénomeénes de pollutions
multiples. Le diagnostic de la qualité des eauxMsditerranée doit ainsi passer par la
détermination lors de ces phases extrémes des g@esnphysico-chimiques, notamment la
concentration en sels nutritifs, éléments tracealigiies et pesticides, et aussi par la
caractérisation des conségquences de ces perturbatia ['utilisation d’indicateurs
biologiques (bio-essais, bio-marqueurs) qui possteaie effet mémoire des pollutions passées
et actuelles. Notre étude multidisciplinaire eséewsur le fleuve principal des Pyrénées
Orientales, a savoir la Tét, et a pour objectif enajde déterminer I'impact des activités
humaines -mesuré par I'ensemble des outils de dsigncités précédemment- sur les
communautés microbiennes (bactéries et archéeshs & contexte, I'étude de ces
communautés est trés pertinente en raison de deter dapacité a répondre rapidement a des
changements environnementaux. Dans le cadre deéatatte, on ciblera plus particulierement
la diversité microbienne présente dans les biofiies matieres en suspension, qu’on étudiera
par la méthode de « metabarcoding ». Seront p&séesg premiers résultats des campagnes
d’échantillonnages réalisés lors de crues et &iage une année compléte. Ce travail pourra
déboucher sur [lidentification de nouveaux bio-gadeurs ou biocapteurs microbiens
spécifiques, offrant alors un nouvel outil de détecdes multi-stress.
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Les sédiments cétiers hébergent des processusgigjos majeurs menés par des
communautés microbiennes abondantes et diversifiées d'attention a été consacrée a
l'influence des conditions environnementales flacties, telles que les oscillations
anoxie/oxie, régissant l'organisation des commuésanticrobiennes, leur dynamique et leur
réle dans la biodégradation des hydrocarbures.

A partir d’'un sédiment coétier contaminé par du @étren mésocosmestrois
communautés microbiennes hydrocarbonoclastes émtdenues en appliquant un traitement
biologique (B : ajout d’organismes bioturbateurs), traitement mécanique (H : hersage) et
un contrdle (P : pétrole seul). Afin de caractérlsdfet des oscillations anoxie/oxie, les trois
communautés microbiennes ont été incubées dansbideSacteurs. Leurs réponses aux
oscillations (2 périodes d’'aération de un jour) étét étudiées sur une période de 15 jours. Le
taux d’expression du gene de 'ARNr 16S (nombrea@es ADNc/ADN) a révélé que les
oscillations anoxie/oxie stimulaient la communa®t@lors que pour les communautés H et B
les taux restent stables. Concernant les communamigobiennes sulfato-réductrices, un
effet positif sur le taux d'expression du géaisAB a été observé pour la communauté P,
tandis que l'effet a été négatif pour les commusmiit et B. Ces observations révelent un
potentiel d’adaptation différent de ces communauwjes se traduit par des capacités de
biodégradation différentes XFI>B). Une caractérisation approfondie de ces conauiés
(NGS) a éte I'opportunité de décrire les réseawtrabiens mis en jeu, informations cruciales
pour estimer I'impact d’'une pollution pétrolierersies écosystémes ou les fluctuations
d’oxygénation sont importantes.
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L'ozone (&) est un polluant photochimique secondaire donbteentration a augmenté de facon
significative au cours des dernieres décenniesa(@al, 2003). Ce gaz est responsable de
réductions des rendements agricoles et de la ptiodue biomasse végétale des écosystemes
forestiers et prairiaux. Bien que les microorgamsrde la rhizosphére soient en étroite relation
avec le fonctionnement des plantes (Lynch, 19983, peu d’études ont été menées sur les
répercussions d’'un stress des plantes asid ces communautés microbienneseflal, 2012).
L'expérience que nous avons menée constituait &gkma I'Gs (70ppb) pendant trois semaines
deux cultivars de blé de tolérance différente adite (Premio et Soissons) et a deux températures
(20°C et 30°C). Limpact de I'@a été mesuré sur les parametres physiologiquegedésaux

(teneur en chlorophylle, biomasse aérienne etaaei)) sur les caractéristiques physicochimiques
du sol (pH et Carbone Organique Dissout) et sumliesoorganismes de la rhizosphere. La
caractérisation de la structure des communauté®bignnes (bactéries, champignons et archées)
a été évaluée par T-RFLP et qPCR. La diversitétimmeelle a quant & elle été estimée par la
technique MicroResm. Les résultats obtenus montrent un effet sigrtificke 'ozone sur les
plantes (en réduisant en particulier leur biomagsmaire), des changements physico-chimiques
ainsi que des modifications de structures de lanconauté microbienne rhizosphérique.

Mots-clés :Rhizosphere, Ozone, Température, Communautés riecrtds
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L'écotoxicologie microbienne étudie les conséqusnéeologiques de pollutions a I'échelle
des communautés microbiennes. Faisant souvent appds inventaires taxinomiques
moléculaires, cette discipline explore plus raremies conséquences sur les processus
associés. Nous nous sommes donc intéressés aug dée antibiotiques sur les cycles
biogéochimiques. Si preuve n’est plus a faire denfiiprésence des antibiotiques dans les
milieux naturels, leurs effets sur des grandestfons écologiques est loin d’étre consensuel.

Dans ce travail nous dressons un bilan des prilegpaudes expérimentales traitant de I'effet
des antibiotiques sur des différents processugicples. Ce sont surtout des réactions du
cycle de I'azote qui sont étudiées (15 études)agson de leur intérét économique dans les
systemes d’épuration des eaux usées (dénitrifitatirification et anammox). Néanmoins,
quelques études portent sur le cycle du phosphode earbone. Nous avons identifies des
parametres indispensables a prendre en considepiir mener des études fiables de I'effet
des antibiotiques sur des processus comme la derfexpérimentation (> croissance micro-
organismes), et I'exposition en continu de l'ardtljue. Méme si expérimentalement des
effets (inhibiteurs) sont rarement observés a qunagons environnementales
d’antibiotiques, les rares études qui en démontedettent quant au risque que ces molécules
en milieu naturel peuvent représenter.
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En Lorraine, les sols multicontaminés de nombretrsg®es industrielles présentent de fortes
teneurs en hydrocarbures aromatiques polycycligHég®) et en métaux lourds. Bien que
I'atténuation naturelle de la pollution et la sttre des communautés microbiennes d’un sol
historiqguement contaminé NM (ancienne cokerie-&ziéle Neuves-Maisons, 54) ait été
suivie pendant 7 ans, grace a 24 parcelles expétabes mises en plada situ en 2005
(Cébron et al. 2009, 2011 ; Thion et al. 2012)dikersité microbienne restait inexplorée.
Pour mieux comprendre I'impact d’'un couvert végétiales modifications temporelles des
communautés, la diversité bactérienne et fongiqueéaétudiée plus finement dans deux
conditions (en triplicats) et a trois temps difffie Les conditions NM-TN et NM-Msm,
correspondent respectivement au sol NM non plardéntenu en terre nue et au sol NM
planté avec de la luzern®i¢dicago sativaet inoculé avec des champignons mycorhiziens ;
les 3 temps étudiés sont : le temps initial, agrass et apres 6 ans sur site (TO, T4 et T12).
L'abondance bactérienne et fongique a été évalaéd’@R quantitative en temps réel. La
diversité bactérienne (ADNr 16S) et fongique (I¥8p 18 échantillons ont été analysées par
pyroséquencage 454. Les résultats montrent quentiees de diversité bactérienne et
fongigue sont positivement corrélés avec la biomaks couvert végétal (luzerne) alors que
seule I'abondance fongique est plus importanterésgnce de plante. De plus, la présence de
luzerne favoriserait 'émergence de certains pletlayenres d’intéréts, notamment connus
pour étres impliqués dans la biodégradation des.H&&n que la teneur en HAP n’ait
diminué que de moitié en 6 ans, cette diminutiomtde favoriser une diversité plus
importante en bactéries et champignons.
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