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Avant-propos.

L’écologie moderne est issue dedighotomie historique entieux perceptions, organiciste et
individualistique. Selon Clemén (1916), les organismes s’organisent naturellement en
associations (animales ou végétales) distinctes, ou communautés, décrites comme une entité
organique. Gleason (1926), lui, défend l'idée des especes constituent des assemblages

fortuits et uniques, et pdndent individuellement aux mations de I'environnement.

Le fonctionnement d'un écosystéme aquatigast extrémement complexe ; de nombreux
modeéles écologiques ont été proposés, tels lgu#atch Dynamics Concept" (Townsend
1989), la "Species Pool Hypothesis" (Tay&iral. 1990), I""Habitat Templet" (Townsend et
Hildrew 1994), le "Telescoping Ecosystem Model" (Fistedr al. 1998), I'Ecological
Ambiance System" (Lafont 2001), etc. La défon du concept de communauté écologique a

été discutée récemment (Lorge al. 2004), introduisant la notiotle "communauté intégrée".

La structure des communautés y est déctibmme conditionnée pame combinaison de
facteurs : (i) partitionnement aléatoire des especes, (ii) tolérances des especes aux déterminants
abiotiques, (iii) interactiongositives ou négatives entre omggnmes, et (iv) interactions
indirectes au sein et ga niveaux trophiques.

Ainsi 'organisation des commungés, fortement dépendantes parametres abiotiques du
milieu, dépend également de relations entre organismes. Les effets directs ou indirects de cette
co-existence peuvent favoriser (pdes phénomenes de facilitation : Brueb al. 2003,
Michalet et al. 2006) ou limiter (par de la compétitiodu parasitisme, du broutage, etc. :

Tilman 1990) le développement des communautés.

Dans ce travail, les termes de communautéséas de Barbault 1992) et d’assemblage ont été
utilisés indifferemment pour décrire un ensemblesgéces en inter-relatis et soumises a un
ensemble de contraintes communes. Le tedenpopulation qualifie uensemble d’individus

de la méme espece cohabitant dans le méme tabltgue décrit danka hiérarchie de Allen

et Starr (1982).

Au regard des connaissances actuelles, legtttens biotiques, positives comme négatives,
n'ont pas été prises en compte. L'étude desmunautés diatomiquesété essentiellement
basée sur I'impact du stress physgitpue provoqué par le niveae contamination métallique,

en fonction de variations de facirs environnementaux abiotiques.
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INTRODUCTION.

L'intérét des algues en écologie des systemigules est aisément défendable, en raison de
leur r6le prépondérant dans les cours d'&n seulement producteurs primaires autotrophes
et convertisseurs de nutriments inorganiquegoemes organiques utilisables par les autres
maillons de la chaine alimentaire, ces organisimasnt un role structant de stabilisation du
substrat et de création d’habifstur les poissons ou les invertébrés.

La connaissance des effets des dégradatotisropiques sur les communautés diatomiques
constitue donc un enjeu majeur de I'écoladgs systémes aquatiques d’eau douce ; cependant
ce compartiment biologique a été relativememoins exploité que les poissons ou les
invertébrés pour la biosulance de I'état de saéitdes cours d’eau (Whittoet al. 1991,
Rosen 1995, Whitton et Kelly 1995, Whitton et Rott 1996, Prygiehl. 1999b, Hill et al.
2000a). Néanmoins, la situation évolue dgmnent, notamment en Europe ou de nombreux
pays ont développé des indices basés surstailalition des diatomées et leurs préférences
écologiques, relatives eptautres au niveau saprobique ou trophique (J&d&986, Lange-
Bertalot 1979, Watanabe 1982-1990, Schiefel8attreiner 1991, Kelly et Whitton 1995), au
pH (Renberg et Hellberg 1982, Hakansson 19833, salinité (Ziemann 1991) ou a un niveau
de qualité globale, incluant divers parametads que les matieres orggues, les substances
nutritives et la physicochimie (Coste Cemagref 1982, Del’'Uomo 1996, Lenoir et Coste
1996).

Ces indices diatomiques évaludatperturbation anthropiquiapres les abondances relatives
des espéces recensées, pondérées par leurdédatigries spécifigee de sensibilité a
différents indicateurs d’eudphisation. Pour d'autres irapts anthropiques cependant,
notamment les pollutions a toxiques, les indigegeactuels sont peu performants et les études
s’y intéressant en particulier relativement rares. Or, la contamination croissante des
écosystemes aquatiques par des substances tosipa® un intérét grargtiant de la part des
politiques et des gestionnaires, et les pays européens placent désormais cette problématique au
centre de leurs préoccupations, au travers deda en place de la Directive Cadre européenne
sur 'Eau (Parlement Européen 2000). Il #ages lors de quantifreces pollutions mais

également de caractériser leurs atig sur les organismes aquatiques.
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C’est dans ce contexte que le Cemagref et le LEBSH depuis une dizaine d’années, engagé
des études expérimentales en microcosifisres 1996), puis des travaux couplés de
laboratoire et de terrain (GbR002) d’évaluation des effets des contaminants métalliques sur
les communautés diatomiques. ParallélemenDépartement d’Ecologiet d’Ecotoxicologie
Aquatiques de [I'Université d’Amsterdana fortement contribué a la production de
connaissances complémentaires sur let glyjerra 2000). Quelques études ponctueliessitu

et en laboratoire, voir Chapitre 1) ont égaknt favorisé I'acquisition de données relatives a
des sensibilités ou tolérances d’especes pdidgres aux métaux. Par ailleurs, les auteurs
mentionnent de plus en plus fréquemmentdaion de modifications dans la morphologie
des diatomées (taille, forme générale) en lien avec ces pollutions (Caétara01998,
Dickman 1998, Ruggiet al. 1998, Torre®t al.2000, Cattaneet al.2004).

Les objectifs de cette thesensalonc doubles : & partir digtes de terrain approfondies et
d’expérimentations en laboratoiies’agit d’éclairer les effets gicturants de la contamination

métallique sur les assemblages diatomiquasi ajue sur la morphologie des individus, au
regard des connaissances antérieures.

C’est pourquoi nous présentodans un premier temps les aggcientifiques actuels, au

travers d'une revue bibliographigexposant les intéréts desattimées pour la bio-indication

et les pistes d’investigains fournies par les résukales études pré-existantes.

Dans un deuxieme chapitre, nous présentedansiémarche méthodologique suivie, qui

combine les apports de suivis de tarrat d’expérimentains en laboratoire Nous y

expliquons le choix des sitesétlide, ainsi que les méthodeslgtiques mises en ceuvre pour
I'acquisition des données.

Les parties suivantes développent les résulabtenus au trav@rde trois approches
complémentaires (Figure 1) : suivi des conmawutés diatomiques matures sur deux années
(Chapitre 3), cinétiques de colsation de substrats ditiels (Chapitre 4kt expérimentations

de laboratoire (Chapitre 5). Ainge chapitre 3 s’intéressela caractérisation de communautées

diatomiques a I'amont et a I'aval d’'urs®urce de contamination métalliqusur deux cours

d’eau du bassin versant du Riou-Mort (affleemlu Lot amont, Sud-Ouest de la France)

subissant différents degrés dharopisation. Il s’attache enise plus particulierement a

'LEESA : Laboratoire d’Ecophysiologie et d’Ecotoxicgie des Systémes Aquatiques, UMR CNRS EPOC 5805.
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'examen de descripteurs phénotypigesceptibles de traduire un niveau d’exposition aux

métaux é€levé: les indicateurs "longueurlludaire" et "fréquece des anomalies

morphologiques” ont été anals a partir des échantillonacquis lors du suivi des

communautés matures. Les études présentées dans le chapitre 4 traitent des impacts de

'eutrophisation et des effets combinés muagnts / métaux sur la mise en place des

communautés diatomiquedeux expérimentations complémentaires ont été menées le long du

gradient de pollution organique et métalliquelaeiviere Riou-Mort, erété puis en hiver, de
maniere a évaluer également la part de véité@alsaisonniére. Enfines hypotheses élaborées
d’apres les étudem situ ont fait I'objet d’'une validation x@érimentale, présentée dans le

chapitre 5 de cette these. Nos expérimentatimn$aboratoire ont étconcues de maniére a

évaluer les impacts d'une contamination métalliqlee cadmium dissous), appliquée en

concentrations croissantes, sur les communaliéésmiques. Elles ont également donné lieu a
une étude de l'effet protecteur de la nta&rorganique (biofiljn sur des communautés

diatomiques en place depuis 15 jours avamr exposition au contaminant.

EXPOSITIONIN SITUDES COMMUNAUTES AUX METAUX CONTAMINATION METALLIQUE EN LABORATOIRE
Chapitres 3 et 4 Chapitre 6
' |
[ |
| caractérisation des communautés établies — Chapi}e 3 | suivi de la cinétique de colonisation — Chapitre 4| | caractérisation du biofilm et des communautés diatomiques

ANArT';YSrEiT??riofEiLLi viANﬁLYﬁSE EPA:JI,?]LE”‘M dynamique d'établissemefjt ions d'espéces établissement du biofilm périphytiq dynamique d'établissement des
comparaison Inter-saisol suatsation cu pnenome des communautés successions d'especeq sous stress métallique communautés diatomiques
sur 2 cours d’eau
| comportement en présence de métaux | | établissement d’une population sous stress métalli{:ue produc}lon accqulatlon compt_)_smon formes
I primaire métallique spécifique anormales
L sélection formes formes détermination des especes sensiples \—|—‘—'_L’——‘
biométrie spécifique anormales anormales et tolérantes aux métaux
| | | | | VALIDATION EXPERIMENTALE DES DESCRIPTEURS
| PRESSENTIS SUR LE TERRAIN
DETERMINATION DE CRITERES BIOLOGIQUES SIMPLES ET PERTINENTS | DEFINITION DE RELATIONS CONTAMINATION/DESCRIPTEUR

Figure 1 : Schéma conceptuel détaillé des expérimentations.

Le dernier chapitre dresse tmilan prospectif de nos étudel résume les apports de nos

différentes approches et lecomplémentarité, puis propose deses d’utilisdion ultérieure
des résultats obtenus au cours de cette tipese,la gestion du bassin versant étudié puis, a
plus large échelle, pour la mise en ceuvrepdétigues de gestion plus efficaces de la

contamination métallique des cours d’eau.
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CHAPITRE 1

Diatomées et pollutions métalliques :

Etat des connaissances



Chapitre 1

A— IMPORTANCE DES DIATOMEES COMME INDICATEURS DE LETAT DE
SANTE DES ECOSYSTEMES AQUATIQUES

1- Biologie des diatomée (Bacillariophycées).

Les diatomées sont membres de I'embrantént des algues brunes (Chromophytes). Ces
micro-algues unicellulaires, dont la taille vadie quelques um a plus de 500um pour les plus
grandes, constituent la majeure partie du phytoplancton lacustre et marin. Les diatomées sont
omniprésentes : depuis le délit Jurassigue (Kooistra et Blan 1996), elles colonisent

divers types de substrats dans des conditions et des milieux tres différents, des eaux pures aux

plus polluées.

1.1 — Morphologie et structure cellulaire.

Les diatomées sont des cellules eucaryotes saéba dans une paroi de silice hydratée (le
frustule) qui se compose de deux unités iquies : I'épivalve et I'hypovalve. Ces deux

valves sont reliées par des ceintures connectives constituées de fines bandes siliceuses appelées
copulae (Figure 2). La cohérencle cet ensemble est renforcée par une matrice organique
extracellulaire constituée de polymeéres excrétés par la cellule au travers de perforations
présentes sur toute la surface du frustule (Duke et Reimann 1977).

Selon les individus, les valves peé$ent des formes diversifiéesdes ornementations (stries,

pores, ponctuations...) caractéqsies. Ces criteres morpholgges sont utilisés pour leur

identification jusqu’au niveau de I'p&ce, lors de I'examen microscopique.

Figure 2. Structure du frustule de la diatorhéécola ventricosgobservé au MEB) (d'aprés Guttinger
1999).
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On trouve dans le protoplasme des diatoméestilestures propres auxltdes eucaryotes : un
noyau relativement homogéne et un systéamembranaire avec plasmalemme, réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi, mitochondraéstyosomes, vacuoles, chloroplastes d’'une
couleur brun-jaune, etc. Les pigmeptwotosynthétiques sones chlorophyllesaetc) et des
caroténoides ¢carotene, fucoxanthindjatoxanthine, diadinoxanti) (Jargensen 1977). Une
partie de ces organismes est indépendantdédergie lumineuse, ce qui lui permet de
coloniser jusqu’aux milieux les plus inlp&liers (Hellebust et Lewin 1977).

1.2 — Stratégies de reproduction.

Le cycle de développement des diatomées ediveataent court, de I'ordre de quelques heures

a quelques jours (Baars 1983). La reproductiofageessentiellement par voie végétative, et
rarement par reproduction sexuée.

Lors de la reproduction asexu@baqgue cellule-fille recoit paritose la moitié de la paroi de

la cellule-mére et fabrique elle-méme daction manquante (hypovalve). Ce processus de
régénération implique une réduction de la taille des cellules-filles aboutissant a des dimensions
minimales, et la reproduction sexuée perrfeet plus de la recombinaison génétique) de
recouvrer des individus de taille normale (John 200D&%. diatomées sont des organismes
diploides, I'auxosporulation (pduction de cellules-oeuf) nécessite la formation de gamétes
males flagellés et de gamétes femelles par méiose et produit une nouvelle cellule, appelée

cellule initiale, donta morphologie est un peu différentesle des cellules végétatives.

Figure 3: Modes de reproduction des diatoméeslesédes valves sont représentées (d'apres Reund
al. 1990).

Dans des conditions défavorables (notammentl@d’'azote devient ufacteur limitant), on
observe la formation des microspores dsistdnce : les hypnospores (Edlund et Stoermer
1997, McQuoid 2002).
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1.3 — Habitats et modes de vie.

Les diatomées ont une grande amplitude aggiqlie, on les trouve dans tous les types de
milieux : aérien, terrestre et aquatique, dales conditions des plus favorables aux plus
rigoureuses. Les habitats aqgags colonisés peuvent étre diess, des mares, des rivieres,
mais aussi des estuaires et le milieurimalLes especes dites phytoplanctoniques se
développent dans la colonne d’eau (en pdiécdes Centriques ekes Araphidées). Les
especes benthiques croissent sur différents typesiloirats, ce qui constitue un critere de
distinction (Patrick 1977) les diatomées formant I'épilithase fixent sur la pierre, celles de
I'épiphyton sur les plantes, cellds I'épipélon sur le sédiment...

Les cellules sont solitaires ou fixées a l'aide de stipes mucilagif@amxghonemgaou bien
vivent dans des tubes muque@ynbellg. Elles peuvent aussi former des colonies rubanées

(Fragilaria), étoilées Asterionellg ou filamenteusesdMelosira) (Figure 4).

Figure 4 : Formes solitaires et coloniales datatnées (photographies de Jason Oyadomari, source :
http://www.bio.mtu.edu/).

Les diatomées étant rarement mobiles, lactire des communautésst principalement
conditionnée par le "stock” d’espéces déja eneplklle dépend également de facteurs externes

(disponibilité en nutriments, pression de ptédg parasitisme, pollution) et d’interactions

entre especes (compétition, excrétion de composés organiques autotoxiques, hétérotoxiques ou

stimulants) (Townsend 1989).
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1.4 — Systématique.

Il existe plus de 7000 espéeces de diatoméas b eaux douces ou saumatres ; plus de 400
taxons sont décrits chaque année, ce qui asteeclassification a unévolution permanente.

Les classifications des diatomées sdodralantes, et révisées fréquemment. Laisserflora
(Krammer et Lange-Bertalot 19861991) repose sur la subdivision en deux groupes, qui sont
identifiés d’apres leur modde reproduction sexuée et lesaméristiques ddrustule (Round

et al. 1990), observé en vues valvaire (de facexainective (de profil) : forme, taille,
symeétrie, agencement et densité des ornenmemsaides valves, nature du raphé et des
ceintures connectives. On digjue deux ordres (Figure 5) :

Les diatomées centriguesmajoritairement pélagiques, sodegfinies par des critéres de
symétrie axiale des valves, et d'arrangemeles ornementations (nombre de pores,
organisation radiale ou concentrique).

Les diatomées pennéegprédominantes dans le michypobenthos, se distinguent des
Centrigues par une forme allongée des valvegdims, lancéolées ou ovales) et une symétrie
des ornementations du frustule généraleméatéale. Certaines présentent une interruption
des stries dans I'axe longitudinal de la ea{pseudo-raphé) ou une fente longitudinale (raphé).
C’est la présence ou non de cette caractéristigueistingue les Araphidées (diatomées sans
raphé) des Raphidées. Les caractéristiques du mheettent ensuite diistinguer les sous-
classes des Proraphidées (au raphé tmsrt,c restreint aux pbOles des valves), des
Monoraphidées (ou le raphé rfgwésent que sur une seulesdelves) et des Biraphidées
(possédant un raphé sur les deux valves).s@in des Biraphidées, le raphé est soit placé
longitudinalement au centre (par exemple ciNaiculg, soit décalé latéralement (chez
Cymbellg, soit excentré (chellitzschig, soit confiné aux margede la valve entiére (chez

Surirella).

Figure 5 : Clé simplifiée de détermination des genres des diatomées d'eau douce (d'aprés Krammer et
Lange-Bertalot 1986 - 1991), illustrati® de Michel Coste (Coste 1999).
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Les caractéristigues morphologiquesfdistule, variables selon lespeces mais constantes au
sein d’'une méme espeéce, peuvent étre obsemuéesicroscope photonique aprés élimination
par traitement chimique des contenus cellulai@Es modalités de préparation des échantillons
rendent possible I'observation minutieuse des pasiiceuses, mais ngermettent pas de ce
fait la prise en compte des caractéristigues fdemes vivantes des cellules (physiologiques,
biochimiques, moléculaires et deproduction) pour établir leattit taxonomique d’'une espéce
donnée (Bertrand 1995). Néanmoins, la detionpde la structuredes cellules vivantes
(notamment le nombre et la forme des chlordpEset son utilisation pour l'identification des
especes ont été récemment I'objet d’'un intérétssemit. En effet, les plastes sont de petite
taille, nombreux, et en forme de disques aplatis localisés a la périphérie de la cellule chez les
Centrigues. Chez les Pennées, atinljue généralement un ou deuagies de grande taille, et
leur disposition variable dans la cellule perroae identification jusqu’au niveau du genre,
voire de I'espéce. Cox (1996) a décrit ertadées chloroplastes de nombreux groupes de
diatomées et a proposé une clé pratique powaritification des diatomées vivantes, combinant
ainsi les traits morphologiques, les caracténsts des contenus cellulaires et les formes

coloniales observées.

2- Utilisation des Diatomées comme bimdicateurs de la qualité des eaux.
2.1 — Intéréts de la bio-indication pour I'évaluation de la qualité des eaux.

La qualité des cours d'eau et des milieux Hqueas est estimée en routine par la mesure de
parameétres physico-chimigei@insi que biologiques.

Il existe des méthodes standard de mesure génétration lumineuse, de la turbidité, de la
conductivité électrique, de lalsaté, de I'oxygene dissougje la demande biologique en
oxygene, des teneurs en nutriments, en métaurxls... Le suivi physico-chimique permet de
recueillir des mesures simples et ponctuellegstaine pratique de bade la surveillance de

la qualité des eaux, qui s’est complétéepetfectionnée avec I'évalion des techniques.
Cependant la mesure seule de ces parameétrfesimmét pas une vue d’ensile de la santé de
I'écosystéme aquatique. En effet, I'appréciation de la chimie de I'eau, méme a intervalles
fréquents, est soumise a une variabilité tenfgren maitrisée. On constate des fluctuations
périodiques de la composition de I'eau, quotidies ou plus occasionnelles (en relation avec
des causes externes par exemple: éeolsit du débit des cours deau, impacts

anthropiques...), qui peuvent se révéler sigatfives mais que l'analyse chimique peut
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éventuellement manqueFigure §. Les organismes aquatiquesnt en constante interaction
physique, chimique et biologique avec leur écasyst Ils sont ainsi pables d’intégrer les
évolutions environnementales sur le coummi aussi bien que sur le long terme, mais
eégalement les effets antagonistes ou sygees des différents types de contaminants,

impossibles a mettre en évidence parrdesures physico-chimiques (Whitton 1991).

Figure 6 : Variabilité des concentrations en cadmiussdlis et particulaire dans le Riou-Mort (Joanis)
pour l'année 2000 (Blanet al. 2006). Les barres noires correspondent a des échantillons prélevés
mensuellement. La ligne brisée est tracée a pasircdncentrations déterminées dans des échantillons
cumulant 6 jours de prélevements.

Les pratiques de bio-indicaticse sont développégmur évaluer la quaét de I'eau et des
milieux aquatiques de fagon plus intégrée darismps (Rott 1991). Les observations réalisées
sur des individus particuliers sont généralemestiffisantes, tres peu d’entre eux présentant
des exigences environnementales suffisanimt@an circonscritespour en déduire des
informations précises. En rewghe, I'exploitation de la stature de communaés aquatiques
integre les caractéristiques spécifiques d’halues individus qui les constituent et se révele
ainsi plus appropriée a la biodication (Whitton 1975). Ces praties, basées sur les réactions
d’organismes vivants exposeés a des environnenpus ou moins polluéspnt des techniques

simples, généralement peu onéreuses, dtvetaent souples d’observation et d’analyse.
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2.2 — Définition d’un bio-indicateur.

There is no better indicator of the status of ages or a system thahe species or system
itself (Tingey 1989).

La notion de bio-indicateur désigne une espécenaupopulation qui, du fait des particularités
écologiques des espéces composant I'assemblage, est apte a rendre compte de facon intégrée
dans le temps de I'ambiance écologique régnant dans un milieu aquatique et a révéler
précocement des modifications biotiques ou abiotiques de I'environnement.

Pratiguement tous les organismes révelers idéormations sur leur environnement, mais
certains sont plus utiles pour $arveillance de la qualité desux que d’autres (Charles et
Smol 1994). Un bio-indicateur approprié daitéalement présenteles caractéristiques
suivantes :

Abondance dans le milieu et cosmopolitismkes organismes sélemnés doivent permettre
une application géographiquetemporelle large des teaiques de bio-indication.

Localisation en début de chaine alimentajre’est-a-dire au plus pche des transferts de
nutriments et d’énergie : lesquiucteurs primaires sont aingarticulierement sensibles aux
variations environnementales, mé légeres (Cazaubon 1991, Rott 1991).

Cycle de vie simple et courtafin de révéler les changents ponctuels ainsi que les
modifications sur le long-terme (par la pstance des tendances mises en évidence sur le
court-terme) (Hellawell 1978).

Facilités d’identification morphologiqugusqu’au niveau de I'espece (John 1998).

Protocoles d’échantillonnagesur le terrain simplifiés notamment dans l'optique d’une
utilisation par les opérateupsur la surveillance en routimil niveau de qualité des eaux.

Notons que les espéces autochtones refletégiix les changements de qualité des eaux qui
composent leur environnement que les especes exotmpe®ri plus compétitives (John
2000b).

Le bio-indicateur indiqgue non seulement daggmngements environnementaux, mais fournit
eégalement des informations au sujet de l'intensité d'exposition a certaines substances par des
réponses "mesurables”, physiologiques, biodpids ou comportementales. Les informations
peuvent ainsi étre déduites tmur contenu en composés owrékents particuliers, de leur
structure cellulaire ou morphologique, deodifications métaboliques ou biochimiques,

d'études comportementales ouastructure des populations.
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2.3 — Potentialités des Diatomées poubiaévaluation de la qualité des eaux.

Les communautés périphytiques (algues et bas)éconstituent un compartiment privilégié
pour la surveillance a long terme des coursu’ @tamment parce qu’elles ont des exigences
spécifiques et des tolérances variables & ge@mmes de parametres de qualité des eaux
différentes (Stevenson et Pan 1999). Camnaent aux organismes terrestres, les
communautés aquatiques sdanés dépendantes du milieu en raison de leur immersion
permanente dans les eaux. Toutes les fonctibakes, telles que I'alimntation, la respiration,

la reproduction, I'excrétion, etc. se produisgans ce milieu. Les modifications de qualité des
eaux peuvent donc affecter les dispositifs calletaou I'activité biologique des communautés
périphytiques. Les diatomées représententgraade partie du volume du périphyton dans la
plupart des écosystéemes aquatgje¢ présentent de nombreux avantages en faveur de leur
utilisation pour la bio-idication (John 2000a, b) :

Une large répartition géographique leur distribution dans tous les types d’environnement
aguatique, ainsi que le fait qu'une grandetipades espéces est ubiquiste, permet la
constitution d’'une vaste base de données (Lecahtal. 1993) et la comparaison d’études
réalisées sur différents sites, au niveau lamahme international. La rémanence de leur
squelette siliceux favorise leonservation des informatioria situ et dans les collections
d’échantillons.

Une intégration rapide des variations des conditions de milieu

En tant que constituants du phytoplanctohadbase des réseaurophiques (producteurs
primaires) dans la chaine alimentaire, ceganismes a cycle de développement tres court
(Eppley 1977, Baars 1983, Stevenson et Pan 199@eperéagir directement aux polluants et
plus rapidement que les macro-invertébrés ignes au cycle de viplus complexe. Leur
grande sensibilité aux facteuemvironnementaux et la tresagde spécificité de certaines
espéeces dans leurs préférences et tolérafmasgiques renseigne sur un grand nombre de
parameétres physico-chimiques de l'eau (terapuge, pH, salinité, eutrophisation...). Les
diatomées possedent également la capacité d’accumuler des métaux lourds et des substances
organiques dangereuses provenant du milieuremvant : le mercure et des radionucléides
(éléments radioactifs) par exemple (SirerétoShevchenko 1999). De plus, leur mobilité
restreinte permet d'obtenir, a la différendes analyses physico-chimiques classiques, une
mesure intégrée dans le temps des variations de la qualité du milieu dans lequel elles se

développent.
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Des facilités d'échantillonnage ate conservation des prélevements.

Leur taille microscopique permen échantillonnage sur les substrats relativement facile et tres
rapide (Rosen 1995), le protocole de prépamaties lames permanentes est standardise et
I'outil diatomique est reconnu pour la bio-indica et la bio-surveiince des cours d’eau
(AFNOR 2000). La possibilité deonservation des échantillonst leur stockage dans des

bibliothéques, permet d’assurare certaine forme de tracabilité.

Ces criteres font par conséqueatets diatomées d’excellentsobintégrateurs généraux de la
qualité des eaux des milieux lotiques. Ce constt &l'ailleurs traduit par la mise en oeuvre
de méthodes permettant de caractériser I'étabdee des sites a pardie croisements entre les

connaissances acquises sur ce compartiment écologique.

2.4 — Des méthodes d’évaluation diatomique de la qualité de I'eau.

De nombreuses méthodes ont éteetldppées en Europe (Prygiel Coste 1999) et dans le

reste du monde pour apprécier la qualité des @apartir de I'analyse des communautés de
diatomées. Ces méthodes d’évaluation s’appuierdrgéement sur les @iérences écologiques

des différentes especes, el@m#t été favorisées par le déwgpement de nombreux indices
diatomiques et de méthodologies, palesquels on peut distinguer :

Des métriques d’intégrité biotique.

Les communautés peuvent étre décrites parndiseis simples de richesse spécifique (nombre
d’especes présentes dans le milieu), la densité (nombre d’individus dénombrés par unité de

surface) ou la biodiversité, mesurée par l'indice de Shannon H’ :

' i M jog, ™ (Shannon et Weaver 1949)
An n

il

Ou n: nombre d’individus de I'espéce i, n: nombre total d’'individus dans I'échantillon et

S : nombre d’espéces

La régularité (evenness) de Pielou (1975) eshditateur permettant de comparer la diversité
calculée a une diversité théorique optimale, H'majog, s) :
HI
H'max

REG
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Les méthodes d’évaluatiodu niveau saprobique

La classification de Lange-Belba (1979) est basée 1sles caractéristiquede résistance, de
sensibilité ou d'indifférence des espéceseamrichissement du milieu en matiere organique
biodégradable; I'indice S(Saprobic Index) de Sladek (1986) combine les valeurs de
représentativité et de saprobité (affinité poumiatiere organique) des espéeces ; tandis que le
DCI (Diatom Community Indexde Watanabe (1982-1990) éiahine corrélation entre la
DBOs (Demande Biologique en Oxygéne surjobirs) et I'abondance relative des taxons
(tolérants, indifférents et sensibles).

Les méthodes d’estimation de I'eutrophisation du milieu

Le TDI (Trophic Diatom Index)évalue la sensibilité des x@ans, en relation avec les
concentrations en substances nutritives tedi@s le phosphate soluble réactif, le phosphore
total, les nitrates et 'ammoniaque (indice de Kelly et Whitton, 1995).

Les méthodes révélant I'acidification des eaux

Certaines méthodes permettent I'estimationatérelu pH d’apres les assemblages diatomiques
(ter Braak et van Dam 1989), notamment le@atbm Tolerance Grade System" de Schreiner
(cité dans Coring 1996).

Les méthodes d’évaluation de la qualité générale du milieuégrant les caractéristiques
physico-chimiques des cours d’eau.

Ces méthodes prennent en compte la plupdad déterminants physiques, chimiques et
biologiques, dont la matiére ganique biodégradable (DBOCO : Demandes Biologique et
Chimique en Oxygene), ainsi que les taseen azote, phosphore... Certaines incluent
également les chlorures, le pH et la conditétiyindice diatomique CEC (Descy et Coste
1991), IPS : Indice de Palb-Sensibilité de Cosia Cemagref 1992).

En France, l'intégration de telles méthodesba®valuation diatomiquelans les réseaux de
surveillance de la qualitges cours d’eau a résulté d’'une association entre les Agences de I'Eau
et le Cemagref, qui a abouti a la mise au pdinn indice diatomiquemplicable en routine a
'ensemble du réseau hydrographique fran¢Riygiel et Coste 1998)I'Indice Biologique
Diatomée (ou IBD) (Lenoir e€oste 1996). Elaboré a partir dennées nationales, cet indice

qui utilise 209 taxons a fait'objet en 2000 d'une norme homologuée AFNOR. Le
développement de logiciels d¥iantaires diatomiques et de @all des indices, tels que le
programme OMNIDIA (Lecointet al. 1993), a considérablemenvéaisé I'application de ces

méthodes en Europe et dans le Monde.
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3- Limites des performances indicielles eides connaissances actuelles pour la bio-

indication des pollutions métalliques.

La diagnose de I'état éamjique des rivieres, a réadisdans le cadre de hise en ceuvre de la
Directive Cadre sur I'Eau (2000/60/CE), imposeHheix de descripteurs biotiques et abiotiques
pertinents permettant la mesuwt&in écart a la référence, ket compréhension des relations
entre les descripteurs environnementaux et desemblages biologiques en place. Or les
méthodes utilisées actuellement semblent peutéeap la révélation des effets des pollutions
métalliques : cette partie décrit les techniques actuellement utilisées en routine et leurs limites

pour la bio-indication des pollutions métalliques.

3.1 — Inconvénients des méthodes indllgs, exemple de I''BD (AFNOR 2000).

Les diatomées sont d’excellentbio-indicateurs de I'enricgfsement en nutriments, de
I'acidification des eaux ou deeutrophisation du milieu. Les indices actuels ont été concus
d’apres lespreferendaécologiques des différentes espédesdiatomées et se révélent tres
performants pour la surveillance de la georganique et ionique des cours d’eau.

Figure 7 : exemples de diatomées caractéristiquesxd’ed de mauvaise qualité et b/ de bonne qualité
(source : RNDE 2000).

Cependant, a ce jour, aucune méthode baskeles communautés périphytiques n'a été
développée pour évaluer spécifiquement le nivaayoollution métallique des cours d’eau, et
les outils d’évaluation de la qualité généralenlieu appliqués en routine n’intégrent pas non
plus les caractéristiques de gsbiigé, de tolérance ou d’infference vis-a-vis des pollutions

métalliques des espéeces utilisées pour leutades indices. Citons par exemple le cas
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d’especes considérées danscédcul de I''BD comme caragtistiques d’'une bonne qualité
d’eau mais rencontrées par ailleurs dans degegtes de forte contamination métallique :
Cocconeis placentul@ar. lineata (Gold et al. 2003b) ouPinnularia gibba(Admiraal et al.
1999b) semblent tolérer des conditions de stress cadmium / zEgnetia exigugvan Dam

et Mertens 1990) o®innularia subcapitatalvan Dam et Mertens 1990, Hirst al. 2002)
résisteraient a des niveaux élevés de cuigsadis. A l'inverse, bien que décrite par Shesiata
al. (1999) comme sensible a de &wtconcentrations métalliquelsillacoseira granulataest
relativement tolérante aux pollutions organigjuesa présence dans un échantillon déprécie
nettement les notes d’'IBD.

L’application des méthodes indidies "classiques” a des coufgau contaminés par ce type
de toxiques ne donne ainsi queeraent des résultats suffisant&anise en évidence du degré
d'altération du milieu (Tisonet al. 2003). La diagnose depollutions a toxiques par
I'utilisation des communautés diatomiguempose donc une révision des techniques
d’évaluation des impacts des métaux sur les didgsnpériphytiques, de maniére a caractériser

plus précisément I'état deollution des cours d’eau.

3.2 — Une connaissance insuffisante des effd¢s métaux sur les diatomées et sur la
structure des assemblages.

L’exposition des communautés de diatom@&siphytiques aux métaux s'accompagne de
conséquences observables du niveau celula celui de la aomunauté. Sirenko et
Shevchenko (1999) distinguent quatre typesé&p®nses des diatomeées face aux pollutions a
toxiques : des effets sur la croissance alga@parition d’anomalies morphologiques chez
certaines especes, la disparition de certains taewolasmplification de la distribution d’autres
taxons.

Les études de terrain réalisées a ce jour soultghmportance des variations observées de la
composition spécifique des communautés pétipbgs le long de gradients de pollutions
polymétalliques : les communautés de diatomées périphytiques peuvent donc représenter des
indicateurs biologiques tres ptieents de la pollution méteue (Dickman 1998, Medley et
Clements 1998, Stevenson et Bahls 1999). Cepepaantle travaux décrivent la structure des
populations diatomiques en retati avec des pollutions toxiquddne analyse plus fine de la
structure des populations permettrait de miexgloiter les renseigneents apportés par les
inventaires floristiques, et faveerait probablement la mise en évidence des effets toxiques sur
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les diatomées benthiques. De plus, les observaticsitu réalisées sur le moyen et sur le long
terme ont permis de décrire les communauté®uiiques ainsi que les réponses spécifiques de
certains taxons. Cependant cedudes se limitent a quelques sites (Figure 8),
géographiquement disparates, et soumis & rdeeaux de pollution métallique élevés (et

relativement exceptionnels eonditions naturelles).

Figure 8 : Localisation des principales étudiessitu des effets des pollutions métalliques sur les
communautés de diatomées d'eau douce.

L'étude des effets suspectés au niveau phipique est actuellemerinsuffisante et ces
manifestations individuelles (steptibles de fournir de nouveaékéments d'information sur le
niveau de pollution des cours d'eau étudiéssomt pas encore prises en compte pour la
caractérisation de la qualité ddeaux. Ainsi, si les aspects twacologiques de la pollution
métallique (et notamment cadmium / zinc) sustiaicture des communautés ont été étudiés
(Tableau 1), il n’existe actuellement pasdfveloppements méthodologiques permettant une
meilleure prise en compte des pollutions a toxiqdest les métaux) par des techniques et des
outils de bio-indication. De plufa connaissance des profils sknsibilité, d'indifférence ou de
tolérance aux métaux des espéessplus communes reste limitéenffexe A) et le statut de
certaines especes (citons notammenAchnanthidium minutissium, Diatoma vulgare
Fragilaria capucing Fragilaria ulna, Melosira varians ou Nitzschia lineari} est toujours

discuté.
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Tableau 1 : Récapitulatif des principales étudedaboratoire d'évaluation des effets des pollutions
métalliques sur les communautés de diatomées d’eau douce.

En microcosmes En mésocosmes et canaux artificiels
Conway (1978) Genteret al. (1987)
Conway et Williams (1979) Colwellet al. (1989)
Fisheret al.(1981) Genter et Amyot (1994)
Gensemer (1990) Genter (1995)
Guanzoret al.(1994) Shehatat al.(1999)
Guanzoret al.(1995) Genter et Lehman (2000)
Gustavson et Wangberg (1995) Soldo et Behra (2000)
Perest al.(1995) Goldet al.(2003a, 2003b)
Perest al.(1996) Lawrenceet al.(2004)

Perest al.(1997)

Pistocchet al. (1997)
Pistocchiet al. (2000)
Paulssort al. (2000)
Campbelkt al.(2002)
Interlandi (2002)

Ivorraet al. (2002a)
Rijstenbil et Gerringa (2002)
Tienet al.(2005)

Les diatomées représentent incontestablemenxcellents bio-indicateurs de la qualité des
eaux, largement utilisées en routine pour Besurveillance des milieux aquatiques.
L'amélioration de ces méthodes nécessite leldgpement d'études visaatcaractériser plus
finement la biologie des diatomées ainsi que mportement en conditions notamment de
stress toxique. En effet, les exigences digsieen matiere d'évaluation de la qualité des
ecosystemes aquatiques (notamment dans le dadtapplication déa Directive 2000/60/CE)
imposent une meilleure définition des relations entre contamination toxique et structure des
communautés diatomiques.

Ces travaux de thése visent a améliorer la priseompte des effets des pollutions métalliques

sur le compartiment diatomeées, afin d'amélidagpertinence et la pcision de ceindicateur
biologique. La revue bibliogphique des réponseédentifiées du péripyton soumis a une
contamination métallique permet la description des impacts actuellement décrits ou suspectés,
ainsi que l'identification de pistes d'investigation susceptibles de se révéler intéressantes pour

nos expérimentations.
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B—REPONSES DES DIATOMEES PERPHYTIQUES A LA POLLUTION
METALLIQUE.

Les métaux sont naturellement présents dasssystémes aquatiques a des concentrations
généralement faibles. Cependant, les émissidisaniques associées aux activités urbaines et
industrielles contribuent a accroitre la teneungaux dans les écosystemes d'eau douce, trés
vulnérables car les composés métalliques gehése particulaire peuvent s'accumuler dans le
sédiment et étre libérés dans l'eau interiti@ccroissant ainsi la concentration en métaux

solubles ou en suspension.

1- Mécanismes d’accumulation des métaux.
1.1 — Influence de la teneur en métauxrsha réponse physiologique des organismes.

Certains métaux sont essentials développement des étres vigareur absorption en petite
quantité est indispensable au métabolisme le@iéu (De Filippis et Pallaghy 1994) ; c’est le

cas notamment du zinc, du cuiwe du fer. D’autres, en revame, ne sont pas nécessaires
(cadmium, plomb, mercure, arsenic) et leoxidité est reconnue, mémne de trés faibles
concentrations (Figure 9). lls semblent menir dans les voiesnétaboliques d’ions
métalliques essentiels de structure chimigppagentée, perturbant ainsi le fonctionnement
cellulaire de transport et degulation de ces éléments. Legtaux essentiels influencent
également le développement algal : une carence ou un exces en ces oligo-éléments
indispensables au fonctionnement cell@aisont susceptibles d’engendrer un stress
physiologique chez les organismes. Inversement, les métaux non-essentiels peuvent, dans
certaines conditions, favoriser la survie d'une espéce :eLes. (1995), et plus récemment

Lane et Morel (2000) ont prouvgue, dans des conditions limitasten zinc, la présence de

cadmium augmente la croissance de la diatomée mEhmalassiosira weissflogii

Figure 9 : Réponse des algues a une augmentation amdantration métallique dans le milieu (a :
métaux non essentiels, b : métaux essentiels) (d’apres Simkiss et Taylor 1989).
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Les potentialités de bio-accumulation des métaux toxiques par de nombreuses espéces
aguatiques, et notamment par le périphyton, sont désormais reconnues$ #dHH000b). Les

travaux de caractérisation de leurs effets Iegr diatomées (manifestations de toxicité et
développement de stratégies de toléranoa)vrent les différentsniveaux d’intégration
biologique, de la base moléculaire (mécamds cellulaires) a I'échelle des communautés

(structure et fonction).

1.2 — Modeles biologiques dfiernalisation des métaux.

Les espéces phytoplanctoniques, qui présentent une importante surface de contact avec leur
milieu, sont susceptibles d’accumuler une quantité considérable de métaux (Adrishal
1999a). La biodisponibilité de ces métaux, foraimdépendante de leur spéciation chimique
dans la colonne d’eau (Lagéal. 1996, Gueguent al.2004), a été décrite au travers du Biotic
Ligand Model (Di Toroet al. 2001, Heijericket al. 2002), dérivé du ee lon Model (Morel
1983). Les approches mathématiques visanbdéliser le transferies espéces meétalliques
hydrophiles vers l'intérieur de la cellule moet qu’il dépend vraisemblablement de deux
mécanismes principaux (Campbet al. 2002) (Figure 10) : une diffusion passive (sous
contréle thermodynamiquel travers de la membrane plago@ combinée a un transport actif
occasionnel des métaux, liés a de la matiganique de faible poids moléculaire (Hudson
2005). Ce dernier processus implique une phadixal&on préalable des especes métalliques a
la surface de la cellule, généralement rapidar{@Vet Dei 2001), suivie de la formation d’'un
complexe de surface noté M-X-cell selon I'équation suivante :

M** +X-cell I M-X-cell (Campbellet al.2002)

Ou M : métal en solution €K-cell : ligand de la membrane phospholipidique.

Figure 10 : Mécanismes de transport des métaux (d'apres Captpdel002).
Avec I© : ligand extracellulaire, ML : métal particulaire, X : ligand membranaire.
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Cette phase d’interaction de saoé est généralement suivie d’'ytese plus lente de passage
transmembranaire dite d’internalisatide ces complexes (Perrein-Ettajainal. 1999), qui fait
intervenir des transporteurs de type pompesanaux ioniques. A l'intérieur de la cellule, les
métaux n'apparaissent quasiment jamais a I'éiand’libres ; ils sont adsorbés, transportés et

mis en réserve dans le cytoplasme dousie de complexes métalloprotéiques.

La contamination expérimentale de culturesAgéerionella formosat Aulacoseira variang
permis de mettre en évidence une relatioeal@ entre la concentrat en métaux dans le
milieu et la cinétique d'accumulation par ces diatomées @tierh. 2005), suivant le modéle

d'adsorption de Freundlich :
x/m K, T

Ou x/m : concentration en métal sorb&; : constante de FreundlictC : concentration en
métal dans I'eau €l'n : constante d'intensité d'adsorption.

Cependant, au-dela de concemntrad limites, on décrit une saturation des sites de liaison,
réduisant la capacité d'absorption parcieltules (Rijstenbiet Gerringa 2002).

Le courant et l'interig¢ lumineuse d’'une part conditiomnt la sorption des métaux par le
biofilm (Hill et al. 2000c), d’autre part la chimie du milieu (notamment le pH, les
concentrations en cations TaMg®, Na'...) détermine le potentiel de fixation du ligand
membranaire, et par conséquent la capaciié dellule a internaliser le métal (Heijeriekal.
2002). Les travaux de Guanzenhal. (1995) ont également mis en évidence une compétition
entre les difféerents métaux qui peuvent coexistens le milieu pour les sites de fixation
membranaires. Dans leursp&rimentations, la diatomé&ulacoseira granulataexposée a des
meélanges binaires ou ternaires de cuivre, zimadmium absorbe et accumule des quantités de
métaux réduites par rapport a une exposié chaque métal en "produit pur”.

La présence de métaux dans ldieun peut affecter les protéinele transport au travers de la
membrane : les études de Sunda et Huntg{@@@0) décrivent un transport de cadmium au
travers des canaux a manganeése cChHealassiosira oceanigaainsi qu'un systeme de co-
transport cadmium / cobalt. Les systémes pratigues controlant leenctions biochimiques

et physiologiques de l'algue sont également touchés ; des mécanismes de défense sont par

ailleurs développés aux niveaux cellulaire@nmunautaire en réponadeur action toxique.
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2- Mécanismes de toxicité.
2.1 — Déreglements du rtebolisme cdulaire.

De nombreux travaux ont décrit les mécanismewxieité des métaux sur les diatomées, qui
mettent en évidence des effets sur la midtion, la photosynthese, la respiration,

I'assimilation de nutriments et &ynthése de molécules (Figure 11).

Figure 11. Déterminants intracellirkzs de la toxicité métallique.

Des perturbations liées au transport degtaux vers l'intérieur de la cellule.

L’exposition aux métaux peut entrainer des modificest biochimiques de la paroi cellulaire et
de la membrane plasmique, susceptibles eéadr ensuite la vialié des cellules (Wong 1987,
Guanzoret al.1994). La plupart des métaux lourds peuvae substituer aux ions métalliques
en s'associant aux acides galacturoniques, rdiamt ainsi leur affité pour les éléments
essentiels (Ernset al. 1992) : chezThalassiosira pseudonanda liaison du meétal aux
composés membranaires provoquerait ucempétition pour l'adsorption d’éléments
nécessaires a la multiplication cellulaire tels que le fer ou le zinc (Moral. 1991). Des
altérations de la perméabilité membranaire mant ailleurs été décrites : De La Roddtaal.
(2000) ont ainsi observé uméduction de l'adsorptiode l'acide silicique pailhalassiosira
weissflogiien présence de zinc et de fer. ConwE§78) a également constaté que la présence
de cadmium perturbait le systéme des perméagaijuées dans lednsfert du phosphate et
de la silice a l'intérieur de la cellule, chagterionella formosaEnfin, I'exposition aux métaux
peut engendrer une dépolatisa de la membrane susceptible d'affecter les échanges
transmembranaires (Conner et Schmid 2003, Rin&d. 2003).

Des dommages intracellulairggrovoqués par les métaux.

Les métaux séquestrés dans le cytosol endomméggeoellules, ce qumplique souvent une

hausse de la mortalité (Torres al. 1998a). En effet, l'intoxicetn par un métal lourd induit
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une production de radicaux libres de I'oxyg€éRO©S, Reactive Oxygen Species) (Cardeto

al. 2002). Le choc oxydant crée ainsi une perte démstasie conduisant a des altérations de la
structure cellulaire, notammeatdes atteintes mitochondriglédécollement des membranes,
désorganisation des crétes) (Pistoal. 2003), et a l'altération dexpression des génes (due
aux effets génotoxiques des métaux) (Codinal.2000). Leur toxicité se manifeste également
par une inhibition de la croissam résultant de perturbations kdedivision cellulaire causées
par la diminution de la concentration intrackllte en thiols induite par les métaux (Gerringa
et al. 1995, Perrein-Ettajaret al. 1999). Dans ces conditions, deproduction axuée est le
mode de multiplication privilégié, elle conduitune sélection des individus les plus petits
(Cattaneoet al. 1998, Joux-Araket al. 2000). Des interférences avec le métabolisme de la
silice (De La Rochat al.2000) semblent responsables deparition de frustules déformés de
diatomées (Figure 12), rapportée dans plusiecours d’eau contaminés par les métaux
(Dickman 1998, Ruggiet al. 1998, Torreset al. 2000) Les travaux récents de Gracletval.
(2005) emettent par ailleurs I'hypoieeque le zinc serait suscéii de jouer un réle dans la
régulation du transport de l'acide siliciqeécessaire a la formation du frustule) vers
I'intérieur de la celluleLes déformations observées se manifestent soit par des anomalies
morphologiques globales du frustule, soit par desaditihs des ornementations des valves ; et,
bien qu’aucun référentiel basé sur des marafests tératologiques causées par une exposition
aux pollutions métalliques n’ait encore été pigda possibilité d'uiliser la morphologie de
ces cellules anormales comme indicateurdad@ollution métalligue a déja été envisagée
(Dickman 1998, Stevenson et Bahls 1999).

Figure 12 : Frustules déformés B@nularia parvulissima observés en milieux contaminés par les
métaux (photographies : Michel Coste).
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Notons par ailleurs I'importance des parame physico-chimiques du milieu (température,
pH, teneurs en nutriments, dureté, etc.) (Genter 1995, Rijstrddil1998, Interlandi 2002) et

des facteurs biologiques (formele croissance, stratégies a#onisation des espéces) (Gold
2002, Ivorraet al.2002b) dans la biodisponibilité et I'esession de la toxicité des métaux sur

les diatomées.

Aux impacts des pollutions mditgues au niveau cellulaire s'ajoutent les effets sur les
populations et les communautédiatomiques qui tiennentcompte des interactions
interspécifiqgues (non prises en compte par études sur cultures monospécifiques) et de
'agencement des cellules dans le biofilm (d@&iaant le degré d’exposition des especes aux
toxiques et, par conséquent, leurs réponses).

2.2 — Perturbations de la prodiion primaire des populations.

Les populations de diatomées sont susceptibles d’accumuler des quantités importantes de
métaux (Guanzoet al. 1995, Sunda et Huntsman 1998, @&t Reinfelder 2000, Wang et

Dei 2001), et d'autant plus que laolmasse algale est importante (Hafl al. 2000c). La
production primaire des populatiofoissance algale, activifghotosynthétique) est affectée

par I'exposition a ces toxiques.

La croissance globale des populationsupeétre retardée, voire inhibéédans le cas de
niveaux de contamination élevés) (Berlagtdal. 1977, Conway 1978, Conway et Williams
1979, Wong 1987, Guanzat al. 1994, Payne et Price 1999, Gatal. 2003b). En effet, le
métabolisme des populationst eaffecté (Husaini et Rail991) : des modifications de
l'ultrastructure cellulaire (réticulum endophagjue, mitochondrie) ont été décrites comme
dépendantes de la concentration intracahellan cadmium (Wong 1987). Nalewajko (1995)
observe chezChaetocerossp. une perturbation du renouvellement des phospholipides
constitutifs de la membrane cellulaire sous leffet du cadmium: l'augmentation des
prélevements concomitants de phosphates ehé&al traduit une worporation du cadmium
dans les corps polyphosphates, imposant un-duer plus important des phosphates pour
assurer la détoxification. Au-dessus d’'une concentration critique en zinc intracellulaire, les
perturbations du métabolisme du phosphore déredgedivision cellulare et le rendement
cellulaire (Guanzomt al. 1994).

Des altérations de I'ativité photosynthétiqueont par ailleurs été reportées (Takametaal.

1989, Takamureet al. 1990, Hill et al. 2000c, Soldo et Behra @0), attribuables a des
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déreglements de I'dwité enzymatique dia cellule (Husainet Rai 1991, Paulssat al.2000)

et a des perturbations du fonectiement des photosystémes. Cl@dorella pyrenoidosa
I'accumulation intracellulaire de métaux estrélée a une inhibdh de la fixation du C@et
de la production de QHart et Scaifes 1977) ; une inhibiti du transport d’électrons dans les
photosystémes apparait ch@mlacoseira granulatalors d’expositionsa long terme a des
concentrations élevées en cuivea zinc ou en cadmium (Guanzetnal. 1994). Les travaux de
Bertrandet al. (2001) suggérent également que la yrdbtion par le a@mium du cycle des
xanthophylles (par une inhibitiode I'époxydation de la diatoxthine en diadinoxanthine)

participerait a une inhibibn de la photosynthése chezaeodactylum tricornutum

On observe ainsi au sein de la populatioe @election des individuqui supportent ces
modifications de leurs fonctiongtales, avantageant les organesde petite taille (Joux-Arab
et al. 2000). A ces modifications des taux devsw s’ajoutent une chute des taux de
reproduction (Rott 1991, Peres 1996), des pertiia de la division cellulaire (Perrein-
Ettajani et al. 1999) et des modifications des #bgies de migran (Peterson 1996),
provoguant ainsi une diminutiode la densité des diatomée= qui conduit a une forte

réduction de la biomasse algale (Paulssioal. 2000).

2.3 — Modifications de la structure ele I'architecture des communautés.

L’exposition aux métaux modifie a court termedfructure des assemblages et déprécie la
densité totale de diatomées. On observelesicommunautés exposées aux métaux des leur
phase initiale de développement une diminutiotedéchesse spécifique et de la diversité des
communautés, que celaitsen laboratoire (Gol@t al. 2003b) ou en conditions non contrdlées
(échantillonnage soit sur sulkas naturels du lit des cours d’eau (Medley et Clements 1998,
Niyogi et al.2002), soit sur substrats artificiétgroduits dans les rivieres).

Suite a une exposition prolongée aux contammanétalliques, on observe des perturbations
quantitatives et qualitatives du dévelopmmt des communautés diatomiques (il al.
2000b, Sabater 200@) situ comme en laboratoire, similaires aux tendances observées a court
terme. La littérature rapporte I'existence meeaux de toléranceua métaux variables selon
les especes (Paulssenal.2000, Goldet al.2002), impliguant une modification de la structure
spatiale des communautés. Les étide terrain et d@boratoire confirmet a long terme les
modifications dans [larchitegte en trois dimensions slecommunautés périphytiques

pressenties lors des étudestoecité menées sur de plus courtes périodes (Figure 13) (Gold
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2002). Les stratégies de coloriea des différentes espéces senteffet conditionnées par le
niveau de pollution métalliqgue (Stevensenal. 1991) : les communautégli se développent
sont dominées, méme sur le long terme, paredpgces pionnieres, adhérentes et étroitement
rattachées au substrat, qui seraient plusraotés aux pollutions métalliques (Medley et
Clements 1998). C’est ainsi que la diatomée cosmopdltienanthidium minutissimum,
fréiguemment dominante dans les cours d’eamngoa des épisodes dentamination toxique,
est occasionnellement utilisée comme indicateur de pollution métalligue (Takamafa
1990, Stevenson et Bahls 1999). Les espécesaanisent plus tardivement les milieux
(Diatoma vulgare, Melosira variansou Nitzschia dissipata a long pédoncule ou
filamenteuses, voire libres, régressentafondance relative. Or ce sont en conditions non
polluées les espéces constitutides couches externes du biofilmn aboutit par conséquent a
une réduction de I'épaisseur du biofilm sur &strats en conditions de stress métallique
(Ilvorra 2000).

Figure 13 : Représentation schématique des effels centamination par les métaux sur l'architecture
des communautés diatomiques se développant sursubstrats artificiels vierges en conditions
expérimentales contrdlées (d'aprés Gold 2002).

Les communautés soumises a des contaminations métalliques présentent une capacité variable
a tolérer ces conditions de stress. Tolérancésettance sont développeasniveau individuel

(avec des différences de sensibilité entrsgéces : Conway et Williams 1979, Wong 1987),

mais également a I'échelle de la communaut@&menét au niveau du biofilm, qui se comporte

comme un ensemble cohérent et protecteur.
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3- Mécanismes de tolérance.
3.1 — Réduction de la toxicité au niveau cellulaire.

Les algues présentent des mécanismes constifgtést-a-dire présents dans la plupart des
phénotypes) et adaptatifs (existant seulement iganshénotypes tolérants) leur permettant de
faire face a des concentrations élevées elaumgMeharg 1994). Ces mécanismes de défense
et de détoxification ont poupfiction principale de limiter les perturbations de 'homéostasie

de la cellule consécutives a une exposition aux métaux.

Quatre grandes catégories de meécanismesédalation des flux sont déployés par les
diatomées en conditions de stress métallique :

Des mécanismes de limitation des entrées de métagtamment par la diminution de la
concentration en ions libres, donc biodisponilgesir I'organisme. Certains métaux peuvent
étre fixés aux hydroxydes de fer ou de mangarasaivrant la membrareellulaire (Perrein-
Ettajaniet al. 1999). De plus, les algues sont capablegrdduire des exsudats susceptibles de
complexer les métaux hors de la cellule @taxelos et Leal 2001Dn observe aussi une
réduction de la taille d@laire, limitant la surface exposé&t par conséquent les prélévements
métalliques par la cellule (Khoshmanegral. 1997). Des mécanismes de régulation de ['influx
métallique ont également été décrits : lesraliéns de la membrane cellulaire lors de
l'internalisation des ions conduisent a une diminution de la perméabilité membranaire (De
Filippis et Pallaghy 1994, Gaur et Rai 2001). Dexdiiications au niveau de la paroi sont
également susceptibles de limiter les entréemélaux : Twiss et Nalewajko (1992) eémettent
I'hypothese que I'épaississementalparoi cellulaire observé ch&enedesmuen conditions
limitantes en phosphore pourrait contribuer a eetrégntrée des métaux dans la cellule.

Le développement de modes de stocksmes forme insoluble dans le cytosplermettant de
maintenir une concentration tiacellulaire en m@ux optimale pour la croissance et le
métabolisme des diatomées. L’exposition aux métaux active les précurseurs de la
phytochélatine-synthase (Tseji al. 2003) et induit la synthése gelypeptides itracellulaires
riches en cystéine : les phytochélatindgner et Morel 1995, Morelli et Pratesi 1997,
Pistocchiet al. 2000, Pawlik-Skowronska 2001, Ahnetr al. 2002). Ces polyméres jouent un
réle essentiel dans le processles détoxification cellulaire (Hiratat al. 2001) : ils piegent
sous une forme moins toxique les métaux desquels ils forment des complexes stables
(Gonzalezdavila 1995, Scarano et Morelli 2002). Nassidl. (1997) décrivent également un
phénomene de vacuolisation (Figure 14)rnpettant de réduire la concentration

intracytoplasmique en métauxper conséquent leur toxicité.
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Figure 14 : Section longitudinale d’'une cellule Skeletonema costatunon contaminée a gauche (C:
chloroplaste, F: frustule, M : mitochondrie, N : noyau, V : vacuole), et présentant une inclusion de
cadmium () dans la vacuole a droite (in Nassiral. 1997).

Le degré de tolérance est variablévant les espéces exposées (Rijsteabil. 1994a) et les
métaux impliqués : selon leurs caractéristijfde valence notamment), les capacités de
séquestration du complexe métallo-protéigoat plus ou moinsnportantes (Guanzoet al.
1995, Scarano et Morelli 2002). A ces modes stockage non exclusifs s’ajoutent
vraisemblablement des formes de toléramdes spécifiques de dains métaux : Pokrovslket

al. (2005) ont montré la liaison particulieretenthiols et zinc intracellulaire ch&keletonoma
costatum

Des mécanismes de neutralisation du stress oxydant.

La défense des cellules contre le stress oxyplavioqué par les entréde métaux est assurée
par deux mécanismes principaux. La production accrue de prolineet\&u1995, Wuet al.
1998) et de thiols de faible poids molktre (notamment le glutathion) (Rijstenkst al.
1994b, Ahneret al. 2002, Rijstenbil et Gerringa 2002) joua rdole antioxydant et détoxifiant
essentiel. L'exposition des cellules aux métaualuit également l'activation d'enzymes de type
superoxyde-dismutase (Rijstenkil al. 1994b, Pintcet al. 2003) qui favorise une réaction de
liaison des radicaux libres avec des ions bgdne et aboutit a la production d'oxygene
moléculaire neutre et moins toxique.

Des mécanismes d’expulsion active des métaux hors de la cakilmettent par ailleurs en
place et contribuent favoriser la tolérance poluants (Teitzel et Parsek 2003). L’altération
du métabolisme cellulaire qu’ils causent induit une production accrue de polysaccharides qui,
apres liaison avec les métaux, peuvent étportés dans I'environnement extracellulaire
(Pistocchi et al. 1997). Ainsi, Leeet al. (1996) ont décrit unefflux de complexes
phytochélatine / cadmium ch&halassiosira weissflogiien présence de fortes concentrations
en cadmium. L’'expulsion active des ions m&aks par des pompes Rasiques décrite chez
les bactéries peuvent égalemgouer un rble dans la d#tification et la survie du

phytoplanton (Rosen 1996).
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3.2 — Développement a longerme de mécanismes d&lérance a I'échelle
communautaire.

On observe également une tolérance inddigela communauté envers les contaminants
auxquels elle est exposée.oltil écotoxicologiqgue PICT(Pollution-Induced Community
Tolerance) de Blanclet al. (1988) et les test photosynthétiques ¢®lo et Behra 2000)
permettent de décrire la sensibilité d’'utmmmunauté a un toxique (Figure 15). Le concept
PICT permet de mesurer la toxicité d'un contemt a I'échelle d'une communauté. Il est basé
sur le principe d'une baisse de la survie elgzeces les plus sensibles, ce qui conduit a une
tolérance accrue de la communauté. La misesaxre de cet indicateur a permis de mettre en
évidence, au sein des assemblages diatomidaesnodifications de composition consécutives
a une exposition aux métaux (Paulssbral. 2000). Dans ces conditions, les espéces les plus
tolérantes se développent progressivementd@uwiment des plus sensibles (Gustavson et
Wangberg 1995, Beraret al. 1998) et I'on peut observer unbute de la diversité spécifique
(Ivorra et al. 2002a). L'exposition aux métaux peubpoquer dans certaines populations des
mutations spontanées rares : ce phénoménesp#ue au remplacement des individus par des
organismes au génotype plus résistant, asswiasi la survie des populations algales en
milieu contaminé (Baost al. 2003). Ces adaptatiomsdividuelles et cokctives favorisent la
réponse de tolérance globale des communawtéstatée par de nombreux auteurs.

Figure 15 : Principe du concept PICT, profilstd&rance des communautés échantillonnées sur sites
de référence et pollué (d'aprés Boighal.2001).

L’étude de courbes photosyn#iee/ irradiance couplée avec des tests de toxicité permet
également de mettre en évidence une relatiocalsalité entre toxicité du contaminant et
photo-adaptation des communautés (GuasSabater 1998, Soldo et Behra 2000).

48



Etat de I'art

3.3 — Roéle de la matrice organiqudans la protection des cellules.

Les composés polymériques excrétés parckdiiles (Extracellular Polymeric Substances,
EPS) conférent une fonction reconnue dansteésion globale du biofilm et dans la défense
contre les agressions mécaniqueagyfe 16). Ainsi, ces substances mucilagineuses préservent
les cellules de la dessiccation (Hoaglatal. 1993). Ghosh et Gaut998) ont également mis

en évidence une action protectrice de la ratdrganique mature contre I'effet érosif du
courant. Le biofilm, enchassé dans ces &ems polysaccharidiquesgveloppe son propre
métabolisme interne. Les polymeres du biofilns@bent, fixent et concentrent les molécules
organiques et les ions a proximiés cellules, ainsi en mesure de subvenir en partie a leurs
besoins trophiques (Decho 2000). Ivoetal. (2000) ont également mis en évidence un
recyclage des gaz et des nutriments au seila deatrice organique, et la modification des
échanges du biofilm avec le milieu environnant (également décrite par Barrahgu002,
Barranguett al.2003).

Figure 16 : Coupe schématique d'un inofpériphytique (épaisseur : 1-2080).

La matrice organique joue un rdle considéralaes la résistance aux pollutions toxiques. Son
effet protecteur est nettement corrélé digponibilité en nutriments (Guasehal.2004) ainsi
gu'a l'importance de la biomasse algale (Guatdl. 2003). Le stress métallique, estimé au
travers des perturbations strueti@s subies, se révele aimsbins important au niveau des
biofilms épais (Hillet al. 2000c) ; les communautés matusesit également moins affectées
que celles exposeées a un stddeléveloppement précoce (Ivoetaal.2000).

La fonction protectrice de la matrice est attritleaen partie a des caitidns locales de pH et
d'anoxie dans les couches internes des biofilms épais (Rewsbakhi988, Teissier et Torre
2002) ; les gradients de diffusion modifierd londitions d’oxydoréduction, et par conséquent
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les potentiels d’accumulation dans les cellulBg plus, les exsudats polysaccharidiques
posseédent des propriétés de chélation desuxdtaurds permettant le piégeage des ions
métalliques (notamment €¢ C#*, Cr** et PB") par des ligands de omplexation associés aux
polymeéres (Pistocchet al. 1997, Decho 2000). Mulleet al. (2005) ont également mis en
évidence des interactions ten communautés algales etch@iennes, certaines especes
produisant dans le milieu des ligands susceptibles de complexer les métaux et de réduire ainsi
leur biodisponibilité. L’existencde sites de fixation des métautadurface du biofilm permet

en outre d’en réduire les effetielétéres vis-a-vis des diatéas présentes dans les strates

inférieures de la mece organique (Gol@t al.2003b).

La littérature relative aux effets des ptithims métalliques sur les biofilms périphytiques
souligne la diversité des impacts attribeablaux contaminants, a toutes les échelles
d'observation. Du niveau individu(modifications de la morphagie : tailles, déformations du
frustule) a celui de la populah (production primaire, actité photosynthétique) ou de la
communauté (densités cellulaires, composition fipée), diverses stragges sont mises en
ceuvre face au stress métallique. C’est a pagtice constat que des travaux d’investigations
ont été initiés, axés sur laaherche de nouveaux descripteunsnadtant de mieux prendre en
compte les effets des métaux sur les communautés diatonigsis et en laboratoire, afin
d’apporter des compléments aux méthodes indicielles actuelles.

Nos expérimentations de terragt de laboratoire ont été alisées au niveau d'un site
expérimental localisé en amont de la riviere Lot, caractérisé par une forte contamination des
eaux par le cadmium et le ziries stations étudiées ainsi dgae méthodes de prélevement, de

traitement des échantillons et d'analysedtemées sont décrites dans le Chapitre 2.
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Chapitre 2

A— DES CONDITIONS DE CONTAMINATION METALLIQUE EN MILIEU
NATUREL : LE "SITE ATELIER" EN AMONT DE LA RIVIERE LOT.

1- Des pollutions métaliques diffuses affectant 'ensemle du continuum "Lot / Garonne /

Estuaire de la Gironde".

Dans le Sud-Ouest de la Frantestuaire de la Gironde et saffluents ont été relativement
épargnés par l'industrie ; cependant, on y reneomtie pollution métalijue résiduelle dont le
cadmium et le zinc sont les principaux resatas. Cette pollution, d’origine industrielle, ne
provient pas des rives de l'estuaire madis bassin de Decazeville (Aveyron), et plus
précisément d’'un ancien site dteaction de zinc (usine "Vieilldlontagne") situé de part et

d’autre du Riou-Viou, petit tributaire driou-Mort qui alimente le Lot.

1.1 — Un transport important de polluantsiétalliques depuis le.ot amont jusqu'a
I'estuaire de la Gironde.

Le réseau hydrographique LoGaronne / Gironde estaractérisé par un nombre important de
stations de mauvaise qualité (d’aptésclassement du SEQ-Eaux superficié)ledéclassées
par les fortes teneurs en métaux dues a l'anciectingté métallurgique du bassin industriel de

Decazeville (Figure 17).

Figure 17 : Qualité des eaux du Bassin Adour-Garonsi@-vis de la contamination métallique (eau,
bryophytes et sédiments confondigience de I'Eau Adour-Garonne 2005).

! La circulaire du Ministére de I'Ecologie et du Développement Durable - Direction de I'Eau (2005) fixe les limites
de qualité des eaux utilisées dans le cadre du Systeme d’Evaluation de la Qualité (SEQ) des eaux.
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En effet, une grande partie du sous-sol dudstéVieille Montagne" a été remblayée avec des
déchets industriels produits péctivité métallurgique a I'occami des restructurations de la
société. Ces déchets conjuguéseax stockés en divers lieuxrdssier Dunet, décharges de
Montplaisir et des Cérons, Iguu Mas) enrichissent les weade lessivage de matieres en
suspension chargées en éléments traces maedl{E&TM). Elles contaminent le Riou-Mort et
sont par la suite colléges par le Lot puis la Garonne, paboutir dans Estuaire de la
Gironde (Audryet al.2004b) (Figure 18). Malgré une dimition importante des émissions en
cadmium (Blancet al. 1999, Audryet al. 2004a), Schafeet al. (2002) ont déterminé que les
apports du Riou-Mort représentaient encbf®o des flux de cadmium responsables de la
pollution estuarienne. Les conceaitons en cadmium dissous prticulaire a l'exutoire du
bassin versant du Riou-Morbrst respectivement de 15-8)L et 350mg/kg, soit environ 1000
et 100 fois supérieures aux valeurs de la Garonne (Aatda. 2004a). Les analyses réalisées
par I'équipe TGMy ont montré la trés nette dominanceaduimium et du nic par rapport aux

autres meétaux (cuivre, plomb, arsenic, mercure...).

Figure 18 : Schéma du bilan des flux de cadmiussalis et particulaire dans le systéeme Lot/
Garonne / Gironde pour lI'année 2000 (d'apres Aatlg). 2004b).

Les métaux transportés le long du continuum susceptibles d’étre mobilisés sous forme
particulaire ou stockés dans $&diment (notamment au eau des retenues). lls peuvent

également étre accumulés par les organismes vivant dans I'hydrosysteme contaminé.

'TGM : équipe Traceurs Géochimiques et MinéralogiquMR EPOC 5805, Univsité de Bordeaux 1.
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1.2 — Biodisponibilité des métaux pour les organismes aquatiques le long du
continuum "Lot / Garonne / Gironde".

La pollution métallique de I'hydrosystéme LbiGaronne / Gironde aftte toute la chaine
écologique vivant dans le réseau hydrograpdj du phytoplancton awarnivores situés au

sommet de la pyramide alimentaire, et menace I'’économie estuarienne.

Les capacités d'accumulation des bryophytes vis-desanétaux sont exploitées pour le suivi

de la qualité des eaux supeidites par les Agences de I'EdLes concentrations en cadmium
mesurées dans les bryophytes de la riviere damt proportionnelles aux teneurs en métal
dissous dans I'eau (Agence de I'EadpAr-Garonne 1993, 1995, Rames 1995, Agence de I'Eau
Adour-Garonne 1996) et tradurdde gradient de contanation le long du continuum.

Andreset al. (2000) ont également observé des phénoménes de bioaccumulation du cadmium

dans les organes de plusieurs espéces deqs (breme, chevesne, gardon) (Figure 19).

Figure 19 : Concentrations en cadmium (en ng/g desgaads) dans les reins et les muscles de poissons
collectés le long de la riviére Lot en 1995, 1996 et 1997 (Aretrak2000).
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De plus, des études menées par le Réseau National d’Observation de la qualité de I'eau de
I'lfremer* (Figure 20) et par le LEESA (Baudrimoat al. 2003a, Baudrimonet al. 2003b,
Baudrimont et al. 2005) sur les Lamellibranches ont mis en évidence une accumulation
métallique dans le corps mou des bivalveseattuaire. On reléve une contamination aigué par

le cadmium des huitres sauvages de la Gironde (20R¥d@e chair en 2004), nettement
supérieure aux normes européendessalubrité pour les mollusquesHlg de poids frais)
(Reglement 466/2001/CE). L'estuaire de ladBae est donc fermé depuis plusieurs années a

la production, au ramassageata consommation d’huitredu fait d’'un taux en cadmium

supérieur au seuil réglementaire.

Figure 20 : Comparaison de la contamination au cadmium des huitres creuses de la Gironde et de
Marennes aux médianes nationales, pouateges 2002, 2003 et 2004 (IFREMER 2005b, a).

Les actions menées jusque récemment visage caractériser les apports polluants (et
notamment métalliques) dans le réseau hyaggue et a décrirdeurs effets sur les
organismes (Andrest al. 1999, Baudrimongét al. 1999, Andreset al. 2000, Goldet al. 2002,
2003b). Les enjeux des recherches en cours somestairation des teneurs en métaux dans le
continuum Lot / Garonne / Gironde / MaresrOléron a un niveau compatible avec la
Directive Cadre sur I'Eau ("Défi Cadmium” 8&gence de I'Eau Adour-Garonne). Ces études
affichent également des objectifs de préssmmades activités conchylicoles de Marennes-
Oléron, de réhabilitation des sites du bassibdeazeville et de développement touristique de

la vallée du Lot (par des tdtés nautiques notamment).

!lfremer : Institut francais de recheechour I'exploitation de la mer.
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2- Le "site atelier" en amont dela riviére Lot : une zone privilégiée pour I'étude des effets

des contaminants métalliques.

Le site expérimental "Lot amont”, c@msante de la Zone Atelier Adour-Garohremprend

des stations localisées sur le Riou-Mort let Riou-Viou, dans le bassin industriel de
Decazeville a l'origine de la contamination ypoétallique du Lot. Il a fait I'objet d'études
géochimiques et écotoxicologiques (Say 197&dqaellerie et Maliét 1993, Lapaquelleriet

al. 1995, Andreset al. 1999, Baudrimonet al. 1999, Blancet al. 1999, Andreset al. 2000,

Gold et al.2002, 2003b, Audrgt al.2004a) qui ont démontré sa pertinence en tant que modele
de gradient de pollution polymétallique.

Le GIS ECOBAG a contribué a une majorité de aitsides, et coordonne actuellement un
nouveau programme pluridisciplinaire visantaractériser les composantes géeochimique et
biologique (dont diatomées) deatibns du "site atelier" choes de fagcon a présenter un

gradient de contamination polytallique et / ou organique.

2.1 — Un projet de recherche inscrit dans ¢entexte de pollution polymétallique du

"site atelier".
A partir de minerais tels que kdende (ZnS) ou la calamine (Z8i0, @H),,H.O) acheminés
depuis diverses région de France et outremasiné de "Vieille Montagne" a extrait du zinc
pendant plus d'un siécle, jusgen 1987. Or ces minerais d@nnent non seulement du zinc,
mais également du cadmium, du cuivre, du plodebl'argent et du soufre, que I'on retrouve
dans les résidus d’extractionds purification du zinc. Jus@ul952, les résidus étaient stockes
sans traitement préalable surfesils. Les procédés d'inertagesdésidus ont été initiés par la
suite : traitement par cubilot (combwsti semi-réductrice) de 1952 a 1960, puis par voie
humide (de 1973 a 1985). L'enregistrement sédiaie historique alisé par Audry (2003)
sur des carottages dans la retedaeCajarc (premier barrage amal de la confluence du Lot
avec le Riou-Viou) met en évidence un enssbment du systéme hydrologique en éléments
traces métalliques liés aux résidus de traitgmainsi que l'impact des modifications des
procédés de traitement des minerais de zindesniveau de pollution polymétallique dans les
eaux du Lot.

! a Zone Atelier Adour-Garonne a été labellisée par le CNRS/PEVS en 2002.
’GIS ECOBAG : Groupement d’Intérét Scientifique "Eonnement, Ecologie et Economie des Bassins de
I’Adour et de la Garonne™.
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Figure 21 : Activités métallurgiques dans le bagsidustriel de Decazeville (vue aérienne du site
Umicore de Viviez ; photographie : Umicore).

C’est autour de la zone de rejets que se careéétude pluridiscipliaire des mécanismes de
contamination des hydrosystemes continentaxordonnée par le GIS ECOBAG dans le cadre
du projet ECOTDYN (programme national ACI-ECC) Ce projet a poubut d’analyser les
processus géochimiques et écotoxicologiquesaiés contamination métallique, il repose sur
une collaboration entre 11 équipdes laboratoiredes universités de Bordeaux, Toulouse et
Pau, du Cemagref et de I'INRA. kecherche s’articule autour de trois axes complémentaires :
géochimique aquatique (spéciation chimigdes métaux, flux et transferts de matieres),
biologie aquatique (bivalves, bilohs, poissons-zebres, larves xtnope) et transferts sol-eau-
plante dans les zones rivulargtabac, mais, laitue, haricot vert). Les mécanismes de
contamination du bassin versant du Riou-Mettleurs conséquencesir la composante
biologique sont étudié® situ, au niveau du site expérimentabt amont". En paralléle sont
développées des approches en laboratooer m@nalyser certains mécanismes dans des
conditions d'exposition parfaitement contrélées dfe renforcer les analyses interprétatives
des résultats acquis sur le terrain. Dans aetexte, les objectifs de cette these sont de
caractériser I'hydroclimat destes (physicochimie des eaux) @examiner les effets des
contaminants métalliques sur les carastigiies et la structure des communautés

périphytiques.

'leEcoTDYN : Ecotoxicologie et Ecodynamique des Contaminants.
ACI-ECCO : Action Concertée Incitative "Ecosphére Continentale".
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2.2 — Le site expérimental "Lot amont" : gactérisation des stations d'étude le long
du gradient de pollution métallique.

Nos expériences de terrain ont été menées stgiteratelier" corresponad au bassin versant
du Riou-Mort, le long de deux uos d’eau : le Riou-Mort etos affluent le Riou-Viou. Cing
stations ont été sélectionnées en fonctionlede accessibilité denaniere a présenter un

gradient de contamination orggae et métallique (Figure 22).

Figure 22 : Localisation des sites d'étude.
: sites faisant I'objet d'une implantation de bival&sricula flumined
: sites instrumentés par I'équipe TGM (préleveurs automatigues)

Station Moulin (Riou-Viou)

Le Riou-Viou prend sa source sur des tegaj@ologiques cristallins ou dominent gneiss et
micaschistes. Son régime hydrologique est ttiebravec des débits pouvant varier de 0,2 a
40nt/s. Large de 3m environ, profond de 20 & 12Gwion la période de I'année, le cours
d’eau présente a cet endroit un substrat esientent constitué de galets. Localisée en amont
de l'origine des rejets métalliques (Riou-Viounds, cette station peu anthropisée présente des

concentrations en métaux relativemefatibles dans la colonne deau (REd/L et

20,7Ry)Zn/L en moyenne pour I'année 2004).
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Station Usine (Riou-Viou)

Cette station a été choisie sur le lieu d’'impléiatadu site industriel de "Vieille Montagne", a
laquelle la direction de Umicore (qui occupe atiement les lieux) nous a autorisé I'acces. Le
cours d’eau est canalisé sur cefbme, sa largeur y est de 5mveon, sa profondeur varie de
10 a 80cm sur I'année. Le fond dusseau est constitué de sablaletgraviers. Le niveau de
contamination métallique est élevé, et montne variabilité extréme des concentrations en
cadmium. Ainsi, en 2004, les concentrations mogs mesurées dans la colonne d’eau étaient
de 15,7RCd/L pour le dissous (de 0,3 a 582) et de 367mgCd/kg poue particulaire (de

15 a 1430mg/kg).

Figure 23 : Photographies des stations du Riou-ViooulM (a gauche) et Usine (a droite), mai 2004.

Station Firmi (Riou-Mort)

Le bassin versant du Riou-Mort dispose d'une superficie de E5&viron et est caractérisé

par un régime torrentiel. Il nait sur des grépddites rouges du Permien et traverse ensuite le
bassin houiller de Decazeville. La station de s situe sur ces terrains permiens dans une
zone faiblement anthropisée, 5km a I'amont deolae urbaine de Decazeville, au niveau d’'une
dérivation du Riou-Mort dont le substrat est ¢idné de dalles de pierres. La largeur du cours
d’eau y est de 4m et sa profondearie de 10cm a I'étiage a ersh 50cm en hiver. Le niveau

de pollution organique y est assez faible stdencentrations métalliques moyennes proches du
fond géochimiqueife. de la composition naturelle en éléments chimiques) de cette zone du
Sud-Ouest du Massif Central (Andres 1997).
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Station Decazeville (Riou-Mort)

Aprés avoir drainé les terrains permiens,R®u-Mort continue sgrogression dans des
terrains houillers (dépbts sédimentaires du Cafém)i La station Decazeville est située sur
cette formation, a l'aval immédiat de l'aggiération decazevilloise et en amont de la
confluence du Riou-Mort avec Riou-Viou. Elle présente une &lge organique supérieure a
la station Firmi (Morin 2003¢t une concentration faiblen métaux (20-160ngCd/L en 2002
d'aprés les mesures de I'équipe TGM). A celreit, la largeur du Riou-Mort ne dépasse pas
4m, et sa profondeur connait desiations annuelles importantete 10cm jusqu’a plus d’1lm

en période de crue. Le fond du cours d’edicesstitué de galets et de blocs rocheux.

Station Joanis (Riou-Mort)

Ce site se trouve sur la rive gauche du couesw sur un substrat de sable et de galets. Au
niveau de cette station située a quelques kilometresral de la confluence du Riou-Mort avec
le Riou-Viou et a l'amnt de sa confluence avec le Lt#, site présente un niveau assez
important de pollution organique. A cet endrtis rejets métalliques drainés par le Riou-Viou
sont en partie dilués par les eaux provenanRoiw-Mort, et les corentrations métalliques
atteignaient en 2000 des valeurs moyennes d@yCd/L et 1,3 mgZn/L (Audret al.2004b).

Cette station fait I'objet d’un suivi des débits par la DIRE est caractérisée par un régime
torrentiel, avec un débit annuel moyen de *XMmet des variations journaliéres de débit

pouvant atteindre ura€teur 10 (Audry 2003).

Figure 24 : Photographies des stations du Riou-MorimiFDecazeville et Joanis (de gauche & droite),
juillet 2004.

! DIREN : Direction Régionale de I'Environnement
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2.3 — Des expérimentations de terrainlteng de deux gradients de pollution.

Les objectifs de I'étude ont conditionné le chdies sites de prélévement. Ainsi, le travail
s’articule autour de deux axes de recherctmept&@mentaires : un suivi mensuel des stations du
Riou-Mort et du Riou-Viou, ainsi qu’'une déterration précise de lamétique de colonisation

par les communautés périphytigue long d’'un gradient de fhation organique et métallique.

Caractérisation de la variabilité saisonniere iater-annuelle des stations du Riou-Viou et du
Riou-Mort.

Pour le suivi saisonnier, les différents sitbdchantillonnage des eaux et du biofilm ont été
définis de maniere a encadrer la source deacoination sur le Riou-Viou et sur le Riou-Mort.
Quatre sites ont ainsi été retenuDecazeville et Joanis (sur Reou-Mort), Moulin et Usine

(sur le Riou-Viou). Ces stations ont été suidam pas de temps de 4 semaines de mars 2004 a
décembre 2005 pour I'échantillonnage du biofilm. Elles ont également fait I'objet d’'une
implantation de bivalvesQorbicula flumineg, dont la collecte était synchronisée avec les

prélevements de aiilm (Figure 25).

Figure 25 : Implantation de substrats destinés @daperation du biofilm et a I'immersion des bivalves

(station Joanis, Riou-Mort).

Les études précédemment réalisées dans le hassint du Riou-Mort ont uniquement décrit
les communautés aquatiques en aval de laanunation, sans référence aux populations amont
(Say 1978, Rames 1995, Andres 1997, Anetesl. 1999, Baudrimongt al. 1999, Andreset

al. 2000, Gold 2002, Golet al. 2002, Baudrimonet al. 2003a, Feurtet-Mazedt al. 2003,
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Gold et al.2003b, Morin 2003). Cette expérimentatiomrpet donc une caractérisation fine de
stations sélectionnées a I'amont et a I'avaladeontamination sur les deux cours d’eau du site
atelier pendant deux années. Pour chacun desik#stainsi possible de décrire la variabilité
saisonniere et inter-annuelle du biofilm, et ptwécisément de larsicture des communautés
périphytiqgues, Elle autorise également ¢@mmparaison inter-station sur des périodes
déterminées, de maniéere a identifianfluence de l'origine des apportse( le cours d’eau
considéré) ainsi que les impacts dedatamination métallique sur le périphyton.

Etude de la cinétique d’étaldsement des communautés diatomiques le long du Riou-Mort.
Les stations du Riou-Mort (Firmi, Decazevillg Joanis) ont fait I'objet d’'une étude des
cinétigues de développementsdeommunautés périphytiqueSes trois stations, dont les
caractéristiques hydrodynamiques spraches, présentent unagient de pollution organique

et métallique a des distances relativemenuités. La station Firmi a été retenue comme
station de "référence", indemne de contamimabrganique et métallique. A I'aval, la station
Decazeville accuse les impacts dmgljlomération ; le cours d’eauésente des caractéristiques
d’eutrophisation marquées. Eatla confluence du Riou-Mort ae le Riou-Viou et celle avec

le Lot, la station Joanis draine les rejelis Riou-Viou et présente un niveau marqué de
contamination métalligue. L'étude des communautés diatomiques collectées sur substrats
naturels le long de ce ménggadient (Morin 2003) a montréne évolution notoire de la
composition spécifique de I'amont vers l'avalla@esource de pollution en été. Le choix des
stations Firmi, Decazeville et Joanis nous as®@ caractériser et a comparer les cinétiques
d’établissemenin situdes communautés diatomiques en ¢mas de référece, en conditions

de pollution organique et en conditions dest métallique, le long d'un seul et méme cours
d'eau.

Dans le cadre de ce suivi, Ipsélevements ont été réaliségemp3, 5, 8, 15 et 21 jours de
colonisation. Ces expériences, réalisées enitonsl estivales (juillet 2004) et hivernales
(mars 2005), permettent également d’évaluevddabilité saisonniér liee aux événements

extrémes d’étiage et deue le long du gradient.
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3- Etude en canaux artificiels des effetgle la contamination au cadmium sur des

communautés périphytiques cliectées sur le terrain.

L'étude des effets du cadmium sur les comm@sadiatomiques a également été étudiée en
conditions contrélées, afin delider ou d'infirmer les hypothéséssues des expérimentations

de terrain. Les études ¢aboratoire représentent en effei@yen de contréler la plupart des
facteurs abiotiques (physicochimie des eauxdisbler ainsi les réponses au facteur étudié.
Des communautés de diatomgexiphytiques collectées dans ri@ieére Riou-Mort ont été
introduites en suspension dans la colonne d¥saoanaux expérimentaux de laboratoire. Les
substrats artificiels vierges immergés dans ces meésocosmes ont permis de suivre le
développement des communautés sous diffém@mtsaux de contamination par le cadmium,
dans des conditions controlées, fixées de arana recréer des conditions proches de celles

observées sur le terrain.

3.1 — Evaluation des effets de la pollutigoar le cadmium sur les biofilms et la
structure des communautés de diatomées périphytiques.

Notre approche cherche a réaliser un camlantre l'approche expérimentale et la
modélisation de phénoménes observés sur le terrain. Les conditions d’expérimentation en
microcosmes permettent une simplification dectanplexité et de la variabilité du milieu
naturel, par la standardisation de la plupdet parameétres environnementaux a un niveau
choisi (facteurs physico-chiouies et de contamination).

Cette démarche devrait donc nous permettr&ompléter les observations réalisiéesitu et

de confirmer ou d'infirmer certaines hypothegesises quant aux effets du cadmium sur les
communautés diatomiques.

Elle devrait également nous renseigner deraglus précise sur la cinétique d’accumulation
du cadmium dissous dans le biofilm, ainsi quecgitains aspects de taxicité du métal sur
les diatomées.
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3.2 — Inoculation d'une suspnsion de biofilm prélevém situ.

bY

L'échantillonnage a été réalisé en hiver Gn2006), de facon a recueillir des biofilms
essentiellement constitués de diatoméesitfdm1975). Le périphyton prvenant de substrats
artificiels immergés a la ation Decazeville (Riou-Mortamont) pendant 1 mois a été
échantillonné sur le terrain, mén suspension et homogénéisns un volume de 2L. Trois
aliquotes ont été prélevées pour déterminer & {au moment de l'inoculation des biofilms
dans les systéemes expérimentaux) les concesrigan métaux dans leoliim et la structure
initiale des communautés diatomiques. Leeahi périphyton a été transporté au laboratoire
dans des glaciéres pour assurer la survieattpses, puis introduit dans la colonne d'eau de
quatre systemes expérimentaux indépendanigurd 26). Chaque unité expérimentale,
constituant un circuit fermé, était composée d'ooenne de distributn de I'eau vers trois
canaux artificiels montés en paralléles, contechacun six substrats artificiels vierges (lames
de verres de 150 cm? par face). Un réservoid@e permettait d'alimenter la colonne et les
canaux en continu grace a une pompe externe.riarse au niveau de la colonne y assure une
hauteur d'eau constante et manséquent garantit une alinbetion stable et continue des

canaux en eaux (par le maintien d'une différencariable de potentiel da la colonne d'eau).

Figure 26 : Systemes expérimentaux mis en pladelsuratoire (réalisation : Henri Bouillard, LEESA).

Ce dispositif expérimental a permis de fixer et de contréler les conditions environnementales
sous lesquelles se sont développés lesilmi®f: nature des substrats de colonisation,
profondeur d'immersion de ces substratdesge du courant, éclairement, température,
ressource en nutriments (milieu de cultureoddls Hole), niveaux de contamination en

cadmium...
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3.3 — Procédure de contamination des systemes expérimentaux.

Le contr6le des conceations métalliques revét une importarprimordiale, aaleur évolution
au sein des systémes expérimentaux conditionne les modalités d’exposition des organismes, les

capacités de bioaccumulationietfing, les effets toxiques.

A partir d'un apport initial de contaminardans la colonne d'eau des microcosmes,
correspondant a l'obtention d’uneoncentration nominale fixée, de nombreux processus
abiotiqgues et biotiques concourent a laspdrition plus ou moins rapide du produit :
mécanismes de dégradation, fixation sur les paessunités expérimentales, transferts vers le
compartiment biologique... Selon leur imgance, des procédures permettant une
compensation de ces phénoménes de déarmiessont indispensables au maintien d’'une
pression de contamination rel@ment constante pendant tol@edurée des expériences. La
décroissance des concentrations en cadmium @acolonne d’eau daunités expérimentales,
suite a un ajout initial, est impante et trés rapide (Gokt al. 2003a). En effet, les parois de
PVC des systemes expérimentaux absorbenfartenon négligeable du métal dissous. Pour
éviter de soumettre les organismes a des variations d’exposition aux métaux de trop grande
amplitude, nous avons pré-contaminé les syssemuelques jours avant l'inoculation du
biofilm, suivi et compensé quotidiennements lelécroissances deorentrations, afin
d’atteindre un "équilibre" dansdesystémes. Par la suite, leancentrations ont été mesurées
tous les jours pendant la premiere semaiegmErimentation puis deux fois par semaine durant
le reste de I'expérimentation,imfde conserver des conditiongerposition constantes tout en
limitant le nombre de dosages.

La contamination de I'eau des systemes expériaux et le maintien deoncentrations autour

de la valeur nominale ont été réalisés pautjd’'une solution concémee de chlorure de

cadmium (CdCJ, Merck, Darmstadt, Allemagne) dans la colonne d’eau.
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B— METHODES D’ECHANTILLONNAGE ET D’ANALYSE DES EAUX ET DU
PERIPHYTON.

Les différentes études ont donné lieu a desyaeal visant a décrire 'ambiance physico-
chimique du milieu dans lequel se sont déppées les communautés périphytiques et a

caractériser qualitativement et qtitativement le biofilm collecté.

1- Caractérisation de I'hydroclimat des stations.

Les expériences menees sur le terrain et leorddoire nécessitent une caractérisation fine de
I’hydroclimat des stations. Pour ce faire, diesr&nalyses physico-chimiques ont été réalisées
dans la colonne d’eau de maniere d'une pardéterminer les valeurs des parameétres
classiquement étudiés et la disponibilité eatriments (Rodier 1978)et d’autre part a

caractériser le niveau dentamination métallique.

1.1 — Détermination des paranres physico-chimiques usuels.

Chaque campagne de prélévetsem donné lieu a des mesumessitu et a des prélevements
d’échantillons de I'eau destations. Le Tableau 2 décrit Esalyses réalisées et les méthodes
de dosages utilisées.

Mesures physico-chimiques réaliséiessitu.

Sur le terrain, le pH, la température, la coniité électrique (estimation de la minéralisation
globale de l'eaui.e. de la teneur en sels dissous)ctacentration en oxygene dissous et la
saturation en oxygéne ont ététaténinés grace a l'utilisain de sondes multi-parametres
(WTW, Weilheim, Allemagne) calilées avant chaque campagréchantillonnage a partir de
solutions-étalon.

Analyses chimiques réalisées en laboratoire.

Deux litres d’eau ont également été collectés gige, stockés au frais et analysés au
Laboratoire d’Analyse des Eaux du CemagrefBdedeaux dans les 24 heures. Les dosages
concernent I'oxydabilité de la matiére organidulice permanganate),deconcentrations en
nutriments (en distinguant les formes ioniséesnon de l'azote — azote nitreux, nitrique,
ammoniacal et minéral soluble, azote Kgl, azote organique — et du phosphore —

orthophosphates, phosphoréatpet en silice.
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Tableau 2 : Analyses des principaux parametres physico-chimiques de la colonne d'eau.

Dénomination des analyses Méthodes de dosage (normes AFNOR)

Détermination de l'indice pemanganate NF EN ISO 8467

Nitrates NF EN ISO 13395

Nitrites NF EN ISO 13395

Azote ammoniacal NF EN ISO 11732

Azote minéral soluble NF EN ISO 13395 et NF EN I1SO 11732
Azote Kjeldahl NF EN 25663

Azote organique NF EN 25663 et NF EN ISO 11732
Orthophosphates NF T 90-023

Phosphore total NF T 90-023

Silice NF T 90-007

1.2 — Détermination des concentrationsetalliques dans la colonne d'eau.

La quantification et la caractéation des sources et des mésanes de transport érosif au
niveau du site-atelier impose uneéthodologie adaptée pour deivi des concentrations en
matieres en suspensions et en polluants métalliqgues (Blaic1999, Schafer et Blanc 2002,
Coynelet al.2004). Les stations Moulin, Usine et Joamig été instrumentalisées par I'équipe
TGM de I'Université de Bordea 1. Des préleveurs automatigugréquence journaliére) ont
été installés, avec une récupération des éttloast tous les 24 jours. Les concentrations
métalliques (cadmium, zinc, cuivre et plomdans les fractiondissoute (<0,2um) et
particulaire des échantillons ogté analysées par spectrorigéide masse a plasma couplé
(ICP-MS) au laboratoire TGM.

Pour les expériences de laboratoire, le suivi daau de contamination rtadlique a été réalisé
au LEESA. Les concentrations en cadmium ont@géurées tous les jours pendant la premiére
semaine et deux fois par semaine pendaneste de I'expérimentation. Le maintien d'un
niveau relativement constant de contaminatiotaitigue autour de laoncentration nominale
(concentration souhaitée) a été permis par dastsade chlorure de cadmium réalisés aprés
chaque dosage. L'appareil préleve 10uLdes éiiians d'eau prélevés puis acidifies (HNO
2%), gu’il mélange avec 4uL dsolution "palladium - Mg(N@)," (50/50) avant atomisation
pour les dosages par spectrophotométriesdigdtion atomique au four (Varian AA400 —
Zeeman correction, Victoria, Australia), les blamtdes échantillons cdfits sont traités en

méme temps que les échantillons libdite de détectin est 0,1ugCd/L.

67



Chapitre 2

2- Caractérisation qualitative et quantitative des biofilms.
2.1 — Méthodes d’échantillonnage du périphyton.

Pour les différentes expériencés périphyton a été échantillonsér des substrats artificiels.

Ce type de substrat permet de réaliser des préléevements quantitatifs, dans des conditions
relativement reproductibles d’'un siéel’autre et d’'une date aalitre. Aprés colonisation des
substrats vierges, il est possible de compl®rcommunautés qui s'y sont établies sur une
durée déterminée, qui sont représentatives du passé récent du milieu.

Notre choix s’est porté sur des substrats en verre, couramment utilisés autant en milieu naturel
(lvorra et al. 1999, Goldet al. 2002, 2003b, Duongt al. 2006) que pour les études de
laboratoire (Perest al. 1995, Pere®t al. 1997, Ivorraet al. 2000, Goldet al. 2003a). Ces
supports inertes permettent unhautillonnage simple par rackgrapide, et réduisant la
variabilité liée au prélévemerfour les expériences de &, des lames de verre (30Gopar

face) ont été insérées par sindales cages en plastique agms immergées dans la colonne
d'’eau des stations (Figure 27). Ces cages égsigle flotteurs en polystyréne sont ainsi
maintenues dans la zone photique et rattachdedberge. Les expériences de laboratoire ont

été réalisées dans des canaux amificmunis de lames de verre de 150¢Rigure 27).

Figure 27 : Substrats artificiels utiliségr le terrain et en laboratoire.

A chaque temps d’échantillonnage périphyton, les substrats sqrtlevés, raclés a l'aide
d'une lame de cutter et dilués dans un volwstadard d’eau minérale. Chaque réplicat est
soigneusement homogénéisé, puis séparé garsdis aliquotes dimsées aux analyses
suivantes : description de la biomasse en p(peeties B.2.2.) et dosage des concentrations
métalliques dans le biofilm (partie B.2.3.). ToufleEconnage utilisé pour le prélevement et la
conservation des échantillons destirés dosage des métaux est en Téflafe maniére &

limiter les réactions d’adsorption ou dégamp de métaux au niveau des parois.
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Figure 28 : Protocole de récolte du biofilm et devenir des échantillons.

Chaque prélevement de terrain sur substraifsceis a été accompagné d’'un échantillonnage
des communautés périphytiques directement substrat naturel, conformément aux
préconisations de la NF EN 13946 (AFNOR 200BJen que n’autosant pas l'analyse

quantitative, la collecte sur substrats natursdsisfait aux exigences de suivi biologique

normalisé pour la détermination de I'Indice Biologique Diatomées.

2.2 — Caractérisation de la biomasse en place.

A partir des échantillons de périphyton mis @rspension, des aliquotest été destinées a
I'analyse qualitative et quantitative du biofilm :
Description de la composition organique et minérale du biofilm :
20mL ont été assignés a la déimation du poids sec (PS) du biofilm et a la mesure de la
fraction organique, suivant la norme NF EN 872. Chaque échantillon a été filtré sur filtre en
fibres de verre. Aprés séchage du filtre a 08t pesée du résidu retesur le filtre, les
échantillons ont été passés 1 heure au f&00AC pour calculer la matiere séche sans cendre
(MSSC).

mfiltre

métuve
PS(mg/cn¥) — s

§ mfour mfiltre '
et MSSGmg/cn?) PSul ——..
© Meve Mire 2
Avec :
Mire : Masse initiale du filtre vierge (mg) ;
Mewve: Masse du filtre apres filtration deé€hantillon et passage I'étuve (mg) ;
Mour - Masse du filtre aprés passage au four (mg) ;

S : surface correspondante de support gratté (cm2).
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Détermination de la concentratioen pigments photosynthétiques :

De 5 a 20mL ont été utilisés pour le dosapectrophotométrique da concentration en
pigments chlorophylliens selon un protocole nfiédile la norme NF T®117. Aprés filtration

de la suspension de périphytors fdtres GF/C ont été conservas frais et a I'obscurité dans

un volume de 10mL d’acétone (90%). Apres Aék,absorbances de I'extrait acétonique sont
mesurées avant et aprées acidificatias, concentrations en chlorophyle(C;) et en indice
phéopigments @ sont déterminées d'aprés les équations de Lorenzen et exprimées en

pg/cma2 :

C.(@/cm?) 267 u(A665 A 750 (A,665 A,750 ..L‘;S

et P(A/cn?) 267 ul7 u(A.665 A 750 (A,665 A,750 uﬁ

Avec :

A665, A750 : absorbances de I'extrait a 665 eii750 nm avant acidification ;
A665, A750 : absorbances de I'extrait & 665 Bii750 nm apres acidification ;
v : volume d’extrait acétonique (mL) ;

L : trajet optique de la cuve utilisée (cm) ;

S : surface correspondante de support gratté (cmg2).

Mesure des concentrations raliques dans le biofilm :

Les dosages de métaux (cadmium et zinc motant) dans le biofilm ont été réalisés au
LEESA par Thuy Duong. 20mL d'échantillon ont étéservés au frais, avant d'étre filtrés
(Millipore Corp., 0,45®) puis acidifies (HN@ 2%). L'appareil (Varian AA400 a effet
Zeeman, Australie) préleve 10uL de solutiondd®e qu’il mélange avec 4uL de solution

« palladium — Mg(NO3)2 » (50/50) avant atomisation pour l'analyse de la concentration
métallique par spectrophotométrie d'adsorption aoenau four. Les blancs et les échantillons
certifies sont traités en méme temps que déehantillons. La limite de détection est de
0,10ug/L pour le cadmium et 10ug/L pour le zinc.

Dans le cadre de I'expérimentation en laboire, une deuxiéme qiocole de dosage des
concentrations en cadmium dans le biofilmté testé : les suspensions d’échantillon ont été
rincées a 'EDTA de maniére a éliminer la fran métallique faiblement liée et a doser de

facon plus précise les quantigscumulées par les organismes.
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2.3 — Analyses quantitative et qualitativde la structure des communautés de
diatomées.

5mL supplémentaires ont été prélevés et cagsedans 1mL de solution formolée (10%). Le
matériel vivant est ainsi fixé dans les condaifigohysiologiques des organismes au moment du
prélevement. Ces échantillons subissent emslgis traitements apmpriés a chaque type
d’analyse, puis font I'objet d’'un montage nmoscopique entre lame et lamelle. Chacun des
protocoles d’analyse est détaillé par la suite.

L’observation en microscopie phoigue des lames permet lengptage des cellules et leur
identification jusqu’au niveau de I'espéce. A padtun point de départ sur la lame défini de
maniére a pouvoir inventorier utombre suffisant de diatomées, la préparation est balayée
régulierement de long en large. Chaque cellulgpgse en compte si: alle se présente en
vue valvaire plutdt qu’en vue connective @ipposant que la probabilité pour une espece de
présenter I'une ou l'autre des valves est la mpme chaque espéce), les ¥ du frustule au
minimum sont visibles dans hamp du microscope, & diatomée est identifiable jusqu’au

niveau de I'espece.

Analyse quantitative des communautés de diatomeées.

La quantification des diatomées se fait par estimation de la densité totale de cellules présentes
dans les échantillons. Leur énumération esis@&alau moyen d’'une celdude comptage de
type cellule de Nageotte.

Un traitement aux ultrasons (7 minutes) estassaire a ’lhomogénéism des échantillons de
périphyton sans dommage sur flesstules (Samsera 2004). 100ubns prélevés et déposés sur
la cellule de Nageotte ; le dénombrementfesfie sur un total d&0 champs (1 champ
rectangulaire a une profondeur de 0,5mracgtespond a un volume d’échantillon de 1,25uL)
répartis sur toute la largeur de la clElulL'observation au grossissement x40 permet
d’apprécier I'hnomogénéité de lapatition de I'échantillon (akece d'un gradient de densité),
le grossissement x100 permet ensuitedi@ptage des cellules dans un champ.

La densité des diatomées sur les substrats (D, exprimée en nombre de cellulésneauiert

un comptage de 200 cellules minimum. Elle est calculée d’apres la formule :

AW
n u,L25

1
u_
S

Ou A : nombre total de cellules dénombrées ; n: nombre de champs ; V : volume initial de
I’échantillon formolé de périphytonR) ; S : surface totale des lames de verre raclées par

échantillon (crf.
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Analyse qualitative des communautés de diatomées.

L’identification des diatomées présentes dsséchantillons de périphyton est actuellement
réalisée d'aprés I'examen magcopique de leur squeletsdliceux, rendu possible par un
traitement permettant de débarrasser lesamddlons d’'une grande partie des matieres
organiques. Le protocole normalisé AFNGRF EN 13946) préconise un nettoyage par
digestion de la matiére organique : un traget des échantillons formolés a I'eau oxygénée
(H20,, 30%) bouillante de 10 minutes permet dgrdder la matiére organique. Un deuxiéme
traitement, a I'acide chlorhydrique (HCI, 35%duillant pendant 5 minutes est généralement
nécessaire pour obtenir un nettggasatisfaisant des frustuldses résidus d’eau oxygénée et
d’acide sont éliminés par des cycles succeskfeentrifugations (dninutes a 25009) et de
rincages a I'eau distéle. Une partie aliquotest déposée sur une lamgii®pre et déshydratée
par séchage. La lamelle est ensuiiwurnée sur une goutte de Napfiraéposée au préalable
sur une lame, le chauffage permet de chassebuées d’air et d’aboutia la fabrication de
lames permanentes.

L’identification des diatomées se fait paolservation en microscopie photonique (au
grossissement x1000) des lames préparées. L'afodétermination partsur 400 valves au
minimum, sachant qu’au-dela de 400 individesnombre d’espéces inventoriées n’augmente
plus de facon significative @e et Newall 2002). Les celluleesmptées sont identifiées au
niveau spécifique ou infraspéique a l'aide de la littérature appropriée, notamment la
SuBvasserflora de Krammer et Lange Bertd286 - 1991), les références étant actualisées
conformément a la nomenclature récente (ODIN version 2005). A pgir des inventaires
floristigues et des abondances relatives $iggieis de chaque échantillon, différentes
caractéristiques des peuplements diatomiques pe@ee obtenues. kst ainsi possible de
caractériser la structure des communautés, et la saisie informatique des résultats des comptages
dans le programme OMNIDIA (Lecointet al. 1993) facilite le calcubes différents indices
utilisés habituellement en routine (IBD, IPSvetisité de Shannon...), permet de définir les

caractéristiques écologiqugbbales des populations.

e Naphra® est une résine réfringente dont I'indice draction est de 1,74, commercialisée par Brunel
Microscopes Ltd., Angleterre.
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Identification de traits morphologiques.

La revue bibliographique suggere que certaiagstmorphologiques poraient varier avec le
niveau de contamination métallique. L'utilisation de ces attributs pourrait alors constituer une
piste intéressante a ewfkr pour la révélation depollutions mealliques.

Trois indicateurs en particulier ont été étudiés :

- la fréquence des anomalies morphologiques

Stevenson et Bahls (1999) osuggéré I'utilisation du pourctage de diatomées déformées
comme outil de la diagnose de la qualité des eawegard des toxiqudsors de la réalisation
des inventaires floristiquesles diatomées présentartes anomalies morphologiques
(concernant la forme générale des frusta@smme I'ornementation des valves) ont donc été
répertoriées. Leurs abondances relatives dasséchantillons (exprimées en %.) ont été
comparées avec le niveau de contamination métallique du milieu.

- le biovolume total des communautés

Le programme OMNIDIA permet d’extraire de la « base de données diatomées » le biovolume
théorique de chacune des espéces inventorfegmrtir de cette donnée et des abondances
relatives de chacune d’entre sllé est possible de calculan biovolume théorigue moyen de
la communauté (noté B), suivant la formule :

n

B | RA uB,,

i1
Ou n: nombre de taxons dans I'échantillon ;;RAbondance relative de I'espece i &},B
biovolume théorique de I'espéce i.

- la mesure de la lonqueur de certains taxons

La diminution de taillecellulaire constatée par certains auteurs (Cattahex. 1998, Joux-
Arab et al. 2000, Cattaneet al. 2004) sur sites contaminésest a ce jour pas exploitée pour
diagnostiquer la pollution métallique. Un travaibmétrique a été mis en place sur des especes
sélectionnées au regard de leur abondanctévesldans les échantiis. Un minimum de 40
individus par lameife. par échantillon) a étdesuré pour chacun de ces taxons, dans le sens
de la longueur. La moyenne ket dispersion des tailles indgdluelles ont ensuite fait I'objet

d’'une comparaison inter-échantillon.
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3- Traitement statistique des données.

L'analyse descriptive des données a nécessitéskaani ceuvre d'analyses multivariées de type
Analyse en Composantes Principales. La companastatistique de negriables quantitatives

a été réalisée par les méthodeatistiques appropriéeka comparaison d& moyennes a été
effectuée au travers du test de Student. Dansitaations ou l'analyse nécessitait la prise en
compte de plusieurs moyennes, les donnéeétértaitées par ANOVA (alyse de variance).

Le principe général de ces trois typeandlyse est développé dans cette partie.

3.1 —Statistiques descriptives.

L’Analyse en Composantes Principales (ACP) leste des techniques deriptives les plus
utilisées en écologie. Elle permet de réduire’'ettégrer la distancentre les données et de
convertir des variables interdépendantes cemposantes indépendantes et significatives
(Brosseet al. 2001). Dans le cadre de cette thess, AEP ont été effectuées a l'aide des
logiciels PC-ORD (McCune et Mefford 1999) 8TATISTICA (v5.1,StatSoft France, 1997)

pour décrire les conditions physico-chimiquescdminantes entre tsis, ainsi que pour
comparer la structure spécifigue des assegasladiatomiques. Les résultats obtenus sont
présentés sous la forme de graphiques bidsoanels. Les composastd et 2 (variables
synthétiques issues de la combinaison desabims réelles) décrivent un plan restituant la
majeure partie de linformation. Dans cette représentation, il est possible de visualiser la
projection des individugéchantillons) ainsi que celle des variables. paramétres physico-
chimiques ou abondances relativilss especes), les plus distnantes étantelles dont la
distance a l'origine est la plus importante. Ldsétllons peuvent aingitre regroupés d'apres
leurs similitudes et discriminés par un certain nombre de facteurs environnementaux ou
caractérisés par des assooias d'especes particulieres.

Certaines analyses ont également motivédilisation de méthodesde Classifications
Ascendantes Hiérarchiques (CAH) appliggéau données de maniere a regrouper les
échantillons au mieux pour obtenir une vision globale des échantillons sous forme de
dendrogramme. Le logiciel PC-ORD permet ddiséades clusters, classant les individus en
fonction de leur éloignement e par la distance de Ward. Cette distance géométrique est
généralement appliguée aux CAH, car ditworise des groupements les plus compacts

possibles dans I'espace des donniéegjui font le moins varier I'inertie intraclasse.
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3.2 — Tests statistiques pour diiscrimination des échantillons.

L'interprétation des résultats issus des expérimentaitiosgu et en laboratoire nécessite la
mise en ceuvre de tests statistiques.

Le test de Student est une méthode communénmdisée pour déterminer si la différence
observée entre les moyennes de deux édluasti est attribuable aux fluctuations
d'échantillonnages ou correspond a une différence endiie les deux échaliins. Il peut étre
appligué sous réserve d'unstdbution normale des valeurs.

L'analyse de variance (ou ANOVA) permet demparer les moyennes d'échantillons en
fonction d'un facteur étudié. drhpleur de la dispersion totale se décompose en dispersions
intra- et inter-groupes étudiés. Ces sourdes variabilité sont comparées de maniére a
déterminer si la source de variabilité mipale est attribuable au facteur étudie, au niveau

de contamination métallique. Les ANOVASs ont éftectuées a l'aide du logiciel SAS (GLM
Procedure, SAS Institute, 2005), aprés vérificatierla distribution normale des données et en
fixant le risque Da 5%. Dans les cas de rejet deypothése nulle, les tests de Student-
Newmann-Keuls ou de Tukey ont été utilispsur mettre en évidence des différences

significatives entre les groupes de données.

Dans le cadre du programme ticherche ECOTDYN, les objifs de cette thése sont de
contribuer a une meilleure connaissance : (i)laetructure des communautés matures du
bassin versant du Riou-Mort, garenant en compte la variéit# saisonniere efii) de la
dynamique d’établissement des biofilms et desmunautés diatomiques soumises aux effets
combinés des nutriments et des métaux. Ces éindst ont également permis de recueillir
des informations nombreuses et plus précisesetoant les effets suspectés des métaux sur la
morphologie des individus. Enfin, nous avons mn place une expérim@ation en conditions
contr6lées nous permettant d’étudier les effets spécifiques de lintensité d’exposition aux
métaux et du stade de développement denddrice organique sur les caractéristiques du
biofilm et sur les diatomées.

Les résultats obtenus dans le cadre de ceauxasont exposes au travers des trois chapitres
suivants : le Chapitre 3 est consacré au suinuah(saisonnier) desattons du bassin versant
du Riou-Mort, le Chapitre doncerne plus précisément a la tiopée de colonisation le long du
Riou-Mort, et le Chapitre 5 décrit les exjpéentations réalisées en laboratoire.
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CHAPITRE 3

Variabilité saisonniéere et inter-annuelle

des communautés du Riou-Mort et du Riou-Viou

|dentification de descripteurs des pollutions métalliques



Chapitre 3

Préambule.

Une étude préliminaire de la chimie et deguak benthiques du Riddert, avait été réalisée
par Say en 1978. Depuis, le bassin versantait I'objet d’'un suivi conséquent de la
physicochimie et des éléments traces métallicassyré par les géochimistes de 'TUMR EPOC
notamment (Philipps et Jouanneau 1986, Scheifed. 2002, Audryet al. 2004b), et par la
DIREN pour ce qui concerne lgsarametres classiques de suivi, a la station Joanis. En
revanche, I'examen des communautés périghgs du bassin versamta été repris que
tardivement, a liitiative d’'une collaborationLEESA / Cemagref (Gold 2002, Golet al.
2002, Feurtet-Mazedt al. 2003, Goldet al. 2003b). Ces travaux présentent un suivi hivernal
des communautés de diatomées établies sur ssbattiiciels, au niveau de la station Joanis.
Par la suite, une caractétisa des communautés estivalesRiou-Mort échantillonnées sur
substrats naturels (galets tpies) a été proposée (Morin 2008yant le commencement de
cette thése. La prise en compte du compartirbeogique des diatoméedans le programme
ECOTDYN nous a ensuite permis de réaliser caractérisation plus précise des communautés
algales du bassin versant, sur une échelleenigps conséquente (deux années), et avec une

fréquence d’analyse de I'ordre du mois.

Au travers de cette étude, nous avons miswdence I'importance déacteurs de petite
échelle, notamment de l'origine des échantillons en termes de cours d’eau (géologie du
substrat, disponibilité en nutriments...), dar composition des assemblages diatomiques.
L’étude plus spécifique de la station Joanis r@a®nné I'opportunité deécrire la variabilité
saisonniére et inter-annuelies communautés, en s’affranchigsde I'effet "cours d’eau”, et
méme de I'effet "site”, mis en évidence préalaldemEnfin, le cadre de ces travaux a favorisé
I'identification de descripteurs morphologies spécifiques des pollutions métalliques :

- une réduction significative de faille des individus en conttbns de stress métallique ;

- 'apparition d’anomalies morphologiques @es fréquences siticativement plus
importantes dans les sites contamineés.
Ce chapitre a donc pour objectifs de canmdeté les communautédiatomiques du bassin
versant, en termes de varidtélgéographique et temporelle, d&¢ présenter les indicateurs
morphologiques qu’il nous semble pertinent de tpmer pour la mise eévidence des effets

des pollutions polymétalliques.
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A — CARACTERISATION DES COMMUNAUTES DU BASSIN VERSANT DU RIOU-
MORT.

Dans le cadre du projet ECOTDYN, des opéradi de suivi de grale envergure ont été
réalisées sur quatre stationshiissin versant du Riou-Mort (Ml et Usine sur le Riou-Viou,
Decazeville et Joanis sur le Riou-Morpendant deux ans, avec une fréguence
d’échantillonnage de 24 jouesiviron. Chacune des campagd&hantillonnage a donné lieu
a une caractérisation de I'hydroclimat deatishs (analyses physico-chimiques des eaux,
situ et en laboratoire), du biofilnfen termes de biomasse miie et de bioaccumulation

métallique) et des communautés diatomiques.

La premiére partie de ce chapitre a pour dbgede décrire les conditions environnementales

de développement des biofilnlsurs caractéristiques ainsi gus Bssemblages diatomiques en

place La variabilité saisonniére atationnelle des conditions deilieu se traduit par une
disparité importante des résultats obtenus paudi#férents descripteurs étudiés. En termes
d’assemblages diatomiques, le facteur le glogcturant a été identififomme étant le cours
d’eau d'origine, les apports nutritifs ainsi qlee substrat géologiqud’origine discriminant
nettement les communautésRiou-Mort et du Riou-Viou.

Devant I'abondance de la donnée disponible £stirces de variation observées, nous avons

ensuite choisi de caractériser plus finement descripteurs pour une station en particulier

Notre choix s’est porté sur la station Joanis, qui fait I'objet d’un suivi de la part de la DIREN et
dont les communautés ont été auparavant étu@gss1978, Gold 2002). Méme si I'analyse
reste délicate, le suivi de cette station npermis de discerner des tendances lourdes :

- I'installation du biofilmn’est pas exclusivementrditionnée par les débits ;

- les communautés diatomiques peuvent dest un bon outil debioindication de la
contamination cadmium / zinc ;

- 'apparition d’anomalies morphologiques asdeéquences inhabituelles semble pouvoir

constituer un indicateute pollution métallique.
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1- Conditions de développemenies communautés diatomiques.
1.1 — Caractéristiques physico-chimiques des cours d’eau.

Un suivi mensuel des communautés diatonsgaeété réalisé sur la période avril 2004 —
décembre 2005 ; les prélévements ont été effestwdgs quatre sites suivants : Decazeville et
Joanis sur le Riou-Mort, Moulin et Usine sarRiou-Viou (Figure 29)Des échantillons d’eau

ont été collectés simultanément pour la débeation des parameétres physico-chimiques
classiques et I'analyse des concentrationawgriments conformément aux protocoles définis

au Chapitre 2 (B- Méthodes d’échantilloneag d’analyse des @aet du périphyton).

Figure 29 : Localisation des sites étudiés dans le cadre du suivi annuel.

Les eaux des quatre stations présentent sur I'ashes@H proches de la neutralité (7,7 + 0,3).
Leurs températures suivent un cycle saisonrgieec des valeurs minimales prises en mars
(3,9 £ 2,0°C) et maximales atteintes en a@ltq + 1,4°C). Les tempétaes mesurées sur le
Riou-Viou sont quasiment toujours inféures de 2°C a celles du Riou-Mort. Les
concentrations en oxygene dissous dassshux, fluctuant autour de 7,6 £ 2,2rtiGsur les
deux années de I'étude, assurane oxygénation satisfaisargefavorable au développement
algal. Ajoutons que les apports sitice (concentrations comprsentre 4,5 et 14 mgSi/L, avec
une moyenne bisannuelle de 7,8 + 2,3mgSi/L) Brgement suffisants au développement des

diatomées.
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Les deux cours d’eau présentent cependantddEsences manifestes de physicochimie en
termes de conductivité électriqaede disponibilité en nutrinés (Figure 30 et Figure 31). Les
stations du Riou-Viou sont catérisées par des eaux de coruhité faible (240 + 50uS/cm a
Moulin) a relativement importantes (980 £ 370u8/a Usine), alors que les valeurs mesurées
sur le Riou-Mort sont fréquemment tréegwes (1400 + 900uS/cm), avec des pics pouvant
atteindre 4500uS/cm (a Decazeville en obce 2005). Ces valeurs considérables sont
attribuables a l'origine géofjique du cours d’eau (le Riou-Moprend sa source sur des
terrains permiens et draine des sot®dimentaires du Carbd@ie), mais plus
vraisemblablement a la localigan des sites a I'aval de tglomération de Decazeville. En
effet, quelgques centaines de metres en amoid deation Decazevillse trouve une laverie,
suspectée de jouer un réle dans le relargdagslutions fortement minéralisées dans le cours
d’eau.
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Figure 30 : Conductivités électrigues mesurigesitu aux dates de prélévement des échantillons de
périphyton.

La disponibilité de la ressource nutritive constidigeplus un facteur discriminant majeur entre
les deux cours d’eau. Les formes biodisponible$aimte et du phosphoont en effet trés
peu présentes a Moulin (0,6 £ 0,8mgiL ; 0,07 £ 0,07mgP/L), un peu plus importantes a
Usine, a l'aval de l'agglométian de Viviez (1,2 + 0,58mgi/L ; 0,10 + 0,05mgP/L) ;
toutefois ces concentrationsont bien inférieures a cedlemesurées sur le Riou-Mort
(3,4 = 2,2mgNe//L, 0,56 * 0,44mgP/L). Les eaux dudBiViou, comparées a celles du Riou-
Mort, sont faiblement impactées par I'anthrop@a En revanche, lestations de Decazeville
et Joanis, situées a I'aval de I'agglomératimgoivent une pollution organique relativement
importante. Entre Decazeville et Joanis, ilatibn par les apports du Riou-Viou ne suffit pas a
compenser ce niveau de contamination, auqagbtent les rejets dhe station d’épuration

située quelques centaines de métres a I'amont de la station Joanis.
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Figure 31 : Disponibilité des ressources nutritives : gtemdes concentrations en azote ammoniacal et
en orthophosphates mesurées aursld’'échantillonnage du périphyton.

Les concentrations en cadmium et en zinc mEmidans les phasesshute et particulaire
(Figure 32) mettent en évidence un gradient amont - aval de la source de contamination
métallique. Elles sont :

- quasiment inexistantes a Decazeville ;

- relativement faibles a Moulin (0,3 + 0@Qd/L, 20,7 + 8,5ugZn/L, 31,5 + 13,5mgCd/kg
et 1580 + 430mgZn/kg) ;

- tres au-dela des seuils de "trés mauvgisaité" selon les quaidations du SEQ-Eaux
superficielleS au niveau des stations aval, & @si{35,4 + 20,7ugCd/L, 1315 + 808ugZniL,
393 + 178mgCd/kg et 16300 + 7800mgZn/kg) ainsi qu'a Joanis (25,9 + 14,7ugCdiL,
1515 £ 990ugZn/L, 639 + 307mgCd/kg et 14800 + 5700mgZn/kg).

Les valeurs élevées en cadmium et zinc observées ici concordent avec les gammes de
concentrations mesurées sur des fenétressdiwhtion plus longues (la station Joanis fait
I'objet d’un suivi régulier degéochimistes de 'UMR EPOC depuis 2000). Pendant la période
étudiée, 'augmentation des concentrationgrgaux dissous est corrélée a la réduction des
débits, 'année 2004 / 2005 ayant connu un au&oranun hiver exceptionnellement secs
(données hydrologiques de la DIREN). Lesncentrations en métaux dans la phase
particulaire, en revanche, sont relativementletalsur I'intervalle de temps étudié, les pics
estivaux mis a part. Ces valeurs anormalen@atvées sont vraisemblablement dues a la
présence, dans les prélevements analysis paillettes métidues, ce qui gonfle

artificiellement la concerdition mesurée (Schafer 20@@mm. pers.

! La version 1 du SEQ-Eaux superficielles fixe la limite inférieure de "trés mauvaise qualité" a 3ugCdiL,
330pgZn/L, 7TmgCd/kg et 680mgZn/kg.
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Figure 32 : Concentrations en cadmium et en zinc dans les phases dissoute et particulaire déterminées
sur les échantillons d’eau collectés par préleveawtomatiques (données : UMR EPOC, année 2004)

pour les dates des campagnes "diatomées".

L’analyse préliminaire des rcactéristiques physico-chimigsiedes eaux révéle ainsi des

différences marquées entre le Riou-Mort eRieu-Viou au travers de parameétres majeurs tels

que la conductivité et les concentrations en mdrits. Elle souligne d’autre part I'existence

d’'un gradient amont - aval de contaminationypattallique, avec des concentrations mesuréees

a Usine et Joanis trés largement supérieares niveaux acceptables dans les cours d’eau

européens.
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1.2 — Des hiofilms a biomasse tres variable.

La production de biomasse algale a été estimme&avers du poids sec, de la matiére séche
sans cendre (ou MSS(Ce. la fraction organique dea matiére seche) et de la concentration en
pigments chlorophylliens. Les poids secs prenudestvaleurs en dents de scie plus ou moins
rapprochées (Figure 33) avec des pics de gdug,5mg/cm?, excepté a Moulin ou I'on mesure
quelle que soit la date moins de 0,15mg/cm?2. Rette station, la faiblesse des valeurs est
vraisemblablement liée a des apports réduitenatieres en suspension ainsi qu’a la pauvreté
minérale et organique des eaux de la statitm.revanche, ni les cycles saisonniers, ni les
variations de régime hydrologique, ni méres rares observations de broutage par des
oligochétes (sur quelques éctibons de printemps, a Joanis et a Usine) ne suffisent a
expliquer les fluctuations importantes de pads observées aux autres stations. On remarque
des variations semblables dans les valeunnakiere seéche sans cendre, la fraction organique
représentant respectivement, pour le Riou-\V@bue Riou-Mort, de 16 + 4% et 22 + 2% en
hiver a pres de 50+ 12% et 40+ 5% en €&, qui atténue en partie 'amplitude des
fluctuations. Les valeurs de chlorophyd€Figure 33) sont générahent comprises entre 0 et

2mg/cm?, avec des pics correspondant a ddgguations d’alguesilamenteuses en éte.
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Figure 33 : Valeurs des estimateurs de biomagseids sec du biofilm et concentrations en
chlorophyllea.

L’hétérogéenéité spatiale et temporelle non eed@nt de la distribution des concentrations
métalliques dans l'eau et les matiéres en eusipn, mais également d’autres parametres,
notamment la structure des biofilms périphytgjuafluencent 'accumulation métallique dans
la matrice organique. Sur la période consddéron a mesuré des concentrations moyennes
allant de 14,9ugCd/g de poids sec et 18¥Zh/g de poids sec a Decazeville jusqu’a
630ugCd/g de poids sec a Joanis ou 16000ugZn/g de poids sec a Usine.
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2- Des assemblages reflétafiorigine du périphyton.

L’atlas des diatomées du bassiersant du Riou-Mort (Moriret Coste 2006a) fournit une
description et une iconographietaiées de toutes les especes rencontrées lors des campagnes
d’échantillonnage de 2004 et 200Bans cette partie, nous peésenterons que les espéces

majoritaires des cours d’eau.

2.1 — Une structure des assemblages datren avec le cours d’eau d’origine.

La classification ascendante hiérarchique basdr les abondances relatives des différentes
especes (Figure 34) met en évidence uneratpa assez nette entre les communautés du
Riou-Mort et du Riou-Viou. Akes-ci sont caractériséggar un pool commun de taxons,
typiques du bassin versant; des abondancefivesaplus élevées éspeces particuliéres
différencient les deux cours d’eau (Tableau 3)toNs ici que c’est avant tout le cours d’eau
d’'origine qui permet la séparation en deux ws; le niveau de contamination métallique

influe dans un second temps sur lanposition spécifique des assemblages.

Figure 34 : Classification ascendante hiérarchigaigée sur la base des abondances relatives des
especes de diatomées édillemnées sur le Riou-Mort (en mauve) et le Riou-Viou (en bleu) lors des
campagnes 2004-2005.
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La plupart des taxons inventoriés lors de céttele sont relativement courants dans les eaux
francaises. La structure des assemblagesgcipalement liée @ caractéristiques physico-
chimiques du milieu dans lequel on les reteusemble ici fortement conditionnée par les
parametres conductivité éteque et disponibilié en nutriments. Ceux-ont effectivement été
identifiés comme variables fortement structuramans la distinction entre Riou-Mort et Riou-
Viou. Les assemblages du Riou-Mort sont ainsi dominés notamment par les espéces
Gomphonema parvulumar. parvulum f. parvulum Navicula (dicta) seminulumNavicula

veneta Nitzschia paleaet Ulnaria ulng, identifiées par Tisomt al. (2005b) comme espéces
caractéristiques d’assemblageencontrés en milieu imp&ctdans les hydroécorégions a
conductivité élevée et a forte contaminatiogasique. Les communautés du Riou-Viou sont,
elles, dominées par des espéces typiques de milieux plus ou moins impactés a faible
conductivité électrique Achnanthidium subatomuEncyonema minutunfrragilaria gracilis

et Navicula cryptocephaléTisonet al.2005b).

On observe sur la Figure 34 deunglusions notables (notées é¢1 12) d’'inventaires provenant
du Riou-Mort dans la branche du cluster regrosipes échantillons dRiou-Viou. Ainsi, le
sous-cluster figuré par le 11 est trés différdatla partie contenant les échantillons du Riou-
Viou, et plus encore des flores habituellemettouvées dans le Riddert. Ceci traduit une
modification importante de la structure des communautés a Decazeville et a Joanis au
printemps 2004, marquée par une prolifératiolchnanthidium minutissimuet Encyonema
minutum par une représentation réduite @clotella meneghinianaNavicula (dicta)
seminulumet Navicula venetaainsi que par une légére dimation des abondances relatives de
Nitzschia paleat Ulnaria ulna L’inclusion notée Iales inventaires de Joanis pendant I'hiver
2004 / 2005 est a relier aux condits hydrologiques hivernales. dette période en effet, les
débits du Riou-Mort amont ont été fortement rédldgtstation Joanis était alors principalement
alimentée par les eaux du Riou-Viou, ce gupliejue les similitudes de composition des
assemblages de la station Joanis avec dauRiou-Viou : on y retrouve des especes corAme
minutissimum E. minutum Fragilaria capucina var. capucina ou F. gracilis dans des
abondances bien plus élevées qu'aux autrdesdde prélevement. Notons également la
disparition conjointe dé’innularia parvulissimataxon d’ordinaire trégaractéristique de la

station Joanis.
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Tableau 3 : Espéces dominantes inventoriéesdesscampagnes d’échantillonnages 2004-2005 sur le
Riou-Mort et le Riou-Viou.

Référence
planche

Especes communes au Riou-Mort et au Riou-Viou
Achnanthidium saprophil@ADSA)
Amphora pediculu¢APED)

Cocconeis placentulear. placentula(CPLA)
Fragilaria ulnavar. acus(FUAC)

Melosira variangMVAR)

Navicula viridulavar. rostellata(NVRO)
Nitzschia dissipatédNDIS)

Nitzschia linearisvar.linearis (NLIN)
Planothidium frequentissimu(RPLFR)
Rhoicosphenia abbreviaifR ABB)

Especes rencontrées préférentiellemeriteval du Riou-Mort et du Riou-Viou
Eolimna minimg EOMI)

Pinnularia globicepgPGLO)

Surirella brebissoni(SBRE)

ANOCIOTWENEAEDN

a LN

Espéces caractéristiges du Riou-Mort

Gomphonema olivaceuwar. olivaceum(GOLI)
Gomphonema parvulurar. parvulumf. parvulum(GPAR)
Navicula lanceolatdNLAN)

Ulnaria ulna(UULN)

Especes rencontrées préférentiegtient en amont du Riou-Mort
Cyclotella meneghinian€CMEN)

Navicula gregariad NGRE)

Nitzschia palegNPAL)

Navicula (dicta) seminuluNVDS)

Navicula venetdNVEN)

Nitzschia acicularigNACI)

Espéces rencontrées préférentietient a I'aval du Riou-Mort
Pinnularia parvulissimgPPVS)
Surirella angustdSANG)

P whb

W N OTWEF

o b~

Especes caractéristiques du Riou-Viou
Achnanthidium minutissimu(ADMI)
Encyonema minutuENMI)

Fragilaria capucinavar. capucina(FCAP)
Nitzschia fonticoldNFON)

Planothidium lanceolaturPLAN)

Espéces rencontrées préférentietient en amont du Riou-Viou
Achnanthidium subatomy@aDSU)
Navicula cryptocephal@\CRY)

NOITFR, AN

wWN

Espece rencontrée préférentiellement a I'aval du Riou-Viou
Fragilaria gracilis (FGRA) 1
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CENTRIQUES Pl. 1
MVAR CMEN
PENNEES
- Araphidées
FGRA
FCAP UULN
FUAC

Figure 35 : Espéces majoritaires inventoriéeslsurassin versant du Riou-Mort (campagnes 2004-
2005). Microphotographies issues de Coste (1999).
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- Monoraphidées Pl. 2
ADMI ADSA ADSU
PLFR PTLA
CPLA
- Biraphidées
EOM| NVDS

Figure 35 (suite).
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- Biraphidées (suite)

NLAN

NVRO

Figure 35 (suite).
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- Biraphidées (suite) Pl. 4
PGLO PPVS RABB
APED ENMI
GoLl GPAR

Figure 35 (suite).
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- Biraphidées (suite)

NPAL

NACI

SANG

Figure 35 (suite).
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2.2 — Quelques espéces dominantes en conutidexposition métallique (Cd / Zn).

Le cluster présenté en Figu@ révele des différences majes dans la structure des
communautés diatomiques, en relationrecie avec la physichimie (conductivité,
concentrations en nutriments) de terrainpé&uwant, une analyse plapprofondie de la
composition des assemblages sgndi la présence, a I'aval da source de contamination
métallique, d’especes particulieres erogmrtions majoritaires. Ainsi, I'especEolimna
minima commune aux deux cours d’eau, est présemi@bondances relatives plus élevées aux
stations Usine et Joanis qu’a Moulin ou Decdl®\Cette espéce, fréquemment reportée dans
des milieux impactés par les métaux (Pexeal. 1997, Goldet al. 2002, Feurtet-Mazedt al.
2003, Szaboet al. 2005), est considérée aux EtatsgJmomme un indicateur fort de
contamination métallique (Bahls 2008pmm. per3. Les especes du genRurirella, et
particulierementS. angusta sont également reportées comtoéérantes a la présence de
meétaux dans le milieu (Takamued al. 1989, Goldet al. 2002, Feurtet-Mazeét al. 2003,
Ferreira Da Silvat al.unpubl.).

Les especesPinnularia globiceps var. globiceps et Pinnularia parvulissima dont la
distribution géographique est rid@ment restreinte, constituent I'originalité principale des
assemblages du bassin versant, et sembégyalement typiques d'une contamination
métallique. L'espec®. parvulissimasouvent identifiée comnie. gibbag a été dénombrée en
abondances remarquables darssdeurs d’eau exposés a de dgriconcentrations en métaux

lourds, dont le cadmium et le zinc (Admira&dlal. 1999b, Gomez et Licursi 2003).

La quantité considérable dformation recueillie au traver des nombreuses campagnes
d’échantillonnage réalisées nous permet de caractériser globalement les conditions de milieu
rencontrées dans le bassin versant etdesmunautés diatomigsejui s’y développent.

Nous avons choisi de nous irdéser plus particidrement a la station Joanis, station pour
laquelle nous disposons des données classiquesurées lors de nos campagnes, mais
également de données hydrologiques précises (larsfatt I'objet d’'un suivi de la DIREN) et

de données historiques aamnant le niveau deontamination métallique.
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3- Variabilité saisonniére et inter-annuelle :iexemple de la stationJoanis sur le Riou-Mort

aval.

Long-term survey of heavy-metal pollution, biofilm contamination and diatom
community structure in the Riou-Mort watershed, South West Francé

Morin, S®*  Duong, T.T®" Dabrin, A%, Coynel A®, Herlory, O°, Baudrimont, M’, Delmas, F, Durrieu, G,

Schéfer, §, Winterton P, Blanc G¢, Boudou, A°, Coste, M

2 Unité de Recherche Réseaux, Epuration et Qual#¢d&dax, Cemagref, 50 avenue de Verdun, F-33612 Cestas.

® Equipe Géochimie et Ecotoxicologie des Métaux dans les systémes Aquatiques GEMA, UMR 5805 EPOC,
Université Bordeaux 1, Place du Doct&artrand Peyneatr-33120 Arcachon.

¢ Equipe Géochimie et Ecotoxicologie des Métaux dans les systéemes Aquatiques GEMA, UMR 5805 EPOC,
Université Bordeaux 1, Avenue de Facultés, F-33405 Talence.

4 Université Paul Sabatier — Toulouse I, 118 route de Narbonne, F-31062 Toulouse Cedex 4.

Abstract:

In a metal-polluted stream in the Riou-Morttesshed in SW France, periphytic biofilm was
analyzed for diatom cell densities and taxonomic composition, dry weight and metal bio-
accumulation (cadmium and zinc). Periphytic oilmtcommunities were affected by the metal
but displayed induced tolerance, seen througicstral impact (dominance of small, adnate
species) as well as morphological abndities particularly in the generaUlnaria and
Fragilaria. Species assemblages were charactebyedxa known to oceun metal-polluted
environments, and shifts in the community stnoetexpressed seasonal patterns: high numbers
of Eolimna minima Nitzschia paleaand Pinnularia parvulissimawere recorded in Summer
and Autumn, whereas the speci&rirella brebissonji Achnanthidium minutissimym
Navicula lanceolataand Surirella angustawere dominant in Winter and Spring. Commonly
used indices such as thea®hon diversity index and Spéci Pollution sensitivity Index
reflected the level of pollution and suggest seas periodicity, the lows diversities being

observed in Summer.

Capsule:
Periphytic biofilm diatom communities are sui@bndicators for the bioassay of elevated

levels of metals in contaminated river water.

! Article soumis &nvironmental Pollutioren septembre 2006.
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Keywords:
Geochemical survey; Cd; Zn; Metal bioaccuniol® Biofilms; Periphytic diatoms; Valve

abnormalities

1. Introduction

The Gironde estuary exhibits a polymetallic pollution which has notable consequences on the
biota in the coastal zone; the estuary hasnbclassified as “zone D” by the National
Observation Network (RNO), i.e. it is forbiddemharvest oysters for consumption, production
or purification. The most important source eddmium is located in the former zinc ore
treatment area of Decazlw, in the Riou-Mort watershed, small tributary of the Lot River
(Boutier et al. 1989, Latouch#992). Although metal emissionie the source zones have
clearly decreased duringettiast two decades (Audef al. 2004c), Zn an@d concentrations in
water and suspended particulate matter (sBtll are important (Coynel 2005). Moreover,
decreasing acceptable threshold concéntra for seafood (e.g. Cd: <5 pggdry weight;
European Community, 2002) and the historicdtigh levels of metal in the Lot River
sediments (Audryet al. 2004), strengthen ehpotential socio-economic impact of the Cd
pollution, (e.g. for oyster prodtion at Marennes-Oléron, ~30 knorth of the mouth of the
Gironde estuary).

Biomonitoring is a powerful tool for assessimguatic ecosystem health further to physical and
chemical analyses. It involves organisms tuat likely to reveal the environmental changes
brought about by natural and anthropogenic npheena. In freshwater environments,
periphytic algal assemblages are the main pgrpanducers. As they are composed of a large
number of species with various ecological tahees, and due to their position in the foodweb
and their short life cycle, they are powerful legical indicators. Howeer, few field studies
have been carried out to characterize the alterations occurring in periphytic communities owing
to long-term metal contamination. Most oktkurveys performed one to four samplings per
year (Foster 1982, Lindstrgm et Rgrslett 1991, McFarradl 1997, Hillet al. 2000a, Sabater
2000), but studies on periphytonsiea on monthly sampling frequaes are rare (Takamued

al. 1990, Nakanishet al. 2004). In the present expeent, a long-term geochemical and
diatom survey was conducted from April 2004vtarch 2005 at a highlgnetal-polluted site on
the Riou-Mort River. Our approach aimed rielate benthic community structure to metal
exposure. Cadmium and zinc concentrations weeasured in water, suspended particulate

matter (SPM) and in the biofilm to characterihe geochemical behaviour of Cd and Zn and
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their impact on bioaccumulation kinetics. Bentebmmunities are described through diatom
assemblages, applying the Specifidli®mn sensitivity Index (SPI, Cosiea Cemagref 1982)

and the Biological Diatom Index (Lenoir andsI®, 1996; nationally standardized in 2000, NF
T90-354) commonly used for routine biomonitoring in France. The taxonomic composition of
the assemblages, commonly used indiceBl,(SShannon index) and the frequency of
morphological aberrations occurring in some @hatspecies were determined and discussed as

a response to metal contamination.

2. Material and methods

2.1. Study site

The Riou-Mort River (wtershed area: 155 Kndrains the Decazeville area known for
polymetallic pollution due to former open-cast coal mining and Zn ore treatment. The mean
annual discharge of the Riou-Mort River tae studied siteJoanis, was ~1.9 fis* during
2000-2003 and ~0.98%s™ during the study perio(March 2004 to March 2005, data from the
DIREN: French regional environment department).

The experimental site on the Riou-Mort Riverich is located close to the outlet of the
watershed and downstream from the formertogatment site (Figuré), receives cadmium-

and zinc- enriched water from this pollutant source (Boetiat. 1989, Latouche 1992).

Fig. 1: Study site.
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2.2. Sampling and sample analyses
2.2.1. Stream water physicochemical parameters

Temperature, pH, conductivity and dissolved oxygere measured in the river every 24 days
(WTW, Weilheim, Germany), during the 13-momkperimental period (March 2004 to March
2005).

Two-litre stream water samples were simod#tausly collected and brought back to the
laboratory for nutrient measurements. Phosphailica, ammonium,nitrite and nitrate
concentrations were determined according En€h and international standards (NF T90-023,
NF T90-007, NF EN ISO 11732 and NF EN I1SO 13395, respectively).

Water and SPM for trace metal analysis were sampled every 24 days using clean techniques.
All materials in contact with the water salep were made of polypropylene (PP), carefully
decontaminated as previously detailed in Auelral. (2004). The disk@d phase was sampled
using an acid pre-cleaned PP bottle (1 L), preWoussed with the river water of the site.
Water samples were filtered imdiately through 0.2 um Nucleoporgolycarbonate filters in

a glove box (laboratory vankiltrates were collected imn acid-washed PP bottle after
thoroughly rinsing it with an aliquot of é¢hfiltrate, acidified (0.1% ultrapure HNOMerck,
Darmstadt, Germany) and stored in the derk°C until analysis (Blanc et al. 1999).

Particulate matter for trace element analyses we#rieved by pumping up to 200 L of river
water (1 m from the bank at 0.3 m depthjngsan all PP-pump with PP-tubing followed by
centrifugation (Westfalia, Oelde, Germang2,000 g). This technique is considered a
practicable and reliable methéat SPM sampling in all hydrological situations (Lapaquellerie
et al. 1996, Schafer et Blanc 2002).

Daily cumulative 1-liter samples of river watamsisting of 8 subsamples taken at regular time
intervals (every three hours) were obtaineging an automated sampling system (SIGMA
900P, American Sigma, Hach, Loveland, Coflaa The samples were recovered every 24
days and filtered through preweighed 0.7 punsglidber filters (Whatman GF/F) to obtain daily
SPM concentrations (Schafet al. 2002, Coynel et al. 2004puring low and/or stable
hydrological conditions, water aliquots and SRM up to six daily samples were then
cumulated and were considered representativelp to a six day-period whereas samples
representing particular hydrological ever(esg. floods, high SPM concentrations) were
analyzed separately. Cumulative or isolated samples were filtered in the laboratory using

0.2 um Sartorius® polycarbonate filters. Filies were collected in 60 cc polypropylene
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bottles, previously decontaminated and thgtdy rinsed with the filtrate, acidified (HNO
ultrapure grade; 1:1000) and storedd® until analysis (Schéafer et al. 2002)

Representative sub-samples (30 mg of dopwdered and homogenized material) were
digested in closed Teflon reactors (Savillpxising 750 uL HCI (12 M, suprapur), 250 pL
HNOs; (14 M, suprapur) and 2 mL HF (22 M, sapur). The reactors were then heated to
110°C for 2 h. After complete cooling, the dobns were evaporated to dryness and then
brought to 10 mL using 150 pL HNGsuprapur) and ultrapure (Milli-Q water (Blancet al.
1999, Audryet al. 2005).

Dissolved and particulate metals were measured using ICP-MS @€RMD) with external
calibration. Indium was used as internal g and after each batch of five samples, a
calibration blank and one calibration standard were measured to check potential sensitivity
variations or memory effects. The analgtianethods employed were continuously quality
checked by analysis of certified referermediments (PACS-1, BCR 320, SL-1) and river
waters (SLRS-3, SLRS-4). Accuracy was witbih of the certified values and the analytical
error (relative standard deviati) was generally better than 5%r concentrations ten times

higher than detection limits.

2.2.2. Biofilm characteristics

Biofilms were grown on glass slides (totalfage area reaching 300 cm2) used as artificial
substrates (Figure 2). After2a-day immersion, the slides were removed from the water and
scraped into a standardized volume of 200 mineral water. Three replicate samples per
sampling date were collectatid separated into aliquots.

Fig. 2: Artificial substrates used for algal attachment.
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Another aliquot of 20 mL was used for partitie matter analysis: biofilm dry weights (DW)
were determined following the Europeannstard NF EN 872. After filtration through pre-
weighed glass fibre filters (Sartorius, Gotting&ermany), samples were dried at 105°C for
1 hour. The amount of material retainece.(ibiofilm DW, as expressed in mg-<énglass

substrate) was determined by re-weighing.

Aliquots of 20 mL were used for metal measueats (cadmium and zinc). Periphyton samples
were filtered with araspiration pump, through pre-weighed metal-free filter paper (0.45 pm
membrane, Millipore) to obtaithe dry weight (DW) of each sample after drying at 60°C for
48 hours in incubation tubes. Then, the filtersemMgigested using nitric acid (3 mL of HNO
65%) in a pressurized container at 100° € 3dhours (hot block CAL 3300, Environmental
Express, USA). Digestates were then dilutgth ultra-pure water (Milli Q, Bedford, MA,
USA), and Cd and Zn concentrations meaduby flame atomic absorption spectrometry
(Varian AA20), with a detection limit of 15 pgCd'Land 10 ugZn-L*. The validity of the
method was checked periodically by parallel analgsisertified biologi@al reference materials
(Tort 2 — lobster hepatopancreas and Dbltdogfish liver from NRCC — CNRC, Ottawa,
Canada). Reference samples were measured in triplicate. Values for Cd and Zn were
consistently within the certified ranges feach metal and each standard reference (data not

shown).

Finally, 5 mL were preserved in a formalgolution for quantitative counting and diatom
identifications to the species level. Enuntiera was done in each satapusing a Nageotte
counting chamber: the total number of cells counted in 10 fields (1.25pL each, 0.5mm depth)
using light microscopy at 400x magnificatigpphotomicroscope Leica DMRB, Wetzlar,
Germany) was then recorded as cells per aréa of sampled substrate (number of diatom
cells-cn®). Samples assigned to taxonomic analyfigliatom assemblages were prepared
according to ANSP (Academy of Natural Scienoé$hiladelphia) protams (Charles et al.
2002),i.e. digestion in boiling hgirogen peroxide (30% #@,) and hydrochloric acid (35%)
followed by three cycles of centigation of the sample and pellet rinsing with distilled water.
After the last treatment, the pellet was oncaimgesuspended in distilled water, and this
solution was pipetted onto coverslips whichrevenounted onto slides after air drying, using
the high refractive index (1.74) medium Nagk© (Brunel Microscopes Ltd, UK). Diatom
counts were conducted at a mdigpaition of 1.000x; individual #lds were scanned until at

least 400 valves had been identified using spieed literature (Kramer and Lange-Bertalot
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1986 - 1991) from which theoretical biovolumeseaich species were also extracted. Diatom
species diversity was calculated using the Shannon index@bi'tegp; (where pi: relative
abundances of species i, Shannon and Wea®9d®). Individual deformities (cells with
abnormal general shape and / or diatoms wiéfiormed valve wall ornamentation) were

observed and their frequency determined.

2.2.3. Statistical analyses

Major differences in physicochemical paramgtbetween sampling dates were investigated
using Principal Components Analysis (PCA)fpemed with PC-ORD software (McCune and
Mefford, 1999). Accumulation rates of metalstire biofilm as well as correlations between

DW and diatom densities were determined by linear regression on the raw data set and tested
for statistical significance. Regression least-squares assumptions (homoscedasticity and
normality of the error term) were checked using the residual term (Levene test arhehi
Kolmogorov-Smirnov goodness-of-fit tests). Coomty used indices (SPI, Shannon index)
were calculated usingMIDIA software (Lecointet al. 1993). Statistical significance of metal
contents in biofilm and particulate matter wasamined using analysis of variance. For all
statistical results, a probability qi<0.05 was considered significant. Values are mean

standard error (SE).

3. Results

3.1. Field colonization conditions
3.1.1. Physical and chemical characteristics

The sampling site is next to a permanertish of the regionaknvironment department
(DIREN), measuring water levels for discharge aobaton. The hydrological evaluation of the
experimental period is based on the data avalablhttp://hydro.rnde.tm.fr/. The mean water
discharge for this period is 1.5 + 2.6-gt, and the study period is quitepresentative of the
situation observed for several years. Typicdlprt flood events occurred in winter, when

discharge reached 54" in mid-March.
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The physical and chemical parameters measardte sampled waters are shown in Table 1.
During this study, water had a uniform pH (@nd 7.7 £ 0.3) and silica levels were found at
concentrations sufficient for diatom deepinent. Temperature showed strong seasonal
variations, ranging from about 5 98 March to almost 25 °C iduly. Accordingly, dissolved
oxygen level was minimum during the summalutrient values differed greatly among
sampling dates. Located downstream of thikaorarea of Decazeville, the Joanis site is
strongly impacted by quite high levels amfganic and domestic contamination (Lemaiteal.
2006): orthophosphates as well aghhlevels of ionic forms of nitrogen (nitrates, nitrites and
ammonia; Table 1). Average conductvitalues were quite high (1130 *+ 320uS‘9nduring

almost the whole observation periawladrastically decreased to 414 uS'im May.

Table 1: Physicochemical paranmstaneasured in stream waters at each sampling date (n.m: not
measured).
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04/15/04| 8.2 12.4 867 9.3 15.6 04 1.0 0.4 8.0 1.4 15.2 198 1490 5750
05/13/04| 7.8 14.2 414 8.9 95 0.2 0.6 0.3 9.0 4.2 7.6 220 353 10 000

06/02/04| 7.9 17.7 780 8.8 8.6 05 10 0.8 10.0 0.9 17.1 447 551 150p0

07/21/04| 7.5 248 1220 n.m. 36.0 31. 34 2.9 125 0.1 23.6 273 1300 6230

08/17/04| 7.5 209 1210 n.m. 7.3 0.5 19 1.2 13.0 4.7 27.3 1340 1980 154p0

09/07/04( 7.3 219 1280 5.7 71.3 16 33 2.3 12.0 4.9 44.5 455 2590 123p0

10/06/04| 7.5 19.3 1220 48 m  nm. nm. nm. n.m. 0.1 57.8 917 2800 18 300

10/27/04| 7.0 13.2 1110 8.3 6.8 16 22 15 11.0 0.1 43.8 568 2460 14 3p0

11/24/04| 7.8 9.3 1200 7.2 41.4 1.2 6.3 2.9 8.5 0.2 47.6 613 2990 158p0

12/15/04| 7.6 7.0 1240 9.0 38.6 12 7.6 2.7 12.0 0.2 46.9 412 2505 14 6p0

01/11/05| 7.8 6.7 862 9.6 221 05 3.7 1.6 9.5 0.2 30.1 662 1320 16 2p0

02/02/05( 7.8 6.1 1230 8.9 18.5 04 22 13 8.0 0.5 19.7 463 903 920D

03/03/05( 8.0 45 1600 9.6 255 0.75 2.9 0.9 105 0.5 16.7 343 477 13690
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3.1.2. Dissolved and particulametal concentrations

The average dissolved Cd and Zn concentratiorthe samples obtained every 24 days and
filtered immediately after sampling ranged from 5.2 to 49.2 iddverage 26.2 ug+) and

from 259 to 2965 pg-tt (average 1458 pgt), respectively (Table 1). The dissolved Cd and

Zn concentrations measured in samples retrieved by the automatic sampling system and filtered
after several days of stomgn the sampling containeranged from 0.223 to 54.3 pg'L
(average 22.2 pgt) and from 28.0 to 3490 pgi (average 1280 pgt; data not shown),
respectively. Average particulate metal concentrations in SPM sampled manually and
automatically ranged from 170 to 1160 mg-Kaverage 560 mg-Kg for Cd and from 4750 to

26540 mg-kg' (average 1320 mg-kg) for Zn. No clear differences in particulate metal
concentrations obtained from ttveo sample types were observed.

3.1.3. Seasonal variability

We applied the PCA method to a data matfixL3 months observed on 14 variables. These
presentations based on stream physicochempeabmeters (Figure 3) revealed great
differences between four groups of samplingedaand underlined the seasonal gradient. The
results of this analysis showed that thet fingo principal components mainly account for more
than 60 % of the total variability. For this reasdoe to the number ofariables, the projection

in a plane spanned by thest two principal compor@s explains the struate of the data with

a good clarification power. It iworth noting that the same tendencies were observed in plane
1-3.

Axis 1 separated Winter and Spring sampdesthe right-half plan€positive values) and
Summer and Autumn water onetheft-half plane (negative itges). Separation along Axis 2
expressed the differences between water celieict Spring and Summer on the one hand, and
those sampled in Autumn and Winter on tither hand. PCA discriminated sampling dates
according to the most important seasonal chatiatitss. Summer samples were correlated with
high temperatures and strong particulate metadacoination levels while Winter samples were
characterized by low temperatures and the lagbessolved oxygen concentrations as well as
elevated turbidity. Autumn samples exhibited the highest levels of dissolved metals and

nutrients, with nitrate carentrations reaching 71 mgtlin September 2004 (Table 1).
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Fig. 3: Principal Components Analysis (PG#)physicochemical stream characteristics.

3.2. Biofilm characteristics and siicture of diatom assemblages
3.2.1. Trace metal concentrations in the biofilm.

The concentration of the metals Cd and Zn tied accumulated in biofilm are presented in
Table 2. They varied considerably throughdl experiment. Zn was very high in July
(23 750+ 2470pg-g-") whereas Cd was elevated duringnsoer from June to August, October
and December. The highest values of Cd cdritebiofilm were observed in August with an

average of around 18@89200pg-g>. There were strong relationships between metal
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concentrations in biofilm and those in P(Figure 4). In fact, biofim Cd and Zn

concentrations showed signifitainear regressions (Cd:*R0.71, k.=26.8,p<0.05 and Zn:

R?=0.46, k.=9.4,p<0.05) with the respective concentrations in SPM.
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5 . 10000+
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& 2001 & 50001 N
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Zn in biofilm (mg.kg?)

Fig. 4: Relationships between mletancentrations in the water particular phase and in the biofilm.

Table 2: Biofilm and diatom assemblages characteristics (mean value + SE).

g E g8 §2 £2 8§88 §¢ 5 3 g

04/15/04 0.97+£0.11 13800+ 520 278+ 34 9007 + 274 66+ 1 4.63 + 0.06 12.4 + 0.2 146+7.4
05/13/04 2.68+0.20 11860 + 590 170+ 2 3958 + 41 67+ 3 4.57 + 0.32 13.2+0.2 1215+ 8.1
06/02/04 0.25+0.03 11920+ 500 743 + 31 19 149 + 1014 62+ 2 463 +0.11 10.5+ 0.2 32.4+8.0
07/21/04 2.72+0.33 19870+ 390 1711 + 65 4171+ 181 46 + 5 3.51 +0.47 92+24 11.8 + 6.8
08/17/04 0.12 +0.01 3650 + 1550 1809 + 201 23 750 + 2469 48 + 4 3.81+0.34 9.0+22 10.6 + 4.6
09/07/04 2.24+0.15 15600 + 500 143+ 8 6070 + 225 66+2 4.79+0.10 10.9+0.8 61+ 2.6
10/06/04 0.36 £ 0.00 14380+ 750 1062 + 542 19 166 + 78 + 6 4.15 +0.41 7.8+20 3.7+0.8
10/27/04 3.63 £ 0.62 26 250 + 2520 228 + 4 6714 + 290 671 4.66 + 0.04 10.2+ 1.4 58+ 3.1
11/24/04 0.91+£0.30 5760 + 100 180 + 39 10 062 + 379 61+1 4.27+0.20 8.4+22 51+2.3
12/15/04 3.73+0.78 27 450 + 1430 729 + 20 8446 + 108 60+ 8 4.57 + 0.36 91+24 .7+ 3.3
01/11/05 0.37 £ 0.03 2240 + 410 399 + 89 6885 + 1235 77+ 2 5.17 £ 0.04 120+ 1.9 42+22
02/02/05 1.09 + 0.08 6174 + 340 287 +5 4239 + 67 68+5 496 + 0.14 125+ 1.7 118+ 1.1
03/03/05 3.75+0.28 4171 + 80 399+ 2 4348 + 4 73+ 3 5.17 £ 0.03 11.5+0.2 9ffr+1.6
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3.2.2. Species composition and standing crop

The results of the quantitative measuremenfgeaphytic biomass, as expressed by dry weight

and cell density, are shown in Table 2 andeed a positive correlation between mean dry

weights and mean densitigs < 0.05). Average cell densitiesiring this one-year experiment

were ~12 20@& 2000cell-cm?. The significant peaks that wepbserved for cell densities (see

3.2.3. Seasonal variations) were concontitaith peaks in biofilm dry weights.

Diatom assemblages were characterized bgsmociation of Naviculaceae, Nizschiaceae and

Araphideae, the most abundant species b&ongmna minima(Grunow) Lange-Bertalot
(16.4% of the total annual standing cropljizschiapalea (Kitzing) W. Smith (7.0%) and

Pinnularia parvulissimaKrammer (6.8%). During the stud255 species were identified; the

most abundant and frequent are presentedthtin individual biovolimes in Table 3.

Table 3: Average relative abundances (R.A.,

%ost diatom species at each sampling date.
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Biovolume (um) 76 1240 88 485 1230 391 2650 1820 24
RA. (%)

04/15/04 4.1 0.2 3.5 12.7 18.0 2.3 0.0 1.0 14

05/13/04 6.8 0.0 3.7 20.3 15.3 1.9 0.0 0.3 3

06/02/04 8.7 0.2 14.7 7.9 10.8 6.9 0.1 1.6 3

07/21/04 0.5 18.7 36.3 2.0 1.0 9.0 4.0 0.5 a

08/17/04 2.0 21.3 16.4 2.4 2.4 53 8.0 0.3 a

09/07/04 1.0 4.0 20.8 1.0 0.7 11.9 34.7 0.1 a

10/06/04 1.7 10.9 20.4 2.2 1.2 6.3 9.3 1.0 d

10/27/04 1.6 6.2 15.4 0.8 1.0 13.1 18.6 1.7 q

11/24/04 1.2 3.0 10.0 0.6 1.4 7.1 16.0 20.9 q

12/15/04 6.4 3.7 14.1 2.3 1.0 4.8 2.7 3.2 0

01/11/05 8.4 4.1 12.4 4.0 0.9 5.6 0.5 1.6 0

02/02/05 50 3.8 7.5 7.7 1.6 3.8 0.2 6.7 1.
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Various valve abnormalities affecting genecalll shape and/or valve ornamentation were

observed in a total of 28 species representingdrera, with frequencies reaching 3.2% in

June 2004. Malformations (Figure 5) wer®re often observed in genera suchUsaria
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(53% of the teratolgies enumerated}ragilaria (23%) and some Raphids (22%) than in
others (e.g. abnormal valves @bcconeis pediculuEhrenbergC. placentulaEhrenberg and
Planothidium frequentissimuibange-Bertalot) Lange-Bertalot represented together less than
2%).

Fig 5: Morphological variants dfragilaria capucinavar. gracilis (A) and Ulnaria ulna (B) originated
from Joanis (n.f.: normal forms, a.f.: abnormal forms, scale bar: 10um)

3.2.3. Seasonal variations

Seasonal variations of the peripieyhiomass and diatom cell détiss are reported in Table 2.
Dry weights and cell densities displayed aikimseasonal pattern with significant peaks in
July, September, October and December 2004.

Calculations of indices alsexhibited seasonal variationsor example, SPI values were
generally from 8 to 10, except for spring valudsch reached up to 13. Species diversity was
generally lowest in summer, when only 4048&a were enumerated. The highest Shannon
index values were observedviinter and peaked to 5.17 in January and March 2005.

We also observed seasonal cycles of the principal speEiesninima N. paleg P.
parvulissimaand Cyclotella meneghinian&itzing were dominanin Summer and Autumn.
The specieSurirella brebissoniKrammer & Lange-Bertalot vahrebissonij Achnanthidium
minutissimum(Kutzing) Czarnecki,Navicula lanceolata(Agardh) Ehrenberg an8urirella

angustaKitzing reached peak abundances in Winter and Spring.
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4. Discussion

4.1. Geochemical scenario

The average dissolved metal concentrationghéncumulated samples were ~30% lower than
average values in the manually retrieved and immediately filtered samples. This may partly be
due to sorption onto the comar walls and/or onto SPM itne samples during the storage
period (up to 24 days) in the automatic sangpkystem. However, these samples integrate 8
sub-samples per day over 5-6ydancluding possible diurnal viations due to urban and/or
industrial activitiedn the watershed. Therefore, thesenples may be more representative of
real conditions integrated by the biofilmsaththe samples taken by hand during the daytime
every 24 days. However, given the generallyyvieigh dissolved Cd and Zn concentration
levels compared to uncontaminated sitesa(dadt shown), the obsevalifferences between

the different sample types are probably ndevent for the interpretation of the biofilm

response to metal exposure (see below).

The observed relatively high dissolved andtipatate Cd and Zn concentration levels are
typical for the Riou-Mort River, i.e. similao the concentration ranges observed during our
permanent observation (since 20@@)the same site. Indeed, these levels are 2-3 orders of
magnitude higher than those measured in tloeifMort River tributaries (e.g. the Riou-Viou,
Enne and Banel Rivers) upstream from thamier mining and ore treatment area (Coynel
2005). An important part of thmetal load in the Riou-Mort Rer has been attributed to
sulphide oxidation of Zn ertreatment residues (Audst al. 2005). However, hydrological
variations may induce complex responses in tiissbmetal concentrations due to dilution
effects, leaching of diversedustrial residueand changing interactis between groundwater
and surface water (Coynel 2005). During the pestdlied, dissolved metal concentrations
tended to increase with decreasing dischahgecontrast, SPM were mainly derived from
erosion processes and transported durirprts floods. Therefore, particulate metal
concentrations depend on the particle typeyse and to a lesser extemt sorption processes,
i.e. exchanges between the dissolved amdpiarticulate phases (Coynel 2005). During the
period studied, particulate metal fluxes weetatively low due to the atypically dry autumn
and winter season 2004/2005KBN; data not shown).
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4.2. Metal bioaccumulation in biofilms

The present study shows that high levels of @@l 2n accumulated in biofim at Joanis station
of the Riou-Mort River. High leve of metals of this area have been documented in several
studies (Andreset al. 1999, Audry et al. 2005). Thigsult suggested that metals can be
detected reliably by measuring metals conterbbiafilm. High levels oftrace elements have
been reported to be accumulated by naturailiviah acute metal pollution conditions (lvorra

et al. 1999) and it has been suggested thailrbi could serve as a biological monitor for
anthropogenic waste (Newman et al. 1985, &tilal. 2000b). The metatontained in biofilm
were used to provide an indigan of both the biological avaibility of metals and their
ambient concentrations over relatively long periods (Foster 1982, EB¢hmh 2002). Our
results revealed a significant correlation between metal concentration in biofilm and SPM in
contrast to several reports concluding thataineoncentrations in water samples reflected
metal concentration in biofilm (lvorrat al. 1999, Behrat al. 2002). The reason may be that
the metals accumulated in biofilm are containetb two fractions i.e. the biotic (algae,
bacteria) and abiotic (silt, particulate matteomponents of the biofilm. High positive
correlations were found betweantracellular metal content ihiofilm and the exchangeable
sediment fraction for Cd, Cu and Zn metals (Holdiaal. 2003). Metal hels in periphyton
generally parallel those found surface sediments at the sasies (Ramelow et al. 1992).
Accumulation of metals has been suggesteddepend on natural variation of their
concentration (Meylaret al. 2003). Further stigs should be performed to better understand
metal accumulation processes within the periphyboth in short-term and long-term metal

exposure.

4.3. Diatom community responsés heavy metatontamination
4.3.1. Characterization of the community structure

We established that biofilm dry weights and diatom densities are correlated. This means that,
instead of counting the numberf cells per unit area, wHicis too elaborate and time
consuming for routine biomonitoring programs, fient shifts in standingrop at Joanis may be
assessed through DW measuremefriterpretation of DW and dsity data in the present
study is however quite difficult, because thag highly dependent on nutrient and toxicant

concentrations as well as on natural disturban&or example, high discharge may scour the
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substrate and possibly lead to erroneous ettsnaf the number of organisms present (Ghosh
and Gaur 1998). It cannot be excluded that dize of the standing ap is influenced by
grazing from invertebrates and fistthich can complicate interpretation.

SPI values indicated a moderate to poor quaitus of the waters sampled. Water quality
assessed by the SPI index probably reflects théentitontamination level rather than metal
concentrations, although it is alknown to be sensitive to oropollutants in some cases. The
low values of the SPI index may not be dadesed as a specific indication of the metal
pollution level, there is a need to combine éhdata with further inflonation. According to
species richness or Shannon delues, the best time forrspling diatoms is Summer, as
Winter samples as well as those collecte8ning and Autumn may contain too many species
with less defined dominance (John 2000). Mpollutant alteations are probably best
estimated in Summer i.e. under extreme conditityscally exhibiting lowest discharges and
highest metal concentrations.

Low average biovolume (1200 firper cell), inferred fromridividual biovolumes and relative
abundances, expressed the dominance of specids. likenimaor A. minutissimumAlthough
several authors have raped such small, adnate specieptesent the highest abundances in
metal-polluted environments (Medley and Céats 1998, Cattaneo et al. 2004), very few
studies have attempted to link community biovodutm metal contamination. Size reduction of
the global community (compared to the non-exgbsommunities found upstream, Morin et al.
2006) appeared to be an excellspécific indicator of metalomtamination, more compatible
with routine biomonitoring than measurements of individuals, which necessitates an additional

counting effort.

4.3.2. Sensitivities of algal species
The majority of the commonly occurring espes in the Riou-Mort River are quite
cosmopolitan in distribution and their ecological prehces in this experiment were consistent
with those described in the litéuae. Indeed, most of them had already been recorded in metal-
contaminated sites. High relative abundancesEofminima (in July 2004 this species
represented around 50% of the ta@mmunity) were in accordanegéth several indications of
its tolerance to heavy metals found in the literature (Petred. 1997, Gold 2002, Feurtet-
Mazelet al. 2003, Szabét al. 2005). This study also confirmed the resistané¢ tdnceolata
(Szaboet al. 2005)N. palea(Pereset al. 1997, Medley and Clements 1998, Lai et al. 2003,
Whitton 2003) as well aS. angustgTakamuraet al. 1989, Gold 2002, Feurtet-Mazlal.

2003). The specieB. parvulissimawas found tobe tolerant to heavy metals. Many studies

109



Chapitre 3

have already revealed the presence of the gé&tieralaria (Admiraalet al. 1999, Gold 2002,
Hirst et al. 2002; Gomez anddursi, 2003) exposed to meteontamination. Although the
statusof A. minutissimums still a matter of debate, Saba(2000) and Blanck et al. (2003)
reporting that it is quite sensitive to me&dposure, many authors have found this species
tolerant to heavy metals (Ivorra et al. 2000, Gatlél. 2002, Feurtet-Mazet al. 2003, Nunes

et al. 2003, Cattaneo et al. 2004,a6¢ch et al. 2004, Nakanishiat 2004, Szabo et al. 2005).
The presence of. meneghinianan Summer and Autumn wdsund quite surprising, since
species from the gene@yclotellahave been described as nhetansitive by several authors
(Ruggiu et al. 1998 Shehata et al. 1999; vamBad Mertens 1990); it was probably linked to
nutrient availability at tis period which favoured this species’ development. Although most of
these taxa are found in uncontaminated sitewelk their joint preence and co-dominance

may be considered as amdicator of metal pollutions.

4.3.3. Interest of valve abnoalities for biomonitoring studies
Many teratological valves werevidenced during this studythe most difficult types of
abnormalities to assess were those involvingnges in the sculpting of the valve surface,
particularly in small diatom species. This mg attributed to the limited resolution of the
photomicroscopes used here, but it may also fsighat small specieare less susceptible to
morphological deformations.
Work on the valve abnormalities has establistiesd both the incidence of abnormal light or
the concentration of salts in the growth medium can produce teratological results, which appear
identical to the observer. However, sevarvbhkervations have reported extreme changes in
valve morphology associated with heavy metdliytion in freshwater environments (e.g. Yang
and Duthie 1993, McFarland et al. 19%%&res 2000, Nunes et al. 2003, Szabal. 2005,
Morin et al. 2006), in seawater (Thomas et1&80, Dickman 1998) and in sediment cores
(Ruggiuet al. 1998, Cattanest al 2004) In our case, deformities were undoubtedly related to
the acute toxicity of Cd and Zn, the amouotsabnormal diatoms being significantly higher
than the “background levels” of deformities foundhe upstream Riou-Mort (less than 0.5%).
Dickman (1998) and Stevenson and Balli®999) have suggested that morphological
aberrations are good indicatoo$ heavy metal contaminatis. Here, we quantified many
abnormal diatoms, but there are two major litiotas for their use in routine biomonitoring.
Firstly, the observation and enumerationatinormal valves assumes a good knowledge of
diatom taxonomy and hence requires experienmeerators. Secondly, deformed cells are

found in very low abundances suggesting thabetter estimate walilbe obtained by
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increasing the counting effort and by performaimormality enumerations separately from the
taxonomic identifications. This study demonstratiest the rarely repted effects of heavy
metals on the morphology of diatoms needb# studied more thoroughly and that diatom

morphology may provide agfficient indicator.

5. Conclusions

Substantial evidence has been gathered to jusifyise of biofilms, and particularly diatoms,
as indicators of heavy metal contaminatiomhis study has shown the general relationship
between metal contamination in water andfibhs and confirmed the tolerance to heavy
metals of several periphytic species. Theritigtion patterns of diatoms are influenced by
metal contamination at the Joanis site. Thegiesesults represent a basis for further studies
on biofilms and diatoms armdicators of metal pollution in contaminated watersheds.
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B— UNE ZONE ATELIER FAVORABLE A L’IDENTIFICATION DE
DESCRIPTEURS SPECIFIQUESDES POLLUTIONS METALLIQUES.

L’étude de la structure desommunautés matures du Riou4¥ie@t du Riou-Viou souligne
I'importance des facteurs de petiéchelle dans larsicturation spécifiquees assemblages. La
composition spécifique des communautés essiaidlirectement dépendante de la charge
organique et ionique du milieu, ce qui est suSbkpde biaiser considérablement les analyses
réalisées a I'échelle, pourtaméduite, de ce bassin versant. La prise en compte des
caractéristiques de sensibilité ou de toléramoe métaux des espeéceasup une utilisation en
bioindication nécessite donc glettudes plus poussées et / ou de plus grande ampleur
géographique.

Les pistes méthodologiques entrevues dansevae bibliographiquéChapitre 1) nous ont
conduit a nous centrer davantage les individus, au travers wuh travail sur les descripteurs
phénotypiques identifiés comme résultdhine exposition probable aux métaux.

Ainsi, nous avons été amenés a réalisensdan premier temps et sur un nombre limité
d’inventaires (échantillons collectés en mat avril 2004), une étude exploratoire des
conséquences d’'une exposition aux meétaux laumorphologie des cellules. Nous nous

sommes intéressés a la quantification de effsts par la détermination des longueurs

moyennes d'individussélectionnés d’apreseurs abondances (suffiggs dans tous les

échantillons pour autoriser l'ayake statistique), ainsi que plr mesure de la fréquence

d’apparition d’anomalies morphologiqueSur le jeu de données considéré, nous avons pu

mettre en évidence une réduction sigmfive de la taille pour les espec€@mphonema
parvulum et Nitzschia paleaen conditions de mdss métallique. Nous avons également pu
identifier un effet tératogéne des métaux a#feties individus de 25 especes, principalement
des Araphidées. Cette étude préliminaire descripteurs morphologiques nous a permis de
valider leur pertinence sur le terrain, cependaritavail fastidieux de mesure microscopique
des longueurs restreint l'utiision potentielle de cet indi@tr pour la bioindication en
routine. Le calcul de la fréquence des aali@s morphologiques, en revanche, découle
directement des résultats des inventaires diatomiques.

Nous avons donc dans un secdedps étudié sur une plisngue durée leur fréquence
d’apparition dans les échantiis des quatre stations du bassnsant suivies régulierement.
Ce travail, réalisé sur des éxttillons prélevés de mars @ a mai 2005, nous a permis de

mettre en évidence une relation entre contation métallique des eaux, accumulation dans le
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biofilm et occurrence des formes anormalBsen qu’exploratoire etréductionniste, cette

approche nous a permis de déceler desamras a I'augmentation de la fréquence des
anomalies en milieux contaminés. Cependant, I'effet des autres parametres environnementaux
(chimie, hydrologie notamment) n’est ici queoa@é@rément pris en compte, bien qu’il puisse
également jouer un réle dans I'apparition defoames anormales. Le lien entre exposition aux
métaux et fréquence des anomalies morphologigéesssite une validation expérimentale. Il

en sera question dans le Chapitre 5, sexemple d’'une contamination des eaux par le

cadmium.

1- Impacts des métaux sur la morphologie &ille, physionomie) des individus : mise en

évidence en conditions hivernales (mars-avril 2004).

Metal-induced shifts in the morphology ofdiatoms from the Riou-Mort and Riou-Viou
streams (South West France)

MORIN Soizic"", COSTE Michel
" Cemagref Bordeaux, U.R. Réseaux Epuration et Quig#éEaux, 50 av. de Verdun, F-33610 Cestas, France
™ Université de Bordeaux 1 / LEESA, Japk Dr Peyneau, F-33120 Arcachon, France

Summary.

Many field and experimentatudies have beemrducted to reveal shifia periphytic diatom
assemblages under metal pollution. On accourtheir low cost, routine biomonitoring is
based on approaches like commity structure examination doiodiversity, which are not
accurate enough in assessing metal contaminati®egeral morphological traits have been
tested like diatom cell lengths and abnormahi® frequencies. Diatasnwere collected in
winter 2004 on artificial substrates immerseongl a gradient of polymaflic (cadmium/zinc)
pollution in the Riou-Mort drainage basin (SouVest France). Significant reduction of the
body size within the single tax&@omphonema parvulur(Kutzing) Kuitzing andNitzschia
palea (Kiutzing) W.Smith was observed in the ptdid sites suggesting that metal-stressed
environments select for smaller organism&anormal forms were enumerated in highest
percentages in the contaminagats in April. This supportethe hypothesis thdteavy metals
may interfere with silica uptake and metabolism.

! Publié dans les actes du condtise of algae for monitoring rivers h septembre 2006.
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Introduction.

Diatom communities are widely studied foioindication purposes, with great emphasis on
species richness and species assemblages structure (Rtygiell999a). However, global
indices as used in routine biomonitoring acg accurate enough to diagnose toxic pollutions.

As the diatom communities of a river ecosystem integrate the variability of the habitat, species
may present certain combinations of adaptatieteted to survival; biological attributes may
reflect environmental conditions (Townsend 1989).

Evidence of heavy-metal toxicity on freshwater diatom communities from previous studies
suggests that morphological traits may béorimative for investigating the relationship
between metal pollution and organisms response. Dickman (1998) described diatoms with
shape deformities in metal-contaminated wswuhts; abnormal frustules of diatoms were
observed in a zinc-mine drainage basirSouth West France (river Riou-Mort) (Godd al.

2003b, Morinet al. submitted). In another respect, cell surface area has been displayed to be a
major parameter in the uptake of metals (Khoshmamesi. 1997, Campbelkt al. 2002),

which suggests that smaller species or eveallsmindividuals may be less disfavoured under
metal stress.

In this study conducted in winter 2004, therpiwlogical variations ofreshwater diatoms

have been assessed in cadmium/zinc-pollutezts (rivers Riou-Mortand Riou-Viou, South

West France), to estimate the relevance efue of biological trgs for bioindication.

Site description.

Upstream of the river Lot, the industrial basfrDecazeville (South Westrance) is the source

of a metal contamination that is propsghup to the Gironde estuary (Schééeral. 2002,

Audry et al. 2004b). This pollution is mainly due to a former zinc-mining activity in the
"Vieille Montagne" factory (8y 1978) located on the Riou-Viou stream, a small tributary of
the Riou-Mort stream (Figure 1). Four statiomere selected: onefezence and one metal-
polluted site along each of those two strea@s.the Riou-Viou stream: the "Moulin" site is
located a few kilometres upstream from the factory and the "Usine" site in the factory estate.
Lying on the Riou-Mort river, the "Decazeville" sigelocated in an urban, quite eutrophicated
zone, whereas the "Joanis" site is located giigtr the confluence of the Riou-Mort with the

Riou-Viou stream carryingigh levels of metals.
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Figure 1: Location of the study sites.

Materiel and methods.
Water samples analyses.

Temperature, pH, conductivity and dissolved oxygere measured at each site and sampling
date in the stream (WTW, Weilheim, Germamyyiring the experimentgleriod (March-April

2004).

Stream water samples were simultaneously collected and brought back to the laboratory for
nutrient measurements. Phosphate, silica, ammonium, nitrite and nitrate concentrations were
determined according to French and internatistendards (NF T90-023, NF T90-007, NF EN

ISO 11732 and NF EN ISO 13395, respectively).

Metal concentrations at Joanis, Moulin addine were analysed by the TGM laboratory,

University Bordeaux1.

Periphyton samplings.

Biofilm was collected on large glass slides (312 area for both sides) used as artificial
substrates, inserted in plastic racks moorethébank of the river and immersed near the
water surface (10 to 15 cm depth). At each dergpime (after a four-week colonization time)

and each site, six slides were removed fronritrexs and scraped carefully with a cutter blade

to constitute threeeplicate periphyton samples (oreplicate = two slides).
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Periphytic communities developed during theoodtation time on the slides were scraped
carefully and all the material was poured iatflask and diluted to a standard volume of 200
mL. Formalin-preserved aliquotes werepared according to ANSP protocols (Chadesl.
2002) for the analysis of diatom samples. Affeggestion in boiling hydrogen peroxide (30%
H.O,) and hydrochloric acid (35%), permaneldes were prepared by mounting the cleaned
diatom frustules on a glass microscope sidé&laphrax© (Northern Biological Supplies Ltd,
UK), a high refractive index (1.74) medium. Altdlger 400 diatom valves were identified on
each slide at 1000x magnification, followingetKkrammer and Lange-Bertalot (1986 - 1991)
classification and according to European stashder diatom counts (NF EN 14407). Relative
abundances of each species were estimatedjdodi deformities (cells with abnormal general
shape and/or diatoms with irregular valve vaahamentation) were observed and enumerated,;

species were selected and their individual lengths measured.

Biological traits.

After species identification and enumeration, salvéiological traits hae been tested like
abnormal forms abundances and individual sideicgons to demonstrate modifications under
metal pollution.

In the diatom surveys, deformities affectisigape morphology, valve ornamentation or both
were quantified. As abnormal cells frequenciesre quite low, they were expressed into
permille.

Species were selected for indiual measurements with regatdstheir abundances in all the
samples, to allow statistical analyses awtween-site comparisons. The length of those
selected species was measured under light microscopy, a total of 1080 observations were

realized per species and taken iatzwount for statistical analyses.

Data analyses.

Site comparison based on water samples aeslygas performed using PC-ORD software
(McCune et Mefford 1999) for Principal Caonent Analysis (PCA)The ordination was
conducted on the following parameters: pHecélic conductivity, temgrature, dissolved
oxygen, oxygen saturation, nutrients (nitratestrites, ammonia, orthophosphates, total

phosphorus), silica, cadmium and zinc conceiaina in dissolved and particulate phases.
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After validating normality, data related to the frequency of deformities were analyzed; means
and standard errors were determined for eschple. Comparison tesamong pair of means
(t-tests) were carried out to find out tHéeets of heavy-metals on this attribute.

Individual sizes were analysed using twoyvamalysis of variance (ANOVA) performed with
SAS software (SAS Institute, 2005). The gehéngar model (GLM) procedure was used for
site discrimination on this biological trait, after checking for data normality and variance
equality. If the site effect was significant, the Student-Newman-Keuls (SNK) tests were applied
for comparison of mean values and grouping.

All hypothesis testing was conductedtzd 95% level of confidenced. p<0.05).

Results.
Water column characteristics.

At both sites, pH was around 8 and water temjpees were about 6°C in March and 10 to
12°C in April. There was considerable véioa in the conductivity inthe streams, ranging
from 192 (at Moulin in March) to 130& cmi® (at Decazeville in April). Comparable silica
levels were found between sites, and atceatration sufficient for diatom development.
Levels of dissolved inorganiand organic nutrients and totalitrients did not significantly
differ between sampling sites and dates, it exception of nitrat and orthophosphates.
Nitrate concentrations over the upstreamss{i@ecazeville and Moulin) averaged 8.6 H10.6
L mean downstream nitrat®mcentrations show significaelevation between March and
April: from 11.5 to 15.6g L™ at Joanis, and from 16.2 to 20g3L™ at Usine. Orthophosphates
levels averaged 0.04 + 0)@f L™, except from Joanis wate showing orthophosphate
concentration of 0.48 L™ in April. Decazeville water sampalisplayed metal concentrations
similar to the geochemical background of Soiest France. At Moulin, metal concentrations
in the water column were around O8&d L* and 15.6gZn L. In Joanis and Usine samples,
dissolved cadmium and zinc concentaf averaged 6.04 + 1.09 and 391.6 +|69.9%,
respectively.
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Figure 2: PCA projections of samplings (D: DecalievM: Moulin, J: Joanis, U: Usine; 03: March,
04: April), each characterized by the major physihemical parameters, in the plane defined by the
two greatest variances (concentrations are expressed in mg/L, conductiu#fziin, oxygen saturation

in % and temperature in °C).

Result of PCA based on physico-chemical characteristics (FRjuskowed great differences
between sites and between sampling times. Alrha#ft of the total variability (48.2%) was
expressed by Axis 1, and Axis 2 accounted for around 28%. Axis 1 separated water samples
collected up- and downstream of the metal pimliusource. Decazevilland Moulin stations

were found on the right-half plane (positive vajuasd Joanis and Usine sites on the left-half
plane (negative values). Metal concentnadio especially dissolved cadmium and zinc,
contributed negatively to thersit principal component. Axi2 expressed time variability:
March samples tended to be correlated widgative values, whereas April samples were
rather found on the upper-half plane (positive ga)u The main positive contribution to the
second principal component was made &yeam physical parameters (conductivity,

temperature).
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Abnormal forms of benthic diatoms.

A total of 20 diatom species representing Bega exhibited morphological deformities (Table
1 and Figure 3). Teratological valves webriadant among Araphids belonging to the genera
Fragilaria, Ulnaria and Meridion, and were found in less nuetbon several other genera

(Eolimna, Gomphonema, Mayamaea, Navicula, Nitzsah@Planothidiun).

Figure 3: Some deformities observed in diatom valves from the Riou-Mort and Riou-Viou streams. la-
d: Eolimna minima(a: normal form, b-dabnormal forms); 2a-liGomphonema gracil@: normal form,

b: abnormal form); 3a-dGomphonema parvulunfa: normal form, b-d: abnormal forms); 4a-f:
Fragilaria capucina(a-b: normal forms, c-f: abnormal forms); 5Safgagilaria gracilis (a: normal

form, b-g: abnormal forms); 6a-dsragilaria ulna (a: normal form, b-d: abnormal forms); 7a-d:
Meridion circulare(a-b: normal forms, c-d: abnormal forms); 8aNitzschia fonticolga: normal form,

b: abnormal form); 9a-d?lanothidium frequentissimuiga: normal form, b-c: abnormal forms). Scale

bar : 10MM.
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Table 1: List of the 20 diatom taxa that exhibited morphological abnormalities.

Diatom species

Eolimna minimaGrunow) Lange-Bertalot

Fragilaria capucinaDesmaziéres vapitellata(Grunow) Lange-Bertalot
Fragilaria capucinaDesmaziéres

Fragilaria capucinavarvaucheriagKitzing) Lange-Bertalot
Fragilaria gracilis Ostrup

Fragilaria ulna varacus(Kitzing) Lange-Bertalot

Gomphonema gracilEhrenberg

Gomphonema olivaceu(riornemann) Brébisson

Gomphonema parvulukitzing

Mayamaea atomugar. permitis(Hustedt) Lange-Bertalot
Meridion circulare(Greville) Agardh

Navicula cryptotenelloidesange-Bertalot

Navicula lanceolatgAgardh) Ehrenberg

Nitzschia archibaldiLange-Bertalot

Nitzschia dissipat#Kitzing) Grunow

Nitzschia fonticolaGrunow in Cleve et Mdéller

Nitzschia linearigAgardh) W.M.Smith varinearis

Nitzschia paledKitzing) W.Smith

Planothidium lanceolaturBrébisson ex Kitzing) Lange-Bertalot

Ulnaria ulna (Nitzsch.) Compere

In Figure 4 the occurrences of deformed frustufethe samples are presented. The statistical
tests conducted on the dataset unded a "site effect”. Indeeébnormal forms were found in
very low (residual) proportion&n the "reference'sites (from 0.6%. atMoulin to 4%. at
Decazeville), whereas great variability was foundrequencies determined at Joanis (from
3.6%o in March to 7.3%o in April) and Usiner¢im 2.7%o. in March to 20.3%. in April). Samples
from Decazeville and Moulin stations were rstatistically differentput were discriminated
from Joanis and Usiné=6.82,p<0.001). Samples from Joardad Usine exhiited significant
differences between sampling dates (abnormalifrequency averaged 3.3%. in March and
reached 13.5%o in April). Relative abundancesabhormal forms also discriminated slightly

Joanis samples from Usine onps(@.01,i.e. to the 10% level of confidence).
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Figure 4: Average relative abundances (and standaodsg of deformities observed at each site in
March (open bars) aripril (solid bars).

Size measurements.

Two species were quite abundant in all the sampBEnphonema parvuluniKitzing)
Kitzing andNitzschia paleaKutzing) W.Smith. Shapiro-Wilk tests for normality confirmed
that the data was @asian distributedpE0.0046 forGomphonema parvulusndp<0.0001 for
Nitzschia palep Applying variance analysis and th&lls test, measurements of individuals
were found to reveal dtatically significant differences b&een sites (Table 2 and Figure 5);
but no statistical "date effect” was observed.

Figure 5: Valve lengths of the diatomSomphonema parvulunand Nitzschia palea.Boxplot:
interquartile range (n=270) witthe extreme values (minimum and maximum) denoted by the two
horizontal lines outside the box.

Gomphonema parvulummdividuals were grouped into & site classes after processing the
SNK test: cells were statistically longer at Moulin (mean sizef@2)lthan at Decazeville
(mean size=21}fm). Individuals sampled from the metal-contaminated sites (Joanis and

Usine) were found to be sigrofintly shorter than the ones frampstream: mean lengths were
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respectively of 20.7 and 2Jut. SNK grouping also exhibited three groupditeschia palea
measurements. For that species, the mean laigtidividuals signifi@antly decreased from
around 2@m before metal contamination to 2@rd at Joanis and to a minimum of 259 at

Usine.

Table 2: Outcome of the SNK tests for size measents. Means with the same letter are not
significantly different. (N: number of observations; species: GPA&nphonema parvulunNPAL:
Nitzschia palegsites: D: Decazeville, J: Joanis, M: Moulin, U: Usine)

SNK Grouping Mean N site
GPAR A 22.1222 270 M

B 21.5259 270 D

C 21.0296 270 U

C 20.7630 270 J
NPAL A 29.2074 270 D

A 28.7037 270 M

B 26.4519 270 J

C 24.9963 270 U

Discussion.

The presence of metals in the waters result from the former metallurgical activity and is
responsible of a high contamination of the riket passed on by the Riou-Mort basin. In this
study, study sites presented adjent of polymetdit pollution on bothstreams and cadmium
and zinc effects on diatom morphology wessessed using between-site comparison. In the
polluted sites, metals tend to accumulate in tbélbi, and diatom traits are likely to be a valid
indicator of metal exposar Accumulation kineticsstudied through previousn situ
experiments (Morinet al. submitted) showed that accumiga rates of cadmium in the
biofilm are quite fast, suggesy that a four-week exposure timey be sufficient to lead to
toxicity. Metal impacts on diatom sizes wetemonstrated through cell lengths measurements.
Negative correlations between cadmium and zioncentrations in the water and cell sizes
were obtained. If cell surface exposed to medai®ermine uptake and, therefore, toxicity (as
suggested by Khoshmaneshal. 1997), our results tend to camf that a selection occurs,
where small individuals are more able develop under metal stress that bigger ones.

Significant reduction of body size wabserved within the taxaomphonema parvulurand
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Nitzschia paleacorrelated with metal contaminatiolccording to Potapova and Snoeijs
(1997), stressed ecosystems should induce reaeid reduction. Under metal stress, cell
division would be the dominant mode of multiglion, leading to a decrease in average cell
size in the diatom populations with eashiccessive round of mitosis (Cattanetoal. 1998,
Joux-Arabet al. 2000). This metal-induced decreasediatom sizes was also described in
paleolimnological studies (Cattanebal. 1998, Cattaneet al. 2004), as well ag laboratory
experiments showing a reduction in valve lengthesponse to aluminium additions in cultures
(Gensemer 1990).

There was a positive correlation between fremyeof abnormal forms and metal exposure.
However, in contrast to cell measurements, the appearance of deformities seemed to be highly
dependant of the sampling date. This variabiigs shown to be mainhglated to the physical
parameters conductivity and teempture. Estes and Dute (1994) observed changes in valve
morphology of several diatoms in continuous c@groccurring in roughly 2 to 12-year cycles
and probably related to the fact that tbells had exceed the lower limits for sexual
reproduction and were on their way to extinetidhe morphological shifts we observed in
Riou-Mort and Riou-Viou streams occurred ove fitale of weeks in correspondence to metal
contamination and were thus differentiated frorardes related to the natural life cycle of the
diatoms. Morphological changes seem to bated to some stress in diatom metabolism,
which intensity is highly dependant of the watelumn characteristsc(Eppley 1977). Metal
exposure may provoke biochemical changestha cell wall and the plasma membrane
(Conway 1978, Guanzoet al. 1994) and a competition for the absorption of essential metals
may occur (Morelet al. 1991, De La Rochat al. 2000), affecting cellviability. Metals
sequestrated in the cytosol may damagdés @nd imply growth inhibition (Gerringat al.
1995, Perrein-Ettajanet al. 1999) or even celinortality (Torreset al. 1998a). Detrimental
influence on silicon metabolism (Fishetr al. 1981, De La Rochat al. 2000, Grachet al.
2005) is also likely to explain mphological shifts and, partically, appearence teratological
valves. The observed appearance of deformities is probably not only the result of direct effects
of metals. Indeed, at Usine, where the biofilrma¢ as dense as at Joanis, significantly higher
frequencies of deformities were observed. The development stage of the biofilm (its thickness
especially) may play a role as well (Hét al. 2000c, Ivorraet al. 2002b, Guasckt al. 2003).

A protective function of the orgammatrix against metal toxicity would explain the differences
we observed in April between the two contaminated sites.
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Conclusion.

Influence of heavy-metal contamination on morpigatal traits has been demonstrated in this
study. The relationship betweenifshin those attributes ansetal concentrations was found
significant, underlying theirelevance at revealy toxic pollutions.

However, the biological attributes studieid the present experiment (incidence of
abnormalities and cell measurements) are probably not usable this way. Indeed, determination
of deformations relative abundaas require counting a very largumber of valves to increase
the statistical significance and reduce standenar® in order to provide a practical tool. Size
measurements also need to spare a long éimeach slide to find the selected species and
determine their length. Even if the method neetts of labour, it can bperformed on archive
materials; this way it may be used fora@astruction of impacts occurred long time ago.

Further investigations ameeded to standardize and, as jpssio automatize the use of those

biological traits in order to take theimto account forautine biomonitoring.
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2- Intérét des anomalies magohologiques pour la bioindicaton en routine : étude pluri-

annuelle de leur fréquence d’apparition.

Anomalies morphologiques en aaditions de stress métalliqué

S. Morin*** T, Duong**, M. Coste*
* Cemagref de Bordeaux, 50 av. de Verdun, 33612 Cestas cedex, France
** Université de Bordeaux 1 / LEESA,dace Dr Peyneau, 33120 Arcachon, France

La littérature évoque la posdité d'utiliser les anomalies morphologiques des diatomées
comme indicateur du niveau de contaminationattigue (Dickman 1998, Stevenson et Bahls
1999). Dans le cadre du suivi des communaytésphytiques du Issin industriel de
Decazeville, nous avons caractérisé et quantiiéddemes anormales de diatomées, en relation

avec I'exposition aux métaux.

Quatre stations ont été échantillonnées de 2@04 a mai 2005 sur le site expérimental "Lot
amont" (rivieres Riou-Mort et Riou-Viou) (Figarl). Les stations "Usine" et "Joanis" sont
localisées au niveau et a l'avdlun ancien site d’extraction danc et présentent une trés
mauvaise qualité de l'eau, selon les caractguist définies par le SEQ-Eaux Superficielles
pour les micro-polluants cadmium et zincg@kce de I'Eau Adour-Garonne 2005). En amont
de la source de contamination, les statitiDecazeville" et "Moulin" présentent un niveau
faible de pollution métallique. Pour chaquie strois réplicats ont été prélevés sur sigsstrats
artificiels immergés penda une vingtaine deojrs ; un jeu de 184 édfidllons a été analysé
pour cette étude. Environ 400 valves de digesnont été dénombrées par échantillon. La
fréequence des formes anormales a été com@a@e le niveau de atamination métallique

dans les eaux et dalessmatrice organique.

! Accepté pour publication dafatomania
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Figure 1 : Localisation des stations étudiées.

Le bassin industriel de Decazeville est caraséepar des eaux de trés mauvaise qualité au
niveau et a l'aval de l'usine, déclassées pdonties teneurs en cadmium et en zinc (Figure 2)
dues aux anciennes activités métallurgiques du Isitdimite de tres mauvaise qualité (telle
que définie par le SEQ-Eaux Superficielles) &$einte pour des coantrations dans |'eau
brute de RgCd/l ou 33@gZn/l, et dans les matieres en suspension de 7mgCd/kg et
680mgzZn/kg.

Figure 2 : Niveaux de contamination métallique desafions étudiées : concentrations en cadmium et
en zinc dans les phases dissoute (a) et particulaire (b). Dosages réalisés par le DGO, Université de
Bordeaux 1.

Dans les échantillons provenant de ces stafmsment contaminées ("Joanis" et "Usine"), on
rencontre a des fréquences moyennes de l'ordre de 10 a 20% des diatomées dont la
morphologie est affectée (Figure 3), soit danglehalité soit plus spécifiquement au niveau
des ornementations du frustule. Tres peucee anomalies morphologiques (0 a 6%.) sont

comptabilisées au niveau des stations amont ("Decazeville" et "Moulin"). Bien que les
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guantités dénombrées en conditions de fadatamination métallique soient relativement
faibles, elles sont néanmoins considérées comme significatives.

Les abondances relatives des formes anornsat mieux corrélées aux concentrations en
cadmium qu'en zinc, et traduisent plutot I'exposition des communautés périphytiques aux
métaux dosés dans le biofilm que dans I'eau.iAors obtient des coefficients de corrélation

(r2) entre fréquence des formes anormales anitad dans les phases dissoute et particulaire
de 0,09 p<0,002) et 0,15p<0,001) respectivement. Avec le caidm mesuré dans le biofilm

on atteint des corrélations de 0,223&(,001). Notons l'influenceu réle protecteur de la
matrice organique vis-a-vis slemétaux : la fréquence ddermes anormales dans les
échantillons de "Joanis" (ou le biofilm est é&pat dense) est significativement moins élevée

gu'a "Usine" (ou la biomasse développéeles substratstgslus réduite).

Figure 3 : Abondances relatives (exprimées en pour)ntile formes anormales de diatomées dans les
échantillons (a) et concentrations métplks mesurées dans le biofilm (b).

Lors de cette étude, un total de 48 espéaegsésentant 18 genres comptaient quelques
individus présentant des analies morphologiques. La plupaies taxons concernés par ces
déformations appartiennent aux gentesgilaria (environ 52% des especes déformées
rencontrées) dfiinaria (23%) : 'anomalie la plus frégomment observée poges individus est

une distorsion du frustule (Figure 4). On dénoenbgalement des formes anormales parmi les
Monoraphidées (5%), les Birapléies (20%), et plus rarentechez la diatomée centrique
Cyclotella meneghinian@moins de 0,2%). Les anomalies d'ornementation peuvent concerner
la régularité et I'alignement des stries (cf. 'exempl®idéoma vulgare Figure 4) comme des
caractéristiques plus spécifiques de certaingeaes. Ainsi, certains individus de l'espéce
Planothidium frequentissimurobservés dans les échantillonentaminés présentaient un

doublement du renflement en fer a cheval (Figure 4).
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Figure 4 : Frustules déformés de diatomées, observés dans les stations "Joanis" et "Usine"
(photographies : Michel Coste).

La toxicité des métaux lourds pesg manifester lors de l'internalisation des métaux et lors de
leur séjour a lintérieur de la cellule. Lorsqu'ils traversent la membrane cellulaire, ils sont
susceptibles d'entrer en compétition pour l'golson et I'assimilation de la silice (Conway
1978, De La Rochat al. 2000). Les métaux accumulés dans le cytosol peuvent par ailleurs
générer un stress oxydant (Pietoal. 2003) et induire des perturbations génétiques (Castina

al. 2000). Les travaux de Grachetal. (2005) émettent de plusypothese que le zinc jouerait

un réle dans la désilicificatiodu frustule, en sednt aux protéines d&ansport de l'acide

silicique.

Ainsi, ces altérations métaboliques et généts induisent vraiserablement ['apparition
d'individus au frustule faibteent silicifié, ce qui expliquait les atteintes morphologiques

observées en conditiodg stress métallique.
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Préambule.

Le développement du biofilm sur une surface immergée commence généralement par
I'installation d’une matrice organique et bactérie, suivie de la colonisation par des especes
diatomiques petites et adhérentes. La dynamiqueldaisation par les diatomées est déterminée

par le pool d’espéces disponibles dans le miledype de substrat (Rosen 1995), la vitesse du
courant (Ghosh et Gaur 1998), la températet I'éclairement (Eppley 1977, Hill 1996). Les
successions d’espéeces, des stades pionniersnatlaité des communautés, sont conditionnées
par les taux de croissance spécifiques, variant avec les conditions de milieu (température,
disponibilité en nutriments). Afur et a mesure de la migm place du biofilm, la biomasse
algale, la densité cellulaire et le meétabolisme du biofilm augmentent; il s’opere une
complexification de la structure et de laitelcture du biofilm, susceiple de réduire la
dépendance des communautésavidgs des facteurs physiques et chimiques externes, et par
conséquent de leurs effets. Ainsi, les cellules enchassées dans cette matrice semblent étre moin:
affectées par une diminution de la ressource nutritive (Stevensdnl991, Ivorra 2000) et par

les stress induits par les métaux par exemple (Pistetehi1l997, Decho 2000, Ivorra 2000).

Le Chapitre 3 présentait les résultats principalobenus dans le caddel suivi des communautés
matures du bassin versant du Riou-Mort. Les effetscontrastés des métaux sur la structure des
communautés diatomiques nous sont apparus coonimepalement tributaires de la variabilité
inter-cours d’eau. Aprés s'étettachés a caramiser les communautésablies, nous avons donc

naturellement envisagé_d’étudier plus précisgiries mécanismes de colonisation des substrats

par une fréquence de prélevements plus souteruaggres 3, 5, 8, 15 et 21 jours a partir de la
date d’'implantation de substrats vierges) legla’'un gradient de contamination organique et
métallique. Nous avons ainsi sulig développement du biofilm et des communautés diatomiques
sur les deux stations du Riou-Mort échantillonnégss le cadre du suivi annuel (Decazeville et
Joanis), auxquelles nous avoaputé une référence "amont”, Firmi, exempte des apports
anthropiques de l'agglomérati de Decazeville. Nos expérimatibns ont été menées en
conditions estivales et hivernaleafin d’évaluer la variabilitésaisonniere de ces cinétiques

d’installation.
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A — DYNAMIQUE DE COLONISATION DES COMMUNAUTES DIATOMIQUES.

La caractérisation des cinétiques d’établissdnze été réalisée en conditions d'étiggsllet

2004) et en conditions de hautes ed&uomars 2005). Le choix de I'étude de stations localisées

uniquement le long du Riou-Mort nous a affranamsgrande partie de I'effet "cours d’eau” mis
en évidence dans le Chapitre 3, le "pookgpéces potentiellement disponibles étant commun
aux trois sites étudiés. Ainsi, nous avons putmaesn évidence des effets liés a la charge
organique d’'une part (& DecazeVjlkt des effets combinés destriments et des métaux d’autre

part (a Joanis).

Le long de ce gradient, la disponibilité nutritidevée a Decazeville y favorise le développement
du biofilm (augmentation de la biomasse, dpHatosynthése) et I'inaliation des communautés
diatomiques (hausse des densités cellulaies)ompagnées d’'une évolution des assemblages
vers la mise en place d’espéces saprophiles co@amphonema parvulunies effets de la
contamination métallique s’avérent tres margadisia mise en place du biofilm comme sur les
communautés diatomiques. La croissance en épaigsebiofilm, en effet, se trouve freinée a
Joanis. Les communautés diatomiques sont égatemmdifiées, tant du pot de vue quantitatif
(stagnation des densitéllulaires, diminution du biovoluencellulaire moyen a Joanis) que
qualitatif. La taille moyenne des espéces inve@tsry est inférieure a celles mesurées en amont,
et la petite espedeolimna minimadomine les assemblages. Les abondances accrues de formes
anormales observées a l'aval de la sourcecal@amination métallique concordent avec les
travaux de Andresen et Tuchman (1991), Mt et al. (1997) eDickman (1998), et
confirment l'intérét et la pertinence de cescépteur pour la bioidication des pollutions

métalliques (déja évoqués dans le Chapitre 3).
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1- Etablissement des communaés en conditions estivales.

Dynamics of benthic diatom colonization ina cadmium/zinc-polluted river (Riou-Mort,
France)

Soizic MorIN ", Maria Vivas-NoGuUEs?, Thi Thuy DUoNG 2, Alain Boubou ?, Michel CosTe® and Francois
DELMAS *
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Abstract

Periphytic diatom communities were sampled frglass substrates immersaidng a gradient of
organic and metallic pollution. We investigatee ihfluence of nutrients and a combination of
nutrients and metals on biofilms and diatonmoaunities settling on the glass over three weeks.
Biofilm was characterized througbrganic biomass, chlorophyd concentrations and metal
content; structure of diatom assemblages assessed by studying densities, mean biovolumes
and taxonomic composition. Exposure to organic patits resulted in an increase of biomass
(dry weight, chlorophyll concentrations and diatom deresfi and diatom community structure
was similar to that at an unpollutedtes relative to nutent concentrationsCyclotella
meneghinianavas dominant and the specidgzschia palea, Navicula gregariand Melosira
varianswere well-represented. Downstream of thetal-contamination source, biofilm biomass,
as well as chlorophyhl concentrations, decreased as cadmameh zinc contergot higher (up to
60ugCd/g dry weight and 1400ug#& dry weight). Concurrdly, the size distribution of
diatoms, changing from larger to smalledinduals, reflected changes in the taxonomic
composition of the assemblages whdfelimna minimawas found in high proportions.
Statistically significant amountsf abnormal frustules were also enumerated in the metal-

polluted environmentp<0.05).

Keywords
Biomonitoring; Periphyton; Diatom assemblageStreams; CadmiumZinc; Heavy metals

effects; Morphological abnormalities
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Introduction

Diatom community structure can béfected by high levels of migpollutants, and in particular,
metals which are often found in rivers. Withe implementation of the European Water
Framework Directive (WFD, 2000/60/GEhere is a need for data to allow the characterization
of the effects of pollutants on aquatic eowiments based on selected biological key
compartments, notably diatom communities.

Several studies have indicated a change insthecture of biofilms when exposed to metal
pollution: FERES et al. (1997) and GLD (2002) reported lower cetlensities in contaminated
sites, diatom assemblages wergdbund to be very different reference compared to polluted
sites (MORRA 2000). Cell deformities affecting general cell shape and/or valve ornamentations
were observed under metal stress, and are sesbéctbe an indicator of such pollution
(DICKMAN 1998, G®MEZ and Lcursi 2003, TORRESet al.2000).

Our study aimed at identifyingn situ descriptors of metal-pollutioeffects, with the aim to
improve diatom bioindication tools. In a zinc-nmg impacted site generating cadmium and zinc
pollution, the development of benthic communities was monitored from bare surfaces to mature
biofilms. After a three-week developmentatim communities were characterized and we

describe here the effects ditrted to the pollution studied.

Material and methods
Field sampling sites

Biofilms were left to colonize glass substrateghia Riou-Mort stream, a small tributary of the
river Lot located in the industrial basin of Reeville (South West France, 44°N / 2°E). Three
sites presenting different types and lew#lpollutions were selected (Figure 1):

- the reference site (Fm), located about three kilometers tripam from the anthropized area of
Decazeville, with very low metal conceatiions, and non-limiting nutrient content;

- the organically polluted sitéDecazeville), located in the han zone, highly nutrient-polluted
and showing no metal concentration;

- the metal polluted site (Joanispcated just after the conluce of the Riou-Mort with the
Riou-Viou, a stream carrying seepage from a farminc factory, presenting high levels of
dissolved cadmium and zinc AG 1978). In the year 2000, UbRyY et al. (2004b) measured
concentrations of 16mg/L dissolved cadmiumd &800mg/L dissolved zinc (average values).
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Figure 1: Location of the study sites.

Physical and chemical characterization oites and metal concerdtions in the water

Temperature, pH, conductivity and dissolved/gen were measured at each site and sampling
date in the stream (WTW, Weilheim, Germangliring the 20-day expienental period (July

2004).

Stream water samples were simultaneously ctate and brought back tihe laboratory for
nutrient measurements. Phosphate, silica, ammonium, nitrite and nitrate concentrations were
determined according to French and inteoral standards (NF T90-023, NF T90-007, NF EN

ISO 11732 and NF EN ISO 13395, respectively).

Metal concentrations at Joanis were analysethe TGM laboratory, University Bordeaux1.

Periphyton sampling method

At each of the three sites, twaaptic racks, perforated and equigpeith glass slides (so-called,
diatometers), were left in the tea column for 4 to 20 days. € were immersed 5 centimeters
below the water surface under similar light pestgdn conditions, perpendilar to the current
(Figure 2). The diatometer(300 cm? area for bothdgls) were used as artificial substrates for
algal attachment. Periphyton sangpleere taken from early stages of development to mature
biofilms (BARRANGUET et al. 2005, RTERSONand SEVENSON 1990) after 4, 7, 14 and 20 days.
Each time, one glass substrate was removed &ach of the diatometers at the three sites, and
scraped with a cutter blade to form two repiec periphyton samples per site and per sampling

date.
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Figure 2: Schematic representation of oaek of artificial substrates, as moored at the three experimental
sites.

All the periphyton samples werelutied to a standard volume @00mL and divided into four
aliquots assigned to various analyses. 5mL weeserved with 1mL of formalin solution (37%
formol) for analysis of diatom assemblages. 20n®re filtered through a GF/C filter; the filters
were kept refrigerated (4°C) in the dddk less than 24 hours, for chlorophglimeasurements in
accordance to French standard NF T90-117. shéwn 20mL were used for particulate matter
analysis: biofilm dry weights were determinémlowing the European standard NF EN 872;
after drying and weighing, samples weréexb at 500°C for 1 hour in a muffle furnace and
results were reported as ash-free dry matter (OmML were put in Teflon© jars for metal
concentration measurements: after filtratioand mineralization, cadmium and zinc
concentrations were measured by flame a&toatsorption spectropbtmmetry (Varian AAZ20,
Victoria, Australia). Detection limits werEsug/L for cadmium and 10ug/L for zinc.

Quantitative and qualitative analysis of diatom assemblages

Diatom density was estimated in each untreasedple using a Nageotte counting chamber by
enumeration of the total number of cellshéxting chloroplasts in 10 fields (1.Z& each,
0.5mm depth) using light microscopy at 40@wagnification (photomicroscope Leica DMRB,
Wetzlar, Germany). Data were recorded assgedlr unit area of sampled substrate (number of
diatom cells/cm?).

Samples assigned to taxonomic analysis ofodiahssemblages were prepared according to the
procedure described in ANSP protocolsif€LES et al. 2002). After digesvpn of 3mL of the
formalin-fixed sample in kbng hydrogen peroxide (30% J8,) and hydrochloric acid (35%),
permanent slides were prepared by mountingckb@ned diatom frustules on a glass microscope
slide in Naphrax© (Northern Biological Supdid_td, UK), a high refractive index (1.74)
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medium. A minimum of 400 diatom valves weédentified on each slide at 1,000x magnification,
following the SiUBvasserflora (RAMMER and LANGE-BERTALOT 1986 — 1991) classification.

Relative abundances of each species and speciegess were estimated, and diatom diversity
was calculated using the Shannon indexm@umnity biovolume was estimated after the

theoretical biovolume (given ithe literature) of each speciésund in the samples. The total

biovolume of the community (Bwas calculated as followsB : (RA,; B, ), where n:
il

species richness of the sample,sRArelative abundance of species i, B theoretical volume
of species i. Individual deformities (cells witbnormal general shape and / or diatoms with

deformed valve wall ornamentation) wereserved and their frequency determined.

Statistical analyses

Data were checked for normality and variangeiaity using STATISTICA software (v. 5.1,
StatSoft, 1998) before launching thests. Analysis of variance (ANOVAethods were
performed to study the effect of site (FirBiecazeville and Joanis) dnofilm characteristics
(dry weights, AFDM, pigments and cadmium content) and diatom densities. If the null
hypothesis was disproven, we ustdkey HSD post-hoc test to téet significant differences
between groups. We consideredsditistical results significantdh had their probality (noted

p) less than 0.05.

A principal component analysis (PCA) svperformed with PC-ORD software q@uNE and
MEFFORD 1999) on data related to relee abundances of diatomespes, in order to visualise
taxonomic differences between diatoms communit@tected in the different sites. Only the
species having cumulative relative abundanceesenting more than 1% (of the whole dataset)
were considered.

To test the assumption that diatom abnormalitileaea high level of metal contamination, we
calculated the correlation coefficients betwéled frequency of deformed valves and cadmium
concentrations in the biofilm. We then calculated a one-tgHealue indicating the probability
of obtaining a mean correlatioalue larger than the observedusagiven the null hypothesis of

randomly occurring abnormalities.
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Results
Field colonization conditions

The physical and chemical parameters measured in the sampled waters are shown in Table 1.

Table 1. Values corresponding to physical and cherlealacteristics of streamater determined during
the experimental period (dI: detection limit: 0.3ingdr NO3, 1ug/L for cadmium and 10ug/L for zinc).

Firmi Decazeville Joanis
4 7 14 20 4 7 14 20 4 7 14 20
days days days days days days days days days days days days

pH 7.4 7.4 7.4 7.3 7.9 . 7.7 7.6 8.0 7.7 7.7 1.7
conductivity 1377 1223 1410 1427 3340 1104 1052 961 2350 1426 1290 1257
(Bs/cm)

temperature 17.6 16.4 19.4 240 4@9. 174 17.0 23.1 19.7 17.6 16.7 24.8
O,(mg/L) 7.0 8.0 9.3 73 45 4.0 7.2 7.3 6.4

NH, (mg/L) 0545 0.718 1.33 234 0.8887.42 8.06 4.9 0.773 1.95 2.5 3.43
NO;z; (mg/L) 2.96 3.61 2.46 289 @B 153 <dl 112 2371 5241 3836 36
NO, (mg/L) 0.184 0.184 0.236 0.24 0.7110.1 0.302 0.12 0932 0.968 0913 1.32
PO, (mg/L) 0.01 0.10 0.10 0.04 0.17 0.99 1.16 0.95 0.58 0.87 0.82 2.86
Si (mg/L) 10.5 13.5 12 145 14 11 10 11 12 115 12 12.5
Cd (R/L) <dl <dl <dl <dl <dl <dl <dl <dl 26 26 27 24

Zn (Ry/L) <dI <dI <dl <dI <dl <dl <dl <dI 2104 2170 2305 1617

At all sites, pH was around 7&nd water temperatures weabout 20°C during this study.
Comparable silica levels were foumdthe three sites, and at @@mtrations sufficient for diatom
development. Maximum nutrient values weteserved in Decazeville and Joanis. Decazeville is
impacted by quite strong organic and domesbictaminations: orthophpkate pollution as well
as high levels of reduced forro$ nitrogen like ammonia whichitrify downstream (the highest
nitrate and nitrite coremtrations were found at Joani§)onductivity values were quite high
(about 1500%/cm) and a peak was observed on thefsluly in Decazeville and Joanis.

Biofilm settlement at Joanis took place under mhigfher cadmium (more than 20 fold) and zinc
(more than 200 fold) water concentrations than in Firmi and Decazeville.

Current velocity values (httphiydro.rnde.tm.fr/) were quiteoastant during the experimental
period (0.13 + 0.01/¥s), except for day 19 when the flow increased two-fold (0.24)m
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Biofilm description (see Table 2 and Figure 3)

At each site, the dry weight and organic contaoteased as the biofilm settled, except for the
Decazeville site, where dry weight decreased afastesampling date. In general, dry weight and
organic content of Decazeville biofilms fromay 4 to day 14 were significantly highek(.05)

than those measured at Firmi and Joanis.

Figure 3: Mean ash-free dry mass values (plain liaad)colonization rates (dotted lines) and chlorophyl
a concentrations in the biofilms ofetlulifferent sites during the experiment:(Firmi; : Decazeville
Joanis). Error bars: standard deviations.

Total chlorophylla, as an estimate of algal biomass, showed the same trends, except for at Joanis
after 20 days, where a large increaspiginent concentration was observed.

Diatom densities on artificial substrates allowed the guantitative characterization of communities.
At Firmi, a mean density of 3200 cells/cm? (stard error = 125 cells/cindvas found after three
weeks colonization. 10300 cells/cm? were fo@tdecazeville, whereas 11500 cells/cm? were
recorded at Joanis. Stiard errors respectively represengis) and 980 cells/cmz2. A site effect

was observedok0.05) and Tukey tests separakedni from the sites downstream.

Table 2. Mean dry weight values (DW), ash freemagtter values (AFDM), chlorophyll a concentrations
(Chl.a) and cadmium ([Cd]) and zinc ([Zn]) concatitns in biofilm grown orartificial glass substrates
(nm: not measured).

Firmi Decazeville Joanis
4 7 14 20 4 7 14 20 4 7 14 20
days days days days days days days days days days days days

DW (mg/cm?) 0.029 0.081 0.176 0.350 3D1 0.358 0.984 0584 0.026 0.094 0.319 0.407
AFDM (mg/cm?) 0.011 0.026 0.049 0.1970.112 0.149 0.450 0.2240.015 0.047 0.135 0.168
Chla ( Ry/cm?) 022 031 081 084 079 102 19 221 019 039 200 5.58
[Cd] (R/g DW) <dI <dI <dI 2 67 59 47 39 1081 1868 1427 1327

[Zn] (R/g DW) nm nm nm nm nm nm nm 2766 nm nm nm 4171
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Metal accumulation (see Table 2)

Accumulation of cadmium in Joanis biofilmscreased in the first week of glass slide
colonization and then stabilized around 1&@DW. Cadmium concentrations in biofilms were
significantly lower p<0.05) in Firmi and Decazeville sites.

Zinc levels were analyzed in Decazevilend Joanis biofilms sampled at day 20 and
bioaccumulation was much higher at Joanis: around BZOW, whereas 280R)/gDW was

measured at Decazeville.

Characterization of diatom assemblages

Although species richness and divgrsvere similar between sitgd2 taxa were identified per
sample and Shannon index values averageth8ynomic composition and relative abundances
of diatom communities differed. Firmi anBecazeville assemblages were dominated by
Cyclotella meneghinian&KuTzING, and the speciedNitzschia palea(KUTzING) W.SMITH,
Navicula gregariaDONKIN and Melosira variansAGARDH were well represented. In the Joanis
site, the dominant tax&olimna minima(GRUNOW) LANGE-BERTALOT, was found in large
amounts  (around

50% of the total

community).

Figure 4: Principal Component Analysis (PCA), widlgions of data points identified by sample site (
Firmi; : Decazeville; S: Joanis). Vectors plotted indicate the correlation scores for significant
correlations between species relative abundsmand the two principal components axes.

(ADMI: Achnanthidium minutissimynADSA: Achnanthidium saprophilaCMEN: Cyclotella meneghinianaEOMI: Eolimna
minimg GPAR:Gomphonema parvulunMAPE: Mayamaea atomusar. permitis MVAR: Melosira varians NGRE: Navicula
gregaria. NLAN: Navicula lanceolata NPAL: Nitzschia palea PLFR: Planothidium frequentissimymSBRE: Surirella
brebissonij UULN: Ulnaria ulna)
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Result of PCA based on relativebundances of diatom speci@Sigure 4) revealed great
differences between the three sites, and shatredg homogeneity within each site. Axes 1 and

2 accounted for around 37% and 27% respectioélyhe total variabity. Axis 1 separated
diatom communities developed up- and downstream of the metal pollution source. Firmi and
Decazeville stations were found on the left-half plémegative values) and the Joanis site on the
right-half plane (positive valugsSeparation along Axis 2 exgsed the gradient of organic
pollution.

Biovolume calculated for eackite represented about 14B0° (average for a diatom cell) at
Firmi and 120 at Decazeville, and decreased to BB at Joanis. Differences in species
sizes were also noticed: spesimeasuring less than 10@n° represented half of the taxa
identified at Joanis, whereas they wecoairfd in low percentagesheut 10%) at Firmi and

Decazeville. More than 50%f big species (> 508n° biovolume) were enumerated at Firmi and

Decazeville, and only counted for 20% of tle&ative abundance dbanis (Figure 5).

Firmi Decazeville Joanis
100

80

N TTH

7 day 14 20

100 =
80 1
60
40
20

4 7 14 20 4 14 20 4 7 14 20

! day

Figure 5: Relative abundances of small species (less10um3, in black) and large species (more than
500um3, in white) and their contribution to the tdi@ovolume of the community. Error bars: standard
deviations.

The frequency of abnormal frustules (Figug which were almost only found at Joanis,
increased significantly as biofilm ¢led. Most of them were araphidstagilaria spp. (average

abundance in the cadmium-polluted safter a 20-day exposure: 3.01%d)Inaria ulna

150



Résultats : Cinétiques de colonisation

(NITZSCH.) LANGE-BERTALOT (36.17%0). Deformities were also observed among raphids like
Achnanthidium saprophilaf KoBAyAsI & MAYAMA) ROUND & BUKHTIYAROVA (1.00%o),
Eolimna minima(2.01%0) Gomphonema parvulugiKUuTzING) KUTZING (4.52%0) andNitzschia
palea(1.00%0). A few abnormal frasles of centric diatomgJyclotella meneghiniané.50%))

and monoraphidsQocconeis pediculuEHRENBERG (0.50%0) Planothidium frequentissimum
(LANGE-BERTALOT) ROUND & BUKHTIYAROVA (1.00%o0), P. lanceolatum (BREBISSON ex

KUTZING) LANGE-BERTALOT (1.00%0)) were found as well.

Figure 6: Deformed individuals of\ichnanthidium minutissimurfADMT), Cyclotella meneghiniana
(CMTG), Encyonema minutundENMT), Fragilaria capucina (FCAT), F. capucinavar. capitellata

(FCCT), Gomphonema parvulunfGPAT), Planothidium frequentissimur(PLFT) and Ulnaria ulna

(UULT) collected from Joanis site.

Scale bar = 10 um

Discussion

The results obtained for days 4,and 14 demonstrated that situ combined high levels of
organic contaminants and heavy metals were dettiah to biofilm settlement, but also that the
organic matrix under metal exposure developptide strategies. Biofih growth was followed

at the three sites from substrate immersiora td0-day colonization. Quantitative differences
were observed between the three stationseath site, primary production (chlorophg)l and
biofilm dry weight increased with immersion duration; moreover biofilm settlement and

development depended on nutrienaigability and on the presence not of dissolved cadmium
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and zinc: at Firmi, biofilm was not as dense asDecazeville, where increases in nutrient
availability favored biofilm development AWRENCE et al. 2004). Despite a high nutrient
potential, metal pollution in Joanis waters did albddw biofilm to grow aghick and dase as in
Decazeville, as described bydRRA et al. (2002b) in a polluted Dukcriver. In Joanis, polluted
by combined nutrient and metals, biofilm tkness was reduced compared to the Decazeville
site. Colonization rates (as measured by actating total AFDM per dg) also supported the
notion that the nutrient-enriched site Decalte\fmean colonization ta: 0.02gAFDM/day) was

a significantly more productive station than twpam site Firmi (0.002gAFDM/day) or even
downstream Joanis (0.006gAFDM/day). In contrd&ttom densities werguite similar between
Decazeville and Joanis stebut most of the diatoms found Jianis were small and attached
taxa, enveloped in a thinner organic lagestecting individualdrom strong exposure @HMANN

et al.1999).

On the 28 July (one day before the fourth samplintje river Riou-Mort was in spate at the
Decazeville and Joanis sites; the flimcreased from about 0.13 to 0.24sn This moderate
hydrological event probably letb different rates of erasn of the biofilms on the glass
substrates. @sH and GWUR (1998) showed that speciedatevely weakly attached to the
substrate, which are often associated with i@adte matter, are likely to disappear when
exposed to higher velocity currents. At Decazeyile very thick and dese organic matrix may
have undergone extensive loss of organic matiesuspended particlesf weakly attached
algae (for instance, filamentous algae which weed represented), whereas at Joanis the thin

and strongly attached bitvhs were less affected lige increase of flow.

Qualitative modifications were also revealed. Chloroplaythnd diatom densities revealed a
strong effect of organic pollution; the high nuttiéevels seemed to set the degree of diatomic
biomass development, that was quite simétaDecazeville and Joanislowever, although the
actual quantity of biomass wasmsliar, metal pollution dramatically changed the algae it was
composed of. Community biovolunoalculations and ratgoof small to big taxa were found to
reveal differences between migfi@e and contaminated sites. Average biovolume for a single
cell at Firmi and Decazeville was larger than 1880 and was drastically reduced at Joanis
(700RM°). The contribution to # total community biovolume of small species (<B) and

big ones (>50@M°) was also relevant for distinguisigi between up- and downstream of the
metal pollution source, but needed more calocoatithan relative abundances of species from
each size category. These results are in accoedafith reductions in cell sizes reported for

metal-stressed environmentsa(CANEO et al. 1998) and also with sties demonstrating that the
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uptake of metal ions from solaofi into the cell cytoplasm is réictly linked to the specific
surface area of the algaeH&BSHMANESH et al. 1997). As intracellular cadmium is suspected of
perturbing algal metabolism EBTRAND et al.2001, RuLSSON et al.2000, BRREIN-ETTAJANI et

al. 1999, INTO et al. 2003), some kind of selection mdnappen. When exposed to metal
contaminations, taxa presenting lower cell acef areas would be less disfavored than big
species which are able to remdvigher amounts of poisonous mattep3-ARAB et al. 2000).

To our knowledge, very few studies have attempdecbrrelate cell size to metal contamination.
The dominance of small, adnate species under cadmium and zinc pollution was however
described by MDLEY and QEMENTS (1998) and GTTANEO et al. (2004). Several authors have
also observed shorter valves during contamination ever#SSEMER (1990) examined the
reduction in cell size oAsterionella ralfsiivar. americanaKORN in response to additions of
aluminium to cultures, and ATTANEO et al. (2004) reported riting size changes in the
dominant diatom taxa during a period of cadmiwnc and iron contamination in Lac Dufault
(Canada). Size reduction of individuals as wellodshe global community appeared to be an
excellent specific indicator ahetal contamination. However, it involves an additional counting

effort and thus increased cost which is Ihaobmpatible with routine biomonitoring.

Taxonomic differences between diatom asdagds were investigated using principal
component analysis. PCA discriminated commungiesording to their pollution characteristics.
Separation along Axis 1 (in accordance with thaedggnt of cadmium and zinc) allowed us to
characterize metal sensitivity of some species. High relative abundanc&yctitella
meneghiniangat the end at the experiment, thieaps represented around 50% of the total
community at both Firmi and Decazeville sites) &melosira varians(which represented more
than 10% of those assemblages) were correlated to negative values on kedisvith high
sensitivity to cadmium and zinc. Species from the ge@gotellawere already described as
metal-sensitive. BGGIU et al. (1998) described it fo€. bodanicavan DAm et al. (1990) forC.
comensisGRUNOW in VAN HEURCK, SHEHATA et al. (1999) forC. comta(EHR.) KUTZING or
GoLD (2002) forC. stelligeraCLEVE and QRUN (in VAN HEURCK). Although its status is still
discussed by BRRANGUET et al. (2002) and BANCK et al. (2003) who found it quite tolerant,
many authors found#lelosira varianssensitive to heavy metalsHBRTET-MAZEL et al. 2003,
GoLD et al. 2003a, b, YORRA 2000, MeDLEY and QEMENTS 1998, BRES et al. 1997). This
study also revealed a sensitivity ®favicula gregaria exposed to metal contamination.
Representative of Joanis communiti@orresponding to positive Axis 1 value€iplimna

minimawas found to be very tolerant (accordingseveral indicationsolund in the literature:
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PERESet al. 1997, ®LD 2002, EURTET-MAZEL et al. 2003), as well aMayamaea atomugar.
permitis Higher Axis 2 values characterized coomties from the Firmi site, which were
strongly opposed to the Decazeville communiggeswn under high levelsf organic matter.
Surirella brebissonii KRAMMER & LANGE-BERTALOT settled quickly and stabilized in
abundances close to 10% at Hirmvhen Decazeville assemblageere associated with higher
proportions of saprophile species such @emphonema parvulum, Navicula lanceolata

(AGARDH) EHRENBERGandNitzschia palea.

In agreement with @KMAN (1998), who suspected deformed individuals to be a valid indicator
of metal pollution, significant frequencies diatom deformities were associated with metal-
contaminated waters in our studg<(Q.05). A significant correlationp€0.05, r2=0.92) was
shown between cadmium concentrations biofilm and the frequency of abnormal cell
morphology of diatoms. AnomalouZagilaria species have alreadyeen observed by several
authors in metal-polluted conditions NBRESEN and TUCHMAN 1991, DCKMAN 1998,
MCFARLAND et al. 1997). Samples collected previbuson the Riou-Mort river (during
experiments conducted in 2003 and 2004) alsobéeli deformed frustules of the following
species:Eolimna minima, Gomphonema parvulum, Nitzschia pal@ch were also found in
this study. Although the frequency of abnormaditisas statistically meargful in the metal-
contaminated site, there is a need to improve tibol, in order to be used for river quality
assessment. We suggest more time be devotetiumerating deformed valves on slides, by

increasing the counting effort.

Summary

1. Biofilm development, as well as diatormomunity settlement, are affected by combined
organic and heavy metal pollution.

2. Under the conditions of this study, the diatddadimna minimaand Mayamaea atomus
var. permitisshowed high resistance to cadmium/zinc contamination.

3. The results suggest that calculating thaltbiovolume of the diatom community could
serve as an additional criterion to assess metal pollution.

4. The frequency of abnormal forms, as a tmol monitoring heavy metal-pollution, also

seems to be a relevant indicator.
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2- Etablissement des communagés en conditions hivernales.

Pour simplifier la compréhension et la comparaison entre les résultats obtenus dans les suivis
estival et hivernal, cette parti€crira les résultats obtenusigdant I'expérimentation menée du 3
au 23 mars 2005, sur les mémeatishs que pour la manipulati de juillet 2004 et avec les

mémes pas de temps entre les prélevements.

2.1 — Hydroclimat des stations.
Le Tableau 4 recense les valeurs des paramgthysico-chimiques mesurés dans les eaux

échantillonnées a chaque campagne de prélevement.

Tableau 4 : Principales caractéristigues physico-chies des eaux aux différentes dates de prélévement
(Id: limite de détection: BJCd/L et 10RyZn/L).

Firmi Decazeville Joanis
4 7 14 20 4 7 14 20 4 7 14 20

jours  jours  jours jours jours jours jours jours jours jours jours jours

pH 7,8 7,6 7,9 8,0 7,5 g, 7,8 8,0 7,5 7,8 7,9 8,2
conductivité 678 538 639 578 688 2967 3212 3156 735 1602 1723 1744
(Rs/cm)

température 3,4 4,5 10,3 13 72, 55 10,3 138 238 6,1 5 13,9

O, (mg/L) 11,1 9,4 9,1 11,13 9 8,1 9,7 8,66 10,3 9,3 9,9

NH4 (mg/L) 0,88 0,39 0,61 0,62 0,92 1,02 0,71 201 0,92 3,44 3,54 2,98
NO; (mg/L) 4,99 3,86 2,77 2,65 5,56 4,35 4,15 464 33,84 1155 26,57 37,33
NO, (mg/L) 0,07 0,04 0,08 0,12 0,18 0,22 0,29 0,59 0,73 0,46 1,10 1,11
PO, (mg/L) 0,24 0,08 0,21 0,12 0,30 0,28 0,24 0,48 0,21 1,45 1,43 1,26
Si (mg/L) 7 7,5 5,5 6,5 6,5 9 8,5 10 6,5 9 9,5 8

Cd (Ry/L) <Id <|d <Id <Id <Id <Id <|d <Id 19,4 23 23,4 19,6
Cd (mg/kg) <Id <Id <Ild <ld <Ild <Ild <Id <I|d 579 408 602 349
Zn (RL) <l <id <ld <Id <ld <ld <id <id 1220 2060 1730 1210
Zn (mg/kg) <Id <Id <ld <Id <ld <ld <Ild <Ild 9810 6050 6740 5460

Quel que soit le site, le pH avoisine 7,8 pendaunte la durée de I'étude. Les températures des
eaux augmentent au fil des échantillonnages, de 3 + 0,4°C le 7/03/05 a 13,5 + 0,5°C le 23/03/05.
Les concentrations en silice (de 6,6mg/L en moyenne a Firmi et 8,4mg/L a Decazeville et Joanis)
sont non limitantes pour le développent des communautés diatomiques.

On note une augmentation dans les conceatrsten nutriments de I'amont a I'aval du Riou-

Mort. En effet, les pollutions organiques d@mestiques de I'aggmération de Decazeville
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impactent fortement les deux stations aval. A pdes concentrationsn orthophosphates sont
jusqu’a 5 fois supérieures a celles de DecazeWdtenitrates sont multipliés par un facteur 10.
Cette augmentation considérable résulte vraisendiadit, d’'une part, de rejets provenant de la
station d’épuration présente quelguentaines de metres en amont du site Joanis et, d’autre part,
de phénomeénes de nitrification des composés azotés entre Decazeville et Joanis.

Ces effets anthropiques marqués sont égadtrobservables sur les mesures de conductivité
électrique : de l'ordre de 600uS/cm a Firmlles atteignent jusga’ plus de 3000uS/cm a
Decazeville, les phénoménes de dilution par [gsoes du Riou-Viou en amont de Joanis ne
réduisent cependant ces grandeurs que de moitié, avec des valeurs toujours élevées, de I'ordre dt
1700uS/cm.

Le niveau de contamination métallique egyndicativement supérieur a Joanis, avec des
concentrations en cadmium et en zinc dissous s’élevant respectivement a 21,4 + 2,1ugCd/L et
1555 £ 415ugZn/L. En conditions hivernales ou le débit du Riou-Mort est plus élevé
(0,34 + 0,05rfs sur la durée de I'expérimentationles concentrations métalliques sont
inférieures a celles meses en juillet 2004,e. 26ugCd/L et 2000pugZn/L en moyenne a Joanis.

Ce phénomene de dilution des concentrationmétaux dissous pendant des épisodes de débit
important a déja été décrit d’aprés I'étudesdévis saisonniers des flux d'ETM dans le Riou-

Mort (Audry et al., 2004a Morin et al, accepte Les métaux dans la phase particulaire
représentent 485 + 125mg&g/et 7015 + 1935mgZn/kg.

2.2 — Caractéristiques du biiin (Tableau 5 et Figure 36).

Les concentrations en métaux sugees dans les biofilms refént les conditions d’exposition

des sites. L’'accumulation de cadmium dans leslivisfde Joanis augmente au fur et a mesure

du suivi, de 158 + 10ugCd/g de poids sec au cours de la premiére semaine a 750 + 260ugCd/g de
poids sec a la fin de I'expérimentation. On eve la méme tendance a la bioaccumulation du
zinc, depuis 1480+ 200ugZn/g de poidsec dés 4 jours diimmersion jusqu’a
17000 £ 6000ugZn/g de poids sec a&p2@ jours d’exposition. Lencentrations en cadmium et

en zinc sont significativement inférieurep <0,05) a Decazeville et Firmi, avec des

accumulations moyennes de 5ugCd/g de padse$ 1400ugZn/g de poids sec respectivement.
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Tableau 5 : Détermination des valeurs moyennespdils secs (PS), de la matiere seche sans cendre
(MSSC), des concentrations en chlorophylle a (Chém)gadmium ([Cd]) et en zinc ([Zn]) et des densités
cellulaires dans les biofilms collectés sur substrats artificiels (Id : limite de détection).

Firmi Decazeville Joanis
4 7 14 20 4 7 14 20 4 7 14 20

jours jours jours jours jours jours jours jours jours jours jours jours

PS (mg/cm?) 004 007 024 038 0D, 002 007 032 000 004 076 056
MSSC (mg/cm?) 002 003 007 013000 001 005 019 000 002 036 0728
Chla (Rycm?) 016 030 08 097 002 004 044 1,17 002 009 134 133
[Cd] (Ry/g PS) <id <d 908 65 <ld 146 65 58 168 148 461 749
[zn] (Ry/g PS) 1189 1291 1420 1092 1671 2502 972 1419 1478 3235 8137 16992

Densités (cel/cm?) 1930 5120 10490 15274 716 778 12337 22724 602 217 39274 35279

Le poids sec et la matiere seche sans cendreemtgnt au fur et a mesure de l'installation du
biofilm pour chaque site, de facon assez régul@ Firmi sur toute la durée du suivi, et a
Decazeville et Joanis au débutldemise en place du biofilnEnsuite, on observe une inflexion
Vers une croissance acceélérée des une semaideafds) et deux semaines d'immersion des
substrats dans I'eau (a Decazeville). Les masdeePS et de MSS@r# globalement toujours
supérieures a Joanis. Cependant,indateurs baissent sensitlent entre les deux dernieres
dates d’échantillonnage. On observe les n€nemdances pour l'dicateur chlorophyllea;
excepté a Decazeville ou les concentrations gmeits, tres faibles pour les trois premiéeres

dates d’échantillonnage, augmentent foegatrapres 14 jours de colonisation.

Figure 36 : Valeurs moyennes de matiére séche cardre et de concentrations en chlorophglans
les biofilms des trois stations, pendant la durée du suiviKirmi; : Decazeville; S: Joanis). Barres
d’erreur : écarts-types.
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Les analyses réalisées sur lefthm au cours de cette expérintation ne suffisent pas a mettre
en évidence d'effets déléteres des métaux. Lféfreinces observées en termes de mise en place
de la biomasse périphytique (évaluée au tsaviss indicateurs matiere seche sans cendre et
chlorophylle a) traduisent en effet un développemeniispimportant a Joanis a partir d’'une
semaine d'immersion. Ce résultat, trés ddfé des observations réalisées en été (Mefial.
2006b), peut étre imputable aux concentrationséi@gees en nutriments observées au niveau de
cette station. Les organismesripytiques, plus stimulés darsur croissance par la forte
disponibilité nutritive que freinés par leordamination métallique (Lozano et Pratt 1994,
Lawrenceet al.2004), trouvent a Joanis des conditions favorables a un développement accru.
Il faut par ailleurs tenir compte de I'impactopablement moindre, d’envariabilité saisonniére
dans la physiologie des organisnoesistitutifs du biofilm. En hive les biofilms sont composés
de diatomées (Whitton 1975), contrairement &l@t les algues filamenteuses représentent une
part importante de la biomasse algale. Lesganx de tolérance auxétaux, variables pour
différents groupes algaux, pourraient partiellerrexliquer les effets moins marqués (Whitton
2003) en hiver. D’autre part, geut suspecter une mauvaise edtiomade I'exposition réelle des
organismes aux contaminants. Hfeg ce sont les concentrations en métal total dans le biofilm
gue nous mesurons ici, elles répentent le métal piégé dalas matrice organique (dont les
particules métalliques) et lmétal non-échangeable, fixé pas keellules, dont nous ne mesurons
pas la part, et par conséquéimpact. D’autre part, les différees de composition en termes
d’'organismes évoquées précédemment peuvertifier la biodisponibilité des métaux : les
diatomées, en particulier les individus deitpetaille, sécrétent deexopolysaccharides en
quantités importantes (Rijstenbil et Gerring@02). Ces polymeres ont une fonction reconnue
dans le piégeage des métaux et thucfion de leur toxicité (Hoaglarat al. 1993, Pistocchét al.
2000).

2.3 — Caractérisation dessaemblages diatomiques.

Les densités de diatomées énumérées apressémiaines de colonisation sont en moyenne de
15000 £ 350 cellules/cm? de substrat (lamevelee) a Firmi, de 22700 = 2400 cellules/cm? a

Decazeville et de 35300 + 4008llules/cm? a Joanis.
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Figure 37 : Analyse en Composantes Principales dhventaires diatomiques des trois stations
échantillonnées, pendant la durée du suivi Firmi; : Decazeville;S: Joanis). Barres d’erreur : écarts-

types.

L’Analyse en Composantes Principales, réaliaégartir des 15 especéss plus représentées
dans les échantillons . dont les abondances relatives ssupérieures a 5%), présente un bon
pouvoir descriptif. En effet, 52,7% de la vadanest expliguée dans le plan 1-2, avec une
contribution de plus de 30% pour I'axe 1 etpmlas de 20% pour I'axe 2. La représentation
graphique dans le plan 1-3 ('axe 3 pgsaur 16,6%) sépare égahent les trois groupes
identifiables sur la Figure 37.

L'axe 1 exprime le gradient deontamination organique : il girimine les communautés de
Firmi de celles de Decazeville et Joanis. Les esp€gebotella meneghinianaGomphonema
micropus var. micropus Navicula gregaria N. lanceolata Nitzschia linearisvar. tenuis et
Surirella brebissonii sont fortement corrélées avec lgaleurs négatives de cet axe, et
caractérisent les assemblagesentoriés a Firmi. L'axe 2 tragt le gradient de pollution
polymétallique. Dans le demi-plan des valeurs positives se retrouvent les communautés de
Decazeville, caractériségmr une association dédlnaria ulna (23%), Nitzschia palea21%),
Navicula gregaria (11%) etGomphonema parvulutfY%). Le demi-plan des valeurs négatives
contient les assemblages observés a Joanis, marqués par une domindineeiaelna (22%)

et Surirella angusta(12%), et I'apparition d’especes comrgelimna minimaou Encyonema

minutum
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Le niveau de contamination métallique ne semble pas réduire ici le développement quantitatif des
diatomées (estimé au travers de la densitéetlales énumérées/cm? dabstrat). Comme nous
I'avons observé pour les caractégaes du biofilm dans sa glofit&l les concentrations élevées

en nitrates et orthophosphates mesurées a Jaaoigsent vraisemblabment le développement
massif des diatomées. En effet, on y dénombre flos bas) des abondass élevées d’especes
saprophiles, dont la multiplication est apparemnudms facilitée par une disponibilité nutritive
importante que défavorisée par la présence de métaux dans I'eau €lvakr2002b, Blanclet

al. 2003).

Cependant, I'ACP illustre des différees qualitatives trés marquées. En conditions hivernales, la
disponibilité en nutriments semeble principal facteur structant des communautés. Ainsi, on
retrouve abondamment a l'aval de l'aggloat@&m de Decazeville des espéeces saprophiles
comme Nitzschia palea Gomphonema parvulumet dans une moindre mesunditzschia
acicularis Ces especes trouvent dans les eaux du Riou-Mort aval, ou le niveau de contamination
organique est élevé, des conditions favoralde leur développement. Le facteur pollution
métallique, bien que secondaire démstructuration ggrifique de ces assblages, a néanmoins

un poids important dans la discrimination desssitisualisée sur 'ACP. Il permet de mettre en
évidence des caractéristiquessgasibilité aux métaux des espedeminantes a Decazeville qui
disparaissent en partie a Joanis (citons notamriaschia palea Navicula gregaria et
Gomphonema parvulum les textes qui décrivent leur sensibilité aux métaux sont référencés
dans 'Annexe A) et de confirmer la tolérances éspéces recensées a I'aval de la contamination.
En effet, les espéces dominantes, Surirella angusta Encyonema minutunou Eolimna
minimg sont décrites dans la littérature comto&rantes a des niveaux de contamination
élevées en métaux (cf. Annexe A). La présasrtabondances élevées de cette derniere espece,
E. minima sert de plus d’indicateute pollution par les métaururds aux Etats-Unis (Bahls
2005,comm. pers.

Firmi Decazeville Joanis

10N oL

Jour

Figure 38: Abondances relatives des espéces de petiie gtande taille, respectivement inférieures a
100um3, en noir, et supérieures a 500um3, en blanc. Les barres d’erreur représentent I'écart-type.
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La fréquence des espéces de petiike (de biovolune inférieur & 100urd) est statistiquement
plus élevée < 0,05) a Joanis (Figure 38). Ce résultiatja obtenu sur Ihase des inventaires
d’'été (Morinet al. 2006b), confirme les observations de Cattagteal. (2004) de réduction des
tailles cellulaires dans des environnemesaismis a une contamination meétallique.

Cependant, la contribution des petites especdsoaolume total ne représente en moyenne que
0,2% a Joanis, contre presque 20% en conditestvales. En réalité, dans cette étude, les
especes de taille moyenne sont présentes darnaraigortions élevées, et contribuent de maniére
non négligeable (plus de 12%) au biovolumeltd®armi ces especes, on dénombre notamment
Encyonema minutumune des espéces majoritaires, dntolérance aux métaux a déja été
décrite, et particulierement sur site du Riou-Mort aval (Feurtet-Mazet al. 2003, Goldet al.
2003a). On rencontre également en abondances relatives plus maddiegmda gregaria

espece de taille moyenne, commune dans les eaux fraiches.

La fréquence d’apparition des anomalies morpgiojues (Figure 39) confirme au travers de
cette expérimentation sa pertinence comnuicateur de pollution métallique. A Joanis, on
dénombre sur la durée du suivi des abondancez3de+ 3,9%o, contre 3,3 £ 1,3%0 a Firmi et
2,7 +£0,8% a Decazeville. Il semble probable qu'yet trés faible des individus présente
"naturellement” des anomalies morphologiquespoesable d’'un "bruit de fond" estimé a moins
de 5%0 (observation également réalisée par Meti Coste 2006b). Au-dela de ces valeurs, on
peut considérer que faéquence des déformations est anormalement élevée, et révélatrice de
niveaux de contamination métallique importar@éest le cas a Joanis, ou les malformations
affectent principalement I'espéténaria ulna (73% des anomalies dénombrées), puis dans une
moindre mesuré&omphonema parvulurfY%). Des individus déforés en conditions de stress
métallique ont déja été rencontrés au seircele deux especes (Peres 2000, Morin et Coste
2006b, Morinet al.2006b).

Figure 39 : Evolution des abondances relatives d'espéces déformées a Fiyrbiecazeville () et
Joanis (S). Les barres d’erreur représentent I'écart-type.
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Cette étude de la cinétique de colonisation par les communautés diatomiques en conditions
hivernales confirme les apports de I'analyséad&tructure des communastdiatomiques pour la
bioindication des pollutions métalliques.

La croissance de la biomasse des biofilms, cofandensité de diatomées par unité de surface de
substrat échantillonné, traduisenitptus la disponibilité de la ssource nutritive que des effets
éventuels des métaux.

En revanche, la présence 8erirella angustaEncyonema minuturet Eolimna minimaen aval

de la contamination métallique renforce I'impaets observations de réisince déja réalisées ;

ces especes se révelent ici tolérantes a deaunvde contamination mdtigues supérieurs aux
limites fixées par le SEQ-Eaux superficielles. A l'instar des résultats obtenus au fil des parties
précédentes, le descripteur fréquence desnalhies morphologiques confirme également sa

pertinence comme indicateur de pollution métallique.

B — VARIABILITE SAISONNIERE DES EFFETS SUR LES BIOFILMS ET LES
COMMUNAUTES DIATOMIQUES ASSOCIEES

Seasonal effects on the relationships betweeadmium accumulationin freshwater biofilms
and periphytic diatom communities *

Duong, T.T., Morin, S.%, Herlory, O.%, Feurtet-Mazel, A, Coste, M?et Boudou, A
! Université de Bordeaux 1 / LEESA, lapk Dr Peyneau, 33120cachon, France

2 Cemagref Bordeaux, U. R. Réseaux Epuration eli@ukes Eaux, 50 av. de Verdun, 33610 Cestas, France

Abstract:

The relationships between diatom species tbntam accumulated in biofilms of the Riou Mort
River (South West France) were studied tigto two seasons: Summer and Winter in 2004 —
2005. Biofilms were sampled froartificial substrates immersedong pollution gradient during
twenty days. Dynamics of diatom communities and cadmium accumulation were followed by
collecting samples after 4, 7, 14 and 20 dafdiofilm colonization. Cadmium sorption in

biofilms was significantly higher ithe polluted station (Joanis)ath in the reference one (Firmi)

! Article en préparation.
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for both seasons. Benthic diatom composition emaelation of diatom species with cadmium
varied. Positive aoelations betweertolimna minima Nitzschia paleaEncyonema minutum,
Surirella angustaGomphonema parvuluand cadmium accumulated in biofilms were observed,
indicating that these species are tolerant ¢ évels of cadmium. On the other hand, negative
correlations betwee@yclotella meneghinianaNavicula gregariaand Navicula lanceolataand
cadmium suggested those species to be sendiitem species. Metal indicator groups will be

meaningful for biomomitoringn natural aquatic systems.

Key words:

Biofilms; Diatom communitiesCadmium; Seasonal effect.

Introduction

Pollution of aquatic systems by heavy metalanamportant environmental problem because of
their potential accumulation and transfer alongftha chains, leading to more or less severe
toxic effects on the different dogical levels, from the cellular and molecular basis to the
communities and biocenosis. Metal sources for freshwater systems result from natural processes
(weathering of soilsand rocks, volcanic eruptions, etmd from a variety of human activities
(mining, smelting) (Audry et al., 200Ruangsomboona and Wongrat, 2006). Trace metals such
as cadmium (Cd) are consideredbe non-essential elements for living organisms; Cd is one of
the most toxic metals, with a high solubility water and a great bioaccumulation capacity in
many aquatic species, notably algae and loég (Torres et al., 1998; Lee et al.,, 2001;
Baudrimont et al., 1997a).

In freshwater ecosystems, biofilms are complex imatitached to submerged substrata, made of
periphytic algae, bacteria, fungind their secretory productschuas extracellular polymeric
substances (EPS), organic and inorganic inang materials (Newma and Mcintosh, 1989;
Sekar et al., 2002; Burkholder, 1996). The capadityeshwater periphytialgae to accumulate
metals has been reported and discussed in $g@agears (Whitton and Say, 1975; Newman et al.,
1989; Clements, 1991; Ramelow et, 4992). Metal contents in algagre used to reflect their
bioavailability from the aquatic biopes, especially when their concentrations in water were too
low to be detectable by routine analyg€sster, 1982; Clement4991; Behra et al., 2002).

167



Chapitre 4

Three main processes are involved in metal acttion by periphytic algae: (i) binding to EPS;
(i) cell surface adsorptiorgiii) intracellular uptakgHolding and Carter, 2003).

The use of freshwater algae in general and petipdiatoms in particulaas indicators for water
quality led to definition of seval diatom indices which are cuntty applied in many countries
(Cemagref, 1982; Watanabe et al., 1986; Kel§98; Prygiel and Coste, 1999). The use of the
structure of diatom communities to assess ingpattmetal pollution on freshwater system has
been discussed by several aughvledley and Clements, 1998; tva et al., 1999; Gold et al.,
2002). Numerous studies, based on biofilm samp&lected along pollutiogradients or within
indoor or outdoor artificial streams, have istigated metal impacts on periphyton communities,
the majority of the studies being devoteddiatom communities (e.gRushforth et al., 1981,
Gustavson and Wangberg, 1995; Soldo and B&a@0; Gold et al., 2003a; ; Gold et al., 2003b;
Guasch et al., 2003). The polymetallic pollutiontloé Lot River in the South-West of France
(Figure 1), essentially based on @ull zinc (Zn) discharges fromzinc ore treatment factory via
a small tributary (Riou-Mort), represents a rekable field site forecotoxicological studies.
Gold et al. (2002; 2003a and 2003b) have itigated metal impacts on periphytic diatom
communities after colonization @irtificial substrates introducedlong the pollution gradient
(Stations 1, 2 and 3: Figure The confrontation between fiekhd experimental data obtained
from indoor artificial streams enriched witfiatom communities calcted at the reference
station (St. 1) and contaminated with metatided isolely or mixé (Cd, Zn, Cd+Zn), has
revealed the key role played by cadmiunwvaods toxic effects on the diatom communities:
significant decrease of cell densdapnd diversity; presence of abn@l diatom frustules (Gold et
al., 2002; Gold et al., 2003a).

In this paper, we present a néeld study on this site in ordeo investigate the relationships
between Cd accumulation levels in biofiims atm# structural charaetistics of pe