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Résumeé

L’objectif de cette étude était d’évaluer les effpotentiels d’'une augmentation de la températese d
eaux sur les processus et la dynamique des commésnauicrobiennes benthiques (biofilms et
sédiments) échantillonnées dans le fleuve Rhéns darcontexte estival, en évaluant cet effet sur la
structure des communautés phototrophes et hétghetsoet en appréhendant les conséquences
fonctionnelles sur la production primaire et leyaage de I'azote. Ce travail reposait sur :
i) une synthése bibliographique concernant lestsffeonnus de la thermie sur les
communautés microbiennes aquatiques, notammentleldlesive Rhdne (voir rapport Pesce
et al., 2013),
i) une approche en microcosmes de laboratoire g@iamt de simuler différents niveaux
d’'une hausse thermique engendrée par des reje@N#E en période estivales, afin d'en

évaluer leurs effets potentiels sur les communautéobiennes du Rhone.

Compte tenu des caractéristiques spécifigues dundiHteuve a fond majoritairement sédimentaire,
deux types de communautés benthiques ont été ésudas communautés périphytiques (biofilms),
qui sont généralement dominées par des microomasis phototrophes (microalgues et
cyanobactéries), et les communautés sédimentajrgésprésentent principalement des propriétés
hétérotrophes du fait de la dominance des commeésddctériennes. Les approches expérimentales
en microcosmes ont été réalisées avec des comnésnanitrobiennes respectivement collectées en
amont du CNPE du Bugey et en amont du CNPE de Simcafin de prendre en compte les
différences entre la zone du Haut-Rhone et cellBaiiRhone. De plus, deux séries d’expériences ont
été programmées en considérant des communautégégesélau début (juillet) puis a la fin (septembre)
de I'été afin de considérer également la variabiimporelle.

Les effets de la température ont été évalués a migyene, en caractérisant en laboratoire et pendant
trois semaines I'évolution des conditions physiboyéques de I'eau ainsi que la dynamique et la
réponse fonctionnelles des communautés microbiephetotrophes et hétérotrophes soumises a de
fortes hausses thermiques (allant jusqu’a +16°C)aport a la température du milieu lors de leur
prélevement initial (températures comprises alotseel8,9°C et 23,4°C).

La caractérisation initiale des conditions physibimiques de l'eau et des communautés
microbiennes périphytiques et sédimentaires losspdélévements effectués en juillet et septemhre su
les deux sites d’études a permis de révéler désreliices notables entre les échantillons, confitman
ainsi I'intérét d'avoir réalisé deux séries d'exp@ntations en microcosmes, en considérant pour
chacune d’elle des communautés provenant de dmsdistincts. En effet, dans le contexte de cette
étude, cela a ainsi permis de tester l'influencdadthermie dans des situations contrastées, offran
ainsi une vision plus large des effets potentiélsnel hausse thermique sur des communautés

naturelles complexes.



Ainsi, si I'analyse multiparamétrique des effetsasés aux différents niveaux de hausse thermique a
mis en évidence une influence forte de la tempégatur les communautés périphytiques et
sédimentaires, tant d’'un point de vue structura fpnctionnel, les résultats observés parameétre par
parameétre ont montré que la réponse des communaidésbiennes est variable suivant I'origine des
échantillons et la date de I'expérience.

Cette étude montre que le changement le plus etarditions physico-chimiques et microbiennes
est induit entre 32°C et 35°C, pouvant traduireefiet de seuil. Au niveau des parameétres microbiens
cette différence plus marquée a 35°C est prinaipatg observée sur la diversité génétique
bactérienne (périphyton et sédiments), l'activitBotpsynthétique (périphyton), le potentiel de
dénitrification (périphyton et sédiments) et lI'abdance et la proportion de gémi&rK dans les
communautés bactériennes périphytiques, ces difereparamétres fonctionnels étant
significativement inhibés a ce niveau thermique.

Cependant, 'augmentation graduelle de 20°C a 3#i@endre également une évolution progressive
des communautés microbiennes périphytiques et sétiines. Au sein des biofilms périphytiques, la
hausse thermique engendre ainsi un effet signiffieat la structure des communautés, favorisardiain

le développement des cyanobactéries et des chiréph, au détriment des diatomées, sans toutefois
affecter fortement la biomasse chlorophyllienneurDpoint de vue fonctionnel, la hausse thermique
entraine une inhibition du potentiel photosynthdétigmais celle-ci n'est détectable qu'a 35°C.
L'activité potentielle de dénitrification par leolilms est également affectée a la baisse paalsse
thermique mais ces effets restent limités du fait mveau tres faible de cette activité dans le
compartiment périphytique. Au sein du compartimeétlimentaire, les températures supérieures a
30°C engendrent une diminution significative du boende copies du géne ADNr 16S qui traduit une
diminution de I'abondance bactérienne. Une dimowtde l'activité dénitrifiante est également
observée a 35°C, celle-ci s’expliquant notammentup@& diminution significative de I'abondance de
génes nirk dans la communauté sédimentaire poutedgseratures supérieures ou égales a 30°C. La
confrontation des résultats obtenus en terme d@doace de genesrK, du potentiel de dénitrification
des sédiments et que des concentrations en nittatssI’eau montrent que I'effet de la température
été perceptible pour la fonction de dénitrificatian niveau du potentiel génétique, du potentiel
fonctionnel et de 'activité réelle dans les miasmes.

En conclusion, les résultats obtenus ont donc r@ame incidence significative de la thermie, a la
fois sur la physico-chimie mais aussi sur les comates phototrophes (algues et cyanobactéries) et
bactériennes, tant au niveau de leur structure dpudeur potentiel fonctionnel (diminution des
capacités de photosynthése, de respiration et dérifiéation, augmentation des capacités de
méthanisation). Cependant, les variations ont g variables suivant l'origine et la période de
prélevement des communautés microbiennes. De laluglupart des effets significatifs n'ont été
observés gu’a partir de températures supérieurégalgs a 30°C (i.e. 30°C, 32°C et 35°C), tradtiisan
un possible effet de seuils thermiques a partiquiels des modifications structurales et fonctiolesel

du compartiment microbien benthique peuvent éttectiés.



Liste des abbréviations

ADNFr : acide désoxyribonucléique ribosomique

ARISA : Automated Ribosomal Intergenic Spacer Asaly
ARN : acide ribonucléique

chla: chlorophyllea

CNPE : Centre Nucléaire de Production d'Elec#icit
COD : carbone organique dissous

MS : matiere séche

MSSC : matiere séche sans cendre

OTU : operational taxonomic unit (unité taxonomigueerationnelle)
PAM : Pulse Amplitude Modulation

(q)PCR : Quantitative (real-time) Polymerase Clreaction



1. Introduction

1.1. Contexte et objectifs
Les rejets des eaux de refroidissement des CNPE ssmeeptibles de générer un réchauffement
localisé des eaux des milieux récepteurs. Si leséguences de ce rejet thermique ont fait et font
I'objet de nombreuses études sur différentes ptipak (poissons, invertébrés, ..) et en particulier
dans le cadre de I'’étude thermique Rhone initiéd @99, les communautés microbiennes sont par
contre moins étudiées dans ce contexte de réchaeritedes eaux. A la suite d’une étude réalisée sur
la Garonne (programme GolFilm), menée dans le cddme partenariat entre EDF et le laboratoire
EcoLab UMR 5245 (CNRS-UPS-INPT), le comité de pitg de 'Etude Rhéne Phase 4 (Etude
Thermique) a souhaité acquérir des connaissancesrmnt I'effet de la thermie sur le compartiment
microbien du Rhéne, dont la dynamique est treuifite de la Garonne. L’objectif principal visé
consistait notamment a évaluer I'effet de rejetsrtiques comparables a ceux observés en période
estivales dans les veines de rejets des CNPE dweRBor les communautés microbiennes
périphytiques (biofilms) et sédimentaires de cavie
Ces communautés, a dominante phototrophe dans itdémb périphytiques et a dominante
hétérotrophe dans le sédiment, se trouvent a la Hasnombreux processus écologiques et ils
contribuent au bon fonctionnement des écosystemeatigues du fait de leur role prépondérant dans
les cycles biogéochimiques. lls contribuent en te#fela production primaire, au recyclage des
nutriments et a la reminéralisation de la matiergaoique. De plus, du fait de leurs temps de
génération courts, ces communautés microbienndscapables de répondre plus rapidement que les
communautés de macroorganismes (macrophytes agestitaune invertébrée) a des changements
environnementaux et elles possedent, de ce fatprirpotentiel de bioindication (indicateurs dtta
ou d’effet).
Dans ce contexte, I'objectif du présent projet dshc d'évaluer les effets potentiels d'une
augmentation de la température des eaux dans uexterestival sur les processus et la dynamique
des communautés microbiennes benthiques (biofilimsédiments) échantillonnées dans le fleuve
Rhéne, en évaluant cet effet sur la structure desnwnautés phototrophes et hétérotrophes et en
appréhendant les conséquences fonctionnelles puodiaiction primaire et le recyclage de I'azote. Ce
travail repose sur :

i) une synthese bibliographique concernant lestsffeonnus de la thermie sur les

communautés microbiennes aquatiques, notammentialfieave Rhone,

i) une approche en microcosmes de laboratoire g@iamt de simuler différents niveaux

d’'une hausse thermique engendrée par des reje@NEE en période estivales, afin d'en

évaluer leurs effets potentiels sur les communautéobiennes du Rhone.



1.2. Effets de hausses thermiques sur les communésitmicrobiennes aquatiques

L'état actuel des connaissances quant aux effethadsses thermiques sur les communautés
microbiennes aquatiques a été détaillé dans urorapibliographique faisant partie des livrables du
programme Microtherm (Pesce et al., 2013).

De maniére synthétique, la plupart des résultadserablés dans ce rapport mettent en évidence
linfluence directe de la température sur la stiest la diversité et les fonctions des communautés
microbiennes aquatiques phototrophes et hétérampku niveau fonctionnel, la température exerce
a la fois un contréle distal, qui influence a mowtiong terme la structure de la communauté (et do
conditionne la taille relative des populations ippées dans les différentes activités microbienrets)

un contréle proximal qui affecte a court termetkimsité de I'activité métabolique (Boulétreau et al
2010). Quand les températures ne dépassent pdsnimp thermique des organismes, le controle
proximal engendre généralement une stimulationdiéérentes activités microbiennes lorsque les
températures s’élevent. Cependant, les résultais u programme GolFilm (2008-2010), qui visait &
évaluer les effets d’augmentations de températusitu de I'ordre de 2,5°C en moyenne journaliere,
au droit des rejets thermiques de la centrale dée@g sur les communautés microbiennes de
biofilms de la Garonne, ont montré que le contdi$al de la température serait supérieur au clentrd
proximal. Cela confirme la complexité de réponse alesemblages microbiens et la nécessité d’étudier
leur dynamique dans ce genre d’étude (Boulétreal,e2010).

La réponse aux variations thermiques (a court, mayelong terme) est variable suivant les processus
microbiens considérés, et ceci peut, a terme, ehgees déséquilibres de cycles biogéochimiques
en milieu aquatique (Yvon-Durocher et al., 2010emars et al., 2011). Si la plupart des activités
microbiennes sont directement conditionnées pamhgérature, certaines d’entre elles sont également
interdépendantes, ce qui entraine des conséquentiesctes des modifications thermiques par effet
cascade (Veraart et al., 2011). Pour réellementéappder 'effet d’'une hausse thermique sur les
processus microbiens, il s’avére donc importantudiér différents types d’activités et de considére

la fois les communautés phototrophes et hétérotmph

Au regard des études disponibles, il apparaitasta@nt que les effets de la thermie sont en inieract
fortes avec les conditions environnementales chigsg(nutriments, toxiques) et physiques (ex.
lumiére). Par exemple, plusieurs auteurs ont miséeidence un effet synergique positif entre
température et nutriments sur les processus mamebiquand ces deux facteurs ne sont pas en
conditions limitantes (ex. Berggren et al., 20Millanueva et al., 2011). La réponse microbienne a
une hausse des températures peut donc varier etiofoles conditions physico-chimiques du milieu
et il est donc primordial de prendre en compte asgects dans les études visant & caractériser les

effetsin situde la thermie sur ces communautés.



1.3. Communautés microbiennes du fleuve Rhone

Le Rhdne est un fleuve totalement aménagé pourolduption hydro-électrique et la navigation. Au
cours des trois derniéres décennies, le régimenthee du Rhéne a été affecté par le changement
climatique. Il s’est traduit par un échauffementyerod’environ 1,5 °C sur le Haut-Rhéne et de 3,0 °C
sur le Bas-RhoneDans cette dérive générale des températures, suquieze derniéres années les
échauffements résiduels moyens cumulés liés awetsrehermiques des centres nucléaires de
production d'électricité (CNPE) sont estimés dedfe de 0,6°C a 1,4°C suivant les zones concernées
(Khalanski et al., 2008). Si les suivis chroniquéalisés depuis plus de 25 ans semblent indiquer qu
les modifications constatées sur les peuplementaatzo-invertébrés et de poissons s’expliquent en
premier lieu par les effets du changement climajgans influence notable des rejets thermiques des
CNPE (Khalanski et al., 2008), les connaissanceseroant les communautés microbiennes de ce
fleuve sont beaucoup plus limitées. Elles sontessyour la plupart, de suivis réalisés en zone
estuarienne (delta du Rhdne) et cotiere (Méditéegrafin de suivre dans ces secteurs l'influence d
panache fluvial sur les communautés microbiennascpbniques (Bianchi et al., 1994; Omnes et al.,
1996 ; Naudin et al., 2001; Troussellier et alQ20Pujo-Pay et al., 2006; Christaki et al., 20D083x

et al., 2009).

La chronigue des concentrations en chlorophglieehl a) planctonique, mesurées pendant 25 ans
(1979-2003) dans le haut-Rhéne (secteur du Budait),apparaitre trois périodes distinctes dans
I'évolution de la biomasse phytoplanctonique (Khala et al., 2008 ; Fig. 1). Ces trois périodest son
respectivement caractérisées par i) de faibleserdrations en cha (entre 1979 et 1984), ii) des
concentrations plus élevées (entre1985 et 199@)ifuun retour aux faibles concentrations ingl

(a partir de 1991). D’aprés les auteurs, ces vanattemporelles sont principalement liées a
I'évolution des teneurs en nutriments et au déysopent d’organismes phytoplanctonophages (le
bivalve Corbicula flumined sans influence notable de la hausse généraleedgseratures ou des

rejets thermiques du CNPE du Bugey (Khalanski.ePaD8).
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Fig. 1 Chronique de la biomasse du phytoplancton (chlphylle a, en pg/L) dans le
Rhdéne sur le site de Bugey; d'aprés Khalanskiagt(2008)



De méme, un suivi de huit années (1987-1994) édhbsis le moyen-Rhone, dans le secteur de Péage-
de-Roussillon, a également permis de mettre eneggi une évolution temporelle forte de la
biomasse phytoplanctonique et de la structure xigue des communautés algales planctoniques et
benthiques sur toute la période d'étude (Frugealet2001). Contrairement aux conclusions de
Khalanski et al. (2008), cette évolution semble @bajoritairement conditionnée dans ce secteur par
les conditions hydrologiques (débit) et thermiqumss, dans une moindre mesure, par les conditions
nutritives qui influencent principalement les commautés périphytiqgues. Cependant, et malgré la
grande quantité de données récoltées au cours daide les auteurs ont souligné la difficulté de
discerner les effets associés aux rejets thermiqueSNPE de Saint-Alban a ceux liés a I'ensemble
des variations environnementales observées siteld’étude, soulignant ainsi la nécessité de mettr
en ceuvre des suivis a long-terme, s’appuyant sersatide stratégie d’échantillonnage, tant d'un
point de vue temporel que spatial (Fruget et 8012.

A notre connaissance, les autres données disperilales la littérature sont issues de prélévements
réalisés ponctuellement sur différents sites dun@h@auvet et al. (2001) ont ainsi étudié le
développement de communautés périphytiques algilas le moyen-Rhoéne en placant pendant 7
jours des substrats artificiels en verre sur ladiitfleuve dans le secteur de Pierre-Bénite. Leurs
résultats ont mis en évidence des concentratiomhlemassez faibles, comprises en moyenne entre 2
et 6 pg/cm? suivant le site de prélévement, aver augmentation de la biomasse algale dans les
sections caractérisées par des teneurs plus riestrates. De méme, les travaux de Claret et
Fontvieille (1997) ont montré que la croissancel@g la surface de sédiments situés dans le haut-
Rhéne (secteur de Chautagne) était fortement dondée par les concentrations en nutriments, mais
aussi par les conditions hydrodynamiques. La bismatobale des biofilms présentait également de
fortes variations temporelles, liées notamment\auiations des teneurs en carbone organique dissous
dans le milieu. Ces variations saisonnieres somticpherement visibles pour le compartiment
hétérotrophe pour lequel I'abondance cellulairéeativeau d’activité sont principalement influencés
par les conditions thermiques (Claret et Font\eeill997, Claret et al., 1998). Ainsi, en saisorudea
(température moyenne proche de 18°C), I'activitétdréenne au sein de biofilms sédimentaires de ce
secteur peut augmenter la consommation d’oxygénke ¢éaux de décomposition de la matiere
organique, entrainant alors le relargage de fagtemntités de nitrates dans le milieu (Claret et al.
1998). Cependant, une élévation trop importante laletempérature peut conduire a une
surconsommation d’'oxygéne et stimuler alors dexqssus de dénitrification qui engendrent une
diminution des teneurs en nitrates (Claret et 2998). Netto (2007) a également caractérisé des
communautés bactériennes de sédiments prélevégrie@@04 dans la Dréme, sur un site situé en
amont de la confluence du Doux sur le Rhoéne. Ellairsi mis en évidence une concentration
bactérienne de l'ordre de 7,4%1€ellules par gramme de sédiment sec associée acdtigigés de
dénitrification et de déshydrogénase respectivermpmtthes de 113 uiy-N,O/h/g et de 34189 de
formazan formé/24h/g de sédiment sec. Cependaiitagail ne donne pas d’indication quant aux

variations saisonniéeres et a I'influence de la @rafure sur ces parametres microbiens.



Au regard de cette synthese des travaux existhafparait donc clairement que :

- les connaissances sur la structure et le fonctrmené des communautés microbiennes
benthiques du Rhéne (sédiments et biofilms périghgs) sont trés limitées,

- les effets de la thermie sur les microorganismesedecosystéme ont été peu abordés et les
travaux réalisés jusqu’alors n'ont pas permis d'‘éppnder clairement I'effet des variations
de températures sur ce compartiment biologique,

- quand elles existent, les conclusions concernanfluénce de la température sur la
dynamique des communautés microbiennes phototrophhe@hdne sont fragiles et parfois
contradictoires, illustrant ainsi les limites dggpeochesin situ réalisées sans une stratégie

d’échantillonnage robuste (prenant en compte lHogEnéité spatiale et temporelle) dans des

écosystemes aussi complexes.

1.4. Stratégie scientifique

Compte tenu de l'état de l'art et de la méconnaissades caractéristiques des communautés
microbiennes benthiques dans le fleuve Rhéne, étéachoisi de privilégier dans le programme
Microtherm une approche en microcosmes, afin did@raes effets potentiels de rejets thermiques sur
ces communautés, en simulant différents niveauxhaesses thermiques, comparables a celles
engendrées en période estivale par les rejets NEECCe type d’approche, réalisée en conditions
contrélées, permet de décrire finement les effetdempérature, en s’affranchissant notamment des
incertitudes découlant des différents facteurs renviementaux qui varient sur le terrain (débit,
éclairement, contexte chimique...) et influencent abgment les dynamiques microbiennes
(Villeneuve et al., 2010). Pour ce type d'étudei ¢se a évaluer I'effet d’'un stress (ici un stres
thermique) sur la structure et le fonctionnemesta®mmunautés naturelles, il est nécessaire dettili
des communautés non exposées au préalable aué&ttrdis afin de réellement appréhender son effet
potentiel. En conséquence, il a été choisi deg@alies travaux avec des communautés prélevées en
amont de CNPE et d’étudier leur réponse a de fdmmssses thermiques, comparables a celles
observées dans les veines chaudes en aval imndédiantrales.

Ces approches expérimentales ont été réaliséesdagecommunautés microbiennes respectivement
collectées en amont du CNPE du Bugey et en amof@NRE de Tricastin afin de prendre en compte
les différences entre la zone du Haut-Rhoéne et celiBas-Rhéne (de facon trés simplifiée du fait du
caractére exploratoire de ce programme). De pleisx déries d’expériences ont été programmées en
considérant des communautés prélevées au débutt (délet) puis a la fin (début septembre) ded’ét
afin de considérer également la variabilité temipare

Au regard des résultats issus du programme Golfijan,ont montré que la température exerce un
contréle distal important sur les communautés rbiemmnes, nous avons choisi de suivre les effets de
la température & moyen terme, en caractérisantyfamique et la réponse fonctionnelles des

communautés phototrophes et hétérotrophes sourisesfortes hausses thermiques (+5 a +15°C)
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pendant trois semaines. Compte tenu des caraféest spécifiques du Rhoéne, fleuve a fond
majoritairement sédimentaire, deux types de comnomésa benthiques sont étudiées dans le
programme Microtherm : les communautés périphysqeiofiims), considérées seules dans le
programme Golfilm et qui sont généralement dominpas des microorganismes phototrophes
(microalgues et cyanobactéries), et les communaédidisnentaires, qui présentent principalement des
propriétés hétérotrophes du fait de la dominansecdenmunautés bactériennes.

2. Matériel et méthodes

2.1. Prélevement initial des communautés naturelletu Rhéne

Les expériences en microcosmes sont réalisées ta gar communautés benthiques naturelles
initialement prélevées sur des cailloux et danss#eliments localisés sur la rive droite en amoat de
CNPE du Bugey (N45°48.685' E5°17.238") et de TricagN44°27.295' E4°41.803') (Fig. 2). Sur
chaque site de prélévement, 350 L d’eau (pour riengsl microcosmes), environ 50 cailloux et 40 L
de sédiments de surface (0-3 cm, tamisage a 2 mn®té collectés pour permettre la caractérisation

initiale des communautés et la mise en place qodisf expérimental.

"L § Stedeprelevément . ..
e - - < : - ~ e ; .. .
‘Site de‘prelevement &, ¥ e

Fig. 2. Localisation des sites de
prélevement en amont des CNP EJii
du Bugey (A) et de Tricastin (B)

2.2. Schéma expérimental

Deux expériences, d'une durée de trois semainesunka(durée de croissance identiqgue a celle
considérée dans le programme Golfilm), ont étéaetsement programmées au début (11 juillet-3

aolt 2012) et a la fin (12 septembre-3 octobre p@&2da période estivale. Pour ces deux expériences
24 aquariums (20L) sont répartis dans 4 bacs (2&&iplis d’eau et régulés thermiquement afin de

contréler les températures d’incubation.
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Pour chaque température, 6 aquariums indépendamttsnés en place : 3 aquariums contenant chacun
des biofilms et des sédiments de Bugey et 3 aguaraontenant chacun des biofilms et des sédiments
de Tricastin (Fig. 3). Ce type de schéma expériatebasé sur I'utilisation de triplicats, permet de
réaliser une comparaison statistique entre leréifits contextes thermiques, afin d'évaluer les
réponses structurelles et fonctionnelles des corantés périphytiques et sédimentaires a la hausse
thermique et les conséquences globales sur I'éoaldte la qualité physico-chimique de I'eau (sans
distinction entre l'influence des biofilms et cetles sédiments, du fait de la présence simultaaée d

ces deux compartiments dans les microcosmes).

Bugey Tricastin
(Biofilms + Sédiments) (Biofilms + Sédiments)
réplicat 1 réplicat 2 réplicat 3 réplicat 1 réplicat 2 réglga

0 T1 (~20°C)
£8
g5 | T2¢2570)
\‘g_&
g0 | T3(-30°0)
oo
|_

T4 (~35°C)

Fig. 3. Schéma expérimental des approches en microcosnedalubratoire

Les aquariums (Fig. 4) sont constitués de :
- 20L d'eau prélevés aux stations décrites précédermmterenouvelés intégralement chaque
semaine par de I'eau fraichement prélevée en adeohacun des sites (Bugey ou Tricastin),
- 12 colonnes cylindriqgues en PVC (hauteur 10 cnaméire 4,5 cm) remplies de sédiments de
surface collectés dans le Rhone et placées santk f
- 60 lames de verre (longueur 10 cm ; largeur 2 erspandues pres de la surface pour servir de
supports pour la colonisation et la croissancebtt#gms.

Fig. 4. Photographie des dispositifs
expérimentaux
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Pour faciliter et accélérer le développement dedilitis, des communautés périphytiques ont été
initialement prélevées sur des galets collectés tmiRhbne, remises en suspension et ajoutées dans
les microcosmes afin de servir d'inoculum. Danbuéede pouvoir comparer les résultats entre Bugey
et Tricastin, des dilutions ont été réalisées airpdes suspensions de biofilms afin d’ajouter une
biomasse algale similaire (sur la base de la cdrat@n en chlorophylle qui représente dans les
échantillons prélevés 8% a 20% de la matiere seshg cendre, voir ch. 3.1.2) dans les deux types de
milieux. La biomasse algale ajoutée dans chaqueraop (concentration finale = 75 pg de
chlorophylle par litre) a donc été identique, gaiejl’ait été I'origine du biofilm (Bugey et Tricast

et la date du prélevement initial (juillet et seplee).

2.3. Prélevement des communautés dans les microc@sm

Les communautés benthiques sont prélevées dammidescosmes et analysées hebdomadairement
pendant 3 semaines (T1 a T3). A chaque temps tivpréent, 15 lames de verre et 3 supports en
PVC sont collectés de maniéere aléatoire dans chagaecosme. Les biofilms sont décollés des
lames, remis en suspension dans I'eau du sitegiheret homogénéisés avant analyses. De méme, les
sédiments sont prélevés a la surface des troisdrgls de PVC (0-3 cm) avant d’étre homogénéisés
pour les analyses ultérieures. Le choix de suiseeffets de la thermie sur les différentes phdses
formation des biofilms (colonisation, croissancengturation) est principalement justifié par la
volonté de pouvoir comparer nos résultats a cetenols dans la cadre de I'étude du contrdle digtal d
la température du programme Golfech (Boulétreal. e2010). D’autre part, il a été montré que ¢eff
thermique est plus marqué durant les premiéresephdes croissance du biofilm (ex. Villanueva et al.,
2011).

2.4. Analyses physico-chimiques

L’évolution hebdomadaire des conditions physicavifues de l'eau sur les deux sites de
préléevements et dans les microcosmes (avant relhenneat d’eau) est suivie a partir des mesures des
parametres suivants: température, pH, oxygeéne, uotindé, nutriments principaux (phosphates,
nitrates, nitrites, ammonium, silice), carbone orgae dissous (COD). Toutes les mesures sur sites
ont été réalisées en milieu de matinée (11h + 1h).

L’analyse des composés azotés permet notammentides n paralléle I'évolution du potentiel
microbien de dénitrification et celle des concetidres des éléments chimiques concernés dans les
aquariums. Cette confrontation entre données chiesicet mesures d’activités n’est cependant pas
réalisable concernant la méthanisation, du faityge de produit formé (un gaz, le méthane) et de la
diversité des sources de carbone qui peuvent #lis€es pour ce processus.

Il est également a noter que I'évolution des camnagons des différentes substances minérales dépen
d'une balance entre consommation et productiorvdrtiiles différents cycles biochimiques) et

I'estimation de la part de chacun de ces processsispas envisageable dans les travaux propaseés ic
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Dans les microcosmes, la température de I'eaungetisité de I'éclairage (basé sur un cycle jolt/nu

« naturel », de type 14h de lumiere/8h d’obscuriént enregistrées en continu (toutes les deux
heures) a l'aide de capteurs immergés. L'intensibdineuse a la surface des microcosmes est de
I'ordre de 2500 lux sans différence notable ergsedifférents contextes et les deux expériences.

Les conditions thermiques mesurées sont décrites igaTableau 1. Pour les trois températures les
plus faibles (20°C, 25°C et 30°C), les relevés emgten évidence des valeurs relativement stables
(écarts-types inférieurs a 0,5°C) et des moyenmeshps de l'attendu durant I'ensemble du suivi
(écart maximum <2% de la valeur théorique). En mekia, les systéemes de régulation thermique
utilisés n'ont pas permis de maintenir la tempéeatu35°C lors de I'expérience réalisée en juilks,
enregistrements révélant alors une valeur moyeniégieure de plus de 3°C a l'attendu (31,6&°C
0,63. Cependant, ce probleme a été résolu lors dpéiance réalisée en septembre, grace a la mise
en ceuvre d'une double régulation thermique et &ligation d'un isolant en surface du bac
d’'incubation, dont les effets combinés ont perngsnthintenir une température moyenne proche de
35°C sur I'ensemble de I'expérience (35,49%%57) .

Températures théoriques Températures mesurées
Juillet Septembre

20¢ e S

25¢ to o

30 oot Lo

35C o6 o

Tableau 1.Conditions thermiques mesurées dans les microcas(neoyennes et écarts-types
des valeurs enregistrées toutes les deux heuresudtutioute la durée des expériences)

2.5. Analyses microbiennes

L’évolution structurale et fonctionnelle des comrautés microbiennes est suivie de maniéere

hebdomadaire a partir des descripteurs suivant®(@tion du type de compartiment considéré):

- Biomasse : matiere séche (MS), matiére sechecemmuse (MSSC) et chlorophylle a (ch),

- Potentiel photosynthétique et répartition desssd#a algales : mesures de fluorescence
(Fluorimétrie : Phytopam),

- Densité Bactérienne : dénombrements par cyt@nétr flux et quantification du nombre de
copies du gene ADNr 16S par PCR quantitative epser@el (QPCR),

- Structure génétique de la communauté bactériganmadyse par PCR-ARISH

- Activités bactériennes : respiration, dénitrifioa et méthanisation (par chromatographie en
phase gazeuse). Il est & noter que les mesurdwitéaceffectuées ne sont que des mesures
d'activités "potentielles"”, effectuées dans deditimms standardisées et favorables et qu'elles
ne permettent pas d'estimer l'activité "réelle" demmunautés dans le milieu (ou dans le cas

présent, dans les microcosmes),

! Polymerase Chain Reaction - Automated Ribosontatdenic Spacer Analysis
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- Potentiel génétique de dénitrification : par difaration de I'abondance du gemérK par

PCR quantitative en temps réel (QPCR).

2.5.1. Biomasse

La biomasse totale et la biomasse organique niéntjéantifiées que sur les biofilms, et non sur les
sédiments (techniques non disponibles au laboeasmirmoment des essais). Elles sont respectivement
estimées par mesure de la matiére seche (MS)latrdatiere séche sans cendre (MSSC), rapportés a
la surface des lames grattées. Le poids sec emtmd@é aprés séchage des échantillons a 70-90° C
(étuve) pendant 24 h. Ensuite, la totalité de léier@organique est brilée a 500°C (four) duraht 1

afin d’obtenir la MSSC en soustrayant le poids@glres au poids sec obtenu précédemment.

2.5.2. Caractérisation des communautés phototroptles biofilms périphytiques

La quantité de chh, la répartition des principales classes algaléatquhées, algues vertes et
cyanobactéries) et [lactivité photosynthétique poedle (rendement photosynthétique) des
communautés phototrophes des biofiims sont estiméégide un fluorimétre de type Phyto-PAM

(Pulse Amplitude Modulation, Heinz Walz) présemtd longueurs d’ondes d’excitation (470 nm,
520 nm, 645 nm, 665 nm) (Schmitt-Jansen et Altegdni2008).

2.5.3. Densité bactérienne

La densité bactérienne dans les biofilms et lesnwfds est estimée a partir de dénombrements
cellulaires par cytométrie en flux (FACScan flowtaypeter, BD Biosciences). Immédiatement apres
les prélevements, les échantillons de biofilms etsddiments sont fixés au formol (4% final) et
stockés a 4°C jusqu'a analyse. Aprés détachemest alules par traitement chimique
(pyrophosphate de sodium, concentration finale M) et physique (sonication, 3 cycles de 1 min)
selon le protocole optimisé par Duhamel et Jac@@@®6), les bactéries sont marquées au SYBR

Green et dénombrées par cytométrie en flux selpnd®cole décrit par Sime-Ngando et al.(2008).

2.5.4. Structure génétique de la communauté bae@ne

La structure génétique des communautés bactériatemiofiims et des sédiments est analysée a
l'aide d’'une méthode d’empreinte moléculaire (fipgent): la PCR-ARISA (Polymerase Chain
Reaction - Automated Ribosomal Intergenic Spacealysis).

L'extraction d’ADN est réalisée a partir d’échalatiis congelés (2 ml de suspension de biofilms et
500 mg de sédiments frais) en utilisant le kit FS#A Spin (MPBiomedicals) par lyse mécanique et
passages successifs de différents tampons dansalmene d’élution, suivant les instructions du
fabricant. La région intergénique localisée entrgdtite (16S) et la grande (23S) sous unité de gen
ADNr est ensuite amplifiée avec les amorces forw#wid-Bact-1522-b-S-20 (16S) et reverse L-D-
Bact-132-a-A-18 (23S) d'aprés le protocole de Rah@ al. (2001), Iégerement modifié (Tlili et al.,
2011).
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Les analyses ARISA sont effectuées avec le sysBioanalyzer 2100 (Agilent) & partir du kit DNA
1000 permettant de séparer 'ADN a l'aide d’'un éyst d’électrophorese capillaire miniaturisée et
automatisée. Les résultats peuvent étre visuadigas la forme d’électrophorégrammes (Fig. 5A) ou
de gels reconstitués numériquement par le prograsgiient 2100 Expert (Fig. 5B). L’analyse est
ensuite effectuée a partir des gels reconstitules girofils de bandes ainsi obtenus sont anaysés

le logiciel GelCompar Il (Applied Maths) afin d’abtir une matrice basée sur l'intensité relative des
différentes bandes présentes. Cette intensitéiveléiui traduit I'aire relative de chaque pic sur
I'électrophorégramme) est proportionnelle a I'abemce relative de [l'unité taxonomique
opérationnelle (OTU) qu’elle représente. L'abondanelative a donc été la variable prise en

considération pour la comparaison des différerttsuéiillons par analyses statistiques (cf. § 2.5.8.)
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Fig. 5. Exemple d’un profil électrophorétique (A) et d’ugel reconstitué numériqguement (B)
apres analyse ARISA, avec le systeme Bioanalyz€@02Bgilent).

2.5.5. Activités bactériennes
Les activités potentielles de respiration (productile CQ) , de dénitrification (production de,®)

et de méthanisation (production de £idont mesurées a partir de dosages par chroraptigren
phase gazeuse (M200, MTI Analytical Instrument)eap et 6 heures d’incubation des échantillons
périphytiques (10 mL de biofilms remis en suspemsou sédimentaires (10 ml de sédiments) dans un
milieu enrichi (en fonction de I'activité mesurée)) enceinte thermostatée (incubation a 25°C pour
tous les échantillons) et a I'obscurité.

Pour les mesures de respiration, 10 ml d’'une swiutiutritive (7,59/L glucose + 7,34 g/L acide
glutamique) sont ajoutés aux échantillons avantcbage des flacons et incubation. La solution
nutritive utilisée pour les mesures de productian €H, est identique, mais chaque flacon est
désoxygéné avant incubation par remplacement ttadgphére par de I'hélium (gaz inerte). Pour les
mesures de dénitrification, la solution nutritivet supplémentée en nitrate de potassium (solution
compléte= 7,5¢g/L glucose + 7,34 g/L acide glutamiqu 2,16 g/L KN@), chaque flacon est
désoxygéné par remplacement de l'atmospheéere pdthhéeum puis 15ml d’hélium sont ensuite
remplacés par 15ml d’acétylenex), inhibiteur de la MO réductase. Ce protocole est sensiblement
identique a celui utilisé dans le programme GolRBoulétreau et al., 2010), et réalisé en routime a

laboratoire.
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Chaque prélévement est réalisé dans la phase gaaelmide d’'une seringue étanche au gaz et la
production gazeuse est ensuite rapportée a laceufda?) ou a la biomasse de biofilm introduitedan

chaque flacon (g MSSC) et au poids sec pour larsadi(Q).

2.5.6. Potentiel génétique de dénitrification

Le potentiel génétique de dénitrification des comautés bactériennes périphytiques et sédimentaires
est appréhendé a partir de la quantification d'&megcodant pour I'enzyme nitrite reductase implqué
dans la dénitrification (NO— NO) : le génenirK. A partir des ADN extraits, une gPCR a été réalisé
pour chaque échantillon. L’extraction d’ADN a étéalisée comme indiquée précédemment en
utilisant le kit Fast DNA Spin (MPBiomedicals), gant les instructions du fabricant.
Les séquences des amorces utilisées pour ciblgewre sont identiques a celles utilisées dans le
programme GolFilm. Il s’agit de 'amorderward nirK876f (5-ATY GGC GGV CAY GGC GA-3)
et de 'amorcereversenirK1040r (5'-GCC TCG ATC AGR TTR TGG TT-3') (Heyret al., 2004).
Les PCR en temps réel sont réalisées dans un valewéonnel de 2(L contenant 1X de Taq PCR
Mastermix (Qiagen), de la ligase T4 (20 ng finkd¥, deux amorces {iM final) et 5 ng d’ADN.
L'amplification est réalisée dans le thermocycl&iepOne plus (Applied Biosystems) a l'aide du
programme suivant :

- dénaturation initiale 95°C, 15 min

- dénaturation 95°C, 15 sec

- hybridation « touchdown » 63 — 58°C, 30 secy@eas avec diminution del°C)

- élongation 72°C, 30 sec

- dénaturation 95°C, 15 sec

- hybridation 58°C, 30 sec (40 cycles)

- élongation 72°C, 30 sec
L’acquisition des données de fluorescence et Remgalsont effectuées selon les instructions du
fabricant. La quantification du nombre de copieARN est réalisée a partir de courbes standards

établies a I'aide de plasmides contenant un iggrespondant a la séquence de geri€ ciblée.

Afin de pouvoir rapporter la quantité de copiegg@nenirK a celle du géne ADNr 16S (permettant de
faire un estimatif des abondances bactériennédsij;@eest amplifié et quantifié a 'aide des amesc
341f (5'-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3') et 534r (5-ATACC GCG GCT GCT GG-3') (Muyzer
et al. 1993). Le mélange réactionnel utilisé eshidjue a celui décrit pour le gengK a I'exception
de la ligase T4, remplacée ici par de la B®avine serum albumjrb pg final). Le programme
d’amplification est composé des étapes suivantes :

- dénaturation initiale 95°C, 15 min

- dénaturation 95°C, 15 sec

- hybridation 60°C, 30 sec (30 cycles)

- élongation 72°C, 30 sec
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2.6. Traitement des données et analyses statistique

L’ensemble des analyses statistiques est réalisé kv logiciel R (version 2.11.0). L'effet de la
température sur chague parameétre biologique darsxf@riences en microcosmes est évalué a partir
d’'une analyse de la variance a mesures répétégeopet de tenir compte des variations temporelles
au cours du suivi et des interactions entre cefaat les conditions thermiques. En cas de diffé&re
significative sur I'ensemble du suivi (p<0,05), test post-hoc de Tukey a été réalisé afin d’idemtif

les différences significatives entre traitementsriiques a chaque temps de prélévement.

L’effet de la thermie sur les conditions physicartiques a été testé indépendamment pour chaque
temps a partir d'une ANOVA a un facteur du faitrénouvellement intégral de I'eau chaque semaine.
Avant d'étre analysées, les données quantitatiméssabi une transformation logarithmique (log10
(X+1)) et les données relatives (ex. répartitiors adéasses algales) ont subi une transformation
arcsinus (arcsin(racine carrée X)) afin de répoadieypothése de normalité des données.

La comparaison, entre les différents échantillates,la structure de la communauté bactérienne
obtenue par PCR-ARISA, a été réalisée a I'aide@lamalyse en composante principale (ACP) sur les

valeurs d’abondances relatives des OTU.

3. Résultats

3.1. Caractérisation et comparaison des communautéenthiques du Haut-Rhoéne et du
Bas-Rhone

3.1.1. Variations spatio-temporelles des conditigs/sico-chimigues

Les caractéristiques physico-chimiques de I'ealepé& sur les deux sites d’échantillonnage et
utilisée pour l'alimentation hebdomadaire des ngommmes durant les expériences de juillet et ao(t

sont décrites dans le tableau 2 (et détaillées Wmnannexes 1 et 2).

Bugey Tricastin
Parameétres Unité Juillet Septembre Juillet Septembre

Température < +108é8 +12817 +2015,;9 +2115,)7
" 80 80 83 8.1
+0,1 +0,3 +0,1 +0,2

Conductivité uS/cm 3227’1 _'_232’5 3?1:31”57 f’;"ff‘
Oxygéne mall 7,8 7,1 7,1 6,6
dissous g +15 +08 +08 +1,2
cob ma/L 1,73 1,85 2,15 2,05
+0,01 + 0,24 +0,11 +0,19

o gl 2.85 2,59 4,89 4,69

® +0,45 +0,16 +0,22 +0,31

© gl 0,05 0,05 0,03 0,05

? +0,02 + 0,02 +0,01 +0,01

NH gl 0,06 0,05 0,04 0,06

¢ +0,02 + 0,03 +0,02 +0,03

0o oL 0,12 0,07 0.13 0,12

¢ +0,08 + 0,02 + 0,04 + 0,03

<o L 1,30 1,61 327 3,38

z g + 0,43 +0,38 +0,12 + 0,24

Tableau 2. Caractéristigues physico-chimiques de l'eau prélev sur les deux sites
d’échantillonnage et utilisée pour les renouvellents d’eau hebdomadaires dans les microcosmes
(valeurs moyennes et écart-types des trois prél@rgmréalisés au cours de chaque expérience)
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Pour un site d’échantillonnage donné, les résuttegent en évidence une stabilité temporelle assez
forte pour I'ensemble des parameétres physico-chisggmesurés, mis a part pour I'oxygene dissous
(coefficient de variation de 12 a 22%), tant a H&lle hebdomadaire pendant la durée de chaque
expérience (au regard des faibles écart-typesd, ltgchelle saisonniere entre le début et la fillété

(pas de différences significatives entre les val@esurées en juillet et celles mesurées en segemb

A contrario, la comparaison inter-site fait appaeades différences assez marquées entre la zone du
Bas-Rhone (amont du CNPE de Tricastin) et celléldut-Rhéne (amont du CNPE du Bugey). Elles
s’expriment principalement au niveau de la tempieatle I'eau (+3°C environ a Tricastin en juillet e

en septembre) et de la conductivité, ainsi que pesr teneurs en COD, nitrates et silice,

significativement plus élevées dans le Bas-Rhone.

3.1.2. Caractérisation structurale et fonctionneldes communautés périphytiques prélevées dans le

Rhone

La caractérisation structurale et fonctionnelle a@esnmunautés périphytiques et sédimentaires
prélevées sur chaque site lors des deux campagdéesadtillonnage a pour objectif principal de
décrire précisément l'état initial des communauttiésées dans les dispositifs expérimentaux. Elle
n'a pas vocation a décrire la diversité spatialsitu des sites ni a dresser une comparaison spatio-
temporelle des communautés microbiennes du Rhéangrdtégie d’échantillonnage n’'ayant pas été

dimensionnée pour atteindre ces objectifs.
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Fig. 6. Biomasses des communautés périphytiques exprimges
matiére séche (MS, A) et en matiére séche samsliee(MSSC, B)

Il est cependant intéressant de constater que phint de vue quantitatif, les communautés
périphytiques semblent beaucoup plus stables grilliet et septembre sur le site de Tricastin quie s
celui du Bugey. Cela se vérifie notamment au nivéala biomasse totale du biofilm, qui fluctue peu
dans le Bas-Rhone, tant en terme de MS (0,5 a tmAg/Fig 6A) que de MSSC (0,21 a 0,26
mg/cm? ; Fig 6B) alors qu’elle est multipliée emvirpar 14 a Bugey entre juillet (0,2 mg MS/cm2 et
0,04 mg MSSC/cm?) et septembre (2,7 mg MS/cm25t thhg MSSC/cm?). La tendance est identique
pour la concentration en chh proche de 30 pg/cm? a Tricastin quelle que soitd&e
d’échantillonnage (Fig. 7A), alors qu’elle augmemtein facteur 13 au Bugey entre juillet (2,8

ng/cm?) et septembre (35,6 pg/cm?) et pour la tetmictérienne (Fig. 7B) qui varie entre 3.20
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5.1¢F bactéries/cm? & Tricastin et augmente d’un faci@udans le Haut-Rhéne entre juillet (7.10
bactéries/cm?) et septembre (9. 1&ctéries/cm?).

Cette forte variabilité temporelle observée unigeetrma Bugey ne peut s’expliquer au regard des
conditions physico-chimiques mesurées lors desnditioanages et relativement similaires en juillet
et en septembre (Tableau 2). Elle est & considgreegard des forts changements de la biomasse
périphytique. Il est envisageable qu’elle soit liée moins pour partie, aux contraintes hydrologgju
beaucoup plus fluctuantes dans le secteur du HadméRen raison des lacher de barrages qui peuvent
conditionner fortement la dynamique des biofilmsgdé/tiques en favorisant leur décrochage dans les

périodes de débits importants.

N

o
|

=

o
|

= A E - B

& 32 4 g 8

5 — g

- Qo

(=2} ©

2 24 1 6

© o

o %

% 16 o 4

5 5

S =

S 8] & 21

o &
Qo

0l 1 s ol 1
Juil. ‘ Sept. Juil. ‘ Sept. g Juil. ‘ Sept. Juil. ‘ Sept.
a
BUGEY TRICASTIN BUGEY TRICASTIN

Fig. 7. Concentration en chlorophylle (A) et densité
bactérienne (B) dans les communautés périphytig

Malgré ces différences, la composition globale aledmmunauté photosynthétique (a I'échelle des
principaux groupes algaux et des cyanobactérigspssez constante au niveau des deux stations
d’échantillonnage, avec une dominance des cyanétest(55% a 68%) et une forte représentation
des diatomées, les autres groupes (et notammectil@®phycées) étant trop minoritaires (<2%) pour
étre détectés a partir d’'une analyse en fluorimétviec le PhytoPAM (Fig. 8).

Il est cependant a noter que cette analyse deuetwte de la communauté phototrophe s’appuie sur
une caractérisation trés globale basée uniquenserdes grandes classes qui peuvent regrouper une
diversité spécifique importante, non exploréellai’est donc pas a exclure qu'une variabilité spat
et/ou temporelle puisse exister au niveau de lardité algale et cyanobactérienne des échantillons

récoltés.

‘l diatomées M cyanobactéries B chlorophycées ‘

100% -

80% -

60% -

40%

20% -+

0% ~

TRICASTIN

Fig. 8. Répartition des différentes classes algales
dans les communautés phototrophes périphytiques
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En paralléle, la structure des communautés baotese périphytiques a été appréhendée par une
méthode d'empreinte moléculaire (la PCR-ARISA)I&€el permet de caractériser les échantillons en
fonction de I'abondance relative des unités taxdgaes opérationnelles (théoriguement au niveau de
'espece) les plus représentées dans la commurtmgdi&rienne (>1% de I'ADN amplifié total,
Hewson et Fuhrman, 2004). La comparaison de lactsiel des communautés bactériennes
périphytiques collectées dans le Rhone a été affed I'aide d’'une ACP (Fig. 9B), a partir des fsof
moléculaires (Fig. 9A).

Les deux axes de I'ACP expliquent plus de 55% deaatéance avec une séparation temporelle (juillet
vs septembre) assez marquée selon I'axe 1 et uneciiien des sites suivant I'axe 2. Comme pour
les paramétres quantitatifs (biomasse et densi&t@anne), on retrouve une séparation tres nete d
échantillons respectivement prélevés en juillereseptembre au Bugey, tant sur I'axe 1 que sxe I'a

2. Cela suggére donc une évolution assez forteadstrlicture des communautés bactériennes
périphytiques entre ces deux dates, alors qu’elieerbeaucoup plus stable pour Tricastin, comme le
montre la proximité des profils qui présentent noteent des coordonnées assez constantes sur I'axe 2
guelle que soit la période d’échantillonnage (Big).

A Junlet_ _ Septempre . . & B
Bugey Tricastin Bugey Tricastin Bugey
B e e e e e e e e e e it L 1 septembre
850 — — ) — — S 2 4
700 — =1 s e | —— i Bugey
2 4 Juillet
500 — =—i Rl’l
400 — ——oy g 0 J
O
300 - ——| <
1 9 Tricastin
200 — ——| Septembre i )
2 ricastin
N A Juillet
100 —
50— -3 T T T T T T T T T
- — N —— 4 -3 =2 10 1 2 3 4 5 &6

ACP1 (31,42 %)

Fig. 9. Profils génétiques (par PCR-ARISA) des communaubactériennes périphytiques (A) et

comparaison spatio-temporelle (B) réalisée par warealyse en composantes principales (ACP) en

considérant I'abondance relative de chaque unit&éaomique opérationnelle (OTU). Les points
illustrent la dispersion des réplicats autour du ty@entre représenté par un symbole.

Les mesures de production de {8ar respiration (Fig. 10A) et dex® par dénitrification (Fig. 10B)
montrent que le niveau de ces activités par urgtdéutface (cmz2) est directement liée a la biomasse
périphytique et, plus vraisemblablement a la déndiactérienne (corrélation positive linéaire
significative (p<0,05) avec la respiration : R2=®,ét la dénitrification : R?=0,89, données non
montrées). Les variations spatiales (Bugey/Trinaset temporelles (juillet/septembre) de ces
fonctions sont donc similaires a celles décritelsc@demment pour ces deux paramétres (biomasse
périphytique et densité bactérienne).
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Cependantsi les taux de production de €@t de NO sont normalisés en fonction de la biomasse
organique (MSSC ; Fig 10C et 10D), les tendancesemé identigues a Tricastin alors qu’elles
s'inversent a Bugey, en particulier pour l'activipdtentielle de respiration qui s’avere alors plus
élevée en juillet qu'en septembre (Fig. 10C).
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Fig. 10. Production par unité de surface (A, B par cm?) gar unité de biomasse (C,D en g MSSC)
de CQ par respiration (A, C) et de D par dénitrification (B, D) par les communautés mghytiques

Le nombre de copies de gén&K par cm? est compris entre 0,721€ 2,5.10 selon la station
d’échantillonnage et le mois de prélevement avetatio par rapport au nombre de géne ADNr 16S.
inférieur & 0,25% (Fig. 11B).
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Fig. 11. Abondance des génes nirK (A, en nombre de copascm?) et proportion par rapport au
nombre de copies de géne ADNr 16S (B, en %) daescbmmunautés bactériennes périphytiques
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3.1.3. Caractérisation structurale et fonctionneltles communautés sédimentaires prélevées dans le

Rhéne

Compte tenu de la prédominance marquée des commégndnétérotrophes dans les milieux
sédimentaires, seul le compartiment bactérien a étélié dans ce type d’échantillons. Les
dénombrements bactériens effectués par cytométrikene font apparaitre une stabilité du nombre de
cellules bactériennes, compris entre 4i03.18 bactéries par gramme de sédiment, quels que soient
le lieu d’échantillonnage et la date de préleveniEigt. 12).
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Fia. 12. Densité bactérienne dans les communautés sédinissg:

L’analyse de la diversité bactérienne par PCR-AR(B§. 13) révele une structure assez proche entre
les communautés de Bugey et de Tricastin lors éhéintillonnage réalisé en juillet. Une évolution
temporelle significative est observée entre juileseptembre suivant I'axe 1 de 'ACP (qui expdiqu

33% de la variance observée) avec une distinciitte ®ntre les deux stations suivant I'axe 2 (17,6%
de la variance) en septembre.

5]

47 Tricastin

o Septembre
g
8 2]
E 19 Tricastin
& Juillet
2 ] \A‘

,1-

Bugey
24 Septembre Bugey
Juillet

ACP1(33,00 %)

Fig. 13. Comparaison spatio-temporelle réalisée par unealse en composantes principales (ACP) en
considérant I'abondance relative de chaque unit&éaomique opérationnelle (OTU) obtenus sur les ptef
de PCR-ARISA des communautés bactériennes sédimezgales points illustrent la dispersion des
réplicats autour du barycentre représenté par umsgyole

Les activités potentielles de respiration (Fig. 1A de dénitrification (Fig. 14B) mesurées darss le
sédiments révelent également une évolution tempomlec des niveaux de production de,@Dde
N,O plus élevés en juillet (>115000 ng £@h et > 5000 ng pD/g/h) qu’en septembre (< 9000 ng
COJ/g/h et > 4500 ng pD/g/h), sans différence majeure en fonction dedine des échantillons.
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Fig. 14. Production de CQ@par respiration (A), de bD par dénitrification (B) et de Chlpar
méthanisation (C) par les communautés sédimentsire

La proportion de copies du gemirK par rapport au hombre de copies du géene de I'ARGS
(Fig.15B) est comparable a celle observée danscéesmunautés périphytiques puisqu’elle est
comprise entre 0,14% et 0,22% avec une abondarnate teariant de 3.f0a 6,5.16 copies par
gramme de sédiment (Fig. 15A). Les plus fortesediffices en terme d’activité entre les échantillons
sont observées pour la méthanisation, qui a unduptimn moyenne de 258 ng ¢tfh par les
communautés sédimentaires prélevées a Bugey &t plitrs que cette production est tres faible (<25
ng CHy/g/h) voire non détectable avec les autres échamgilFig. 14C).
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Fig. 15. Abondance des genes NirK (A, en nombre de cop@sg) et proportion par rapport au
nombre de copies de gene d’ADNr 16S (B, en %) ddes communautés bactériennes sédimentaires

3.2. Etudes des effets potentiels d’un rejet thermue sur les communautés benthiques

3.2.1. Influence de la température sur les conditgphysico-chimigues dans les microcosmes

L'influence (directe ou indirecte) de la températsur I'évolution des conditions physico-chimiques
dans les microcosmes est évaluée a partir de nsesffectuées chaque semaine, avant le
renouvellement de I'eau. Toutes les données physitniques mesurées sont présentées en annexes
1 et 2. Elles ont été compilées dans une analysemposante principale (ACP), afin d’identifier les
parameétres les plus influencés par les conditibesntiques. Les deux axes principaux de I'ACP
expliquent 56% de la variance totale avec une fdigerimination des échantillons en fonction de la
température suivant I'axe 1 et ce quelle que soisdison (juillet et septembre) et l'origine des
échantillons (Bugey, Fig 16A et Tricastin, Fig 16Bjvec une séparation plus marquée des
échantillons issus des microcosmes présentanketapératures les plus élevées en septembre (i.e.
35°Cvs32°C en juillet).
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Fig. 17. Cercle des corrélations obtenu par ACP avec tsulies données physico-chimiques mesurées
lors des deux expériences en microcosmes. Les &x@s2 représentent respectivement 35% et 21% de la
variance totale. La température a été projetée coervariable supplémentaire (non explicative)

o

NH4

Le cercle des corrélations obtenu a partir de @ (Fig. 17) montre que le COD, la conductivité,
la silice et les nitrates sont positivement cogéél'axe 1 alors que la concentration en oxygene
dissous est négativement corrélée a celui-ci. @Gea donc en évidence une influence forte de la
température sur ces différents paramétres. Si litidp et la significativité des effets est varialein
fonction des expériences, les résultats préseatgs ld figure 18 confirme la diminution (logiqued d
I'oxygene dissous (Fig. 18B) et 'augmentation debdnductivité (Fig. 18A) et des concentrations en
COD (Fig. 18C), nitrates (Fig. 18D) et silice (FI®E) lorsque la température s’éléve. La plupest d
différences avec le témoin (20°C) ne sont perckgstilgu’'a partir de 30°C ou 32°C suivant les

parametres.
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3.2.2. Effets de la température sur les communaupdiototrophes périphytiqgues

Biomasse et structure des communautés

L'évolution des concentrations en clad dans les différents contextes (Fig. 19) illustee |
développement des biofilms phototrophes sur lestgatis artificiels répartis dans les microcosmes.
Les dynamiques de croissance des communautés idsudsigey sont assez variables, avec des
différences assez marquées entre les réplicatsjuceengendre des écart-types importants ne
permettant pas de mettre en évidence linfluence téenpératures (Fig. 19A et 19B). Avec les
communautés de Tricastin, les dynamiques obsemégsillet (Fig. 19C) et septembre (Fig. 19D)
révelent une phase de croissance rapide pendati¢lespremiéres semaines (colonisation) avant une
période de stabilisation correspondant a la maturates communautés. Si la température n'a pas
d'effet significatif sur les concentrations en ehlors de I'expérience réalisée en juillet (Fig. 19C)
'analyse statistique met en évidence un effet tiéde la hausse thermique sur ce paramétre en
septembre (Fig. 19D). Cet effet est transitoires3C2(1 semaine) et 30°C (1 et 2 semaines) mais |l

perdure sur toute la durée de I'expérience lorégtempérature est maintenue a 35°C.
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Fig. 19. Evolution de la concentration en chlorophylle gug/cm?) dans les
différentes expériences en microcosmes (A: Bugayllgt; B: Bugey
septembre ; C: Tricastin juillet; D: Tricastin eptembre). Les astérisques
indiquent pour chaque semaine les valeurs signifiv@ment différentes
(p<0,05) au contréle (20°C) en suivant le code caud décrit dans la Iégende.

Au sein de la communauté phototrophe, c’'est le ggodes diatomées qui est le plus négativement
affecté par la hausse thermique (Fig. 20). Airidia proportion de diatomées est comprise entre 45%
et 85% (moyenne 75% pour I'ensemble des échardjlldans les microcosmes maintenus a 20°C, elle
diminue significativement lorsque la températugdese. Les effets les plus marqués sont observés en
fin de suivi, lorsque le biofilm est mature, avas dlifférences significatives avec le contrdle (0°
pour les températures supérieures (tous les éttbagjiou égales (Bugey juillet, Tricastin juillet

septembre) a 30°C (pourcentages réduits de 2 i& gdivant les expériences).
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Fig. 20. Evolution de la proportion de diatomées (%) ddas différentes
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Fig. 21. Evolution de la proportion de cyanobactéries (#gns les différentes
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Fig. 22. Evolution de la proportion de chlorophycées (¥%@rt les différentes
expériences. (voir Fig. 19 pour le détail de la &gle)
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La tendance est inversée pour les cyanobactéries lés proportions augmentent lorsque la
température s'éléve. Cette augmentation est sigiiifie a partir de 2 semaines en juillet pour les
échantillons de Bugey (a partir de 25°C ; Fig. 2&Ajle Tricastin (a partir de 30°C ; Fig. 21C) et e
septembre pour ceux de Tricastin uniqguement (355G.;21D).

Lorsqu’elles sont présentes (ou suffisamment reptégs pour étre détectées par fluorimétrie ad’aid
du PhytoPam), les chlorophycées voient égalemant peoportion augmenter significativement
lorsque la température est supérieure a 30°C g2y. Si I'effet positif de la thermie sur ce groupe
algal est transitoire (Bugey ; Fig 22A) ou impetdadp (Tricastin ; Fig. 22C) lors de I'expérience
réalisée en juillet, il est observé sur I'ensemthlesuivi lors de I'expérience de septembre, dans to
les microcosmes maintenus a 35°C (Fig. 22B et 22Dyns ce contexte, les chlorophycées
représentent ainsi en moyenne 22% (+7%) de la lE@senphototrophe alors gu’elles sont absentes ou

trés minoritaires (<10%) pour les températuresiatées ou égales a 30°C.

Activité phototrophe

Le potentiel photosynthétique des communautés npest affecté par la température lors de
'expérience de juillet (Fig. 23A et 23C), méme sdlales conditions les plus chaudes (32°C).
Cependant, une inhibition significative de ce ptetml’activité (avec une diminution d’environ 35%
en fin de suivi), est enregistrée pour les biofildesTricastin soumis a des conditions thermiques de
35°C en septembre (Fig. 23D). Une tendance simil&ion confirmée par les statistigues du fait
d’écart-types importants dans les contréles) esteiee dans les mémes conditions pour les
communautés de Bugey, qui voient leur potentietgdymthétique diminuer d’environ 20% a 35°C en
fin de suivi (Fig. 23B).
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Fig. 23. Evolution du rendement photosynthétique (unitdatve) dans les
différentes expériences. (voir Fig. 19 pour le diétde la Iégende)
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3.2.3. Effets de la température sur les communautétérotrophes périphytiques

Abondance et structure des communautés bactésgmgrahytiques

Les mesures d’abondance bactérienne dans les camésmpériphytiques, effectuées par cytométrie
en flux et par gPCR en ciblant le gene codant pARNr 16S, ne révelent pas d’effet significatif de
la température sur ce parametre (résultats noremtss). Cependant, les ACP obtenues a partir de
'analyse des profils de PCR-ARISA révélent un effe la hausse thermique sur la structure des
communautés bactériennes (Fig. 24). En effet, guple soit I'origine des communautés et la date du
prélevement initial, une séparation est observémd@axe principal de I'’ACP (qui explique environ

1/3 de la variance observée) en fonction des dondithermiques testées.
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Activité hétérotrophes périphytiques

Les mesures du potentiel de respiration des bisfinettent en évidence une évolution temporelle
avec une augmentation plus ou moins marquée aws abeirchacune des expériences (Fig. 25).
Cependant, cette évolution semble étre peu infieepar la température, I'analyse statistique révéla
uniquement une stimulation significative de la negtjpn & 32°C lors de la fin de I'expérience reéé

en juillet avec les échantillons de Tricastin (FA§C).
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Fig. 25. Evolution de la production de C{par respiration (ng C@cmz/h) par les
biofilms dans les différentes expériences. (voigFiL9 pour le détail de la Iégende)

Il en est de méme pour le potentiel de dénitrifizatdes communautés périphytiques (Fig. 26),
uniguement impacté négativement a la températuBbte lors de I'expérience réalisée en septembre
avec les communautés de Bugey (Fig. 26B). Cettséal’activité s’explique (au moins en partie) par
une diminution du potentiel génétique fonctionnek ccommunautés bactériennes, illustrée par la
réduction de I'abondance de geameK au sein de la communauté, tant en valeur absohral{re de
copies de genes par cm? ; Fig. 27B) gu’en valdative (% NirkK/16S ; Fig. 28B). La proportion de
genenirK est également réduite significativement a 35°Cseptembre pour les échantillons de
Tricastin (Fig. 28D) mais les taux de productiemM)O mesurés au cours de cette expérience sont

trop faibles pour percevoir les effets de la terapée sur ce parametre (Fig. 26D).
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Fig. 26. Evolution de la production de YD par dénitrification (ng NO/cmz/h) par
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Fig. 28. Proportion relative du géne Nirk (% Nirk/16S) darles communautés périphytiques

apres 3 semaines dans les différentes expériences.
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3.2.4. Effets de la température sur les communautétérotrophes sédimentaires

Abondance et structure des communautés bactérisguimentaires

Comme pour les bactéries périphytiques, les coreptaffectués par cytométrie en flux ne révelent
pas d’effet de la température sur 'abondance baatée. Avec cette méthode, celle ci est estimée a
un niveau compris entre 0,6%16t 2,5.18 bactéries par gramme de sédiment sur I'ensemide de
expériences en microcosmes, sans différence sigtife entre les différentes conditions thermiques
(résultats non présenteés).

Cependant, l'analyse de I'abondance bactériennelaupase du dénombrement par qPCR de
I'abondance de copies de 'ADNr 16S apres troisares d’incubation dans les microcosmes révéle
une diminution significative du nombre de cellubeda température la plus élevée (32°C ou 35°C)

guelle que soit I'origine des échantillons ou lteddu prélévement initial (Fig. 29).
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L'absence d’effet visible a partir des dénombrement cytométrie en flux semble que suggérer que le
protocole utilisé dans cette étude pour dissoeigrckllules bactériennes et les séparer des pasticu

sédimentaires n'ait pas été completement effickoeeffet, la corrélation positive observée entre le
potentiel de respiration hétérotrophe et I'abondate génes ADNr 16S dans les sédiments (n=48 ;

R2=0,39 ; p<0,05 ; résultats non présentés) serebfercer la pertinence de I'approche par gPCR.
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L’effet de la température sur la structure des comemtés bactériennes sédimentaires (Fig. 30) est
assez comparable a celui décrit précédemment asembmmunautés bactériennes périphytiques (Fig.
24). Les profils génétiques obtenus sont ainsirgéépsuivant I'axe 1 des ACP (qui explique 25,4% a

43,5% de la variance) en fonction des températestées.
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Activité des communautés bactériennes sédimentaires

Comme pour les biofilms, 'augmentation de la terapére ne semble pas affecter de maniére notable
le potentiel de respiration des communautés sédaines. En effet, 'analyse statistique des résuilta
fait apparaitre un effet négatif significatif detéampérature uniqguement pour les sédiments du Bugey

apres 3 semaines d’'incubation a 32°C durant I'égpée de juillet (Fig. 31A).
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Fig. 31. Evolution de la production de C{par respiration (ng C@cmz/h) par les

sédiments dans les différentes expériences (vog. B9 pour le détail de la Iégende).
Par contre, une inhibition assez nette du potedé@alénitrification est observée en septembre lgsur
communautés sédimentaires de Bugey (Fig. 32B) @tridastin (Fig. 32D) soumises a des conditions
thermiques de 35°C. Cette inhibition est perceptd#s la fin de la premiére semaine avec des effets
plus marqués en fin de suivi, ou elle est alor§atdre d'un facteur de 4. Une tendance similaise e
également observée a partir de 2 semaines en jpdle les échantillons maintenus a 30°C et 32°C
(Fig. 32A et 32C) méme si l'analyse statistiqueréeele pas de différence significative avec la
production de BO dans les microcosmes maintenus a 20°C.

Juillet Septembre
15000 - = 15000 -
A T —<=20C B

12000 - 25T 12000 -
£A-30C

20/g/h)

9000 | R | 9000 A g
6000 4 T A . 60001 ‘ 7
3000 -

Dénitrification sédimentaire (ng N
ulseadl |

0 1 2 3 0 1 2 3%
semaines

Fig. 32. Evolution de la production de D par denitrification (ng NO/g/h) par les sédiments
dans les différentes expériences (voir Fig. 19 péeidetail de la légende).  _ 33 -



BN

Cette inhibition de I'activité dénitrifiante semblétre principalement due a une réduction de
'abondance de la population dénitrifiante lorsdaetempérature s’'éleve comme le montrent les
résultats issus de la quantification du gaim dans les communautés sédimentaires (Fig. 33). En
effet, une diminution significative du nombre depies de génairK est observé en fin de suivi a
partir de 30°C en juillet (Fig. 33A et 33C) et &&°3 en septembre (Fig. 33B et 33D) et ce quelle que
soit I'origine des sédiments. Cependant la proportle génesirK/ADNr16S, comprise entre 0,20%
et 0,45% suivant les expériences, ne présente eamriation significative en fonction du contexte

thermique considéré (résultats non présentés).
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Contrairement a la dénitrification, la méthanisatsemble étre trés peu influencée par les condition
thermiques dans les microcosmes (Fig. 34), puisquéun effet positif transitoire de la température

est observé en juillet sur les sédiments origasaite Bugey (Fig. 34A).
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4. Discussion et conclusions

L'objectif de cette étude était d’appréhender digss systémes contrdlés (microcosmes de laboratoire)
les effets potentiels de hausses thermiques cotvlpara celles engendrées localement, en période
estivale, par les rejets thermiques des CNPE dun®&lsdir les communautés microbiennes de ce
fleuve. Une des originalités de ce travail résidmsdla prise en compte de deux compartiments
microbiens (biofilm périphytique et sédiment) quégentent des particularités et des réles écolegiqu
différents, en fonction notamment de la dominaneeledir composante phototrophe (biofilms) ou
hétérotrophe (sédiments). Afin d’avoir une visiasez large de I'effet potentiel des rejets theresqu
dans le Rhéne en période estivale, les effets thtégalués a l'aide de différents paramétres
permettant d’appréhender la structure et I'activiigs communautés phototrophes (biofilms) et
hétérotrophes (biofilms et sédiments), en tenamipte d'éventuelles différences spatiales (Haut-
Rhénevs Bas-Rhdne) et temporelles (juillet septembre).

Au niveau physico-chimique, les différences erggedeux sites s’expriment principalement au niveau
de la température de I'eau (+3°C environ a Tricasti juillet et en septembre), de la conductiaté,
des teneurs en COD, nitrates et silice, signifieattient plus élevées dans le Bas-Rhéne. Cependant,
pour un site d’échantillonnage donné, les résultattent en évidence une stabilité temporelle assez
forte pour la quasi totalité des paramétres physidmiques mesurés (a I'exception des concetrations
en oxygene dissous), tant a I'échelle hebdomadagredant la durée de chaque expérience qu'a
I'échelle saisonniére entre le début et la fin'ée|

A l'opposé, l'analyse de la biomasse périphytigag &pparaitre a la fois des variations spatiales
(entre Bugey et Tricastin) et des variations saigas (entre juillet et septembre) au niveau dutHa
Rhéne. Les concentrations en MSSC et eradhictuent ainsi respectivement d'un facteur 1940,
0,54 mg/cm?) et d'un facteur 12 (2,8-35,6 pg/cmd) fenction de la date et de la station
d’échantillonnage. Ces valeurs sont dans la gameneeties observées sur la Garonne apres 21 jours
d’'accrétion (biofilms matures) puisque les valedgsrites dans le rapport GolFilm varient entre 0,12
et 0, 38 mg/cm? pour la MSSC et entre 2,3 et 7/tm3pour la chh (Boulétrau et al., 2010). L’étude
réalisée dans le Rhone en aval du barrage de estePierre-Bénite par Fauvet et al. (2001), a
également révélée des niveaux comparables de lBenaégale, avec des concentrations moyennes en
chl a comprises entre 2,1 et 5,9 pg/cm? apres 7 joucobbmisation sur des lames de verre déposées
sur le lit du fleuve en période automnale (noveni@&@4 et 1995).

Malgré les variations spatio-temporellles obserndsess la présente étude au niveau de la biomasse
périphytique, les résultats démontrent que la caitipa globale de la communauté photosynthétique
périphytique (a I'échelle des principaux group&gmex et des cyanobactéries) est assez constante
pour tous les prélevements, avec une dominancecymsobactéries (55% a 68%) et une forte

représentation des diatomées.
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Au niveau des communautés périphytiques hétéradofprincipalement des bactéries), les variations
temporelles et spatiales sont visibles tant auauivde la structure (profils génétiques) que des
activités respiratoires et dénitrifiantes. Il estéressant de constater que le potentiel moyen de
dénitrification, compris entre 50 et 140 pugXy MSSC/h est inférieur a celui observé avec des
biofilms matures de la Garonne lors du projet QoiF{production moyenne de 115 N,O/g
MSSSC/h apres 21 jours de croissance des biofBmglétreau et al., 2010). Cette différence
s'expliqgue notamment par un ratio plus faible deeghirK par rapport au nombre de géne ADNr
16S. Ce ratio était en effet compris entre 0,48%,28% dans la Garonne (Boulétreau et al., 2010),
alors qu'il est inférieur a 0,25% dans le Rhéne.

Cette proportion de géneirK est également comparable au sein des communaatééribnnes
sédimentaire (Fig. 15B) qui présentent pour latdépation et la respiration, des niveaux d’add
assez similaires entre le Haut-Rhéne et le Bas-&héant en juillet qu’en septembre. Le travail is#al
par Garnier et al. (2007) en période estivale subdssin de la Seine montre que le potentiel de
dénitrification s’accroit d’amont en aval, avec dateurs de productions de® plus élevées dans les
grandes rivieres dont les sédiments sont plus sigmematiére organique. Cependant les niveaux de
production de BO observés avec du sédiment prélevés en Basse-8déreeurs a 400 ng JD/g/h
sont plus de dix fois inférieurs a ceux obtenussdatre étude (4500 ng®/g/h).

Dans notre étude, les plus fortes différences enegeal’activité sédimentaires sont observées pour la
méthanisation, qui a une production moyenne dengb8H,/g/h par les communautés sédimentaires
prélevées a Bugey en juillet alors que cette pridclucest trés faible (<25 ng Gkd/h) voire non
détectable avec les autres échantillons.

De maniere globale, la caractérisation des conditighysico-chimiques de I'eau et des communautés
microbiennes périphytiques et sédimentaires losspdélévements effectués en juillet et septemhre su
les deux sites d’études a permis de révéler dééralifces notables entre les différents échantillons
($3.1), confirmant ainsi l'intérét d’avoir réaligkeux séries d’expérimentations en microcosmes, en
considérant pour chacune d'elle des communautégepanmt de deux stations différentes. En effet,
dans le contexte de notre étude, cela a ainsi pedmitester l'influence de la thermie dans des
situations contrastées, offrant ainsi une visiars parge des effets potentiels d’'une hausse theemiq
sur des communautés naturelles complexes.

Ainsi, si l'analyse, parametre par parameétre, déstseassociés aux différents niveaux de hausse
thermique a mis en évidence une influence fortadempérature sur les communautés périphytiques
et sédimentaires, tant d’'un point de vue structqrad fonctionnel, les résultats ont montré que la
réponse des communautés microbiennes est variablans le parametre considéré, I'origine des
échantillons et la date de I'expérience. Afin daffsanchir de toutes ces variations inter-expémgsnc
une ACP a été réalisée avec I'ensemble des pamsrghysico-chimiques et microbiens mesurés a la
fin de chaque suivi en microcosme et en regroufmaust les échantillons (quelle que soit I'origindaet

date initiale d’échantillonnage) en fonction dedempérature testée (Fig. 35).
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Fig. 36. Cercle des corrélations obtenu par ACP avec tsutes données physico-chimiques (étiquettes
blanches) et microbiennes (étiquettes vertes pag biofilms et grises pour les sédiments) mesud@ss 3
semaines dans les quatre expériences en microcosries Bugey/Tricastin ;juillet/septembre). Les
regroupements en pointillés indiquent les paramétr@rincipalement affectés positivement (rouge) ou
négativement (bleu) par la hausse thermique. (lagé@dde des étiquettes est fournie en annexe 3). La
température a été projetée comme variable suppléaies (non explicative)

Cette représentation graphique suivant les deuxipre axes de I’ACP, qui expliquent plus de 50%
de la variance entre les échantillons, illustre tiairement la distinction des échantillons ercfimm

de la température considérée dans les microcos@ette distinction se fait tant sur lI'axe 1
(augmentation des coordonnées en abscisse quéempérature s’éleve) que sur I'axe 2 (diminution
des coordonnées en ordonnée quand la températleeey. La température représente donc un
facteur de forcage majeur sur I'évolution des pa&ta@s microbiens et physico-chimiques dans les
microcosmes et ce, malgre les différences de @istijues des échantillons initiaux. Il est égaam

a noter que la dispersion des points autour duckatye est réduite a 32 et 35°C, ce qui confirnte ce

effet de forcage qui favorise nettement la convergenter-site.
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Sur cette représentation, il est intéressant dstatar la spécificité trés marquée des échantilfons
35°C. Ainsi, il semblerait que le changement le plus neles conditions physico-chimiques et
microbiennes soit induit entre 32°C et 35°C, pouvanraduire un effet de seuil. Cette différence
plus marquée a 35°C est notamment visible sur IER Affectuées a partir des données physico-
chimiques (Fig.16) ou des profils de diversité Bdenne obtenus par PCR-ARISA avec les
communautés périphytiques (Fig. 24B et 24D) etrsédtaires (Fig. 30B et 30D). De méme, plusieurs
parametres microbiens, tels que l'activité phottisstique (Fig. 23), la dénitrification par le
périphyton (Fig. 26) ou le sédiment (Fig. 32) efbbndance et la proportion de ganeK dans les
communautés bactériennes périphytiques (Fig. 228t ne traduisent un effet statistiquement
significatif de la hausse thermique qu’a partirseéuil de 35°C.

Cependant, il est indéniable au regard des résudtales regroupements observés sur 'ACP (Fig. 35)
que l'augmentation graduelle de 20°C a 32°C engemdalement une évolution progressive des
communautés microbiennes périphytiques et sédinmestd e cercle des corrélations obtenu a partir
de cette ACP permet d’identifier les principaux graetres favorisés ou au contraire affectés
négativement par la hausse des températures @ig. 3

Au sein des biofilms périphytiques, la hausse tligus engendre ainsi un effet fort sur la structure
des communautés en favorisant le développementcgasobactéries et des chlorophycées, au
détriment des diatomées. La diminution des diatem&eété associée a une diminution de la
consommation en silice, composante principale desstifles diatomiques, engendrant une
augmentation significative des concentrations decomposé aux plus fortes températures. La
prolifération de cyanobactéries lors de fortes agmations de température est généralement observée
dans des communautés phytoplanctoniques (ex. Chl, 2007 ; Johnk et al., 2008), et ce type de
remaniement a également été décrit dans des plesiudes visant a évaluer les effets de hausses
thermiques sur les communautés phototrophes bemrthigBlanchard et al., 1996 ; Marcarelli et
Wurtsbaugh, 2006 ; Villanueva et al., 2011). Cepehddans notre étude, les résultats ne préjugent
pas du risque potentiel lié au développement deatyactéries, puisque les analyses effectuées ne
permettent ni d’identifier les especes en placalendétecter la présence éventuelle de cyanotoxines
De plus, les remaniements observés n’engendrentdpasonséquence notable sur la biomasse
phototrophe totale, suggérant ainsi des processusndplacements d’especes suite au développement
des taxons les plus adaptés aux fortes températanasie cela a déja été observée par Marcarelli et
Wurtsbaugh (2006) et Villanueva et al. (2011).

D'un point de vue fonctionnel, la hausse thermigestraine une inhibition du potentiel
photosynthétique mais celle-ci n’est détectablea86°C. Ce résultat suggére que la gamme de
températures comprises entre 20°C et 32°C corresabra 'optimum thermique pour l'activité
photosynthétique des communautés étudiées et qaugmentation au dela de ce seuil induit une
diminution des capacités fonctionnelles des orgaess phototrophes. Cette hypothése semble

cohérente au regard des travaux de Blanchard €1386), qui ont mis en évidence un optimum
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thermique autour de 25°C pour le potentiel phottdstique de communauté phytobenthiques
prélevées dans la baie de Marennes-Oléron (Chakéatiime), avec une forte inhibition de cette
activité lorsque la température dépasse les 3a°Ce,equelle que soit la période de prélevement des
échantillons (septembre ou décembre ; Fig. 37).

_aih)
fee]
|

Potentiel photosynthétique (ug C/ug chl
w

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Température (C)

Fig. 37. Corrélation entre la température et le potentigihotosynthétique de
communautés phytobenthiques prélevées dans la baidvlarennes-Oléron en septembre
1995 (cercles noirs) et décembre 1995 (cercles ¢édanD’aprés Blanchard et al., 1996

L'activité potentielle de dénitrification par lesobims est également affectée négativement par la
hausse thermique mais ces effets restent limitémitddu niveau tres faible de cette activité dbns
compartiment périphytique. Par contre, ces effets I'mctivité dénitrifiante sont beaucoup plus
visibles dans le sédiment. Cela s’explique notantrpanune diminution significative de I'abondance
de genesirK dans la communauté sédimentaire a partir de 30°@®32°C.

En effet, il est intéressant de constater gu'isexidans les différents microcosmes une corrélation
positive significative (p<0,05) entre I'abondance gknesirK et le potentiel de dénitrification des
sédiments (Fig. 38A) et que les concentrations igatés dans I'eau sont négativement corrélées
(p<0,05) au potentiel de dénitrification des séditagFig. 38B) et a I'abondance de géngK dans

ce compartiment (Fig. 38C). Ces observations mohtyee I'effet de la température a été perceptible
a différents niveaux, et suggérent donc un liehdatre le potentiel génétique, le potentiel fomutiel

et I'activité réelle dans les microcosmes pour lecpssus de dénitrification par les communautés
sédimentaires.

Nitrates (mg/L)
B

Nitrates (mg/L)
N

Dénitrification (W N 20/g/h)

o 1 2 3 4 5 6 7 0 2 4 6 8 10 o 1 2 3 4 5 6 7
Abondance Nirk ( x10° copies/g) Dénitrification (LN 20/g/h) Abondance NirK ( x10° copies/g)

Fig. 38. Corrélations deux a deux (p<0,05) observées afesemaines dans tous les microcosmes entre
'abondance de génes NirK dans les sédiments, ldepiiel de dénitrification des sédiments et les
concentrations en nitrates dans I'eau.
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Aux températures supérieures a 30°C, il est égaleaimservé une diminution significative du nombre
de copies du gene ADNr 16S dans les communautéaedadires, traduisant ainsi une diminution de

I'abondance bactérienne dans ce compartiment.

5. Conclusion synthétique

L’objectif de cette étude était d’évaluer les effpbtentiels d’'une augmentation de température en
période estivale, sur les processus et la dynamiggecommunautés benthiques (périphytiques et
sédimentaires) du Rhone. Les essais conduits éansidrocosmes de laboratoire, ont ainsi permis de
simuler un échauffement des eaux (jusqu'a +16°Crgaport a I'eau du milieu lors du prélévement
initial) en testant I'effet de températures firsatke 20°C jusqu’a 35°C.

Les résultats obtenus ont montré une incidencdfiigtive de la thermie, a la fois sur la physico-
chimie mais aussi sur les communautés phototrofdigees et cyanobactéries) et bactériennes, tant
au niveau de leur structure que de leur potentictionnel (diminution des capacités de
photosynthése, de respiration et de dénitrificatimmgmentation des capacités de méthanisation).
Cependant, les variations ont été trés variablésasul’origine et la période de prélévement des
communautés microbiennes. De plus, la plupart fetsesignificatifs n’ont été observés qu'a partir
de températures supérieures ou égales a 30°G@F€, 32°C et 35°C), traduisant un possible eféet d
seuils thermiques a partir desquels des modifioatgiructurales et fonctionnelles du compartiment

microbien benthique peuvent étre détectés, suldosque la température atteint 35°C.
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Annexe 3 Légende des étiquettes utilisées dans la Fig. 36

Biofilms périphytiques:

% NirK BIOF : Proportion relative de copies du g&iK (par rapport aux copies du gene ADNr 16S)
NirK BIOF: Nombre de copies du gengK (par cmg?)

Respi BIOF : Respiration

Denit BIOF: Dénitrification

Photosynth: Photosynthése

Chl_a: Chlorophyllea

% Diato : Proportion relative des diatomées dam®iamunauté phototrophe

% Cyano: Proportion relative des cyanobactéries tlanommunauté phototrophe
% Chloro : Proportion relative des chlorophycéassda communauté phototrophe
16S BIOF: Nombre de copies du géne ADNr {p& cm?)

Bac BIOF: Densité bactérienne (estimée par cytamétr flux)

Sédiments:

% NirK SED : Proportion relative de copies du gai& (par rapport aux copies du géne ADNr 16S)
NirK SED: Nombre de copies du géenieK (par cm?)

Respi SED : Respiration

Denit SED: Dénitrification

Methan SED : Méthanisation

16S SED: Nombre de copies du géne ADNr ({8 g)

Bac SED: Densité bactérienne (estimée par cytoenétriflux)
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Annexe 4. Synthése bibliographique concernant les effetsas de la thermie sur les communautés

microbiennes aquatiques

Pesce S, Lambert AS, Neyra M, Montuelle B, 2018uénce de la thermie sur les communat
microbiennes aquatiques, Rapport Irstea-INRA, Rnogne Microtherm (Etude Thermique

Rhéne, Phase 4), 23 p.
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1. Introduction

Avec une augmentation moyenne des températuresedalp 1°C au cours des 100 derniéres années,
notre planéte est soumise a des modifications tlijones rapides et importantes (Acuiia et al., 2008).
Cette évolution tend a s’accélérer et différentdnacios prédisent par exemple une augmentation
supérieure a 0,2°C tous les 10 ans au cours dekgines décennies, pouvant conduire & une hausse
de 2 a 4,5°C dici 2100 (IPCC, 2007). S'ajoutenalégent a cette augmentation moyenne et
généralisée, le risque de réchauffement plus EEaldans les zones des rejets thermiques engendrés
par des installations industrielles, en particutielies de production électrique.

Depuis plusieurs années, de nombreux travaux omtemiévidence la vulnérabilité des écosystemes
aguatiques face au réchauffement climatique (ex:e¥et al., 1999; Moss et al., 2009; Wilby et al.,
2010). Celui-ci peut notamment entrainer une haufsda température des eaux de surface,
engendrant alors un impact biologique direct sardemmunautés aquatiques, tant au niveau de la
biodiversité que des capacités métaboliques deanimmes, avec le risque d'altérer a terme le
fonctionnement des écosystemes (Wilby, 2008) eimander les risques sanitaires liés a la présence
d’organismes pathogénes (De Toni et al., 2009).dffets potentiels d’'une telle hausse ont ainsi été
rapportés pour différents compartiments biologiqtels que les macroinvertébrés (Durance et
Ormerod, 2007), les amphibiens (Aradjo et al., 208 macrophytes (Franklin et al., 2008) ou les
poissons (Graham et Harrod, 2009). Le réchauffentest eaux peut également engendrer des
décalages saisonniers susceptibles d’'impacter ¢tesmonautés biologiques en entrainant des
modifications dans leur cycle de vie en réponseegample a la précocité des conditions printanieres
en milieu océanique (Edwards et Richardson, 2004)eola stratification thermique en milieu lacustre
(Thackeray et al. 2008).

Les communautés microbiennes ont un rble écologimageur dans les systémes aquatiques
puisqu’elles interviennent de maniére prépondérdates les cycles biogéochimiques en contribuant
notamment a la production primaire, la dégradatienla matiére organique et le recyclage des
nutriments. Si ce réle est partiellement contr@léela structure des milieux aquatiques (dépendiant

la nature des substrats, hauteurs d'eau, turbidiy@&raulicité et variations/courantologie), de
nombreux travaux ont montré que ces communautésfedement influencées par les conditions
thermiques de I'environnement. Cependant, cestraconcernent principalement le milieu terrestre,
comme en attestent de récents articles de synfBas@son et Janssens, 2006; Singh et al., 2010). S
elles sont plus limitées, les connaissances coantla réponse des microorganismes aquatiques a des
variations thermiques révelent toutefois les effattentiels de ce type de stress sur les communauté
microbiennes phototrophes et hétérotrophes darsales de surface. L'objectif de cette synthese est

donc de répertorier les études a ce sujet et ddedrprincipaux résultats disponibles actuellement
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2. Effets de la température sur la structure et ladiversité des communautés

microbiennes aguatigues

2.1. Croissance et biomasse des communautés phototrophes

De nombreux travaux, réalisés a partir de cultatgales, ont mis en évidence que le taux maximal de
croissance est propre a chague espece et estiocondipar différents parametres environnementaux.
Parmi ces parametres, les plus importants somoleditions nutritives, lumineuses et thermiques, ce
trois facteurs présentant généralement de fortesaictions (ex. Dauta et al., 1990 ; Bouterfasl.et a
2002; Butterwick et al., 2005).

En fonction des conditions nutritives et lumineyslesst donc possible, pour chaque espéce aldeale,

déterminer les conditions thermiques optimaledeseli pouvant étre trés variables (Fig. 1).

Tychonema Lo

?:Ln
Tribonema

\
('.rypmmmm.l\- \
1} T T T T 1 T 1 T 1 !
o 1o 20 30 i 10 20 30

Temperature (°C)
Figure 1 :Influence de la température sur le taux de craissa(k) de 7 especes phytoplanctoniques
(Asterionella formosa; Ceratium furcoide ; Cryptomas marssonii; Dinobryon divergens; Staurastrum
cingulum; Tribonema sp.; Tychonema bourrellyi) ajpfés Butterwick et al. (2005)

L'une des mesures quantitatives la plus courammndigée pour décrire I'effet de la température su
les activités biologiques (ex. croissance, phottsge, respiration...) est celle du coefficient
thermique (ou @, Van't Hoff 1898 ; voir équation ci-dessous) qeirmet de mesurer le niveau de
stimulation d’'une activité métaboliquer Rour une augmentation de 10°C, et dans une ganeme d

température comprise entrg (Féférence) et T.

)

Rp=R;Qp
En fonction des optimums thermiques, lg, @arie suivant la gamme de températures testéesi Ain
Berges et al. (2002) ont mesuré sur une espécamgie marineThalassiosira pseudonahan Q,
(pour le taux de croissance) proche de 3,1 pourhansse de 8 & 17°C alors qu'il est beaucoup plus
faible (~1,2) pour une hausse de 17 a 25°C. Ricoaret al. (2000) ont observé une valeur dg Q
inférieur & 1 chez une espece diatomique hiverffaléacoseira baicalensjgsolée d’'un lac Sibérien
et soumise a un gradient de température de 2 a. Md@a et al. (2004) ont également mis en
évidence une forte baisse de croissance chez gesessphytoplanctoniques cryophiles exposées a
des températures supérieures a 15°C, sans poaiar de @, du fait de I'absence totale de survie

a partir de 20°C.
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Dans des communautés complexes, telles que celiesntrées dans le milieu naturel, I'influence de
la température sur la croissance algale va dore féitement conditionnée par la composition
spécifiqgue au sein des assemblages microbiends goiient benthiques (biofilms) ou planctoniques.
Cependant, compte tenu des interactions et desopiées de compétition entre les espeéces
présentes, les variations de température peuveendrer a I'échelle des communautés, des réponses
non prévisibles sur la base des modéles mono gpéxsf(Jiang et Morin, 2004 ; Brauer et al., 2009).
Simulant & différentes saisons des hausses de rtatmms de +2°C a +6°C par rapport a la
température ambiante, Staehr et Sand-Jensen (8006)is en évidence une augmentation du taux de
croissance algale dans des communautés phytophiopeés naturelles, entrainant un
raccourcissement de la phase exponentielle desarais (avant I'atteinte de la phase stationnaire),
comme montré précédemment par Coles et Jones (2800@)fférentes especes phytoplanctoniques.
Cependant, la réponse des communautés algaleadiargrthermique semble étre variable et fonction
de la période d’échantillonnage initiale des comawiés. Staehr et Sand-Jensen (2006) ont ainsi
démontré qu'une augmentation de température stimylus fortement la croissance des
communautés collectées dans les périodes de I'dangdus froides.

Villanueva et al. (2011) ont également révélé urmssance algale plus rapide dans des biofilms
naturels soumis a une hausse thermique de 3°Coan{dB°C a 16°C). Toutefois, dans leur étude, la
température n’'affecte pas la biomasse algale mdgirfthlorophyllea; chl a), ce paramétre étant
principalement contrélé par les conditions nutdsycomme montré par Marcarelli et al. (2006). Ces
résultats sont contradictoires a ceux de Di Pipgpal.g2012) qui ont mis en évidence, en conditions
lumineuses et nutritives non limitantes, un retiads la phase exponentielle de croissance derbgfil
lors d'un passage thermigue de 20°C a 30°C. Lerasatix semblent ainsi suggérer qu’une
augmentation trop sévere de la température pelgneilngr un ralentissement la croissance algale.
Dans cette expérience, et malgré le retard desamée observe, la hausse de température a favorisé
une production de biomasse supérieure sur la diedé&xpérience, tant en terme de ehfjue de

contenu polysaccharidique.

2.2. Diversité des communautés phototrophes

A partir de biofilms trés simplifiés (composées quement d’'une espéce cyanobactérienne
Synechocystis spt d’une algue vert€hlorococcum sp.cultivés dans un dispositif expérimental (4L)
a courant constant (0,5 m/s), Di Pippo et al. (2@l clairement montré I'influence de la températu
sur I'abondance relative de ces deux espéces ,An&0°C, le biofilm est quasi-exclusivement
compose d’algues vertes (92-97%) alors que l'invest observé a 30°Synechocystieeprésentant
alors 93 & 99% de la biomasse totale. Dans des woautés plus complexes, I'augmentation des
températures favorise également généralement lelafghement des populations cyanobactériennes,
et peut parfois engendrer des blooms cyanobacgerigrand les conditions nutritives sont favorables
(ex. Chu et al., 2007 ; Johnk et al., 2008). C&apdique en partie par le fait que les cyanobaeser

sont caractérisées par des températures optimalesogssance et de photosynthése majoritairement
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comprises entre 20 et 30°C, celles-ci étant élegépmparées a celles de la plupart des autres espéece
phytoplanctoniques (Konopka et al., 1978 ; DeNicdf96 ; Coles et Jones, 2000).

Plus globalement, les conditions thermiques infbes fortement la composition des communautés
phototrophes aquatiques, qu’elles soient planctmsdAndersson et al., 1994 ; Findlay et al., 2001)
ou benthiques (Blanchard et al., 1996 ; MarcaetlWurtsbaugh, 2006 ; Villanueva et al., 2011). Par
exemple, Andersson et al. (1994) ont montré arpdetiphytoplancton marin (originaire de la mer
Baltique) que le passage d’'une communauté prim@diéine communauté estivale était déclenché par
un hausse thermique de 10°C environ (0 & 10°C).ofem ou long terme (cycles pluri-annuels), les
changements climatiques peuvent ainsi engendremdegfications importantes dans la composition
des assemblages phytoplanctoniques lacustres et ldan dynamique saisonniére, méme s'il est
généralement difficile de réellement appréhenderséale influence de la hausse thermique,
notamment en cas de variation du contexte nutf#ihneville et al., 2004 ; Thackeray et al., 2008).
Thackeray et al. (2008) ont ainsi montré au moyam duivi a long-terme (1955-2003) du
phytoplancton de la zone pélagique du lac Windeen{@ngleterre), que le bloom printanier de
Cyclotellaintervient de plus en plus tét du fait d’'une sfiedition thermique de plus en plus précoce,
alors que lI'avancement du bloomAdterionellaest lié a la fois aux modifications progressivaes e

terme de réchauffement du lac et d’enrichissemetmitif

2.3. Croissance et biomasse des communautés hétérotrophes

De nombreuses études ont mis en évidence la foftigence de la température sur la croissance
bactérienne en milieu aquatique (ex. ; White et 191 ; Rivkin et al., 1996 ; Pomeroy et Wiebe,
2001). Ceci a notamment été illustré par Whital.e£1991), qui ont analysé les résultats de 5@estu
réalisées dans différents milieux marins et duleieqFig. 2). A partir des données récoltées, 1ils 0
ainsi montré une corrélation positive tres sigaiiice entre la température et les taux de croigsanc
spécifigues dans les communautés planctonique8,4#= n=700 ; F<0,00001) et obtenu pour ce
parametre, un Q moyen proche de 3, celui-ci étant [égerement méliegé en milieu dulcicole (~2).
Le méme type de relation a également été souliggréSander et Kalff (1993) concernant des

communautés sédimentaires marines et lacustres.

-1

SALTWATER

FRESHWATER

Figure 2: Corrélation entre le taux de
croissance bactérien (« growth rate » en
jours) et la température en milieux
dulcicoles (« freshwater ») et marin
(« saltwater ») ; d'aprés White et al.
. (1991)
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Cependant, si elle est fortement influencée par desditions thermiques, la croissance des
communautés bactériennes aquatiques est égaledgaide par les conditions nutritives et les taux de
matieres organiques (White et al., 1991 ; Pometowiebe, 2001 ; Berggren et al., 2010). Ainsi,
Berggren et al. (2010) ont montré que la réponse adenmunautés bactériennes a des variations
thermiques est tres dépendante des conditiondivesti Ainsi, leurs travaux ont révélé I'absence de
corrélation entre la croissance bactérienne erigérature en conditions trophiques limitantes.

Au sein des communautés aquatiques hétérotrogheissance des espéces fongiques est également
trés influencée par les conditions thermiques.i®lus travaux ont montré que le taux de croissance
de différentes espéces d’hyphomycétes aquatiqéseme un optimum thermique variable suivant les
espéces, mais celui-ci est généralement supérigb?@ (Suberkropp, 1984 ; Chauvet et Suberkropp,
1998 ; Rajashekhar et Kaveriappa, 2000). Cela séirc®e a I'échelle des communautés puisque
Ferreira et Chauvet (2011a) ont observé, sur desnddages associées a des feuilles d'aulne
immergées, une augmentation de la biomasse fongigsiel’'une augmentation thermique de 5°C a
15°C. Cependant, cette augmentation est plus mardmsque les concentrations en azote et
phosphore sont élevées, révélant un effet synezgigtre les conditions thermiques et les conditions

nutritives (Ferreira et Chauvet, 2011a).

2.4. Diversité des communautés hétérotrophes

Des 1974, Cherry et al. ont mis en évidence, airpdidpproches culturales classiques, la forte
influence de la température sur la compositionadesmunautés bactériennes en milieu aquatique. lls
ont ainsi montré une augmentation concomitanteadeeinpérature et de la diversité des especes
cultivables alors qu’a l'inverse, une diminution ded 10°C par rapport a la température ambiante
engendrait un appauvrissement de la richesse gpéxifles communautés. Utilisant la technique
moléculaire d'hybridation inverse (reverse linetbhybridization), Lindstrém et al. (2005) ont
également démontré que la distribution des prinoiggroupes bactériens planctoniques dans 15 lacs
du nord de I'Europe était principalement contrgbée la température, ainsi que par le pH et le temps
de rétention des eaux. Les suivis réalisés par afafret Triplett (2004 ; 2005) dans plusieurs lacs
situés dans le Wisconsin (Etats-Unis) ont égalem&dlé I'influence notable de la température aur |
diversité bactérienne planctonique, évaluée arpditine méthode d’empreinte moléculaire (PCR-
ARISA). Cette méthodologie a également permis &oint des résultats similaires avec des
communautés bactériennes périphytiques, collecties des biofilms de deux rivieres néo-
zélandaises (Lear et al., 2008). Dans ces deugreisj la température représente ainsi le principal
facteur physigue (en comparaison avec la luminoitéprofondeur et le débit) conditionnant la
variabilité temporelle de la diversité bactérierdans ces assemblages. D’aprés Villanueva et al.
(2011), en cas d’'une hausse concomitante des tatapes (+3°C) et des concentrations en nutriments
(N et P), l'influence de la température sur la dsité bactérienne est principalement marquée péndan

les premiers stades de développement des biof#8( jours), la teneur en nutriments jouant un réle
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plus important dans les semaines suivantes. Cepergtzivin et al. (2005) ont montré qu’en présence
d’une forte concentration métallique (cuivre), flirence de la température sur la diversité baatége
périphytique est minimisée, le cuivre a forte datant le principal facteur de forcage de la

communauté bactérienne.

a - b ~ Tetracladi chali

T [ R —
\\ |:| Alatospora acuminata

Moyenne / \

[ ] Hefiseus wgaunensis

— [
3t [ l |:] Flagellospora curvula
\ D Tumulania aquatica
\ . Lemonniera aquatica
. All others
Moyenne |
=8TC l
Température constante  Oscillation de 5C scillation de 9C

Figure 3 :Structure de communautés fongiques aprés décotigpode feuilles d’Aulne a température
constante (a, c) ou sous un régime thermique jdienascillant (b, d, e); d'aprés Dang et al. (2009

La composition des communautés fongiques est aaasitionnée par la température. Ainsi, Dang et
al. (2009) ont montré que la composition fongigueednstituée a partir de neuf souches cultivées) se
développant aprés plus de 60 jours sur des fedillagne immergées est principalement dominée par
I'especeAlatospora acuminatdorsque la température moyenne d’incubation esteéga3°C, alors
gu’elle est dominée pdretracladium marchalianura 8°C (Fig. 3). Ces remaniements sont dus, pour
partie, a l'influence variable des températureslassicapacités de sporulation des différentes espéc
Ainsi, étudiant le comportement de communautésphibynycetes aquatiques naturelles collectées sur
des feuilles immergées dans une riviere indiennénetibées dans des conditions thermiques
comprises entre 0°C et 35°C, Rajashekhar et Kgyaai£2000) ont montré que le hombre d’espéces
capables de sporuler était maximal a 25°C (31 espaur 35 identifiées ; Fig. 4).

No.of species

T
5 10 15 20 25 30 35
Temperature (°C)

Figure 4 :Influence de la température sur le nombre d’espéleyphomycetes aquatiques sporulant au sein
d’'une communautés naturelle composée de 35 espBapses Rajashekhar et Kaveriappa (2000)
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Cependant, outre la température moyenne, il esoritapt de considérer les variations thermiques
journaliéres qui influent également sur la réparitdes especes présentes (Fig.3 ; Dang et al9) 200

la lumiére, qui stimule les processus de sporuiaiiBajashekhar et Kaveriappa, 2000) et les
conditions nutritives qui interagissent en syneeyiec la température (Ferreira et Chauvet, 20Ela).
milieu naturel, ces paramétres conditionnent damcdynamique saisonniére des communautés
fongiques, fortement influencée également parresractions entre les différentes especes présentes

dans les assemblages (Suberkropp, 1984).

3. Effets de la température sur les activités mictmiennes en milieu aguatigue

3.1. Photosynthése

Comme pour la croissance, I'optimum thermique dphatosynthese est variable suivant les espéces
algales (Table 1). A I'échelle des communautés)dact d’'une hausse de température va donc varier
en fonction des espéces présentes et des gratfientsques testés. Ainsi, Hancke et Glud (2004) ont
observé une augmentation linéaire du taux de pjotiodse de communautés diatomiques benthiques
de zones intertidales suite a une hausse des tatupEs de 0°C a 12-15°C (optimal thermique) avec
un Qo pour ce parameétre compris entre 2,2 et 3,1 (stikangine des communautés) pour cette

gamme de température, alors qu'il diminue proguvessent lorsque la température continue a

s’élever.
Espéces Optimum thermique (°C)
Cyanophvta
Schizothrix calcicola (C. Ag.) Gom. 25
Chlorophyta
Chara braunii Gmel. 15
C. guairensis R. Bic. 10
Cladophora glomerata (L) Kitz. 15
Cladophora glomerata (L) Kitz. 20
Cladophora glomerata (L) Kitz. 28-32
Cladophora glomerata (L) Kiitz. 10
Mougeotia sp. 25
Nitella subglomerata A. Braun 20-25
Nitella sp. 25
Pitophora oedogonia (Mont.) Wittr. 25
Spirogyra sp. 20
Spirogyra sp. 25
Ulothrix zonata Kiitz. 10
Rhodophyta
Audouinella hermannii (Roth) Duby 10
Bangia atropurpurea (Roth) C. Ag. 20
Batrachospermum sp. 15
B. ambiguum Mont. 10
B. delicatulum (Skuja) Necchi et Entw. 15-20
B. vogesiacum Schultz 10
Compsopogon coerufeus (C. Ag.) Mont. 30-35
Compsopogon coeruleus (C. Ag.) Mont. 20-25
Lemanea fluviatilis C. Ag. 15-17,5
Thorea hispida (Thore) Desv. 15

Table 1 :Optimum thermique pour le taux de photosynthésémesurée par la production d’oxygéne) de
différentes espéces algales ; d’aprés Necchi g2a04)

Des relations similaires entre température et gyotbiése ont également été démontrées dans des
études realisées avec des communautés phytoplanesn(Jones, 1998) et des communautés
phytobenthiques sédimentaires (Colijn et van BUl®%5 ; Blanchard et al., 1996) ou périphytiques
(Baulch et al., 2005). Ces travaux ont généralenmeist en évidence des taux de photosynthése
maximum a des températures comprises entre 2025°€t. Rasmussen et al. (1983) ont cependant

montré que cet optimal thermique peut présenter \dE&gtions saisonnieres, atteignant ainsi
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respectivement 20°C et 30°C pour des communautéthigaes collectées en mai et en septembre
dans des sédiments marins au Danemark. Toutedoigriation saisonniére peut parfois conditionner
uniquement le potentiel photosynthétique des conamiéis, sans engendrer de variations temporelles
en terme d’optimum thermique (Blanchard et al.,6)99

Etudiant I'influence de la température sur des commuités phytoplanctoniques de la Mer Baltique,
Andersson et al. (1994) ont mis en évidence, ppprdduction primaire, des valeurs dg @riables

en fonction de la gamme thermique testée et deatdidn considérée au sein de la communauté (i.e.
micro-, nano- ou pico-plancton). Cependant, quglie soit la classe de taille considérée, les valeur
de Qo sont décroissantes avec I'élévation des tempé@stigde 0 a 30°C), devenant inférieures a 1
lorsque la température s‘éléve de 20 a 30°C (Fig. 5

Dans un contexte de refroidissement (passage de 208°C), Nielsen and Jorgensen (1968), ont
montré que le taux de photosynthese de la diatddkééetonema costatudiminuait d’'un tiers au

départ mais redevenait ensuite pratiguement égaluuobservé a 20°C.

= T A B
P =
L 044 T 8, Temperature Qs
(¥} - - . .
& J_ range (°C) Gross primary production
2'0 - 1 S P P
g 82 Micro Nano/pico
% 0-10 25 2.8
- 5-15 1.7 1.7
3 10-20 1.3 1.2
5 Qe Nano- and Pico-plankton 20-30 0.3 0.7
@02 —DO—  Migoplankton o

T T T T

0 10 20 30
Temperature (°C)
Figure 5 :Influence de la température sur la production ¢géne par photosynthése brute (gross
photosynthesis) de communautés micro- et nano-fgamctoniques marines (A) et coefficients
thermiques (@) associés (B); d’aprés Andersson et al. (1994)

Cependant, il est nécessaire de différencier be d@uphotosynthése brut (PB= production d’oxygéne
par photosynthése) et le taux de photosynthése(PREPB - consommation d’oxygene par
respiration). En effet, lorsque la respiration asgte de fagon concomitante a celle de la
photosynthése, le taux de photosynthése net n'autgmeas, et peut méme, dans certains cas,
diminuer (Necchi, 2004). Suivant les especes, ckffierence entre niveaux photosynthétiques nets et
bruts est variable, modulant ainsi tres fortemesg hiveaux de corrélation entre stimulation
photosynthétique et stimulation du taux de croissagigal suite a une augmentation de température
(Davison, 1991 ; Coles et Jones, 2000 ; Vona et 2l04). A I'échelle des communautés, la
stimulation de la photosynthese nette par la teatpér est donc fortement conditionnée par la
composition spécifique. Cependant, plusieurs asteamt également souligné l'influence des
conditions d’éclairement, qui représentent un facparticulierement important pour la régulatiors de
activités photosynthétiques (Pinckney et Zingmatk93; Epping et Kihl, 2000 ; Morris et
Komkamp, 2003 ; Hancke et al., 2008).
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3.2. Respiration

De nombreuses études ont mis en évidence une darteilation de la respiration suite a une
augmentation de température, dans des communautésbiannes planctoniques (Staehr et Sand-
jensen, 2006 ; Sigi¢ et Germ, 2010), périphytiques (Hancke et Glud,420Baulch et al., 2005 ;
Acuia et al., 2008 ; Berggren et al., 2010 ; Boelt et al.,, 2012 ; Perkins et al., 2012) et
sédimentaires (Sand-Jensen et al., 2007 ¢iSiet Germ, 2010), ainsi que dans des communautés
fongiques se développant sur des substrats végétameira et Chauvet, 2011a ; 2011b) . Comme
pour la photosynthése, les valeurs dg €dncernant la respiration diminuent avec I'élévatdes
températures (Sand-Jensen et al., 2007 ; Fig. 6).
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Figure 6 :Influence de la température sur la respiration cdenmunautés bactériennes sédimentaires (A) et
coefficients thermiques (Q10) associés (B); d’'afdand-Jensen et al. (2007)

Cependant, le caractere universel de la relatidre diactivité respiratoire et la température dans
différents types d’écosystéemes fait I'objet d’urbd€important au sein de la communauté scientifique
(ex. Enquist et al., 2003 ; Perkins et al., 201Rjstré par des résultats parfois contradictoiEgsi,
certains travaux ont mis en exergue une relatailgé des valeurs de;gQobtenu pour la respiration,
avec des communautés benthiques de riviere présentee origine géographique, un historique
thermique et des compositions spécifiques diff@eiBand-Jensen et al., 2007 ; Perkins et al.,)2012
alors que d’autres études mettent clairement edeége linfluence de la saisonnalité et des
caracteéristiques physico-chimiques des sites déyadent sur ce parametre (Staehr et Sand-Jensen,
2006 ; Acuia et al., 2008). Il a également été ddréoque les hausses thermiques stimulent
généralement plus fortement la respiration quentzgsynthése (ex. Hancke et Glud, 2004 ; Staehr et
Sand-Jensen, 2006). De ce fait, le réchauffem@natique pourrait entrainer a terme un déséquilibre
de la balance métabolique des écosystemes (défomene le ratio entre le taux de fixation du
carbone atmosphérique par photosynthése et ceka deminéralisation par respiration) et induire un
diminution du taux de séquestration du carbone spmérique (Yvon-Durocher et al., 2010). Compte
tenu de cette différence de sensibilité entreirgspn et production primaire a une hausse theusiq
Demars et al. (2011) ont ainsi estimé que I'émissitans l'atmosphére de carbone issu des
écosystemes lotiques pourrait passer de 120 MtoGraas pour une température de 13°C a 150-330
Mtonnes C/an suite & une augmentation de 5°C.
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3.3. Recyclage de la matiere organique

Les communautés microbiennes hétérotrophes jouemble prépondérant dans le recyclage de la
matiere organique en milieu aquatique. Les actvdéydrolyse par les enzymes extracellulaires
hydrolytiques représentent généralement les presiétapes de dégradation des matiéres organiques
complexes (Robador et al. 2010). Ces activitésendpntes du type de substrat et du potentiel
enzymatique des communautées, peuvent étre modudééss conditions thermiques.

La revue rédigée par Pomeroy et Wiebe (2001) ai aogligné une forte interaction entre les
concentrations en substrats et la température ldarsgulation du métabolisme des communautés
bactériennes sédimentaires marines. Cependang itgéraction est trés dépendante du type de
communautés considéré (tropicales, tempérées ahimdglérantes). Cela est confirmé par les travaux
de Robador et al. (2010), qui ont également miéwtence I'influence importante de la température
sur le potentiel d’hydrolyse du sulfate de chortittei(molécule de type glycosaminoglycane) par des
communautés sédimentaires, avec une températuimatptvariable en fonction de l'origine des
échantillons. Ainsi des communautés sédimentaimfgthe arctiqgue présentent pour cette activité un
optimum thermique proche de 22°C, avec une foftébition aux températures supérieures a 25°C,
alors que cet optimum est proche de 26°C pour desmunautés sédimentaires issues d’'une zone
tempérée (Mer Wadden, Allemagne). Montuelle et ¥{1897) ont également montré que leg dg

la glucosidase, la phosphatase et la peptidas@megnautés microbiennes sédimentaires variaient
environ de 1 a 3 dans une gamme de 10 °C a 30°Gs Ceite gamme de température, la relation avec
I'activité exoenzymatique était bien décrite patdad’Arrhenius, avec des différences de senséili
selon l'origine de la communauté microbienne (sable limon). En conséquence la capacité
d’hydrolyse assurée par les microorganismes sédaines peut augmenter jusqu’a un facteur 9 (pour
la phosphatase), entre 10 et 30°C.

En complément, les travaux de Villanueva et al1(90ont révélé que linfluence de la température
sur les activités enzymatiques extracellulaireca@®munautés périphytiques est variable suivant le
type d’activité et peut-étre dépendante des camditnutritives. Ainsi, une hausse thermique de 3°C
entraine uniguement une augmentation significatigel’activité peptidase en conditions eutrophes
alors gu’elle ne modifie pas les activités glucasil et phosphatase, quelles que soient les cargditio

nutritives.

Le recyclage de la matiére organique la dégradation microbienne de substrats végétamergés

est également impacté par les conditions thermiciesi, sur une gamme de 5°C a 15°C, Ferreira et
Chauvet (2011a; 2011b) ont observé une corrélgtiositive entre la température et le taux de
décomposition de feuilles d’aulne par des commuggigngiques. L’augmentation de cette activité de
décomposition est cependant modulée par les condithutritives, tant dans le milieu (azote et
phosphore dissous ; Ferreira et Chauvet, 2011aygns les substrats végétaux (taux de phosphore,
Ferreira et Chauvet, 2011b), qui peuvent représamefacteur limitant et réduire les effets de la

hausse thermique. A I'échelle mondiale, une étuddipune stimulation des processus de dégradation

Annexe 4 — Rapport bibliographiquel@ /23)



microbienne de substrats végétaux dans les mildgwatiques du fait du réchauffement climatique
(Boyero et al., 2011). Cependant, cette stimulatiicrobienne devrait étre compensée par une baisse
concomitante des activités de décomposition pamiasro-invertébrés détritivores ce qui semble

suggérer un effet mitigé du réchauffement climaiqur le taux de décomposition global des substrats

végétaux (Boyero et al., 2011).

Dans de nombreux systemes sédimentaires, la suffdtwtion représente une voie métabolique
majeure pour la minéralisation de la matiére orgami Al-Raei et al. (2009) ont observé une
dynamique saisonniere tres marquée pour les pueeds sulfato-réduction dans des sédiments
tempérés situés a la surface de la zone intertaiala mer Wadden (Allemagne). Leur travaux ont
ainsi mis en évidence une influence notable desorépmle matiere organique et des conditions
thermiques, avec une activité sulfato-réductri¢ei§ plus importante en été qu’en hiver. Des réssilt
similaires ont été obtenus par Finke et Jargern2@d8) et Robador et al. (2009) avec des sédiments
arctiques. Suite a une exposition chronique (2 ardijférentes conditions thermiques (0°C, 10°C ou
20°C), Robador et al. (2009) ont montré que desnwanautés sédimentaires d’'une zone arctique sont
beaucoup plus sensibles aux conditions d'incubatioe celles d’'une zone tempérée. En effet,
'optimum thermique pour l'activité sulfato-réduice des communautés arctiques est variable et trés
dépendant de I'historique d’exposition thermiquérsa qu'il reste relativement stable pour les
communautés issues de la zone tempérée, quellsoifua température lors de la phase d’'incubation
(Fig. 7). Cette différence de réponse s’expliquetres autres, par un effet plus important de
'augmentation de température sur la compositicnmgoulations sulfato-réductrices issues de la zone
arctique, alors gu’elle a peu d'effets sur les pajons issues de zones tempérées (Mussman et al.,
2005 ; Robador et al., 2009). Il est cependantaéstant de constater que quel que soit le type de
sédiment, l'optimum thermique (compris entre 20°C38°C) est tres supérieur aux conditions
thermiques environnementales, mais aussi aux d¢onglithermiques expérimentales testées durant la

pré-incubation des communautés (Fig. 7).

Arctic Temperate

100 <

80 80 -

SRR [% of max.]
SRR [% of max.]

40 4

20 -

0 - T T L T T T T
<0 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

0 e B e s e S
10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 N

Temperature [°C| Temperature [°C|
Figure 7 :influence de la température sur les activité doHieductrices (SRR) de communautés sédimentaires
marines prélevées en zone Arctique(A) et en zomgsiete (B) et pré-incubées durant 24 mois a 0°AC H

20°C ; d’aprés Robador et al. (2009)
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3.4. Activités liées au cycle de I'azote

Les communautés microbiennes interviennent dangde de I'azote en milieu aquatique. Dans ces
milieux, la dénitrification représente une voie enap pour I'élimination des nitrates (Seitzingealet
1988 ; Veraart et al. 2011). Par exemple, il ardtdtré dans une riviére riche en galets (Garonne,
France) que ce processus permettait a des bigfiériphytiques d’éliminer jusqu'a 83 % des nitrates
présents dans I'eau (Teissier et al. 2007). Lemtra de Veraart et al. (2001) et Boulétreau et al.
(2012) ont mis en évidence une forte influenceadeslitions thermiques sur la dénitrification, cealie
étant fortement stimulée lorsque la températuréwé Ceci est en accord avec de précédentes études
qui ont révélé l'influence de la température swactivité nitrate réductase, mesurée a I'échelle
spécifique sur des cultures algales (Berges &08R ; Vona et al. 2004), I'optimum thermique pour

cette activité, pouvant varier suivant les esp€eg8).
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Figure 8 :Influence de la température sur I'activité nitratuctase (NADH) de cultures algales de Koliella

antarctica (triangles), Chlorella saccarophla (cés) et Chlorella sorokiniana (ronds) ; d’aprés Voeaal.
(2004)

A I'échelle des communautés, Boulétreau et al. Z2@iht observé une augmentation exponentielle
des capacités de dénitrification de biofilms déeres soumis a une élévation thermique graduelle de
1°C a 31°C. Pour cette fonction, ils ont ainsi abtein Q, (~7) trois fois plus important que ceux
mesurés, en paralléle, pour la photosynthéserestaration, suggérant un possible déséquilibriade
balance entre le cycle de I'azote et celui du caeben cas de réchauffement climatique important. De
plus, la dénitrification est également fortementiée par la disponibilité en oxygene dissous dans
milieu, qui inhibe ce processus (Veraart et al.220Bouskill et al. 2012). Or, ce paramétre est lui
méme conditionné par la température, de manierectdir et indirecte,via les activités
photosynthétiques et respiratoires. De ce faitvégations thermiques engendrent des effets direct
mais aussi indirects sur la dénitrification, du fastamment de l'interdépendance entre les diftésen
activités microbiennes (Veraart et al. 2011 ; Bigl9mportance de ces interactions a également été
soulignée au niveau de l'activité nitrogénase pamfaoré et Stal (2010). Ces auteurs ont ainsi
montré que la fixation d’azote par deux especenayactériennes hétérotrophdsmébaena variabilis

et Nostocsp) est influencée par la température et la conceatradih oxygene, mais aussi par la

photosynthése et la respiration.
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Figure 9: Représentation schématique des principeftets directs et indirects de la températurelaur
dénitrification; d’aprés Veraart et al. (2011)

4. Effets de la température sur les interactions tphiques impliguant les communautés

microbiennes

L’équilibre des réseaux trophiques est régulé mar idteractions de types top-down ou bottom-up,
dictées, en autre, par les relations proies-pradatéinsi, les communautés microbiennes benthiques
et planctoniques sont contr6lées pour partie parokganismes brouteurs ou filtreurs, tels que les
protozoaires et les macroinvertébrés (Kishi eR@05 ; Wey et al. 2008 ; Kathol et al. 2009). Kishi

al. (2005) ont mis en évidence l'influence des @bk thermiques sur ce contrdle dans un milieu
lotique boréal. A partir de dispositifs expérimantails ont identifié une forte pression de typp-to
down dans une chaine trophique composée de poispmdtateurs, de larves de phryganes
(herbivores) et de périphyton & 12°C. Dans cesitiond thermiques, cette pression, exercée par les
poissons prédateurs, engendre une diminution dubreorde larves et donc indirectement, une
augmentation de la biomasse périphytique. Ceperuddigt pression n’est plus visible a 3°C et a 21°C
du fait d’'une diminution de I'activité de prédatipar les poissons. Dans ce cas, I'augmentation de
12°C a 21°C entraine donc, en présence de maittmphiques supérieurs, une diminution de la
biomasse algale, du fait de I'activité de broutdge larves, alors que ce paramétre est généralement
stimulé par une telle hausse thermique (voir ch). 2.

Les conditions thermiques peuvent également comdiér le développement de protozoaires au sein
méme des assemblages microbiens. Ainsi Norf g2@07) et Villanueva et al., (2011) ont mis en
évidence un développement plus rapide de ciliés dias biofilms soumis a une hausse thermique,
particuliéerement en présence de conditions nudstivavorables (Villanueva et al. 2011). Cette
croissance peut alors entrainer une augmentatiola geession sur les communautés bactériennes,
limitant ainsi la croissance bactérienne et engerntddes modifications de la structure de ces
communautésyia notamment des phénoménes de broutage sélectiridva et al. 2011). Cette
pression, qui s’exerce principalement sur les bestépériphytiques peut également fortement
impacter les communautés bactériennes planctoniqges représentent une source nutritive

préférentielle pour de nombreux protozoaires Iséalidans les biofilms (Kathol et al. 2009).
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Tous ces travaux soulignent donc les limites dggm/ances visant a évaluer I'effet de la thermie su
un seul compartiment, notamment dans une optigegtrdpolation au milieu naturel, ou plusieurs
interactions biologiques elles-mémes régulées ftigeiement sont présentes. De méme, il est
important de tenir compte des décalages saisoneigsndrés par le réchauffement des eaux et qui
peuvent impacter inégalement les différents cormpartts de la chaine trophique, modifiant ainsi les

interrelations entre les communautés biologiquelsvéiEds et Richardson, 2004).

5. Observations sur des rejets thermiques localisés

Les rejets thermiques d’installations industriekggarticulierement de production électrique amt p
faire I'objet d’études afin d’analyser les effets ld thermie sur le fonctionnement des écosystemes
soit a titre de site atelier afin d’analyser ledewsf d'un réchauffement, soit dans le cadre de
surveillance de leur environnement.

Ces installations utilisent I'eau pour le refroglisnent de leur installation, générant des augniensat

de température de I'eau de quelques dixiemes deéslégplusieurs degrés selon la conception des
installations entre I'amont et I'aval sur le codfeau, ou le point de prélévement et de rejet Ioisq
s'agit d'installations littorales prélevant en raili marin.

Concernant les analyses sur les cours d’eau,pleseatrations en clal planctonique mesurées dans le
Rhoéne dans le cadre de la surveillance de I'enagorent du site en amont et en aval de la centwale d
Bugeyentre 1979 et 2003 ne font pas apparaitremypadt notable des rejets thermiques de cette
centrale sur la biomasse phytoplanctonique (Khalaisal., 2008).

De récents travaux visant a évaluer I'effet du aéfement de I'eau sur la structuration et la réggon
fonctionnelle du biofilm (contréle autogéne) oné étalisées dans I'environnement proche du CNPE
de Golfech utilisé comme site atelier situé suiGlaronne (Boulétreau et al., 201@)'apres les
estimations qui peuvent étre déduites des résultatette étude, une augmentation de la température
de I'eau de 2,5°C en aval du CNPE entrainerait demdiofilms une augmentation de 50 % de la
production microbienne, de 40 % de la respiratibrde 100 % de l'activité dénitrifianteia un
changement de la structure des communautés et/Gardeitecture de 'assemblage. Cependant, au
bout de 3 semaines, les différences au niveau déddrification entre la zone échauffée et la zone
témoin ne sont plus observables suggérant quimalation est transitoire et s’estompe lorsque les
biofilms deviennent matures et atteignent leur léarei écologique.

D’autres études ont par ailleurs été menées dangjets de sites sur le milieu marin, toutefois ce
résultats d’'études ne permettent pas tous d'isttietement la part de 'incidence entre la tempéea

et 'observation des effets sur les communautésaiiennes notamment par la présence d’injection
de chlore destinée justement a la lutte contreuéirfg dans les circuits et les installations sfigae a

ce type de milieux (mollusques, biofilm, etc...). Eane littorale, les rejets thermiques de la ceatral
de Gravelines (mer du Nord) stimulent la croissathc@hytoplancton. L'augmentation de production
primaire peut alors atteindre 30% dans la zoneudfd®men absence de résidus oxydants produits par

la chloration (Grégoire et al., 1993).
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A I'échelle mondiale, les travaux visant a évalles effets des rejets thermiques localisés sur les
communautés microbiennes aquatiques sont égalesiativement rares et ils ont été principalement
réalisés dans des milieux cétiers, situés darégiam asiatique (Inde, Chine N’est ce pas Taiwan ?,
Les résultats issus de ces études menées en miign tropical ou subtropical mettent en évidence
un impact limité des rejets thermiques sur les camamtés phytoplanctoniques, tant d’'un point de
vue de la biomasse que de la densité cellulairdée @istinguant de I'effet associé aux rejets akgor
qui affectent négativement la biomasse et la prindtéalgale (Poornima et al., 2005 ; 2006 ; Chyian
et al., 2009). Ces résultats sont en accord awec de Choi et al. (2002) qui ont montré que, malgré
des conditions thermiques favorables en aval di ddjine centrale électrique (augmentation de 5°C a
10°C de la température des eaux), les concentsagiorchlg, la production bactérienne et 'abondance
des nanoflagellés hétérotrophes étaient fortemambées par les rejets chlorés. Les travaux de
Chuang et al. (2009) suggerent toutefois que madmrprésence de chlore, les rejets thermiques
peuvent engendrer une augmentation significativia dgiantité de chd , donc de la biomasse algale,

dans des communautés périphytiques.

6. Le cas particulier du fleuve Rhbéne

Le Rhéne est un fleuve totalement aménagé pourlduption hydro-électrique et la navigation. Au
cours des trois derniéres décennies, le régimenthee du Rhéne a été affecté par le changement
climatique. Il s’est traduit par un échauffementyero d’environ 1,5 °C sur le Haut-Rhoéne et de 3,0 °C
sur le Bas-RhoneDans cette dérive générale des températures, suquieze derniéres années les
échauffements résiduels moyens cumulés liés awtsrdhermiques des centres nucléaires de
production d'électricité (CNPE) sont estimés dedfe de 0,6°C a 1,4°C suivant les zones concernées
(Khalanski et al., 2008). Si les suivis chroniquéalisés depuis plus de 25 ans semblent indiquer qu
les modifications constatées sur les peuplementeat@o-invertébrés et de poissons s’expliquent en
premier lieu par les effets du changement climajgans influence notable des rejets thermiques des
CNPE (Khalanski et al., 2008), les connaissanceseroant les communautés microbiennes de ce
fleuve sont beaucoup plus limitées. Elles sontessyour la plupart, de suivis réalisés en zone
estuarienne et coétiere, afin de suivre dans ceewsedtinfluence du panache fluvial sur les
communautés microbiennes planctoniques (Bianchi.etl994; Omnes et al., 1996 ; Naudin et al.,
2001; Troussellier et al., 2002; Pujo-Pay et &1Q& Christaki et al., 2009; Joux et al., 2009).

La chronique des concentrations en&fplanctonique, mesurées pendant 25 ans (1979-2120%) le
haut-Rhoéne (secteur du Bugey), fait apparaitre fpériodes distinctes dans I'’évolution de la bicgeas
phytoplanctonique (Khalanski et al., 2008 ; Fig.).1Ces trois périodes sont respectivement
caractérisées par i) de faibles concentrationshéa (entre 1979 et 1984), ii) des concentrations plus

élevées (entre1985 et 1990) puis iii) un retourfaibdes concentrations initiales (a partir de 1991
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D’aprés les auteurs, ces variations temporelles mancipalement liées a I'évolution des teneurs en
nutriments et au développement d’organismes phgtapbnophages (le bival@orbicula fluminea
sans lien notable avec la hausse générale de®ratupes ou des rejets thermiques du CNPE du
Bugey (Khalanski et al., 2008).
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Figure 10: Chronique de la biomasse du phytoplandthlorophylle a, en pug/L) dans le Rhéne
sur le site de Bugeyl'apres Khalanski et al. (2008)

De méme, un suivi de huit années (1987-1994) édhsis le moyen-Rhbne, dans le secteur de Péage-
de-Roussillon, a également permis de mettre eneéei une évolution temporelle forte de la
biomasse phytoplanctonique et de la structure taxiue des communautés algales planctoniques et
benthiques sur toute la période d’étude (Frugetl.et2001). Cette observation semble diverger des
premiéres conclusions de Khalanski et al. (2008jtte évolution semblerait étre majoritairement
conditionnée dans ce secteur par les conditionsologiques (débit) et thermiques puis, dans une
moindre mesure, par les conditions nutritives, onfiluencent principalement les communautés
périphytiques. Cependant, et malgré la grande géaate données récoltées au cours de ce suivi, les
auteurs ont souligné la difficulté de discernerdéfets associés aux rejets thermiques du CNPE de
Saint-Alban a ceux liés a I'ensemble des variatemgronnementales observées sur le site d’étude,
soulignant ainsi la nécessité de mettre en ceuwsesdigis a long-terme, s'appuyant sur une solide
stratégie d’échantillonnage, tant d'un point de teraporel que spatial (Fruget et al., 2001).

En I'état actuel des connaissances, les autresédsndisponibles dans la littérature sont issues de
prélevements réalisés ponctuellement sur différeites du Rhéne. Fauvet et al. (2001) ont ainsi
étudié le développement de communautés périphgiggales dans le moyen-Rhéne en plagant
pendant 7 jours des substrats artificiels en veurele lit du fleuve dans le secteur de Pierre-&éni
Leurs résultats ont mis en évidence des concemtgagn chhk assez faibles, comprises en moyenne
entre 2 et 6 pg/cm? suivant le site de prélévenamc une augmentation de la biomasse algale dans
les sections caractérisées par des teneurs phesrien nitrates. De méme, les travaux de Claret et
Fontvieille (1997) ont montré que la croissancel@d la surface de sédiments situés dans le haut-

Rhéne (secteur de Chautagne) est fortement condé® par les concentrations en nutriments, mais
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aussi par les conditions hydrodynamiques. La bismagobale des biofilms présente également de
fortes variations temporelles, liées notammentvauiations des teneurs en carbone organique dissous
dans le milieu. Ces variations saisonnieres sorticpiérement visibles au niveau du compartiment
hétérotrophe pour lequel I'abondance cellulairéeativeau d’activité sont principalement influencés
par les conditions thermiques (Claret et Font\eeill997, Claret et al., 1998). Ainsi, en saisorudea
(température moyenne proche de 18°C), I'activitétdréenne au sein de biofilms sédimentaires de ce
secteur peut augmenter la consommation d’oxygénke ¢éaux de décomposition de la matiere
organique, entrainant alors le relargage de fagtemntités de nitrates dans le milieu (Claret et al.
1998). Cependant, une élévation trop importante laletempérature peut conduire a une
surconsommation d’oxygene et stimuler alors dexgssus de dénitrification qui engendrent une
diminution des teneurs en nitrates (Claret et 2398). Netto (2007) a également caractérisé des
communautés bactériennes de sédiments prélevésrier2@4 sur le Rhéne, sur un site situé en
amont de Valence et de la confluence du Doux suRHéne, en effectuant un estimatif de la
concentration bactérienne et des niveaux d'activitle dénitrification et de déshydrogénase.
Cependant ce travail ne donne pas d’indication tjaax variations saisonniéres et a l'influenceale |
température sur ces paramétres microbiens.

De maniére plus générale, cette synthése des &sanakes concernant les communautés microbiennes
du fleuve Rhéne met en évidence le peu d'infornmatisur les communautés microbiennes et leur réle
dans le fonctionnement écologique du, Rhbne, ginsin manque de données quant aux effets de la

thermie sur les microorganismes de cet écosysteme.

7. Conclusions

La plupart des résultats repris dans cette syntheésttent en évidence l'influence directe de la
température sur la structure, la diversité et degtions des communautés microbiennes phototrophes
et hétérotrophes planctoniques et benthiques. ¥eanifonctionnel, la température exerce a la fois u
contréle distal, qui influence & moyen et long tedanstructure de la communauté et donc conditionne
la taille des populations impliquées dans les aésvmesurées, et un contréle proximal qui affécte
court terme lintensité de l'activité métaboliquBollétreau et al., 2010). Quand les températures
maximales ne dépassent pas l'optimum thermiqueodganismes, le contrble proximal engendre
généralement une stimulation des différentes aétiviicrobiennes lorsque les températures s’'éléevent
Cependant, la réponse aux variations thermiquesé, moyen ou long terme) est variable suivant
les processus microbiens considérés, ce qui petdirnde, engendrer des déséquilibres des cycles
biogéochimiques en milieu aquatique (Yvon-Duroddteal., 2010 ; Demars et al., 2011). Si la plupart
des activités microbiennes sont directement candites par la température, certaines d’entre elles
sont également interdépendantes, ce qui entraisecdeséquences indirectes des modifications

thermiques (Veraart et al., 2011).
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D’autre part, il apparait clairement que les eff@¢sla thermie sont en interactions fortes avec les
conditions environnementales chimiques (nutrimentsiques) et physiques (lumiere). Ainsi,
plusieurs auteurs ont mis en évidence un effetrgyoee positif entre température et nutriments sur
les processus microbiens, quand ces deux facteusent pas en conditions limitantes (e.g.. Berggren
et al., 2010 ; Villanueva et al., 2011). Cela sugggue les effets d’'une hausse thermique sur les
communautés microbiennes aquatiques pourraient pdre marqués dans les milieux eutrophes
(Ferreira et Chauvet, 2011a). A I'opposé, les sfide la thermie peuvent étre plus difficilement
perceptibles en présence de toxiques, qui peuepnésenter un facteur de forgcage important pour le
fonctionnement écologique des communautés micrabgncomme cela a été montré pour le cuivre
(Boivin et al., 2005) ou le chlore (e.g. Chuanglet 2009) Cependant, il est intéressant de scedign
que, contrairement aux macroorganismes (macroiglvers, poissons...) peu d’études concernent les
effets cumulés de la température et des contansireumtles communautés microbiennes aquatiques
(Holmstrup et al., 2010). De ce fait, les interact entre ces deux types de stress restent encore
largement méconnues a ce jour.

Pour apprécier I'impact des variations thermiquedes communautés microbiennes dans les milieux
aquatiques, il s’avere également primordial d'é&udiles interactions entre les différents
compartiments microbiens mais également les infers avec les organismes appartenant aux
niveaux trophiques supérieurs, afin de tenir cordpeprocessus de prédations et de compétitions, qu
peuvent moduler (ou étre modulés par) les effefa tleermie mais aussi par les décalages sais@nnier

engendrés par la hausse des températures (vdiy.ch.
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