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La méthode PICT (Pollution-Induced Community Tolerance), un outil
complémentaire pour I’évaluation du risque et le biomonitoring des pesticides ?

Introduction

Le concept du PICT — La méthode PICT (Pollution- Induced Community Tolerance) proposée par Blanck
et al., (1988) est basée sur I’hypothése qu’'une communauté biologique préalablement soumise a la
pression d’un toxique dans son environnement, sera plus tolérante a celui-ci. Une communauté
biologique regroupe différents « composants », génotypes ou phénotypes, ayant une sensibilité
différente vis-a-vis du toxique étudié. L'augmentation de la tolérance de la communauté résulte de
plusieurs phénomeénes induits par son exposition, dont I'adaptation et/ou l'acclimatation des
populations, et/ou des changements dans la composition des espéces. Les organismes les plus sensibles,
exposés au toxique a une concentration et pendant une durée suffisantes, sont directement éliminés
ou ne sont plus concurrentiels et sont remplacés par des organismes plus tolérants, provoquant ainsi
une succession induite par le toxique (TIS) (Blanck, 2002). La structure des peuplements est alors
modifiée, et la communauté qui en résulte présente une tolérance supérieure au toxique, en
comparaison 3 une communauté semblable mais n'ayant pas été préalablement exposée (témoin
correspondant a la « ligne de base » de tolérance du milieu).

Concrétement, si 'on a le moyen de mesurer la sensibilité de cette communauté (préalablement
exposée au toxique) a ce toxique, celle-ci devrait avoir une sensibilité moindre que celle attendue (i.e.
celle des témoins). L'analyse de la diversité au sein de la communauté doit également montrer des
modifications, pouvant conduire jusqu’a la disparition des taxons les plus sensibles.

Outre les intéréts de cette méthode pour étudier les processus écologiques et physiologiques de
sélection et d’adaptation vis-a-vis d’un toxique, elle présente un atout fort pour I'évaluation du risque
écotoxicologique a priori et a postériori: la mise en évidence de la relation de cause a effet entre
I'exposition d’un contaminant dans le milieu (qu’il soit in situ ou dans le cadre d’expérimentations
controlées) et les effets sur la communauté, intégrant la complexité structurelle et fonctionnelle du
systeme étudié (Tlili et al., 2015).

Le PICT tient compte des différences de sensibilité des espéces et des interactions interspécifiques au
sein de la communauté, alors que celles-ci ne sont pas prises en compte dans les tests monospécifiques
(McClellan, et al., 2008).

Le principe du PICT est d’échantillonner une communauté préalablement exposée a un toxique de
maniére chronique in situ ou expérimentalement (phase de sélection), et de I'exposer a ce méme
toxique dans le cadre d’'un bioessai contrélé, afin d’en mesurer la sensibilité (courbe dose-réponse,
CE50 ...), et de la comparer a celle d’'une communauté comparable issue d’'un milieu non contaminé
considéré comme témoin (phase de détection). Parallelement a ces mesures de sensibilité, les
communautés comparées sont caractérisées par leur structure taxonomique (et/ou fonctionnelle).

Cette méthode a été appliquée dans divers contextes, marins, d’eaux douces, terrestres, principalement
sur les communautés microbiennes (phyto et bactérioplancton, biofilms autotrophes et hétérotrophes,
communautés microbiennes autotrophes et hétérotrophes de sédiments et de sols ..). Les
microorganismes présentent des temps de génération courts, favorisant les études sur la sélection, et
de nombreux protocoles éprouvés permettent de mesurer diverses activités globales a I'échelle des
communautés, favorisant la pratique de bioessais pour évaluer la tolérance induite. De plus rares
travaux impliquent des macroorganismes dans des études PICT (Millward et al., 1995, Courtney L.A. &
Clements, 2000, Knopper et al., 2002, Oguma et al., 2017), dont une étude tres récente qui a mis en
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évidence un phénomene d’acquisition de tolérance de communautés zooplanctoniques exposées au
glyphosate (Hébert et al., 2021).

La Méthode (Fig.1)

1- La phase de sélection : au cours de laquelle la communauté biologique est soumise de maniere
chronique au toxique dans le milieu. C'est lors de cette phase que le contact entre le contaminant et la
communauté doit étre établi (biodisponibilité avérée), et que la durée d’exposition doit étre suffisante
pour induire un phénomeéne de sélection. Notons qu’en contexte expérimental (microcosmes, ou
enclos), les parametres de durée, d’application et de niveau d’exposition au toxique étudié sont
controlés. Ces parametres contr6lés ainsi que le choix entre des systéemes ouverts ou clos (permettant
ou non les échanges d’organismes de la communauté étudiée avec I'extérieur) impacteront le processus
de sélection et le rétablissement éventuel des communautés étudiées (Lambert et al., 2012, Blanck,
2002).

L’échantillonnage des organismes qui seront testés lors de la phase de détection est primordial. Il doit
étre le plus représentatif possible afin de saisir I’histoire de contamination chronique de la communauté
étudiée. Pour les milieux aquatiques, différents systemes de colonisation de biofilms sur des supports
artificiels ont été développés (Blanck, 1985) : ici encore la durée de colonisation (15 jours a 3 semaines
généralement) impacte cette phase de détection. Les échantillonnages des communautés aquatiques
in situ peuvent poser le probleme de I'ignorance de leur origine (en particulier pour le plancton
susceptible de se déplacer avec les courants par exemple, mais la question se pose aussi pour les
biofilms) et donc de leur exposition au toxique (Dorigo et al., 2004). L’échantillonnage des
communautés microbiennes des sols et des sédiments nécessite parfois de passer par une phase
d’extraction des organismes de la matrice complexe (Bérard et al., 2004), avec des biais de sélection
possibles. Aucune méthode d’échantillonnage n’est totalement satisfaisante (constat général en
écologie), il est important de prendre en compte ces éventuels biais dans I'interprétation des mesures
lors de la phase de détection.

2-La phase de détection : au cours de laquelle la communauté biologique échantillonnée (ayant subi
une exposition chronique préalable), est soumise de maniéere aigue au toxique incriminé dans le cadre
de bioessais controlés. Le point final de mesure de I'effet toxique (endpoint) est généralement adapté
au mode d’action du toxique incriminé et peut cibler certaines communautés microbiennes (exemple :
phototrophes versus hétérotrophes). Divers endpoints ont été utilisés dans le cadre d’études PICT : en
particulier I'incorporation du * C (Blanck et al., 1988 Bérard et Benninghoff, 2001, Schmitt-Jansen et
Altenburger, 2005) et la fluorescence in vivo (Seguin et al. 2002), la fluorimétrie PAM (Schmitt-Jansen
et Altenburger, 2008, Magnuson et al., 2012), la synthése des sulfolipides membranaires (Nystrom et
al.,, 2000), et des endpoints ciblant les communautés hétérotrophes tels que I'incorporation de la
thymidine et de la leucine tritiées (Demoling et al., 2009), les éco-plaques (type Biolog, Rutger et al.,
1999), la respiration microbienne (Dorigo et al., 2007, Tlili et al., 2011, Wakelin et al., 2014), les activités
enzymatiques (Tlili et al., 2010, Bonnineau et al., 2013), I'oxydation potentielle de I'ammonium (Gong
et al., 2002) ou du méthane (Seghers et al., 2003).

3-La validation : la validation de I’'hypothese PICT est généralement réalisée avec des caractérisations
de la structure des communautés testées (structure taxonomique et/ou fonctionnelle), ainsi que par
des mesures chimiques de la contamination des milieux étudiés. L'induction de tolérance par
I’exposition des communautés aux polluants repose donc sur i) un historique de contamination
préalable du milieu étudié (monde réel ou expérimental), ii) une modification de la structure des
communautés (biodiversité et abondance des organismes) et iii) une diminution de la sensibilité a court
terme lors d’une exposition expérimentale au(x) polluant(s).
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Figure 1. Les deux phases de I'approche PICT : sélection et détection. Durant la phase de sélection, des sélections inter- et
intraspécifiques se produisent sous I'effet de I'exposition de la communauté (B) au toxique (restructuration de la communauté
par la disparition des taxons sensibles et la dominance des taxons tolérants). Durant la phase de détection, la tolérance de la
communauté échantillonnée est quantifiée en laboratoire au moyen de bioessais a court terme. Les réponses de paramétres
fonctionnels (« endpoints ») aux concentrations croissantes du polluant testé sont mesurées, ce qui permet d'établir des courbes
concentration-réponse pour la communauté « témoin » (A) et la communauté sélectionnée par le toxique (B). La tolérance est
ensuite exprimée sous la forme d'une concentration effective (exemple EC50). La différence entre les valeurs ECx obtenues pour
les deux communautés permet de quantifier le PICT. Parallélement aux mesures de tolérance, la composition des deux
communautés est évaluée et comparée pour valider I'hypothese d'une sélection intra- et interspécifique. (Modifié d’apres Tlili
etal., 2015).

Applications de la méthode PICT aux contaminations par les pesticides

Une requéte bibliographique sur I'application du PICT aux pesticides et au cuivre (requéte : (Pesticid*
OR herbicid* OR cui OR copper) AND ‘pollution-induced community tolerance OR PICT) AND (alga* OR
Cyanob* OR periphyt* OR phytoplankt* OR liche* OR microbi*) = 116 résultats initiaux), ainsi que des
articles connus par les experts, ont permis de sélectionner 68 études. Les premiers travaux sur le
concept et la méthode PICT ont été élaborés par Blanck et al. (1988) en contexte de contamination par
I'arsenic, les études PICT appliquées au PPP se sont développées a partir des années 2000 (avec un
maximum de publications dans les années 2010).

Plus des 2/3 de ces études ont été réalisés en milieux aquatiques d’eau douce, seulement 13 %
concernent les milieux marins et 20% les sols. 70% des études en milieux aquatiques ont pour modele
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biologique les biofilms et le périphyton (en particulier en eau douce), les 30% des études restants sont
principalement réalisés sur le plancton. Trés peu d’études ont été réalisées sur les sédiments.

La majorité (53%) des toxiques étudiés sont les herbicides : principalement des inhibiteurs du PSlI tels
que les triazines (essentiellement atrazine, mais aussi prométryne, terbuthylazine, simazine), et des
urées substituées (essentiellement le diuron et I'isoproturon) ; de rares études ont abordé la tolérance
au 2,4-D (Zabaloy et al., 2010) et au glyphosate (Allegrini et al.,, 2015). Une seule étude a notre
connaissance a abordé la tolérance vis-a-vis de métabolites d’herbicide (du diuron, Pesce et al., 2010).
Les études sur le cuivre représentent plus de 43% des études PICT, il y a trés peu d’études appliquées a
la tolérance aux fongicides organiques (4%, tébuconazole et azoxystrobine).

C’est aussi en eaux douces que I'on retrouve la plus grande diversité de familles de molécules testées
(en milieu marin, les biocides-antifouling ont aussi été étudiés, dont certains comme I'lrgarol sont des
triazines, mais ne sont pas repris ici), alors que les études sur les sols sont aux 2/3 axées sur le cuivre (le
tiers restant concerne les herbicides, nous n’avons pas trouvé d’études sur des fongicides organiques).
Notons que dans les sols la méthode PICT est trés majoritairement appliquée aux contaminations par
les métaux (contaminations industrielles et liées aux épandages de déchets organiques, Brandt et al.,
2010) et depuis les années 2010, a la tolérance aux antibiotiques en interaction avec ces contaminations
métalliques (Berg et al., 2010, mais ces travaux ne sont pas repris ici). Si 80% des études sur sol ont été
réalisées in situ, prés des 2/3 des études aquatiques ont été réalisées en milieux contrélés. On peut
rapprocher cette constatation avec le peu de molécules testées : beaucoup d’études sont réalisées avec
des molécules modeles (substances actives seules). Si ces molécules toxiques présentent une réalité de
contamination (molécules retrouvées dans les sites étudiés par les laboratoires de recherche), elles sont
aussi utilisées dans le cadre d’études en milieux contrélés pour comprendre des processus
écotoxicologiques de sélections/acquisition de tolérance et l'influence des variables du milieu, autres
que les toxiques.

On peut citer 'exemple de I'observatoire de I’Ardiéres-Morcille (bassin versant viticole du Beaujolais),
étudié depuis pres de 20 ans (Gouy et al., 2021) et qui a permis de développer la méthode PICT en
prenant comme molécules modeéles deux phytosanitaires présents dans le bassin versant et la riviére :
le diuron et le cuivre. Les premieres études in situ ont permis de montrer les acquisitions de tolérance
au diuron et au cuivre, associées aux changements de structure taxonomique des communautés
périphytiques échantillonnées en amont et en aval de la riviere (Dorigo et al., 2007, Pesce et al. 2010),
en établissant le lien de cause a effet de I'exposition. Des manipulations in situ de transplantation de
périphyton de I'amont vers I'aval de la riviere ont confirmé ces acquisitions de tolérance, mais aussi des
pertes de tolérance des communautés transplantées de I'aval vers I'amont, avec des réponses
différentes selon le contaminant étudié (probablement liées au fait que les biofilms avaient initialement
internalisé du cuivre et non du diuron). Cependant aprés 7 semaines d'acclimatation, la tolérance
(envers le diuron et le cuivre) et la composition taxonomique des biofilms transplantés n’avaient
toujours pas retrouvé les caractéristiques des communautés de 'amont de la riviére (Dorigo et al.,
2010). Associé a ces mesures de contamination de I'eau et de transplantations sur le terrain, des
expérimentations au laboratoire ont permis de préciser certains phénomeénes associés a I'acquisition de
tolérance et aux trajectoires de sélection (Tlili et al., 2010, Lambert et al., 2012). Les facteurs
environnementaux (température) susceptibles d’impacter la tolérance des communautés aux
contaminants (Lambert et al., 2017) et ceci de maniére différente selon les communautés et leurs
fonctions ont également été étudiés (Pesce et al., 2018). Enfin, le diuron ayant été interdit en 2008, une
étude PICT in situ réalisée sur trois ans (2009-2011) a un rythme mensuel a permis de valider la méthode
en conditions réelles, mettant en évidence la restauration des communautés périphytiques de la riviere
(Pesce et al., 2016). Ce genre de résultats a été obtenu sur le lac Léman ayant connu une décroissance
de la contamination pélagique par I'atrazine et le cuivre : des campagnes PICT ont été répétées
mensuellement sur le phytoplancton durant une année a 12 ans d’intervalle (Larras et al. 2016)
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Ces exemples soulignent I'intérét de la méthode PICT comme outil de biomonitoring. Cependant, cet
outil écotoxicologique, basé sur des processus écologiques et fonctionnels des communautés dans leurs
milieux contaminés, n’est actuellement pas appliqué en routine pour I'évaluation du risque.

Des verrous a débloquer

Pour pouvoir utiliser la méthode PICT dans le cadre d’évaluation du risque a priori et a posteriori induit
par les pesticides, il est nécessaire de dépasser des verrous et de poursuivre un cadrage de la méthode
(Tlili et al., 2015).

-La ligne de base et facteurs confondants

In situ, la ligne de base de tolérance (témoin) est généralement acquise sur une communauté prélevée
dans une zone non (ou faiblement) contaminée par le toxique incriminé, mais comparable a la
communauté exposée au toxique. Il est donc nécessaire d’échantillonner et de caractériser cette
communauté témoin a chaque mesure PICT. Si I'objectif envisagé est de surveiller a plus large échelle
une région selon ses contaminations en pesticides, trouver des sites témoins est complexe et définir
une ligne de base plus générique devient un enjeu. Pour cela, il faut connaitre la variabilité de cette
ligne de base de tolérance qui peut étre influencée par diverses variables environnementales. Par
exemple, une étude européenne sur la tolérance des biofilms de riviéres vis-a-vis du zinc a mis en
évidence de grandes variabilités de tolérance de base. Des outils de modélisation ont permis de
caractériser les principaux parameétres impliqués dans cette variabilité, liés a la biodisponibilité du métal
(Blanck et al., 2003). Une autre approche trés récente, appliquée au sol, a montré avec des régressions
multiples qu’il était possible de définir une ligne de base de tolérance au cuivre a partir d’'une équation
prenant en compte les caractéristiques physico-chimiques du sol et le type de matériau parental
(Campillo-Cora et al., 2021). Cette équation dépend du contaminant étudié et de « I'endpoint » utilisé.
Il n’existe pas a notre connaissance de travaux comparables sur des tentatives de définition de ligne de
base pour estimer la tolérance induite par des contaminations organiques de type pesticides, mais les
travaux expérimentaux et de suivis saisonniers in situ révélant certaines variables environnementales
influencant cette tolérance de base (Pesce et al., 2018), montrent qu’il est possible d’aller dans cette
direction. Dans ce sens, il est nécessaire de poursuivre en parallele des travaux expérimentaux pour
préciser les facteurs susceptibles d’étre confondants dans I'évaluation de la tolérance (Blanck, 2002).

-Les mélanges de contaminants

Nous avons vu que la plupart des études PICT étaient focalisées sur un ou deux contaminants.
Cependant, les milieux contaminés le sont généralement de maniére multiple et non connue, et les
pesticides présents dans le milieu sont accompagnés de leurs produits de dégradation. Par ailleurs,
plusieurs études ont montré qu’il existait des phénomeénes de cotolérance (un contaminant chronique
pouvant induire une tolérance a un autre contaminant) entre différents contaminants et que les
bioessais PICT ne pouvaient pas les discriminer: par exemple, Knauer et al. (2010), ont montré
expérimentalement des phénomeénes de cotolérance entre trois herbicides inhibiteurs du PSlI,
I'atrazine, le diuron et I'isoproturon avec des intensités différentes selon I’herbicide a 'origine de la
pression de sélection. Une étude originale (Seghers et al., 2003) ciblée sur les méthanotrophes de sols
contaminés par 'atrazine et le métolachlore (traitements sur 20 ans avec 0,75 kg et 2 kg respectivement
/ha /an), a mis en évidence une tolérance accrue au 2,4-D (utilisé dans le bioessai PICT comme inhibiteur
de I'oxydation du méthane par les microorganismes) de ces communautés préexposées a |’atrazine et
au métolachlore, qui pourtant n‘ont pas d’effets aigus a court terme (60 pg/ g sol) sur la capacité
d’oxydation du méthane des communautés microbiennes.

Dans le cadre du suivi des milieux multicontaminés, on ne peut matériellement pas tester de
nombreuses molécules avec I'outil PICT. En ce sens la cotolérance pourrait constituer un avantage,
I'approche PICT pouvant étre envisagée avec des molécules modeéles de groupes chimiques
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sélectionnées sur la base de leurs propriétés de cotolérance. Ce type d’approche permettrait de
renseigner I'exposition de I'écosystéme vis-a-vis de classes de polluants. Pour cela il est nécessaire de
connaitre les mécanismes induisant la cotolérance (molécules ayant le méme mode d’action et/ou
induisant des modes de détoxification comparables ?). C'est en multipliant les études dans divers
contextes de contaminations pesticides, associant des mesures PICT a une surveillance chimique ; en
développant des études expérimentales (normalisées), permettant de tester diverses molécules ; et en
associant ces observations a des approches écotoxiques in silico (Traoré et al., 2017), que nous pourrons
faire avancer les connaissances sur cette question.

Une approche complémentaire proposée par Pesce et al. (2011) et Foulquier et al. (2015) est d’aborder
la question de la multi contamination en testant directement ces mélanges réalistes dans les bioessais
PICT. Des systémes d'échantillonnage passif permettent de « récolter » la contamination du site et son
historique, les solutions extraites obtenues sont d’une part, analysées chimiquement et d’autre part,
testées sous forme de dilutions dans les bioessais appliqués aux communautés collectées dans le site
impacté et dans le site témoin. Ce type d’approche permettrait d’établir la causalité entre I'exposition
in situ a des mélanges complexes de micropolluants et les effets écotoxiques sur les communautés
biologiques. Elle a été appliquée récemment avec succes dans le cadre de contaminations complexes
de rivieres en aval de stations d’épuration (Tlili et al., 2020). Ces deux approches associées
permettraient d’augmenter la pertinence environnementale de la méthode PICT pour caractériser les
milieux contaminés par les pesticides (Tlili et al., 2015).

La multi contamination interroge aussi sur le choix du(des) « endpoint(s) » de mesure de |'effet toxique
a utiliser dans les bioessais PICT. Avoir un « endpoint » adapté au mode d’action du toxique incriminé
est pertinent pour cibler un type de contaminant, mais il peut étre limitant en contexte in situ de
contaminations multiples et non connues (Blanck, 2002). Il est alors nécessaire de trouver un
« endpoint » intégrateur de différents types de toxicité ou d’associer plusieurs « endpoints » pour tenir
compte de la complexité a la fois des communautés étudiées, de la contamination chimique a laquelle
elles ont été confrontées, et des impacts indirects possibles (Tlili et al., 2010, Tlili et al., 2020). Notons
que Seghers et al. (2003) sont les seuls a notre connaissance a avoir « contourné » cette difficulté en
utilisant dans leur bioessai PICT un herbicide un inhibiteur de I'oxydation du méthane (2,4-D) pour
étudier la tolérance acquise de communautés ciblées (méthanotrophes) vis-a-vis d’autres types
d’herbicides (Atrazine et métolachlore).

Conclusion, perspectives

Si des travaux plus récents ont permis des avancées, les conclusions de Tlili et al. (2015) restent
d’actualité :

-Standardiser les mesures PICT, notamment les échantillonnages des communautés testées, ainsi que
les bioessais eux-mémes (Lambert et al., 2015, Vazquez-Blanco et al., 2021).

-Travailler la question de la ligne de base a des échelles spatiales larges. Par exemple par écorégions en
s’inspirant par exemple des travaux réalisés sur les bioindicateurs normalisés (tels que les indicateurs
basés sur les diatomées de riviere, Tison et al., 2005).

-Poursuivre les développements de méthodes sur les mélanges complexes de contaminations (voir ci-
dessus) et avec des familles récentes de substances actives.

-Développer une plus grande variété (et stabiliser la standardisation) d’« endpoints » représentatifs des
fonctions et des structures des écosystémes microbiens. Dans ce sens, les avancées « omics »
(Mahamoud Ahmed et al., 2020) et de chémotaxonomie devraient permettre de préciser nos
connaissances sur les processus d’acquisition de tolérance et les acteurs de ces acquisitions et
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contribuer a analyser la présence de genes participant a la résistance et a la tolérance des
communautés.

Peu d’outils existent ayant a la fois une pertinence écologique et écotoxicologique permettant d’établir
le lien de causalité entre une contamination et la santé d’un écosysteme. La méthode PICT reste un outil
prometteur, et ces dix dernieres années ont montré qu’il était utilisable dans le cadre
d’expérimentations et de biomonitoring, y compris dans des milieux soumis a des contaminations
complexes. L’enjeu de poursuivre son amélioration et de dépasser les verrous actuels afin d’en faire un
outil opérationnel d’évaluation du risque des pesticides est fort.
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