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Contexte

Contexte général : aquiferes et ressource en eau

Environ 75 % des habitants de I'Union
Européenne dépendent des eaux souterraines

pour leur approvisionnement en eau potable
(Rapport sur la protection des eaux souterraines par la
commission européenne, 2008)

Une ressource vitale a protéger

EU Groundwater Directive 2006/118/EC pour la protection de cette ressource dans
les pays industrialisés

... Mais une évaluation de la ressource uniguement avec des indicateurs
hydrogéologiques et chimiques (Wendland et al. 2005)

[] Doit on aller plus loin comme dans les écosystemes aquatiques de surface ?
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Questions scientifiques

Evaluation de la qualité des écosystemes souterrains aquatigues

1- Pourquoi des indicateurs biologiques ?
2- Quels indicateurs biologigques ?

3- Quelle méthodologie ?

4- Test dans les aquiferes poreux

5- Et dans les systemes karstiques (applicabilité de la méthode) ?

Atelier Biospéléologie MSK 2022 18 Octobre 2022



Pourquoli des indicateurs
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Pourquol des indicateurs

Mais : des perturbations g2sci%ies A2 a1 reat= ph.éatique (ex : recharge de

la nappe par des eaux de ruisselierner.t picvial)
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Quels indicateurs biologiques

Sensibilité aux contaminations

2 Invertébrés a métabolisme ralenti = moins sensibles que les espéces de
surface aux contaminants (ex: Canivet & Gibert 2002)

< Communautés microbiennes seraient plus pertinentes pour les eaux
souterraines ?

- Premier maillon trophique dans les écosystemes souterrains limités en énergie
[] transferts provenant de la surface = source d’'énergie potentielle pour les
micro-organismes (Foulquier et al. 2010, Voisin et al. 2020)

U Diversité métaboliqgue des microorganismes [] réponse spécifique aux
contaminations
EX : une pollutlon agrlcole associee a des concentrations élevees de NO,- et

k.n-v_ -n‘-nnn-nn-- n'n---k nn ~Yalal~Ta -

commun‘éﬁ?&@'b%@@@@ﬂ'@(ﬁ%‘@ﬁég)?@: al., 2018) 18 Octobre 2022



Quelle méthodologie ?

Echantillonnage d’'un milieu souterrain peu accessible : Test et sélection de
substrats artificiels a incuber dans des piézometres (voisin et al. 2016)

- Incubation dans des piézometres

- Fournir une surface disponible pour la croissance des bactéries sous
forme de biofilms

- Avoir une communauté représentative de celle présente dans les

stemes étudies

3 supports
| < X

3 types
d’'eau

ks
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Quelle méthodologie ?

Efficacité des substrats
artificiels

Correspondances entre
communautés présentes dans les
eaux et communautés retrouvées
sur les substrats artificiels

NMDS2

Echantillonnage des especes
(OTUs) dont le nombre de
séquences dans les eaux est au
minimum de :

- 1 séquence sur 6300 (eaux
usées)

- 1 séquence sur 2900 (surface)
- 1 séquence sur 4200 (nappe)
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Structures des communautés bactériennes

¢ Waters
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B Gravel particles

Stress = 0.16
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Quelle méthodologie ?

Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux

p I uvia I e—S Biodegradable dissolved organic carbon (mg/l)
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Quelle méthodologie ?

Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux

p I uvia I SN Total proteins (pg/cm?®)
Stormwater o : .
m
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Quelle méthodologie ?

Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux
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= Lien entre croissance des biofilms microbiens et matiére organique [] indication
de I'état trophigue
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Quelle méthodologie ?

Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux

Number of OTUs

1

- -

" == | []Plus forte diversité
bactérienne dans les
biofilms

i
B

(Voisin et al. 2020)
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Quelle méthodologie ?

Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux
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Quelle méthodologie ?

Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux

p I uv I a I es . ‘a . Coresequences
- Gradient de matiere organique 4 Nappes non-impactées
N
o
Nappe non Eaux

impacté

NMDS2
0

. Nappe, pluviales
Impacte
Coresequences

Nappes impactées

atinobactéries

Bactéroidete

-0.4 -0.2 0.2

0.0
NMDS1 , , .
rotéobactéries

= Modification des communautés associées a I'apport de matiére organique
[] 'abondance relative des Bactéroidetes semble étre un bon indicateur
enrichi MIC
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Dans les systemes karstiques ?

Rappel du contexte
Une ressource en eau a protéger (Ex: Massif des

Baygesonaudd@s sensibles au régime
hydrologique
Y b  Augmentation du
débit
 Temps de résidence

|  Temps de résidence
ong

plus court

 Filtration par le sol
et les
microorganismes

* Apports d’eau
concentrés en
polluants et

Infiltration d’eau plus ou moins chargée nutriments
en nutriments et polluants

Recherche de micro-organismes (bactéries) indicateurs de la qﬁ&a)‘f#&‘%é%ﬁ%% la
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Dans les systemes karstiques ?

Travail préliminaire sur sédiments dans le massif des Bauges
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Dans les systemes karstiques ?

Travail préliminaire sur sédiments dans le massif des Bauges

Brussels_ i o are !
Lie BELGTUM ./ e
Douat [ Mouy Le Revard

N o S N |
St Helier

Luxembourg

2= rig Les Fermes
% Agricole
~ Y (NO3, PO4)
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Travail préliminaire sur sédiments

®

N

Brussels_

FRANCE 3 SWITZER

Albertville

Mery

Echelle 1: 94 994

Bassens

Le Revard

Creux des’Fermes

La Feclaz

B Groiedola Doria

Dans les systemes karstiques ?

La Doria

Les Fermes

Urbain
& (hydrocarbures

)

Agricole
(NO3, PO4)
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Dans les systemes karstiques ?

Analyse de la biomasse microbienne présente sur les sédiments

Quantite de protéine par gramme de masse seche
(Mg/9)

10000 -

5000 -

St1 St2 St3 St4

. Stations
Agricole

St

Impacts anthropiques

Urbain

[] Stimulation de la
croissance des biofilms
microbiens
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Nombre de taxons

Dans les systemes karstiques ?

Analyse de la diversité bactérienne sur les sédiments

1500

1000

500

Richesse totale Indice de Shannon

St1
St2

] st3
| | st4
L ]st5

Ol Ol =l

tations Stations

Agricolse Urbain Agricole Urbain

Indice de Shannon :
Permet de mesurer la
diversité spécifique. Prend
en compte I'abondance de

chaque taxon.

Stations

Impacts
anthropiques

[] Plus forte
diversité
bactérienne dans
les biofilms
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Dans les systemes karstiques ?

Analyse de la diversité bactérienne sur les sédiments

NMDS2

NMDS Bactéries

Permanova, F(4,10) =9,9, p-value = 2e-04

St

]
P | St3|
Std 2.,

o

Urbain

Agricole/

Impacts

NMDS1

anthropiques

[] Des communauteés
bactériennes
contrastées
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Abondance relative

Dans les systemes karstiques ?

Analyse de la structure des communautés bactérienne sur les

sédiments

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Abondance des phyla Bactériens

Ag ricole Stations

Urbain

Phylum

O Verrucomicrobia
O 1ve

O Thermotogae
B TA06

O Spirochastae
B sM2F11

B sSHA-109

B saccharibacteria
B Proteobacteria
B Planctomycetes
O Parcubacteria
O Omnitrophica
O Nitrospirae

B Multi-affiliation
O Microgenomates
B |Latescibacteria
8 JL-ETNP-Z39
B Hydrogenedentes
O Gracilibacteria

O Gemmatimonadetes

B caLos

B Firmicutes

B Fiprobacteres
B Clusimicrobia
B Deferribacteres
O cyanobacteria
B Chloroflexi

O cChiorobi

B Chlamydiae

O candidate division OP3

O Bacteroidetes

B Armatimonadetes
O Actinobacteria

O Acidobacteria

< Augmentation de
Verrucomicrobia,
Planctomycetes,
Nitrospirae,
Latescibacteria,
Gemmatimonadete
s, Chloroflexi,
Bacteroidetes

= Diminution des
Firmicutes

Taxons
indicateurs ?
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Applicabilite de la methode aux

Recherche de taxons bactériens indicateurs de contamination

— Impossible pour I'instant au vu de I’échantillonnage disparate et des
nombreuses variables a prendre en compte (minéralogie,
granulométrie, historigue des sédiments)

— Avantages des substrats artificiels :

- Conditions homogenes et réduction des variables

- Reproductibilité des résultats

- Incubation pendant une période déterminée

- Utilisation possible a I'exutoire de réseaux non accessibles

— QOutil mis en place sur les aquiferes poreux [] applicabilité aux systemes
karstiques ?

[ V4 [ [ n /

Test de l'efficacitée de . nciels-avec o adiment-de-grotte e
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Applicabilite de la methode aux

Expérience en mésocosmes : Efficacité des substrats artificiels et temps
d’'incubation nécessaire

e | — — — — =P
e @ Billes non EEE ‘ L Fau de synthése
laca . calibrées
imn 4
inas aqdiments prélevés sur site
HH Billes %
= . , e Courant d’eau

: - calibreées

Il Sac de billes d’argile
(substrat artificiel)
[ « Naturelle » ]X3 [ Agricole J X3 [ U(rl-ll):::r;e ]X3

E Echantillonnage tous les 15 jours
ppnd_a_nj'_Z mois
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Applicabilite de la methode aux

Expérience e

n mésocosmes

(

\_

\

Caractérisation des
sédiments
Nutriments

Carbone organique / Azote
HAP y

Analyses
microbiologiques
Activité déshydrogénase
Activité estérase
Biomasse (dosage
protéines)

.

Structure des
communauteés
Analyses moléculaires
(Métabarcoding ADNr 16S) )

Matrices : Eau, Sédiments, Billes
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Applicabilite de la methode aux

Test des substrats in situ

Stations dans les Comparaison des

_Bayges | communautes
® el |[BFL - bactériennes sur les 2
= L = types de substrats

rrrrrrrr

------

| o Préléevement de
W d sédiments et de

billes d’argile ayant
incubées 2 mois
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Applicabilitée de la méthode aux

Résultats attendus [« Naet:re"] [ Agricole | [Urbaine )

Communautés sur sédiments

Communautés sur
substrat artificiel

ussir a enregistrer les différences entre les différentes conditions
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Applicabilite de la methode aux

Développement de |la méthode in situ

¢

5 Réseaux Station avec

contamination agricole
ka@es e

5 stations par condition

el

[« Naturelle ][ Agricole ][ Urbaine J

E EE

Réseau hydrographique karstigue

exutoire

Station contaminée

3 rePhcatS par station en hydrocarbures Source photos (L. Fabre, LEHNA)

(sédiments ou billes d’argile)
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A tres bientot
pour de futurs
résultats !
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