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Contexte
Contexte général : aquifères et ressource en eau

Environ 75 % des habitants de l’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 à protéger

EU Groundwater Directive 2006/118/EC pour la protection de cette ressource dans 
les pays industrialisés
… mais une évaluation de la ressource uniquement avec des indicateurs 
hydrogéologiques et chimiques (Wendland et al. 2005)

 Doit on aller plus loin comme dans les écosystèmes aquatiques de surface ?

www.sanatorii-karpat.com)



Evaluation de la qualité des écosystèmes souterrains aquatiques

1- Pourquoi des indicateurs biologiques ?

2- Quels indicateurs biologiques ?

3- Quelle méthodologie ?

4- Test dans les aquifères poreux

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

Questions scientifiques
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Intégration dans le temps du fonctionnement de l’écosystème et 
des perturbations
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Pourquoi des indicateurs 
biologiques ?

Mesures de
températures

Classiquement : les écosystèmes souterrains sont stables pas besoin 
d’intégration dans le temps



Mais : des perturbations possibles même en nappe phréatique (ex : recharge de 
la nappe par des eaux de ruissellement pluvial)
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Pourquoi des indicateurs 
biologiques ?



Sensibilité aux contaminations

 Invertébrés à métabolisme ralenti = moins sensibles que les espèces de 
surface aux contaminants (ex: Canivet & Gibert 2002)

 Communautés microbiennes seraient plus pertinentes pour les eaux 
souterraines ?

- Premier maillon trophique dans les écosystèmes 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)

- Diversité métabolique des microorganismes  réponse spécifique aux 
contaminations 

Ex : une pollution agricole associée à des concentrations élevées de NO2- et 
NO3- devrait favoriser le développement du genre Nitrospirae dans la 
communauté bactérienne (Hershey et al., 2018)Atelier Biospéléologie MSK 2022 18 Octobre 2022

Quels indicateurs biologiques ?



Echantillonnage d’un milieu souterrain peu accessible : Test et sélection de 
substrats artificiels à incuber dans des piézomètres (Voisin et al. 2016)
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Quelle méthodologie ?

- Incubation dans des piézomètres
- Fournir une surface disponible pour la croissance des bactéries sous 
forme de biofilms
- Avoir une communauté représentative de celle présente dans les 
écosystèmes étudiés

3 supports 
x 

3 types 
d’eau
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Structures des communautés bactériennes

Echantillonnage des espèces 
(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)

Quelle méthodologie ?
Efficacité des substrats 
artificiels

Correspondances entre 
communautés présentes dans les 
eaux et communautés retrouvées 
sur les substrats artificiels
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Quelle méthodologie ?
Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux 
pluviales

 Enrichissement en 
carbone organique 
dissous associé à la 

recharge

(Voisin et al. 2020)
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Quelle méthodologie ?

 Stimulation de la 
croissance des biofilms 

microbiens

(Voisin et al. 2020)

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

 Lien entre croissance des biofilms microbiens et matière organique  indication 
de l’état trophique

(Mermillod-Blondin et al. 2013)

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



Atelier Biospéléologie MSK 2022 18 Octobre 2022

Quelle méthodologie ?

 Plus forte diversité 
bactérienne dans les 

biofilms

(Voisin et al. 2020)

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

Bacteroidetes
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B
a
ct

e
ri

a
l 
d
iv

e
rs

it
y

All bacterial 
« groups »

BDOC concentration (mg/L)

B
a
ct

e
ri

a
l 
d
iv

e
rs

it
y

Alpha-
proteobacteria

BDOC concentration (mg/L)

B
a
ct

e
ri

a
l 
d
iv

e
rs

it
y

 Un enrichissement en matière 
organique permet le 
développement d’un plus grand 
nombre de taxons bactériens
(relation énergie – diversité)

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

 Modification des communautés associées à l’apport de matière organique 
 l’abondance relative des Bactéroidetes semble être un bon indicateur 
d’enrichissement en MO
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Tests réalisés sur trois sites de recharge de la nappe par des eaux 
pluviales
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Dans les systèmes karstiques ?
Rappel du contexte
Une ressource en eau à protéger (Ex: Massif des 
Bauges, Savoie)

• Augmentation du 
débit

• Temps de résidence 
plus court

• Apports d’eau 
concentrés en 
polluants et 
nutriments

Eau impropre à la 
consommation !

• Temps de résidence 
long

• Filtration par le sol 
et les 
microorganismes

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

Recherche de micro-organismes (bactéries) indicateurs de la qualité des eaux 
souterraines karstiques

Des conditions sensibles au régime 
hydrologique
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Dans les systèmes karstiques ?
Travail préliminaire sur sédiments dans le massif des Bauges
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Dans les systèmes karstiques ?

Agricole 
(NO3, PO4)

Les Fermes

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

Les Fermes

La Doria

Agricole 
(NO3, PO4)

Urbain
(hydrocarbures

)

Travail préliminaire sur sédiments
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Dans les systèmes karstiques ?
Analyse de la biomasse microbienne présente sur les sédiments

Impacts anthropiques
 Stimulation de la 
croissance des biofilms 
microbiens

UrbainAgricole 
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Dans les systèmes karstiques ?
Analyse de la diversité bactérienne sur les sédiments

UrbainAgricole UrbainAgricole 

Indice de Shannon : 
Permet de mesurer la 

diversité spécifique. Prend 
en compte l’abondance de 

chaque taxon.

Impacts 
anthropiques
 Plus forte 
diversité 
bactérienne dans 
les biofilms
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Dans les systèmes karstiques ?

Impacts 
anthropiques
 Des communautés 
bactériennes 
contrastées

Urbain

Agricole 

Analyse de la diversité bactérienne sur les sédiments



Atelier Biospéléologie MSK 2022 18 Octobre 2022

Dans les systèmes karstiques ?

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

 Diminution des 
Firmicutes

Taxons 
indicateurs ?

UrbainAgricole 

Analyse de la structure des communautés bactérienne sur les 
sédiments
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Applicabilité de la méthode aux 
systèmes karstiques ?Recherche de taxons bactériens indicateurs de contamination

→ Impossible pour l’instant au vu de l’échantillonnage disparate et des 
nombreuses variables à prendre en compte (minéralogie, 
granulométrie, historique des sédiments)

→ Avantages des substrats artificiels :
- Conditions homogènes et réduction des variables
- Reproductibilité des résultats
- Incubation pendant une période déterminée 
- Utilisation possible à l’exutoire de réseaux non accessibles

→ Outil mis en place sur les aquifères poreux  applicabilité aux systèmes 
karstiques ?

Test de l’efficacité des substrats artificiels avec du sédiment de grotte et 
test du temps d’incubation minimum
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Applicabilité de la méthode aux 
systèmes karstiques ?Expérience en mésocosmes : Efficacité des substrats artificiels et temps 

d’incubation nécessaire

Gravier
s

Billes non 
calibrées

Billes 
calibrées

« Naturelle » Agricole
Urbaine 
(HAP)X3 X3X3

Echantillonnage tous les 15 jours 
pendant 2 mois

Sédiments prélevés sur site 

Eau de synthèse 
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Applicabilité de la méthode aux 
systèmes karstiques ?

Structure des 
communautés 

Analyses moléculaires
 (Métabarcoding ADNr 16S)

Analyses 
microbiologiques

Activité déshydrogénase 
Activité estérase 
Biomasse (dosage 

protéines)

Caractérisation des 
sédiments
Nutriments

Carbone organique / Azote
HAP

Matrices : Eau, Sédiments, Billes 
d’argile

Expérience en mésocosmes
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Applicabilité de la méthode aux 
systèmes karstiques ?Test des substrats in situ

Prélèvement de 
sédiments et de 

billes d’argile ayant 
incubées 2 mois

Stations dans les 
Bauges

Comparaison des 
communautés 

bactériennes sur les 2 
types de substrats
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Applicabilité de la méthode aux 
systèmes karstiques ?Résultats attendus

Communautés sur sédiments

Communautés sur 
substrat artificiel

Réussir à enregistrer les différences entre les différentes conditions

« Naturell
e »

Agricole Urbaine 
(HAP)
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Applicabilité de la méthode aux 
systèmes karstiques ?Développement de la méthode in situ

5 Réseaux 
karstiques

5 stations par condition

3 réplicats par station
(sédiments ou billes d’argile)

« Naturelle 
» Agricole

Urbaine 
(HAP)

« naturelle »

33/39



A très bientôt 
pour de futurs 

résultats !
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