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Les milieux aquatiques et les zones humides représentent des écosystemes prioritaires en
termes de conservation, et donc de connaissance et de suivi. Sous I'impulsion de la Directive
européenne Cadre sur I'Eau (DCE, 2000/60/CE), la France déploie périodiquement un
programme de surveillance de I'état écologique des masses d’eau. Cet état écologique est
estimé a travers des descripteurs standardisés de communautés végétales ou animales
considérées comme bio-indicatrices. Or, lidentification de ces organismes aquatiques
requiére souvent un haut niveau d’expertise naturaliste et sont assez couteuses en temps.
Parallelement, ces milieux sont les plus menacés par des impacts anthropiques, mais aussi par
des invasions biologiques, dont la détection doit étre la plus précoce possible et la gestion
soumise au contexte reglementaire européen de 2014.

Pour optimiser le suivi régulier de I’état écologique des milieux, les méthodes basées sur
I’ADN environnemental (ADNe) semblent trés prometteuses. Leur principe consiste a détecter
la présence des espéces sur la base de fragments d’ADN qu’elles libérent dans I'eau, en
confrontant les séquences de ces fragments a des bases de données de référence contenant
un barcode ADN pour chaque espéce. Ces nouveaux outils dépassent certains biais et
contraintes de méthodes classiques : elles sont non destructives pour les especes et
I’échantillonnage perturbe moins le milieu, elles couvrent potentiellement tous les taxons
(algues, plantes, invertébrés, poissons, amphibiens), avec une sensibilité de détection assez
fine tout en résolvant de nombreux problemes d’identification morphologique. Un
développement de méthodes ADNe complémentaires aux relevés classiques a donc débuté
pour les algues, les macro-invertébrés, les oligochétes et les poissons (Valentini et al. 2016 ;
Pawloski et al. 2019; Meyer et al. 2021). Par exemple, les diatomées, algues brunes
unicellulaires et microscopiques, ont déja fait 'objet d’un développement suffisamment
important pour une adaptation a 'ADNe de I'Indice Biologique Diatomées (NF T90-354,
AFNOR ; Vasselon et al. 2019 ; Bailet et al. 2020).

A travers les indices biologiques macrophytiques en riviere (IBMR, NF T90-395) ou dans les
lacs (IBML, NF EN 15460), les plantes aquatiques et de milieux humides ont été reconnues
comme des taxons bio-indicateurs DCE de I'état écologique des masses d’eau. Or, aucune
recherche scientifique n’a pour I'instant mélé ADNe et bio-indication pour ces organismes. Les
rares travaux a I’échelle internationale ciblant les plantes aquatiques en ADNe mettent plutot
I’accent sur la détection des especes invasives (Cf. synthése d’Espinosa Prieto et al., en
révision). Face a ce retard méthodologique, il est urgent de développer et proposer aux
gestionnaires une alternative DCE ADNe aux indices classiques basés sur les macrophytes
(plantes aquatiques visible a I'ceil nu) et de tester sa fiabilité sur le terrain.

Les objectifs du présent projet de thése sont donc le développement et le transfert vers les
acteurs de la gestion des milieux de plusieurs indicateurs environnementaux basés sur
I’ADNe : (1) un indice de bio-indication ADNe basés sur les plantes aquatiques, comme
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alternative aux indices ‘morphologiques’ classiques (IBMR, IBML), et suivant le cadrage
réglementaire européen de la DCE, (2) un indice de I'état de conservation des milieux
aquatiques basés sur un ratio entre la présence d’especes patrimoniales (indicatrices de la
préservation du milieu) et d’espéces invasives (indicatrices de la perturbation du milieu).

Ce projet de these se décomposera en quatre taches principales :

(i) Etat de l'art & proposition de protocoles : Travail bibliographique sur les indices
environnementaux de leur développement a leur normalisation, puis plus spécifiquement sur
les rares indices basés sur ’ADNe, en s’attachant aux principaux points d’achoppement avec
les méthodes anciennes. Ce travail devra déboucher sur une proposition de protocole
méthodologique précisant les étapes pratiques: stratégie d’échantillonnage, analyses
moléculaires, traitement bioinformatique, format des résultats et de I'évaluation en sortie.
Comme classiquement en Recherche & Développement, une évaluation de la fiabilité de la
méthodologie devra étre pensée a chaque étape en proposant des indicateurs intermédiaires
et des tests en laboratoire.

(ii) Barcodes de référence : Ce projet enrichira notre base de données régionales de barcodes
ADN pour la Flore du Grand Est, pour les especes concernées par ces indices : 200 espéces
végétales inscrites au protocole de I'IlBMR (Haury et al. 2006), 100 espéces de plantes invasives
en Grand-Est (Duval et al. 2020), et ~200 espéces de la flore patrimoniale du Grand-Est et
présentes en milieux humides ou aquatiques (e.g. listes rouges régionales). Pour ces ~ 500
taxons, le choix des marqueurs génétiques utilisés comme barcodes s’appuiera sur nos
premiers travaux de Recherche sur cette question (Espinosa Prieto et al. en préparation),
ciblant les espaceurs d’ADN nucléaires ribosomaux ITS1 et ITS2, ainsi que les introns d’ADN
chloroplastique rbcL et trnL.

(iii) Test en laboratoire et évaluation sur le terrain : Les deux indices développés seront testés
en laboratoire par la création de mésocosmes de différentes communautés végétales
aquatiques composées artificiellement et cultivées dans différentes conditions
environnementales (courant, pH, taux de biomasse). lIs seront ensuite déployés sur le terrain
dans différents hydrosystemes pour lesquels les états de conservation (relevés floristiques) et
la qualité chimique et écologique de I'eau (analyses chimiques et bio-indication classique)
seront connus (ou évalués en parallele). Le choix de ces sites se fera selon leur variabilité
environnementale, mais aussi en concertation avec nos partenaires actuels (Agence de I'Eau
Rhin-Meuse) ou futurs (Région Grand-Est, ONEMA, CENs), ainsi qu’avec nos projets de
Recherche a venir et compatibles en Conservation de la Biodiversité et en Ecologie de la
Restauration.

(iv) Enquéte de transférabilité auprés des acteurs et utilisateurs : Nous souhaitons que nos
développements méthodologiques servent la gestion des milieux naturels et que les acteurs
(gestionnaires et utilisateurs potentiels) s’en emparent. Pour cela, nous réaliserons en
collaboration avec des collegues sociologues une enquéte sur I'acceptabilité de la méthode,
les attendus vis-a-vis de ces techniques et leurs impacts potentiels, notamment vis-a-vis des
citoyens impliqués dans la collecte de données naturalistes par observation directe mais
également au regard des chaines d’interventions rapides lors de la détection d’espéces
exotiques.



Proposition de sujet de thése au concours des contrats doctoraux de 'ED413

Les principaux résultats attendus sont la production de deux indices environnementaux sur
d’une part la qualité et d’autre part I’état de conservation des milieux aquatiques. Le travail
est imaginé pour évaluer et valider leur fiabilité en conditions contrélées (expérimentations
en laboratoire) et sur le terrain en comparaison avec des méthodes classiques. Des indices de
bioindication basés sur I’ADNe existent déja pour les poissons ou les diatomées, mais nos
travaux seront précurseurs pour les plantes aquatiques, pourtant trés utilisées en
bioindication classique. Ces travaux devraient permettre une visibilité internationale de nos
activités de Recherche et donc des retombées intéressantes en termes de partenariat
scientifique et d’amélioration méthodologique de ces indices par la suite.
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