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e Résumé : 3000 caractéres espaces inclus

A ce jour, une grande partie de la recherche s'est concentrée sur la compréhension des proliférations de
cyanobactéries planctoniques afin de développer des modéles prédictifs et des mesures appropriées pour
réduire la fréguence et l'intensité de ces efflorescences (1). Au cours des cing derniéres années, on a constaté
une augmentation des études sur les cyanobactéries benthiques toxiques dans les rivieres et les lacs du monde
entier (2, 3). Les activités anthropiques et les changements climatiques favorisent le développement de
populations de cyanobactéries ainsi que la fréquence et la persistance des efflorescences nuisibles de
cyanobactéries (cyanoHAB) (4). De plus en plus d’observations de cyanobactéries benthiques toxiques ont été
faites en région Rhones-Alpes ou a proximité, notamment en France dans I'Ain (5) et en Suisse dans le lac
Neuchatel (5). Ces cyanobactéries peuvent produire un large éventail de cyanotoxines dont certaines peuvent
étre nocives pour les organismes aquatiques et terrestres (6, 7). Plusieurs groupes de cyanobactéries
planctoniques sont régulierement trouvés dans le Léman (8, 9) comme Planktothrix, Pseudoanabaena. ou
Aphanizomenon. Ces différents genres cyanobactériens peuvent étre toxiques et sont suivis par |'observatoire
des lacs OLA et la plateforme expérimentale LEXPLORE. La présence de cyanobactéries benthiques et
notamment de 7ychomena a également été observée (9). Cependant, a ce jour, il n'existe aucune information
sur la distribution de ces tapis benthiques de cyanobactéries dans le plus grand lac naturel profond d’Europe
occidental et de ses tributaires. De plus, le niveau de risque posé par ces cyanobactéries dans ce lac reste
inconnu, ce qui empéche une gestion appropriée des risques (10).

Il est donc nécessaire d'identifier et de caractériser la distribution et la prolifération des cyanobactéries
benthiques toxiques au niveau de ce lac et surtout de ses affluents. En effet, les populations de cyanobactéries
benthiques se développeraient dans les ruisseaux et les rivieres et des tapis cyanobactériens flottants
(détachés de leur support initial de développement) seraient transportés jusqu'au lac. Ces tapis se situeraient
davantage a |'embouchure entre riviere et lac (7). Dans ce projet, nous proposons de réaliser un
échantillonnage spatio-temporel sur 18 mois, afin d'évaluer la distribution et de déterminer les paramétres
environnementaux associés (installation de capteurs avec enregistrement de données) a de possibles
proliférations. En utilisant une approche de séquencage haut débit (appelé « shotgun metagenomic ») nous
pourrons caractériser la composition de ces tapis benthiques et évaluer leur capacité toxigénique (e.g présence
de cluster de génes de cyanotoxines). Nous pourrons également caractériser la composition microbienne
(bactéries hétérotrophes, autres cyanobactéries, virus) qui composent ces biofilms cyanobactériens et qui
pourraient avoir un réle important dans leur formation (11, 12). En combinant cette approche « omic » avec
une analyse LC-MS/MS des métabolites secondaires, nous pourrons mesurer la toxicité de ces cyanobactéries
benthiques et valider nos modéles métaboliques basés sur le génome. Finalement, nous identifierons des
biomarqueurs a partir des génomes cyanobactériens toxiques, facilitant leur identification future lors de suivis
des composantes cyanobactériennes. Les approches pluridisciplinaires décrites dans cette proposition
contribueront de maniére significative a une meilleure compréhension de la niche écologique et des capacités
métaboliques et toxiques de ces cyanobactéries benthiques. Les résultats de cette étude permettront
d'identifier les paramétres associés au développement des tapis cyanobactériens et de prédire dans quels
environnements particuliers ils pourraient se développer.

ENCART 2024- CyanoBenToxOmic -EQUIPE 1 : CARRTEL (UMR INRAE-USMB) - Nicolas TROMAS.
Taches de I'équipe : conceptualisation, réalisation et valorisation. En raison de ses compétences et de son
savoir dans la communauté cyanobactérienne du Léman, en génomique microbienne et de I'implantation de
systéme d'échantillonnage efficace du Léman ; le temps imparti sera de 60% pour Nicolas Tromas porteur du
projet, 20% pour Stéphan Jacquet, 100% pour un futur étudiant en master 2 et 25% pour un futur étudiant
en thése (sous la supervision de Nicolas Tromas). L'équipe SCIMABIO collaborera sur ce projet et notamment
la partie développement de biomarqueurs. Elle investira du temps a hauteur de 15%. Joél Robin est
collaborateur sur ce projet afin de faire un suivi avec son projet sur les cyanobactéries benthiques de I'Ain et
fournira des conseils sur I'échantillonnage et I'identification des cyanobactéries. Il investira du temps a hauteur
de 10%.

Détails des activités :

Analyse de la population cyanobactérienne et de son microbiome (sous-traitance plateforme ‘omic)
Analyse des associations entre facteurs environnementaux et abondance des cyanobactéries
Analyse des capacités métaboliques et toxiques

Développement de marqueur génétique pour mieux identifier les souches toxiques



ENCART 2024- CyanoBenToxOmic -EQUIPE 2 Université de Genéve - Bastiaan Ibelings

Taches de I'équipe : réalisation et valorisation. En raison de ses compétences en écologie, en exotoxicologie
et de son implication dans les plateformes d'échantillonnage efficace du Léman ; le temps imparti sera de 50%
pour Bastiaan Ibelings, 40% pour un futur étudiant en these financé par un autre projet. Elisabeth Janssen
(EAWAG) collaborera sur ce projet pour nous accompagner dans les analyses de cyanotoxines (sous-traitance).
Détails des activités :

Mise en place de capteurs (paramétres hydrauliques et physique)

Echantillonnage du lac et des affluents principaux (embouchure)

Mesures des parameétres physico-chimiques

Quantifications des cyanotoxines

CONTEXTE SCIENTIFIQUE
(3 000 caractéres espaces compris)

e Contexte général

Au cours des deux dernieres décennies, la découverte d'espéces de cyanobactéries benthiques impliquées
dans des intoxications animales a considérablement augmenté (13-16). Des cas de décés de chiens
directement associés a des cyanobactéries benthiques ont été signalés au Canada (16), en France (17, 18) et
en Suisse (7). Ces cyanobactéries peuvent former des tapis ou biofilms microbiens comprenant une multitude
de microorganismes (diverses cyanobactéries, virus, protistes, ...)(12, 19). On trouve ces cyanobactéries
benthiques dans les riviéres et les lacs (19), et certaines especes ont la capacité de produire un éventail de
cyanotoxines dont certaines sont neurotoxiques (e.g (dihydro)anatoxin-a). Ces cyanotoxines peuvent étre
nocives pour les organismes aquatiques et terrestres (6). A ce jour, les facteurs environnementaux qui
favorisent leur développement dans les riviéres ne sont pas entierement compris et sont souvent limités a des
taxons ou des espéces spécifiques. Si la majorité des études se sont concentrées sur les genres Phormidium
et Microcoleus (19, 20), d'autres genres, potentiellement toxiques peuvent aussi se développer comme
présenté récemment par notre collaborateur Joél Robin lors d’'une analyse récente des cyanobactéries
benthiques dans I'Ain (5).

Dans cette récente étude, les chercheurs ont caractérisé les cyanobactéries benthiques dans une riviere et ont
mis en évidence que les variables hydrauliques pouvaient expliquer le biovolume et la composition de ces
cyanobactéries et que certaines variables nutritives associées a la température pouvaient également expliquer
le développement de ces biofilms cyanobactériens (5). A ce jour, et ce malgré 'augmentation d’études sur les
cyanobactéries benthiques ces 5 derniéres années (19), les paramétres associés a la prolifération de ces tapis
cyanobactériens et surtout a la production de cyanotoxines demeurent peu clairs voir inconnus. Afin
d’améliorer les modéles de prévention et de prédiction des risques liés aux cyanobactéries toxiques, il est
aujourd’hui critiqgue d‘inclure la communauté des cyanobactéries benthiques, et ce d‘autant plus que ces
populations se situent toujours sur faible fond et le plus souvent proches du littoral. Pour cela, nous devons
mieux comprendre leur distribution et les facteurs qui favorisent leur installation. Il est également primordial
de pouvoir identifier les conditions favorables a leur prolifération et a la production de leur cyanotoxines.

Le site pour mener a bien ce projet est le Léman en incluant 'embouchure avec ses principaux affluents
(Rhone, Dranse, Aubonne et Venoge) (7). Ce site est bien connu pour ses efflorescences passées de
Planktothrix rubescens, une cyanobactérie planctonique généralement toxique (21). Plusieurs études dont
cette de notre collaborateur Stéphan Jacquet, ont montré que le réchauffement climatique pourrait augmenter
la présence de cyanobactéries toxiques dans les années a venir (22). Si la température moyenne du lac
augmente (22), Iimpact sur les cyanobactéries benthiques n’est toutefois pas encore connu. D’autre part, la
prolifération des moules Quaggas pourrait entrainer une clarification du lac, explosant une plus grande partie
des sédiments a la lumiére. Ces nouvelles zones exposées pourraient étre rapidement colonisées par des
cyanobactériens benthiques. Nous proposons ici, une analyse de haute résolution multidisciplinaire des
communautés cyanobactériennes benthiques du Léman ou le genre toxigénique 7ychomena (23) a été observé
lors d'une analyse préliminaire réalisée récemment (9).

¢ Contexte ZABR :
e Axe prioritaire associé : Les risques environnementaux et la vulnérabilité des milieux.



e Thématique ZABR : (1) Flux polluants, Ecotoxicologie, Ecosystéemes. Question associée : Des
changements globaux, comme les modifications climatiques et hydrologiques, peuvent-ils renforcer ou
modifier les effets des polluants sur les organismes et les communautés ?

(2) Changement Climatique et Ressources (CCR). Question associée : Comment les effets du
changement climatique impactent les ressources (eau, biodiversité) ainsi que le fonctionnement et les
capacités de résilience des écosystémes aquatiques ?

Site Atelier ou Observatoire ZABR : Observatoire des Lacs : OLA et Plateforme LEXPLORE (24)
» Besoin de connaissance Agence de l'eau : Substances et risques associés, enjeux de santé-
environnement

FINALITE ET ATTENDUS OPERATIONNELS
(3 000 caractéres espaces compris)

e Objectifs scientifiques

Questions clés de ce projet : Quelle est la distribution et la composition des cyanobactéries benthiques ? Quelle
est leur capacité toxigénique ? Quelles sont les variables abiotiques et biotiques associées a la formation de
ces biofilms cyanobactériens ?

Hypothése : Le genre toxigénique 7ychonema a déja été observé au niveau du Léman (9) mais son origine et
la présence d'autres cyanobactéries benthiques demeurent inconnues. D‘aprés nos connaissances actuelles, il
y aurait une plus grande probabilité d'observer ces cyanobactéries au niveau des embouchures avec les
affluents (7). De plus, ces cyanobactéries seraient potentiellement dispersées différemment au niveau du lac
en fonction des variations hydrauliques et de la taille de I'affluent (25). Nous posons comme hypothése que
Tychonema n'est probablement pas le seul genre présent au niveau du lac et que les cyanobactéries
benthiques viendraient principalement des affluents. L'impact des affluents n’étant pas le méme, notre seconde
hypothése est que I'on observera de I'affluent le plus important (Rhéne) une plus grande abondance de
cyanobactéries benthiques. Finalement, si la composition cyanobactérienne du biofilm varie en fonction des
forces hydrauliques, de la température et de I'accés a la lumiére (7, 25); nous devrions donc observer une
différence entre les populations cyanobactériennes des affluents (température plus faible, plus de forces
hydrauliques) et celles présentes aux embouchures du lac (plus de lumiére et température plus élevée).

Force du projet : Les raisons de la production de cyanotoxines dans ces biofilms demeurent incertaines et
I'impact des variables biotiques (e.g bactéries hétérotrophes, virus) qui composent ces tapis n‘a été que trés
peu étudié. Pourtant, ces informations pourraient aider notre compréhension sur la formation des tapis et la
production de toxines (12). En combinant l'information des variables environnementales et biotiques, nous
pourrons ainsi mieux anticiper la formation de ces tapis toxiques.

Objectif : Dans cette étude, nous analyserons la dynamique spatio-temporelle des tapis cyanobactériens afin
de (Obj.1) déterminer quelles sont les variables environnementales (incluant les variables hydrologiques)
associées au processus de développement de ces tapis cyanobactériens. Nous pourrons ainsi comparer nos
observations a I'étude précédente au niveau de I'Ain. (Obj.2) Nous évaluerons la variation de la composition
microbienne des tapis cellulaires. Nous pourrons ainsi déterminer la présence de souches cyanobactériennes
toxigéniques (présence de génes de toxicité) et d'identifier les composant biotiques (autres cyanobactéries,
bactéries ou virus) associés. Dans cette étape, nous proposons une approche ol nous pourrons dépasser les
limites souvent associées aux mesures de parameétres physico-chimiques. En effet, il est presque impossible
de pouvoir mesurer ou estimer toutes les dimensions d’une niche écologique pour une bactérie. Par contre,
I'utilisation de l'information contenue dans la communauté microbienne refléte la niche écologique et permet
donc de complémenter les mesures environnementales manquantes (26). (Obj.3) Nous quantifierons les
cyanotoxines et associerons la production de cyanotoxines avec la composition microbienne et les variables
environnementales. Nous pourrons ainsi comparer les capacités génétiques des cyanobactéries toxiques et
non toxiques afin d'examiner les différences qui peuvent prédire leur succés dans des environnements
particuliers. Finalement, (Obj.4) nous identifierons des biomarqueurs génétiques a partir des génomes
séquencés afin de pouvoir développer une méthode de détection plus rapide des souches toxiques
cyanobactériennes. A travers ces différents objectifs, nous pourrons tester et potentiellement valider nos
hypothéses de départ.



Multidisciplinarité : Les équipes membres du projet ont une expertise différente (écologie microbienne, exo-
toxicologie, biomonitoring, génomique microbienne) mais trés complémentaire, ce qui sera un atout pour
mener a bien ce projet.

LIVRABLES :
e Attendus opérationnels

- Mise en place d’une carte de distribution des cyanobactéries benthique au niveau de Léman ;

- Evaluation du risque cyanotoxique et identification des zones potentiellement a risque (présence,
méme faible de cyanotoxines liées aux cyanobactéries benthiques) ;

- Amélioration des modeéles de prévention et de prédiction des cyanobactéries toxiques sur le lac ;

- Développement de marqueurs génétiques pour mieux assurer le suivi des cyanobactéries benthiques

- L'ensemble de ces résultats présente un fort intérét pour le gestionnaire du lac, la CIPEL.

- Rédaction de rapports et articles scientifiques

¢ Rayonnement du projet

- Les résultats seront présentés aux commissions, associations et collectivités locales associées au
Léman (e.g association pour la sauvegarde du lac Léman, CIPEL) ;

- Ce projet fera l'objet d'une communication orale lors d'un congrés international (e.g AquaEcOmics
2025)

- Une ou plusieurs publications scientifiques seront réalisées.

DESCRIPTIF DETAILLE
(4000 caractéres espace compris) :

¢ Méthodologie

S4-Venoge
S5-Pelagic

S7-
LittoralB S2-Dranse’

1

Objectif.1 : Quelles sont les variables environnementales associées au développement des tapis
cyanobactériens ?

Echantillonnage : Nous réaliserons un premier échantillonnage de type « snapshot» sur 8 sites, afin
d’évaluer la distribution des cyanobactéries benthiques (Figure 1). Les sites associés avec un affluent seront
échantillonnés au niveau de I'affluent et de 'embouchure. En fonction de I'abondance des cyanobactéries qui
sera évaluée par microscopie et amplicon sequencing (16S), 2 sites seront ensuite choisis ol nous ferons un
échantillonnage a plus haute fréquence d’une fois par mois pendant 1 an. La prise d’échantillons se fera en
triplicat et 'eau sera également filtrée sur des filtres a 0,22 ym. Nous aurons donc un total de 96 échantillons
au minimum. L'échantillonnage se fera avec un appui humain et financier porté par le projet Interreg — ALGA.

Analyse physico-chimique des sites : Pour chacun des échantillons, nous ferons une analyse des

parametres du lac (température, pH, oxygénation, profondeur, turbidité). Des capteurs avec enregistrement

de données seront installés sur les 2 sites choisis d’échantillonnage a haute fréquence afin de capturer la
5



dynamique des paramétres environnementaux. Les nutriments (phosphore total, carbone organique dissous,
azote ammoniacal, nitrites/nitrates, ...) seront également mesurés. Cette analyse sera réalisée en effort
commun par CARRTEL et UNIGE.

Nous pourrons ainsi identifier par des approches multivariées quelles sont les variables abiotiques associées a
la présence des biofilms cyanobactériens.

Objectif.2 : Quelle est la composition microbienne des tapis cyanobactériens ?

Métagenomique : L'ADN sera extrait de chacun des échantillons de biofilms (triplicats) et des filtres 0,22
pm. L’ADN des biofilms sera ensuite séquencé sur Novaseq6000 (2x150 pb) afin de caractériser la composition
des biofilms en cyanobactéries mais aussi des autres variables biotiques présentes (e.g. les virus). Les
séquences provenant des filtres seront également analysées afin de déterminer la communauté microbienne
environnante mais libre de ces tapis microbiens.

Nous pourrons taxonomiquement identifier les cyanobactéries benthiques et déterminer la présence de cluster
de genes impliqués dans la production de cyanotoxines. Nous pourrons également modéliser les interactions
métaboliques entre les cyanobactéries et les autres membres du biofilm afin de mieux évaluer la nature des
relations entre les différents membres. Par exemple, il est possible que certains membres du biofilm procurent
des éléments nutritifs nécessaires a la croissance des cyanobactéries (e.g vitamine B12).

Objectif.3 : Quelle est la capacité toxique de ces tapis cyanobactériens ?

Analyse des cyanotoxines : Pour chacun des échantillons, une quantification des cyanotoxines
(microcystine totale, anatoxines, saxitoxine et cylindrospermopsine) sera réalisée par LC-MS/MS.

Nous pourrons ainsi valider nos observations réalisées a partir des genes (Obj.2) et associer les variables
abiotiques (Obj.1) et biotiques (Obj.2) avec la production de cyanotoxines. Ces résultats permettront de mieux
caractériser le milieu favorable au développement des souches toxiques.

Objectif.4 : Comment mieux suivre ces tapis cyanobactériens ?

Identification de biomarqueurs : La métagénomique est un outil puissant mais couteux et encore
complexe en analyse. Il est donc nécessaire de pouvoir évaluer le risque toxique avec des outils plus rapides.
A partir des génomes de cyanobactéries toxiques et non toxiques, nous identifierons les régions uniques a ces
génomes afin de pouvoir développer des marqueurs génétiques. Ces marqueurs seront testés et validés sur
les différents échantillons obtenus a partir des biofilms et de I'eau filtrée.

Evaluation de risques : Nous sommes conscients que ce projet est ambitieux et il sera appuyé financiérement
et humainement par le projet déja financé Interreg ALGA (2024-2026) orchestré par Stéphan Jacquet (FR) et
Bastian Ibelings (CH), tous deux partenaires du projet. Ce projet ALGA consiste a étudier comment les blooms
algaux (c'est-a-dire la prolifération de microalgues incluant les cyanobactéries) peuvent impacter, dans un
contexte de changement climatique, la qualité des eaux du Léman ainsi que les différents services qui en
découlent comme I'approvisionnement en eau potable, la péche (professionnelle et récréative) ou encore les
activités de loisirs. Le projet CyanoBenToxOmic est complémentaire dans le sens ou il se concentre sur les
cyanobactéries benthiques en utilisant une approche de plus haute résolution et notamment de
metagénomique.

Echantillonnage : Notre équipe a une grande connaissance du lac (validé par plusieurs dizaines de publications)
et de I'écologie des cyanobactéries. Elle participe déja activement a I'échantillonnage du lac (suivis CIPEL par
le CARRTEL & LEXPLORE). D'autres projet Interreg mené par CARRTEL, ont déja mise en avant la présence
de ces biofilms mais leur composition au niveau cyanobactéries benthiques n‘a pas encore été analysée
(Interreg Eco-Alpswater). Des échantillons de mats observés au niveau du lac Léman sont toujours disponibles
et pourront compléter notre analyse (27).

Analyse des données : Notre équipe a une profonde connaissance en génomique microbienne et les
plateformes impliquées (e.g plateforme d‘analyse chimique du CARRTEL, plateforme de biologie moléculaire
du CARRTEL, collaboration en sous-traitance avec EAWAG) permettront de faire les analyses physico-chimique
et toxique du lacs. Un(e) étudiant en thése (début Septembre 2024) travaillera également sur ce projet dans
le cadre de son projet de thése sur le microbiome des cyanobactéries (co-supervision Nicolas Tromas et
Isabelle Domaizon) via un financement associé a la chair de recherche de Nicolas Tromas.

Site d’échantillonnage : Méme si le site d’échantillonnage est le lac Léman, ce sont ses affluents et leur apport
des tapis cyanobactériens que nous suivrons au niveau des embouchures (Rhone, Dranse et Venoge). Ce
projet est également complémentaire de ce qui a déja été fait sur I'Ain et assurera un suivi en comparant les
données obtenues (e.g composition des tapis cyanobactériens par shotgun métagénomigue et analyses des
variables associées).




DUREE DU PROJET: 24 mois
- Date de début : Janvier 2025
- Date de fin : Juin 2026

CALENDRIER PREVISIONNEL : Deux stagiaires de Master appuieront le début du projet dans
I'échantillonnage, les extractions ADN et I'analyse des données.

Détails Temporalité
Objectif 1 Snapshot — Création d’une carte de présence des Cyanobactéries benthiques. Eté-Automne 2024
Sélection des sites les plus impactés
Objectif 1 Echantillonnage sur sites sélectionnées et mesures des paramétres Janvier 2025- Janvier 2026
Objectif 1 Recrutement étudiants master2 Hiver-Printemps 2025
Objectif 2 Séquencage et Identification des cyanobactéries benthiques Hiver 2025-2026
Objectif 2 Identification des paramétres abiotiques et biotiques associés aux cyanob. Hiver 2025-2026
Objectif 3 Analyse des risques toxiques (e.g présence de genes de toxicité) Hiver 2025 — Printemps 2026
Objectif 3 Validation de la présence de cyanotoxines (LC-MS/MS et/ou ELISA) Janvier 2025- Janvier 2026
Objectif 4 Développement de biomarqueurs génétiques de détection Printemps 2026
Rapport/Articles Rédaction des rapports et articles scientifiques. Printemps - Eté 2026
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