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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Importance des zones cotiéres et réle du phytoplancton

Les zones cdtieres constituent des espaces d’interface entre 1’océan, la terre et 1’atmospheére.
Ces zones sont tres productives bien qu’elles ne représentent qu’une faible surface (7% de la
surface océanique). En effet, elles contribuent entre 14 et 30% de la production primaire des
océans (Mantoura et al., 1991). La colonne d’eau s’y caractérise par une faible profondeur de
la couche euphotique et la régénération des nutriments a partir du fond. Cependant, la
biomasse photosynthétique y est relativement faible comparée a la biomasse terrestre. Cela est
di a la petite taille des organismes autotrophes qui constituent le phytoplancton et
représentent une véritable pompe biologique (Longhurst et Harrison, 1989). Les zones
cotieres sont également soumises a une importante exploitation anthropique. A 1’échelle
mondiale, les littoraux comptent parmi les milieux ou la pression humaine a le plus fortement
augmenté depuis trois siecles. Dix des plus grandes villes du monde se trouvent en bord de
mer et la moitié de la population des pays industrialisés vit a moins d’un kilomeétre des rivages
marins (Paskoff, 1998). Il s’avére donc indispensable de surveiller ces milieux pour préserver
ces environnements uniques de par leurs richesses et leurs spécificités.

Le compartiment phytoplanctonique joue un role important dans les écosystemes pélagiques
cotiers. En effet, de part sa position de principal producteur primaire des océans, il est en
général, a la base des réseaux trophiques (Fig. 1). Le phytoplancton est constitué de micro-
organismes unicellulaires autotrophes, capables de réaliser la photosynthése et de produire
tous les constituants nécessaires a la cellule en utilisant 1’énergie lumineuse et des nutriments
inorganiques. La mati¢re organique produite est alors rapidement transférée aux échelons
supérieurs. Le phytoplancton se décompose en deux fractions de taille : (i) une fraction de
grande taille (ex : diatomées) efficacement broutée par le mésozooplancton (ex : copépodes)
et (ii) une fraction de petite taille (ex : flagellés autotrophes) consommeée par des protistes
hétérotrophes et mixotrophes (nanoflagellés de grande taille, dinoflagellés et ciliés) ou par du
macrozooplancton microphage (Frontier et al., 1994). Au sein du réseau trophique
planctonique, les bactéries hétérotrophes peuvent étre consommeées a la fois par des protistes
bactérivores (nanoflagellés et petits ciliés) et par du phytoplancton mixotrophe. Ces
prédateurs microbiens représentent également les proies principales d’organismes de niveau

trophique supérieur tels que le mésozooplancton.
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Figure 1: Réseau trophique microbien pélagique d’aprés Kaiser et al. (2005). Les organismes
autotrophes apparaissent en vert, les hétérotrophes en bleu et les bactéries en rouge.

La croissance du phytoplancton peut étre limitée par deux types de facteurs : des facteurs
physiques tels que la lumiére, la température, la turbulence, la turbidité, et des facteurs
nutritionnels (sels azotés, phosphates, silicates) d’origine naturelle ou anthropique (Bougis,
1974). Concernant ces facteurs nutritionnels, la zone coti¢re y est particulierement sensible en
raison des apports significatifs de sels nutritifs via les riviéres, les eaux souterraines,
I’atmosphere. 1l s’agit du phénomene d’eutrophisation qui correspond a un état enrichi du
milieu a un point tel qu’il en résulte des nuisances pour 1’écosysteme (Ménesguen, 2001;

Smith et al., 1999).

Variabilité temporelle

Par définition, les organismes planctoniques sont soumis en permanence aux mouvements des
masses d’eau, particuliérement au niveau des zones cdtieres ou les courants de marée et les
variations bathymétriques générent un hydrodynamisme complexe. Ces forgages physiques
peuvent s’exprimer a différentes échelles spatiales et temporelles qui se répercutent sur la
dynamique phytoplanctonique (Fig. 2). Un transfert d’échelle peut se créer entre un
phénoméne ayant lieu a petite échelle telle que 1’absorption des sels nutritifs sur un

phénomene a plus grande échelle telle que les successions saisonniéres d’especes.
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Figure 2: Echelles temporelles des processus physiques et des processus biologiques du
phytoplancton associé¢s. D’aprés Cassayas (2000).

Le compartiment phytoplanctonique se caractérise par une importante diversité, des taux de
croissance variables et des réponses rapides aux changements environnementaux (Cloern,
2001). Des observations ponctuelles en un méme endroit d’une zone coOtiére montrent une
grande variabilité d’abondance et de composition phytoplanctoniques au cours de 1’année, en
raison de la grande variabilité¢ d’habitats représentés au sein d’'une méme masse d’eau (méso-
et micro-échelle) (Grossel, 1985 ; Peperzak et al., 1998 ; Reul et al., 2005). Les organismes
phytoplanctoniques sont trés variables en taille allant du picomeétre au micrometre et
présentent des statuts trophiques variés tels que 1’autotrophie, 1’hétérotrophie ou Ia
mixotrophie. La plupart de la production primaire est réalisée par le microplancton constitué
essentiellement de diatomées, de dinoflagellés et de Prymnésiophycées (Miller, 2004).
Certaines especes sont capables de se diviser plusieurs fois par jour (Furnas, 1991). En
particulier, les efflorescences phytoplanctoniques sont des événements de production rapide et
d’accumulation de biomasse qui sont des réponses aux changements provenant de la masse
d’eau (e.g. marée), de 1’atmosphére (vent) ou de la terre (précipitations et apports fluviaux ;
Cloern, 1996). 11 en résulte que les efflorescences peuvent étre des événements épisodiques de
courte durée et d’amplitude variable, des phénomeénes saisonniers récurrents ou des
événements rares associés a des conditions hydrologiques ou météorologiques ponctuelles

récurrentes ou exceptionnelles (Fig. 3).



Introduction générale

40 T e, &1l T T T ] F T T T T T T T
Semi-diurnal South Bay | t?\ daily variability _]

g T
=
S8 ol variabilty W
— 30 B
=8 — ? of a bloom event
s & -
eg <
S g 2 .
Sic
g g 10 4
s A=
E ' 1 1 L L

04 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

March, 1995
b

50 T T T T T T o7 T
s o .
D 4wl Seasonal Interannual \Tj NN S oo
= R s f ,--—-"4{._/—— =g
= variability variability L )\/ -
2 3L g North Bay
5 -
S 2 y -
= _ 4
e persistent
é 10 (permanent?) change |

=1
1976 1978 1980 1982 1984 1986 1988 1990 1992 1994 1996

Figure 3 : Exemple illustrant la diversité des échelles de variabilit¢ temporelle de la biomasse
phytoplanctonique estimée a partir de concentrations en chlorophylle a (ug.L™), rencontrée dans la
Baie de San Francisco, avec en a), les variabilités rencontrées au cours d’un demi-mois et en b), les
variabilités rencontrées sur plusieurs années. D’apres Cloern (1996).

Comment et pourquoi étudier 'abondance et la biomasse phytoplanctoniques ?

I1 est important de qualifier et de quantifier ’abondance et la biomasse du phytoplancton afin
de comprendre et de définir au mieux la place de ce compartiment au sein de 1’écosystéme. La
définition des assemblages phytoplanctoniques ne correspond pas nécessairement a une
classification taxonomique des organismes, mais il s’agit de regroupements d’especes en
fonction de leur physiologie, morphologie ou autres facteurs qui répondent de la méme
manicre aux variations récurrentes des conditions environnementales (Estrada, 2000). Par
ailleurs, le suivi dynamique du phytoplancton et 1’apparition des événements nuisibles, voire
toxiques, est au coeur méme d’importants enjeux sanitaires et environnementaux (Smayda,
1990). Ce suivi est devenu un critére de classement pour la qualité des masses d’eau, d’apres
la Directive européenne Cadre sur I’Eau (DCE, 2000). Des programmes de surveillance sont
mis en place dans différents milieux ou systémes cdtiers pour répondre aux exigences de cette
directive. Cependant, la stratégie d’étude dépend de I’objectif posé et il s’agit souvent de

trouver un compromis entre une observation pertinente d’un phénomeéne et une méthodologie
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appropriée. Face au degré de complexité des réponses du compartiment phytoplanctonique,
les méthodes d’échantillonnage et d’analyse sont souvent insuffisantes.

La méthode standard la plus utilisée pour déterminer la biomasse phytoplanctonique est le
dosage de la chlorophylle a par spectrophotométrie ou fluorimétrie (Aminot et Kérouel,
2004). L’analyse des cortéges pigmentaires par chromatographie (HPLC, Mantoura et
Llewellyn, 1983) est plus précise, bien que moins répandue que les méthodes determinant la
concentration en chlorophylle a, et permet d’obtenir des informations sur les principaux
groupes phytoplanctoniques en présence (Jeffrey et al., 1997). Ces méthodes pigmentaires
sont certes rapides mais ne permettent pas d’évaluer directement les espéces et leur
abondance.

L’analyse taxonomique du phytoplancton est effectuée par microscopie optique. Elle permet
une reconnaissance et une quantification en détails (Utermdhl, 1958). Cependant, cette
méthode est trés colteuse en temps et demande une qualification de 1’opérateur longue a
acquérir. De plus, elle ne permet pas d’observer les cellules de petite taille qui peuvent
représenter ’essentiel des communautés phytoplanctoniques dans certains milieux. Elle
nécessite également d’importantes manipulations avant 1’analyse telles que le stockage ou
I’utilisation de fixateurs chimiques.

La cytométrie en flux devrait pouvoir offrir a terme un compromis entre la rapidité des
méthodes pigmentaires et la précision a 1’échelle individuelle des méthodes microscopiques.
L’application de la cytométrie en flux dédiée a I’analyse du phytoplancton est relativement
récente (Shapiro, 2003). La méthode repose sur les propriétés autofluorescentes des cellules
phytoplanctoniques. Elle permet également d’obtenir des informations sur la morphologie des
cellules (i.e. taille, forme) et de les quantifier sans manipulation préalable des échantillons.
Certains cytometres en flux ont été développés spécialement pour des applications in situ tels
que CytoBuoy (Dubelaar et Gerritzen, 2000) ou FlowCytobot (Olson et al, 2003). D’autres
sont couplés a un analyseur d’image, permettant une reconnaissance directe des especes :
FlowCam (Sieracki et al., 1998). L’utilisation d’un cytometre en flux dédié¢ au phytoplancton

sera exposée dans ce travail.
L’étude du phytoplancton en Manche orientale
La zone cotiere de la Manche orientale a ¢été¢ choisie comme site atelier pour étudier la

dynamique phytoplanctonique. Cet écosysteme est soumis a un fort régime marégraphique et

est un lieu important d’interface avec le continent par le biais d’effluents: Breton (2000)
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indique que les assemblages phytoplanctoniques observés dans cette zone sont
essentiellement constitués de diatomées de grande taille représentant plus de 85% de la
biomasse totale. Par ailleurs, Seuront et Vincent (2008) ont identifié la succession de trois
assemblages de diatomées au cours du printemps 2004, correspondant a ceux observés en
zone cotiere de la Baie Sud de la Mer du Nord. Cependant de fortes concentrations
correspondant a I’intense développement d’une Prymnésiophycée, Phaeocystis globosa, sont
recensées dans ces eaux coticres (Hedin-Bougard, 1980 ; Brunet et al., 1996 ; Breton et al.,
2000). Gentilhomme et Lizon (1998) ont souligné le réle important des sels nutritifs, plus
particuliérement azotés, dans la prolifération printaniére de cette micro-algue. De plus, les
taux d’absorption de ces nutriments seraient influencés par la turbulence (Schapira et al.,
2006). Par ailleurs, la variabilit¢ des compartiments biologiques est liée aux successions
phytoplanctoniques, a I’évolution des communautés zooplanctoniques (Breton, 2000 ;
Cotonnec, 2001 ; Devreker et al., 2005) et a la dynamique bactérienne (Lamy et al., 2006 ;
Lamy et al., 2009).

Blooms d’algues nuisibles : cas de Phaeocystis globosa

La détermination des assemblages phytoplanctoniques dans des communautés contenant des
especes potentiellement toxiques ou nuisibles (Harmful Algal Blooms - HAB) est d’un intérét
majeur pour comprendre quelles espeéces sont favorisées ou entrent en compétition pour de
mémes niches écologiques ou habitats (GEOHAB, 2001).

Les blooms massifs de Phaeocystis sont des phénoménes récurrents dans les eaux coticres
eutrophisées d’Europe (Lancelot et al., 1998 ; Schoemann et al., 2005). Certaines espéces de
ce genre cosmopolite peuvent produire d’importantes quantités de colonies mucilagineuses au
cours du printemps. La prolifération massive de ces colonies est reconnue pour avoir des
effets négatifs sur les activités aquacoles et de péche mais elle a également un impact trés
important sur le fonctionnement de I’écosysteme (Weisse et al., 1994 ; Schoemann et al.,
2005 ; Nejstgaard et al., 2007). Par conséquent, les blooms de colonies ont été classés parmi
les blooms d’algues nuisibles (Anderson et al., 1998 ; Veldhuis et Wassmann, 2005).

La réussite écologique de Phaeocystis par rapport aux autres espéces phytoplanctoniques est
attribuée a son cycle de vie hétéromorphe, au cours duquel alternent des cellules libres
flagellées et des colonies gélatineuses pouvant mesurer jusqu’a plusieurs centimétres (Fig. 4 ;
Rousseau et al., 1994 ; Riegman et van Boekel, 1996 ; Chen et al., 2002). Une théorie

considere la formation de colonie comme étant une forme de stratégie en « saut de haie »
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(Verity et Medlin, 2003). La formation de colonies crée un décalage de taille pour les
brouteurs et conduit a des changements drastiques de composition et de comportement du
zooplancton (Wassmann et al., 2005 ; Seuront et Vincent, 2008). Les cellules solitaires sont
les plus sujettes a la mortalité causée par le broutage et I’infection virale (Jacobsen et al.,
1996 ; Brussaard et al., 1996, 2005). Vivre en colonie constitue alors une voie de succeés pour
Phaeocystis (Veldhuis et al., 2005) mais comment expliquer que cette espéce soit
essentiellement le reste de I’année sous forme solitaire (Verity et Medlin, 2003) ? Les cellules
en colonie protégeraient contre la prédation et seraient plus productives tandis que les cellules
solitaires seraient plus compétitives face aux ressources (Valero et al., 1992 ; Riegman et van

Boekel, 1996 ; Verity et Medlin, 2003).

Diploid flagellate

Bloom initiation !
Colonial cell release

Colony production

= M

: Colonial cell
Haploid flagellate i )
End of bloom

Inter-bloom: haploidy Bloom: diploidy

Figure 4 : Cycle de vie haplo-diplobiontique de Phaeocystis globosa issu de Rousseau et al. (2007).
Trois morphotypes s’alternent : un morphotype haploide (flagellé haploide) présent en dehors des
blooms et deux morphotypes diploides (cellule coloniale et flagellé diploide) présents pendant les
blooms.

A notre connaissance, peu d’études ont été conduites sur la contribution des morphotypes de
Phaeocystis dans le milieu (Peperzak et al., 1998, 2000 ; Smith et al., 2003 ; Wassmann et al.,
2005). Ceci est en partie di au fait que 1’observation des flagellés est particuliérement difficile
(Verity et al., 2007a).

D’autres especes potentiellement toxiques ont été répertoriées dans la zone et forment des
blooms récurrents en fin de printemps, ces derniéres années. Il s’agit d’especes de diatomées
pennées du genre Pseudo-nitzschia. Un lien existerait entre certaines espeéces de Pseudo-
nitzschia et les colonies de Phaeocystis (Peperzak et al., 2000 ; Hamm et al., 2000 ; Sazhin et

al., 2007). Elles sont régulierement observées a I’intérieur des colonies et peuvent représenter



Introduction générale

jusqu’a 70% de la biomasse de ces amas. Elles sont suspectées d’utiliser les composés
organiques (Loureiro et al.,, 2008), comme ceux générés par la matrice coloniale de
Phaeocystis. Ces especes de diatomées sont souvent épiphytes d’autres espéces et leur

croissance peut étre stimulée par la présence de bactéries (Bates et al., 1998).

Objectifs de I'étude

Comprendre le fonctionnement d’un écosystéme passe par 1’étude de la variabilité des
compartiments qui le composent (Frontier et Pichod-Viale, 1998). En d’autres termes, il s’agit
dans cette étude, d’analyser la variabilit¢ du compartiment phytoplanctonique en terme de
diversité, d’abondance et de biomasse, aux échelles d’observation les plus pertinentes et en
fonction des paramétres biologiques et physico-chimiques forgants. 11 s’agit également
d’étudier la structure du phytoplancton en termes d’espéces, de populations, d’assemblages et
de communautés. Ces termes feront référence dans cette ¢tude aux définitions suivantes : a
savoir qu’une population est constituée d’un ensemble d’individus de la méme espece, un
assemblage se compose de I’ensemble des especes en présence, tandis qu’une communauté se
définit comme un ensemble plurispécifique déterminé en fonction du probléme posé
(Barbault, 1992).

D’autre part, les parametres agissant a petite échelle sur les cellules auront une incidence sur
la structure phytoplanctonique (Fig. 2). Le concept de transfert d’échelle est défini comme
I’action d’un phénomene a petite échelle sur un phénoméne a grande échelle et inversement
(Frontier et al.,, 1992). Peu d’études in situ ont été menées sur les réactions de ce
compartiment biologique a petite échelle temporelle par manque de moyens adaptés a la
rapidité et la diversité des réponses (Smayda, 1998 ; Dubelaar et al., 2004 ; Thyssen et al.,
2008).

Cette étude a pour objectif principal de caractériser la variabilité¢ temporelle du compartiment
phytoplanctonique en Manche orientale, sur différentes échelles d’observation et de définir les

variables influengant les successions ainsi que I’occurrence des blooms algaux.

C'est-a-dire de répondre aux questions suivantes:
Quelle est la dynamique du compartiment phytoplanctonique ?
Quelle est la structure phytoplanctonique au sein de I’écosystéme Manche orientale?

Quelle méthodologie est la plus appropriée pour suivre au mieux cette variabilité ?
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L’étude de la variabilité temporelle des assemblages phytoplanctoniques doit ainsi permettre
d’appréhender les modifications apparaissant dans la structure des communautés et de relier
ces modifications a la variabilité de paramétres abiotiques (climat, météorologie, hydrologie)
et biotiques. La finalit¢ de cette étude est de définir des espéces ou groupes d’especes
indicateurs de changements environnementaux. Afin de répondre a cette problématique,
différentes échelles temporelles d’observation' ont été choisies visant & caractériser la
variabilité des populations phytoplanctoniques (Fig. 4).

1. La variabilité des communautés phytoplanctoniques a long terme a été étudiée selon
une échelle saisonniére et une échelle interannuelle de 15 ans (Chapitre II).

2. La variabilit¢ des communautés phytoplanctoniques a moyen terme, au cours du
bloom printanier a été étudiée a une échelle intra-saisonniere au cours de trois années
(Chapitre III).

3. La variabilité des communautés phytoplanctoniques a plus court terme a été étudiée a

une échelle hebdomadaire a journaliére (Chapitre V).

1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006

Chapitre II:
Variabilité a long-terme

2005 2006 2007

| | |
JMMJSNIMMISNIMMISN

Chapitre 111:
Variabilité & moyen terme

2007

MAMJ
Chapitre 1V:

Variabilité a court-terme

Figure 5 : Présentation des différentes échelles temporelles d’observation associées aux études traitées
dans les Chapitres du manuscrit.

' La dénomination des échelles d’observation correspond a la durée d’observation et non pas a la fréquence
d’échantillonnage.
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Le Chapitre | (Matériel et Méthodes) concerne la méthodologie et la stratégie
d’échantillonnage utilisée au cours des différentes études. Il présente également les résultats
de la mise au point du protocole de cytométrie en flux, utilisée pour évaluer les abondances

des espéces phytoplanctoniques.

Le Chapitre Il présente la caractérisation de la variabilit¢ temporelle des communautés
phytoplanctoniques lors d’un suivi a long terme. Il s’agit plus particulierement, (i) d’identifier
les principales communautés phytoplanctoniques apparaissant chaque année, (ii) d’étudier
leur structure et leur dynamique et (iii) d’appréhender leur relation avec un des facteurs de
controle principaux (e.g. sels nutritifs). Cette é¢tude permettra sinon de définir une année type,
au moins d’observer la variabilité interannuelle et des changements des peuplements

éventuellement liés aux changements anthropiques et/ou climatiques globaux.

Le Chapitre Il vise a expliquer la variabilit¢ du développement des populations
phytoplanctoniques au printemps, saison la plus productive de ’année. L’¢tude comparée
porte sur trois années consécutives bien différentes, tant d'un point de vue phytoplanctonique
qu'environnemental. Ainsi, il s’agira (i) d’étudier les changements d’assemblage au cours du
printemps, (ii) de connaitre les parameétres susceptibles d’influencer ces changements et (iii)
plus particulierement d’appréhender les mécanismes régissant le développement de

Phaeocystis globosa. Cette ¢tude permettra de cibler les moments clés du bloom.

Le Chapitre 1V, sur la base des observations effectuées au Chapitre III, est ciblé sur les
variations a plus courte échelle (hebdomadaire a journaliere) des communautés
phytoplanctoniques. ~ Une  nouvelle  méthodologie  d’observation des  espéces
phytoplanctoniques (la cytométrie en flux) est proposée. Il s’agit d’une premicre étude
permettant d’appréhender la rapidité de réponse des espéces ou groupes d’especes définis a

partir des caractéristiques optiques, pendant une succession printaniére de commuautés.

Nous discuterons des résultats de ces différentes approches multi-échelles et a partir de deux
outils d’observation et nous effectuerons des recommandations pour un suivi plus fin de la
dynamique des communautés phytoplanctoniques en zone cdtiére, comme préalable a la

meilleure définition d’assemblages ou especes indicatrices de conditions environnementales.
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CHAPITRE |

Matériel et méthodes

l. Site d’étude et stratégie d’échantillonnage
1.1. Présentation du site d’étude

La zone cdtiere de la Manche orientale a constitué le site atelier de nos travaux (Fig. 1.1). La
Manche est une mer épicontinentale du nord-ouest de I’Europe. Sa partie orientale s’étend du
Cap Gris-Nez au nord au Cap de la Hague au sud. La profondeur de la Manche orientale
n’excede pas 50 m et le fond est essentiellement constitué de substrat sableux et de graviers.
Le régime marégraphique est de type mégatidal (Anonyme, 1988), avec un marnage
(différence de hauteur entre la pleine mer et la basse mer) supérieur a 5 m. La Manche
orientale est par ailleurs soumise a un important hydrodynamisme li¢ a de forts courants de
marée. Sa forme d’entonnoir crée un goulot d’étranglement au niveau du détroit du Pas-de-
Calais, qui génére une accélération des masses d’eau provenant de I’Océan Atlantique vers la
Mer du Nord. Les courants instantanés peuvent atteindre jusqu’a 1,5 m.s™ en vives eaux. Le
régime tidal en Manche orientale est de type semi-diurne, caractérisé par deux basses mers et
deux pleines mers par jour selon une fréquence moyenne de 12h et 24min. Le courant de flot
porté vers le nord-est et le courant de jusant porté vers le sud-ouest sont parall¢les a la cote
(Brylinski, 1993). Il en résulte une dérive résiduelle de vitesse 2,7 milles par jour (Salomon et
Breton, 1993).

Ce contexte marégraphique favorise la création d’une masse d’eau cotiere individualisée,
appelée « le fleuve cotier » (Brylinski et al., 1991). Plusieurs fleuves et cours d’eau du bassin
hydrographique allant de la Baie de Seine jusqu’au détroit du Pas-de-Calais alimentent et
entretiennent par leurs apports la masse d’eau cotiere. Ces apports sont maintenus en zone
cotiere par un front qui freine leur dispersion vers les eaux du large (Brylinski et al., 1991). La
circulation de ce fleuve cotier est régie principalement par la dérive résiduelle vers la Mer du
Nord. Cependant, elle est soumise également au forcage du vent préférentiellement de secteur

sud-ouest (Salomon et Breton, 1991).
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Figure I-1: Zone d’étude: localisation et courants de surface (a4 pleine mer; source:
WWW.previmer.org).
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En raison de ses forts débits (> 400 m’.s™), la Seine constitue la source principale en sels
nutritifs (surtout les nitrates et les phosphates) et en Matieres en Suspension (MES) du fleuve
cotier, contribuant a plus de 90% des apports totaux (Prygiel et al., 2000). La Somme
représente la seconde source d’apports continentaux en phosphore (380 t), en silicium (5400
t), en azote (9000 t) et en MES (67800 t; Loquet et al., 2000). La baie de Somme serait
I’initiatrice d’une production phytoplanctonique qui dérive progressivement vers le nord
jusqu’au d étroit du Pas-de-Calais (Brylinski et al., 1996 ; Hoch et Garreau, 1998 ; Breton et
al., 2000 ; Vantrepotte, 2003). La Seine et les autres cours d’eau alimentent significativement
en sels nutritifs la masse d’eau de la Baie Sud de la Mer du Nord (Lacroix et al., 2007). La
Manche orientale constitue ainsi une zone de transfert d’apports non négligeables vers la Mer

du Nord.

1.2. Stratégie d’échantillonnage

Deux sites en zone cdtiére de la Manche Orientale ont été choisis au cours des différentes
¢tudes et selon les collaborations. Ces sites ont principalement été choisis de par leur facilité
d’acces et leur proximité géographique, de maniere a obtenir des résultats comparables tout au
long du travail de these. Les stations échantillonnées dans la zone cotiere des deux sites se
caractérisent par une profondeur de ~20 m et sont distantes de la cote d’environ 3 km.

1. La premiére station SRN1 est située dans la zone cotiere du site de Boulogne-sur-mer
(50°45°N-1°33’E ; Fig. 1.2). Cette station fait partie d’un réseau de surveillance mis en
place par I'Ifremer*-Boulogne sur Mer depuis 1992 : le Suivi Régional des Nutriments
(SRN).

2. La seconde station R1 est située dans la zone cétiere du site d’Ambleteuse (50°47°N-
1°34°N ; Fig. 1.2). Elle est localisée a 6 km au nord du site de Boulogne-sur-mer. Cette
station fait partie d’une radiale d’échantillonnage historiquement échantillonnée par les
laboratoires Wimereusiens et récemment constituant un des sites ateliers des
programmes de recherche CPER’ « Ecosystémes perturbés du littoral : bloom de

Phaeocystis » et PNEC* Chantier « Manche orientale et Baie Sud de la Mer du Nord ».

? Institut frangais de recherche pour I’exploitation de la mer.
* Contrat Plan Etat Région.
* Programme National Environnement Cotier.
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Figure [-2 : Localisation des stations de prélévement en Manche orientale et bathymétrie.

1.2.1. Etude réalisée a la station SRN1

Une analyse descriptive des communautés phytoplanctoniques (abondance et composition
taxonomique) en relation avec les sels nutritifs aux échelles saisonnicre et pluriannuelle a été
réalisée entre 1992 et 2007. Ce travail a été réalisé en collaboration avec Alain Lefebvre
(Directeur du laboratoire LER’ de [I’Ifremer-Boulogne-sur-mer) dans le cadre d’une
valorisation a long terme des données hydrobiologiques du réseau de surveillance SRN. La
fréquence d’échantillonnage pratiquée correspondait & deux prélévements par mois au
printemps (de mars a juin) et a un prélévement par mois, le reste de I’année. Les comptages
ont été réalisés par les techniciens de I’'Ifremer LER/BL dont Pascale Hébert et Camille
Blondel.

Dans ce contexte, il sera possible de répondre a plusieurs questions: (i) quels sont les
principaux groupes et especes phytoplanctoniques rencontrées dans la zone d’étude, (ii)
quelles sont leurs variations a I’échelle saisonniére, pour cibler les périodes caractéristiques de
des poussées phytoplanctonique, (iii) quelles sont les tendances observées a 1’échelle

pluriannuelle pour situer le contexte du travail de thése et (iii) quel est I’'impact des apports en

3 Laboratoire Environnement Ressources.
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sels nutritifs sur la variabilité phytoplanctonique? Les résultats sont présentés dans le Chapitre

IT et font en partie, I’objet d’un article (Lefebvre et al., en préparation.).

1.2.2. Etudes réalisées a la station R1

Les campagnes de prélévements réalisées au cours du travail de theése ont été effectuées
essentiellement en période printaniére, a la station cotiere R1.

a. Une analyse descriptive des communautés phytoplanctoniques (abondance, biomasse,
composition et diversité) a été réalisée entre février et juillet, de 2005 a 2007 (Tableau 1.1).
Les prélévements ont été¢ effectués a une fréquence hebdomadaire au cours du printemps,
période productive du phytoplancton. Les variations interannuelles des communautés
phytoplanctoniques ainsi que la structure écologique au cours de la période productive
printaniére sont présentées en Chapitre I1.

b. Des mesures a plus court terme ont été réalisées parallelement a 1’échantillonnage
mené en 2007. Une méthodologie plus adaptée a cette fréquence d’observation, la cytométrie
en flux, a été testée et appliquée. Des échantillonnages de plusieurs jours consécutifs ont été
réalisés suivant les différentes phases clés du développement phytoplanctonique printanier
(Tableau I-1). Un suivi lagrangien de plusieurs heures au cours d’une journée a été réalisé,
grace a un systeme dérivant congu par Alexei Sentchev (M.C.F. ULCO), couplé a une bouée
de type ARGOS. Le suivi a été effectué entre le 15 et le 16 mai 2007. Les résultats des
variations phytoplanctoniques au cours de ces différents suivis a court terme sont rapportés en

Chapitre IV.
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Tableau I-1 : Calendrier et conditions de marée des campagnes de prélévements suivies a la station
cotiére R1 du site d’Ambleteuse entre février 2005 et juillet 2007. (A) Campagnes réalisées en 2005 et
2006 ; (B) Campagnes réalisées en 2007. Les zones en gris indiquent les campagnes a cour terme et
I’encadré en trait épais indique le suivi journalier. F : flot ; J : jusant ; MM : marée moyenne ; ME :
mortes eaux ; VE : vives eaux (d’aprés les données du SHOM®).

A. B :

- Dates F/J Maree

Dates F/J Maree 19/02/07 F VE

25/02/05 F VE 13/03/07 J ME

14/03/05 F VE 26/03/07 J ME

22/03/05 F MM 27/03/07 J ME

01/04/05 F MM 28/03/07 J ME

2 11/04/05 F VE 29/03/07 F ME

0 | 18/04/05 J ME Campagne 1| 30/03/07 F MM

0 25/04/05 F VE 31/03/07 I MM

5 02/05/05 F MM 02/04/07 F VE

09/05/05 F VE 03/04/07 I3 VE

26/05/05 F VE 04/04/07 F VE

06/06/05 F MM 11/04/07 J VE

12/07/05 F MM 12/04/07 J ME
02/03/06 F VE

13/04/07 J MM

09/03/06 J ME Campagne 2| 1/04/07 F MM
16/03/06 F VE

oo . VE 16/04/07 F VE

oo | MM 17/04/07 F VE

2 14/04/06 F VE 23/04/07 ! o

0 20/04/06 J ME 020507 a 2

0 26/04/06 F VE 09/05/07 ! o

6 03/05/06 J MM 05007 i o

L3 0v00 v MM 15/05/07 F VE

o006 . MM 16/05/07 J VE

13/06/06 P MM Campagne 3| 21/05/07 J MM

SE/06/06 B MM 22/05/07 J MM

/0706 i, VE 23/05/07 J ME

24/05/07 J ME

25/05/07 J ME

31/05/07 F MM

06/06/07 J MM

18/06/07 F MM

Campagne 4 19/06/07 J MM

20/06/07 J MM

21/06/07 J MM

11/07/07 F MM

® Service Hydrographique et Océanographique de la Marine.
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Il. Acquisition des données

I.1. Parameétres environnementaux

I1.1.1. Paramétres physiques

Des profils verticaux de température (T ; °C), de salinité (S ; p.s.u.), et de luminosité (PAR ;
W.h.m™j") ont été réalisés in situ & I’aide d’une sonde CTD Seabird 25. Le profil a été réalisé
a une vitesse de descente uniformisée a 0,5 m.s’.
Les données correspondant aux prélevements de surface telles que la température et la salinité
ont ét¢é moyennées sur le premier metre de la colonne d’eau.
Le coefficient d’atténuation K a été déterminé a partir de la relation entre la luminosité (E,), la
luminosité de surface (Eo) et la profondeur z (m) en utilisant les données de PAR :
E,=E;x ¥

K est la pente de régression linéaire entre In E, et la profondeur z.
L’intensité moyenne de la lumic¢re (Em) dans la colonne d’eau a été calculée selon 1’équation :

En=Eo (1 -¢™) (Kz)"
La densité a été calculée a partir des profils de température et de salinité. Le gradient vertical
de densité (cD ; g.m™) correspond a la différence entre la surface et le fond de la densité
divisée par la profondeur. Ce gradient a été utilis¢é comme indice de stabilité¢ de la colonne

d’eau.

[1.1.2 Parametres chimiques

11.1.2.1 Sels nutritifs

Les prélévements d’eau de mer ont été réalisés a 1’aide d’une bouteille Niskin (8L) en sub-
surface (1 m de profondeur). Pour chaque prélévement, des échantillons d’eau ont été filtrés
au préalable sur un tamis de 10 pm pour éliminer un maximum de matiére organique
particulaire susceptible d’étre dégradée immédiatement apres le prélévement. Ces échantillons
ont été conservés en triplicat :

- dans des flacons en verre brun (125 mL) pour le dosage des ions ammonium (NH;"),

puis stockés a 1’obscurité apres ajout de réactifs (Aminot et Kérouel, 2004).
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- dans des flacons en polyéthyléne (PE, Nalgéne ; 100 mL), stockés a -20°C dans
Iattente de I’analyse des ions nitrites (NO5), nitrates (NO3") et phosphates (PO4”) et
a 4°C pour les ions silicates [Si(OH),]’ ¥ (Aminot et Chaussepied, 1983).

Azote ammoniacal (NH;")

La méthode utilisée est celle de Koroleff (1979). Les protocoles de prélévement, de mesure et
d'étalonnage de référence sont ceux exposés en détail dans Aminot et Kérouel (2004). Le
dosage a été réalis¢ manuellement en raison de la grande instabilité de cet ion en solution et
consiste en une réaction colorimétrique au bleu d’indophénol. Immédiatement apres le
prélévement, deux réactifs ont été ajoutés a 1’échantillon et les flacons ont été placés a
I’obscurité pendant 24 h pour que la réaction colorimétrique se produise. Le principe de la
méthode réside dans la formation, en milieu alcalin, d’un composé de type indophénol par
réaction des ions ammonium avec du phénol et de I’hypochlorite de sodium, en présence d’un
catalyseur, le nitroprussiate (Bertho, 1998). Les lectures optiques ont été réalisées apres 24 h,
a 630 nm a l’aide d’un spectrophométre visible (Unicam heAios). Les cellules de mesure

utilisées sont des cuves en quartz de 5 cm de trajet optique (+ 0,1 pmol.L™).

Nitrites, nitrates, silicates et phosphates’

Le dosage des autres sels nutritifs a été réalis¢ a I’aide d’une chaine de dosage semi-
automatique Alliance® Integral Futura, selon les protocoles de Tréguer et Le Corre (1975).
Les fluides circulent en continu a travers le systéme analytique par pompage. Le principe du
dosage repose également sur des réactions colorimétriques avec lecture par
spectrophotométrie d’absorption (Aminot et Chaussepied, 1983).

Les méthodes analytiques de référence sont respectivement :

e Pour les ions nitrites (NO;"), la méthode de Bendshneider et Robinson (1962)
fondée sur la réaction de Griess. Les ions nitrites forment un précipité avec la
sulfanilamide en milieu acide et puis un colorant rose est formé avec le N-naphtyl-
éthylénediamine. La mesure s’effectue a 543 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre

intégré a I’appareil Alliance.

7 Le terme « silicate » est employé ici pour désigner les formes dissoutes, majoritairement (95%) sous forme
d’acide orthosilicique [Si(OH),], de I’ion orthosilicate SiO,*.

¥ Lors de la congélation, les ions silicates se complexent en polyméres diminuant les concentrations de silicium
réactif.

? Le dosage des sels nutritifs par chaine semi-automatique a été réalisé par N. Degros (AI-CNRS) de I’équipe

« Ecologie planctonique » du LOG-UMR 8187 a la station marine de Wimereux.
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e Pour les ions nitrates (NO3'), la méthode de Woods et al. (1967). La mesure de
concentration s’effectue par réduction quantitative des nitrates en nitrites sur une
colonne de cadmium traité au cuivre et par soustraction de la concentration propre
en nitrites.

e Pour les ions silicates [Si(OH)4], la méthode de Mullin et Riley (1955). Les
silicates sont complexés en acide silicomolybdique puis réduits pour former une
coloration bleue. Le précipité bleu ainsi obtenu est mesuré a 810 nm.

e Pour les ions phosphates (PO4>), la méthode de Murphy et Riley (1962). Les ions
phosphates sont complexés puis réduits a 1’aide d’acide ascorbique, le précipité

bleu ainsi obtenu est mesuré a 885 nm.

11.1.2.2 Carbone organique dissous (COD) *°

Des échantillons de 300 mL d’eau de mer ont été prélevés a 1’aide de matériel en verre
préalablement décontaminé par des lavages successifs a 1’acide chlorhydrique (HCI, 10%) et a
I’eau ultrapure. Ces échantillons ont ensuite été filtrés sur des membranes en fibre de verre
(GF/F Whatman) précalcinées (4-5h a 450°C). Les premiers 100 mL du filtrat sont éliminés et
le reste (soit 3 X 50 mL) est récupéré et congelé pour empécher toute dégradation de la MOD
par les bactéries.

Avant analyse du carbone organique dissout (COD), le carbone inorganique dissout (CID) est
¢liminé de chaque échantillon par acidification (HCI 6N) et décarbonatation par bullage sous
flux d’oxygene. Le COD de I’échantillon traité¢ (100 puL) est ensuite mesuré a 1’aide d’un
analyseur de carbone organique total (TOC 5000 A, Shimadzu), fonctionnant selon le principe
de I’oxydation catalytique a haute température (HTCO, Sugimura et Suzuki, 1988 ; revu par
Cauwet, 1994). Le principe de 1’analyse repose sur la combustion de 1’échantillon, catalysée

par de I’alumine (Al,Os3).

1% Les mesures du COD ont été réalisées par différents stagiaires de Master 2 (V. Kowalski, S. Kathrepti, A-C.
Marc) sous la coordination de Luis Felipe Artigas, au NOC de Southampton et au LOG-UMR 8187 a la MREN
ULCO de Wimereux.
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I.2.  Abondance et biomasse phytoplanctonique
[1.2.1. Chlorophylle a

Deux méthodes de dosage en chlorophylle a ont été utilisées, selon la station et le type de
suivi considéré.

Dans le cadre du Chapitre II, les données de concentrations en chlorophylle a (Chl a, ug.L™)
utilisées dans cette étude sont celles issues du réseau de surveillance SRN de I’Ifremer. Les
concentrations sont estimées par spectrophotométrie, selon la méthode trichromatique, apres
filtration au travers de filtres en fibre de verre et extraction dans 1’acétone a 90% (Scor-
Unesco, 1966 ; Strickland et Parsons, 1972 in Aminot et Kérouel, 2004).

Dans les Chapitres III et IV, la méthode employée est celle de I’estimation fluorimétrique par
acidification (Yentsch et Menzel, 1973). Les concentrations en Chl a'! (ug.L™) sont
déterminées d’apres les équations de Lorenzen (1966). Des échantillons de 0,5 a 1 L d’eau de
mer sont filtrés sur des filtres en fibre de verre (0,7 um ; Whatman GF/F). En attendant
I’analyse, les filtres sont placés a 1’obscurité, au congélateur a —20°C. L’extraction des
pigments photosynthétiques a lieu dans 1’acétone a 90% (8 mL, 4°C pendant 12h) apres
lacération des filtres. Les broyats de filtre sont ensuite centrifugés (3000 tours/min, a 4°C
pendant 15 min) et le surnageant est récupéré pour lecture de la fluorescence au fluorimetre
(Turner Designs model 10-AU). La lecture des extraits chlorophylliens s’effectue avant et

apres acidification a I’acide chlorhydrique (1%) pour évaluer la fraction des phéopigments.

[1.2.2. Analyses microscopiques

Des échantillons de 250 mL ont été fixés sur le terrain avec une solution comprenant 50 : 50
d’une solution de Lugol acide (Throndsen, 1978) et de glutaraldéhyde (Baker, 37%) a une
concentration finale de 2% (v/v ; Chrétiennot-Dinet comm. pers.). Ces échantillons ont été
préservés a I’obscurité et au froid (4°C) dans ’attente de leur comptage. Un délai maximal

d’un mois, entre le moment du prélévement et 1’analyse, a été respecté.

"' La mesure des concentrations de Chl a a été réalisée par Vincent Cornille (AT-ULCO) et par des stagiaires
d’IUT génie de I’Environnement, et sous la coordination de Luis Felipe Artigas au sein du LOG-UMR 8187 ala
MREN ULCO de Wimereux.

20



Chapitre I : Matériel et méthodes

[1.2.2.1 Identification et analyses au Microscope Electronique a Balayage (MEB)

Pour optimiser et confirmer les observations réalisées au cours des comptages
microscopiques, des expertises d’échantillon de phytoplancton (5 a 50 mL) ont été réalisées
au Microscope Electronique a Balayage (MEB).

Dans le cas particulier de Phaeocystis globosa qui se caractérise par un cycle de vie
polymorphique, les différents stades de vie observables chez cette Prymnesiophycée ont été
distingués dans les comptages depuis 2006. L’identification précise du nombre de
morphotypes et la description des caractéristiques morphologiques des cellules au MEB ont
fait I’objet d’une étude préliminaire en collaboration avec Lucie Courcot (I.LE. ULCO). Le
protocole de préparation au MEB et les caractéristiques des morphotypes font partie d’un
article (Guiselin et al., 2009) présenté en Annexe 1.

Par ailleurs lors du comptage au microscope inversé, le nombre de cellules des colonies a été
évalué a partir de la taille de chaque colonie (longueur et largeur ; pm). La taille permet de
calculer le volume de la colonie (V ; mm’) et le nombre de cellules par colonie (N) est déduit

a partir de 1’équation suivante (Fig. 1-3):

Log N=0,51 (Log V) + 2,95

104 _

10°

102 +

10! +

Nomhre de cellilles nar eonlonie

10° 1 1 1 1 1 1
10 10 10 102 10°! 10° 10!

Volume de la colonie (mm?)

Figure I-3: Relation entre le nombre de cellules dans les colonies et le volume de la colonie (mm®). La
droite de régression est figurée en trait épais et correspond a 1’équation : Log nombre de cellules par
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colonie = 0,51 (Log volume colonie (mm3) +2,95, r?= 0,95, P <0,0001, n=41. Les lignes en trait fin
représentent 1’intervalle de confiance a 95% de la régression lin€aire.

Ce modele de régression a été établi au préalable par comptage direct du nombre de cellules
par colonie sur des micrographies MEB (de grossissement x80 a x500) a partir de colonies
collectées dans le milieu. L’évaluation du nombre de cellules des grandes colonies (> 250pum)
est fastidieuse et problématique (Verity et al., 2007a). La préparation au MEB permet un
aplanissement sur un plan a deux dimensions des colonies de P. globosa a 1’origine de forme
sphérique, facilitant I’énumération des cellules. La surface des colonies a été estimée a I’aide
d’un planimétre (Gebruder HAFF GMBH, Allemagne). Le biovolume des colonies (mm?) a
été calculé a partir du diameétre équivalent sphérique extrait de la surface, supposant une
forme sphérique des colonies.

D’autres especes ont nécessité des expertises au MEB. En particulier, certaines espéces de
diatomées du genre Pseudo-nitzschia sont connues pour leur caractére potentiellement toxique
(Bates et al., 1998) et leur identification précise est par conséquent indispensable dans le
cadre d’¢tudes écologiques (Fig. 1-4). A I’issue de ces observations, trois espéces de Pseudo-
nitzschia ont été identifiées dont Pseudo-nitzschia seriata considérée comme potentiellement
toxique (Fehling et al., 2004).

Pour leur observation au MEB'?, les frustules des cellules de diatomées ont été préalablement
nettoyés dans une solution d’acide chlorhydrique (36% v/v; Baker PA) a chaud (100°C)
pendant une heure, et filtrés sur une membrane de polycarbonate (2 pm ; Millipore).

Avant les observations au MEB, les spécimens déposés sur des filtres sont préalablement
séchés et métallisés avec de I’or-palladium (Polaron SC7620). Toutes les micrographies' ont
¢té prises a I’aide d’un microscope ¢lectronique a balayage LEO 438VP (filament de
tungsten). Le microscope est équipé d’un détecteur secondaire d’électrons (Everhart-
Thornley type). Les images sont acquises en accélérant le voltage de 30 keV avec un faisceau

de courant 10 pA.

12 *élaboration de ce protocole a fait partie d’un travail d’Ingénieur de 2¢ année de Aude Le Jéloux, étudiante
en deuxiéme année de I’Ecole des Métiers de L’Environnement, Rennes.

1 Les micrographies MEB ont été réalisées par Lucie Courcot (IE-ULCO) de 1’équipe « Ecologie

planctonique » du LOG-UMR 8187 a la MREN de Wimereux.
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a)

Espace central

Largeur valve (um): 4,5-5,1
Fibules/10pm: 14-20
Interstries/10um: 14-20
Poroides/1um: 7-8

Pas d’espace central
Largeur valve (um): 3,1-4,3
Fibules/10pm: 12-15
Interstries/10um: 12-15
Poroides/10pum: 3-4

Espace central
Largeur valve (um): 1,2-1,4
Fibules/10pm: 20-25

| Interstries/10pm: 30-40
' Poroides/10um: 9-10

Figure 1-4: Micrographies MEB des espéces de Pseudo-nitzschia rencontrées au cours des
campagnes a la station R1: a) Pseudo-nitzschia seriata, b) Pseudo-nitzschia pungens et c)
Pseudo-nitzschia delicatissima (échelle = 10um). L’encadré montre un agrandissement de la

partie médiane de I’intérieur d’une valve (échelle = 1pum).
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[.2.2.2. Comptages par microscopie a inversion

La détermination de 1’abondance phytoplanctonique a été réalisée par microscopie inversée
selon la méthode Utermdhl (1958). Pour cela, un aliquote de I’échantillon (10 a 25 mL) est
mis a sédimenter (12-24h) dans une chambre de sédimentation puis analysé au microscope
inversé (Nikon TE-2000 ; grossissements X100, X200, X400 et X600). Chaque comptage
consiste en la détermination (i) de la population phytoplanctonique totale et (ii) des
assemblages spécifiques selon Hasle et al. (1997) et Paulmier et al. (1997). Plus de 400
cellules par échantillon ont été comptées, résultant en une erreur de comptage d’environ 10%
(Lund et al., 1958).

La taille de chaque cellule a ét¢ mesurée a 1’aide d’un micrométre oculaire gradué et d’un
systeme d’analyse d’image (caméra Nikon DS5M et logiciel d’analyse d’image Nikon NIS
Element). La forme de chaque cellule a été assimilée a des formes géométriques de volume
connu (Sun et al., 2003). Les biovolumes ainsi calculés (V en pm’.cell™) sont convertis en
biomasses carbonées selon les équations définies ci-aprés par Menden-Deuer et Lessard

(2000) :

Groupes phytoplanctoniques Log 10 (pgC.cell™)
Dinoflagellés -0,353 + 0,864 Log 10 (V)
Diatomées < 3000 pm’ 0,541 + 0,811 Log 10 (V)
Diatomées > 3000 pm’ -0,933 + 0,881 Log 10 (V)
Chlorophycées -1,026 + 1,088 Log 10 (V)
Chrysophycées -1,694 + 1,218 Log 10 (V)
Prasinophycées -0,545 + 0,886 Log 10 (V)
Prymnésiophycées -0,642 + 0,899 Log 10 (V)

Trois morphotypes majeurs de cellules de P. globosa ont été distingués lors des comptages
microscopiques au grossissement X600 et sur la base des observations au MEB (Tableau I-
2): (i) des cellules coloniales (4-7 um) présentes soit sous forme libre, soit en colonie
mucilagineuse (ii) des flagellés haploides (2-4 pm) et (ii) des flagellés diploides (4-7 um).

Pour I’estimation des biomasses des cellules de P. globosa, les facteurs de conversion
carbonés établis par Rousseau et al. (1990) ont été utilisés pour les cellules flagellées et
coloniales libres (10,8 et 14,15 pgC.cell’ respectivement). La biomasse des colonies a été
calculée a partir du nombre de cellules et du facteur de conversion de 89,5 pgC.cell™. 1I
correspond a la moyenne de deux facteurs établis par Van Rijssel et al. (1997). Les auteurs
estiment la biomasse carbonée des colonies par la somme des cellules coloniales et d’un taux

constant de mucus entourant les cellules.
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Tableau I-2 : Caractéristiques des différents stades de vie de Phaeocystis globosa identifiables par

microscopie optique (échelle sur les photos = Sum)

Type cellulaire Taille

Facteur de conversion
carboné (pgC.cell™)

Cellule coloniale libre

47 um 14,15+ 5,34
H (Rousseau et al., 1990)
Cellules coloniales Cellules en colonie
25-2000 pm 89,5
(taille des (moyenne de 15-122 ;
colonies) Van Rijssel et al., 1997)
2.4 um 10,8 + 3,47
H (Rousseau et al., 1990)
Cellules flagellées Flagellé diploide
47 um 10,8 £ 3,47

(Rousseau et al., 1990)
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Il Mise au point et application du cytometre en flux, CytoSense
.. Principe des mesures avec le cytométre en flux CytoSense

La cytométrie en flux est une technique développée pour I’analyse individuelle des particules
(cellules) en suspension dans un milieu liquide. Les particules en suspension doivent étre
séparées les unes des autres pour étre analysées individuellement. Pour cela, un flux laminaire
est crée au moyen de I’accélération d’un liquide porteur ou « gaine » autour de I’échantillon,
sans qu’il n’y ait d’échange entre les deux. Chaque particule ainsi individualisée, passe devant
un faisceau laser. Il en résulte une diffusion de lumic¢re accompagnée éventuellement d’une
émission de fluorescence suite a I’excitation d’un pigment photosynthétique ou d’un
marqueur fluorescent. L’instrument utilisé au cours de cette thése est un cytomeétre en flux
dédi¢ a I’analyse des cellules phytoplanctoniques (Dubelaar et al., 1999; Dubelaar et
Gerritzen, 2000). L’instrument effectue des analyses automatisées et est facilement
transportable par rapport aux instruments traditionnels. L’échantillon est alors prélevé en
milieu naturel sans subir les procédés de conservation et I’automatisation permet de réaliser

des analyses a haute fréquence.

lll.2. Caractéristiques techniques du CytoSense

L’instrument CytoSense Benchtop (CytoBuoy BV, Pays-Bas) se décompose en trois
compartiments : une composante fluidique, une composante optique et une composante

¢lectronique (Fig. 1-5).
l11.2.1. Le systéme fluidique

L’une des principales particularités du CytoSense par rapport aux cytometres en flux
classiques, réside dans la taille des particules qui peuvent étre prélevées. Un tube de diamétre
intérieur 800um est reli¢ a une pompe péristaltique qui amene 1’échantillon dans une chambre
appelée « injecteur » (Fig. 1-6). La vitesse de prélévement est controlable et varie entre 0,49 et
9,7uL.s™". Cette vitesse doit étre préalablement calibrée selon le type de particules & analyser
pour obtenir un comptage le plus précis possible (cf ci-aprés ; Dubelaar et al., 1999). Dans
I’injecteur, un liquide gaine est injecté a une vitesse supérieure a celle de 1’échantillon (2 m.s

"), garantissant la création d’un flux laminaire et une séparation des deux types de fluides.
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I
=

Unité
¢lectronique
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Figure I-5: Intérieur du CytoSense (vue de face, sans sa coque de protection). Une connection
informatique a 1’instrument se fait par port USB (en haut) pour le pilotage et le stockage des données.
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L’étirement de I’échantillon induit une séparation des particules qui circulent en file indienne
au travers d’une cuve en quartz d’l1 mm de diamétre ou a lieu ’analyse optique. Ainsi toute
particule pouvant entrer dans le tube de 800 pm peut passer a travers le systéme.

La nature du liquide gaine dépend de celle de 1’échantillon a analyser pour ne pas modifier
I’indice de réfraction. Dans le cadre de cette étude, il s’agit d’un mélange d’eau salée filtrée et
d’un décontaminant (Operion CB-10; 1%v/v). L’autre particularité de I’instrument est le
recyclage du liquide gaine (Fig. 1-6). A la sortie de la cuve de quartz, le liquide gaine et
I’échantillon se mélangent et passent a travers deux cartouches successives de filtres (Polycap
AS Nucleopore ; 0,45 um et 0,1 um), au travers desquels les particules de 1’échantillon sont
piégées. Une partie du filtrat est récupérée et réinjectée dans le circuit fluidique étant que

nouveau liquide gaine.

Sortie de
liquide

' Capsule de filtres

<_

Cuvette en
quartz
'Po.mpe d.u Circulation du Fai
liquide gaine liquide gaine —+— aisceat
I laser
e o Injecteur

Capsule de
filtres (0,1 pm)

Pompe

péristaltique

T Entrée de
Figure I-6 : Schéma du systéme fluidique. I"échantillon
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[11.2.2. Le systéme optique

Avant d’atteindre la chambre d’analyse en quartz, un faisceau laser de couleur bleue
(Coherent solid-state sapphire, 488 nm, 20mW) prend une forme aplatie, de longueur 300 um
et de largeur 5 um. Les particules pénétrant dans le faisceau laser, diffusent la lumiére et dans
le cas de phytoplancton, émettent de la fluorescence dont I’intensité et la longueur d’onde
d’émission dépendront du type de pigments photosynthétiques. Tout d’abord, dans la méme
direction que celle du faisceau laser, la diffusion vers I’avant (Forward Scatter ; FWS) est
détectée par une photodiode (positive intrinsic negative diode ; PIN). La diffusion a 90°
(Sideward Scatter ; SWS) et la fluorescence sont collectées orthogonalement a 1’aide de
photomultiplicateurs (PMT).

La photodiode est un composant semi-conducteur qui permet de transformer le signal
lumineux en courant électrique, elle est beaucoup moins sensible que le photomultiplicateur
(Fig. 1-7). Une autre partie de la lumiére diffusée est collectée par un miroir placé de 1’autre
coté de la cuvette, permettant son amplification. Un réseau holographique concave permet de
séparer les différentes longueurs d’onde (avec un pas de 33 nm) et le reste de la lumiére est
collecté par une fibre optique représentant le SWS. Les différents secteurs de lumiere sont
amplifiés dans un photomultiplicateur.

5 propriétés optiques sont alors détectées pour chaque particule :

e La diffusion vers I’avant ou aux petits angles (0-15°; FWS) permet de détecter la
taille de la particule.

e La diffusion a 90° ou aux grands angles (45-135°; SWS) révéle la structure interne et
externe des particules (forme et constituants cellulaires).

e La fluorescence rouge (668-734 nm ; FLR) est la principale bande d’émission de la
chlorophylle a.

e La fluorescence orange (601-668 nm ; FLO) permet de distinguer les particules
contenant des pigments accessoires tels que les phycobilines (phycocyanines)
contenus dans les cyanobactéries et les cryptophytes.

e La fluorescence jaune/verte (536-601 nm ; FLY) permet de distinguer les particules
contenant des phycoérythrines également contenues dans les cyanobactéries et les
cryptophytes. La fluorescence jaune est également typique de certains ciliés, de cystes
et parfois de cellules lysées (aprés ingestion par le zooplancton). Ce type de

fluorescence est utile pour le marquage artificiel des composants cellulaires (ADN).
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Figure I-7 : Schéma représentant les différents composants du systéme optique miniaturisé¢ (vue de
dessus) et la décomposition de la lumiére du laser aprés interception d’une particule (d’apres Thyssen,
2008).

L’instrument est également équipé de deux modules supplémentaires :

e Un module de détection de la courbure des particules (Curvature) consiste en un
polariseur disposé sur I'unit¢ FWS et permet de détecter les cellules a forme spiralée,
courbée et les colonies.

e Un set de petits détecteurs de faible sensibilité (Low sensitivity, LS) est prévu pour la
détection des grosses particules et un set de détecteurs plus gros est utilisé a haute
sensibilit¢ (High Sensitivity, HS) pour la détection de particules plus petites
(picoplancton). Ce module de détection HS du picoplancton ne comprend que les

détecteurs de SWS et de fluorescence FLR et FLY.

[11.2.3. Le systéme électronique

Chaque variable collectée est transmise vers un disque dur associ¢ placé au dessus de la
chambre optique (Fig. 1-5). Cette interface ¢lectronique convertit les signaux électriques bruts
en données numériques. Chaque disque dur peut contenir 64 kb de données (équivalent a

I’enregistrement d’une particule de 30 mm de long). La largeur du faisceau laser a 50% du
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maximum de son intensité est de 3 um ; on peut considérer que les particules plus larges que 6
um auront des informations valides sur leur organisation interne et leur forme. Contrairement
aux cytomeétres en flux conventionnels, le pulse obtenu n’est pas intégré, mais décomposé en
plusieurs données a une vitesse de 4 MHz (4 données par us, soit 1 donnée par 0,5 um)
lorsque la particule passe a travers le faisceau laser a une vitesse de 2 m.s™ (Fig. 1-8). Le flux
de photons émis par le passage d’une particule devant le laser est converti en impulsions

¢lectriques, a leur tour converties en signaux numériques stockés sur des disques durs.
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Figure 1-8 : Principe du scanning optique du Cytosense, lors du passage d’une particule devant le
faisceau laser. Le profil optique (optical scan) est composé d’un exemple de profil de lumiére diffusée
(ici le SWS en bleu) et d’un exemple de profil de fluorescence (ici FLR en rouge).

Le seuil de déclenchement de 1’enregistrement des signaux est fixé par I’opérateur en fonction
du type de particule recherché (cf ci-apres les paramétres d’acquisition). I1 s’agit d’éviter de
saturer la mémoire avec du bruit électronique et des particules parasites inertes. Pour cela, le
seuil requis est bas¢ sur des signaux qui ont le meilleur rapport signal/bruit. De méme, comme
la taille des particules est proportionnelle a son temps de passage devant le laser, il convient
de choisir une vitesse appropriée a la taille des particules a étudier. Par exemple, I’opérateur
choisira une vitesse faible pour 1’énumération des particules de petite taille. Une vitesse faible

permet de bien séparer les particules au moment de la création du flux laminaire, limitant
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ainsi les phénomenes de coincidence rencontrés lorsque les concentrations cellulaires sont
¢levées. Le controle des parametres de vitesse et de seuil de déclenchement se fait au moyen
d’un logiciel informatique CytoUSB® installé¢ dans un ordinateur externe, reli¢ au CytoSense
par port USB. Plusieurs modes d’opération de I’instrument sont possibles via le CytoUSB® :

automatique, interactif ou programmeé.

I11.3.  Analyses cytométriques

111.3.1. Calibration et entretien de routine
1.3.1.1. Calibration

Régulicrement, des billes fluorescentes et non fluorescentes de taille comprise entre 2 et 10
um et de concentration connue ont été ajoutées aux échantillons a analyser pour s’assurer que
les parametres de détection n’avaient pas dévié. Dans le cadre d’un stage de Master 2 sur
I’é¢tude de cellules picoplanctoniques a 1’aide du Cytosense (Ricquiers, 2008), une
détermination des limites de détection en fonction de la taille et de la concentration a été
réalisée. Cette étude a confirmé que les cellules pouvaient étre détectées jusqu’a une
concentration de 10.10° cell. L. Cependant, il a été décelé un manque de précision dans
I’estimation de la taille des particules < 5 um car leur taille se situe en dessous de la largeur

du faisceau laser, entrainant une surestimation de la taille de ces particules.

1.3.1.2. Entretien de I'appareil

Le Cytosense est construit pour nécessiter le moins de maintenance possible. L’aire de
filtration contenue dans les capsules de filtres du liquide gaine est de 5500 cm?, ce qui est
suffisant pour filtrer environ 3000 h d’échantillon (en usage normal, équivalent & une année
d’analyse). Cependant, certaines opérations de maintenance ont été effectuées régulierement
pour assurer la pérennité et le bon fonctionnement de I’appareil.

Au fur et a mesure des analyses, le liquide gaine se contamine et devient de plus en plus salé.
Des dépdts et des cristaux de sel peuvent alors encrasser les tuyaux. Par conséquent, une fois
par mois, le liquide gaine est entiérement remplacé. L’opération consiste en I’infiltration de 2

litres d’eau distillée en faisant fonctionner uniquement la pompe du liquide gaine. Ce nouveau
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liquide est resalé progressivement par passage normal, pendant une heure d’eau de mer filtrée
(0,2 um). Pendant cette opération, il est impératif de se débarrasser des bulles d’air s’étant
introduites dans I’injecteur.

Si nécessaire, la cuvette de quartz est également nettoyée a 1’aide d’une brosse (45 mm de
diamétre) imbibée d’alcool. Les tuyaux de silicone de la pompe péristaltique sont changés en
raison de I’affaiblissement de leur résistance dii au frottement des disques tournant et par
conséquent de la modification du diametre des tubes. Cette usure peut modifier de manicre
drastique le débit de pompage et il est impératif de les changer régulierement (Thyssen,
2008). Dans ce cas, un contrdle de débit est effectué par pesée d’échantillon avant et apres

analyse.

1.3.2. Protocole de mesure

Des échantillons d’eau de mer entre 50 et 100 mL ont été prélevés et placés a 4°C pour étre
analysés au CytoSense le plus rapidement possible au laboratoire ou a bord du bateau. Si les
échantillons ne peuvent pas €tre analysés au retour de mission, nous préconisons une fixation
a la glutaraldéhyde (0,1% v/v) et une conservation au surgélateur (-80°C). L autofluorescence

et I’intégrité des cellules sont conservées ainsi pour 3 semaines (Burkhard et al., 2008).

1.3.2.1. Acquisition

Le mode de fluorescence rouge a ¢été préférentiellement utilis€é pour les comptages
phytoplanctoniques avec le CytoSense. Ce mode permet de compter uniquement les particules
fluoresgant en rouge (donc, contenant de la chlorophylle a) passant devant le laser.
L’application d’un seuil de fluorescence peut s’avérer nécessaire lorsque 1’échantillon est
chargé en matiére autofluorescente (autre que phytoplanctonique). Dans ce cas, des seuils de
fluorescence rouge compris entre 50 et 100 mV ont été appliqués.
Deux types d’acquisition ont été réalisés en fonction de la taille et de la concentration des
particules :

1) Vitesse de pompe rapide (de 3,6 4 5,0 pL.s™") et détection a haute sensibilité pour

les grosses particules généralement faiblement concentrées.
2) Vitesse de pompe lente (de 0,8 4 1,2 pL.s™") et détection a faible sensibilité pour les

petites particules généralement plus concentrées que les grosses particules
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Pour chacune de ces acquisitions, 12000 a 15000 particules ont été enregistrées, résultant en

des analyses de 2 al15 min selon la concentration.

11.3.2.2. Cultures

46 especes de diatomées ont été isolées a partir du milieu et cultivées par Elsa Breton (IR-
ULCO). Les especes ont été cultivées en utilisant du milieu F/2 enrichi en Si (Guillard, 1975)
dans un incubateur entre 15 et 20°C avec un cycle jour/nuit de 12h : 12h. Neuf autres cultures
de groupes taxonomiques différents sont issues de la collection de Plymouth et une souche de
Phaeocystis globosa BCZ 99 a été fournie par le laboratoire d’Ecologie des Systémes

Aquatiques de I’Université Libre de Bruxelles.

lll.4. Traitement des données cytométriques

I11.4.1. Méthode de classification manuelle

Le logiciel Cytoclus® réalise une série de calculs mathématiques sur les profils optiques des
particules et permet de représenter ’ensemble des particules sur des graphiques appelés
cytogrammes. Il s’agit de graphiques de nuage de points dont les axes représentent deux
paramétres ¢lémentaires calculés sur les profils optiques.

Les formes des profils contiennent en elles mémes beaucoup d’informations, et il devient
alors difficile d’analyser une grande quantité de particules. Pour cette raison, un nombre de
paramétres appelés attributs ont été définis pour capturer les caractéristiques les plus
importantes des formes de pulses de particule. Le Cytoclus® permet ainsi de sélectionner

rapidement une série de particules avec des caractéristiques similaires.
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Les attributs calculés par le CytoClus® sont les suivants:

Longueur

WA\

Total

D>

Maximum

>

Moyenne

>

Inertie

<

Centre de gravité

>

Facteur de remplissage

>

<

3

D~
S.\zl
D

Nombre de cellules

=

TOF

La longueur est déterminée a partir du temps de passage de la
particule au travers du laser, corrigé d’un seuil de 13%
(déterminé a partir de considérations physiques du laser).

Le total est I'intégration du pulse, représentant 1’aire du signal.

Le maximum correspond a la valeur maximale détectée le
long de la particule.

La moyenne est égale a la somme des données divisée par le
nombre de données. La moyenne élimine I’effet de taille et de
la fluorescence totale.

L’inertie est définie comme le second moment de la forme du
pulse.

Le centre de gravité est calculé en divisant le premier moment
de la forme du pulse par le total.

Le facteur de remplissage donne une indication sur la solidité
de la forme du pulse.

L’asymétrie donne une indication sur la distribution du signal
le long de la particule.

Le nombre de cellules est calculé a partir d’un algorithme qui
identifie le nombre de pics le long de la particule.

Le TOF ou Time Of Flight correspond au temps de passage de
la particule devant le laser.
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Ces attributs sont calculés pour chaque signal, a 1’exception du TOF qui est identique pour
tous les signaux. Pour chaque analyse des données cytométriques, 14 cytogrammes sont
disponibles, prédéfinis par le Cytoclus®. De plus, I’opérateur peut définir lui-méme plus de
146 combinaisons de paramétres: [(9 attributs x 8 signaux) + 1 TOF] x 2. Chaque paramétre
peut étre utilisé seul ou en rapport.

Cependant pour une discrimination optimale de ces groupes, il faut représenter une multitude
de combinaisons graphiques, ce qui rend difficile I’interprétation. D’aprées le travail de Master
2 de Wacquet (2008), 4 attributs permettent d’interpréter facilement et de représenter
l'essentiel de I’information contenue dans le nuage de points. Il s’agit de la longueur, du

maximum, du total du signal ainsi que du nombre de cellules.

l11.4.2. Méthode de classification automatique

1.4.2.1. Présentation de la base de données cytométriques

Une base de données cytométriques a été réalisée par Xavier Mériaux (I.LE. ULCO) a ’aide du
logiciel PostgreSQL®. Elle permet de combiner différentes informations indépendamment de
I’échantillon par I’intermédiaire de classes (Fig. 1-9). La gestion et 1’utilisation des données
répertoriées dans cette base se fait via Python® et le module PyGreSQL® qui permet
d’interfacer entre Python et PostgreSQL.

Ce dispositif a été mis en place pour pouvoir stocker, gérer et échanger plus facilement les
informations du cytometre. Il a notamment été utilis€ dans 1’identification des classes de
cellules phytoplanctoniques a partir de cellules isolées en culture. Il permet de définir de
manicre plus robuste les limites des différentes classes a partir d’un nombre illimité
d’attributs. Le logiciel CytoClus® ne permet de définir les limites qu’a partir de deux
attributs, figurant les axes des cytogrammes. De plus, Python a permis de créer des
représentations artificielles de cellules isolées en culture et des les superposer aux particules

analysées en milieu naturel.
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Echantillon

ID_echantillon SERIAL PRIMARY KEY
nom_fichier wvarchar(50)
trigger_channel varchar(30)
measure_time integer 1:n

date date
trigger_level real
pomp_speed integer
campagne varchar(30)

Ligne

ID_ligne SERIAL PRIMARY KEY
ID_particule integer REFERENCES particule {ID_particule)
line_nb integer

FWS integer

SWS_LS integer
FL_YELLOW_LS integer
FL_ORANGE_LS integer
FL_RED_LS integer

SWS_HS integer
FL_YELLOW_HS integer
FL_RED_HS integer

curvature integer

1:1

Particule (40 attiibuts)

ID_particule SERIAL PRIMARY KEY
ID_echantillon integer REFERENCES echantillon {ID_ech)
longueur_FWS real
integrale_FWS real

hauteur _FWS real

nbpic_FWS integer

longueur _SWS_LS real
integrale_SWS_LS real

hauteur _SWS_LS real
nbpic_SWS_LS integer

longueur _FL_YVELLOW_LS real
integrale_FL_YELLOW_LS real
hauteur_FL_YELLOW_LS real
nbpic_FL_YELLOW_LS integer

1:1

longueur _FL_ORANGE_LS real
integrale_FL_ORAHGE_LS real
hauteur _FL_ORAHGE_LS real
nbpic_FL_ORANGE_LS integer
longueur_FL_RED_LS real
integrale_FL_RED_LS real
hauteur _FL_RED_LS real
nbpic_FL_RED_LS integer
longueur _SWS_HS real
integrale_SWS_HS real
hauteur _SWS_HS real
nbpic_SWS_HS integer
longueur _FL_YELLOW_HS real
integrale_FL_VELLOW_HS real
hauteur_FL_VELLOW_HS real
nbpic_FL_YELLOW_HS integer

longueur_FL_RED_HS real
integrale_FL_RED_HS real

h _FL_RED_HS real
nbpic_FL_RED_HS integer

longueur _curvature real
integrale_curvature real
hauteur _curvature real
nbpic_curvature integer
espece varchar(80)
qualite integer

Figure 1-9: Modélisation de la base de données grice au diagramme de classes. La classe
« échantillon » regroupe entre eux les enregistrements réalisés par échantillon. La classe « particule »
regroupe les attributs des signaux par particule. La classe « ligne » regroupe les données acquises le
long de chaque profil optique.

1.4.2.2 Présentation du dispositif de classification automatique

L’objectif a long terme de I’utilisation de la méthode cytométrique est d’automatiser
I’énumération et la reconnaissance des espéces phytoplanctoniques. Au cours de la présente
¢tude, les données cytométriques acquises en milieu naturel et en culture ont servi de base a
différents tests de classification mathématique, réalisés par le Laboratoire LASL',
Les principaux tests utilisés ont été développés dans le cadre de différents travaux:
0 Les méthodes basées sur les attributs ont été effectuées au cours du stage de Master
INS3I et de la these de doctorat ULCO de Guillaume Wacquet.

0 Les méthodes basées sur les profils cytométriques ont été réalisées par Emilie
Caillault (MC-ULCO) et Pierre Alexandre Hébert (MC-ULCO), sous la direction de
Denis Hamad (Pr-ULCO).

' Laboratoire d’Analyse des Systémes du Littoral de I’'Université du Littoral Cote-d’Opale, équipe EIA-
Extraction de I’Information et Apprentissage
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Ces méthodes ont principalement été testées en classification dite « supervisée ». Autrement
dit, elles ont nécessité I’application d’algorithmes définis a partir de profils optiques et
d’attributs issus d’especes isolées du milieu et mises en culture. Pour cela, une base
d’apprentissage constituée de 100 a 300 particules issues de 4 a 9 cultures a été élaborée.
Celle-ci a notamment été utilisée dans le cadre de I’apprentissage d’une méthode basée sur les
profils optiques. Il s’agit d’'une méthode d’appariement élastique (DTW ; Dynamic Time
Warping), développée a partir d’un algorithme de Sakoe et Chiba (1978). Cette méthode
repose sur des mesures de similarité entre les profils cytométriques (Fig. 1-10). Les résultats
préliminaires de cette approche ont fait 1’objet d’une valorisation sous la forme d’une
présentation orale lors du colloque international STIC et Environnement-Calais 2009 et d’un

article (Cf Annexe 2; Caillault et al., 2009).
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Figure 1-10: (A) Principe de la méthode d’appariement élastique et (B) schéma du systéme de
reconnaissance (d’apres Caillault et al., 2009).
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l1.5. Développements méthodologiques

[11.5.1. Comparaison des méthodes de comptage : cytométrie vs microscopie

Une comparaison entre les comptages réalisés au microscope inversé et les comptages réalisés
a ’aide du CytoSense présente une bonne corrélation, dont 80% de la variance serait
expliquée par ce modéle (Fig. 1.11). De manicre générale, on observe une sous-estimation des
comptages microscopiques par rapport aux comptages cytométriques pour de faibles
concentrations, et une surestimation pour de fortes concentrations. Ces différences
d’estimations sont en partie dues a la méthode de comptage par microscopie pour laquelle

seul un certain nombre de cellules est dénombré et non I’intégralité.

147

12 + R>=10,797
y=1,29 +0,50x

10

CytoSense (106 ceII.L'l)

A S | | | | |

0 2 4 6 8 10 12 14

Microscope (106 ceII.L'l)

Figure I-11 : Régression linéaire entre les comptages manuels réalisés au microscope inversé et les

comptages automatisés réalisés au CytoSense, en milieu naturel a la station cotiere R1 (n =31 ; R2 =
0,797 ; p <0,0001).

L’appareil présente une plus grande capacité de stockage de données que les modeles
antérieurs ou submersibles (i.e. 10 fois supérieure a celle du CytoSub utilisé par Thyssen
(2008)). De plus, I’instrument donne la possibilité de paramétrer le seuil de détection du canal
déclencheur (e.g. Fluorescence, FWS et SWS) qui initie le départ/fin du « Time of Flight »

d’une particule a travers le systéme. Cette fonction est particuliérement efficace pour pallier a
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I’acquisition d’événements non souhaités (bruits électroniques et bulles d’air) remplissant la
mémoire avant qu’un volume suffisant d’échantillon ne soit analysé.

Cependant, les niveaux de détection proposés par le constructeur et le volume de mémoire
restent limités pour la détection d’événements rares tels que les grosses particules. Une
comparaison entre une acquisition cytométrique sans seuil de détection appliqué et une
acquisition avec seuil n’a pas révélé de différence significative dans le comptage des grosses
cellules (Wilcoxon-Mann-Whitney ; n =21 ; p > 0,05).

Le nombre moyen de cellules > 20 um par comptage était de 233 + 307 cellules, résultant en
un coefficient de variance de Poisson (CVp = 100/vn ; n = nombre de particules comptées) de
10,1 = 5,6 %. En comparaison, le nombre moyen de cellules < 20 um par comptage était de
7172 + 3986 cellules, résultant en un CVp de 1,5 + 1,3 %. Le comptage des grosses cellules
reste insuffisant sachant que I’erreur moyenne admise pour une estimation correcte de la

concentration est de 3% (Thyssen et al., 2008).

[11.5.2. Caractéristiques cytométriques des cellules isolées en culture

Les profils optiques de certaines especes isolées a partir du milieu et cultivées sont présentés
en Annexe 3.

La Figure 1-12 représente des cytogrammes créés a partir du logiciel post GresQL regroupant
des signaux acquis dans quelques unes de ces cultures. Elle illustre la difficulté de discriminer
les différentes especes les unes des autres. Certaines especes apparaissent clairement séparées
sur certains cytogrammes, telles que les cellules de Phaeocystis globosa et de Rhodomonas
sp. (Fig. 1-12A et B). Elles se distinguent principalement au niveau de leurs propriétés de
fluorescence, comme figurées sur les cytogrammes par les rapports FLR/FLY. En effet, elles
appartiennent a des groupes taxonomiques différents (Prymnesiophyceae et Cryptophyceae,
respectivement) et possédent des cortéges pigmentaires spécifiques. De méme, les cellules
libres de Phaeocystis globosa apparaissent bien séparées des colonies. Les colonies sont
considérées par le cytometre en flux comme des entités a part entiére et par conséquent, se
distinguent des cellules libres par leur taille.

En revanche, cette méthode de classification permet difficilement d’individualiser les especes
de diatomées et ce en dépit de leur grande diversité de forme. Cependant, il est possible de
différencier trois groupes d’especes de diatomées différentes sur la base de leur contenu

pigmentaire (groupes 1,2 et 3 ; Fig. 1-12C et D) :
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1.

3.

Un groupe (1) se caractérise par des niveaux de fluorescence faibles, a la fois de
fluorescence rouge et de fluorescence jaune résultant en un rapport FLR/FLY faible.
Il se compose principalement d’espéces de Nitzschiaceae telles que Pseudo-nitzschia,
Nitzschia ou Cylindrotheca et de Leptocylindrus minimus.

Un autre groupe (2) se caractérise par des niveaux de fluorescence élevés, a la fois de
fluorescence rouge et de fluorescence jaune résultant en un rapport FLR/FLY faible.
Il est composé des espéces solitaires de grande taille telles que des especes des genres
Coscinodiscus et Odontella.

Un dernier groupe (3) se caractérise par des niveaux de fluorescence rouge plus
¢levés que ceux de fluorescence jaune résultant en un fort rapport FLR/FLY. Il se
compose entre autre des espéces des genres Chaetoceros, Thalassiosira et

Rhizosolenia, de Asterionellopsis glacialis et Skeletonema costatum.
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Figure I-12 : Cytogrammes de deux échantillons artificiels composés d’un mélange de cellules provenant de cultures monospécifiques. (A et B) espéces de
groupes taxonomiques différents (Lauderia annulata = Diatomées ; Amphidinium carterae = Dinoflagellés ; Rhodomonas sp. = Cryptophyceae ; Phaeocystis
globosa = Prymnesiophyceae ; Porphyridinium purpureum = Rhodophyceae; Dunaliella tertiolecta = Chlorophyceae). (C et D) espéces de diatomées. Les
cercles en pointillés représentent trois classes d’espéces de diatomées (1, 2 et 3).
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Une étude mathématique a été conduite sur les attributs de 9 espéces de ces cultures, en
utilisant des méthodes de classification plus robustes (e.g. K-means d’aprés Wacquet (2008)
et Spectral Clustering d’aprés Wacquet com. pers.). Les résultats de ces méthodes mettent en
¢vidence une confusion de 40% dans la reconnaissance des espéces (Fig. 1-13). Cela signifie
que beaucoup de confusions sont possibles sur la base des attributs des signaux. Par exemple
(Fig. 1-13), les cellules de Thalassiosira rotula peuvent étre confondues a 16% avec celles de
Lauderia annulata ; ou encore les cellules de Amphidinium carterae peuvent étre confondues

a 65% avec celles de Emiliania huxleyi et de Phaeocystis globosa.

WEKA 3.5.7 - Clustering -

Schema : Cluster - SimpleRMeans

Options : Classes to clusters evaluation : Classe
Number of clusters : O

Relation : donnees

Instances : 2700

=== Nombre d’'itératicns : 11 ===
Répartition des Instances
0 145 (T%)
1 319 (12%)
2 275 (L0%)
3 133 [3%)
4 237 (9%)
3 29¢ (11%)
= 300 (11%)
7 851 [3Z2%)
8 134 [3%)

=== Matrice de Confusion ===

o 1 2 3 4 5 6 7 8 <-- assignées au cluster
o 0 o o o o 0 300 0 | Amphidinium carterae
176 42 a5 o o o 0 o 17 ] Cﬁaetoceroé:socialis
) 0 4 0 ) 7 0 288 1 | Emiliania bhuxleyi
3 165 0 133 39 0 0 0 0 | Lauderia;gunulata
o o 16 o o 282 o 1 1 | Leptocylindrus minimus
o 0 o o o o 300 o o | Odontellq_sinéﬁsis
2 0 2 o o 1 0 262 33 | Phaeocystis globosa
14 10 188 o o & 0 0 82 | Skeletonema costatum
o 102 o 0 198 o o o o | Tbalassiosi?q_rotuia
Cluster 0 <-- Chastocercs sccialis
Cluster 1 <—- Lauderia_anzulata
Cluster Z <-- Skeletonema costatum
Cluster 3 <-- No class
Cluster 4 <-— Thalassiosira rotula
Cluster S <—— Leptocylindrus minimus
Cluster 6 <—-- Cdontella_sizeﬁais
Cluster 7 <-- Bmphidinium carteras
Cluster 8 <-— Phasocystis glcbosa
Instances incorrectement classifiées : 1058.0

Figure I-13 : Résultats de la méthode de classification K-means, issus de Wacquet (2008) et réalisés
sur des données acquises dans 9 cultures.
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IV.  Traitement statistique et analyse des données
IV.1. Analyses graphiques

IV.1.1. Boites de dispersion

Une représentation graphique au moyen de diagramme Box-plot (ou boites de dispersion de
Tukey, 1977) permet de résumer la variabilité d’un jeu de données (Fig. 1-14). Elle apporte
une bonne représentation de la valeur centrale et de la dispersion de la distribution des
données. Une boite de dispersion représente le minimum, le 1% quartile (25%), la médiane
(50%), le 3™ quartile (75%) et le maximum. Les valeurs a chaque extrémité de la boite
définissent 1’intervalle interquartile et correspond a 50% de la distribution des données. Les
valeurs fronticres de part et d’autre des limites supérieure et inférieure de la boite de
dispersion sont calculées a partir de ’intervalle interquartile (1,5 x intervalle interquartile).
Les valeurs extrémes ou outliers sont figurées au-dela des valeurs frontiéres par un trait
horizontal. Des diagrammes de box-plots ont été utilisés pour intégrer les données

hydrobiologiques a 1’échelle saisonniere (Chapitre II).

«—outlier (valeur exceptionnellement
. faible ou forte pour le mols, par
rapport & la série analysée)

1.5%

T —— +—quantile 75%
Intervalle

interquartile (a)| | +médiane

T —ruantile 25%

\segmem reliant la boite
3 la derniére valeur comprise
dans l'intervalle 1,5 a

1.5%

Figure I-14 : Représentation schématique d’une boite de dispersion ou Box-plot.

IV.1.2. Courbe des sommes cumulées

Les tendances des séries chronologiques (Chapitre II) ont été appréhendées avec la méthode
des « Sommes Cumulées » ou «tendance locale ». Il s’agit d’une méthode graphique
développée par Ibanez et al. (1993) permettant de détecter les changements de tendance d’une

série de données. Cette méthode consiste dans un premier temps a soustraire de la série une
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valeur de référence (ici la moyenne) et de cumuler dans un second temps les résidus. Les
changements de tendances dans la série peuvent étre identifiés a partir de la courbe cumulée
obtenue. Les ruptures de pente de la courbe correspondent a des discontinuités dans
I’évolution temporelle du parametre. Les pentes positives indiquent que les valeurs
successives sont supérieures a la moyenne de la série tandis que les pentes négatives

correspondent a des valeurs inférieures.
IV.1.2. Modéle de lissage

Les données météorologiques présentées au Chapitre IV ont été lissées avec la procédure
loess d’ordre 1 du logiciel SigmaPlot (2001 ; 7.0) pour générer des séries sans variations
journaliéres. Une procédure Loess d’ordre 1 a été utilisée pour contre-balancer les valeurs

extrémes mais également couvrir d’éventuelles périodes de valeurs manquantes.

IV.2. Analyses univariées

IV.2.1. Analyse de la biodiversité

Les espéces phytoplanctoniques les plus caractéristiques ont été définies a 1’aide de 1’Indice
d’Importance Relative (IIR) développé par Pinkas et al. (1971). L’IIR permet de révéler des
espeéces qui ne sont pas obligatoirement caractéristiques par leur abondance mais également
par leur biomasse et leur persistance.

Cet indice est défini en fonction des fréquences relatives (%) en abondance (N) et en
biomasse (B) ainsi que de la fréquence d’occurrence (FO) de la maniére suivante :

IIR = (N% + B%) x FO%

L’analyse de la biodiversité a été réalisée au moyen de trois indices complémentaires pour
définir la complexité des assemblages phytoplanctoniques.
(D) L’indice de Shannon-Wiener (H”) (Shannon et Weaver, 1949) :

S

H'= —Z fixlog, fi,
i=1
ou fi est la fréquence de I’espéce i.

2) Le nombre d’especes (S)
3) Les diagrammes rang-fréquence (DRF) ont été construits pour décrire certains

¢chantillons (Frontier, 1976). Ils donnent une représentation globale plus détaillée
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qu’une simple valeur numérique. Les espéces sont ordonnées par abondance
décroissante le long de 1’axe x et par fréquence relative le long de I’axe y. Pour
améliorer la discrimination des DRF, les deux axes sont représentés en échelle log10.
Les DRF montrent le gradient écologique qui lie la communauté pionni¢re a 1’état
d’équilibre final. Les stades ont été empiriquement définis par rapport a la tendance
des courbes DRF. Dans les cas extrémes, la courbe de tendance a été analysée
mathématiquement en utilisant un modéle polynomial de second ordre. Les
diagrammes rang-fréquence ont été interprétés comme décrit par Frontier (1976) :

° Au cours du stade 1 (commencement de la succession), la courbe est
concave a D’extrémité gauche, indiquant qu’un petit nombre d’espéces
domine.

o Au cours du stade 2 (maturit¢ de la communauté), la courbe est
entierement convexe et représente une diversité maximale.

. Au cours du stade 3 (fin de la succession), la courbe devient relativement

droite due a I’abondance décroissante des espéces les plus abondantes.

IV.2.2. Régression linéaire simple

La méthode de régression linéaire a été¢ appliquée pour comparer deux méthodes d’analyse
(Chapitre IV). L’objectif de cette méthode est de décrire le lien linéaire entre une variable
contrdlée (ou dépendante) et une variable de réponse (ou indépendante). L’équation de la droite
s’ajustant le mieux est calculée et le coefficient de corrélation R? fournit une mesure d’intensité

de lien entre les deux variables.

IV.3. Analyses multivariées

IV.3.1. Analyses factorielles

Des analyses factorielles de correspondances (AFC) ont été appliquées aux données
d’abondance des principales especes phytoplanctoniques (Chapitres I et II) et ont été réalisées
a l’aide du logiciel XLSTAT (7.5.3). L’AFC permet de décrire de maniére synthétique un
tableau de contingence composé des individus en lignes (espéces) et des objets en colonnes
(échantillons). Le principe de cette méthode est de résumer les variations des individus et des

objets au moyen d’un nombre plus faible de variables, appelés facteurs. Ces facteurs sont
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calculés a partir de la distance (distance du y?) des variables originales. Cette distance
constitue la différence entre la distribution observée (tableau de contingence) et une

distribution théorique (hypothése d’indépendance).

IV.3.2. Analyse des redondances

Les variations dans la composition en espéces phytoplanctoniques en relation avec les
parametres environnementaux ont €té analysées en détails par une analyse de redondance
(Analyse Canonique de Redondance ; ACR). L’ACR est une méthode d’ordination comme
I’analyse en composantes principales (ACP) mais correspond a une forme contrainte. Elle
permet de relier directement les données phytoplanctoniques contenues dans un tableau de
contingence aux variables environnementales en contraignant 1’ordination des espéces au
moyen d’une régression multiple (Ter Braak, 1986). L’ACR trouve les axes d’ordination des
nuages de points qui sont les plus fortement linéairement reliés a I’ensemble des variables
explicatives. Une analyse préliminaire des correspondances détendues a révélé que la
longueur de gradient pour les premiers axes était inférieure a 3 unités d’écart-type, indiquant
une prédominance de réponse non-unimodale. L’analyse a été réalisée au moyen du logiciel
CANOCO (4.5 ; Ter Braak et Smilauer, 1998). Les analyses de permutation de Monte Carlo
ont été utilisées pour tester la significativité de la contribution de chaque variable a chaque
axe. Les données d’abondances phytoplanctoniques ont été préalablement transformées en log
(x + 1) pour réduire I’influence des especes les plus abondantes et les especes rares ont été

allégées pour réduire leur effet.

IV.3.3. Matrice de corrélation de Spearman

Afin de déterminer de manicre fine les covariations entre les especes phytoplanctoniques avec
les parametres environnementaux, une matrice de corrélation a été calculée pour les données
relatives aux Chapitres III et IV au moyen du logiciel XLSTAT (7.5.3). Le coefficient non
paramétrique de Spearman (p) a été choisi. L’application de ce coefficient ne demande pas de

conditions de normalité préalable (Legendre et Legendre, 1998).
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CHAPITRE Il

Variabilité a long terme (1992-2007)
des communautés phytoplanctoniques en Manche orientale

Introduction

Le compartiment phytoplanctonique est un indicateur de la dynamique des masses d’eau
coticres, de part sa tres large diversité, ses taux de croissance variables et une réponse rapide a
la présence de nutriments, au broutage par le zooplancton, aux conditions de luminosité, de
température, de turbulence et aux polluants (Cloern, 2001). Il constitue donc un des
parametres biologiques retenus pour la classification de 1’état écologique des masses d’eau
dans la mise en ceuvre de la Directive Cadre sur I’Eau (DCE, 2000).

La variabilité naturelle du phytoplancton est dirigée principalement par le climat qui influence
la température, la luminosité, le vent et les précipitations. Ces événements naturels
déterminent 1I’environnement physico-chimique (température, salinité, lumiére, nutriments) du
phytoplancton. Cependant la dynamique des blooms phytoplanctoniques en zone coticre est
issue de sources additionnelles de variabilité. En plus des changements issus des conditions
naturelles, les modifications potentielles des conditions nutritives en relation avec les activités
humaines gouvernent les changements observés des communautés phytoplanctoniques.
L’eutrophisation d’un milieu correspond a un état d’enrichissement a un point tel qu’il
entraine des effets nuisibles sur I’écosysteme et les activités humaines (Ménesguen et al.,
2001). L’augmentation de la biomasse algale et les changements de composition en espéces
phytoplanctoniques ont été attribués a 1’eutrophisation, dans de nombreux milieux cotiers a
travers le monde (Smayda, 1990 ; Vollenweider, 1992 ; Smayda, 2004). Le role de
I’eutrophisation a été également avéré dans la production de substances allélopathiques® par
certaines especes (Granéli et al., 2008). Parmi les especes proliférant massivement, les blooms
de la Prymnésiophycée, Phaeocystis constituent un phénoméne remarquable, annuellement
enregistré depuis 1974 en Mer du Nord, le long des cotes eutrophisées de la Belgique, des
Pays-Bas et de I’ Allemagne et depuis 1992 en Manche orientale, le long des cdtes francaises

(Bulletins SRN de I’Ifremer au site de Boulogne-sur-Mer). Les concentrations des nutriments

3% Emission de substances antagonistes ou toxiques dans le milieu ambiant par des végétaux (morts ou vivants) et
empéchant l'implantation ou le développement d'autres espéces.
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phosphates et nitrates contrdleraient largement le développement de la biomasse dans les
régions tempérées (Lancelot et Mathot, 1987 ; Verity et al., 1988 ; Veldhuis et al., 1991).

De nombreux programmes d’observation et de surveillance réalisés en zone cdtiere du Nord
de I’Europe, ont déja permis d’observer des changements au sein des communautés
phytoplanctoniques sur de longues périodes (Philippart et al., 2000 ; Cadée et Hegeman,
2002 ; Breton et al., 2006 ; Gieskes et al., 2007 ; Gomez et Souissi, 2008 ; Baretta-Becker et
al., 2009). De telles études ont été encouragées par la mise en place de la DCE.

En Manche orientale, des programmes de surveillance (SRN°' de I’Ifremer et de 1’ Agence de
’Eau et REPHY? de I’Ifremer) et d’observation (SOMLIT> de I'INSU) ont été mis en place
au cours des années 90. En particulier, le Suivi Régional des Nutriments (SRN) posséde une
importante base d’observations le long des cdtes francaises entre la Manche orientale et la
Baie Sud de la Mer du Nord depuis 1992, permettant d’évaluer 1’impact des apports
continentaux en nutriments sur [’écosystéme et leurs conséquences sur les processus
d’eutrophisation. Le SRN fait actuellement I’objet d’une valorisation (Lefebvre et al., en
préparation), dont sont extraits dans le cadre de cette étude, les résultats relatifs a la station
cotiere du site de Boulogne-sur-Mer (SRN1). Cette station a été choisie en raison de sa
proximité avec la station échantillonnée®® au cours du travail de thése.

Dans ce chapitre, 1’objectif est de dresser un état des lieux des communautés
phytoplanctoniques présentes dans la zone d’étude et d’étudier leur dynamique a long terme.
Dans un premier temps, nous caractériserons les variations saisonnicres globales des
conditions nutritives et des communautés phytoplanctoniques. Dans ce contexte, il sera
possible de cibler les périodes caractéristiques d’un fonctionnement particulier (période de
forte production de biomasse phytoplanctonique par exemple). Dans un second temps, nous
¢tudierons les tendances sur plusieurs années de la composition des communautés

phytoplanctoniques et nous définirons les relations possibles avec les apports en sels nutritifs.

3! Suivi Régional des Nutriments

32 Réseau de surveillance du PHYtoplancton et des phytotoxines

33 Service d’Observation en Milieu LITtoral

3* La station cotiére R1 du site d’Ambleteuse est distante de 6 km de la station cotiére SRN1 du site de
Boulogne-sur-Mer (Cf Chapitre I ; § 1.2.).
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I. Evolution saisonniere des conditions chimiques et biologiques

I.1. Sels nutritifs

Le cycle saisonnier des concentrations en sels nutritifs a ét¢ mis en évidence en regroupant
par mois les données récoltées sur I’ensemble de la période 1992-2007, a la station cotiere du
site de Boulogne-sur-Mer (Fig. 11.1). Les concentrations saisonniéres maximales en sels
nutritifs étaient observées au cours de I’hiver, entre janvier et février avec 1’essentiel des
concentrations comprises entre 17 et 26 pmol.L" pour 1’azote inorganique dissous® (DIN ;
Fig. 11.1-A), entre 4 et 11 umol.L™" pour les silicates (Fig. 11.1-B) et entre 0,7 et 1,4 pmol.L™
pour les phosphates (Fig. I11.1-C). Les concentrations en silicates et en phosphates étaient
rapidement épuisées au cours du mois de mars et atteignaient des valeurs minimales, voire
proches de la limite de détection dés le mois d’avril (Fig. 11.1-B et C). En revanche, la
diminution des concentrations en DIN avait lieu progressivement entre mars et mai (Fig. 11.1-
A). Les stocks de phosphates et de silicates commengaient a se reconstituer dés les mois de
juin et de juillet, respectivement tandis que la reconstitution des stocks de DIN avait lieu
plutdt a partir du mois d’aoft.

Concernant les limitations potentielles en sels nutritifs (Fig. 11.2), la majorité des échantillons
collectés au cours de la période d’étude sont caractérisés par des rapports molaires Si: N et
Si: P inférieurs aux rapports de Redfield (Si: N < 1 et Si: P < 16; Redfield et al., 1963 ;
Brezinski et al., 1985). Cela indique que la silice était le principal élément pouvant limiter la
croissance phytoplanctonique a la station cétiere du site de Boulogne-sur-Mer durant la
période d’étude. En revanche, les rapports molaires N : P ¢taient généralement supérieurs au
rapport de Redfield (16 : 1) au cours de I’hiver et inférieurs au cours de 1’ét¢ (Alain Lefebvre,
com. pers.). Il en résultait une limitation potentielle de la croissance phytoplanctonique (i) par

le phosphore d’octobre a avril et (ii) par I’azote de mai a septembre.

3% L azote inorganique dissous correspond dans ce chapitre, 4 la totalité des concentrations en nitrate, en nitrite et
en ammonium et sera intitulé DIN (Dissolved Inorganic Nitrogen).
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Figure II.1: Boites de dispersion représentant les données mensuelles des concentrations en sels
nutritifs (umol.L™") & la station cotiére du site de Boulogne-sur-Mer : (A) DIN (nitrate + nitrite +
ammonium) ; (B) silicate et (C) phosphate. Résultats issus de Lefebvre et al. (en préparation).
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Figure I1.2 : Rapports stoechiométriques Si:N:P des échantillons collectés entre 1992 et 2007 a la
station cotiére du site de Boulogne-sur-Mer (n = 224). Dans chaque aire délimitée par les rapports de
Redfield et al. (1963) et de Brzezinski (1985) (Si:N:P = 16:16:1), les nutriments potentiellement
limitant sont reportés par ordre décroissant de limitation. Résultats issus de Lefebvre et al. (en
préparation).

1.2. Chlorophylle a

Le cycle annuel de la concentration en chlorophylle a (Chl a) est représenté en Fig. 11.3, sous
forme de boites de dispersion des données regroupées par mois, toutes années confondues.
Les concentrations ¢étaient typiques des régions cotieres tempérées avec de faibles
concentrations observées d’octobre a février (< 5 pg.L™), atteignant des concentrations plus
¢levées entre mars et juillet. Les concentrations maximales de Chl a étaient généralement
observées en avril. L’essentiel de la dispersion®® de ces concentrations se situait entre 4 et 16
ng. L avec une valeur médiane de 10 pg. L™ et les concentrations pouvaient atteindre jusqu’a
30 pg.L™'. Une seconde élévation des concentrations en Chl a pouvait étre observée en

septembre mais n’excédait pas 10 pg.L™".

3811 s’agit de I’écart interquartile (EIQ = Q3 — Q1), correspondant a 50% des effectifs situés dans la partie
centrale de la distribution. L’EIQ est symbolis¢ par la boite de dispersion.
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Figure 11.3 : Boites de dispersion des concentrations en chlorophylle a. Données regroupées par mois
toutes années confondues (1992-2007) et acquises a la station cotiére de Boulogne-sur-Mer. Résultats
issus de Lefebvre et al. (en préparation).

[I. Evolution interannuelle des conditions chimiques et biologiques

I.1. Sels nutritifs

Les concentrations annuelles maximales atteintes en hiver au cours de la période 1992-2007,
s’étendaient de 19 4 47 pmol.L™' pour le DIN, de 3,3 a 19 umol.L™" pour les silicates et de 0,6
a 3,1 pmol.L™" pour les phosphates. Des concentrations en DIN relativement élevées (> 40
umol. L") ont été observées au cours des hivers 1993/94 et 2001/02 (Fig. 11.4-A).
D’importants stocks de silicates (> 15 umol.L™") ont été également observés au cours de
I’hiver 1993/94 ainsi qu’au cours des hivers 2002/03, 2005/06 et 2006/07 (Fig. 11.4-B). Pour
les phosphates, des concentrations élevées (~3 pmol.L™") n’ont été relevées qu’au cours de
I’hiver 1992/93 (Fig. 11.4-C). Les autres valeurs maximales étaient proches de 1,5 pmol.L™.
Par conséquent, les rapports stoechiométriques N :P, Si :P et Si :N (données non représentées)
enregistrés en hiver étaient fréquemment plus importants depuis 2000.

D’aprés Dl’analyse de la courbe de somme cumulée, les concentrations de DIN se
caractérisaient par plusieurs tendances (Fig. 11.4-A) : (i) les concentrations en DIN ont été
proches de la valeur moyenne de 1992 a 1998, (ii) puis réguliérement supérieures a la
moyenne de la série de 1998 a 2002, se traduisant par une courbe de somme cumulée de pente
positive et enfin (iii) régulierement inférieures a la moyenne depuis 2002, caractérisées par
une courbe de pente négative. Les concentrations en silicate se sont caractérisées par une

diminution suivie d’une augmentation, comme I’attestent les deux tendances principales de la
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courbe de somme cumulée (Fig. 11.4-B) : (i) une tendance négative entre 1992 et 2001 suivie
(i1) d’une tendance positive de 2001 jusqu’en 2007. Les concentrations en phosphate ont
diminué au cours de la période 1992-2007 (Fig. 11.4-C), se caractérisant par une courbe de

somme cumulée a pente négative depuis les années 2000.
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Figure I1.4 : Evolution temporelle des concentrations en sels nutritifs (umol.L™") a la station cotiére du
site de Boulogne-sur-Mer entre 1992 et 2007: (A) DIN ; (B) silicate et (C) phosphate. La somme
cumulée est représentée en trait épais. Résultats issus de Lefebvre et al. (en préparation).
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I.2.  Chlorophylle a

Sur la base des concentrations en Chl a maximales rencontrées au printemps, les années
individuelles pouvaient étre séparées en deux catégories (Fig. 11.5). Le premier groupe
comprenait les années 1994-1995 et 1998-2007 dont les concentrations maximales se situaient
entre 14 et 30 pg.L”'. Des concentrations particuliérement élevées (> 20 pg.L™") ont été
observées au cours des années 1994, 2000 et 2003. Le second groupe était constitué¢ des
années 1992-1993 et 1996-1997 avec des concentrations maximales plus faibles, allant de 3 a
S gL

Cependant, deux tendances principales de la courbe de sommes cumulées ont été observées
(Fig. 11.5): (i) une tendance négative observée de 1992 a 1998 indiquait que les
concentrations en Chl a étaient réguli¢rement inférieures a la moyenne, (ii) puis la tendance
positive observée de 1998 a 2007 indiquait des concentrations en Chl a réguliérement

supérieures a la moyenne.
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Figure I1.5 : Evolution temporelle de la concentration en chlorophylle a (ug.L™") a la station cotiére de
Boulogne-sur-Mer de 1992 a 2007. La courbe de somme cumulée est représentée en trait épais.
Résultats issus de Lefebvre et al. (en préparation).
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[ll. Structure des communautés phytoplanctoniques

.. Composition des communautés phytoplanctoniques

Un total de 112 espéces phytoplanctoniques, appartenant a 9 groupes taxonomiques différents,
a ¢été collecté au cours de la période 1992-2007, au site de Boulogne-sur-Mer :
Bacillariophytes,  Prymnesiophycées,  Dinophytes,  Chlorophycées, = Chrysophycées,
Cryptophytes, Dictyochophycées, Raphidophycées et Prasinophycées. Le groupe
taxonomique le plus représent¢ en nombre d’espéces a ¢été celui des diatomées
(Bacillariophytes ; 97 espéces).

Le calcul de I’indice d’importance relative (Importance Relative Index ; IRI) a permis de
sélectionner 32 especes, en tenant compte de leur contribution a I’abondance et a la biomasse
totales ainsi que de leur fréquence d’occurrence (Tableau I1.1). L espéce présentant I’indice
le plus élevé a été la Prymnesiophycée Phaeocystis globosa dont I’abondance et la biomasse
moyennes représentaient 2,5.10° cell. L™ et 222 ugC.L™', respectivement sur 1’ensemble de la
période 1992-2007.

D’autres espéces, appartenant au groupe des diatomées, ont contribué majoritairement a
I’abondance totale. Toutefois, I’abondance moyenne des espéces a été beaucoup moins
importante que celle de P. globosa (moyenne maximale de 0,4. 10° cell.L'; Tableau Il .1). Il
s’agissait principalement d’espéces coloniales de petite taille (< 50um) telles que Chaetoceros
socialis, Chaetoceros sp., Pseudo-nitzschia delicatissima et Leptocylindrus sp. (abondance
moyenne : 60-340.10° cell.L™"). D’autres espéces ont fortement contribué a la biomasse totale
avec néanmoins des contributions par espece inférieures a celle de P.globosa (moyenne
maximale de 69,6 ugC.L™"; Tableau 11.1). Ces espéces étaient généralement solitaires et de
grande taille (> 50 pm), telles que Guinardia flaccida et Coscinodiscus wailesii (biomasse
moyenne : 30-70 pgC.L™"). Enfin, d’autres espéces ont été particuliérement présentes tout au
long de la période 1992-2007, telles que Guinardia delicatula, Rhaphoneis amphiceros,
Paralia sulcata, Rhizosolenia imbricata et Chaetoceros sp. (fréquence d’occurrence > 60%).
Rhaphoneis amphiceros et Paralia sulcata sont des espéces tychopélagiques, se retrouvant
dans la colonne d’eau apres remise en suspension. D’autres groupes étaient représentés par
des especes dominantes, tels que les Dinophytes (dinoflagellés), les Cryptophytes et les
Chrysophycées. En particulier, le dinoflagellé du genre Gymnodinium sp. a été caractérisé par
un IRI élevé dii 4 une importante contribution en terme de biomasse (20 pgC.L™") et de

fréquence d’occurrence (47%).
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Tableau II.1: Liste des taxons indicateurs déterminées par I’Indice d’Importance Relative (IRI >
10%), avec leur abondance moyenne (10° cell.L™"), leur biomasse moyenne (ugC.L™") et leur fréquence
d’occurrence (%) au cours de la période 1992-2007.

. Indice Abondance  Biomasse Fréquence

Taxons Code Taille d'Importance moyenne moyenne  d'occurrence

MM) " Relative (%) (10°cell L)  (ugC.L™) (%)
Prymnesiophyceae
Phaeocystis globosa Phae 5 3102,8 2482.5 2222 29,5
Cryptophyta
Plagioselmis prolonga Cryp 7 29,0 24,4 0,9 32,5
Dinophyta
Gymnodinium sp. Gymn 25 219,5 49 16,6 47,0
Prorocentrum micans Pror 10,1 1,4 2,1 27,4
Chrysophyceae
Dictyocha speculum Dict 30 15,4 3,6 11,4 15,0
Bacillariophyta
Asterionellopsis glacialis Agla 30 43,1 18,4 2,9 35,9
Cerataulina pelagica Cera 40 91,9 26,6 12,9 30,8
Chaetoceros curvisetus Ccur 20 103,4 47,7 5,4 37,2
Chaetoceros socialis Csoc 10 91,7 336,2 21,6 14,5
Chaetoceros sp. Chae 10 210,3 62,7 0,4 59,0
Coscinodiscus wailesii Cosc 150 181,6 1,4 31,5 31,6
Cylindrotheca closterium Cyli 100 10,5 4,4 0,1 46,2
Ditylum brightwellii Dity 130 44,1 4,7 3,8 41,5
Eucampia zodiacus Euca 40 18,6 13,1 2,5 26,5
Guinardia delicatula Gdel 40 4713 458 7,2 75,2
Guinardia flaccida Gfla 100 6113 7,2 69,6 38,9
Guinardia striata Gstr 140 286,0 41,5 12,4 51,3
Lauderia annulata Laud 40 130,0 32,9 23,3 28,2
Leptocylindrus sp. Lept 30 35,2 65,3 1,4 22,6
Melosira nummuloides Melo 70 33,3 8,6 13,7 19,7
Odontella sinensis Osin 100 17,0 2,9 21,9 11,5
Paralia sulcata Para 15 74,5 15,5 0,9 61,5
Pseudo-nitzschia delicatissima Pdel 40 52,4 74,3 0,6 26,9
Pseudo-nitzschia seriata Pser 75 67,3 41,4 1,8 37,2
Pseudo-nitzschia sp. Psnz 100 20,1 16,2 0,6 32,9
Rhaphoneis amphiceros Rhap 50 151,8 32 4,5 72,6
Rhizosolenia imbricata Rimb 350 340,9 26,0 12,9 59,0
Rhizosolenia setigera Rset 150 24,7 8,2 1,4 39,7
Skeletonema costatum Skel 20 47,6 30,7 1,0 37,2
Thalassionema nitzschioides Thaa 15 51,7 21,1 0,7 46,6
Thalassiosira rotula Trot 50 115,7 16,6 11,3 38,0
Thalassiosira sp. Thal 15 35,5 7,0 0,9 55,1
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I1.2.  Variations et succession saisonniéres

Au cours de la période 1992-2007, les valeurs d’abondance du phytoplancton ont varié¢ de 700

cellL' a plus de 29.10° cell. L. En accord avec les concentrations en Chl a (Fig. 11.4), les

valeurs d’abondance les plus ¢élevées (hormis quelques maxima estivaux) ont été enregistrées

au printemps, entre mars et juin. L’espéce Phaeocystis globosa a ¢été fréquemment

responsable des fortes abondances entre mars et mai, avec des valeurs maximales (> 1.10°

cell.L™") souvent atteintes en avril (Fig. 11.6-A). Les fortes concentrations en Chl a du mois de

juin ont été principalement dues a I’abondance des diatomées (Fig. 11.6-B). Les abondances

de diatomées ont été souvent maximales au cours du mois de juin mais sont demeurées

d’intensité plus modérée que celles de P. globosa (0,1-1.10° cell.L™"). Contrairement a P.

globosa qui se développe rarement en dehors du printemps, les diatomées ont été présentes

tout au long de 1’année et leur période productive s’étend de février a octobre.
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Figure 11.6 : Boites de dispersion des valeurs d’abondance (10° cell.L™") (A) des diatomées et (B) de
Phaeocystis globosa. Données regroupées par mois toutes années confondues (1992-2007) et acquises

a la station cotiere de Boulogne-sur-Mer.
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Chapitre II : Variabilité a long terme (1992-2007)

La succession saisonniére des communautés phytoplanctoniques a été examinée plus en
détails a 1’aide d’une analyse multivariée. La Fig. 11.7 montre les trois premiers axes d’une
analyse factorielle réalisée sur les abondances moyennes par mois des especes
phytoplanctoniques dominantes (Tableau 11.1). Ces trois axes expliquent 80% de la variance
totale (le quatriéme axe ne décrit que 8%).

Le plan d’ordination F1-F2 révele une dispersion des observations dite en « fer a cheval »
(Fig. 11.7-A). Cette forme parabolique de la dispersion est liée a un effet de fortes
contributions d’espece le long des deux axes. L’axe F1 (42% de la variance totale) oppose trés
fortement deux espéces Chaetoceros socialis (Csoc ; 59% de la variance de I’axe F1) et
Phaeocystis globosa (Phae ; 27%). Chaetoceros socialis est caractéristique du mois d’aofit,
tandis que Phaeocystis globosa domine les mois de janvier a mai et de septembre (Fig. 11.7-
C).

L’axe F2 (24% de la variance totale) est également caractérisé par Chaetoceros socialis
(Csoc ; 23% de la variance de I’axe F2) mais également par Chaetoceros curvisetus (Ccur ;
17%) et des Cryptophytes (Cryp ; 10%). La majorité des especes sont répertoriées dans la
partie négative de 1’axe F2 et sont représentatives des mois d’été¢ et d’automne-hiver.
Cependant, les espéces les plus représentatives de cette période ne contribuent que faiblement
a I’axe F2. Par exemple, Odontella sinensis (Osin) a été 1’espéce principalement rencontrée au
mois de novembre mais n’a contribué¢ qu’a 1,3% de la variance de 1’axe F2, en raison de sa
faible abondance (< 0,01.10° cell.L™" ; Tableau 11.1).

Le plan d’ordination F1-F3 met en évidence une dispersion des observations en trois groupes
distincts (Fig. 11.7-B). L’axe F3 (13 % de la variance totale) est caractérisé par Paralia
sulcata, Leptocylindrus sp. et les Cryptophytes (16, 14 et 11% de contribution respective).

L’axe F3 sépare alors les mois d’automne-hiver des mois de printemps-été (Fig. 11.7-D).
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Figure I1.7 : Résultats de ’analyse factorielle des correspondances réalisée sur les abondances moyennes des espéces phytoplanctoniques principales (voir
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observations (B) et des variables (D) dans le plan défini par les axes F1 et F3.
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L’AFC met en évidence la succession saisonniére de trois assemblages phytoplanctoniques :

L’assemblage (A) est caractéristique des mois de septembre a février. Il est composé
essentiellement de diatomées avec (i) des espéces de grande taille (> 100 um) telles
que Ditylum brightwellii, Odontella sinensis et Coscinodiscus wailesii ; (ii) des
espéces tychopélagiques telles que Rhaphoneis amphiceros, Paralia sulcata et (iii) des
especes de petite taille (< 100 um) telles que Skeletonema costatum, Asterionellopsis
glacialis, Thalassionema nitzschoides, Thalassiosira spp. Cet assemblage comprend
¢galement des espéces de flagellés tels que Dictyocha speculum, des Cryptophytes et
des dinoflagellés (Gymnodinium sp. et Prorocentrum sp.).

L’assemblage (B) est présent des mois de mars a mai et est composé de Phaeocystis
globosa et des espéces de diatomées Lauderia annulata et Pseudo-nitzschia
delicatissima.

L’assemblage (C) est représentatif des mois de juin a aoit. Il est constitué d’espéces
de diatomées des genres Chaetoceros (Chaetoceros socialis et C. curvisetus), Pseudo-
nitzschia (Pseudo-nitzschia sp. et P. seriata), Guinardia (Guinardia delicatula, G.
striata et G. flaccida) et de genre associé (Rhizosolenia imbricata et R. setigera) ainsi

que de Eucampia zodiacus, Cerataulina pelagica et Leptocylindrus sp.
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Figure I1.8 : Evolution temporelle de 1’abondance (10°.cell.L™") de (A) Phaeocystis globosa et des (B)
diatomées a la station cotiere de Boulogne-sur-Mer de 1992 a 2007.
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I11.3. Variations et succession interannuelles

Depuis 1998, les abondances de Phaeocystis globosa ont été particuliérement élevées (>
10.10° cell,LL; Fig. 11.8-A) mais elles sont caractérisées par une forte variabilité
interannuelle. Les plus fortes abondances de diatomées (> 1.10° cell.L™") ont été observées en
début de période (1992-1994) et en fin de période (2001-2007 ; Fig. 11.8-B).

En terme de contribution a I’abondance phytoplanctonique totale, une succession marquée de
dominance entre Phaeocystis globosa et les diatomées a eu lieu au cours des années 1990
(Fig. 11-9): (i) les années 1992 et 1993 ont été caractérisées par une forte contribution de
Phaeocystis globosa (> 60%), (ii) la période 1994-1997 a été dominée par les abondances de
diatomées et (iii) la période 1998-2002 a été de nouveau caractérisée par la dominance de
Phaeocystis globosa. En revanche, la période 2003-2007 n’a pas présenté de dominance
particuliére et a été marquée par une forte alternance interannuelle entre P. globosa et les
diatomées. Au cours de cette méme période, une plus forte contribution de Cryptophytes a été
observée, principalement depuis 2005.

Il faut noter que les plus fortes contributions de dinoflagellés ont été relevées au cours des

années dominées par les diatomées.
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Figure 11.9: Contributions des abondances moyennes annuelles des principaux groupes
phylogénétiques a I’abondance du phytoplancton total: Prymnésiophycées, dinoflagellés, diatomées et
Cryptophytes. Résultats issus de Lefebvre et al. (en préparation).
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Figure I1.10 : Résultats de deux analyses factorielles des correspondances réalisées sur les abondances annuelles moyennes des espéces phytoplanctoniques
principales (voir Tableau 1.1 pour les codes des espéces). Projections des observations (A) et des variables (B) dans le plan défini par les axes F1 et F2,
correspondant & I’AFC réalisée avec toutes les espéces. Projections des observations (C) et des variables (D) dans le plan défini par les axes F1 et F2,

correspondant a I’AFC réalisée sans Phaeocystis globosa.
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Afin d’étudier I’évolution interannuelle de la composition, une analyse factorielle a été
réalisée a partir des moyennes annuelles des espeéces dominantes (Fig. 11.10-A et B). Le plan
des deux premiers axes de ’AFC décrit 50% de I’inertie totale. La majorité des especes est
répartie dans la partie positive du premier axe (27% de la variance totale) qui oppose tres
fortement Phaeocystis globosa (16%) a Chaetoceros socialis (36%). Il est donc probable que
I’axe F1 représente un gradient de dominance de Phaeocystis globosa. En effet, on retrouve
les années a forte contribution de Phaeocystis globosa (Cf I11.3.) du coté négatif de I’axe F1.
Il est intéressant de constater que Phaeocystis globosa et Pseudo-nitzschia delicatissima
appartenant au méme assemblage saisonnier se retrouvent séparées le long de 1’axe F1. L axe
F2 (23% de la variance totale) est structuré par 1’opposition des diatomées Chaetoceros
socialis (29%) et Lauderia annulata (21%), caractérisant les années 1997 et 1995, années a
forte contribution de diatomées (Cf II1.3.).

Une seconde analyse factorielle a été réalisée a posteriori en éliminant Phaeocystis globosa
(Fig. 11.10-C et D). En effet, les trés fortes abondances de cette espéce masquent les
tendances des autres composantes de la communauté. Les résultats de cette nouvelle analyse
mettent en évidence une plus forte contribution de certaines espéces se développant
préférentiellement en été au cours d’années particuliéres. : Chaetoceros socialis proche de
2007 (61% de la variance de 1’axe F1) et Cerataulina pelagica proche de 2005 (75% de la
variance de 1’axe F2). (Fig. 11.10-C et 11.10-D).
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Discussion

Les concentrations en sels nutritifs et en chlorophylle a enregistrées au site de Boulogne-sur-
Mer, peuvent atteindre des valeurs proches de celles de sites eutrophisés tels que la zone
cotiere de la Baie Sud de la Mer du Nord (Lancelot et Billen, 1984 ; Rousseau et al., 2002 ;
Tungaraza et al., 2003 ; Stelfox-Widdicombe et al, 2004). Cependant, le site de Boulogne-sur-
Mer apparait comme étant le moins riche au niveau nutritif et le moins productif en terme de
biomasse phytoplanctonique en comparaison avec d’autres sites de la zone cotiere francaise
entre la Manche Orientale et la Mer du Nord (sites SRN de la Baie de Somme et de
Dunkerque, Lefebvre et al., en préparation).

Les concentrations en sels nutritifs augmentent généralement le long des cotes a 1’issue du
mélange avec des eaux douces riches en sels nutritifs. En Mer du Nord, la zone coétiere
constitue la source principale en sels nutritifs, cependant 1’Océan Atlantique peut également
contribuer significativement aux apports en sels nutritifs (van Beusekom et Diel-Christiansen,
2009). Les concentrations en sels nutritifs régulierement observées a Boulogne-sur-Mer se
situent entre les valeurs observées en zone cotiere de la Mer du Nord et celles de 1’Océan
Atlantique. La zone cétiére de la Manche orientale apparait comme un systéme intermédiaire,
alimenté a la fois par le flux entrant d’eau provenant de 1’Océan Atlantique et par les apports
d’eau douce d’effluents importants (e.g. Seine et Somme).

Le cycle saisonnier des sels nutritifs et de la biomasse phytoplanctonique est caractéristique
des milieux cdtiers tempérés peu profonds et mélangés comme la Baie de Morlaix (Wafar et
al, 1983) ou I’estuaire de 1’Oosterschelde aux Pays-Bas (Vegter et De-Visscher, 1987). La
consommation des stocks hivernaux de nitrates correspond au maximum de biomasse
phytoplanctonique (Gentilhomme et Lizon, 1998), tandis que la consommation des
phosphates et des silicates serait antérieure (Fig. 11.1). En relation avec les rapports de
Redfield et al. (1963) et de Brzezinski (1985), le site de Boulogne-sur-Mer apparait
principalement potenticllement limité en silice (Fig. 11.2). Au printemps, une limitation
potentielle par le phosphate est mise en évidence. Les mois d’été sont généralement
caractérisés par de faibles rapports N : P indiquant une limitation potentielle de la croissance
phytoplanctonique par 1’azote (Pingree et al., 1977 ; Jordan et Joint, 1998).

Sur les 112 espéces répertoriées sur I’ensemble des 16 années d’échantillonnage, 32 espéces
sont répertoriées comme dominantes en termes d’abondance, de biomasse et d’occurrence
(Tableau 11.1), toutes les autres espéces étant occasionnelles ou rares. Ces espéces

dominantes sont majoritairement néritiques et appartiennent essentiellement au groupe des
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diatomées. Elles ont déja été répertoriées depuis un bon nombre d’années en zone cotiere de
la Manche orientale (Hédin-Bougard, 1980) ainsi que dans la Baie Sud de la Mer du Nord
(Drebes, 1974). Certaines especes sont tychopélagiques (Paralia sulcata, Rhaphoneis
amphiceros) et sont indicatrices de la remise en suspension fréquente des espéces benthiques.
Le bloom printanier a principalement lieu de mars a juillet (Fig. 11.3) et correspond au
développement de Phaeocystis globosa et des diatomées (Fig. 11.6). Les dinoflagellés se
développent préférentiellement en été.. Les résultats de 1’analyse factorielle réalisée a
I’échelle saisonniére (Fig. 11.7) mettent en évidence la succession de trois assemblages. Le
premier assemblage est composé d’un mélange d’especes de diatomées tychopélagiques (i.e.
Paralia sulcata), de diatomées de grande taille (i.e. Odontella sinensis) et de diatomées de
petite taille (i.e. Thalassiosira spp.) et est présent en automne et en hiver. Le second
assemblage correspond a Phaeocystis globosa accompagnée de la diatomée pennée de petite
taille Pseudo-nitzschia delicatissima et apparait au printemps. Le troisiéme assemblage
dominé par des espéces de grande taille des genres Rhizosolenia, Guinardia et des espéces des
genres Pseudo-nitzschia et de Chaetoceros. sont présentes au cours de 1’été.

La plus forte influence sur les successions saisonnicres phytoplanctonique est exercée par la
disponibilité en sels nutritifs (Estrada et al., 1988). En particulier, la disponibilité en silice est
reconnue pour influencer la succession des assemblages de diatomées (Del Amo et al., 1997 ;
Rousseau et al., 2002). D’aprés Schapira et al. (2008), les blooms de Phaeocystis globosa
induisent d’importants changements dans la structure des communautés phytoplanctoniques.
L’épuisement des nitrates consécutif au bloom de P. globosa (Brunet et al., 1992;
Gentilhomme et Lizon, 1998) favoriserait en particulier le développement d’espéces de petite

taille telles que les espéces de Pseudo-nitzschia et de Chaetoceros.

Les résultats issus de la série de données du réseau de surveillance SRN révelent des
changements importants dans la biomasse (estimée a partir des concentrations en Chl a) et la
composition phytoplanctonique. Deux périodes se distinguent par I’occurrence de blooms de
forte biomasse : 1994-1995 et 1998-2007 <¢taient caractérisées par des concentrations
maximales en Chlorophylle a comprises entre 14 et 30 pg.L™" (Fig. 11.5). En dehors de ces
périodes, la biomasse des blooms était considérablement réduite et n’excédait pas 10 pg.L™
de Chl a.

Les blooms enregistrés au cours de la période 1992-1997 étaient essentiellement dominés par
des especes de diatomées, tandis que Phaeocystis globosa était réguliérement responsable des
blooms observés au cours de la période 1998-2002 (Fig. 11.9). A partir de 2003, les blooms
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¢taient alternativement dominés par P. globosa et les diatomées. Au cours de cette étude a
long terme, a I’issue de la fréquence d’échantillonnage utilisée, les blooms de Phaeocystis
globosa n’ont pas constitué un phénoméne récurrent chaque année. Il s’agirait de
proliférations ponctuelles dont la fréquence semble avoir augmenté depuis la fin des années
90 (Fig. 11.8-A). L’analyse factorielle réalisée a 1’échelle interannuelle (Fig. 11.10) met en
évidence depuis la fin des années 90, des blooms d’espéces exceptionnelles telles que
Cerataulina pelagica en 2005 et Chaetoceros socialis en 2007. Cette période est également
caractérisée par une augmentation de 1’abondance d’especes potentiellement toxiques telles
que Pseudo-nitzschia seriata et Gymnodinium sp.

Les sels nutritifs sont pré-requis pour le développement d’une forte biomasse
phytoplanctonique. L’occurence des blooms coincide avec des concentrations hivernales
relativement élevées en DIN et en silicates (Fig. 11.4-A et B). Dans la zone d’étude, Gomez et
Souissi (2008) ont fait état d’un lien entre I’intensité de 1’eutrophisation et la fréquence des
blooms. Les auteurs ont également observé une diminution progressive de l’intensité des
blooms entre 1998 a 2005. Or les concentrations en Chl a enregistrées dans cette étude ont
présenté une tendance a l’augmentation a partir de 1998 (Fig. I1.5). Ces observations
soulignent (i) le caractére local de la variabilité de la biomasse phytoplanctonique et (ii)
I’importance de la stratégie d’échantillonnage, nécessitant non seulement un resserrement du
pas d’échantillonnage au cours de I’année mais également un suivi a plus long terme.

Ce changement de régime coincide avec une augmentation progressive des rapports
stoechiométriques de sels nutritifs (e.g. N :P :Si) liée principalement a la diminution des
concentrations en phosphates. En particulier, les fortes concentrations de Phaeocystis globosa
coincident avec une augmentation des rapports N : P (> 16). La relation entre I’intensité¢ du
bloom et les stocks hivernaux de nitrates est relativement connue (Lancelot et Mathot, 1987 ;
Breton et al., 2000). Cependant, Phaeocystis globosa posséde un avantage compétitif lorsque
les conditions sont limitées en phosphore. Phaeocystis est capable de se développer sur des
substrats riches en phosphore organique grace a la production d’enzymes phosphatases
alcalines (Veldhuis et Admiraal, 1987).

La limitation en ressource altére 1’échelle des taux métaboliques, résultant en une diminution
de la taille des cellules phytoplanctoniques (Finkel, 2001 ; Finkel et al., 2004). La limitation
en sels nutritifs provoque ainsi une modification importante dans la structure de taille des
communautés évoluant vers la dominance de petites formes comme les flagellés (stratege
«1» selon Margalef, 1978 ; ou «C» selon Reynolds et Smayda, 1998; Smayda et Reynolds,

2001) pour lesquelles un rapport surface/volume élevé, facilite I’absorption et 1’assimilation
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des sels nutritifs et réduit le temps de développement (Kiorboe, 1995 ; Agawin et al.,1998).
De plus, les diatomées le plus souvent estivales des genres Guinardia, Rhizosolenia et
Pseudo-nitzschia sont faiblement silicifiées (Rousseau et al., 2002) et présentent un rapport
surface/volume ¢élevé en raison de leur forme allongée. Ces especes apparaissent
particulierement adaptées a de faibles concentrations en silicates et des forts blooms ont déja
¢té rapportés en particulier sous des conditions limitantes en silice (Del Amo et al., 1997 ;
Fehling et al., 2004).

Des changements drastiques dans la structure des communautés phytoplanctoniques ont été
observés en zone coticre allemande, a la fin des années 70 et 80 (Philippart et al., 2000). Ces
périodes coincidaient avec des changements dans les concentrations absolues et relatives en
nitrates et en phosphates. D’apreés Tyrrell (1999), les nitrates constitueraient des nutriments
limitant de proximité (proximate limiting nutrient ; PLN) déterminant la croissance immédiate
du phytoplancton, tandis que les phosphates seraient des nutriments limitant ultimes (ultimate
limiting nutrient ; ULN) dont le taux d’apport forcerait la productivité totale du systéme sur le
long terme.

En conséquence, les sels nutritifs sont souvent considérés comme le facteur clé contrélant la
succession phytoplanctonique et le succés des especes (Rees et al., 1999). Cependant le statut
nutritif n’est pas un facteur suffisant pour expliquer le changement de dominance au cours du
bloom printanier. Le développement de Phaeocystis globosa requiert une augmentation de la
stratification et de la lumicre (Peperzak, 1993 ; Peperzak et al., 1998). Dans les zones coticres
peu profondes du Nord de I’Europe, la croissance phytoplanctonique est contrdlée par une co-
limitation entre la lumiére et les sels nutritifs (Loebl et al., 2009). Dans de nombreux sites, la
limitation par la lumiere excéderait méme celle des sels nutritifs (Colijn et Cadée, 2003) et
influencerait significativement la phénologie’ des blooms phytoplanctoniques (Iriarte et
Purdie, 2004). La disponibilité en lumiére et en sels nutritifs dans la colonne d’eau dépend
directement des conditions hydrodynamiques et des changements climatiques. Drinkwater et
al. (2003), la NAO influencerait la variabilit¢é interannuelle du phytoplancton par
I’intermédiaire des conditions hydrodynamiques (mélange/stratification). Dans la zone
d’étude, I’importance du forcage climatique relatif & I’oscillation de la NAO sur la
composition phytoplanctonique a déja ét¢ démontré (Irigoien et al., 2000 ; Seuront et Souissi,
2002). Depuis les années 80, I’indice NAO hivernal est dans une phase positive caractérisée

par des températures plus élevées. Cette augmentation de température stimule directement le

37 La phénologie est I’étude de 1’apparition d’événements périodiques (annuels le plus souvent) dans le monde
vivant, déterminée par les variations saisonnieres du climat.
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développement des flagellés et aussi indirectement, en augmentant la stratification de la
colonne d’eau en ét¢ (Edwards et Richardson, 2004). Ceci expliquerait en particulier le succes
des especes estivales au cours des dernieres années du suivi. Cependant ’indice NAO révele
une importante variabilité interannuelle caractérisée par de brusques changements comme

observés au cours des hivers 95-96 et 00-01.

La dynamique des blooms phytoplanctoniques en zone cdtiere est soumise a des sources
variées de variabilité. L’environnement nutritif du phytoplancton en zone cdti¢re est modifié a
la fois quantitativement et qualitativement par les sources anthropiques de nutriments apportés
par I'intermédiaire des rivieres et/ou des dépdts anthropiques (e.g. Lancelot et al., 1991 ;
Paerl, 1995). Cette altération constitue le principal facteur de contrdle apres les changements
naturels (Cadée, 1986 ; Hickel, 1998 ; Breton et al., 2006). Cependant, la distinction entre les
effets des variations induites par I’homme, de ceux attribués a la variation naturelle est
difficile d’acces (Colijn, 1998 ; Breton et al., 2006). Le changement observé dans le cadre de
cette ¢tude a la fin des années 90, soulignerait 1’existence d’un cycle décennal de la
composition phytoplanctonique (Philippart el al., 2000), concomitant au changement de
biomasse controlé par le for¢age hydroclimatique (Edwards et al., 2001). Deux changements
majeurs dans la tendance de 1’abondance du phytoplancton et du zooplancton sont connus en
Mer du Nord et en Océan Atlantique a la fin des années 70 et 80 (Edwards et al., 2002 ; Reid,
2005). Ils coincident avec deux événements extrémes concernant les facteurs hydro-
climatiques. A la fin des années 70 et au début des années 80, la Mer du Nord a été
caractérisée par un flux entrant de I’ Atlantique réduit, diminuant la salinité et la température
et produisant une période de conditions boréales. A la fin des années 80, une augmentation du
flux entrant d’eau chaude et plus salée a influencé la Mer du Nord. Van Beusekom et Diel-
Christiansen (2009) ont mis en évidence que ces changements étaient observés dans de
nombreuses séries de données biologique et physico-chimiques en Mer du Nord. Weijerman
et al. (2005) ont également souligné 1’existence d’un troisieme changement hydroclimatique
possible a la fin des années 1990. La série de 15 ans de données présentée ici peut paraitre
insuffisante pour appréhender une cyclicit¢ dans les séries temporelles du phytoplancton.
Cependant, les résultats de cette étude mettent en évidence la récurrence d’un schéma de
succession a différentes échelles temporelles. Les cycles peuvent intervenir a différentes
échelles temporelles au sein de données phytoplanctoniques (Smayda, 1998) et la continuité
de cette série permettra de vérifier la récurrence des changements observés a cette échelle

d’observation. Dans le cadre de cette étude, 1’analyse de la variabilité interannuelle des
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blooms phytoplanctoniques n’a pas été¢ approfondie en raison d’un manque de résolution mis
en ¢évidence au cours de certaines années (conditions météorologiques ayant empéché le
maintien du rythme bi-mensuel a mensuel surtout au printemps). Il serait alors intéressant
d’analyser plus finement la variabilité des communautés phytoplanctoniques au cours de leur

période productive en adoptant une stratégie d’analyse resserrant la fréquence de prélévement.
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CHAPITRE Il

Succession saisonniére des communautés phytoplanctoniques, au cours du

printemps, en zone cétiere de la Manche orientale

Introduction

Le suivi régulier des communautés phytoplanctoniques en Manche orientale a démarré dans
les années 1990 avec la mise en place de réseaux de surveillance opérés par I’Ifremer (SRN et
REPHY; Cf Chapitre II) et d’observation (SOMLIT-INSU). L’analyse des données hydro-
biologiques disponibles dans le cadre du réseau SRN a notamment démontré une importante
variabilité spatiale, saisonnieére et pluriannuelle (Cf Chapitre II et Lefebvre et al., en
préparation.) et a confirmé certains résultats de travaux effectués antérieurement sur le site
(Seuront et Souissi, 2002 ; Gomez et Souissi, 2008) ou en Mer du Nord (Breton et al., 2006).
Une des observations majeures de ce travail souligne I’importance de la fréquence
d’échantillonnage pour la caractérisation de la variabilité a I’échelle interannuelle. En effet,
pour certaines communautés phytoplanctoniques, les taux de croissance peuvent Etre
supérieurs a la journée comme Phaeocystis globosa (Veldhuis et al., 2005) et les échelles
d’observation actuelles des réseaux de surveillance et d’observation (mensuelle a bi-
hebdomadaire) ne permettent pas de rendre compte de cette variabilité (Dubelaar et al., 2004).
De plus, les mécanismes forcant cette variabilité sont encore mal connus.

Comme évoqué dans le Chapitre II, les blooms d’algues potentiellement toxiques et nuisibles
(e.g. Pseudo-nitzschia seriata, Gymnodinium sp., Phaeocystis globosa) sont de plus en plus
récurrents depuis cette derniere décennie et nécessitent l’identification des causes des
changements observés afin de prédire les tendances futures. Les for¢ages météorologiques
influencent la variabilité interannuelle des communautés phytoplanctoniques, en particulier
sur le site d’étude (Irigoien et al., 2000 ; Seuront et Souissi, 2002 ; Gomez et Souissi, 2008).
Dans les eaux coticres peu profondes et mélangées, I’impact des facteurs météorologiques
s’opere sur les conditions de lumiére et nutritives qui constituent les principaux parametres

régulant la croissance phytoplanctonique (Cloern, 1999 ; Colijn et Cadée, 2003).
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Comprendre la dynamique globale d’un compartiment biologique passe par I’étude de la
variabilité temporelle a des échelles d’observations plus pertinentes. Pour étudier plus
précisément la structure et la dynamique des communautés phytoplanctoniques au cours des
blooms printaniers en Manche Orientale, des échantillons ont été collectés en surface au
niveau d’une station cotiere localisée au large d’Ambleteuse (point R1 ; Cf Chapitre I § 1.2.),
sur une base hebdomadaire a journaliére, au cours des printemps 2005, 2006 et 2007. Cette
station est représentative de la masse d’eau cotiere (Lamy, 2006) intégrant I’ensemble des
apports fluviatiles (e.g. Somme, Authie, Canche, Liane et Wimereux) et dérivant vers le
détroit du Pas-de-Calais (Brylinski et al., 1991).

Notre objectif principal est de décrire la variabilit¢ temporelle des communautés
phytoplanctoniques au cours du bloom printanier, en relation avec les conditions physico-
chimiques. Le travail s’inscrit au cours de trois années consécutives, dans le but de
comprendre le déterminisme de ces changements et permettre d’éclairer les différences
observées a I’échelle interannuelle a court (trois ans) et long terme (plus de 10 ans, Cf.
Chapitre II). Cette problématique s’articulera en trois phases: (i) la caractérisation de la
variabilité¢ des communautés phytoplanctoniques et du contexte environnemental au cours du
printemps, (ii) la détermination des facteurs responsables des blooms observés et (iii) la

structure écologique des communautés phytoplanctoniques rencontrées au printemps.
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| . Contexte environnemental

I.1. Conditions météorologiques et hydrographiques

Les températures atmosphériques moyennes mensuelles observées entre janvier et mars ont
¢été caractéristiques des conditions hivernales (Tableau I11.1; 4-8°C en moyenne). Une
augmentation significative des températures (+3-4°C) a été observée au cours du mois d’avril
et s’est poursuivie progressivement jusqu’en €té. L’année 2006 a été remarquable par rapport
aux autres années en raison (i) de températures hivernales moyennes plus froides (4°C) et (ii)
de températures estivales moyennes plus chaudes (20°C) (Tableau I111.1).

Les vents influencent significativement la masse d’eau cotiére selon leur direction et leur
vitesse. Ainsi il est reconnu que les vents de secteur Nord-Est augmentent 1’influence
continentale sur la masse d’eau en Manche orientale, tandis que ceux de secteur Sud-Ouest
augmentent le flux entrant des eaux Atlantiques dans le Détroit du Pas-de-Calais (Pingree et
Griffiths, 1980 ; Salomon et Breton, 1991). Le régime des vents a montré une importante
variabilité interannuelle au cours de la période d’échantillonnage (Tableau I11.1). En 2006, le
printemps a été majoritairement sous la dominance de vents de nord-est a I’exception des
mois d’avril et de mai. A I’inverse, I’année 2007 s’est caractérisée par une dominance de
vents de secteurs sud et ouest a I’exception des mois de février et d’avril, sous dominance de
vents de nord-est. En revanche, le printemps 2005 a été marqué par une alternance de périodes
dominées par les vents de nord-est (février et juin-juillet) et de périodes dominées par les
vents de sud-ouest (janvier et mars-mai).

Les précipitations se sont réparties tout au long de la période considérée sans présenter
d’évolution particuli¢re (Tableau I11.1). En terme de bilan hydrique, le printemps 2006 a été
le plus pluvieux (319 mm), contrairement au printemps 2005 (135 mm). Les mois les plus
humides ont été¢ mai 2006 et juillet 2007. Aucune relation claire entre le régime de vent et les
précipitations n’a pu étre mis en évidence.

La Somme est I’un des principaux fleuves alimentant la masse d’eau cdtiere de la Manche
orientale (Loquet et al. 2000). Au cours du printemps, I’évolution du débit de la Somme
consistait en une dynamique saisonniére classique avec des débits maximaux enregistrés entre
les mois de février et d’avril, suivis d’une diminution progressive jusqu’en été (Tableau
I11.1). Les débits de la Somme les plus forts enregistrés en avril 2005 (29,4 + 1,6 m’.s™) et en
mai 2006 (30,4 + 2,0 m’.s™), ont été cependant plus faibles que les débits maximaux

enregistrés en 2007.
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Tableau III.1 : Paramétres hydrodynamiques et météorologiques. Moyennes mensuelles des débits de la Somme et de la Liane (m’.s™), de la température de
I’air (°C), des précipitations (mm) et des rapports mensuels des vents sur le site d’Ambleteuse en 2005, 2006 et 2007. (Données issues de I’Agence de I’Eau
Artois-Picardie et de Météo France).

Débit Somme Débit Liane  Température air  Précipitations

Période (mgls_l) (m3.s'1) °C) (mm) (N+E):(S+W)

2005
Janvier 27.8+1,2 24+0,8 T3 16 0,7
Février 29,0+ 2,1 25+14 4+3 6 5,5
Mars 283+1,1 2,0+1,2 T+4 12 1,0
Avril 294+ 1,6 2,1+1,8 10+3 36 0,9
Mai 26,8+ 1,6 1,3+£0,5 12+3 22 0,6
Juin 223+18 0,8+0,2 16 + 4 9 1,7
Juillet 242 +4.4 0,7+0,3 16+2 34 1,3

2006
Janvier 24,8 +£0,7 20+1,0 4+3 28 3,7
Février 27.5+4,6 2,7+2,0 4+2 68 32
Mars 30,4+2,0 1,8£0,7 5+4 35 1,8
Avril 282+1,5 1,3+£04 9+£2 23 0,7
Mai 30,6 2,6 20+14 12+£2 125 0,6
Juin 26,3+2,6 1,0+£0,3 16+4 24 2,6
Juillet 21,1+£2.0 0,7+0,1 20+3 16 1,2

2007
Janvier 30,6 £1,7 35+1,2 8+3 20 0,3
Février 37,0+5,7 29+1,6 7+2 22 1,3
Mars 41,0+2,0 34+2,1 8+2 22 0.8
Avril 358+3,0 1,2+0,1 12+£2 0 2,5
Mai 325+1,6 1,0£0,3 13+£2 22 0,9
Juin 342+23 1,3+£1,2 15+2 79 0,6
Juillet 33,6 +2,2 2,7+23 16 £1 123 0,2
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Le débit de la Liane illustre plus particulierement la dynamique du bassin hydrographique
local. Le débit a diminué de maniére générale au cours du printemps (Tableau 111.1), mais a
été caractérisé par des augmentations ponctuelles et rapides (+ 4-10 m’.s™"). La majorité de ces
décharges étaient consécutives a d’importantes précipitations. Plusieurs événements ont été
enregistrés chaque année entre février et mars et entre mai et juillet, pouvant réapprovisionner

la masse d’eau cdtiere en apports fluviatiles.
1.2. Conditions hydrologiques de surface
I.2.1. Température et salinité

La période printaniere coincide avec le réchauffement de la masse d’eau, conduisant a une
augmentation graduelle de la température de 1 a 3°C par mois (Tableau 111.2). L’évolution
des températures enregistrées au cours des années 2005 et 2006 a ¢été similaire avec une
augmentation de 5,1°C en mars a 17,0°C en juillet (Fig 111.1-A). En 2007, la température a
été régulierement plus élevée pour une date donnée (+ 2°C), avec un écart maximal de
température (+ 5°C) enregistré en fin de période hivernale (Fig 111.1-A).

La salinité s’est caractérisée par une importante variabilit¢ au cours de chaque période
d’échantillonnage (Tableau 111.2). Des diminutions ponctuelles ont été observées (Fig 111.1-
B) (i) du 11/04 au 25/04 en 2005 (-1,32 psu) ; (ii) du 04/04 eu 14/04 en 2006 (-0,84 psu) ; (iii)
du 19/02 au 13/03 (-0,67 psu), du 26/03 au 03/04 (-0,89 psu), du 02/05 au 15/05 (-0,83) et du
18/06 au 11/07 (-0,70 psu) en 2007.

Certaines de ces diminutions étaient probablement liées a des événements de mélange avec
des eaux de plus faible salinité, en particulier provenant des fleuves locaux (e.g. le Wimereux
et la Liane). Les diminutions ont ét¢ en moyenne de 0,9 psu. Considérant une salinité
moyenne de 34 psu pour la masse d’eau cétiere et de 10 psu pour les eaux estuariennes,
I’événement de mélange représente un apport d’eau douce de 3,75 L pour 100 L de masse

d’eau.
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Tableau I11.2 : Moyennes mensuelles (écart-type) des paramétres environnementaux mesurés au cours

des suivis printaniers de 2005 a 2007, a la station cotiere R1 du site d’Ambleteuse.

(A) Conditions hydrologiques de surface (T, Température ; S, Salinité) ; (B) Conditions hydrologiques
dans la colonne d’eau (PAR, luminosité moyenne ; cD, gradient vertical de densité ; K, coefficient
d’atténuation) ; (C) Conditions biologiques (Chla, chlorophylle a; COD, carbone inorganique
dissous) ; (D) Conditions chimiques (DIN, nitrate + nitrite ; NH4, ammonium ; PO4, phosphate, SiOH,
silicate ; pmol.L™).

Années Parameétres Février Mars Avril Mai Juin Juillet
A.
2005 T 4,1 X 8,40 (0,99) 11,55 (1,48) 13,80 X
S 34,4 34,20 34,03 (0,28)  34,05(0,07) 34,20 X
2006 T X 5,87 (1,11) 9,21 (0,88) 12,96 (1,46) 14,69 (1,02) 17,40
S X 3433 (0,18)  34,14(0,36)  33,54(1,10) 34,05 (0,38) 32,01
2007 T 8,47 8,97 (0,19) 10,05 (0,71)  13,39(0,67) 15,72 (0,88) 16,96
S 34,29 33,56 (0,37)  33,72(0,33) 33.89(0,49) 34,25(0,21) 33,89
B.
PAR 238 206 (189) 308 (283) 196 (160) X X
2005 cD 9,24 0,85(3,97) 0,08 (1,35) 0,03 (1,95) X X
K 0,59 0,59 (0,45) 0,36 (0,13) 0,31 (0,08) X X
PAR X 39 (35) 69 (44) 322 (358) 124 (141) 437,00
2006 cD X 9,38 (6,61) 5,44 (5,61) 6,50 (8,78) 0,24 (2,70) 16,59
K X 0,57 (0,14) 0,48 (0,12) 0,39 (0,22) 0,40 (0,01) 0,48
PAR X 91 (63) 193 (100) 99 (84) X X
2007 cD 0,76 4,68 (6,38) 6,36 (9,97) 1,73 (3,55) X X
K X 0,35 (0,05) 0,54 (0,14) 0,42 (0,17) X X
C.
2005 Chla 0,73 3,74(1,49)  337(092) 3,10 (4,12) 4,88 X
COD 397,15 147,96 (21,02) 130,67 (19,62) 144,74 (48,90) X X
2006 Chla X 10,12 (4,88)  6,08(1,78) 4,99 (3,78) 5,03 (0,53) 4,87
CcOD X 107,97 (19,50) 200,02 (79,83) 120,78 (16,51) X X
2007 Chla 1,04 6,93 (2,60)  929(2,29)  5,38(4,43)  2,25(0,64) 1,66
COD 174,25 181,67 (33,44) 214,27 (32,83) 369,49 (53,13) X X
D.
DIN 3,06 X 7,31 (6,95) 5,32 (0,01) 0,67 X
2005 PO4 0,4 X 0,46 (0,46) 0,32 (0,02) 0,06 X
SiOH 1 X 2,33 (3,27) 0,57 (0,05) 0,06 X
DIN X 8,29 (13,09) 0,39 (0,22) 2,32 (2,16) 0,28 (0,32) X
2006 PO4 X 0,49 (0,03) 1,48 (0,87) 0,92 (0,87) 0,28 (0,06) X
SiOH X 6,50 (7,21) 2,71 (0,40) 1,46 (0,70) 1,30 (0,61) X
DIN X 17,49 (543)  6,55(4,07)  0,38(0,29) 0,08 (0,01) X
2007 NH4 X 0,60 (0,16) 125(1,13)  0,60(0,37) 0,33 (0,05) X
PO4 X 027(0,22)  0,27(0,33)  0,22(0,11)  0,17(0,03) X
SiOH X 417331) 209029  2,19(028)  2,45(0,59) 4,06

x pas de données
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1.2.2. Conditions chimiques et biologiques

Les concentrations en sels nutritifs de la station R1 sont & prendre en considération avec
précaution, en raison (i) d’un faible échantillonnage en période hivernale®® (et plus
précisément en période hivernale précédant les blooms phytoplanctoniques), (ii) d’une
absence d’analyse de ’ammonium en 2005 et 2006 (Fig. 111.1-C et 111.1-F). Afin de combler
certains manques d’informations a notre station R1, nous faisons également référence aux
données d’une station cotiere du réseau SOMLIT, située a 10 km au sud du site d’étude (Point
C, 50°40°75N-1°31°17E; Annexe 4). Cette station a été choisie comme point de comparaison
en raison de la périodicité de 15 jours des prélévements, plus élevée que celle employée a la
station SRN1. De plus, les concentrations en chlorophylle a et en sels nutritifs présentaient
des dynamiques similaires. Cependant, les stocks hivernaux de sels nutritifs se sont révélés
plus importants a la station R1 qu’a la station SOMLIT. Cette différence de concentrations

pourrait s’expliquer par la différence de profondeur de la colonne d’eau entre les deux

stations : ~ 20 m a la station R1 et >25 m a la station SOMLIT.

Au cours de la période d’échantillonnage, les teneurs les plus élevées en sels nutritifs
enregistrées en fin de période hivernale ont coincidé avec des valeurs faibles de biomasse
phytoplanctonique (Tableau I11.2). Inversement, les teneurs les plus faibles observées entre
mars et avril correspondaient aux valeurs maximales de biomasse phytoplanctonique,
traduisant 1’épuisement du milieu par le bloom phytoplanctonique.

De¢s le début de I’échantillonnage, certaines concentrations en sels nutritifs apparaissaient déja
en voie de diminution, voire étaient trés faibles. Ceci concernait particuliérement les
concentrations en phosphates de 2005 et 2006 (Fig. 111.1-F ; 0,5 pmol.L™"), en silicates en
2005 et en ammonium de 2007 (Fig. 111.1-C; 0,7 umol.L'l). Cette période a coincidé
notamment avec une augmentation des concentrations en Chl a, dés le mois de mars (Fig.
111.1-G). A titre de comparaison, les teneurs enregistrées a la station SOMLIT entre janvier et
février (Annexe 4) ont été relativement élevées en silicates (9,6-11,6 pmol.L™), en nitrates +
nitrites (DIN3 ? ;11,4-17,3 umol.L'l), en ammonium (0,5-2,2 umol.L'l) et en phosphates (0,4-
0,8 pumol.L™") indiquant que les conditions nutritives étaient propices chaque année au

développement phytoplanctonique.

3% Une seule campagne a pu étre réalisée chaque année entre fin février et début mars, en raison de conditions
météorologiques défavorables a la navigation.

¥ Le terme de DIN (Dissolved Inorganic Nitrogen) est utilisé ici pour qualifier les concentrations de nitrates et
de nitrites. Il n’inclut pas I’ammonium car cet élément n’a été analysé qu’au cours de 2007.
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Figure I11.1 : Variations temporelles entre Février et Juillet 2005-2007 de (A) la température (°C) ; (B)
la salinité (PSU) ; des concentrations en sels nutritifs (umol.L™), (C) ammonium (NH,"), (D) nitrate +
nitrite (« DIN »), (E) silicate (Si(OH),), (F) phosphate (HPO,”); (G) des concentrations en
chlorophylle a (Chl a; pg.L™"); et (H) des concentrations en carbone organique dissous (COD ;
umol.L™"). Les données d’ammonium ne sont disponibles que pour 1’année 2007.
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Chaque année, les stocks de silicates n’ont pas été totalement épuisés (> lpumol.L™)
contrairement a ceux des DIN et des phosphates. En général, la diminution des stocks
d’ammonium, de phosphates et de silicates a eu lieu en premier, suivie par celle des DIN, a
I’exception du printemps 2006 ou la diminution des stocks de sels nutritifs a été simultanée et
coincidait avec I’augmentation précoce des teneurs en Chl a (Fig. 111.1-G).

A la suite de la diminution des stocks de sels nutritifs, nous avons observé des augmentations
importantes en ammonium (Fig 111.1-C ; jusqu’a 2,3 pmol.L™") et en phosphates (Fig. I11.1-
F ; jusqu’a 2,5 pmol.L™ en 2006 et 1,2 pmol.L™" en 2007). Ces augmentations coincideraient
avec une période d’importante activité bactérienne reliée au bloom phytoplanctonique
(Artigas L. F., com. pers.), comme indiquée par la dynamique des concentrations de COD
(Fig 11.1-H).

D’autres augmentations ont été observées dans la dynamique des concentrations de DIN et
d’ammonium, également présentes a la station SOMLIT. Ces augmentations correspondaient
a certaines périodes de diminution de la salinité (Fig 111.1-B), traduisant d’importants apports
fluviatiles consécutifs a de fortes précipitations. En effet, des débits relativement importants
par rapport a la moyenne annuelle des cours d’eau locaux (i.e. Liane) ont été enregistrés (i)
entre le 12 avril et le 5 mai 2005, (ii) entre le 5 mai et le 18 juin 2006 et (iii) du 23 juin
jusqu’a la fin du suivi 2007. Par conséquent, des augmentations des concentrations en DIN et
ammonium ont été€ observées (i) du 24 avril au 9 mai 2005, (i1) du 15 mai au 29 mai 2006 et

(ii1) du 21 mai au 25 mai 2007.

Les principaux changements de concentrations en sels nutritifs reflétent les développements
de la biomasse phytoplanctonique. Au cours de chaque printemps, la dynamique saisonnicre
de la Chl a a consisté en deux pics successifs. Un premier pic était observé en général entre
mars et avril tandis qu’un second pic avait lieu plus tard entre mai et juin (Fig. 111.1-G). Les
concentrations en Chl a ont varié de 0,4 pg. L en mai 2005 a 13,0 pg.L™" en avril 2007 (Fig.
11.1-G).

En 2005, le premier pic a été caractérisé par des concentrations de Chl a plus faibles (4,8
ngL!; Fig. 111.1-G) que celles enregistrées au cours du second pic (7,8 pg.L™). Il s’agit
¢galement des concentrations en Chl a les plus faibles observées au cours des différents
blooms.

En 2006, les concentrations en Chl a relevées au cours du premier pic ont été plus élevées
(11,6 pg.L™" ; Fig. 111.1-G) que celles du second pic (7,7 pg.L™).

En revanche en 2007, les deux pics ont été de méme amplitude (12-13 pg.L™" ; Fig. 111.1-G).
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Comparé a 2005 et 2006, le premier pic a été observé plus tardivement début avril,
rapidement suivi du second pic fin avril.

Les concentrations en carbone organique dissous (COD) d’origine phytoplanctonique
influencent 1’activité bactérienne (Lamy et al, 2006) et peuvent constituer une source
alternative de nutriments pour certaines especes phytoplanctoniques mixotrophes (Burkholder
et al.,, 2008). La dynamique des concentrations en COD a été caractérisée par une
augmentation au cours des printemps 2006 et 2007, et une diminution au cours du printemps
2005 (Tableau 111.2). Au cours du printemps 2006, I’augmentation des concentrations en
COD a eu lieu aprés le premier pic de la biomasse phytoplanctonique, tandis qu’en 2007, les
concentrations en COD ont suivi la méme dynamique que celle de la biomasse
phytoplanctonique (Fig. 111.1-G et I11.1-H). En revanche en début de printemps 2005,
d’importantes quantités de COD ont été relevées alors que les concentrations en Chl a étaient
faibles.
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1.3. Conditions hydrologiques de la colonne d’eau

Les données de luminosité moyenne dans la colonne d’eau enregistrées au cours du printemps
2005 ont été supérieures a celles des autres années (Tableau 111.2; >200 W.h.m™j™"), en
particulier au mois d’avril. A I’inverse, les valeurs de luminosité observées au cours des
printemps 2006 et 2007 ont été relativement faibles (Tableau 111.2; <200 W.h.m™ ™). La
disponibilité de la lumiére apparait liée a la concentration en Chl a. Les fortes valeurs de PAR
observées en 2005 ont coincidé avec les faibles concentrations en Chl a observées au cours du
premier pic (Fig. 111.2-Al). A I’inverse, les faibles valeurs de PAR observées en 2006 et 2007

correspondaient a des concentrations élévées de Chl a (Fig. 111.2-Al).

Il est reconnu que la disponibilité de la lumiere dans la colonne d’eau est influencée par la
turbidité de I’eau. Le coefficient d’atténuation K de la lumiere est alors positivement corrélé a
la concentration en matiére en suspension composée essentiellement de sédiments et de
phytoplancton (Labry et al. 2001). De maniére générale, la dynamique de K suivait celle de la
chlorophylle a (Fig. 111.2-B). Cette relation n’a pas été mise en évidence en 2005 ou de fortes
valeurs de K étaient enregistrées entre février et mars, mois au cours desquels les
concentrations en Chl a étaient relativement plus faibles que celles observées en 2006 pour la
méme période. Nous pouvons en déduire que 1’hiver 2005 a ét¢ marqué par une remise en

suspension d’importantes charges s€dimentaires.

Le gradient vertical de densité (cD) a été utilis¢ dans le cadre de cette étude comme indice de
stabilité de la colonne d’eau. Il a été particulierement faible tout au long du printemps 2005,
particulierement en dehors de la période hivernale, indiquant une importante homogénéisation
de la colonne d’eau (Tableau I111.2; < 5 g.m™). En revanche en 2006, 1’augmentation du
gradient de densité au cours du mois de mars (Fig 111.2-C2; de 0,5 a 1,2 g.m'4) atteste
I’établissement d’une stratification précoce. En 2007, les valeurs de gradient de densité étaient

ponctuellement élevées jusqu’a atteindre 30,5 g.m™ au cours du mois d’avril (Fig. 111.2-C3).
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Chapitre III : Structure phytoplanctonique au cours du bloom printanier

[I. Communautés phytoplanctoniques

II.1. Composition en especes et contribution aux communautés phytoplanctoniques

Au cours des printemps de 2005 a 2007, 66 especes appartenant a sept groupes taxonomiques
(e.g. Bacillariophytes, Prymnesiophycées, Dinophytes, Cryptophytes, Chlorophycées,
Prasinophycées et Chrysophycées) ont été récoltées. Plus de 80% des especes étaient des
diatomées (Bacillariophytes) dont les genres les plus représentés étaient Chaetoceros,
Thalassiosira, Guinardia et Pseudo-nitzschia. Parmi les espéces répertoriées, seules 28
especes appartenant aux groupes des Bacillariophytes, des Prymnesiophycées, des Dinophytes
et des Cryptophytes ont prédominé par leur abondance (>0,1% de I’abondance totale) et/ou
fréquence d’occurrence (Tableau 111.3).

Le groupe des Prymnesiophycées, principalement représenté par 1’espéce Phaeocystis
globosa, a contribué majoritairement en termes d’abondance (Tableau 111.3). P. globosa était
présent sous différentes formes cellulaires ou morphotypes. Les morphotypes de P. globosa
les plus représentés ont ét¢ les cellules coloniales libres (34%), les flagellés haploides (24%)
et les cellules coloniales en colonie (16%). P. globosa a été particuliérement abondant et
majoritaire au cours des printemps 2006 et 2007 (moyennes de 4467 et 2953.10° cell.L”,
respectivement).

Le groupe des diatomées a constitué¢ le second groupe a contribuer significativement a
I’abondance totale (21%) avec des espéces telles que Chaetoceros socialis, Pseudo-nitzschia
delicatissima, Pseudo-nitzschia seriata, Rhizosolenia imbricata et Cerataulina pelagica
(abondance >1%). Ce groupe proliférait généralement au mois de mars ainsi qu’entre mai et
juillet. Au cours du printemps 2005, les Bacillariophyceae ont constitué¢ le principal groupe
algal (Tableau 111.3 ; moyenne de 447.10° cell.L™"). Le maximum du printemps 2005 était
alors attribué a la prolifération de Cerataulina pelagica (Tableau 111.3). Cependant, les
abondances les plus fortes de Bacillariophyceae ont été relevées en 2006 et 2007 (moyennes
de 1101 et 718.10° cell.L™", respectivement) et étaient attribuées a Pseudo-nitzschia seriata et
Chaetoceros socialis, respectivement (Tableau 111.3). La plupart des espéces de ce groupe
présentait une saisonnalité marquée dont certaines ont été occasionnelles (i.e. Cerataulina
pelagica) et d’autres récurrentes (i.e. Rhizosolenia imbricata) selon les années (cf ci-aprés §
I1.2.).
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Tableau II1.3 : Abondances relatives moyennes (%N) au cours du printemps, abondances moyennes (N moyenne en 10° cell. L") et fréquences d’occurrence
(%) en fonction des printemps 2005-2007, des principaux taxons (dont la contribution a 1’abondance totale > 0,1%). Pour chaque taxon, sont indiqués le

groupe taxonomique, certains stades de vie, le code employé dans les analyses statistiques et le contenu cellulaire en carbone (pgC.L™).

Contenu

Taxons Code U %N N moyenne (10° cell.L) %FO
carboné

(pgc,celrl) Total 2005 2006 2007 2005 2006 2007
Prymnesiophyceae 77,64 176,24 4466,79 2952,60 91 100 100
Phaeocystis globosa Scherffel 1899 77,55 170,91 4465,73 2949,41 91 100 100
Flagellés haploides flag n 10,8 24,33 X 945,12 1124,75 X 100 100
Flagellés diploides flag 2n 14,2 2,94 X 173,69 112,05 X 100 51
Cellules coloniales libres cell lib 14,2 33,92 108,09 2657,32 997,81 91 100 89
Cellules coloniales en colonie cell col 57,0 16,36 62,82 689,60 714,81 36 57 63
Cryptophyta
Plagioselmis prolonga Butcher Cryp 24,5 1,28 34,64 29,76 56,04 100 100 94
Dinophyta 0,50 1,03 1,08 29,94 73 50 91
Gymnodinium sp. Gymn 516,1 0,49 0,90 0,09 29,82 45 7 86
Bacillariophyta 20,57 447,19 1028,98 718,37 100 100 100
Asterionellopsis glacialis (Castracane) Round 1990 Agla 158,6 0,31 4,28 5,66 15,37 64 64 69
Cerataulina pelagica (Cleve) Hendey 1937 Cera 706,6 1,41 270,55 1,24 1,64 27 36 40
Chaetoceros curvisetus Cleve 1889 Ccur 93,9 0,15 3,18 0,98 8,12 36 14 34
Chaetoceros diadema (Ehrenberg) Gran 1897 Cdia 164,7 0,11 2,18 X 6,00 18 X 34
Chaetoceros socialis Lauder 1864 Csoc 53,5 6,29 5,42 167,10 319,86 36 57 69
Cylindrotheca closterium (Ehrenberg) Reiman & Lewin 1964 Cyli 167,3 0,13 4,05 9,48 3,24 82 71 74
Dactyliosolen fragilissimus (Bergon) Hasle 1996 Dact 727,9 0,27 0,52 13,76 10,85 36 36 77
Ditylum brightwellii (T. West) Grunow in Van Heurck 1883 Dity 2668,3 0,11 X 4,35 4,90 X 50 43
Guinardia delicatula (Cleve) Hasle 1996 Gdel 380.,9 0,58 5,52 38,63 18,91 64 93 83
Guinardia flaccida (Castracane) H. Peragallo 1892 Gfla 9742.4 0,15 3,34 16,35 1,47 73 93 69
Guinardia striata (Stoltherfoth) Hasle 1996 Gstr 956,2 0,12 8,71 8,40 1,55 55 64 46
Lauderia annulata Cleve 1873 Laud 872,3 0,30 0,34 0,23 18,37 9 7 37
Leptocylindrus danicus Cleve 1889 Ldan 197,3 0,40 1,53 54,32 2,72 27 29 17
Nitzschia sp. Nitz 6,9 0,40 0,09 56,60 2,20 18 57 43
Paralia sulcata (Ehrenberg) Cleve 1873 Para 89,1 0,19 11,44 11,82 3,54 82 86 57
Pseudo-nitzschia delicatissima H. Peragallo in H. & M. Peragallo 1900 Pdel 25,3 2,44 X 26,51 140,38 X 86 66
Pseudo-nitzschia pungens (Grunow ex Cleve) Hasle 1993 Ppun 3,3 0,63 5,25 93,60 X 73 64 X
Pseudo-nitzschia seriata (Cleve) H. Peragallo Pser 20,1 2,24 5,79 330,71 4,32 82 79 40
Rhaphoneis amphiceros Ehrenberg Rhap 1423 0,23 3,23 18,20 5,73 91 100 80
Rhizosolenia imbricata Brightwell 1858 Rimb 35272 2,27 79,24 116,15 69,03 82 100 94
Skeletonema costatum (Greville) Cleve 1873 Skel 36,5 0,51 12,01 3,00 26,38 55 14 46
Thalassionema nitzschoides (Grunow) Mereschkowsky 1902 Thaa 16,7 0,18 3,18 8,04 6,67 55 43 29
Thalassiosira levanderi van Goor 1924 Tlev 28,9 0,13 1,61 8,95 3,85 18 64 20
Thalassiosira nordenskioeldii Cleve 1873 Tnor 89,1 0,25 0,94 0,03 15,23 18 7 46
Thalassiosira rotula Meunier 1910 Trot 8439 0,20 1,10 6,89 9,04 18 86 63

x: absent
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Le groupe des Cryptophytes, composé uniquement de 1’espéce Plagioselmis prolonga, a été le
troisieme groupe contribuant le plus a I’abondance totale bien qu’il ne représentait que 1,3%.
Il s’agit d’un groupe récurrent chaque année avec des abondances moyennes >30.10° cell.L™”
mais il a été plus abondant au cours du printemps 2007. Ce groupe était principalement
abondant en début et en fin de printemps, accompagnant le groupe des Bacillariophyceae.

Les Dinophyceae autotrophes constituant le quatriéme groupe, principalement représenté par
Gymnodinium sp., ont été particuliérement abondants au cours du printemps 2007, entre avril

et mai.

II.2.  Variations temporelles des communautés phytoplanctoniques

[1.2.1. Variations de la biodiversité

L’indice de diversit¢ de Shannon-Weaver (H”) variait entre 0,11 bits.cell (le 23 avril 2007) et
2,40 bits.cell (Ie 2 avril 2007). Au cours du printemps de chaque année, la dynamique de la
diversité consistait en deux diminutions, les valeurs minimales de diversité correspondant aux
pics de biomasse des différents blooms (Fig. 111.3-A et Fig. 111.3-B). En général, ces faibles
valeurs de diversité coincidaient avec 1’établissement de communautés pionnieres. Comme
I’indique la forme concave des diagrammes rang-fréquence (Fig. 111.4), ce type de
communauté consiste en une distribution irréguliére des individus entre les especes et une
faible diversité. Seul le diagramme rang-fréquence correspondant au premier pic de biomasse
enregistré le 18 avril 2005 ¢était de forme convexe, indiquant 1’établissement d’une
communauté déja mature en début de printemps (Fig. 111.4-C). Ce type de communauté se
caractérise par une augmentation de 1’équitabilité entre les especes, accompagnée d’une perte
de diversité. La tendance de la richesse spécifique (S) suivait celle de la diversité, bien qu’elle
ait été plus nuancée au cours du printemps 2006, caractérisée par une diminution tout au long
de la période d’étude (Fig. 111.3-A).

La premiere communauté pionnicre relévée entre mars et avril était généralement constituée
des especes Phaeocystis globosa et Rhizosolenia imbricata pouvant étre accompagnées de
Cryptophycées et de Chaetoceros socialis. La seconde communauté pionniére s’établissant
entre mai et juin était composée d’espéces du genre Guinardia (G. delicatula, G. striata et G.
flaccida) et de genres associés (Cerataulina pelagica et Dactyliosolen fragilissimus), parfois
accompagnées d’espéces du genre Pseudo-nitzschia (P. seriata, P. pungens et P.

delicatissima).
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[1.2.2. Variations des stocks phytoplanctoniques

Comme vu précédemment avec les concentrations en Chl a, les blooms printaniers en 2005 se
caractérisent par des abondances cellulaires relativement faibles (2,22.10° cell.L™"), comparées
a celles des blooms de 2006 (24,26.10° cell.L™") et 2007 (19,91.10° cell.L™"). Les abondances
et les biomasses carbonées ont été plus élevées au cours du printemps 2006.

Le Tableau 111.4 résume les valeurs d’abondance et de biomasse ainsi que les principaux
moments des deux blooms (B1 et B2) définis au cours de chaque printemps a 1’aide des
concentrations en Chl a (Fig. 111.1-G). Les durées des blooms, suivis griace a un

¢échantillonnage hebdomadaire a journalier, variaient de 35 a 80 jours (Tableau 111.4).

Tableau II1.4 : Biomasse carbonée maximale (Max B en pugC.L"), abondance maximale (Max N en
10°cell. L") du phytoplancton total, dates de début, de maximum, de fin et durée (en jours) des blooms
printaniers (B1 et B2) au cours de 2005, 2006 et 2007.

2005 2006 2007
Bl B2 Bl B2 Bl B2

Max B 352 1050 848 1265 1458 390
Max N 0,78 2,22 24,26 2,47 19,92 4,16
Date début 25-févr 09-mai 02-mars 26-avr 26-mars 06-juin
Date max B 22-mars 06-juin 16-mars 26-juin 23-avr 21-juin
Date max N 02-mai 06-juin 16-mars 13-juin 15-mai 21-juin
Date fin 09-mai 12-juil 20-avr 12-juil 06-juin 11-juil
Durée 66 64 49 77 80 35

D’importantes différences ont été observées dans les stocks et les dates de pics entre les
années (Tableau I11.4). Parfois les dates de pics de la biomasse ne coincidaient pas avec
celles de 1’abondance. Cette différence est liée a la taille des organismes responsables des
blooms, les plus fortes abondances étant généralement attribuées a des espéces de petite taille.
En comparaison des blooms définis a partir des concentrations en Chl a, il est important de
noter que les deux blooms successifs détectés au moyen de la Chl a entre mars et mai 2007
(Fig. 111.1-G) font partie d’un seul bloom défini par I’abondance et la biomasse
phytoplanctonique (B1 ; Tableau I11.4). De plus, I’existence du bloom B2 défini a la fois en
terme d’abondance et de biomasse carbonée au mois de juin 2007 n’a été que faiblement
détecté par les concentrations de Chl a (Fig. 111.1-G).

Considérant 1’abondance des groupes phylogénétiques, les Prymnesiophycées, les
Bacillariophytes (diatomées) et les Cryptophytes constituaient les groupes les plus fréquents

et présentaient une succession saisonniére marquée (Fig 111.3-B). Les diatomées
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accompagnées de Cryptophytes étaient observées en hiver avant le bloom B1 et montraient
une nouvelle accumulation a la fin du printemps au cours du bloom B2. Les diatomées étaient
remplacées par les Prymnésiophycées au cours du printemps, coincidant avec le premier
bloom (B1). La chronologie d’apparition/disparition ainsi que la contribution a I’abondance
totale des ces groupes ont été toutefois trés différents entre les années (Fig. 111.3-B). La
contribution des Cryptophytes en hiver 2005 a été importante (40%) tandis que celle des
Prymnésiophycées a ¢été plus faible qu’au cours des autres printemps. En 2006, les
contributions maximales des Prymnésiophycées ont été relevées deés le mois de mars.
D’importantes contributions de Prymnésiophycées ont été relevées en Février 2007.

En termes de biomasse, les diatomées contribuaient majoritairement au cours de chaque
printemps (Fig. 111.3-C). Les contributions de Prymnésiophycées et de Cryptophytes
apparaissaient moins importantes voire quasi-nulles, au profit d’autres groupes tels que les

Dinophytes (notamment en 2007) et les nanoflagellés.
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11.2.3. Variations des espéces phytoplanctoniques

L’échantillonnage hebdomadaire a journalier a permis de suivre dans le détail le
développement de sept especes principales responsables des blooms observés (%N > 1
Tableau 111.3): Phaeocystis globosa, Plagioselmis prolonga, Rhizosolenia imbricata,
Cerataulina pelagica, Chaetoceros socialis, Pseudo-nitzschia delicatissima et Pseudo-
nitzschia seriata. La dynamique de ces espéces sera décrite précisément dans une partie
ultérieure (Cf § IIL.).

Certaines especes se sont développées de manicre récurrente chaque année, tandis que

d’autres se caractérisaient par des développements plus ponctuels :

e Rhizosolenia imbricata et Plagioselmis prolonga se développaient de maniére
récurrente chaque année, suivant deux pics d’amplitude > 10.10° cell. L (Fig. I11.5).

e Phaeocystis globosa représentant le groupe des Prymnésiophycées, était 1’espéce la
plus dominante en termes d’abondance (> 10.10° cell.L™) et était responsable des
premiers pics (B1) observés au cours du printemps (Fig. 111.5).

e Les seconds pics (B2) étaient attribués aux abondances (> 100.10° cell.L™") de (i)
Cerataulina pelagica en 2005, (ii) Pseudo-nitzschia seriata en 2006 et (iii) Pseudo-
nitzschia delicatissima et Chaetoceros socialis en 2007 (Fig. 111.5). Certaines espéces
telles que Chaetoceros socialis pouvaient proliférer plusieurs fois au cours du

printemps.

D’autres espéces se sont caracterisées par des blooms au cours de cette étude. Asterionellopsis
glacialis, Guinardia delicatula et Guinardia flaccida présentaient plusieurs pics d’abondance
avec des abondances maximales souvent enregistrées entre mai et juin. Des especes
tychopélagiques® telles que Paralia sulcata, Cylindrotheca closterium et Rhaphoneis
amphiceros étaient particuliérement erratiques et n’ont pas eu lieu saisonniérement.Ces
derniéres reliées a la remise en suspension pouvaient présenter des augmentations ponctuelles

importantes (jusqu’a 1.10° cel.L™ ; Fig. 111.5).

0 Le terme « tychopélagique » est appliqué ici pour définir les espéces a 1’origine benthique qui se retrouvent
dans la colonne d’eau par remise en suspension.
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Figure IIL.5 : Variations temporelles de ’abondance des principales espéces (10° cell.L™") rencontrées

au cours des printemps 2005, 2006 et 2007 (Attention aux échelles variables d’abondances).
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I1.2.4. Variations des morphotypes de Phaeocystis globosa

L’¢échantillonnage a également permis de suivre la dynamique des différentes formes de vie
de Phaeocystis globosa dont le développement durait en moyenne deux mois (Fig. 111.6).

Les cellules coloniales libres et en colonie ainsi que les flagellés haploides sont responsables
des variations d’abondances de Phaeocystis globosa (contribution a N > 15% ; Tableau 111.3)
tandis que les flagellés diploides apparaissent minoritaires (~3%). Les abondances des
cellules coloniales en colonie et celles des flagellés haploides ont été plus faibles au cours du
printemps 2006 (Fig. 111.6).

Au cours du printemps 2006, le développement de chaque morphotype a eu lieu
successivement dans I’ordre suivant : cellules coloniales en colonie, cellules coloniales libres,
flagellés diploides et flagellés haploides (Fig. 111.6). En revanche, en 2007, les morphotypes
se sont développés de maniere simultanée, a I’exception des flagellés diploides caractérisés
par un développement plus bref en début de bloom de Phaeocystis globosa (~15 jours ; Fig.
111.6).
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Figure II1.6: Variations temporelles des abondances (10° cell.L™") des morphotypes de Phaeocystis
globosa : les cellules coloniales en colonie (cell col), les cellules coloniales libres (cell lib), les

flagellés diploides (flag 2n) et les flagellés haploides (flag n), des échantillons récoltés au cours du
printemps 2006 et 2007. Pas de données disponibles pour le printemps 2005.
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lll. Influence environnementale sur les blooms phytoplanctoniques

Comme indiqué précédemment (Cf § I11.2.3.), une description des variations des especes qui
ont été responsables de 1’abondance des blooms est faite ci-aprés, en relation avec les
variations des variables environnementales. Par souci de clarté, des périodes ont été définies
(P), cependant elles correspondent aux principaux changements environnementaux pouvant
expliquer le développement des especes phytoplanctoniques. Par conséquent, ils ne doivent
pas étre confondus avec les périodes de bloom B1 et B2 précédemment définies sur la base

des concentrations chlorophylliennes, abondance et biomasse phytoplanctonique totale.
Principaux changements dans la structure des communautés

En 2005, le début de la période d’échantillonnage (P1) était caractérisé par une diminution du
gradient vertical de densité (Fig 111.7-B). Les valeurs du gradient vertical de densité étaient de
9,2 gm™ le 25/02 et atteignaient 1,9 g.m™ le 01/04. Cette diminution coincidait alors avec la
phase de debut de développement de Phaeocystis globosa (Fig. 111.7-A). Cependant, les
concentrations maximales de P. globosa n’ont pas excédé 0,5.10° cell.L™ et les concentrations
en nitrates étaient encore > 5 umol.L'1 a la fin de cette période (Fig. 111.7-C).

Du 11/04 au 09/05, une augmentation des concentrations en sels nutritifs a été observée, en
particulier des formes azotées (Fig. 111.7-C ; + 3-4 umol.L™' pour DIN). Les concentrations en
DIN encore relativement élevées en mai (> 5 pmol.L™") ont précédé au déclenchement d’un
bloom de Cerataulina pelagica (P2). Les concentrations minimales en sels nutritifs atteintes
en juin correspondaient au maximum d’abondance de C. pelagica (Fig. 111.7-A et 111.7-C ;

concentration maximale de 2.10° cell.L™).

Deux changements de structure ont caractérisé le printemps 2005. Le premier
changement était associé a une diminution de la stabilité et était concomitant a de faibles
concentrations hivernales de sels nutritifs. Le maintien des conditions de mélange a
probablement conduit a un faible développement de Phaeocystis globosa. Le second
changement de structure coincidait avec un apport de sels nutritifs entrainant le

développement intensif de Cerataulina pelagica.
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Figure I11.7: Variations temporelles au cours du printemps 2005 (A); de I’abondance des deux especes
dominantes (B) du gradient vertical de densité (cD); (C) des concentrations en sels nutritifs.
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En 2006, le début de la période d’échantillonnage (P1) était marqué par une augmentation du
gradient vertical de densité (de 4,6 a 16,9 g.m™ du 02/03 au 16/03), parallélement & la phase
de croissance des blooms de Chaetoceros socialis, puis de Phaeocystis globosa (Fig. 111.8-A
et B). Un décalage d’une semaine entre les dates de pic de ces deux espéces a été observé. Le
pic de Chaetoceros socialis a eu lieu le 09/03, suivi du pic de Phaeocystis globosa le 16/03
(Fig. 111.8-A). Ces blooms précoces ont été responsables de la diminution rapide des
concentrations en sels nutritifs observée entre le 02/03 et le 09/03 (Fig. 111.8-C). Les stocks
de DIN ¢taient alors épuisés contrairement aux concentrations en silicates (> 1 umol.L'l), les
concentrations en phosphates ayant atteint leurs faibles valeurs dés le mois de mars (proches
de 0.5p pmol.L™"). Au cours de cette période, une augmentation de concentrations de COD a
¢galement été enregistrée, concomitante avec la phase décroissante du bloom de Phaeocystis
globosa, pour atteindre un maximum de 265 pmol.L™ fin Avril (Fig. 111.8-D).

Lorsque les concentrations maximales de COD étaient atteintes le 26/04 (P2), le bloom de
Pseudo-nitzschia seriata démarrait et la phase de développement du bloom coincidait avec la
diminution des quantités de COD entre le 26/04 et 04/05.

Comme en 2005, un apport de DIN a été observé entre le 15/05 et 29/05 (Fig. 111.8-C ; 4,9
umol.L™"). Cette augmentation était & 1’origine d’un second pic d’abondance de Pseudo-
nitzschia seriata atteignant des densités plus importantes que lors du premier pic (Fig. 111.8-
A;2.10° cellL™).

Le printemps 2006 a été caractérisé par trois changements de structure. Les deux
premiers changements étaient associés a une stratification précoce de la colonne d’eau et
étaient concomitants a une diminution rapide des concentrations hivernales en sels
nutritifs. L’augmentation de la stabilité de la colonne d’eau a conduit au développement
de Chaetoceros socialis immédiatement suivi par un important développement de
Phaeocystis globosa. Le troisieme changement de structure coincidait avec une
augmentation de concentrations en COD a la suite du bloom de Phaeocystis globosa. Les
concentrations maximales coincidaient avec le démarrage d’un bloom de Pseudo-
nitzschia seriata. Un apport ponctuel en sels nutritifs aurait entrainé un second

développement consecutif, plus intense, de Pseudo-nitzschia seriata.
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En 2007, un premier bloom de Chaetoceros socialis de faible intensité a démarré fin mars
(P1) et coincidait avec une période de mélange matérialisée par une diminution abrupte du
gradient de densité (Fig. 111.9-A et 111.9-B). Ce premier bloom coincidait avec la diminution
des stocks hivernaux de sels nutritifs. Au cours de cette période, des valeurs faibles ont été
atteintes pour I’ammonium, les silicates et les phosphates.

Le démarrage d’un bloom de Phaeocystis globosa a eu lieu a partir du 04/04 (P2),
concomitant a une augmentation du gradient de densité (Fig. 111.9-A et 111.9-B). Les valeurs
minimales des concentrations en DIN ont ét¢ atteintes au cours de la phase de développement
du bloom et une augmentation des concentrations en COD a été observée (Fig. 111.9-C et
111.9-D). Les stocks de silicates n’étaient alors pas épuisés, contrairement a ceux de DIN.

Au maximum de concentrations de COD début mai (Fig. 111.9-D ; 424 ;,tmol.L'l), une
augmentation d’abondance de Pseudo-nitzschia delicatissima a été constatée (P3 ; Fig. 111.9-
A). A la fin du bloom de Pseudo-nitzschia delicatissima, un apport d’ammonium a été
enregistré (Fig. 111.9-C ; + 1 pmol.L™"). Celui-ci coincidait avec le démarrage d’un second
bloom de Chaetoceros socialis (P4), plus intense que le premier observé en début de
printemps (Fig. 111.9-A; 3,5.10° cell.L™).

Au cours du printemps 2007, quatre changements de structure ont été répertoriés. Le
premier changement correspondait a un bloom de Chaetoceros socialis, de faible
intensité, associé a une periode de mélange suivie d’une faible stratification. Ce bloom
était responsable du début de la diminution des stocks de silicates, de phosphates et
d’ammonium. Le second changement était attribué a I’établissement d’une stratification
plus importante de la colonne d’eau accompagnant un bloom intense de Phaeocystis
globosa. Au cours de ce bloom, les stocks de phosphates et DIN (nitrates+nitrites) ont été
épuisés (mais il y a eu une importante régénération de I’ammonium, et dans une
moindre mesure, des phosphates) et d’importantes quantités de COD ont été apportées.
Le troisieme changement consistait en un bloom de Pseudo-nitzschia delicatissima dont le
démarrage coincidait avec les concentrations maximales de COD et des pics de
régénération d’ammoniun. Le quatrieme changement a eu lieu avec un second bloom
tres intense de Chaetoceros socialis, coincidant avec une régénération importante

d’ammonium.

100



Chapitre III : Structure phytoplanctonique au cours du bloom printanier

P4

SIe190s "D 19 ewlissineal|sp ‘d
(. 1'192 PT) 8dUEpUOQY

esoqo|b 'd

%) =) %) =)
N N — — o

W W W ,

g
R T |

£

(2]

(%]

£

L
2.5 -
=8 73 r
‘S © Q9
B-g B

w5 o

w (2]

S N @

= = 3

E ¢ £
S $ 8

=T |
S 3 ©
§EE

W W i W W W W W W W

=3 =3 =Y S v 9O Y S Vv S W oS un
< 2 o S T

<
<

(1rrowr) ,YHN 18 ,*OdH
(=] (e]

I —
| |
T T

T 3,0

0.0

—a— DIN

&-- PO4
--x-- NH4

—o— SiOH

25 +
2

(1rowrl) *(HO)IS 18 NI

500

400

T T
(=3 (=3
(=3 (=3
cn N

(;711owr) @oo

100

07

02

re 111.9: Variations temporelles au cours du printemps 2007 (A); de I’abondance des trois espéces

Fi

dominantes (B) de la luminosité incidente moyenne dans la colonne d’eau (PAR moyen) et du gradient
vertical de densité (cD); (C) des concentrations en sels nutritifs et (D) des concentrations en carbone
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IV. Structure des communautés phytoplanctoniques

IV.1. Morphologie et stratégie adaptative des espéces

A chacune des espéces répertoriées selon leur importance relative (Tableau 111.3) est
attribuée une des trois stratégies adaptatives (C-S-R) en fonction de leur rapport de
surface/volume (S/V) et de leur dimension linéaire maximale (DLM) (Reynolds, 1988, 1996).
Le graphique de dispersion obtenu a partir de ces deux parameétres permet de discriminer des
groupes fonctionnels aux propriétés morphologiques et physiologiques similaires (Fig.
111.10). Les groupes fonctionnels sont divisés en trois stratégies primaires correspondant a (i)
des especes C-stratéges (colonialistes-invasives) de petite taille, a fort taux de croissance et de
rapport S/V élevé, (ii) des espéces S-stratéges (tolérantes au stress nutritif) de grande taille, a
faible taux de croissance et de rapport S/V faible et (iii) des espéces R-stratéges (rudérales),
de forme allongée et, en dépit pour quelques unes d’entre elles, de leur grande dimension, de
rapport S/V élevé.

Le graphique de dispersion du S/V et de la DLM des 28 espeéces dominantes montre qu’elles
présentent une large gamme de formes et de tailles et qu’elles se répartissent de manicre
inégale, en fonction des trois stratégies, indépendamment de leur groupe taxonomique (Fig.
111.10). Dans cette analyse, I’espéce Phaeocystis globosa est représentée suivant ces
différents stades de vie car ceux-ci présentent des morphologies distinctes. Ainsi les colonies
de P. globosa sont considérées comme une entité et un modéle sphérique de taille moyenne
(300 pum) est utilisé pour représenter ce morphotype.

e La majorité des especes de diatomées sont des stratéges-R et se répartissent le long
d’un gradient de S/V, allant de 0,4 a 4,6 pm'l. Cette distribution des espéces en
diagonale montre un continuum entre les especes de petite taille (S/V élevé) et de
DLM ¢levé du genre Pseudo-nitzschia et Skeletonema et des espéces de grande taille
(S/V faible) du genre Guinardia. Ces espéces de diatomées sont accompagnées de
Cryptophytes.

e C(ertaines espéces de diatomées sont répertoriées en tant que stratéges-S, voire a la
limite entre les stratégies R et S. Il s’agit d’espéces appartenant au genre Guinardia ou
a des genres associés tels que Lauderia, Cerataulina et Dactyliosolen. Le dinoflagellé
Gymnodinium sp. ainsi que les colonies de Phaeocystis globosa appartiennent
également a cette catégorie. Cependant, Gymnodinium sp. se situe a la limite entre les

stratégies C et S.
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e La stratégie-C inclut les formes libres de cellules de Phaeocystis globosa, c’est a dire

les cellules coloniales libres (cell lib), les flagellés diploides (Flag 2n) et les flagellés

haploides (Flag n). Il est a noter que ce dernier morphotype se trouve a la limite entre

les stratégies C et R.
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Figure I11.10 : Distribution des espéces indicatrices (voir Tableau III.3 pour la signification des
abbréviations) suivant les stratégies adaptatives C-S-R. Les espéces sont localisées dans un espace
déterminé par leur rapport surface-volume (S/V) et le produit de leur dimension linéaire maximale

(DLM) et du S/V.
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IV.2. Analyse de la variabilité des assemblages phytoplanctoniques

Une analyse factorielle des correspondances (AFC) a été réalisée sur 1’ensemble des

observations afin d’identifier des assemblages d’espéces phytoplanctoniques (Fig. 111.11).

Les deux premiers axes de 1’analyse factorielle des correspondances (AFC) décrivent 29,9%

de I’inertie totale. Le plan des deux premiers axes fait apparaitre clairement la variabilité

saisonniere des échantillons (Fig. 111.11-A) et des espéces (Fig. 111.11-B). Le premier axe est
structuré par 1’opposition entre les échantillons prélevés entre février et début avril,
caractérisés par Lauderia annulata (16% de I’inertie totale), Thalassiosira nordenskioeldii

(12%) et Chaetoceros curvisetus (10%), et les échantillons prélevés entre fin avril et juillet.

Le second axe sépare les échantillons récoltés entre fin avril et début mai caractérisé€s par les

cellules coloniales en colonie de Phaeocystis globosa (12%) et les échantillons récoltés entre

fin mai et juillet caractérisés par Leptocylindrus danicus (18%).

L’AFC met en évidence la succession saisonniére de trois assemblages d’espéces :

e  Un premier assemblage hivernal (1) composé d’espéces du genre Chaetoceros, de
Nitzschia sp., Thalassiosira nordenskioeldii, Thalassionema nitzschoides, Lauderia
annulata, Dactyliosolen fragilissimus, Ditylum brightwellii et des flagellés diploides de
Phaeocystis globosa.

e  Un second assemblage printanier (2) composé des flagellés haploides et des cellules
coloniales libres et en colonie de Phaeocystis globosa, d’espéces du genre
Thalassiosira, du groupe Pseudo-nitzschia delicatissima, Skeletonema costatum,
Asterionellopsis glacialis, Rhaphoneis amphiceros et du dinoflagellé Gymnodinium sp.

e  Un troisiéme assemblage pré-estival (3) composé d’espéces du genre Guinardia, du
groupe Pseudo-nitzschia seriata, de Leptocylindrus danicus, Cerataulina pelagica,

Cylindrotheca closterium, Paralia sulcata et des Cryptophycées.
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Figure III.11: Résultats de 1’analyse factorielle des correspondances réalisées sur les données
d’abondances des taxons phytoplanctoniques principaux [60 observations x 32 variables]. (A)
Projections des observations et (B) projections des variables sur le plan défini par les axes 1 et 2. Voir
le tableau II1.3. pour les abréviations des taxons.
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Cependant les périodes d’apparition et les contributions a 1’abondance cellulaire variaient
selon les années (Fig. 111.12). L’assemblage 3 était observé au mois de février en 2005, mais
n’a pas pu étre observé en 2006 en raison du manque d’échantillonnage a la méme période
cette année-1a, et était de nouveau présent entre juin et juillet en 2005 et 2006. Cet assemblage
n’a pas fortement contribué en 2007. L’assemblage 2 était observé entre mars et mai avec une
contribution maximale. L’apparition de cet assemblage a été plus précoce en 2006 ou la
contribution maximale a été observée en mars. L’assemblage 1 présentait des contributions
maximales en mars au cours de la transition entre I’assemblage 3 et 1’assemblage 2. Cet
assemblage n’était pas dominant, a 1I’exception du printemps 2007, ou les contributions
maximales ont €té importantes et une seconde apparition a eu lieu en juin, au détriment de

I’assemblage 3 observé en 2005 et 2006.
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Figure II1.12: Contributions mensuelles a 1’abondance phytoplanctonique totale, a partir des abondances
moyennes par mois des espeéces appartenant aux trois assemblages déterminés par I’AFC. La catégorie

« Autres » correspond aux espéces minoritaires.
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IV.3. Relation entre les assemblages phytoplanctoniques et les variables

environnementales

Une analyse de redondance (Analyse Canonique de Redondance, ACR) a été utilisée pour
étudier les influences environnementales sur les assemblages phytoplanctoniques. L’analyse
ACR indique que les variables environnementales sélectionnées expliquent significativement
52% de la variation temporelle des espéces phytoplanctoniques. Les deux premiers axes
comptent pour 46,8% de la variance totale. Les corrélations entre les variables biologiques et
environnementales sont fortes pour le premier (0,87) et le second (0,86) axe. Les
concentrations en DIN (0,70), en SiOH (0,41) et en COD (-0,43) sont les principaux facteurs
explicatifs de la variation des abondances des espéces le long du premier axe, tandis que le
coefficient d’atténuation (-0,55), la température (0,55) et la concentration en ammonium
(0,54) sont les principaux facteurs du deuxiéme axe (Tableau I11.5). Nous pouvons en
déduire que le premier axe représente un gradient nutritif, tandis que le second axe représente

un gradient de stabilité¢ de la colonne d’eau.

Tableau II1.5 : Coefficients de corrélations entre les variables environnementales et les deux premiers
axes de I’analyse ACR.

Variables (code) Axel Axe 2

Vitesse du vent (vent) -0,1329 -0,2292
Débit de la Liane (débit) 0,1086 -0,0524
Température (T) -0,3794 -0,5461
Salinité (S) -0,2103 0,2770
Luminosité moyenne (PAR) 0,0533 0,1501

Coefficient d’atténuation (K) -0,0851 -0,5574
Gradient de densité (cD) -0,1525 -0,2416
Nitrate + nitrite (DIN) 0,7036 -0,0631
Ammonium (NH4) 0,1453 0,5425
Silicate (SiOH) 0,4148 0,2107
Phosphate (PO4) 0,3384 0,1439
Carbone organique dissous (COD) -0,4310 -0,0048
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L’ordination directe de la ACR représente la distribution des especes par rapport aux
gradients nutritifs et de stabilité (Fig. 111.13) :

0 Sur l’axe 1 représentatif du gradient nutritif, les espéces du genre Chaetoceros,
Thalassiosira nordenskioeldii, Thalassionema nitzschoides, Lauderia annulata,
Ditylum brightwellii et Nitzschia sp. sont associées a des conditions riches en sels
nutritifs, en particulier en DIN. Ces espéces sont représentatives de 1’assemblage 1.
D’autres especes sont opposées le long de cet axe, aux conditions riches en sels
nutritifs et sont associées aux concentrations en COD. Il s’agit d’especes appartenant a
I’assemblage 2 telles que Pseudo-nitzschia delicatissima, Skeletonema costatum et
Gymnodinium sp.

0 Sur I’axe 2 représentatif du gradient de stabilité, les morphotypes de Phaeocystis
globosa sont associés aux périodes de mélange. La plupart de ces morphotypes sont
caractéristiques de 1’assemblage 2. A 1’opposé, d’autres espeéces sont associées aux
conditions stratifiées telles que les especes des genres Guinardia et Pseudo-nitzschia,
Cerataulina pelagica, Leptocylindrus danicus. Les conditions de stratification sont
¢galement associées a de fortes concentrations en ammonium, provenant des apports
ponctuels observés a cette période et a la forte reminéralisation bactérienne.

Il faut noter que les espéces potentiellement toxiques du genre Pseudo-nitzschia sont

distribuées le long du gradient nutritif (sels nutritifs et COD) avec P. seriata associée aux

concentrations en sels nutritifs, opposée a P. delicatissima associée aux concentrations en

COD.
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Figure II1.13 : Diagramme d’ordination de 1’analyse de redondance (ACR), réalisée sur I’ensemble des
données d’abondance des espéces indicatrices (n = 41). Les vecteurs symbolisent les variables
environnementales. Voir les Tableaux I11.3 et I11.5 pour les abréviations des taxons principaux.

Les corrélations de rang de Spearman (p < 0,001) indiquent que les concentrations en DIN et
en silicates ainsi que la température et le coefficient d’atténuation K affectent le plus grand
nombre d’espéces (Tableau 111.6). En revanche, la salinité et la concentration en phosphate
affectent peu d’espéces. Thalassiosira nordenskioeldii est I’espéce la plus représentative des
conditions riches en sels nutritifs, tandis que Pseudo-nitzschia delicatissima est ’espéce la
plus caractéristique de conditions pauvres en sels nutritifs inorganiques et riches en maticre
organique dissoute. Les morphotypes de Phaeocystis globosa sont fortement associés aux
conditions de mélange, tandis que Cerataulina pelagica, Leptocylindrus danicus et Guinardia

striata sont corrélés a la stratification indiquée par la température.
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Tableau I11.6 : Coefficients de corrélation de rang de Spearman entre les variables hydro-biologiques et 1’abondance des espeéces dominantes. Seules les
variables environnementales significatives et les espéces dont p < 0,001 sont représentées.

Les abréviations utilisées ici se référent a celles utilisées dans les Tableaux III.3 et III.5.

Le nombre d’échantillons n varie, suivant les relations considérées, entre 26 et 60.

débit COoD NH4 DIN PO4 SiOH T S K
Cera (-0,49)  Ppun (-0,48) Flag2n (-0,66) Pdel (-0,66)  Pdel (-0,58) cell lib (-0,58) Thaa (-0,61)  Laud (-0,42) Flag 2n (0,57)
Gstr (-0,45) Pser (-0,45) cell lib (-0,55) Gfla (-0,49) Tnor (0,47) Flagn (-0,51) Dity (-0,49) cell lib (0,54)
Ldan (-0,44) Gymn (0,65) Flagn (-0,49) Flagn (-0,46) Pdel (-0,51) Cera (0,63) Rimb (0,52)
Thaa (0,42) Pdel (0,51) cell col (-0,44)  Tnor (0,58) Gfla (-0,50) Ldan (0,56) cell col (0,44)
Laud (0,56) cell col (-0,49)  Gstr (0,51) Agla (0,44)
Ccur (0,45) Tnor (0,54)
Cyli (0,51)
Csoc (0,47)
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Bilan : identification des groupes fonctionnels

En accord avec un récent travail d’Alves-de-Souza et al. (2008), les groupes fonctionnels sont

identifiés sur la base a la fois du diagramme C-S-R, de I’analyse AFC et de I’analyse ACR.

Nous pouvons considérer que deux especes appartiennent a un méme groupe fonctionnel,

lorsqu’elles sont regroupées ensemble dans les trois analyses. Or les trois groupes sont

composés d’especes de stratégie différente:

L’assemblage 1 est constitué de plusieurs especes stratéges- R de petite taille du genre
Chaetoceros, Thalassiosira nordenskioeldii, Thalassionema nitzschoides (S/V ~ 0,5-1 um’
") ainsi que des espéces stratéges-S de grande taille telles que Lauderia annulata, Ditylum
brightwellii ou Dactyliosolen fragilissimus (S/V < 1 um™). Ces espéces représentent un
assemblage transitoire observé entre la fin de I’hiver et le début du printemps. Elles sont
corrélées avec les concentrations en sels nutritifs, en particulier de nitrates-+nitrites.
L’assemblage 2 est constitué d’un mélange d’espéces de stratégie différente. Il est
constitué essentiellement de stratéges-R de S/V ~ 0,5-1 pm™ tels que Asterionellopsis
glacialis, Thalassiosira rotula ainsi que des espéces stratéges R de S/V > 1 um™ telles que
Thalassiosira levanderi, Skeletonema costatum et Pseudo-nitzschia delicatissima. La
plupart des morphotypes de Phaeocystis globosa de stratégie C (cellules coloniales et
flagellés haploides) et S (colonies) sont présents dans cet assemblage. Ils sont
accompagnés d’un autre stratége S, le dinoflagellé Gymnodinium sp. Toutes ces espéces
sont présentes au printemps et sont associées a des conditions de mélange, pauvres en sels
nutritifs inorganiques mais riches en matic¢re organique.

L’assemblage 3 est constitué principalement d’espéces de stratégie R de S/V < 0,5um™ du
genre Guinardia (G. delicatula et G. striata), de Leptocylindrus danicus et Cerataulina
pelagica proches des espéces de stratégie S telles que Guinardia flaccida. Ces espéces
sont associées a des stratéges R de S/V > 1 um™' du genre Pseudo-nitzschia (P. seriata et
P. pungens) Rhizosolenia imbricata et les Cryptophytes du type Plagioselmis prolonga.
Ces especes présentent principalement de fortes abondances a la fin du printemps marqué

par la mise en place des conditions estivales caractérisées par des températures élevées.
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Discussion

Composition et développement des communautés phytoplanctoniques

La composition et la diversité en especes dans la zone cdtiere étudiée (jusqu’a 66 especes au
printemps) sont comparables a celles d’autres études publiées sur les zones cotieres Nord
Européennes (i.e. 55 especes en Baie Sud de la Mer du Nord ; Muylaert et al., 2006). Le site
d’étude a déja fait I’objet de travaux sur les communautés phytoplanctoniques mais ceux-ci ne
rapportaient pas de diversité comparable (i.e. 45 taxons en 1997 au Sud de Boulogne-sur-mer,
sur le site SOMLIT [Breton et al., 2000] et 38 taxons en 2003 entre Wimereux et la Baie de
Somme [Schapira et al., 2008]). Cette différence pourrait étre principalement attribuée a la
fréquence d’échantillonnage plus élevée dans la présente étude que celles opérées dans ces
travaux (un prélévement hebdomadaire en moyenne par rapport a un prélévement mensuel).
Cette fréquence d’échantillonnage plus élevée a également permis de déceler des
développements phytoplanctoniques de 1’ordre de 15 a 30 jours. Cela signifie que la
fréquence d’échantillonnage hebdomadaire constitue une échelle d’observation minimale pour

suivre les blooms, comme préconisé par Dubelaar et al. (2004).

En zone cdtiere de la Manche orientale, le schéma saisonnier est typique des zones tempérées
avec la prolifération printanic¢re de différents groupes phytoplanctoniques en accord avec leurs
préférences abiotiques particulieres et leurs interactions avec les autres micro-organismes
(autotrophes et hétérotrophes) et avec les brouteurs de plus grande taille. Les principaux
changements dans la structure de la communauté sont dus aux variations d’abondance de 28
especes dont 80% sont des diatomées (Tableau I111.3). Les pics d’abondance et de biomasse
printaniers en zone coéticre de la Manche orientale sont principalement dus a des
augmentations d’abondance de la Prymnésiophycée Phaeocystis globosa, d’espéces de
diatomées (Chaetoceros socialis, Pseudo-nitzschia seriata et delicatissima, Cerataulina
pelagica) et de Cryptophytes (Plagioselmis prolonga).

En général, Phaeocystis globosa représente 1’espéce la plus abondante au cours du printemps
(10° cell.L™" ; 77% de 1’abondance totale). Du fait de leur taille plus importante (> 20 um ;
Tableau 111.3), les diatomées dominent le plus souvent la biomasse du compartiment
phytoplanctonique et se trouvent principalement en hiver et en fin de printemps associées aux
Cryptophytes. Les Dinophytes et les nanoflagellés peuvent contribuer significativement a la

biomasse phytoplanctonique au cours du printemps comme en 2007, mais nécessiteraient de
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plus gros volumes de sédimentation et/ou des comptages en épifluorescence pour étre estimés

correctement.

Assemblages phytoplanctoniques et leurs caractéristiques écologiques

Il est important de connaitre la structure des communautés phytoplanctoniques afin de
comprendre leur dynamique. Les résultats suggeérent que le traitement des assemblages
phytoplanctoniques en groupes taxonomiques (e.g. dinoflagellés, diatomées et nanoflagellés)
pourrait entrainer une perte d’information étant donné qu’il s’agit de groupes d’especes aux
besoins écologiques et physiologiques différents.

La présente étude s’inscrit au sein d’une nouvelle approche dans le domaine de 1’écologie du
phytoplancton consistant en 1’application du modéle proposé par Reynolds (Reynolds, 1988,
1996, 1997) et Reynolds et al. (2002). D’une maniére générale, le modéle considere
I’occurrence de groupes fonctionnels en interaction avec différents niveaux de conditions
nutritives et de mélange et indépendamment de leurs caractéristiques saisonni€res. D’aprés
Reynolds et al. (2002), les groupes fonctionnels du phytoplancton consistent en des ensembles
d’espéces aux caractéristiques morphologiques et physiologiques similaires. Objectivement,
le travail effectué dans cette étude a consisté en trois analyses permettant d’identifier ces
groupes fonctionnels : le diagramme C-S-R nous a permis d’identifier les groupes d’especes
basés sur leurs traits morphologiques tandis qu’avec la ACR, nous avons pu identifier des

groupes d’especes co-occurrentes sous les mémes conditions environnementales.

Les assemblages rencontrés au printemps

Le diagramme C-S-R obtenu dans cette étude (Fig. 111.10) est en accord avec Reynolds
(1988). Il montre que les espéces phytoplanctoniques peuvent tre assignées a une des trois
stratégies C, S ou R indépendamment de leur origine phylogénétique. Toutefois, la majorité
des espéces de diatomées présentes dans cette étude sont reconnues comme des stratéges-R.
Ces résultats sont en accord avec ceux de 1’¢tude d’Alves-de-Souza et al. (2008), démontrant
la distribution d’espeéces de diatomées le long d’une diagonale interprétée comme la
réminiscence du gradient r-K classique de Margalef (1978). Les espeéces de diatomées
prédominantes au cours des trois années d’étude sont concentrées dans la partie droite du
gradient. Ceci confirme les observations réalisées a I’échelle saisonni¢re de Schapira et al.
(2008) et Seuront et Vincent (2008) attestant de la prédominance d’espéces de sélection-r au

printemps au cours des années 2003 et 2004 sur des sites proches.
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Tableau II1.7 : Comparaison des assemblages de diatomées rencontrés avant, pendant et aprés le bloom de Phaeocystis globosa en Manche orientale.

Site Période Assemblage pré-bloom Assemblage bloom Assemblage post-bloom Références
Ambleteuse 2005-2007 Chaetoceros socialis Asterionellopsis glacialis Cerataulina pelagica Chapitre 111
. Chaetoceros curvisetus Pseudo-nitzschia delicatissima Cylindrotheca closterium ,
(point R1) Chaetocerosdiadema Skeletonema costatum Guinardia striata (cette €tude)
Dactyliosolen fragilissimus Thalassiosira levanderii Guinardia delicatula
Ditylum brightwellii Thalassiosira rotula Guinardia flaccida
Lauderia annulata Leptocylindrus danicus
Nitzschia sp. Paralia sulcata
Thalassiosira nordenskioeldii Pseudo-nitzschia seriata

Pseudo-nitzschia pungens
Rhaphoneis amphiceros
Rhizosolenia imbricata

Boulogne-sur-mer 1992-2007 Asterionellopsis glacialis Lauderia annulata Cerataulina pelagica Chapitre 11
. Chaetoceros sp. Pseudo-nitzschia delicatissima Chaetoceros curvisetus
(point SRNT) Coscinodiscus wailesii Chaetoceros socialis
Cylindrotheca closterium Guinardia delicatula
Ditylum brightwellii Guinardia flaccida
Eucampia zodiacus Guinardia striata
Melosira nummuloides Leptocylindrus sp.
Odontella sinensis Pseudo-nitzschia seriata
Paralia sulcata Pseudo-nitzschia sp.
Rhaphoneis amphiceros Rhizosolenia imbricata
Skeletonema costatum Rhizosolenia setigera

Thalassionema nitzschoides
Thalassiosira rotula
Thalassiosira sp.
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L’analyse AFC nous a permis d’identifier la succession de trois assemblages d’espéces entre
février et juin des années 2005 a 2007 (Fig. 111.11). La succession de trois assemblages de
diatomées a déja été mise en évidence a une échelle saisonniére a plus long terme au Chapitre
I (Tableau 111.7). La plupart des espéces des assemblages hivernal, printanier et estival
définis sur le long terme a une échelle d’observation moins fréquente sont communes aux
assemblages de pré-bloom, bloom et post-bloom définis a moyen terme a une échelle
d’observation plus fréquente. Toutefois certaines différences entre les assemblages définis a
chacune des échelles d’observation sont a noter.

L’assemblage hivernal précédant le bloom de Phaeocystis globosa est constitué des espéces
de petite taille du genre Chaetoceros (S/V > 0,5 um™) qui co-existent avec des espéces de
plus grande taille telles que Lauderia annulata ou Ditylum brightwellii (S/V < 0,5 um™).
Cependant, dans les assemblages définis a une échelle saisonniere globale a plus long terme
(Tableau 111.7), les espéces de Chaetoceros appartiennent préférenticllement a I’assemblage
estival, comme il a déja été rapporté par Seuront et Vincent (2008). La coexistence entre
especes de petite taille et especes de grande taille serait attribuée a des apports de nutriments
ponctuels suivant des événements météorologiques (Schapira et al., 2008). Les especes de
Chaetoceros présentent une forte affinité pour les concentrations élevées en nutriments, en
particulier en nitrate et en silicate (Tableau I11.6). Ces espéces sont reconnues comme étant
opportunistes, a croissance rapide et par conséquent capables de répondre rapidement aux
nutriments nouvellement introduits par les fleuves ou précipitations (Malej et al., 1995) et
constituent selon Frontier (1985), les premiéres espéces indicatrices de phase
d’eutrophisation.

L’assemblage printanier au cours du bloom de P. globosa est constitu¢é d’un mélange
d’espéces de stratégies différentes. Il correspond au développement de la plupart des
morphotypes de Phaeocystis globosa (e.g. cellules colonies libres et en colonies, flagellés
haploides), mais également de Pseudo-nitzschia delicatissima et du dinoflagellé
Gymnodinium sp. L’association de P. globosa et de P. delicatissima est également observée
dans I’assemblage printanier défini a plus long terme (Tableau I11.7). P. delicatissima
présente une forte affinité pour P. globosa, et on la retrouve réguliérement associée aux
colonies, le % de colonies couvertes de ces diatomées augmentant avec I’augmentation de la
taille des colonies de P. globosa (Sazhin et al., 2007). La corrélation entre 1’abondance de P.
delicatissima et les concentrations en COD (p = 0,51 ; p < 0,05% ; Tableau I11.6) attesterait
de la capacité de cette espece a explorer des environnements riches en matiére organique. Cet

assemblage comprend ¢galement des espéces comme Asterionellopsis glacialis, Skeletonema
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costatum, Thalassiosira spp., généralement caractéristiques de la période hivernale (Tableau
111.7 ; Schapira, 2005 ; Seuront et Vincent, 2008). Ces especes de petite taille (S/V > 0,5 pm’
") apparaissent particuliérement liées aux conditions de mélange, comme le montre la relation
entre Asterionellopsis glacialis et le coefficient d’atténuation de la lumiére K (Tableau 111.6).
L’assemblage estival suivant le bloom de P. globosa comprend principalement des espéces de
grande taille (S/V < 0,5 um™) du genre Guinardia (G. delicatula et G. striata), Leptocylindrus
danicus et Cerataulina pelagica. Ces especes de diatomées sont similaires a celles de
I’assemblage estival défini sur le long terme (Tableau I11.7). Elles présentent une forte
affinité pour les eaux a température plus élevée (Tableau I111.6). Cependant, il est a noter la
présence dans cet assemblage d’espéces tychopélagiques telles que Paralia sulcata et
Rhaphoneis amphiceros, habituellement observées en automne et en hiver en Manche
orientale et en Mer du Nord (Tableau 111.7 ; Rousseau et al., 2002 ; Muylaert et al., 2006).

Parmi les espéces de Pseudo-nitzschia présentes dans les assemblages, Pseudo-nitzschia
seriata est considérée comme potenticllement toxique (Fehling et al., 2004). L’apparition de
ces especes dans les assemblages est relativement récente. Comme montré dans le Chapitre I,
leur présence est plus importante depuis les années 2000. Des observations similaires ont été
faites par Muylaert et al. (2006) en Mer du Nord, qui recense des espéces du genre Pseudo-
nitzschia en 2003 non relevés dans 1’étude de Rousseau et al. (2002) en 1995. Au cours de la
présente étude, les especes du genre Pseudo-nitzschia sont séparées dans deux assemblages
distincts (i) Pseudo-nitzschia delicatissima dans un assemblage printanier et (ii) P. seriata et
P. pungens dans un assemblage estival. Une telle séparation a déja été établie par Fehling et
al. (2006), constatant des dynamiques saisonnicres différentes entre le « groupe-seriata » (i.e.
P. seriata, P. pungens) et le « groupe-delicatissima» (i.e. P. delicatissima, P.

pseudodelicatissima).

Schéma de succession des assemblages phytoplanctonique

L’analyse ACR a montré que 52% de la variabilit¢ totale des trois assemblages
phytoplanctoniques était expliquée par les sels nutritifs, la lumicre et les conditions de
mélange. La distribution des especes au sein de ces assemblages est dépendante du degré de
stabilité et de concentrations en nutriments. On observe principalement une répartition des
especes stratéges-R dans des conditions riches en sels nutritifs et soumises au mélange
comme en hiver, les especes de stratégie C dans des conditions riches en sels nutritifs et
stables comme souvent au printemps et les especes de stratégie S dans des conditions pauvres

en sels nutritifs et stables comme en été. Ces résultats correspondent a 1’ « intaglio » de
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Reynolds établissant la succession saisonniere des assemblages rencontrés en zone cotiere
(Smayda et Reynolds, 2001 ; Fig. 111.14). Ces auteurs ont proposé une approche similaire a
celle formulée par Margalef (Margalef, 1978) dans laquelle la combinaison de la disponibilité
en sels nutritifs et le degré de mélange détermine la structure des assemblages. Cependant, ce
modele inclut plusieurs modifications : (i) il considére deux axes, la turbulence et les
nutriments comme ¢étant des variables indépendantes ; (i) ’axe de la turbulence se réfere
principalement au mélange vertical relatif a la diminution de la lumicre avec la profondeur et
(ii1) la convergence des propriétés physiologiques et morphologiques des especes caractérise
les groupes fonctionnels pour lesquels I’origine phylogénétique des espeéces n’est pas
pertinente.

Cependant a 1’échelle du printemps, les assemblages apparaissent principalement sous la
forme d’associations hétérogenes en termes de traits morphologiques. Ils révélent qu’a court
terme des variations environnementales interviennent de maniére répétée au cours de la
saison, entrainant des changements dans la structure des communautés (Pannard et al.,

2008a).

Mixing

C < R

Stratification

Nutrient accessibility
Summer
depletion

Figure II1.14 : Schéma de succession saisonnieére des stratégies de vie phytoplanctoniques
selon les composantes C-S-R en relation avec la disponibilité des sels nutritifs et le degré de
mélange de la colonne d’eau. Ce schéma est issu de Phlips et al. (2006) d’aprés Smayda et
Reynolds (2001).
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Dynamique saisonniére et écologie des morphotypes de Phaeocystis globosa

Dans une revue sur les connaissances actuelles de 1’écologie de Phaeocystis, Verity et al.
(2007b) ont souligné I’'importance de considérer la totalité du cycle de vie pour mieux
comprendre son réle dans les écosysteémes marins. Cependant, 1’occurrence et 1’abondance
relative des stades flagellés sont encore mal connues, principalement a cause des difficultés
méthodologiques inhérentes a leur identification et quantification (Cf. Chapitre I). Grace a
une étude sur les morphotypes prédominants de Phaeocystis globosa dans le milieu d’étude
au microscope ¢lectronique a balayage (Guiselin et al., 2009 ; Annexe 1), nous avons suivi les
abondances de ces différents stades de vie pour évaluer les avantages de ces transitions de
stade au sein des communautés phytoplanctoniques. Les résultats soulignent 1I’importance des
cellules coloniales libres et de flagellés haploides dans le milieu (Fig. 111.6). Il est
communément admis que les colonies représentent la forme majoritaire de Phaeocystis
pendant le bloom (Lancelot et Rousseau, 1994 ; Chen et al., 2002 ; Gieskes et al., 2007). La
formation des colonies réduit I'impact de la prédation du zooplancton sur la population de
Phaeocystis globosa (voir pour une revue Netjstgaard et al., 2007). Les cellules isolées sont
susceptibles d’étre broutées par le microzooplancton dont les représentants ont des taux de
croissance comparables a ceux de leurs proies. De plus, elles souffrent de pertes dramatiques
par lyse virale (Jacobsen et al., 1996 ; Brussaard et al., 1999). La plus forte proportion de
colonies en 2007 pourrait étre induite par la présence de zooplancton. La transition des
cellules libres en colonies réduirait la mortalité de la population, et ce, via une communication
chimique entre les colonies et le zooplancton (Jakobsen et Tang, 2002 ; Tang, 2003). Dans ce
cas, il s’agirait d’un contréle de la population de P. globosa de type « top-down » plutdt que
« bottom-up », ce qui reste a confirmer.

Différentes hypothéses ont été avancées sur les transitions entre les différents morphotypes
(voir pour une revue Rousseau et al., 2007). La transition du stade flagellé en stade colonial
n’a pas pu étre observée en 2006 en raison de la précocité du bloom de P. globosa par rapport
a notre échantillonnage, et en 2007, tous les morphotypes sont apparus en méme temps (Fig.
I11.6). Seul un décalage évident a été observé pendant le bloom de I’année 2006, entre les
colonies et les flagellés haploides, attestant la libération des flagellés haploides a partir des
colonies, comme déja mentionné par Peperzak et al. (2000) et Rousseau et al. (2007).

Une importante variabilité interannuelle des flagellés diploides et des colonies a été observée
avec des développements a différents moments du printemps. Les flagellés diploides ne sont

observés qu’occasionnellement dans le milieu (Kormann, 1955 ; Peperzak et al., 2000). Les
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résultats des analyses AFC et ACR attestent de 1’apparition préliminaire des flagellés
diploides qui n’appartiennent pas au méme assemblage que les autres morphotypes.
L’apparition de ce morphotype serait lié¢ a un processus sexuel appelé syngamie qui consiste
en la fusion de deux flagellés haploides (Peperzak et al., 2000) et serait a I’origine du bloom
de cellules coloniales (Kornmann, 1955).

Au niveau écologique, les morphotypes correspondent a une diversité de stratégies
adaptatives, pouvant expliquer le succeés de Phaeocystis globosa dans son milieu (Verity et
Medlin, 2003). Le stade diploide (e.g. cellules coloniales et flagellés diploides) est considéré
comme un stratége de sélection-r, caractérisé par un fort taux de croissance, utilisant les sels
nutritifs inorganiques et résistant a la turbulence. Le stade haploide (e.g. flagellés haploides)
est considéré comme stratege de sélection-K, caractérisé par un faible taux de croissance,
adapté aux conditions limitées en sels nutritifs et capable d’utiliser la mobilité et le
mixotrophie (Valero et al., 1992 dans Rousseau et al., 2007). Ce modéle connu sous le nom
de « Mandala de Margalef » n’est pas suffisant pour décrire la succession des stades de vie de
Phaeocystis globosa. 11 n’explique pas les taux de production importants de flagellés
haploides comparables a ceux des cellules coloniales. De plus, la turbulence serait un facteur
limitant dans la formation des colonies (Schapira et al., 2006). Comme pour les autres especes
rencontrées dans cette ¢tude, I’approche de Reynolds et al. (2002) apparait plus appropriée
pour expliquer le cycle de vie de Phaeocystis globosa et consiste en la combinaison de la
disponibilité en sels nutritifs avec le degré de mélange du milieu. Le diagramme C-S-R
indique une distribution des morphotypes parmi les trois stratégies adaptatives avec (i) les
cellules coloniales libres et les flagellés diploides en stratégie-C, (i1) les cellules coloniales en

colonie en stratégie-S et (iii) les flagellés haploides a la limite entre les stratégies R et C.

Variabilité inter annuelle et facteurs de controle

A partir des concentrations chlorophylliennes et/ou des abondances et biomasses
phytoplanctoniques totales, nous avons pu définir en un premier temps deux blooms
successifs, pouvant correspondre a plusieurs poussées d’espéces différentes : (i) un bloom
printanier (B1) et (i1) un bloom pré-estival (B2). Dans de nombreuses ¢études en milieu naturel
et en mésocosme, les blooms printaniers de Phaeocystis sont co-occurrents avec, ou suivent
les blooms de diatomées (Peperzak et al., 1998 ; Goffart et al., 2000 ; Rousseau et al., 2002 ;
Tungaraza et al., 2003 ; Larsen et al., 2004), ce qui a été le cas dans le cadre de notre étude, au

printemps 2006 et 2007. D’autre part, les blooms pré-estivaux de diatomées sont connus sur le
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site d’étude (Lamy, 2006) et peuvent parfois €tre plus importants que les blooms printaniers,
comme en 2005 (Fig. 111.3).

L’analyse des variables environnementales et phytoplanctoniques indique 1’absence d’un
schéma régulier et récurrent et confirme 1’importante variabilité¢ interannuelle déja observée
dans les travaux antérieurs réalisés en Manche orientale (Brunet et al., 1996 ; Breton et al.,
2000). La variabilité¢ interannuelle des communautés phytoplanctoniques reléve a la fois (i)
d’un décalage temporel dans la succession des espéces et (ii) d’une variabilité propre aux

communautés (e.g. taux de croissance, capacité de colonisation des assemblages).

Déterminisme des « blooms printaniers »(B1)

Les hivers des trois années de suivi sont marqués par de fortes concentrations en sels nutritifs
aussi importantes que leur constante classique de demi-saturation respective Ks pour leur
absorption : <0,1 uM pour les phosphates, 0,5 uM pour les nitrates et 2 uM pour les silicates ;
Thingstad et al. 1993. Del Amo et Brzezinski 1999 ; Kudela et Cochlan 2000). Par
conséquent, la concentration en nutriments ne constitue pas un facteur limitant la croissance
phytoplanctonique en fin d’hiver.

Le premier bloom du printemps 2005 est de faible intensité (< 5 pg.Chl a. L™ ; Fig. 111.1-G)
principalement causé par un faible développement de Phaeocystis globosa (< 0,5. 10° cell.L”
" Fig. 111.7-A) et la quasi absence de développement de diatomées. Le démarrage de ce
faible développement phytoplanctonique correspondrait & une période de mélange important
de la colonne d’eau (Fig. 111.7-B). Gomez et Souissi (2008) ont également constaté 1’absence
de bloom au cours du printemps 2005 dans une station au sud de Boulogne sur Mer (station
SOMLIT). D’apreés ces auteurs, 1’absence de bloom de P. globosa serait attribué a plusieurs
facteurs : (i) a un retard de stratification de la colonne d’eau, (ii) & une faible disponibilité de
la lumiére due a la turbidité (sédiments en suspension) et a la matiére organique et (iii) a la
compétition avec les diatomées tychopélagiques.

Nos résultats corroborent les deux premieres hypothéses avec 1’observation d’un mélange
important de la colonne d’eau (Fig. 111.2-C1) ainsi que d’une importante turbidité (Fig. 111.2-
B1l) et des concentrations élevées de matiére organique (Fig. 111.1-H) non reliées a la
biomasse phytoplanctonique.

Les études antérieures mettent en évidence 1’étendue de la période productive d’avril a mai
(Brunet et al, 1992 ; Brylinski et al., 1996 ; Gentilhomme et Lizon, 1998 ; Seuront et al.,
2006). Le bloom relevé en mars 2006 apparait donc précoce par rapport aux conditions

habituelles d’apparition. L’existence de blooms phytoplanctoniques précoces dans cette zone
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est une caractéristique du cycle annuel récemment mis en évidence par Schapira (2005) et
Lamy et al. (2006) pour I’année 2003. Une stratification précoce de la colonne d’eau serait a
I’origine de I’apparition dés la fin de I’hiver de P. globosa, comme 1’atteste 1’augmentation du
grandient de densité (Fig. 111.2-C2).

Les blooms annuels de Phaeocystis globosa ont été observés dans les zones cotiéres
eutrophisées de la Mer du Nord (Cadée, 1986) et suivent généralement un premier bloom de
diatomées, en particulier de Chaetoceros sp. (Rousseau et al., 2002), ce qui a pu étre confirmé
au cors de la précédente étude en fin d’hiver 2006 et 2007. Une variété de facteurs
déclenchant les blooms de P. globosa, en particulier I’initiation des colonies a partir de
cellules seules ont été proposés, incluant la température, la lumicre et les sels nutritifs (Verity
et al.,, 1991 ; Vaulot et al., 1994 ; Peperzak et al., 2000). Phaeocystis peut aussi étre un
important compétiteur pour les sels nutritifs avec les diatomées (Escaravage et al., 1995 ;
Jacobsen, 2000). Phaeocystis se développerait notamment lorsque les conditions nutritives
limitantes en silice sont atteintes (Reid et al., 1990), tandis que les diatomées auraient un
avantage compétitif sur Phaeocystis en conditions riches en silice, dii a leur taux de
croissance plus élevé et a leur capacité de stockage plus importante (Egge et Asksnes, 1992 ;
Escaravage et al., 1995). Cependant, Peperzak et al. (1998) ont avancé 1’effet potentiel d’une
limitation en phosphore plutét qu’une limitation en silice sur le développement de
Phaeocystis. Cette hypothése a été évoquée depuis dans divers travaux tels que ceux de van
der Zee et Chou (2004) et Veldhuis et al. (2005). D’apres les concentrations en sels nutritifs
enregistrées au début de la prolifération de Phaeocystis en 2007, les concentrations en
phosphates étaient faibles, c'est-a-dire inférieures a 0,1 uM (Fig. 111.1-F). Cette hypothése
pourrait expliquer en partie I’absence de bloom de Phaeocystis en 2005. En effet, I’absence de
développement préliminaire de diatomées n’a pas entrainé de consommation totale des stocks
hivernaux de phosphates en 2005 comme 1’attestent les teneurs supérieures a 0,1 uM jusqu’au
mois de juin (Fig. 111.1-F). Quand les concentrations en phosphate inorganique sont faibles,
Phaeocystis est capable de produire les enzymes extracellulaires phosphatases alcalines (Van
Boekel et Veldhuis, 1990), lui conférant la potentialité de croitre sur du phosphate organique
(Van Boekel 1991).

Peperzak et al. (1998) soulignent également que la disponibilité en lumicre dans la colonne
d’eau aurait un réle plus important. Un seuil de luminosité (> 100 W.h.m™j™") serait requis
pour le développement de P. globosa. Le seuil requis pour la croissance des diatomées (> 50
W.h.m™j") serait en revanche inférieur a celui de Phaeocystis (Riley, 1957 ; Gieskes et

Kraay, 1975). De tels seuils de luminosité n’ont pu étre mis en évidence dans le cadre de cette
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¢tude. Cependant, le degré de mélange (cD), utilis¢ comme indice de stratification, suggere
une importante remise en suspension coincidant avec un maximum de turbidité a la fin de
I’hiver 2005. Ces conditions de luminosité défavorables auraient ainsi empéché le
déclenchement du bloom de Phaeocystis en 2005. Par ailleurs, les faibles luminosités
favoriseraient la formation des colonies, tandis que les fortes luminosités et températures
favoriseraient les cellules seules de Phaeocystis (Verity et al., 1991 ; Jacobsen, 2000). La
relation entre le coefficient d’atténuation K de la lumiére et les concentrations de Chl a au
moment de la prolifération des colonies de Phaeocystis atteste de cette hypothése (Fig. 111.2-
B).

Déterminisme des blooms pré-estivaux (B2)

L’¢état de maturité (proportion d’especes dominantes) révele le degré d’organisation et de
complexité¢ de 1’écosysteme. Le schéma de succession est le méme d’année en année,
cependant la chronologie, la contribution des différentes espéces et leur proportion changent.
En particulier, la prolifération des cellules de P. globosa entraine une diminution importante
de la diversité (Fig. 111.3-A) ainsi que des modifications de I’écosystéme.

Les blooms répertoriés a la suite du bloom printanier principal ont été observés a la suite
d’apports de nutriments ponctuels (en particulier des formes azotées) reliés a des événements
météorologiques (Lewis 1978). Ce type d’événement s’est traduit en 2005 par un bloom de
Cerataulina pelagica et a conduit en 2007 au retour dans la colonne d’eau de Chaetoceros
socialis, espéce proliférant en début de printemps la méme année. L’analyse a long terme
réalisée a Boulogne-sur-Mer au Chapitre II avait déja révélé I’apparition de bloom de ces
espéces considérées comme exceptionnelles vis-a-vis des 15 ans d’¢tude. Des blooms
inhabituels de Cerataulina pelagica ont déja été observés dans d’autres milieux. En zone
cotiére de la Nouvelle Zélande durant les trois mois d’été 1982-83, le bloom de Cerataulina a
pu étre relié¢ a des conditions calmes associées a un inhabituel faible indice de 1’Oscillation
Sud (Taylor et al., 1985). De méme en Mer Baltique en automne 2005, des observations du
service de surveillance HELCOM révélaient un bloom de Cerataulina pelagica accompagnés
de Dactyliosolen fragilissimus et de Chaetoceros brevis, espéces connues comme marines
avec une affinité pour les eaux saumatres et indicatrices d’un flux entrant d’eau chaude et
riche en sels nutritifs.

Les apports en azote inorganique dissous en zone coOtiére provoqueraient également une
augmentation de I’abondance de Pseudo-nitzschia spp. (Hasle et al., 1996; Parsons et al.,

2002). L’amplitude de ces blooms, selon la littérature, peut étre stimulée par des apports
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ponctuels d’azote, principalement NH4" et NO3 . Par exemple, Cusak et al. (2004) et
Kaczmarska et al. (2007) ont trouvé que la présence de P. delicatissima était corrélée avec des
environnements riches en nitrates, tandis que les environnements riches en phosphates
favoriseraient la croissance de P. pungens.

Dans le cadre de notre étude, le bloom de Pseudo-nitzschia delicatissima observé en 2007
démarrait lorsque les concentrations en COD étaient maximales. Une étude expérimentale
suggére que sous une faible disponibilité en nitrate et amonium, P. delicatissima serait
capable d’utiliser ’'urée comme source alternative d’azote (Loureiro et al., 2008). De plus,
elle serait capable de puiser cette source d’azote a partir de mati¢re organique dissoute et
pourrait produire d’avantage d’acide domoique, ce qui confererait la toxicité aux cellules, plus
importante que chez celles se développant sur les composés inorganiques d’azote (Howard et
al., 2007).

En conlusion, les blooms de fin de printemps de Cerataulina pelagica (2005) et de
Chaetoceros socialis (2007) reposeraient sur des apports de sels nutritifs, suggérant une
production nouvelle de phytoplancton. En revanche, les blooms des espéces du genre Pseudo-
nitzschia (2006 et 2007) seraient dus a la reminéralisation de matiére organique, suggérant

une production régénérée de phytoplancton.

Différentes échelles de variabilité et conditions climatiques

Nos résultats suggérent que les conditions hydro-climatiques seraient le principal facteur
responsable de la forte variabilité interannuelle des communautés phytoplanctoniques. Les
conditions météorologiques rencontrées au cours des printemps 2005, 2006 et 2007 semblent
avoir jou¢ un role important sur la structure phytoplanctonique. Deux échelles de changement
au sein de la communauté phytoplanctonique peuvent étre distinguées : (i) des changements
instantanés liés aux événements de mélange et (ii) des changements avec décalage temporel
(temps de développement des populations) associés aux changements de lumicre ou de
disponibilité en sels nutritifs (Pannard et al. 2008a).

Parmi les changements instantanés, nous avons observé un retour de la structure des
communautés présentes apres le bloom de Phaeocystis a un assemblage initial précédent le
bloom de Phaeocystis (Chaetoceros socialis en juin 2007), qui était relié a des apports en sels
nutritifs (Lewis 1978). Cependant ces apports ponctuels n’induisent pas toujours de
changements qualitatifs de structure des communautés mais des changements quantitatifs de

biomasse. Par exemple, suite a un apport en sels nutritifs en 2006, nous avons observé une
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augmentation de I’abondance de Pseudo-nitzschia seriata déja en développement (Fig. 111.8-
A).

Concernant les changements avec décalage, I’impact de la lumicre peut excéder celui d’une
limitation en sels nutritifs (Colijn et Cadée, 2003). La transformation des ¢léments nutritifs en
biomasse algale requiert des radiations solaires comme source d’énergie nécessaire a la
photosynthese. Ainsi, I’expression de 1’eutrophisation peut étre contrainte par les processus
physiques qui gouvernent la disponibilité de 1’énergie lumineuse pour le phytoplancton.

I1 est reconnu que les panaches fluviaux, comme ceux de la Loire et la Gironde dans le Golfe
de Gascogne, peuvent modifier le calendrier des blooms et induire d’importants blooms
hivernaux par 1’établissement d’une stratification haline (« panache de dilution ») plus
précoce que la stratification thermique (Labry et al., 2001). A P’inverse, la turbidité hivernale
liée aux apports en eau douce des principaux exutoires (« panache turbide ») limite la
croissance phytoplanctonique en atténuant la pénétration verticale de la lumiére (Mann et
Lazier, 1996 ; Kristiansen, 1998 ; Labry et al., 2002). Par conséquent, en zones tempérées et a
proximité de la cote, la turbidité des eaux est le facteur qui détermine alors la disponibilité de
la lumicére, i.e. la charge de maticre en suspension originaire des apports par les fleuves et/ou
de la remise en suspension sous contréle de I’amplitude de la marée et du forcage par le vent.
L’hiver 2004/2005 a déja été rapporté comme étant particulier (Gomez et Souissi, 2008).
D’apres ces auteurs, les températures enregistrées en dessous des normales saisonniéres ont
pu retarder la mise en place d’une stratification thermique. Cependant, les températures les
plus froides ont été enregistrées en 2006 (Tableau 111.1) et nos résultats attestent de 1’absence
de stratification liée principalement a la salinité. Le début de I’année 2007 a également ¢été
marqué par des conditions climatiques perturbées qui se sont traduits par un établissement
tardif de la stratification. Ainsi, I’absence de stratification rendraient les conditions de lumiére
défavorables et par conséquent, aucun développement de phytoplancton n’aurait lieu pendant
ces épisodes de mélange de fin d’hiver. Le fait que le bloom de Phaeocystis se soit tout de
méme déclenché en 2007, résiderait dans I’établissement d’autres conditions telle qu’un

épuisement en phosphore par exemple.

En conclusion, nos résultats ont permis de mieux comprendre la structure des communautés
phytoplanctoniques au cours de la période productive. Cette structure s’exprime
principalement en terme d’assemblages hétérogénes d’espéces voire de stades de vie
présentant des stratégies de survie diverses. Nous pouvons également souligner 1’importance

écologique de Phaeocystis globosa sur son milieu. Cette espéce peut modifier
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significativement la structure phytoplanctonique par un apport massif de composés
organiques dans le milieu. Cette matiére organique stimulerait particuliérement le
développement d’espéces potentiellement toxiques du genre Pseudo-nitzschia, comme il a été
déja observé dans Sazhin et al. (2007).. De tels blooms ne sont pas prévisibles, mais
I’identification d’assemblages d’especes dominantes permet de connaitre les espéces
susceptibles de proliférer. En outre, il a également ét¢ démontré que des événements
météorologiques ayant lieu a courte échelle de temps pouvaient influencer les variations
observées a plus grande échelle, agissant directement sur 1’abondance des espéces ou
indirectement sur les conditions de sels nutritifs et de lumiére. Il serait intéressant de mener

une ¢tude a une fréquence d’observation plus fine.
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CHAPITRE IV

Application de la cytométrie en flux a I’étude de la variabilité a court terme
du phytoplancton

Introduction

La zone cotic¢re est un systéme ouvert soumis a une forte variabilité¢ des conditions physiques
et chimiques, essentiellement due a ’hydrodynamisme (e.g. courants de marée, fronts cdtiers,
turbulence) et aux apports d’eau douce. Les populations phytoplanctoniques présentes sont
influencées a la fois par les facteurs locaux inhérents a la masse d’eau et par les transports
horizontaux induits par les courants de marée, les mouvements advectifs et le vent (Cloern,
1996). Ces facteurs fluctuent selon des échelles de temps différentes allant d’un cycle de
marée a des saisons enti¢res (Cassayas, 2000).

Le phytoplancton constitue un indicateur trés dynamique (Smayda, 1998) de part sa grande
diversité en especes, ses forts taux de croissance (jusqu’a plus d’une division par heure ;
Furnas, 1991) et des réponses rapides aux changements de conditions physiques et chimiques
(Cloern, 2001). Nous avons vu dans les chapitres précédents que les événements
phytoplanctoniques tels que les efflorescences provoquaient d’importants changements dans
la structure des communautés. De tels phénoménes prennent place lorsqu’une espéce du
phytoplancton se reproduit a un taux plus élevé que celui des pertes cellulaires, s’accumulant
dans un court laps de temps.

Le suivi de la variabilit¢ des blooms est traditionnellement accompli par des observations
microscopiques laborieuses d’échantillons discrets d’eau de mer. Ces contraintes
méthodologiques rendent difficile le suivi des successions de blooms, des especes
responsables de ces blooms, de la variabilité de leur écophysiologie et de leur magnitude
potentielle (Smayda, 1997). Les fréquences d’observation employées entrainent une perte
importante d’informations non seulement par rapport aux poussées phytoplanctoniques mais
¢galement vis a vis des changements des communautés (Dubelaar et al., 2004 ; Fig. IV .1). En
tenant compte d’un taux de croissance commun du phytoplancton, la fréquence
d’échantillonnage théorique a appliquer dans le cadre d’une surveillance serait d’une fois par

jour.
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L’utilisation d’une nouvelle génération d’instruments bio-optiques capables d’accéder
rapidement a différents aspects de la dynamique phytoplanctonique est en plein essor. Parmi
ces techniques, I’analyse du phytoplancton par cytométrie en flux a déja confirmé avec succes
sa capacité¢ a détecter le phytoplancton au niveau de groupes et de certaines especes
(Takabayashi et al., 2006 ; Angles et al., 2008 ; Thyssen, 2008). De plus, cette technique
présente un intérét grandissant dans la détection précoce de blooms d’algues nuisibles (Rutten

et al., 2005 ; Buskey et Hyatt, 2006).
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Figure IV.1 : Comptages phytoplanctoniques réalisés au cytomeétre en flux au cours d’un bloom. La
figure (A) illustre la perte d’informations (aires grises) causée par la réduction d’un échantillonnage
mensuel (ronds noirs) par rapport un échantillonnage hebdomadaire (ronds blancs). La figure (B)
illustre le biais induit par la discrétisation de 1’échantillonnage. Les ronds noirs reproduisent les
valeurs mesurées chaque premicére semaine du mois; les ronds blancs reproduisent les valeurs
mesurées chaque deuxiéme semaine du mois (d’aprés Dubelaar et al., 2004).
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Cependant les travaux se sont d’abord naturellement orientés vers des groupes de cellules
facilement identifiables grace a leur contenu pigmentaire ou leur morphologie, souvent isolées
en culture. L’accessibilit¢ a la richesse spécifique constitue un défi, compte tenu de
I’importante diversité de forme, de taille, de physiologie des espéces phytoplanctoniques dans
les milieux aquatiques. Le CytoSense (CytoBuoy B.V., Pays-Bas) a la capacité de scanner les
propriétés optiques de particules comprises entre 1 et 800 um, donnant des informations
supplémentaires sur la forme des particules, en plus des critéres de taille et de contenu
pigmentaire.

Dans ce chapitre, nous rapportons les premiers résultats d’une étude réalisée sur des échelles
de temps plus courtes que celles des suivis d’observation des réseaux de surveillance actuels
(cf. Chapitre II) a ’aide du CytoSense, en zone coticre de la Manche orientale. Les objectifs
de cette étude consistaient & compléter I’observation de la variabilité phytoplanctonique au
cours d’un bloom (cf. Chapitre III) et d’appréhender le développement trés rapide de certaines
especes phytoplanctoniques telles que Phaeocystis globosa. Le travail a été mené au cours du
bloom phytoplanctonique printanier 2007 (cf. Chapitre III) selon une fréquence journalicre a
horaire. La premiére partie de ce travail a consisté en la caractérisation d’espéces et/ou de
groupes phytoplanctoniques a partir des données cytométriques. La seconde partie a permis
d’appréhender la variabilité phytoplanctonique a plus haute résolution temporelle, consistant
en une ¢échelle d’observation journaliere répartie sur quatre campagnes au cours d’un bloom.
Un suivi des caractéristiques environnementales réalisé simultanément a permis de définir le
contexte physico-chimique de notre étude et de déterminer s’il existe un impact des facteurs

environnementaux sur la variabilité a court terme du phytoplancton.
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Figure IV.2 : Identification de groupes phytoplanctoniques présents dans le milieu naturel nommées de
G1 a G9, a partir d’un cytogramme (longueur du FWS vs rapport du maximum de FLR et maximum
de FLY) a différents momentsdu suivi : (A) en début; (B) en milieu et (C) en fin de suivi. Des billes et
des doublets de billes sont figurés sur le cytogramme (A).
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I. Les classes phytoplanctoniques rencontrées en milieu naturel

I.1. Identification des groupes

Un total de 9 groupes a été identifi¢ au cours du bloom printanier 2007 (Fig. 1V.2). Les
cellules des groupes G1 et G2 ont été observées dans tous les échantillons (Fig. 1V.2-A, B et
C). Les cellules des groupes G3, G7 et G8 ont été principalement enregistrées en début et fin
de période de suivi (Fig. IV.2-A et C). Les cellules du groupe G5 étaient présentes du début
jusqu’en milieu de suivi (Fig. 1V.2-A et B), tandis que celles du groupe G9 sont apparues a
partir du milieu de suivi (Fig. 1V.2-B et C). Les cellules des groupes G4 et G6 ont été

respectivement observées uniquement en début et milieu de suivi (Fig. 1V.2-A et B).

La taille moyenne des cellules varie de valeurs minimales inférieures a 2 um pour le groupe
G4 jusqu’a des valeurs maximales supérieures a 100 um pour le groupe G9 (Tableau 1V.1).
Trois catégories de taille étaient représentées par les cellules des différents groupes :
e Les groupes G2, G3, G4 et G5 ¢étaient constituées de cellules ultraplanctoniques (2-
5 pm),
e Les groupes G1, G6 et G7 comprenaient des cellules nanoplanctoniques (5-20 pm),
e Les cellules des groupes G8 et G9 appartenaient a la catégorie microplanctonique
(20-200 pm).

Les groupes G4, G5 et G6 présentent des rapports FLR/FLY 10 fois plus faibles que les
rapports des autres groupes, en raison de valeurs de fluorescence jaune plus ¢élevée celles de
fluorescence rouge (Tableau 1V.1).

Les groupes G1 et G9 se caractérisaient par de forts rapports FLR/FWS, en raison d’un niveau

¢levé de fluorescence rouge (Tableau 1V.1).
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Tableau [V.1 : Moyennes (+ écart-type) des principales caractéristiques des groupes cytométriques sur I’ensemble des données acquises au cours du suivi
2007 (n = 35). Total représente I’intégration des signaux FWS, SWS HS, FLR HS et FLY HS (10° U.A.) et FLO LS (U.A.). FLR/FLY représente le rapport de
I’intégration des signaux de fluorescence rouge et jaune et FLR/FWS représente le rapport de 1’intégration des signaux de fluorescence rouge et de diffusion

vers |’avant.

Groupe é\‘/’\;‘g‘(ﬁfnr) Total FWS  Total SWSHS Total FLRHS Total FLY HS Total FLOLS FLR/FLY FLR/FWS
Gl 7524 1,77 7.84+507 0,66+£0,70  11,03£459  071+024  17,37+1557 1336+3,01 332221
G2 331+£0,61  0,63+025 0,07£0,06  047+022  013£004  734+750  3,09+1,09 1,89+2,07
G3 407+£0,60  3.26+0,94 0.15+0,15 224+£1,00  024+007  835+927 9224267 1,67+1,11
G4 2204027  1,11+0.36 0,45 + 0,03 2,70£027  2132+1,70 1191+11,18 0,15+0,04 1,87+0,94
G5 439+£120 0,97+ 1,06 0,170,090  0,72+0,08  2825+2,63  7,50+874  0,03£0,01 129 +0,40
G6 11,44 £449 9,05 +5,70 1,73 3,08 0,88+0,70  892+7.80  7.66+9,80  0,12+0,04 0,26+ 0,64
G7 10,75+3,73  13,15£672  1,96+293 6,53 +£326  414+192  17,17+11,93  1,7£043 0,79 + 0,46
G8 36,35+21,54  935+725 3,18 + 4,20 7.65+585  0,73+045  42,62+40,58 11,99+2.44 0,93 +0,58
G9 64,54 £7821 133,60+ 195,67 33,77+6541 171,99+£275,82 937+16,07 187,62+ 174,13 20,62+2,78 2,25+ 1,66
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Sur la base des enregistrements réalisés sur des cellules isolées, les neuf groupes ont pu étre
identifiés progressivement en milieu naturel a 1’aide de I’analyse des attributs des signaux et
des profils optiques. Ces groupes ont été confirmés par les observations et comptages

microscopiques.

I.1.1. Les groupes de cellules de Phaeocystis globosa

Les cellules des groupes G1, G2 et G3 ont été identifiées comme étant des cellules libres de
Phaeocystis globosa. En accord avec Rutten et al. (2005), les cellules libres de Phaeocystis
globosa se subdivisent en trois groupes selon leur taille et leur niveau de fluorescence rouge
lorsqu’elles sont analysées par cytométrie en flux (Fig. 1V.3). Le groupe G1 est constitué des
cellules de plus grande taille et présente les niveaux de fluorescence rouge les plus élevés
(Tableau 1V.1). Les groupes G2 et G3 présentent des cellules de taille similaire mais de
niveau de fluorescence rouge différent (Tableau 1V.1).

Sur la base d’une étude préliminaire sur les morphotypes de Phaeocystis globosa (Guiselin et
al. (2009); Cf Annexe 1), le groupe Gl peut étre considéré comme étant les cellules
coloniales libres dont la taille est principalement comprise entre 3,5 et 9 um et peut atteindre
jusqu’a 13 um lorsque les cellules sont en division (Fig. 1V.3). Les groupes G2 et G3
représenteraient des flagellés haploides se distinguant principalement selon leur taille : (i) les
flagellés haploides de 3 a 6 um (groupe G2) (Fig. 1V.4) et (ii) les flagellés haploides de 1,5 a
4,5 um (groupe G3) (Fig. 1V.4).
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Figure IV.3 : Identification des groupes de Phaeocystis globosa a partir d’un échantillon de culture
issue de la souche BCZ 99, fournie par le laboratoire d’Ecologie des Systémes Aquatiques de
I’Université Libre de Bruxelles. Le cytogramme de la longueur du FWS et de la moyenne du FLR HS
présente trois groupes de cellules isolées (G1, G2 et G3). Des colonies composées de plusieurs cellules
et des cellules du groupe G1 en division étaient également présentes dans la culture.
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1.1.2. Les groupes de cellules a fluorescence jaune

Les groupes G4, G5, G6 et G7 sont constitués de petites cellules (< 20 um) caractérisées par
des niveaux de fluorescence jaune élevés (Tableau 1V.1).

Les cellules du groupe G4 présentent une taille relativement petite (1,8-2,2 um ; Fig. 1V.4) et
une importante signature de fluorescence jaune par rapport a la taille et a la fluorescence
rouge (Tableau IV.1). Elles se distinguent des cellules des groupes G5 et G6 par une
fluorescence orange élevée. En raison de la petite taille, de la forte fluorescence jaune
caractéristique de la phycoérythrine et de la forte fluorescence orange caractéristique de la
phycocyanine, les cellules du groupe G4 ont été identifiées comme étant des cyanobactéries
du genre Synechococcus.

Les cellules du groupe G5 se caractérisent par une importante signature de fluorescence jaune
par rapport au signal de FWS (Fig. 1V.4). Elles présentent par ailleurs une taille similaire a
celles des cellules flagellées de P. globosa (groupes G2 et G3). Cependant, le niveau de
fluorescence rouge de ces cellules est relativement faible (Tableau 1V.1). La fluorescence
jaune de ces cellules pourrait résulter de la dégradation des pigments chlorophylliens en
phéopigments des cellules de P. globosa.

Les cellules du groupe G6 présentent les mémes caractéristiques de fluorescence que les
cellules du groupe G5 (Tableau 1V.1) mais différent par leur taille plus grande (Fig. 1V.4).
La fluorescence jaune est reconnue chez certains ciliés ayant ingéré des cellules
phytoplanctoniques et parfois chez des cellules lysées, aprés ingestion par du zooplancton.
Les cellules du groupe G7 présentent les mémes caractéristiques de fluorescence que les
cellules du groupe G4 (Tableau 1V.1) mais différent par leur taille plus importante (Fig.
IV.4). Un autre groupe phytoplanctonique contient a la fois de la phycocyanine et de la
phycoérythrine, il s’agit de Cryptophytes (Cf la culture de Rhodomonas sp., Chapitre 1 §
[11.4.2.).
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Figure IV.4 : Profils optiques et distribution de taille (um) des cellules des groupes nanoplanctoniques
G1 a G7 rencontrées dans le milieu naturel. Les signaux de FWS (noir), SWS (bleu), FLR (rouge) et
FLY (jaune) sont représentés pour chaque profil.
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I.1.3. Les groupes de diatomées

Deux groupes G8 et G9 ont été identifiés comme étant des diatomées. Ces groupes
correspondent a deux des groupes définis a partir des cellules isolées et mises en culture (Cf
Chapitre I § 111.4.2.).
e Les cellules du groupe G8 présentent des niveaux élevés de fluorescence rouge
(Tableau 1V.1) et seront nommées Diat-HFL (High Fluorescence Level),
e Les cellules du groupe G9 se caractérisent par des niveaux de fluorescence beaucoup

plus faibles (Tableau 1V.1) et seront nommées Diat-LFL (Low Fluorescence Level).

|.2. Validation a I’échelle saisonniére

Dans le but de déterminer le potentiel du CytoSense a détecter et quantifier in situ les espéces
responsables de bloom, nous avons comparé¢ les estimations de concentrations des différents
groupes cytométriques identifiés, aux comptages microscopiques d’espeéces ou groupes
équivalents.

Les observations microscopiques ont permis de confirmer et/ou d’identifier les principaux
profils cytométriques composant les groupes de diatomées (Fig. 1V.5). L’identification des
especes n’a été possible que lorsque les particules classées étaient numériquement dominantes
et qu’un nombre réduit d’especes constituait la majeure partie du groupe en question. Ainsi le
groupe des Diat-LFL (G8) était principalement composé de Pseudo-nitzschia (P. seriata, P.

delicatissima) facilement identifiable d’aprés son profil bimodal (ci-dessous) :

Pseudo-nitzschia seriata

En revanche, le groupe Diat-HFL (G9) était composé de divers profils optiques. Comme
évoqué dans le Chapitre III, les especes de diatomées se sont succédées au cours du bloom

printanier 2007.
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1. La période précédant le bloom de P. globosa était dominée par Chaetoceros socialis,
Lauderia annulata et Thalassiosira nordenskioeldii (Fig. 1V.5).

2. La période de bloom était dominée par Pseudo-nitzschia delicatissima (ci-dessus)
accompagnée de Rhizosolenia imbricata et de Skeletonema costatum (Fig. 1V.5).

3. La période suivant le bloom de P. globosa était de nouveau dominée par Chaetoceros

socialis accompagnée de Guinardia delicatula (Fig. 1V.5).
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Figure V.5 : Profils cytométriques des principales espéces de diatomées rencontrées dans le milieu
naturel et issues du groupe Diat-HFL. Les photos sont issues d’échantillons du milieu naturel.
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Selon les espéces ou groupes définis en cytométrie, les especes ou groupes correspondants en
microscopie présentaient globalement des dynamiques similaires, avec des corrélations entre
les deux méthodes allant de R? = 0,4 a R? = 0,8 (Fig. 1V.6). D’importantes sous-estimations
des comptages cytométriques sont a noter concernant les Diat-HFL (G9) et les cellules
coloniales de P. globosa (G1). La sous-estimation des diatomées est due a la présence de
nombreuses cellules sous forme de colonie pour lesquelles I’appareil détecte des particules a
part enti¢re (Fig. 1V.6-F). Pour les cellules coloniales de P. globosa, il s’agirait d’avantage
d’une surestimation des comptages microscopiques puisque ce phénomene n’est pas observé

pour les flagellés haploides (Fig. 1V.6-A et B).

|.3. Essai d’automatisation de reconnaissance

Une approche mathématique a été initiée dans le cadre de cette étude et apporte des
perspectives prometteuses dans 1’automatisation de reconnaissance des profils cytométriques.
Caillault et al. (2009) ont développé une mesure de comparaison conjointe d’ensembles de
signaux, basée sur la notion d’appariement élastique (Dynamic Time Warping, DTW ;
Annexe 2).

La Figure IV.7 montre les premiers résultats obtenus, pour le suivi dans le milieu naturel, de
trois especes qui ont formé différents blooms au cours du printemps 2007 (Cf Chapitre III).
Le DTW permet de travailler avec les profils optiques eux-mémes et non plus sur les attributs
de signal de groupes de particules. Par apprentissage du modéle mathématique a partir de
profils acquis en culture, les formes des signaux sont comparées et assignées a une espece.
Cette méthode permet également d’ajuster le dénombrement des cellules en colonie a partir de
la durée moyenne du signal équivalente a la taille d’une cellule individuelle pour chaque
espéce. Dans I’exemple Fig. V.7, le nombre de cellules de Chaetoceros socialis a été ajusté
avec une taille moyenne de cellules de 10 pm, et le nombre de cellules de Pseudo-nitzschia

delicatissima avec une taille moyenne de 50 pm.
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Figure 1V.6 : Validation a I’échelle saisonniére au cours du bloom printanier 2007, des comptages
cytométriques des groupes (cellmL™) avec les comptages réalisés au microscope a partir
d’échantillons du milieu naturel (station R1). (A) les cellules coloniales de Phaeocystis globosa et le
groupe G1 ; (B) les flagellés haploides de P. globosa et le groupe G3 ; (C) les Cryptophyceae et le
groupe G7 ; (D) le total des diatomées considérées LFL et le groupe G9 et (E) le total des diatomées

considérées HFL et le groupe G9.
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Figure IV.7: Résultats de reconnaissance des profils optiques de cellules issues d’échantillons du
milieu naturel (Chaetoceros socialis, flagellés haploides de Phaeocystis globosa et Pseudo-nitzschia
delicatissima) a 1’aide de la méthode « Dynamic Time Warping » (Caillault et al., 2009) a partir des
analyses au CytoSense et comparaison avec les comptages des mémes especes au microscope.
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[l. Variabilité a court terme

Les périodes d’échantillonnage a court terme, correspondent a différentes phases du bloom

printanier 2007, présenté au Chapitre 111 :| 2007

OOROMO,

I I
1. La premiere période d’échantillonnage (du 26/03 au 04/04) correspond a la phase de

démarrage du bloom printanier. Cette période se caractérise par un premier bloom
(correspondant a la période P1 définie en 2007 au Chapitre III) de diatomées dominé
par Chaetoceros socialis, avec une abondance phytoplanctonique comprise entre 0,47
et 1,32 .10° cell.L™! et une biomasse carbonée comprise entre 83 et 262 pgC.L™". Cette
période sera intitulée P1 dans la suite de cette étude.

2. La seconde période d’échantillonnage (du 11/04 au 17/04) correspond a la phase de
croissance du bloom printanier de P. globosa. Cette période coincidait avec une
augmentation de 1’abondance phytoplanctonique de 2,07 a 9,49 cellLL™ et de la
biomasse carbonée de 209 a 661 ugC.L", due a Phaeocystis globosa. Cette période
(période P2, Chapitre III) sera intitulée P2 dans la suite de cette étude.

3. La troisiéme période d’échantillonnage (du 09/05 au 25/05) correspond a la phase de
décroissance du bloom printanier de P. globosa. L’abondance phytoplanctonique était
comprise entre 0,61 a 12,86 cell.L et la biomasse carbonée entre 213 et 1458 pgC.L"
'. Les valeurs maximales d’abondance et de biomasse phytoplanctonique ont été
observées au cours de cette période et correspondent & une production secondaire de
P. globosa et a un second bloom de diatomées dominé par Pseudo-nitzschia
delicatissima. Cette période (période P3, Chapitre III) sera intitulée P3 dans la suite de
cette étude.

4. La quatriéme période d’échantillonnage (du 18/06 au 21/06) correspond a la phase
suivant le bloom printanier. Cette période était caractérisée par 1’augmentation de
I’abondance phytoplanctonique de 1,50 4 4,16 cell. L™ et de la biomasse carbonée entre
160 et 390 pgC.L™", due a Chaetoceros socialis. Cette période (période P4, Chapitre IIT)
sera intitulée P4 dans la suite de cette étude.

Au cours de la période P3, un suivi lagrangien des masses d’eau a I’aide d’une boué¢e ARGOS

a été réalisé entre le 15 et 16/05, a une fréquence moyenne de 4 h au cours de 24 h. Ceci nous

ont permis d’étudier les variations journali¢res des groupes phytoplanctoniques.
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Figure 1V.8 : Principales caractéristiques météorologiques au cours des 4 périodes de suivi a court terme (P1 a P4), a Boulogne-sur-mer définies par (A) la

vitesse du vent (m.s™) ; (B) les précipitations (mm) et (C) le rayonnement solaire (umol photon.m™.s™). Les courbes correspondent au lissage des données a
I’aide d’une méthode loess d’ordre 1.
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I.1. Variations a court terme des facteurs environnementaux
[I.1.1. Contexte climatique

Le suivi réalisé au cours de la période P1 est caractérisé par une augmentation progressive de
la vitesse du vent (Fig. 1V.8-Al) avec des moyennes journaliéres allant de 2,3 a 6,7 m.s™.
Une vitesse maximale de 10 m.s™ a été enregistrée au cours de la journée du 03/04. Les vents
de NE ont globalement dominé pendant le suivi, a I’exception de la période du 27 au 29/03
caractérisée par la dominance de vents de SE (données non représentées). Aucun épisode
pluvieux n’a été important en dépit de quelques jours faiblement ensoleillés (Fig. 1V.8-B1 et
C1). Les 29/03, 30/03 et 03/04 étaient caractérisés par un rayonnement solaire moyen < 250
pmol photon.m™.s™'. L’ensoleillement maximal a été observé le 04/04 avec une valeur de
1576 pmol photon.m™.s™",

Le suivi réalisé au cours de la période P2 a été marqué par des conditions météorologiques
exceptionnelles. Les jours du suivi ont été particulicrement ensoleillés avec des moyennes
journaliéres comprises entre 373 et 487 pmol photon.m™.s™ et caractérisés par des vents
faibles, compris entre 2,1 et 4,1 m.s” (Fig. IV.8-C2 et A2).

En revanche, le suivi réalisé au cours de la période P3 était caractérisé par des conditions
météorologiques perturbées. Un événement de vent fort (moyenne journaliére > 6 m.s™) a eu
lieu du 30/04 au 19/05 (Fig. 1V.8-A3). Il s’agissait de vents de NO et une vitesse maximale de
18 m.s”' a été atteinte le 09/05. Cet épisode a également été marqué par d’importantes
précipitations journaliéres allant de 0,2 a 8,8 mm (maximum observé le 15/05 ; Fig. 1V.8-B3).
Cependant, les conditions €taient également trés contrastées avec des jours particuliérement
ensoleillés tels que les 11/05, 12/05 et 19/05 marqués par un ensoleillement moyen > 500
pmol photon.m™.s™ (Fig. 1V.8-C3). A partir du 20/05, les conditions ont été plus calmes,
marqué cependant par une perturbation entre les 21/05 et 22/05. L’ensoleillement moyen était
particuliérement faible (194 et 39 pmol photon.m™.s™', respectivement) et des précipitations
de 7 mm ont été enregistrées (Fig. IV.8-B3 et C3).

Le suivi réalisé au cours de la période P4 a été marqué par un événement pluvieux de forte
amplitude (12 mm) mais bref (Fig. 1V.8-B4). Cette perturbation s’est également traduite par
deux jours marqué par un ensoleillement moyen (450 pmol photon.m™.s™; Fig. 1V.8-C4),

comparé aux jours suivants plus ensoleillés (750 pmol photon.m™.s™).
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[1.1.2.  Contexte hydrologique et chimique

L’analyse des coefficients de variation (CV) fait état d’une forte wvariabilité des
caractéristiques hydrologiques et chimiques au cours des différents suivis, a ’exception des
concentrations en silicate (Tableau 1V.2). Les CV variaient de < 25% en début et fin de
bloom (e.g. P1 et P4) a > 60% au cours des phases de bloom (e.g. P2 et P3). Les

concentrations en phosphates présentaient des CV plus élevés (> 60%) en P1 et P3.

Tableau IV.2 : Coefficients de variation (CV (%) = écart-type/moyenne) et valeurs minimales et
maximales [min. — max.] des caractéristiques hydrologiques définies par la température (T, °C), la
salinité (S, p.s.u.), et des caractéristiques chimiques définies par les concentrations en ammonium
(NH4", pmol.L™), en nitrates + nitrites (NO5” + NO,", pmol.L™"), en silicates (Si(OH),, pmol.L™) et en
phosphates (HPO,>, pumol.L") rencontrées au cours des différents suivis a court- terme. Le nombre
d’échantillons (n) est indiqué pour chaque suivi.

Pl P2 P3 P2
n=9 n=7 n=9 n=4
Température (°C) 24% 74% 64% 10%
P 87-93]  [101-104]  [121-140]  [I153—16.6]
Salinité (p.s.0) 19% 60% 81% 1%
PSU)  1331.340]  [335-343]  [333-343]  [34.1-34.6]
. | 24% 74% 64% 10%
NHo (umolL™) 16400817 [039-3.65]  [0,15-128]  [0.27—0,34]
NOs+ NO, 19% 60% 81% 1%
(umolL)  [932-1669] [032-943]  [0.11-114]  [0.07-0,09]
. | 28% 14% 9% 24%
SIOH)a(wmoLL™) 1) 51 3971 [176-245]  [2.04-2.60]  [1.68—-2.91]
) | 40% 28% 60% 20%
HPO,~ (umolL™) 6 1120317 [0.10-025]  [0,10-051]  [0.13—0.20]

Les différents suivis coincidaient avec 1’augmentation de la température. Cependant,
I’amplitude thermique a été plus faible au cours des premieres phases de bloom (entre 0,3 a
0,6°C en P1 et P2 ; Fig. IV.9-Al et A2) qu’au cours des derniéres phases de bloom (entre 1,3
a 1,9°C en P3; Fig. IV.9-A3 et A4).

Au cours des différents suivis, la salinité a présenté des valeurs comprises entre 33,1 a 34,6
p.s.u. et caractérisées par des variations proches de 1 p.s.u (Tableau V.2 ; Fig. IV.9-A). Ces
variations pouvaient €tre imputées aux conditions de prélévement. L heure de prélévement,

réalisé alternativement en courant de flot et de jusant, fluctuait un peu autour de la basse mer.
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Figure IV.9: Principales caractéristiques hydrologiques au cours des 4 périodes de suivi a court terme (P1 a P4), a Boulogne-sur-mer définies par (A) la
température (°C) et la salinité (p.s.u.), et des caractéristiques chimiques représentées par les concentrations (umol.L™") (B) en nitrate + nitrite (NO;” + NO,) et

ammonium (NH,"), et (C) en silicate (Si(OH)s) et phosphate (HPO,%).
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En période P1, les concentrations en ammonium relevées étaient inférieures & 1 pmol.L™,
comprises entre 0,27 et 0,81 pmol.L" (Fig. 1V.9-B1). Les concentrations en phosphates ont
diminué de 0,31 & 0,11 pmol.L™" au cours des trois premiers jours (Fig. 1V.9-C1). Les
concentrations en nitrate + nitrite et en silicate ont diminué progressivement tout au long de
ce suivi de 15,93 4 9,32 umol.L™" pour les nitrates + nitrites (Fig. 1V.9-B1) et de 3,97 a 1,71
umol.L™ pour les silicates (Fig. 1V.9-C1).

En période P2, les concentrations maximales en ammonium ont été relevées (Tableau 1V.2).
Elles ont augmenté de maniére importante de 0,39 pmol.L™" le 11/04 jusqu’a 3,65 umol.L™ le
14/04 et ont diminué a partir du 14/04 (Fig. 1V.9-B2). Les concentrations en nitrate + nitrite
ont continué de diminuer progressivement avec des valeurs allant de 9,43 a 0,32 pmol.L"
(Fig. 1V.9-B2). En paralléle, une légére augmentation des concentrations en silicate et en
phosphate a été observée au cours de cette phase (+ 1 pmol.L" pour les silicates et + 0,1

umol.L™ pour les phosphates ; Fig. 1V.9-C2).

En période P3, des augmentations ponctuelles d’ammonium ont été observées avec des
concentrations maximales de 0,79 pmol.L" le 16/05 et de 1,28 pmol.L" le 25/05 (Fig. X9-
B3). Les concentrations de nitrate + nitrite ont été inférieures a 0,5 pmol.L”, a I’exception
d’un pic de 1,14 pmol.L" observé le 15/05 (Fig. 1V.9-B3). Au cours de cette période, une
nouvelle diminution des concentrations en phosphates a été observée, allant de 0,51 a 0,10
umol.L!, tandis que les concentrations en silicate variaient Iégérement de 2,04 a 2,60 pmol.L”

'(Fig. IV.9-C3).

En période P4, les concentrations en ammonium étaient proches de 0,3 pmol.L™' et les
concentrations en nitrates + nitrites atteignaient des niveaux proches de la limite de détection
(Fig. 1V.9-B4). Seules les concentrations en silicate ont présenté une diminution importante
de 2,91 a 1,68 pmol.L" tandis que les concentrations en phosphate variaient de 0,12 a 0,20

umol.L™! (Fig. 1V.9-C4).
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I1.3. Variations a court terme des groupes phytoplanctoniques

[1.3.1. Evolution de I'abondance des groupes

Les flagellés HFL et les cellules fluorescentes jaunes FLY2 ont présenté une plus forte
variabilité au cours des phases de bloom (CV > 75% en P2 et P3 ; Tableau 1V.3). D’autres
groupes ont montré des variations plus importantes en périodes P1 et P3 telles que les cellules
coloniales (CV = 235% en P1 et 151% en P3; Tableau 1V.3), les flagellés LFL (CV = 66 et
160%) et les diatomées LFL (CV =110 et 91%). Les variations de Cryptophyceae ont été plus
importantes en période P3 (CV = 125%; Tableau 1V.3), tandis que la variabilité des cellules
FLY1 a progressivement diminué de 201% en P1 a 74% en P4 (Tableau 1V.3).

Tableau IV.3: Coefficients de variation (CV (%) = écart-type/moyenne) et valeurs minimales et
maximales [min. — max.] des abondances (cell.mL™") des groupes cytométriques rencontrés au cours
des différents suivis a court terme. Le nombre d’échantillons (n) est indiqué pour chaque suivi.
L’absence de données est signifiée par un X.

P1 P2 P3 P2

n=9 n=17 n=9 n=4
Cell col 235% 58% 151% 31%
G1) [19.33-998.44] [240,03—2164,09] [849—4138.91] [107,42—236,70]
Flag LFL 66% 54% 160% 40%
(G2) (0,00 153,94] [108,82—508.86] [16,84—481,06] [522.32— 1241,67]
Flag HFL 21% 89% 75% 14%
(G3) [108,72 — 212,63] [106,00—2676,01] [162,64— 5448211 [556,89 — 777.45]
Cyano 41%
(G4) (2,43 — 8 46] X X X

201% 92% 96% 74%
FLYL(GY)  1910_1502]  [30.64—264.00] [7.41—15833]  [0.00—0.72]

144% 119% 74%

FLY2 (G6) X 3.18—12727]  [6.02-206.07]  [1.06—531]
Crypto 22% 38% 125% 28%
(G7) [22.36-4427]  [3028-9574]  [0.67—-2664]  [130.42— 241,53]
Diat LFL 110% 37% 91% 44%
(G8) 0,00 — 2,82] [2.54-598]  [10,71-433.60]  [22.63 — 68,60]
Diat HFL 37% 36% 92% 49%
(G9) (845-2935]  [655-2602]  [3.59-5748]  [43.47— 149.75]
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En période P1, les cellules de Phaeocystis globosa ont ét¢ dominantes en termes d’abondance
avec des valeurs maximales comprises entre 154 et 998 cellmL™" (Fig. IV.10-Al).
L’abondance des cellules de P. globosa a été relativement constante au cours de ce suivi (<
200 cell.mL™; Fig. 1V.10-Al), a ’exception d’une augmentation rapide de I’abondance des
cellules coloniales observée de 36 cell.mL™ le 03/04 4 998 cell.mL™ le 04/04.

Au cours de cette période, d’autres groupes d’abondance plus faible ont montré des
variations. L’abondance des cellules de Cryptophyceae a diminué (Fig. 1V.10-B1), tandis que
celle des diatomées HFL a augmenté progressivement au cours de la semaine (Fig. 1V.10-
C1).

En terme de contributions relatives, la dominance des flagellés LFL a diminué au cours de la
phase de début de bloom, progressivement remplacée par celle des flagellés HFL en fin de

période, avant la dominance de cellules coloniales (Fig. 1V.10-D1).

En période P2, les flagellés HFL et les cellules coloniales de P. globosa ont majoritairement
dominé (valeurs maximales de 2676 et 2164 cellmL™'; Fig. 1V.10-A2), et étaient
accompagnées de flagellés LFL (valeur maximale de 509 cell.mL™ en début de période; Fig.
IV.10-A2). Les abondances des cellules coloniales et des flagellés HFL ont augmenté, tandis
que I’abondance des flagellés LFL a diminué (Fig. 1VV.10-A2). Cependant, I’augmentation des
cellules coloniales présentait deux pics successifs (2164 cell.mL™ le 12/04 et 2161 cell. mL™
17/04 ; Fig. 1V.10-A2), accompagnés d’augmentations d’abondance de cellules FLY1 et
FLY2 (Fig. 1V.10-B2).

Dans une moindre mesure, 1’abondance des diatomées HFL présentait une dynamique
similaire a celle de I’abondance des cellules coloniales, marquée par deux pics successifs (23
cell.mL™ le 14/04 et 26 cell.mL™' le 17/04 ; Fig. 1V.10-C2).

Au cours de cette phase, les trois groupes de cellules de P. globosa se sont succédés (Fig.
1V.10-D2). La contribution des cellules flagellées LFL a été élevée le premier jour. Elles ont
¢été rapidement remplacées par des cellules coloniales entre le 12 et le 13/04, elles-mémes

suivies par des cellules flagellées HFL a partir du 14/04.
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Figure IV.10 : Suivis des groupes phytoplanctoniques, au cours des 4 périodes a court terme a la station R1. Variations de I’abondance (cell.mL™) (A) des
cellules coloniales et des flagellés HFL et LFL de Phaeocystis globosa, (B) des cellules nanoplanctoniques appartenant aux Cyanobactéries, aux
Cryptophyceae et des cellules fluorescentes jaunes FLY 1 et FLY2 et (C) des cellules de diatomées HFL et LFL. (D) Contributions relatives des groupes.
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En période P3, les flagellés HFL et les cellules coloniales de P. globosa étaient toujours
dominants mais présentaient des abondances deux fois supérieures a celles rencontrées au
cours de la phase précédente (valeurs maximales de 5448 et 4139 cell.mL™ ; Fig. 1V.10-A3).
Des pics successifs d’abondance de différents groupes phytoplanctoniques ont été¢ observés
pendant cette phase. Au cours de la premicre semaine, un pic de cellules coloniales a été
observé le 13/05 (4139 cell.mL™; Fig. 1V.10-A3), suivi le 15/05 d’une bréve augmentation de
I’abondance des flagellés HFL (5448 cellmL™; Fig. 1V.10-A3) et le 16/05 d’un pic de
diatomées LFL (434 cell.mL™'; Fig. 1V.10-C3).

Au cours de la seconde semaine du suivi, des valeurs élevées de concentrations en flagellés
HFL ont été enregistrées entre le 21 et le 22/05 (4350 cell.mL™'; Fig. 1V.10-A3), suivies d’une
diminution entre le 23 et le 25/05. Ces concentrations importantes étaient accompagnées
d’importantes quantités de cellules FLY2 (206 cell.mL™; Fig. 1V.10-B3) et de cellules FLY1
(158 cell.mL™"; Fig. 1V.10-B3).

Au cours de cette période, I’importante contribution de cellules coloniales associée a une
importante contribution de diatomées LFL a été progressivement remplacée par celle des

flagellés HFL associés aux cellules FLY1 et FLY2 (Fig. 1V.10-D3).

En période P4, le méme schéma de dominance que celui de la premicre phase a été observé, a
savoir la dominance des cellules de P. globosa, cette fois-ci accompagnées de concentrations
plus importantes de Cryptophyceae (nombre croissant au cours de la période, atteignant en fin
de période une valeur maximale de 242 cellmL’; Fig. 1V.10-B4). Les abondances des
cellules FLY1 et FLY?2 ont été particuliérement faibles (< 10 cell.mL™; Fig. 1V.10-B4). Au
cours de ce suivi, seuls les Cryptophyceae et les groupes de diatomées ont présenté une
augmentation franche et progressive (Fig. 1V.10-B4 et C4). Les autres groupes ne
présentaient pas d’évolution particuliére, hormis une diminution de I’abondance des flagellés

LFL observée entre le 18/06 et le 19/06 (Fig. 1V.10-A4).
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[1.3.2. Evolution des parametres cellulaires des groupes

Pendant les périodes P2 et P3, I’abondance des cellules coloniales de Phaeocystis globosa
présentait des pics successifs, surimposés a la tendance générale (Fig. 1V.10-A2 et A3).
Cependant, les paramétres cellulaires de taille, dérivée de la longueur du signal FWS, et de
fluorescence de la chlorophylle a, dérivée de I’intégration du signal FLRHS, ne présentaient
pas de telles variations (données non représentées).

Les valeurs de FLRHS et de FWS des cellules de P. globosa ont montré des différences
conjointes de niveaux entre les différents suivis. D’une part, la taille moyenne des cellules
était relativement plus élevée au cours des périodes P3 et P4 (Tableau 1V.4) et d’autre part,
les valeurs de FLRHS étaient supérieures a celles observées durant les deux premiéres phases
(Tableau 1V.4).

Ce schéma d’évolution des parametres FWS et FLR a également été observé pour les
diatomées LFL (Tableau 1V.4).

Globalement, les cellules FLY1 et FLY2 ont présenté les mémes caractéristiques que les
cellules de P. globosa. Cependant, le niveau de fluorescence rouge a été plus élevé en phase
de croissance pour les cellules FLY1 et au cours de la phase décroissante pour les cellules
FLY2 (Tableau 1V.4).

Les cellules de diatomées HFL rencontrées au cours de la phase de début de bloom étaient
caractérisées par une taille moyenne plus grande et un niveau de fluorescence rouge plus

¢élevé que celles rencontrées au cours des autres phases (Tableau 1V.4).
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Tableau IV.4: Moyennes (£ écart-type) et valeurs minimales et maximales [min. — max.] des
caractéristiques physiologiques définies par la longueur du FWS (um) et ’intégrale de la FLR (10’
U.A.) des groupes cytométriques rencontrés au cours des suivis a court terme. L’absence de données

est signifiée par un X.

Groupe Signal P1 P2 P3 P4
_— 6,75 = 0,92 6,32 + 0,28 7,70 + 0,78 9,08 +0,14
Cell col [4,59 — 7,59] [5,85—6,59] [6,96 —9,19] [8,90 —9,21]
FLR 8,53 £2,75 15,65 +2,74 9,65+ 1,27 13,33 + 0,40
[5,26 — 15,30] [12,00-19,70] [7,93-12,20] [13,00—13,90]
_— 1,94+ 0,11 2,81+0,09 4,83 +0,20 3,23 + 0,09
Flag LFL [1,81 —2,08] [2,68 —2,94] [4,48 — 5,10] [3,16 —3,37]
FLR 0,19 +0,01 0,76 + 0,20 0,63+0,11 0,30 + 0,01
[0,18 —0,20] [0,44 —0,98] [0,50 — 0,77] [0,29-0,31]
_— 2,95+0,12 3,65+0.21 5,01 +0,19 4,97 +0,10
Flag HFL [2,79 —3,14] [3,27 —3,87] [4,72 — 5,32] [4,89 —5,11]
FLR 1,38 + 0,03 3,88+ 0,37 2,54 +0,57 1,62+ 0,10
[1,35—1,46] [3,30 — 4,28] [1,58 -3,15] [1,55-1,77]
2,20+ 0,08
L LT ; ;
FLR (2,54 2.94] X X X
FWS 1,90 + 0,22 3,07 +£0,33 6,91 £ 0,68 5,88 £0,96
Parti FLY1 [1,70 —2,45] [2,79 — 3,60] [5,64 —7,86] [4,81 —6,65]
FLR 0,53 +0,04 1,00 + 0,02 0,70 £ 0,08 0,90 £ 0,66
[0,46 — 0,60] [0,97 — 1,02] [0,62 — 0,85] [0,51 — 1,66]
FWS X 9,31 £2,41 12,21 +£ 1,08 12,20 £ 0,37
Parti FLY?2 [7,72 — 14,10] [10,60—13,60] [11,80—12,70]
FLR X 0,70 £ 0,24 0,92 +£0,19 0,79 £ 0,24
[0,37 — 0,90] [0,69 — 1,22] [0,54 — 1,06]
FWS 8,44 £ 0,25 9,97 +0,70 14,99 £ 4,06 8,83+£0,17
Crypto [7,96 —8,71] [8,95-11,00] [10,60 —23,40] [8,72 —9,09]
FLR 4,13 £0,27 9,37+0,77 9,27 +£3,13 3,06 + 0,09
[3,67 — 4,54] [8,31 —10,30]  [3,09-12,50]  [2,94—3,15]
FWS 26,66 + 3,81 33,65+ 10,11 47,08 £ 7,60 35,55+1,61
Diat LFL [23,00 - 34,00] [22,60—-51,10] [35,80—63,00] [33,8 —37,2]
FLR 3,23+ 1,00 11,61 +£4,28 8,86 +2,02 6,39 + 0,45
[1,44 — 4,67 [7,46 —19,40]  [6,05—12,60]  [5,90 — 6,85]
FWS 82,66 +20,07 53,22 +£9,09 64,56 £ 17,68 51,10+ 9,14
Diat HFL [58,60 — 109,00] [38,80 —61,70] [37,60 —88,60]  [40,5 — 62,3]
FLR 304,44 + 89,27 110,27 £27,38 155,80+49,31 83,60 £ 26,22

[189,00 — 434,00] [68,90 — 146,00] [90,20 — 240,00] [48,9 — 112,00]
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II.4. Relations entre les groupes phytoplanctoniques et les conditions

environnementales

L’¢tude de la variabilit¢ a court terme des paramétres environnementaux et des groupes
phytoplanctoniques au cours de différentes situations caractéristiques du bloom printanier
2007, laisse supposer 1’existence, non systématique, de variations marquées (§ 1I-1 et I1-2).

Afin de déterminer le réle des paramétres environnementaux sur le développement des
groupes phytoplanctoniques, le coefficient de corrélation de Spearman (p) a été calculé pour

chaque suivi sur les données biologiques, hydrologiques et environnementales.

Au cours des phases de début et de croissance du bloom (P1 et P2), une corrélation négative a
été observée entre les groupes de flagellés LFL et HFL de Phaeocystis globosa. Les flagellés
LFL covariaient alors positivement avec les concentrations en DIN (p = 0,75 en P1 et p = 1,00
en P2 ; p>0,05), tandis que les flagellés HFL covariaient négativement (p = -0,82 en P1 et p=
- 0,89 en P2; p > 0,05).
Des corrélations positives entre les cellules coloniales de Phaeocystis globosa et la vitesse du
vent ont été observées au cours des deux phases de bloom (p = 0,83 en P2 et p = 0,68 en P3 ;
p < 0,05), ainsi qu’une corrélation négative avec 1’indice de stabilité de la colonne d’eau (cD)
en phase de précédant le bloom (p =-0,73 ; p < 0,05).
Aucune relation n’a été¢ observée entre les cellules coloniales et les cellules flagellées de
Phaeocystis globosa. Cependant, des covariations entre les groupes de cellules fluorescentes
jaunes et les groupes de cellules de Phaeocystis globosa ont parfois été observées.
(1) en phase de croissance du bloom P2, les cellules coloniales covariaient
positivement avec les cellules FLY2 (p=0,83 ; p <0,05) ;
(i)  en phase suivant le bloom P4, une forte corrélation positive a été observée entre
les flagellés LFL et les cellules FLY1 (p = 1,00 ; p <0,05).
Aucune corrélation positive n’a été relevée entre D’intensité lumineuse et les groupes

phytoplanctoniques.
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I1.5. Essai d’étude de variabilité journaliére des groupes phytoplanctoniques

Une étude a plus court terme des groupes phytoplanctoniques a été réalisée au cours d’un
essai de suivi lagrangien de 24 h (suivi d’une méme masse d’eau). Ce type de suivi a été
appliqué dans le cadre de cette étude, pour suivre en temps réel les variations d’abondance des
groupes phytoplanctoniques. Il a été effectué¢ entre le 15/05 a 18h et le 16/05 a 18h au cours
de la phase de décroissance du bloom printanier, a une fréquence d’échantillonnage moyenne
de 4 heures. Il faut noter qu’un seul prélévement correspond a la phase nocturne.

Une augmentation de 1’abondance des cellules coloniales de Phaeocystis globosa a été
observée a partir de 8:00, cependant le moment ainsi que la valeur du maximum atteint au
cours de la journée, différait selon la profondeur (Fig. 1V.11-Al). En surface, une abondance
maximale de 1300 cellmL™ a été atteinte vers 12:00. En profondeur, la concentration
maximale a été deux fois plus importante qu’en surface et a été relevée plus tard vers 18:00.
Une augmentation des paramétres FWS et FLR des cellules coloniales a été observée a partir
de 12:00, pour atteindre des valeurs maximales en fin d’aprés-midi (Fig. 1V.11-A2 et A3).
Cette augmentation semblait étre précédée d’une diminution préalable au cours de la nuit
jusqu’en matinée.

Les abondances des cellules FLY 1 et FLY 2 ont présenté globalement la méme dynamique
que les cellules coloniales avec des concentrations maximales atteintes vers 14:00 (Fig.
IV.11-C1 et D1). Cependant 1’évolution des abondances n’était pas suivie de variations
similaires des paramétres FWS et FLR. La longueur du signal de FWS des cellules FLY1 a
augmenté (Fig. 1V.11-C2) tandis que la fluorescence rouge a diminué tout au long du suivi
(Fig. 1V.11-C3). Le niveau de la fluorescence des cellules FLY2 a sensiblement augmenté
(Fig. 1V.11-D3) mais la longueur du FWS s’est avérée trés variable entre la surface et le fond
(Fig. IV.11-D2).

Les diatomées LFL ont présenté une variation journaliére marquée de 1’abondance et des
parametres de FWS et de FLR, cependant 1’évolution a été différente de celle observée pour
les cellules coloniales. L’évolution des abondances des diatomées LFL a consisté en une
augmentation qui a commencé avant 8:00 a 12:00, suivie d’une diminution I’aprés-midi (Fig.
IV.11-E1). Les paramétres de FWS et de FLR ont suivi les variations de 1’abondance avec
des valeurs maximales atteintes vers 12:00, cependant ils ont commencé a augmenter plus
tard a partir de 8:00 (Fig. IV.11-E2 et E3). Une variation journali¢re de 1’abondance des
flagellés HFL de Phaeocystis globosa et des diatomées HFL n’a pu étre clairement identifiée
au cours de ce suivi (Fig. IV.11 Bl et F1).

154



Chapitre IV : Cytométrie en flux et variabilité a court terme

Diat LFL FLY?2 FLY1 Flag HFL Cell col

Diat HFL

Abondance (cell. mL™)

Longueur FWS (um)

Total FLR (10° UA)

4000 8,2 12
IS 2 s
3000 1 8.0 11 A ——Fond
2500 P
2000 - 781 4 10 {4
1500 1o /
1000 fti\ 7,6 / 97
500 | \T Ceilteeiee
0 7.4 8
3000 6,0 4,0
2500 Bl )l B2 B3
‘\\ 58 35
2000 o 56 Yo S ~_ ., !
1500 1 T L §>C<; 3,0 ST
0001 5471/
2,5
500 1 52 / ’
0 5,0 2,0
350 9,0 0,9
300 C1 8.5 C2 C3
=) ] N
i .
150 - il . = D\ﬁ o
100 &=+ - 7.0 Jo—" 0,7 %
50 R 6,5
0 6,0 0,6
350 16 1,5
300 1 D1 15 D2 D3
250
14 A 1,0 .
200 1 A 1 P ;ﬂé\n\;
150 >
100 127 0.5
50 Je— 17
) 0 00
600 70 15
500 1 El. 65 E2 E37&
—~— U
400 13 L 60 10 Ao
300 1™\ o 55 1~
200 LRk 5
100 45 1
0 40 0
60 120 300
50 Fl 100 S FZ 250 - F3
40 1 80 4~y 200
3094 S 60 7 150 -
20 j> . = /\ 40 A TEd B
10 20 50
0 T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T 0 — T T T T T T T T T
18 22 02 06 10 14 18 18 22 02 06 10 14 18 18 22 02 06 10 14 18
Temps (h) Temps (h) Temps (h)

Figure IV.11: Variations journaliéres en surface et en profondeur au cours d’un suivi lagrangien du 15
au 16 Mai 2007, sur le site d’Ambleteuse de (1) I’abondance (cell.mL™), (2) la longueur du FWS (um)
et (3) Iintégrale de FLR (10° U.A.) (A) des cellules coloniales de Phaeocystis globosa; (B) des
flagellés HFL de Phaeocystis globosa; (C) des cellules FLY1 ; (D) des cellules FLY2 ; (E) des

diatomées LFL et (F) des diatomées HFL.
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Discussion

Les études actuelles de reconnaissance des cellules phytoplanctoniques utilisant des
technologies basées sur I’excitation par laser et détection des propriétés optiques des cellules
reposent sur 1’analogie a partir de profils d’especes cultivées ou dominantes dans le milieu
(Buskey et Hyatt, 2006 ; Takabayashi et al., 2006 ; Angles et al., 2008). A notre connaissance,
les résultats de cette étude représentent les premicres observations de groupes
phytoplanctoniques (ultra-, nano- et microplanctoniques) résolus par cytométrie en flux de

« scanning » (CytoSense) en zone cdtiere eutrophisée.

Résolution des groupes phytoplanctoniques et estimation de I'abondance

Au cours des différents suivis a court terme, le CytoSense a permis de discriminer neuf
groupes phytoplanctoniques grace a I’analyse des profils optiques: quatre groupes
ultraplanctoniques (2-5 um ; G2, G3, G4 et G5), trois groupes nanoplanctoniques (5-20 um ;
G1, G6 et G7) et deux groupes microplanctoniques (20-200 um ; G8 et G9).

Concernant les groupes de taille inférieure a 20 pm, nos résultats sont en accord avec des
¢tudes réalisées en milieu oligotrophe tels qu’en Méditerranée (Thyssen et al., 2008) ou en
Atlantique nord-est (Thyssen et al., 2009) a 1’aide d’un CytoSub, version submersible du
CytoSense. La résolution de 7 groupes ultraplanctoniques a nanoplanctoniques, la ou les
cytometres en flux conventionnels n’en discriminent que 4 ou 5, suggere ’efficacité¢ de
I’analyse des profils optiques.

Les analyses cytométriques réalisées dans cette étude confirment la présence d’une fraction
microphytoplanctonique (>20 um) plus importante que dans les milieux oligotrophes. En
zone coticre de la Baie Sud de la Mer du Nord, Rutten et al. (2005) ont observé a 1’aide d’un
cytométre en flux conventionnel basé sur la détection de signaux intégrés, deux groupes
ultraplanctoniques de type Synechococcus, trois groupes nanoplanctoniques de cellules de
Phaeocystis globosa et des cellules microplanctoniques telles que des diatomées et des
colonies de P. globosa de taille maximale > 1000 pm.

Concernant les groupes de cellules de Phaeocystis globosa, nos résultats sont particuliérement
en accord avec les observations de Rutten et al. (2005). Le cycle de vie de P. globosa est
relativement complexe consistant en [’alternance de cellules flagellées et de cellules
coloniales caractérisées par des propriétés morphologiques et physiologiques différentes

(Riegman et Van Boekel, 1996 ; Peperzak et al., 2000 ; Rousseau et al., 2007). Trois groupes
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de cellules de Phaeocystis globosa ont été identifiés sur la base du contenu pigmentaire et de
la taille (Fig. IV.2 et 1V.3). Un groupe (G1) a été identifi¢ comme étant des cellules
coloniales de taille plus grande (5-10 um) et de fluorescence rouge élevée. Les cellules
coloniales de P. globosa se caractérisent par un rapport FLR/FWS relativement élevé,
signifiant qu’en dépit de leur petite taille, elles contiennent un taux important de chlorophylle
a. Les deux autres groupes (G2 et G3) différent légerement par leur taille mais surtout par leur
niveau de fluorescence rouge. Peperzak et al. (2000) a identifi¢ trois groupes de taille
similaire de cellules a partir d’une analyse par compteur de particules (Coulter-counter) d’une
culture de P. globosa. Il a ainsi mis en évidence deux types de flagellés haploides appelés
respectivement microflagellés (3,1 = 0,1 um) et mesoflagellés (4,2 = 0,1 pum). Les tailles
observées des flagellés LFL et HFL sont en accord avec celles des flagellés de Peperzak et al.
(2000). Les flagellés diploides observés dans le cadre du Chapitre III n’ont pu étre identifiés
par les analyses cytométriques en raison (i) de caractéristiques cellulaires similaires aux
cellules coloniales et (i1) de leur faible concentration.

Les cellules du groupe G4 présentent une taille relativement petite (< 2 pm), une forte
fluorescence orange caractéristique de la phycocyanine et une forte fluorescence jaune
caractéristique de la phycoérythrine (Tableau IV.1). Il s’agit des principales caractéristiques
de cyanobactéries de type Synechococcus. D’aprés Grattepanche (2007) dans une étude
réalisée a partir des mémes prélévements, les observations microscopiques confirmeraient la
présence de cyanobactéries coccoides de type Synechococcus dans les premiers prélévements
du suivi. Cependant, la taille des cellules déterminée par notre cytomeétre est plus grande que
celle habituellement admise pour les espéces de Synechococcus (~1 um ; Partensky et al.,
1999). Cependant, bien que ’estimation de la taille par le CytoSense puisse étre biaisée pour
des cellules inférieures a 5 pm (Cf Chapitre I § I11.3.1.1.), certaines espéces de cyanobactéries
de taille supérieure a 1 um ont déja ét¢ observées (Neveux et al., 1999). Les cyanobactéries
du genre Synechococcus sont ubiquistes mais elles sont particuliérement dominantes dans les
milieux oligotrophes ot leur abondance est de ’ordre de 10” cell.mL™ (Lovejoy et al., 1996 ;
Grégori et al., 2001). En comparaison, les abondances des cyanobactéries rencontrées au
cours de cette étude ont été relativement faibles (cell.mL™). Cependant, il est généralement
admis que I’abondance de petites cellules telles que les cyanobactéries ou les picoeucaryotes
diminue au cours des périodes ou I’abondance des cellules de grande taille augmente.

Les cellules des groupes G8 et G9 ont été¢ identifiées comme étant des diatomées mais
appartenant a deux groupes différant selon leurs propriétés optiques : les diatomées HFL et

LFL. Les profils optiques composant ces groupes sont treés divers cependant ils présentent un
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crittre morphologique commun. Les diatomées HFL présentent surtout des profils de
diatomées centriques, tandis que les diatomées LFL présentent des profils de diatomées
pennées. Le regroupement de cellules selon leur forme introduit la notion de groupes
fonctionnels (Thyssen et al., 2008). Cette définition de groupes fonctionnels, comme déja
évoquée dans le Chapitre III, permet de simplifier 1’é¢tude des assemblages
phytoplanctoniques en I’absence d’identification d’especes.

D’autres groupes tels que les cellules fluorescentes jaunes FLY 1 et FLY2 se distinguaient par
leur forte signature de fluorescence jaune. Ce type de fluorescence est reconnu chez certains
ciliés et parfois chez des cellules lysées, aprés ingestion par du zooplancton (Laval-Peuto et
Rassoulzadegan, 1988). L’¢tude de Grattepanche (2007) a également permis d’évaluer
I’impact du broutage sur les cellules nanoplanctoniques. Les ciliés semblent étre les
principaux prédateurs des cellules nanoplanctoniques autotrophes telles que les cellules libres
de Phaeocystis globosa, et peuvent ingérer jusqu’a 11% du stock par jour. Cependant, les
cellules fluorescentes jaunes FLY2, suspectées d’étre des ciliés apparaissent 10 fois plus
abondantes au cytométre (10* cell.mL™) qu’au microscope & épifluorescence (Grattepanche,
2007). Ce phénoméne peut étre di au fait que la fixation des ciliés peut entrainer des pertes
cellulaires (Karayanni et al., 2004).

Les diatomées présentaient les niveaux les plus élevés de fluorescence rouge (Tableau 1V.1).
Bien qu’il s’agisse de cellules microplanctoniques, les groupes de diatomées peuvent atteindre
des concentrations comparables a celles de certains groupes de cellules nanoplanctoniques
(Tableau 1V.3). Cependant il résulte encore une erreur d’estimation d’abondance au
cytometre de 10% des cellules microplanctoniques (> 20 pm), alors que I’erreur
communément admise est inférieure a 3% (Grégori et al., 2001 ; Thyssen et al., 2008).

Pour le moment, le comptage au niveau de 1’espéce ne peut €tre réalisé¢ avec précision que
pour les espéces facilement identifiables (Pseudo-nitzschia spp.) et les espéces dominantes
numériquement. Le taux de reconnaissance des especes est de 60% (Wacquet, 2008), toutefois
les comparaisons préliminaires avec les comptages microscopiques sont encourageantes (Fig.
IV.6). L’approche automatisée sur la reconnaissance de forme des signaux (DTW ; Caillault
et al.,, 2009) a partir d’une base d’apprentissage de profils d’espéce permettra une
amélioration considérable dans la discrimination d’espece (Fig. 1V.7).

Un autre probléme de sous-estimation de comptage concerne les diatomées formant des
colonies et des chaines (Fig. IV.6-F et E). Il est encore difficile d’appréhender le nombre de
cellules par colonie, ce travail restant manuel et aussi laborieux que les comptages

microscopiques. L’utilisation de la durée moyenne du signal d’une cellule permet une
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meilleure estimation (Fig. 1V.7). Cependant, cette approche nécessite une calibration
manuelle pour chaque espéce formant des chaines et reste dépendant des changements de

taille des cellules individuelles (Olson et Sosik, 2007).

Variabilité a court terme en relation avec les facteurs environnementaux

La fréquence d’échantillonnage est cruciale pour suivre la dynamique du phytoplancton
(Dubelaar et al., 2004). Les variations a court terme s’échelonnent d’une échelle horaire a
plusieurs jours et ne sont pas observables lorsque 1’échantillonnage est de 1’ordre d’une fois
par semaine ou par mois. Les suivis réalisés a fréquence de I’ordre d’une fois par jour avec le
CytoSense ont permis de suivre 1’évolution de groupes phytoplanctoniques et de rendre
compte de la succession de certains de ces groupes, en particulier des cellules de Phaeocystis
globosa.

Le chapitre III de cette étude a permis de souligner la rapidité de certains développements
phytoplanctoniques (de 1’ordre de 15 a 30 jours). Les périodes échantillonnées a plus court
terme, au cours du printemps 2007, correspondaient aux quatre changements de structure
répertoriés au chapitre III (§ III). La premiere période (P1) correspondait a un premier bloom
de diatomées, en particulier de I’espéce Chaetoceros socialis. La seconde période (P2) était
associée a la phase exponentielle du bloom de Phaeocystis globosa. La troisiéme période (P3)
correspondait a la phase de décroissance du bloom de Phaeocystis globosa et au bloom de la
diatomée, Pseudo-nitzschia delicatissima. La quatrieme période (P4) coincidait avec un
second bloom de Chaetoceros socialis. Ainsi, la dynamique du groupe des diatomées HFL
était davantage représentative des développements de Chaetoceros socialis tandis que le
groupe de diatomées LFL ¢était représentatif des développements de Pseudo-nitzschia

delicatissima.

Certains groupes présentaient des pics successifs d’abondance au cours des différents suivis a
court terme, en particulier durant les phases de bloom P2 et P3 (Fig. IV. 10). Ce phénoméne
¢tait principalement observé pour les cellules coloniales de Phaeocystis globosa, ainsi que
pour les groupes de diatomées.

D’apres Pannard et al. (2008a), les événements de mélange et les mouvements advectifs de
I’eau influencent les fluctuations de la biomasse du phytoplancton total et la concentration des
especes dominantes, tandis que les processus locaux influencent les changements de structure

de la communauté. Les événements de mélange peuvent également entrainer des changements
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dans la structure de la communauté lorsqu’ils sont associés a des changements de limitation
en lumiere et/ou en sels nutritifs.

En Manche orientale, le vent induit des courants qui peuvent &tre supérieurs au courant
résiduel de la marée (Salomon et Breton, 1993), entrainant un mélange vertical de la colonne
d’eau et une dispersion de la masse d’eau coticre vers le large (Brylinski et al., 1991). En
particulier, les sels nutritifs azotés peuvent augmenter dans les eaux de surface a partir du
mélange vertical. Au cours de la phase de décroissance du bloom P3, I’événement de vent fort
(> 6 m.s” pendant une semaine) a pu entrainer des augmentations de sels nutritifs par mélange
avec les eaux profondes (Fig. 1V.9-B3 et C3). Des augmentations de concentrations en
ammonium et en nitrate ont ainsi ét¢ observées 4 a 5 jours apres la période de vent maximal.
Cependant au cours de cette période, une succession de proliférations de groupes s’est mise
en place dés deux jours apres la période de vent maximal (Fig. 1V.10). En accord avec
Thyssen et al. (2008), les événements de fort vent persistant induisent une recolonisation du
milieu par succession. Les proliférations successives ont pu étre soutenues par des
concentrations ¢€levées en phosphates qui aprés consommation, ont atteint des valeurs
inférieures a 0,1 pmol.L™' (Fig. 1V.9-C3).

Les premiéres cellules a proliférer ont été les cellules coloniales de Phaeocystis (Fig. 1V.10-
A3). La corrélation positive observée entre la vitesse du vent et les cellules coloniales
(Tableau 1V.5) suggére (i) une influence des conditions de mélange sur la concentration
cellulaire et (ii) que les augmentations résulteraient d’une advection. Il a par ailleurs été mis
en évidence que la taille des colonies augmentait avec la turbulence jusqu’a un certain seuil
au-dela duquel la taille diminuerait (Schapira et al., 2005).

En dehors de 1’événement de fort vent, les changements de dominance d’especes sont reliés
aux changements physiques et chimiques. L’alternance entre les flagellés LFL et les flagellés
HFL apparait reliée aux changements de concentrations en nitrate. Cependant, il est
particulierement reconnu dans la littérature que les flagellés sont de meilleurs compétiteurs
pour le phosphore (Riegman et Van Boekel, 1996). L’augmentation des flagellés HFL
concomitante a la diminution des flagellés LFL indiquerait une transformation. Ainsi,
I’observation d’un passage de flagellés LFL vers des flagellés HFL au cours des premicres
phases du bloom, pourrait étre liée au passage des flagellés haploides vers les flagellés
diploides (Peperzak et al., 2000 ; Rousseau et al., 2007), méme s’ils n’ont pas pu étre détectés
en cytométrie au cours de notre étude, car trés peu abondants. L’augmentation des parameétres
cellulaires de taille et de fluorescence de la chlorophylle a enregistrées au cours des phases de

bloom, révelent I’intense activité cellulaire des cellules coloniales de Phaeocystis globosa
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(Tableau 1V.4). Les paramétres des cellules coloniales ont montré de plus fortes variations
que ceux des cellules flagellées, indiquant d’importants changements physiologiques au cours

des différentes semaines du bloom.

...vers la variabilité intra-journaliére

De premicres observations de variations intra-journalieres a I’aide d’un suivi lagrangien ont
¢galement été montrées dans le cadre de cette étude.

La co-occurrence d’une augmentation de 1’abondance et du FWS est caractéristique d’une
division cellulaire (Thyssen et al., 2008 ; DuRand et Olson, 1996). En particulier, la
périodicité de la FLR et du FWS permet de définir le cycle cellulaire des cellules coloniales
de Phaeocystis globosa (Veldhuis et al., 2005). L’évolution de ces deux paramétres consiste
en une diminution au cours de la premiére période de la phase lumineuse suivi d’une
augmentation au cours de la seconde période de la phase lumineuse. Cette période
d’augmentation correspond a la phase de réplication de I’ADN. D’aprés Veldhuis et al.
(2005), cette phase est suivie d’une diminution correspondant a la division cellulaire ayant
lieu a la fin de la phase lumineuse et au début de la phase obscure. Les cellules coloniales de
P. globosa se caractérisent par plusieurs divisions par jour (taux de croissance maximal de 2,0
i™). La croissance en phase obscure est alors facilitée par I’apport énergétique provenant de la
dégradation des polysaccharides organiques du mucus.

La concomitance de I’augmentation des cellules FLY1 et FLY2 pouvant correspondre a des
cellules lysées, dégradées ou ingérées par des ciliés révelent la pression de broutage exercée
par le microzooplancton sur les cellules libres de Phaeocystis globosa. Les cellules FLY1 et
FLY2 sont plus nombreuses en surface ce qui montre que le broutage s’y effectuerait
préférentiellement. En conséquence, 1’abondance des cellules coloniales de P. globosa est
plus faible en surface (23% de réduction par rapport a la profondeur). La gamme de taille des
cellules FLY1 est similaire a celle des cellules coloniales (7-8 um). Ces observations révelent
I’impact journalier du microzooplancton, en particulier des ciliés sur les cellules libres de
Phaeocystis globosa (Grattepanche, 2007).

Les diatomées LFL présentent également un cycle journalier de 1’abondance concomitant a
celui des parametres de FLR et de FWS. D’apres les observations microscopiques en accord
avec les analyses cytométriques des cultures, ce groupe était dominé exclusivement par
I’espece Pseudo-nitzschia delicatissima. La croissance de cette espéce differe de celle de

Phaeocystis globosa avec un rythme proche de celui de la luminosité (rythme circadien).
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Cette croissance consiste en (i) une augmentation des parametres au cours de la premicre
partie de la phase lumineuse, (i1) des valeurs maximales atteintes au moment du maximum de
radiation solaire (vers 12:30) et (iii) une diminution des parameétres au cours de la seconde
période de la phase lumineuse. Pour une photopériode de 16 h de lumiére- 8 h d’obscurité, le
taux de croissance de Pseudo-nitzschia delicatissima peut atteindre 0,9 j' (Fehling et al.,
2004).

D’autres groupes, telles que les flagellés de Phaeocystis globosa et les diatomées HFL, ne
montrent pas de synchronicité des paramétres. Le groupe des diatomées HFL est composé de
plusieurs especes pouvant étre caractérisées par des taux de croissance différents. Cependant,
les tendances inverses des abondances des diatomées HFL entre le fond et la surface au cours
de la seconde période de la phase lumineuse peuvent étre attribuées a la sédimentation et a la
migration verticale de ces cellules. En revanche, les variations observées pour les flagellés
seraient davantage dues a un processus sexué. L’apparition des flagellés de P. globosa résulte
d’une méiose a partir de la division des cellules coloniales (Rousseau et al., 2007). Veldhuis
et al. (2005) ont observé un état haploide de I’ADN au cours d’une bréve période entre deux

cycles de réplication des cellules coloniales.

En conclusion, au cours des blooms phytoplanctoniques, les réponses sont d’autant plus
rapides que les taux de croissance peuvent étre supérieurs a la journée. Dans cette étude, nous
avons examiné les variations des communautés phytoplanctoniques a court terme au cours de
différentes phases d’un bloom (cf. Chapitre III). L’énumération et I’analyse de la composition
des communautés phytoplanctoniques ont été réalisées a 1’aide d’un nouvel instrument
Cytosense et de logiciels Cytoclus et Python. Cette approche avec une technique alternative a
la microscopie a inversion utilisée au cours des deux chapitres précédents nous a permis
d’obtenir certaines informations sur la composition mais €également sur 1’état physiologique
des cellules. On a pu ainsi remarquer que les especes dominantes étaient contrdlées a des
échelles de temps saisonniére et hebdomadaire (les cellules de P. globosa), alors que certaines
autres especes parfois plus rares (diatomées LFL) étaient indicatrices de changements a trés
court terme et répondaient aux événements de vent (Pannard et al., 2008b). Le premier essai
de suivi lagrangien a permis d’identifier les variations journaliéres de certaines cellules
(cellules coloniales et les diatomées LFL). Cependant, I’intensification de ce type de suivi a
d’autres périodes du bloom est nécessaire pour confirmer ces observations. Ces suivis, prévus

a Dorigine pendant une quinzaine de jours au milieu du printemps, n’ont pu avoir lieu que
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pendant une seule journée, étant donné les mauvaises conditions météorologiques du mois de
mai 2007. De plus, sur la base de telles données cytométriques, il est difficile d’appréhender
les taux de croissance des cellules phytoplanctoniques. Des apports techniques plus
importants tels que des marquages d’ADN seraient alors nécessaires pour caractériser les
cycles cellulaires en milieu naturel (Thyssen et al., 2008). Enfin, comme 1’échantillonnage a
partir d’un bateau est limité par les contraintes logistiques et parfois par les conditions
météorologiques, la solution appropriée serait I’utilisation d’un cytomeétre en flux submersible
de type CytoSub ou FlowCytobot en un point fixe associ¢ a une bouée de type MAREL
(Iremer), permettant de prélever et d’analyser automatiquement le phytoplancton dans le
milieu pour réaliser un suivi eulérien a haute fréquence (Sosik et al., 2003 ; Olson et Sosik,
2007 ; Thyssen, 2008). Des bateaux pourraient étre équipés de cytomeétre dans des systémes

de type Ferrybox, pour des suivis transmanche.
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Conclusion générale et perspectives

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La Manche orientale constitue un site d’étude d’un grand intérét pour la recherche
scientifique. Il s’agit d’un écosystéme particuliérement dynamique, d’une richesse biologique
importante et d’une zone d’interface productive.

Le phytoplancton est constitué¢ d’une grande diversité d’organismes dont la dynamique reste
encore mal connue en raison de problémes liés aux méthodes d’observation. A 1’échelle
spécifique, le phytoplancton posséde un important potentiel d’adaptation qui en fait un bon
bio-indicateur des conditions du milieu. Il est donc important de cibler les études sur cette
diversité du phytoplancton. De plus, la variabilit¢ du phytoplancton s’exprime a différentes
¢chelles temporelles (i. e. journaliere a interannuelle). Une mesure ponctuelle ne peut en
aucun cas rendre compte de I’étendue des variations phytoplanctoniques.

Le travail exposé ici représente un grand intérét pour mieux comprendre le rdle des
communautés phytoplanctoniques en zone cotiére de la Manche orientale. Il a permis de
définir la composition spécifique du phytoplancton, de décrire sa dynamique temporelle, de
définir de nouveaux outils pour suivre et décrire en détails sa variabilité. La conclusion
générale reprendra les points principaux des questions posées et discutera de certains aspects
qui sont apparus intéressants au cours de ce travail. Enfin, la conclusion débouchera sur

quelques éléments de perspectives de recherche découlant de ce travail.

Cette étude repose sur une analyse descriptive a différentes échelles temporelles d’observation
tenant compte des parametres physiques, chimiques et biologiques susceptibles d’exercer un

forcage sur la variabilité temporelle du phytoplancton.

Quelle est la la dynamique du compartiment phytoplancton?

Variabilité a long terme

Cette ¢étude représentait une premicre approche globalisée de la dynamique des principaux
groupes et especes phytoplanctoniques de 1’écosystéme Manche orientale. Elle nous a permis
de définir les variations saisonnieres et les tendances pluriannuelles globales des
communautés phytoplanctoniques en relation avec les concentrations en sels nutritifs.
L’impact de la ressource nutritive sur la dynamique phytoplanctonique est clairement apparu

au niveau des deux échelles d’observation : saisonniére et interannuelle.
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En accord avec les études antérieures réalisées a 1’échelle saisonni¢re (Brunet et al., 1996 ;
Breton et al., 2000 ; Seuront et Vincent, 2006 ; Schapira et al., 2008), la période productive,
entre mars et juillet, est principalement dominée par les diatomées et la Prymnésiophycée
Phaeocystis globosa. Il a été défini trois assemblages dont la succession apparaissait controlée
par la disponibilité en sels nutritifs (Estrada et al., 1988).

A TDéchelle annuelle, la fréquence des blooms apparaissait reliée aux concentrations
hivernales en concentrations nutritives. Les blooms relevés a partir de la fin des années 1990
étaient dominés par des espéces exceptionnelles, en particulier estivales. Ces changements
coincident avec une diminution des apports en phosphate, reconnue pour altérer la structure
sur le long terme (Tyrrell, 1999). Cependant, le statut nutritif ne peut étre suffisant pour
expliquer a lui seul la variabilit¢ interannuelle. Les forcages hydro-climatiques seraient
responsables des brusques changements d’intensité de développement de blooms d’année en
année (Seuront et Souissi, 2002 ; Breton et al., 2006) par ’intermédiaire notamment d’une
modification des conditions de lumiére.

(1) L’¢étude a long terme a permis de définir la période productive et de situer le contexte
¢cologique en Manche orientale.

(i) Elle a également montré I’'importante variabilité interannuelle des blooms qui seraient
influencées par les conditions hydro-climatiques.

(i11) Elle a souligné I’intérét d’augmenter la fréquence d’échantillonnage pour I’observation

des conditions écologiques et des mécanismes régissant les blooms.

Variabilité a moyen terme

L’¢étude des blooms a nécessité la définition de la structure des communautés et des niches
¢cologiques avant d’appréhender la variabilité interannuelle. Trois assemblages spécifiques
ont ét¢ définis du printemps et ont ¢été¢ considérés comme des assemblages fonctionnels
(Reynolds, 2001). Les résultats ont mis en évidence des assemblages hétérogenes en terme de
stratégie, dont la succession dépendait des conditions nutritives et de stratification de la
colonne d’eau. Cette hétérogénéité des assemblages a souligné I’existence d’une variabilité a
plus faible échelle temporelle et révélée par une fréquence d’échantillonnage plus fine.

Cette étude a également montré I’importante variabilité interannuelle entre les blooms chaque
année. Les conditions environnementales particuliéres des années 2005, 2006 et 2007 ont joué
un role important dans le calendrier des blooms phytoplanctoniques. Si 1’année 2006 fait état

d’un bloom précoce de Phaeocystis globosa (mars) par rapport a sa période habituelle
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d’apparition (avril), I’année 2005 a été caractérisée par un bloom de faible amplitude.
L’¢tablissement d’une stratification sous contréle hydro-climatique influencerait les
conditions de lumiére a I’origine de I’apparition de Phaeocystis globosa.

Une autre variabilité interannuelle concerne la fréquence de blooms. Elle refléte le succes et
I’opportunismede certaines espéces. Certains de ces blooms apparaissent induits par
Phaeocystis globosa via la production de matiére organique, alors que d’autres blooms

semblent soutenu par des apports ponctuels en sels nutritifs.

Variabilité a court terme

La présente étude constitue une premiére approche par cytométrie en flux de la caractérisation
des communautés phytoplanctoniques en zone cotiere tempérée et eutrophisée. La majorité
des études antérieures réalisées en cytométrie en flux en milieu oligotrophe ou en culture,
I’ont en effet été..

L’analyse des profils optiques, scannés par le cytometre en flux CytoSense, permet d’obtenir
les principales informations qualitatives sur la morphologie des cellules et de traiter une
quantité¢ suffisante de données pour analyser la dynamique phytoplancton a une fréquence
plus ¢élevée. Toutes ces observations ont permis de définir neuf groupes de taille cellulaire
comprise entre 2 et > 50 um. Cependant, la validation statistique du comptage des cellules de
grande taille reste sous la dépendance de leur concentration et I’identification des espeéces
reste sous I’appréciation de I’opérateur.

Les groupes définis en fonction de leurs propriétés optiques apportent des informations
complémentaires par rapport aux groupes définis en fonction de leur origine taxonomique, de
leur morphologie et/ou de leur occurrence. Des concordances ont été trouvées entre les
groupes optiques et les groupes phylogénétiques, sur la base des propriétés de fluorescence
des pigments (i.e. Cyanobactéries, Cryptophycées, diatomées). Cependant I’analyse des
attributs de profils a permis de différencier un plus grand nombre de groupes particulierement.
Deux principaux critéres ont été a 1’origine de cette discrimination. Le niveau de fluorescence
a notamment permis de distinguer des cellules dégradées, des espéces de diatomées contenant
moins de pigments chlorophylliens, et les différents types de flagellés de Phaeocystis globosa.
La taille a, quant a elle, permis de mettre en évidence des cellules de petite taille telles que des
cyanobactéries, difficilement observables par microscopie.

L’échelle temporelle utilisée pour suivre la dynamique a court terme de ces groupes a permis

d’identifier deux mécanismes principaux de variabilité: (i) une variabilité¢ induite par les
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conditions locales (nutritive et lumineuse) et (ii) une variabilité induite par le mélange de la

colonne d’eau.

Quelle est la structure phytoplanctonique au sein de I'écosystéme Manche orientale ?

Les caractéristiques des groupes fonctionnels sont variables d’une étude a I’autre (Claustre,
1994 ; Falkowski et al., 1998 ; Bouman et al., 2003). Leur définition dépend de I’objectif
scientifique posé. Les groupes taxonomiques sont souvent hétérogénes au regard des
paramétres physiologiques des especes.

Trois assemblages saisonnier ont été définis au cours des échelles a long et moyen terme. Ces
assemblages saisonniers confirment, en général, ceux reconnus dans la littérature et définis
souvent au cours d’études annuelles isolées (Muylaert et al.; 2006 ; Seuront et Vincent,
2008). Cependant, il a été décelé une occurrence nouvelle des espéces de Pseudo-nitzschia
dans les assemblages printaniers et estivaux par rapport aux études antérieures aux années
2000 (Rousseau et al., 2002). Ces espéces apparaissent particulierement liée a Phaeocystis
globosa; soit par association directe de Pseudo-nitzschia sur les colonies (Sazhin et al., 2007),
soit indirectement par utilisation de la matiere organique relarguée lors de la sénescence des
colonies (Loureiro et al., 2008).

Trois groupes de diatomées a partir d’espéces cultivées ont été¢ également définis par
cytométrie en flux. Ces groupes de cellules se regroupent en fonction de leur contenu
pigmentaire et de leur taille (Matériels et Méthodes ; Cf I11.5.2.). Cette définition introduit la
notion de groupes fonctionnels a partir des critéres physiologiques des cellules. L’étude des
especes par groupes fonctionnels apparait non seulement plus pertinente d'un point de vue
écologique, mais également plus simple a mettre en ceuvre grace a cette technique de
cytométrie en flux.

L’analyse des groupes fonctionnels a également permis de mettre en évidence des groupes de
cellules a un niveau intra-spécifique, par exemple composés de différents morphotypes de
Phaeocystis globosa. La définition de groupes a partir des propriétés optiques des cellules a
permis de valider 1'existence d'un nouveau morphotype de P. globosa, dont I'existence était
soupgonnée par des observations optiques. Ainsi un nouveau morphotype de Phaeocystis a été
révélé conforme a d’autres observations par méthode optique (Peperzak et al., 2000 ; Rutten

et al., 2005).
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Quelle est la méthodologie appropriée pour le suivi de la dynamique phytoplanctonique ?

Le temps d’analyse, avec un Cytosense, dépend de la densité des cellules présentes dans
I’échantillon et n’excéde en général pas 15 min. Ce type de technique peut ainsi étre opérée in
situ dans le cadre de suivis a haute fréquence spatio-temporelle (Thyssen, 2008). Le temps
d’analyse est & supplémenter d’1 heure pour le traitement des données, ce qui reste 3 fois
inférieur au temps nécessaire a 1’analyse par microscopie.

La cytométrie en flux apporte une meilleure estimation et reproductivité¢ des comptages des
petites cellules (jusqu’a 0,5 um). Cependant, I’estimation de la taille des cellules inférieures a
la largeur du faisceau laser (5 um) est a prendre avec précaution. Le CytoSense est néanmoins
plus sensible pour la détection des plus petites cellules que d’autres cytométres tels que le
FlowCAM et permettent de discriminer des groupes phytoplanctoniques sur la base de la
fluorescence des pigments et de la diffusion de la lumiére comme indice de taille.

La reconnaissance des espéces constitue la principale limite de la cytométrie en flux. La
compagnie CytoBuoy a développé un instrument capable de fournir le profil des signaux
optiques générés. L exploitation de tels profils par le biais de méthodes mathématiques a été
engagée au cours de ce travail et fournit des premiers résultats prometteurs dans le suivi
d’especes. Ces méthodes mathématiques reposent sur un apprentissage du logiciel de
reconnaissance a poursuivre et a partager. Le couplage entre les profils optiques et des images
prises par une caméra permettra un meilleur apprentissage et une meilleure reconnaissance
des cellules microplanctoniques.

La cytométrie donne des informations sur la fonctionnalité¢ du phytoplancton en regroupant
les cellules possédant les mémes propriétés optiques. Cette approche fournit un moyen
simplifi¢ d’étudier les assemblages phytoplanctoniques en 1’absence d’identification
d’especes. Le CytoSense fournit une importante quantité d’informations sur les propriétés
optiques des particules et permet d’établir de nombreux critéres fonctionnels. Ceux-ci
dépendent directement de la question scientifique posée et constitueraient une information
suffisante dans le cadre de suivis réglementaires. Cependant, des analyses ponctuelles par
microscopie pour plus de précision sur la composition spécifique et connaitre les especes
responsables des blooms restent indispensables. Le degré de reconnaissance dépend de
I’objectif posé lors d’un suivi (Rutten et al., 2005). Lorsqu’elle est couplée & un examen
rapide par microscopie, la cytométrie en flux permet de suivre les proliférations d’especes
dominantes mais ne permet pas de détecter des especes plus rares et de prévenir de manicre

précoce, les proliférations.
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L’analyse de particules de grande taille (> 20 um) est rendue possible grace a des vitesses de
flux plus ¢élevées et une plus grande capacit¢ de mémoire (comparé notamment au
FlowCytoBot). Ces capacités a analyser des cellules de plus grande taille et des diatomées
formant des chaines ont pour le moment été expérimentées dans des études en culture et en
milieu clos (Takabayashi et al., 2006). Ce développement permet de diminuer
considérablement les limites de détection.

Pour le moment, il existe encore d’importantes sous-estimations des particules de grande taille
(CVp > 10%) et la reconnaissance des profils optiques reste dépendante de I’opérateur, ce qui
représente une tache aussi fastidieuse que la reconnaissance par microscopie. Des procédures
d’automatisation de la reconnaissance ont été engagées au cours de cette étude et apportent
des premiers résultats prometteurs. En particulier, cette méthode permet d’automatiser
I’estimation, jusque la manuelle, des cellules en colonie (Takabayashi et al., 2000).
Cependant, cette méthode demande un apprentissage important. De plus, de nouveaux
développements tels que 1’ajout d’une caméra, permettront d’améliorer la reconnaissance au

cours de I’analyse cytométrique (Buskey et Hyatt, 2006).

Tableau 1 : Spécificités techniques des deux méthodes de comptages phytoplanctoniques utilisées dans
cette étude : la cytométrie en flux et la microscopie.

Cytométrie en flux

Microscopie traditionnelle

Comptages

Temps d’analyse

Qualité d’analyse

Limite de détection

Erreur moyenne de comptage
Degré de classification

Résultats

Coit de I’instrument

Cot total d’analyse (analyse +
traitement des données +
contrdle qualité)

10000-20000 cellules
<15 min
Facile a suivre
Forte
Faible (3%)

Difficile
Parameétres physiologiques
(taille, forme et pigments).
Concentration des espéces

dominantes entre 0,5 et >
1000 pm

Onéreux

lh

<500 cellules
>2h
Difficile a suivre
Modérée
Modérée (10%)
Détaillé

Concentration de toutes les
especes entre 5 et > 1000 pm

Modéré

4h
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La microscopie optique est une méthode donnant facilement accés a la diversité taxonomique.
Elle offre une vue intéressante sur le statut écologique d’un écosystéme depuis que le niveau
taxonomique est considéré comme le plus précis en terme de relation entre la population et
I’environnement, cependant il n’explique pas la fonctionnalité des especes observées qui est
une information intéressante a collecter (Reynolds, 2002; Pena, 2003; Hood et al., 2006).

La présente étude montre que la cytométrie en flux pourrait étre utilisée en analyse de routine
de maniére automatisée et que des observations par microscopie optique ponctuelles

viendraient compléter I’interprétation du comportement de la communauté phytoplanctonique.

Les perspectives

Méme si de nombreux éléments de réponse ont ét¢ amenés au cours de ce travail, certains
aspects restent a éclaircir.

En premier lieu, il s’agirait d’affiner encore les études de variabilité phytoplanctonique a
court terme et de les étendre a toute I’année. Il existe déja des stations de mesure
automatiques qui réalisent des mesures hydrologiques, chimiques, biologiques et
météorologiques a haute fréquence temporelle. Par exemple, la bouée MAREL Carnot gérée
par I’Ifremer de Boulogne-sur-mer mesure toutes les 30 min. différents parameétres dans la
colonne d’eau depuis 2004 (http://www.ifremer.fr/difMarelCarnot/; Lefebvre et Repecaud,
20006).

Un cytometre en flux pourrait étre utilisé sous forme immergeable soit en un point fixe
comme le cytométre CytoSub (Thyssen, 2008), soit en bouée comme CytoBuoy ou
FlowCytobot (Olson et Sosik, 2007). Ces types d’instrument permettraient de pallier aux
difficultés rencontrées en milieu naturel (i) par automatisation des mesures en les couplant a
des bouées fixes (MAREL) ou mobiles, (ii) par extension de la base de données aux périodes

en dehors des blooms et aux eaux du large, peu accessibles en bateau.

La méthode de cytométrie en flux devrait étre comparée a une autre méthode reproductible
donnant une signature plus globale, telle que 'HPLC. Cette comparaison permettrait
notamment d’apporter certains éclaircissements sur le statut physiologique des groupes
phytoplanctoniques. D’autres expériences physiologiques pourraient notamment é&tre testées
au cytometre en flux, par marquage fluorescent ou digestion enzymatique, pour évaluer le

cycle cellulaire ou la viabilité des cellules.
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La variabilité spatiale n’a pas été abordée dans cette étude. Bien que des mesures au
cytometre en flux aient été effectuées a méso-échelle en Mer du Nord et a micro-échelle en
Manche orientale, les analyses n'ont pu étre traitées dans le cadre de cette thése faute de
temps. Cette approche spatiale pourrait permettre une comparaison avec d’autres données
optiques acquises par télédétection depuis ’espace. Une nouvelle méthode a été publiée a
partir de la couleur des eaux de surface (PHYSAT ; Alvain et al., 2005) et a déja permis de
suivre la dynamique de groupes dominants a 1’échelle globale de I’océan (Alvain et al., 2008).
D’autres méthodes de télédétection utilisent des algorithmes définis des propriétés bio-
optiques du phytoplancton telles que la diffusion. (Loisel et al., 2007 ; Lubac et al., 2008). 11
serait intéressant d’¢largir le concept des groupes cytométriques a la détection par satellite.

De méme, la constitution de la base de données cytométriques acquises en milieu naturel
pourrait fournir une source d’informations intéressantes pour les modeles écologiques.
Certains modeles ont déja été spécifiquement élaborés pour mieux comprendre le cycle de vie
et ’impact de Phaeocystis globosa sur les processus géochimiques (Whipple et al., 2007).

Certains facteurs de controle semblent avoir affecté la dynamique phytoplanctonique de
manicre directe ou indirecte tels que la lumicre, le broutage ou la compétition interspécifique.
Il serait intéressant et nécessaire de poursuivre ces observations dans le cadre d’études

expérimentales.

Les mésocosmes sont des outils particulierement intéressants pour étudier le développement
de blooms phytoplanctoniques sous différentes conditions environnementales. Ces
perspectives semblent réalisables a court terme puisque ce genre d’expérimentation est
réguliecrement mené au sein du laboratoire par la réalisation de mésocosme au cours des
blooms de Phaeocystis globosa, en particulier concernant la phase de décroissance des
blooms. Les premiéres études sur les blooms de P. globosa ont montré la disparition soudaine
de I’espece dans la colonne d’eau, le déclin des blooms a par ailleurs un impact important sur
la structure et le fonctionnement du réseau trophique. Les cellules solitaires de petite taille
peuvent étre controllées par le broutage du microzooplancton (Weisse et al., 1994; Tang et al.,
2001), alors que le broutage du mésozooplancton sur les colonies de P. globosa tend a étre
faible (Tang et al., 2001; Turner et al., 2002; Nejstgaard et al., 2007). Aprés le broutage, la
lyse cellulaire est une source importante de mortalité en particulier celle d’origine virale

(Brussard et al., 2005 ; Brussard et al., 2004).
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Il a ét¢ démontré dans cette thése, 1’'intérét de poursuivre les suivis a long terme des
communautés phytoplanctoniques. L’occurrence de blooms d’espéces exceptionnelles depuis
la fin des années 90 coinciderait avec un potentiel changement hydroclimatique (Weijerman
et al., 2005). Les études a plus court terme permettent de comprendre le succes d’une espéce
par rapport a une autre. Les connaissances sur la dynamique phytoplanctonique s’inscrivent
naturellement dans une gestion durable de 1’écosystéme, en particulier et plus que jamais,
dans le contexte climatique actuel. Les prédictions climatiques @ moyen terme correspondent
a I’augmentation d’événements jusque la exceptionnels. Les résultats de cette étude semblent
pouvoir constituer une base scientifique pour approfondir les connaissances actuelles et

définir des initiatives de développement durable (DCE, 2000).
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A preparation protocol for scanning electron microscopy (SEM) was adapted and tested to the observation of
Phaeocystis globosa morphotypes. For extra colonial cells, critical point drying (CPD) gave satisfactory results
while for intra colonial cells, preservation with Lugol's iodine and/or glutaraldehyde followed by air-drying
appeared as the most suitable method.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

Phaeocystis is a widespread cosmopolitan genus of marine
phytoplankton (Schoemann et al., 2005 for a review) driving global
geochemical cycles (Verity et al., 2007 for a review) and ecosystem
functioning (Nejstgaard et al.,, 2007 for a review). It has a
polymorphic life cycle, where free-living flagellated cells alternate
with gelatinous colonies reaching up to several cm (Riegman and
Van Boeckel, 1996; Chen et al., 2002). Three Phaeocystis species are
known to form large blooms of gel-like colonies namely P. antartica,
P. pouchetii in cold waters and P. globosa in temperate coastal
waters (Lancelot et al, 1998). Based on field and batch culture
observations, four distinct cell types characterizing the life cycle of
Phaeocystis were recorded (Rousseau et al., 2007 for a review): (i)
two types of small haploid flagellates (3-6 pm) observed before
colony formation, with one producing star-forming filaments and
the other lacking filaments and stars; (ii) a diploid colonial cell (4-
8 um) embedded in the mucilaginous matrix formed by colonies
and (iii) a large diploid flagellate (4-9 pm) appearing after colony
disruption. However, many aspects of this complex life cycle such
as morphotypes number and succession are still under debate. It
therefore encourages target studies on Phaeocystis morphology
(Verity et al., 2007), particularly field investigations since most of
the studies carried out so far are based on batch culture
observations. Conventional methods for SEM analysis of phyto-
plankton involve dehydration using either chemical compounds
(e.g. osmium tetraoxide) or freeze drying (Hasle and Syvertsen,
1997). Among the latter, critical point drying (CPD) gives the most

* Corresponding author. Tel.: +33 3 2199 64 31; fax: +33 3 2199 64 01.
E-mail address: natacha.guiselin@univ-littoral.fr (N. Guiselin).
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L .
Fig. 1. SEM micrographs of two Phaeocystis globosa colonies: A) the first one was prepared with
critical point drying. Due to the collapsing effect of the matrix, the colony membrane disap-
peared and mucous filaments were retracted binding cells together. Cell volume shrunk by 75%
and cell shape was drastically distorted; B) the second one was prepared with 10% Lugol/
glutaraldehyde and air-drying. Cell shape was well preserved and two types of cells were visible:
c=cell; dc=diploid colonial cell; hf= haploid flagellate; m = mucus; scale bar =5 pm.
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reliable results (Cohen et al., 1968) and is also successfully applied
to the observation of Phaeocystis free-living cells outside colonies
in culture (Vaulot et al., 1994; Antajan et al., 2004). While drying
procedures allow a good preservation of ultrastructural details, first
tests of CPD on P. globosa colonies showed an important altera-
tion of the mucilaginous matrix and cell shrinkage (Fig. 1A). An
alternative method is therefore needed to study in details cells
inside colonies. To answer this question, we improved and adapted
the existing SEM methodology to the Phaeocystis species, P. globosa.
Two methods for SEM preparation were applied according to the
two P. globosa cell types encountered during its life cycle: (i) extra
colonial cells corresponding to morphotypes observed outside
mucilaginous colonies and (ii) intra colonial cells corresponding
to morphotypes located inside the colonial matrix. The first method
carried out corresponds to the CPD and was applied to extra-
colonial cells. The second method, based on fixation followed by
air-drying of intracolonial cells needed improvement. Thirty
samples were analysed and originated from a coastal survey carried
out in spring 2006 in the eastern English Channel (50°46'N, 1°34’
E). Surface seawater was collected at 1 m depth (from 250 to
1000 mL) and samples were slightly prefixed on board with a
solution comprising 50:50 of acid Lugol's iodine (Throndsen, 1978)
and glutaraldehyde (Baker, Normapur; 37%) at 2% final concentra-
tion (v/v).

% (vA4) Lugol

For the observation of extra colonial cells (>3 pm), 25 to 50 mL of
prefixed samples were filtered through 0.8 um polycarbonate filters
(Isopore, Millipore) previously soaked with a 0.01% (w/v) poly-L-
lysine solution (Sigma-Aldrich, Normapur), thus allowing a better
adhesion of cells to the filter (Antajan et al., 2004). The filters were
then rinsed with ultrapure water (Millipore) to eliminate salt crystals.
Dehydration was carried out by transferring the specimens through a
graded absolute ethanol series (30, 50, 70, 80, 90 and 100%) and cells
were then critical-point dried in liquid CO, using a BAL-TEC CPD 030
critical-point drying apparatus. For intra-colonial cells, we followed a
fixation procedure recommended by Chrétiennot-Dinet (pers. comm.)
based on high concentration (10% v/v) of a solution mixing Lugol and
glutaraldehyde added in equal proportion (50:50). This fixative
treatment was added for 10 min to 25 to 50 mL of prefixed samples.
Samples were then filtered through 3-pm polycarbonate filters
(Isopore Millipore) to preserve and concentrate colonies and their
intra colonial cells. This filtration step also permitted to eliminate a
large proportion of small (<3 pm) extra colonial cells which could
produce visual noise on SEM photographs. Samples were then rinsed
with ultrapure water and air-dried under a laminar flow hood. Before
SEM observations, all dried filters were mounted onto SEM stubs and
coated with gold-palladium in a sputter-cotter (Polaron SC7620).
Micrographs were taken with a SEM LEO 438VP (tungsten filament).
The microscope was equipped for imaging with a secondary electron

Preservatives
Glutaraldehyde

Lugol/Glutaraldehyde

Fig. 2. SEM micrographs of haploid flagellates (A-F) and diploid colonial cells (G-L) belonging to colonies prepared for observation with different preservatives: Lugol,
glutaraldehyde and a mixing of Lugol/glutaraldehyde at low concentrations (2.5-5% v/v) corresponding to A-C and G-I micrographs; and at high concentrations (7.5-10% v/v)
corresponding to D-F and J-L micrographs. Micrographs presented here were also representative of the dominant cell morphology (>80%); ch = chloroplast; fl = flagella; f =

filament; h = haptonema; m = mucus; s: star; scale bar =2 pum.
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detector (Everhart-Thornley type). Images were acquired at accel-
erating voltage of 30 keV with a beam current of 10 pA.

Air-drying, which is rarely used in SEM, was paradoxically well
adapted to intra colonial cell observations when carried out after a
high Lugol/glutaraldehyde fixation (7.5-10%). No apparent collap-

sing effect of the matrix was observed (Fig. 1B). These intra colonial
cells corresponded to (i) large diploid colonial cells (3.5-9.0 pm in
length; 5.9+ 1.0 pm; n=112) and (ii) small haploid flagellates (2-
5pm; 3.2 +0.4 pm; n =48). No apparent cell alteration or shrinkage
was triggered by our method and cell size distribution was highly

Fig. 3. SEM micrographs of the different Phaeocystis globosa morphotypes observed in the field outside colonies obtained from CPD (A-D) and inside colonies prepared with 10% L/G
followed by air-drying (E-H): A) a diploid flagellate with two flagella and a haptonema devoid of scales and filaments; B) a haploid flagellate with two flagella and a haptonema
accompanied of a star, C) a magnification of a haploid flagellate cell walls with rounded scales and a star with spread filaments and presenting a disruption at the apical pole (arrow)
due to a recent release of stars; D) three stars with coiled filaments; E) diploid cells originating from a colony sampled at the beginning of colony formation; F) diploid colonial cells
with small appendages (2 to 4) originating from a colony sampled at the exponential phase of colony formation; G) and H) focus on appendages showing a concomitant growth of
two appendages. fl: flagella; h: haptonema; s = star; f = filament; sc = scale; a = appendage.
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homogeneous resulting in a low standard deviation around the mean
size value. The impact of fixation and air-drying on intra colonial
cells morphology was assessed by testing separately an acid Lugol
solution (L), glutaraldehyde (G) and a mixing of both Lugol/
glutaraldehyde (L/G). Each fixative effect was evaluated at low
(2.5 and 5.0% v/v) and high concentrations (7.5 and 10% v/v) on
more than 150 SEM micrographs (111 diploid colonial cells and 48
haploid flagellates; Fig. 2). Evaluated criteria for a good cell
preservation relied on cell size (um), integrity (e.g. chloroplast
separation evaluated from the distance between chloroplasts, cell
shrinkage inferred from standard deviation around a mean cell size
value), number and size of visible appendages (especially flagella for
haploid flagellates) and cell wall aspect (wrinkled, smooth and
disrupted).

None of the fixatives triggered any changes in cell size (t-test;
p>0.05). Lugol treatments allowed the best preservation of haploid
flagellates as 95% of this morphotype (n=19) responded to the
criteria of cell integrity and cell wall aspect. With glutaraldehyde and
Lugol/glutaraldehyde treatments this percentage of good preserved
cells dropped down to 50% (n=18) and to 55% (n=11), respectively.
Haploid flagellates preservation was improved at low concentration
(2.5-5.0% v/v) and for all fixatives, whereas increasing Lugol
concentration seemed to trigger the loss of the flagella. In fact, 50%
of the observed haploid cells whether lacked flagella under Lugol
preservation or SEM photography revealed low contrast for this
appendage (Fig. 2A and D). By contrast flagella was always clearly
distinguished under glutaraldehyde preservation for all concentra-
tions (Fig. 2B-E-C-F). Regarding diploid colonial cells, all fixatives
permitted to correctly preserve 50 to 60% of total cells (n=32 to 51;
Fig. 2 G-L). Conversely at low Lugol concentration diploid colonial cells
were altered since 40% of total diploid cells observed were highly
deformed. This resulted in cell wall disruption and chloroplasts
separation (distance between chloroplasts increased from 0.3 pm to
1.6 pm in badly preserved cells; Fig. 2H). A good fixation compromise
for SEM observation of P. globosa morphotypes consists in high Lugol
concentration for diploid colonial cells and low glutaraldehyde
concentrations for haploid flagellates observation.

CPD appears to be a suitable method for observing extra colonial
cells of P. globosa. Thus, morphological details such as appendages
(i.e. flagella, haptonema), star-forming filaments or scales covering
extra colonial cells were clearly visible (Fig. 3A-D). Although the
suitability of this method was previously proven in cultures (Vaulot
et al., 1994; Antajan et al., 2004), only few studies have focused on
field samples of P. globosa (Rousseau et al., 2007). The application of
our optimised methods for SEM observation to field samples allowed
the observation of P. globosa morphotypes (Fig. 3) and their
morphological features as described by Rousseau et al. (2007). In
fact, large diploid flagellates devoid of typical flagellate elements
such as scales, filaments and stars and having the same shape and
size than diploid colonial cells (5-7 nm) were occasionally observed.
Small haploid flagellates (2-5 pm), both observed in free-living state
and inside colonies, were associated with rounded scales, coiled
filaments and stars (Fig. 3B-C). Nevertheless, we seemed to have
‘missed’ the second small flagellate lacking stars and filaments
reported by Peperzak et al. (2000). This may be due to the context
of observation as Peperzak et al. (2000) worked on batch culture of
P. globosa i.e. conditions that likely favoured the development of all
morphotypes. To our knowledge, no data has so far revealed the
existence of this second flagellate type in the field.

Our methodology coupled to SEM observation permitted to give
new insights into P. globosa morphology. Intra colonial diploid cells
with three to five appendages were observed (Fig. 3G-H) whereas
only two appendages have been reported for this cell stage so far
(Rousseau et al., 2007). These appendages are located at the apical
pole and could be considered as outline of flagella in symmetrical
position around a central appendage, seen as a haptonema. They

varied in size from 0.1 pm to 1.5 pum for colonies measuring between
250 pm and 1500 pm. Two small appendages were already recorded
for P. globosa and its congeneric species namely P. antartica and
P. jahnii (Rousseau et al., 2007) but their role is still unknown. Our
field observations suggest that they can appear in greater number
and grow according to colony maturation. We thus assume that
appendages indicate a potential cellular activity leading to flagellate
formation (mitosis or meiosis). However the issue of this process, i.e.
whether diploid or haploid flagellates are formed after colonial cell
division, is still unknown. Thus colonial cells carrying three to five
appendages can be considered as key transitional stages in the P.
globosa life cycle drawing the link between non motile cells and
flagellates.

The simple two step methodology presented here can be
considered as unconventional and unsuitable for most biological
samples given the number of references highlighting cell alteration
under air drying procedure and under high preservative concentra-
tion. However, it appears to be very effective on P. globosa because of
its compatibility with the unique chemical and structural properties
of colonies. It is a rapid technique allowing the visualization of
sufficient surface features. It also offers the opportunity to observe
cells inside mucilaginous colonies and could be applied to other
congeneric species of Phaeocystis.
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RESUME Le papier propose une approche de détermination automatique de laositiop phy-
toplanctonique d’un préléevement marin a partir de cytogrammes, ie éhisemble de signaux
de fluorescence et de diffusion acquis a I'aide d’'un Cytometre. Actustigma discrimination
se fait de facon visuelle, par confrontation a des cytogrammes de rééodbienus sur des
cultures cellulaires de quelques especes. L'approche proposppus&asur une comparaison
des courbes cytométriques entre cellules, basée sur une méthogariapent élastique de
signaux temporels. Nous montrons I'utilité de cette mesure dans l'autoriatisk la tache de
classification, en comparaison a des approches plus classiquessheatséiauts.

ABSTRACTThis paper describes an automatic approach for determining phytoplaicktompo-

sition in a marine sample from cytometric profiles, ie. a set of fluorescamdecatter signals
scanned by a flow cytometer. Up to date, the classification of these sigmaéiis by visual
comparison of the obtained profiles on natural water samples with the issaed from sin-
gle species analysis on cultures. The proposed approach aimes atgrhls comparison as
automatic as possible, by applying a dynamic time warping of time data sétleshow the
relevance of this measure in the automatic classification task and compafthitlassical

methods based on features.

MOTS-CLES Appariement élastique, mesure de similarité, reconnaissance automatiompo-
sition phytoplanctonique, signaux cytométriques.

KEYwoRDsElastic matching, similarity measure, automatic recognition, plytoplanktorpoem
sition, flow cytometry profiles.
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1. Introduction

L'étude des écosystemes marins est d’'une importance [Eapiiales plans éco-
logique (biodiversité, production, protection), clintate (compréhension des cycles
biogéochimiques, circulation globale), ainsi qu'écongna (tourisme, ressources ex-
ploitables, transport). Dans les écosystemes pélagidiiess; le phytoplancton (micro-
algues dérivant au gré des courants) constitue un des cbmeats biologiques les
plus dynamiques, responsable de la majeure partie de lagifod primaire a la base
de I'alimentation des organismes marins. Il est capableéderndre trés rapidement
aux forcages environnementaux, a différentes échellaémsemporelles, aussi bien
en terme d’abondance, de biomasse, que de composition (BEPOLapparition
d'événements nuisibles, voire toxiques, a contribué aained’intérét vis-a-vis des
études concernant les réponses spécifiques et la phylagéen€iSMA 97]). Ainsi,
le phytoplancton a été retenu dans le cadre de la mise eneodava Directive Eu-
ropéenne Cadre sur I'Eau (DCE, 2000[Dir00]), comme pareari@blogique pour la
classification de I'état écologique des masses d’eau, motanhsa biomasse (a travers
la concentration de chlorophylle a), mais également I'alance totale et relative des
cellules phytoplanctoniques.

Latechnique de référence pour déterminer la compositamgbbnique d’'un échan-
tillon marin est le comptage en microscopie optique a ingaraprés sédimentation,
dite technique d’'Utermdhl [LUN 58]. Cette méthode est cafeeen temps d’analyse
et demande du personnel spécialisé en taxonomie phytapfagoe. Les techniques
classiques dans ce domaine ne permettent pas de déteatbaiegements de I'éco-
systéme marin a micro-échelle spatio-temporelle, conmbitzahaute fréquence et la
qualité des informations obtenues, sans qu'il n'y ait ungigipation humaine com-
pétente considérable pour classifier et prélever des éttbast(citation de Thyssen,
2005%). Cependant, il existe aujourd’hui des méthodes altaresi la microscopie
qui réduisent les temps d'analyse, augmentent la précifgertomptages, permettent
un grand nombre de mesures et offrent ainsi la possibilité fgs microbiologistes
d’avoir de nouveaux apercus dans le fonctionnement des coautés planctoniques.
Parmi ces techniques alternatives, la cytométrie en flue ofbn seulement la possi-
bilité d’'étudier les petites cellules nano- et picoplanéoes, mais depuis peu permet
également I'étude des cellules de grande taite2Qum). L'établissement de signa-
tures caractéristiques de chaque type de phytoplanctaoeméé dans les eaux natu-
relles par cytométrie est une perspective intéssante graidpermettre de suivre leur
dynamique a haute résolution temporelle et spatiale enseémqb.

L'objectif de nos travaux est de déterminer automatiquedaeoomposition phy-
toplanctonique d’'un prélévement marin & partir des signauks en sortie du cyto-
meétre, avec trois préoccupations : la diminution du tempsalyse globale (acquisi-
tion et identification), un systéme semi-automatisé domdaipulation ne nécessite
pas d’'expertise taxonomique spécifique et I'exploitatientautes les informations
disponibles. Si un nombre important de travaux sont dédiégildsation de la cyto-

1.http ://wwmv com univ-nrs. fr/ PRECYM spi p. php?articl el3
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métrie en flux en domaine marin, peu ou pas de travaux statéstisont consacrés a
I'étude du phytoplancton dans son intégralité (en raisosotegrand spectre de tailles
allant de moins dejfdma plusieurs 100m). On dénote récemment des méthodes de re-
connaissance semi-automatisée couplant la cytométrignetlyse d'image (appareil
FlowCam, [BUS 06],[BLA 05]) dans le cadre de I'étude du mjaencton de dia-
meétre 20- 20Qumdédié spécifiquement a reconnaitre un rang taxonomiqueisupé
("genre") ou une unique espéaddéxandrium tamarens§LEP 04]). Les outils de re-
connaissance utilisés sont des outils classiques de raissance de forme (approches
modeles ou statistiques, perceptron MLP, plus prochervéispy, réseau bayesien,
machine a vecteur support SVM, etc.) et sont appliqués suiattebuts extraits de
I'image ou du logiciel embarqué. En terme de performanceswes, dans [SIE 05]
une expeérience a été menée sur 13 groupes (au total 982 hagesdes taux de
reconnaissance de I'ordre de 70%.

Dans notre étude, nous disposons d’'une bibliotheque dawsgiiespéces diffé-
rentes présentes en Manche Orientale acquis & I'aide duS€yse (CytoBuoy) et
étiquetés par des biologistes a partir de leur isolementitieunmaturel. Les données
seront présentées et analysées dans la section 2.

Dans I'objectif d’identifier le phytoplancton & partir dgsatures caractéristiques
connues, nous avons tout d'abord utilisé une méthode de amispn de signaux
basée sur la notion d’appariement élastique, proposéegbae®t Chiba (DTW, Dy-
namic Time Warping [SAK 78]). Puis nous en avons dérivé unsurede simila-
rité, également basée sur la quantification des défornsméicapparier deux signaux
temporels entre eux. Les différentes mesures et méthodetfiant de les calculer
sont présentées a la section 3. Ces mesures sont ensisgestitomme entrées d’'un
classifieur de type plus proche voisins (k-ppv). Les rétubiasociés aux différentes
mesures et méthodes sont présentés et analysés a la section 4

2. Positionnement du probléme

Un échantillon marin naturel contient une multitude d’enganes phytoplancto-
nigues de différentes especes parfois nouvelles par regparilieu étudié. L'analyse
de ces échantillons par la méthode actuelle est longue tidiéase méme pour un
expert du phytoplancton. Notre objectif est donc de faildette tAche tout en per-
mettant une optimisation des capacités analytiques. Dets optique, nous avons
axé nos travaux sur trois points :

— Apporter une mesure complémentaire aux informationsafégétes par le logi-
ciel d’'analyse du CytoSense et facilement interprétabtd’'@epert : une mesure de
similarité d’un individu par rapport a une base de référence

— Mesurer le taux d'impact de cette nouvelle mesure indéanaent des autres ;
— automatiser la tache de confrontation de deux cytogrammes

2. produit de Cytobuoyhttp ://ww. cyt obuoy. conl
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Pour étudier la faisabilité de notre objectif, nous nous ee@s placés dans le cadre
de l'analyse d’échantillons de culture avec un nombre déte¥ d’espéces soit dans
un cadre supervisé avec un nombre de classes connu et unkéesigrsignatures

caractéristisques donné par espece. Les données a toaitéssues d’'un cytometre

en flux expliqué ci-dessous.

2.1. La cytométrie en flux

La cytométrie en flux (CMF) est une technique de caractéoisandividuelle,
quantitative et qualitative de particules (cellules, Bdes . ..) entrainées par un flux
liquide a grande vitesse dans le faisceau d'un laser. Etlagtd’acquisition, illustrée
a la figure 2.1, de nombreuses mesures optiques et physiguestérisatiques des
particules : la diffusion vers I'avant (Forward Scatter, FVd8i est dépendante de la
taille de la particule, la diffusion & 90° (Sideward ScatBWsS) plutot dépendante de la
structure interne de la cellule, enfin les différentes lega d’'onde de fluorescence,
fonction du type de pigments photosynthétiques existargein des micro-algues
et de la longueur d’onde d’excitation du laser utilisé. Cgaaux sont séparés par
des filtres optiques, puis collectés par des photomuléifgiars, amplifiés, numérisés,
traités et stockés dans un ordinateur. Un logiciel proptms & calcul de données
statistiques associées aux distributions des signauxrégestiles représente sous la
forme d’histogrammes (pour chaque attribut calculé) ouytegtammes (pour les
signaux temporels acquis).
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Figure 1. Signaux envoyés par le cytomeétre, image issue du site CgyoBu

La cytométrie apporte une approximation concernant ldetdiés cellules, leur
structure interne et I'’émission de fluorescence des pigsmguitlles possédent. Ces
informations sont ponctuelles, c’est-a-dire, chaque aigmis par la cellule lors-
gu’elle intercepte le laser se résume a un pic de lumiére donécupére soit le
maximum soit I'intégration. Beaucoup de cellules on unensité ou un contenu pig-
mentaire identique alors qu’elles n'appartiennent pasodt & la méme catégorie.
Cela oblige le regroupement des différentes cellules gigtatoniques en fonction
de l'intensité des différentes fluorescence ou en fonct@limtensité des signaux de
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diffusion ou de diffraction. Les données traitées ici sastdytogrammes issus d’'un
Cytométre de paillasse, CytoSense, couplé a un logicielalyse de données cyto-
métriques (Cytoclus). Le CytoSense ne permet pas de dommamh de I'espéce ni

méme la famille cependant il facilite la tache de I'expergpportant une information

bien plus qualitative des assemblages phytoplanctonigeesen récupérant le signal
du profil entier de chaque cellule rencontrée.

2.2. Présentation et analyse des cytogrammes

Dans le cadre de la bibliotheque de signaux, a chaque partiétectée sont asso-
ciés 7 signaux bruts temporels acquis dans les mémes anrgitiexpérimentations
(fréquence d’échantillonnage, seuil de détection, etc.) :

— un signal pour la longueur FWS (taille de la cellule) ;

—deux signaux SWS (structure et composition), en haute etebsansibilité
(SWS_HS, SWS_LS);

— deux signaux de longueur de fluorescence rouge Rlef ¢ 620nm) en haute
et basse sansibilité (FLR_HS, FLR_LS), caractéristiqegpitgments chlorophylliens,
recueillie au travers d’un miroir dichroique et d’un filtragse-haut ;

— un signal de longueur de fluorescence FLO (865 Aem< 592nm) en basse
sensibilité FLO_HS, recueillie & 90° grace a un miroir dadhue qui la transmet sur
un photomultiplicateur via un filtre passe-bande ;

— deux signaux de fluorescence FLY, (Bdb< Aem< 570nm) en haute et basse
sansibilité ( FLY_HS, FLY_LS), recueillie comnteLO.

Nous disposons d'une base de données étiquetées provémamhé&me échan-
tillon de culture. Cette base est constituée de sept espdgggplanctoniques iso-
lées des eaux cotieres de Manche Orientale et identifiéemigenscopie optique :
Chaetoceros socialiEmiliania Huxleyj Lauderia annulataLeptocylindrus minimuys
Phaeocystis globos&keletonema costatymhalassiosira rotula

Les figures du tableau 1 illustrent des exemples de cytogempour les especes
E. huxleyiet L. annulata Pour la premiere espece, nous avons sélectionné deux in-
dividus particulierement proches, et un troisieme de ppifis éloigné. Malgré une
forte similarité de profil, on constate une variabilité n@gligeable des cytogrammes
intra-espéce. On peut en particulier noter que les frontstambds et descendants des
courbes de forte intensité de I'espd&ehuxleyine sont pas exactement synchrones.

La difficulté de la discrimination réside dans le fait que meigroalgues phyto-
planctoniques présentent une grande diversité de tadle ebntenu pigmentaire (qua-
lité et quantité), fonction du groupe auquel elles appanést mais également fonc-
tion de leur état physiologique et des conditions du mileEmme en témoignent les
fluctuations enregistrées pour un méme groupe d’alguesta r&solution des travaux
de Takabayashi et al. [TAK 06]. La méthode d'identificationng espéce devra donc
étre robuste aux variabilités d’'amplitudes et de formesviat intra espece.
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Tableau 1.Exemples de cytogrammes de deux especes

2.3. Méthode d'identification proposée

Le procédé d'identification proposé pour une espéece phamgpbnique donnée a
partir de cytogrammes est basée sur I'approche naturdllbidigistes qui consiste
a étiqueter un cytogramme a partir de la mise en corresponadasuelle de courbes
cytométrigues de référence. La mise en correspondanceatitpie la plus simple
est la méthode d’appariement linéaire. Hors celle-ci naippas a priori adaptée aux
courbes cytométriques. En effet, la structure interne anat chloroplastes - est trés
variable pour une méme espece selon son état (cellule,iepbycle de vie, etc.). Ceci
se traduit notamment au niveau des courbes par une posi®pids d’absorption
non constante par rapport au début de la cellule et des itdenariables du signal
de fluorescence pour une méme espéce. Par ailleurs, lestindeadétection de début
et fin de la cellule par les capteurs du cytometre, inhérelatpeécision des capteurs
et au chevauchement éventuel de cellules, peuvent inteodas décalages temporels
des signaux.

Pour pallier ces déformations, nous avons opté pour unaitpeh d’appariement
souple. Cette méthode a largement été éprouvée initiakedaes le cadre de la re-
connaissance de la parole [SAK 78] en comparant les spectoges associés aux
sons/phonémes puis dans le cadre de la reconnaissanceidediedu scripteur :
identification de lettres ou signatures dynamiques ou nisé=[NIE 05]).

Le systéme d'identification proposé permet d’établir unsune de similarité de
toute nouvelle espécées; et d'étiqueter l'individu Classg. Il peut étre représenté
schématiquement selon la figure 2.3, et est décomposé erétagies classiques : une
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étape d’extraction d’un ou plusieurs attributs de mesune, phase de réduction ou
fusion de ces attributs puis I'étape de classification.

Base de prototypes étiquetés

(Xproto, étiquette)
Q Calcul de similarités | SimDTW| galection Sim | Classification Classe
De formes par DTW  [simAmp des par kppv

similarités I>Iom‘de
Xtest—{ D'Amplitudes I'espéce

Figure 2. Synoptique du systéme de reconnaissance de cellules Endtmqmiques

La premiére étape consiste a extraire deux similaritégatimation complémen-
taires : une similarité de forme géométriq®&nDTW obtenue par appariement élas-
tique décrit en 3.1 et une similarité d’amplitudsifiAmplitudg La similarité de
forme géométrique est une matrice de similarité synthétigui réalise un apparie-
ment conjoint de chacune des courbes, afin de respecter lgosition interne de la
cellule, elle est décrite a la section 3.

La deuxieme mesur&§imAmplitudedonnée a I'équation 1 pour un individu in-
connu et un prototypg est une moyenne des similarités d’amplitSd#mAmplitud ézar]
définies ci-dessus avear € [1,8] le numéro de la courbe considéréé\étar) la va-
leur moyenne de la courbe d’indigar . Ce ratio pour une paire d’'individus est égal a
la valeur de I'amplitude moyenne minimale entre des sigrdasxdeux individus sur
le nombre maximal. Lorsque que deux individus sont de ménmitutie moyenne,
ce ratio est égal a 1.

_ min(A(var),Aj(var))
~ max(A(var), Aj(var))

La deuxieme étape du processus global de reconnaissanmeecestape de sélection
des similarités soit de forme géométrique soit d’amplitude

La derniere étape est la phase de classification, elle e&t lsas|la recherche du proto-
type le plus proche (1-ppv) au sens de la similarité définiergrée du reconnaisseur.
Lindividu Xest prend I'étiquette du prototyp¥y le plus similaire. Soienf € [1,J]
I'indice des prototypes €k le nombre de prototypes.

SimAmplitud €est, X;, var) [1]

EtiquettdXest) = EtiquetteéXy) tel quek = _rT1[la3<](SimiIarite(><¢est7 Xj)); [2]
jelt,

3. Mesure de dissimilarités et similarités entre signaux teqmorels par
appariement élastique conjoint

Le probleme de reconnaissance spécifique d’une cellul®playictonique associé
a un cytogramme se résume a une comparaison de plusieussisigmporels décri-
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vant un individu par rapport a des profils de référence, cefilpisont spécifiques
a une espéce donnée. La mesure décrite ci-dessous estligabéa tout individu
décrit par une série de mesures temporelle multi-dimensits avec une signature
caractéristique propre.

3.1. Comparaison de deux signaux par la métho®8'W classique

La méthodedynamic Time Warpin¢DTW) proposée par Sakoe et Chiba [SAK 78]
permet de calculer une mesure de dissimilarité entre dequesees de mesures tem-
porelles, de durées distinctes. Cette mesure traduit latig@iale distorsion géomé-
trique nécessaire a la superposition des deux courbes)éartbdes déformations
temporelles locales.

Pour cela, elle fait correspondre au mieux les points dedifautre signal, puis
définit leur dissimilarité comme la moyenne des distancé® goints appariés. Par
exemple, dans le cas idéal ou les points appariés se comfpridg@pariement est
parfait, et la dissimilarité obtenue nulle. La souplessé&algorithme provient de sa
capacité a apparier des points décalés dans le temps.

NotonsX = {(x),i =1,....,nx} etY = {(yj),j = 1,...,ny} les deux signaux a
comparer, avec et j leurs indices temporels. L'algorithme permet d’obtenirapa
pariement® = {(ix, jk),k=1,...,nk} (matrice de mise en correspondance) entre les
points des signauX etY, soumis & certaines contraintes temporelles. Cet appamniem
optimal minimise une distance moyenne pondérée entregp@ipariés, basée sur une
distanced quelconque :

Sy 0%y, Vi) W(K)
Y W(K)

_ Dist(X,Y,P) 4

ZEk:lW(k) ’ ¥

avecw(k) le poids associé a chaque pdirde I'appariement.

C(X,Y,P) = [3]

\oici les contraintes imposées a I'appariement, dans lentg de I'algorithme
gue nous avons choisie :

1) Contrainte aux limites : les premiers et derniers poiets signaux sont appa-
riés:(1,1) e Pet(n,m) € P;
2) Contrainte de continuité : tout point est apparié au mimmune fois ;

3) Contrainte de monotonie : deux points d'un signal donnét s@cessaire-
ment appariés a des points identiguement ordonnés terfginesit : si(ia,ip) € P
et(ic,iq) € P, alorsc > aimpliqued > b.

S’appuyant sur ces contraintes, I'algorithme consideagub appariement comme
un chemin dans I'espace bidimensionnel des couflles),i =1,...n,j =1,...m},
I'ensemble des correspondances possibles entre les paistsignauX etY. Il re-
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cherche alors I'appariement optimal partant de la cornedaoce initialg1,1) et al-
lant jusqu’a la correspondance finéfem) (contrainte 1), en assurant la minimisation
du coltC (moyenne pondérée des distances entre les points appariés)

Sakoe et Chiba montrent aussi que le criteme peut étre optimisé par program-
mation dynamique que si la valeur du dénomina@[}\llw(k) est indépendante du
choix de I'appariemen®. Cela peut-étre obtenu par un choix judicieux, de sorte que
cette somme de poids soit égala-&m, n oum, notamment.

Sous réserve que les poids respectent cette contraintéeumit optimal corres-
pond alors a un chemin qui minimise la distance cumlisg

Si I'on suppose connus les chemins optimaux menant a chalasgois corres-
pondances$i—1, j), (i,j—1)ou(i—1, j—1), alors le chemin optimal menan{@j)
est aisé a définir : il s’agit du moins colteux des 3 cheminsduténts, augmenté de la
correspondanc§, j). Son colDist se déduit de la méme facon. Or on sait détermi-
ner les chemins optimaux menant aux appariemgnts.) et(...,1), complétement
déterminés par les contraintes 2 et 3. Il est donc possiata@ourrence, de connaitre
le chemin réalisant le meilleur appariement entre les sigXaetY, et son colDist.

En pratique, la recherche du chemin optimal s’opere a I'didee programmation
non pas récursive mais dynamique, en remplissant progeesent une matrice de
taille (n,m) de coltsDist(i, j), dont chaque élémeift, j) contient le coGt minimum
de I'appariement des points ety;, et de leurs prédecesseurs. Le colt final (distance
cumuléeDist) est obtenu dans I'élémeft, m) de la matrice.

Nous présentons ici la partie de I'algorithme (1) permettancalcul efficace du
co0tC du chemin optimal. Le chemin lui-méme peut ensuite étreuvst en retracant
les appariements de colts minimum, du dertiiem), jusqu’au premie(1,1). Cette
recherche peut notamment servir a normaliser le colt olid&styour obtenir le colt
de distorsion moyen par couple de points appatiés

L'optimisation deC a été ramenée a la minimisation de la distance cuniise
gréace au choix de poids diymétriqueproposé par Sako et Chiba. S@i, j«) la paire
k de I'appariemenP :

—W(k) =2, sik = 1,0u Si(i(k_]_), j(k—l)) = (ik— 1, jk— 1) )

—w(k) =1, sinon.

On peut alors vérifier qugﬂkzlw(k) = n+mest indépendant d& L'optimisation de
la distance cumuléBist induit donc bien celle du coi@.

3.2. Contraintes de voisinage dans la méthobdw

La version précédente de I'algorithme autorise, sans fgéndés associations ex-
trément souples : si les premiers points de chaque signahéoassairement appariés,
tout comme les derniers, le premier d’un signal peut étraa@pu dernier de I'autre.
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Algorithm 1 Algorithme DTW retournant la distance cumulée du meilleur apparie-
ment

{Calcul de la matrice d’accumulation des distances}

Dist(1,1) = 2.d(x,Y;)

foralli=2,...,ndo

Dist(i,1) = Dist(i — 1,1) + d(Xi, Y1)
end for
forall j=2,...,mdo

Dist(1, j) = Dist(1, j — 1) + d(x1,Yj)
end for
foralli=2,...,ndo

forall j=2,...,mdo
Dist(i, j) = min{Dist(i — 1,1) + d(x;,y;j), Dist(i, j — 1) + d(xi,Yj), ...
..., Dist(i—1,j —1)+2.d(x,yj) }
end for
end for
return Dist(n,m)

Cela représente des déformations temporelles extrémesdafimiter les mises
en correspondances de points d’'indices temporels tropndgstnous avons également
travaillé avec une version d2TW restreignant les appariements possibles de chaque
point & une fenétre temporelle réduite et prédéterminéeuespdu signal opposeé.

La contrainte la plus stricte revient a réduire la posg#biliassociation de chacun
des points du signal le plus long (comportant le plus de phiidt un unique point
de l'autre signal : le plus proche dans le temps, aprés ajestetemporel des deux
courbes. Il s’agit d’'une forme « linéaire » @IT'W, car 'indice de correspondance est
obtenu par une regle de trois. En supposantXjgentient plus de points qué:

P= {(i, iie{l....nhj=E <1+ ((:1_11)) (m—l)) } (5]

avecE la fonction « arrondi & I'entier le plus proche ».

L'unique déformation autorisée est alors globale : celleapmsiste a ajuster la
durée des deux signaux. Le calcul du co(t ne nécessite pasnaieation.

Afin d'autoriser des déformations temporelles locales, et pui préférer une
version moins restrictive, qui limite les associationsaddé d’une fenétre temporelle,
dont |a taille est définie comme un pourcentggee la durée totale :

V(i,i) € P (i,§) € {(i,Ji)i € {L...,n}, i € [iif — p.m, i + p.m]}, [6]
ou j; est I'indice de correspondance linéaire défini dans I'équairécédente.

La modification a apporter & I'algorithme initial 1 est fabll suffit en effet de
rejeter toutes les correspondanceg) situées hors d’'une bande transversale de la
matrice de co(t, ce qui peut étre réalisé en les forcant aaleenrédhibitoire.
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3.3. Normalisation du co(t de déformation

La mesure fournie par I'algorithm@TW n’est pas directement interprétable : il
s’agit d’'une distance moyenne, dépendante des intens#gslelux signaux. Dans
I'objectif d’approcher le type de réponse d'un expert humat d’homogénéiser les
mesures utilisées, on souhaiterait plutdt une mesure dasbdbornée entre 0 et 1
pour cela nous proposons de remplacer la distanpar une similarités, construite
comme un rapport de distances borné :

o _ d(iy.Yi)
S(X'k’yjk) - max{d(xik,‘(O)?cl;(yjk,O)} [7]

Le critereC muni de cette nouvelle mesure s’interpréte désormais coomeesimi-
larité moyenne entre points appariés, ce qui traduit bigrotaon de similarité entre
signaux.

3.4. Appariement conjoint de plusieurs courbes

Dans notre application, nous avons considéré que les défams temporelles
devaient se faire conjointement pour chacune des courlbesm&me cytogramme.
Nous considérons désormais deux ensembles (x),i=1,...,n} etY ={(y;),j =
1,...,ny} de points, caractérisés chacun pacourbes x € 0+, yj € O+,

Dans la version classique @8'W, nous considérons la distancerdanhattan
EE— nc
d(Xi»Yj) = Z d(xi07yic)7 [8]
c=1

avecd la distance euclidienne. Cela revient a cumuler les distdrreur sur les.
courbes.

Dans notre version normalisée B&'W, nous cumulons les similarités sur les
courbes :

N

s(Xi,Yj) = le(ximyic); [9]

La matrice de similarité de form8imDT West alors définie comme égale au c@0t
associé a la distance ci-dessus.

3.5. Visualisation des appariements

Afin de rendre compte de I'appariements optimal calculéesiéux courbes simples
par la méthod®TW classique, il est usuel de superposer I'affichage des dawukes
sur une méme figure, et de relier les points appariés par deweses de droite. Seule-
ment cette technique ne permet pas d’'appreécier visuellelamgaleur de similarité ou
dissimilarité obtenue.
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Pour cette raison, nous proposons une autre méthode ddisasion de chacun
des deux signauX etY, qui consiste a associer un poifitX, P)y (respectivement
f(Y,P)x) & chacune des pairég, jk).k € {1,...,n¢} de l'appariement optimaP.
Ces paires vérifiant un ordre total suivant I'axe du tempssgpace linéairement les
abscisses de leurg points correspondants, suivant cet ordre, derik.Quant aux
ordonneées, elles sont determinées par les valgufsespectivemen;, ).

fX,P=(kx,) 5 f(Y,Pk=(kyj) [10]

La représentation de ces points facilite la perception dassd(x;,yj,) accumulés
en chaque association de I'appariemEnpuisque a chacun d'eux correspond deux
points de méme abscisse, dont I'écart (d'ordonnée) traddie valeur. Par ailleurs,
chacune des deux courbes obtenues rend compte des défmsniaimporelles réa-
lisées par I'ajustement des courbes initiales. Nous atikisles pointillés pour dif-
férencier ces déformations temporelles induites pardiatigme DTW, d’'évolutions
constantes des courbe d’origine.

DTW classique DTW normalisé

1000 1000

Linéaire

Libre Contraint Contraint Linéaire

Libre

2000

1000

5 10 15 20

— \\_///\¥

5 10 15 20 2%
Coit = 218.97

5 10 15 20 25 30
Colt = 69.994

2000

1000

15 20 25 30 35 40
Similarité = 0.48

20 25 30 35 40 45
Similarité = 0.696

20 25 30 35 4 45 50
Similarité = 0.83

Figure 3. Variantes deDTW appliquées a deux courbes atrtificielles
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La figure 3 présente deux courbes que nous proposons de amspd@rant les
différentes versions dBTW présentées précédemment, les résultats étant organisés
de la fagon suivante :

— En colonnes : sur la premiére, I'algorithme originel de &akt Chiba; sur la
seconde, notre variante normalisée ;

— En lignes : les différentes variantes de restriction disinage, le « linéaire »
d’abord, puis le voisinage « contraint », enfin la versionbgdi». Les résultats de
chacune de ces variantes sont représentées suivant lagieehusuelle (liaison des
points appariés), et suivant notre technique.

Les appariements présentés sur la figure 3 témoignent dexarpté entre I'al-
gorithme original et notre variante. Sur cet exemple, ldesdifférence appréciable
concerne la normalisation de notre score. Par ailleursédfier/le réle de la contrainte
de voisinage, qui autorise plus ou moins de déformationpdeaties.

4. Résultats

Nous disposons d'une base de 0@ cellules phytoplanctoniques différentes
(équitablement réparties en 7 espéces) provenant du méraetiélon de culture. Ces
données ont été étiquetées par microscopie. Nous avoritsopaud cette base selon
la technique de validation croisée, en 4 sous-ensembles @& 2ellules chacun, qui
jouent tour & tour le réle de base de prototypes. Afin d’évdlirgérét de la classi-
fication par appariement élastique, nous avons testé dethod®s de classification
basées attributs : 1-plus proche voisin et perceptron aaunehe cachée sur le premier
jeu de validation. Les 32 attributs fournis en entrée dessdiaurs sont composés de
4 caractéristiques (nombre de pics, intégrale, longuebaeteur) de chacune des 8
courbes. Les résultats des performances de reconnaigglabede et par espéece sont
représentés dans le tableau 2.

Taux || Total || esp.1| esp.2| esp.3| esp.4| esp.5| esp.6| esp.7
lppv || 93,7 84 100 | 94,6 | 97,3 96 88 96
MLP 95,2 || 89,3 | 100 | 94,6 96 96 | 90,6 | 100

Tableau 2. Pourcentage de bonne reconnaissance pour des classifiasés lattributs

4.1. Résultats associés a I'appariement élastique

Sur ces mémes bases, nous avons testé les différentesngedsid’algorithme
d'appariement élastique d’'une part sur la mesure de distéBakoe et Chiba) et
d’autre part sur la mesure de similarité définies dans ldepartl. Ces algorithmes
ont été appliqués dans la cas d’'un appariement conjoint desi®es cytométriques
(cytogramme).
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Variante | base 1] base 2| base 3| base 4[] Taux moyen| Ecart-type
Critére distance - DTW Sakoe et Chiba

linéaire 93,3 90,8 94,2 92,1 92,6 1,4
contraint 10% 94,8 92,5 94,8 93,7 94,0 1,0
contraint 20% 96,3 92,9 94,6 | 931 94,2 15
non contraint 20%| 96,1 90,2 93,5 91,8 92,9 2,5
Critére Similarité - DTW proposé

lineaire 97,7 94,8 95,0 | 96,1 95,9 1,3
contraint 10% 97,9 94,6 96,0 | 96,1 96,1 1,3
contraint 20% 98,2 95,4 96,1 97,1 96,7 1,2
non contraint 97,3 95,6 96,0 96,9 96,4 0,8

Tableau 3. Pourcentage de bonne reconnaissance par appariement dgraypmes

L'algorithme initial de Sakoe et Chiba est intéressant 992de bonne réconnais-
sance - dans le cadre d’'un appariement libre sans contdént®isinage. Dans sa
forme plus contrainte (cf. tableau 3), I'algorithme n’@iteas cette performance : les
taux de reconnaissance tendent a s’accroitre avec I'afiégede la contrainte de voi-
sinage, soit avec le degré d'élasticité de la méthode diagpant. L'écart moyen de
1,5% du taux en faveur des méthodes élastiques conforte dodix d’appariement
souple.

La partie basse du tableau reprend les mémes expériencea@ve mesure de
similarité. La tendance est identique, cependant on ctengtagain relativement si-
gnificatif du taux de reconnaissance par rapport a la mesudistance de Sakoe et
Chiba. Ceci peut s’expliquer par l'intensité élevée desloesi cytométriques de taille
et structure interne (SWS) et de fluorescence rouge (FL_RE) dd la cellule. La
distance de Sakoe et Chiba est en effet trés sensible aus d@mplitudes pour les
courbes de fortes intensité : quelques écarts élevés sigeues courbe cytométrique
peuvent fortement pénaliser le colt moyen de I'apparien@atprobleme n’affecte
pas notre mesure de similarité, car elle normalise chacare éintensité par I'inten-
sité maximale locale.

4.2. Poids de I'amplitude dans la forme des signaux

La similarité d’appariement proposée tient compte a la digida forme géomé-
trique de chaque courbe mais aussi de leur amplitude. Nausaherché a analyser
indépendamment la mesure d’amplitude de celle de strudesesignaux sur la base
n’1. Pour cela, nous avons appliqué notre mesure de sit@itan les courbes ajustées
en moyenneSimAmplituddraduit globalement la similarité des intensités moyennes
de fluorescences et de diffusion entre cellules. C’est usdaimportant dans I'étape
de classification automatique et celles des biologistesiddmque 93,7% des cellules
sont correctement classées par ce seul critere. L'expérigontre que sans la notion
d’amplitude, le systéme est capable de reconnaitre 88,9%ec®8,2% avec celle-ci.
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Le tableau suivant 4 détaille la répartition des échamdide la base de test 1 en sor-
tie du classifieur 1ppv basé sur la similarité d’amplitudeeatx des classifieurs 1ppv
basé appariement contraint avec les courbes brutes oéegush amplitude suivant
gu’ils soient bien reconnus ou non. Nous constatons effatiient une complémenta-
rité intéressante entre la forme et I'amplitude : 85,3% éfegles communs reconnus
et 12% (=84 + 3,6%) reconnus par I'un ou l'autre exclusivement. Et il est &no
que la mesure DTW contraint réussit & absorber en quaditéotes exemples bien
reconnus a l'aide de I'amplitude (93%), et que sa prise enpterde la forme per-
met d’améliorer le score de 5,2%. Ces résultats sont en@desec la construction de
notre mesure de similarité par appariement.

Classifieurs SimDT Wajusté SimDTW
Reconnu| Non-rec. | Reconnu| Non-rec.| Total
SimAmp Rec. 85,3 8,4 930 0,7 937
Non-rec. 3,6 2,7 5,2 11 6,3
Total 889 11,1 98 2 1.8 100

Tableau 4. Répartition croisée des classifieurs de forme et d’ampditiuedc=reconnu)

5. Conclusion

Dans le cadre de ces travaux, nous avons développé une nuEsg@mparai-
son conjointe d’ensembles de signaux, visant a automddiséche de confrontation
de cytogrammes, jusqu’alors opérée par I'expert biolegisir la base de comparai-
sons visuelles avec des références obtenues sur des suttar@spécifiques propres
ou existant dans la littérature. Celle-ci permet de rendrapte de la similarité de
deux cytogrammes, en tolérant des déformations tempsretietrolées, par une va-
leur d’interprétation aisée.

Nous avons ensuite expérimentalement montré l'intérétilider cette mesure
dans I'objectif de l'identification automatique d'une espéhytoplanctonique. Nous
nous sommes tournés pour cela vers un classifieur simplgpéd plus proche(s)
voisin(s). Une validation croisée opérée sur une baseeitigude 700 cellules phy-
toplanctoniques, équitablement représentative de 7 espdifférentes, a permis de
mesurer un taux moyen de bonne reconnaissance intéreSgarfto). En outre, les
scores de référence obtenus a partir d’attributs plusiglass, extraits des signaux
bruts, notamment avec un classifieur de type plus élabosérgenontrés plus faibles.

Les perspectives dégagées semblent prometteuses. Cstierde similarité pourra
étre exploitée dans des classifieurs plus perfectionnéfyssonnant d’autres types
d’'information, dans des contextes supervisés ou non-giggst En outre, des tests de
reconnaissance sur un échantillon d’eau de mer conterfédredites espéces phyto-
planctoniques permettra de valider 'importance de noeeure en conditions réelles,
avec tres probablement une plus grande disparité de cytogea, méme pour une es-
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péce donnée par rapport a la culture cellulaire, en raisda glis grande diversité
d’états physiologiques.
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Annexe 3 : Profils cytométriques de cellules isolées et cultivées a partir du milieu.
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Annexe 4: Evolution temporelle (janvier-juillet) des concentrations en sels nutritifs
(umol.L™?) & la station cotiére de SOMLIT : Nitrate + nitrite (DIN), silicate (Si(OH),),
phosphate (HPO,%) et ammonium (NH,").
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RESUME

Les zones cotiéres contribuent de maniére importante a la production primaire des océans. Le
compartiment phytoplanctonique y joue un rdle prépondérant de par sa position de producteur
primaire a la base des réseaux trophiques, mais également en termes de diversité. Il est
capable d’intégrer et/ou de refléter les changements environnementaux qui s’opérent a court,
moyen et long terme. Le but de ce travail a été de caractériser la dynamique
phytoplanctonique en eaux cétiéres, en utilisant une technique traditionnelle (la microscopie)
et une technique d’analyse automatisée des propriétés optiques individuelles des cellules (la
cytométrie en flux). L’écosystéeme de la Manche orientale a été choisi comme site atelier et se
caractérise par un important hydrodynamisme et la récurrence d’efflorescences massives de
Phaeocystis globosa. Au cours du travail de thése, une fréquence d’échantillonnage
appropriée a I’échelle d’observation a été utilisée, allant de prélevements mensuels a des
prélevements journaliers a quatre moments différents du bloom printanier en 2007.

Le premier objectif a consisté en I’étude de la variabilité temporelle des communautés
phytoplanctoniques a long (1992-2007) et moyen terme (2005-2007), avec des résolutions
temporelles différentes, dans le but d’appréhender leur relation avec les facteurs
environnementaux. Une premiére échelle interannuelle sur le long terme a permis
d’appréhender les principaux changements saisonniers ainsi que les tendances majeures de
variabilite des especes les plus représentees, en relation avec les concentrations en sels
nutritifs. A une échelle saisonniére sur le moyen terme, la succession et le développement des
communautés ont été appréhendés au cours de la période productive printaniére. Cette étude a
permis de mieux comprendre certains mecanismes régissant les efflorescences algales
(blooms), en particulier les facteurs physico-chimiques mais aussi biologiques.

Le second objectif visait & déterminer la structure des communautés au cours de ces
différentes échelles. Des assemblages de taxons principaux ont été mis en evidence en
fonction de leur occurrence et de leur diversité morphologique visant a définir des groupes
fonctionnels. En particulier, les morphotypes de Phaeocystis globosa ont été analyses dans ce
sens, car la diversité de ses formes de vie conditionne son succes dans le milieu.

L’abondance, la biomasse et la diversité phytoplanctoniques ont été dans un premier temps
estimées par microscopie. Cependant, dans le cadre de I’étude a court terme, il s’est avéré
utile d’appliquer une méthodologie alternative a la microscopie. La cytométrie en flux est une
technique développée pour I’énumération des cellules individuelles, identifiées a partir de
I’analyse de leurs propriétés optiques (diffusion et fluorescence). L’analyse des cellules
phytoplanctoniques est alors facilitée par I’autofluorescence des pigments photosynthétiques.
Nous avons utilisé un cytométre en flux de « scanning » (CytoSense Benchtop-CytoBuoy®)
specialement adapté a la détection et I’énumération des cellules phytoplanctoniques entre 1 et
800pum.

Cette méthode a nécessité une mise au point et a permis d’effectuer des mesures
reproductibles de durée inférieure a 10 min. Des groupes d’especes voire des especes ou
stades de vie ont été identifiés a la fois manuellement et en systéme semi-automatisé, sur la
base de leurs propriétés optiques similaires.

Mots clés : Manche orientale — Phytoplancton — Phaeocystis globosa — variabilité temporelle
— assemblages d’especes - Cytométrie en flux
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