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INTRODUCTION GENERALE

1. Proliférations phytoplanctoniques

Le travail principal des écologistes consiste a tenter de prévoir la structure et la
dynami que des communaut As sel on |l es conditions envi
processus régissant le fonctionnement des écosystemes.
L®Atude de | a ctoplanctomcuel énfartulier, présente un intérét évident ; celle -
Ci constituant la moitiA de | a production primaire,
planéte, impactant les cycles des éléments biogéochimiques, les réseaux trophiques des
écosystemes aquatiques et la qualité des eaux [Edwards , et a/. 2013].
Dans un contexte de changement global impactant les écosystémes, une meilleure
compréhension des processus structurant les communautés phytoplanctoniques est
indispensable. En effet, le phytoplancton constitue un bon indicateur des perturbations affectant
les milieux aquatiques. Le phytoplancton est directement impacté par les facteurs physiques et
chimiques. De plus, son taux de reproduction étant généralement rapide et son cycle de vie
court, le phytoplancton répond vite aux changements. Les changements d es assemblages
phytoplanctoniques, qui vont avoir un impact direct sur la bio -intégrité du systéme entier,
fournissent donc une estimation a fine échelle des changements dus aux impacts écologiques
[NOges, et al. 2010].
L®eutrophisation accAl Ar Ae des mi | i e u x fréquehceeet | ®ant
| ® mportance des prolif Arations phytoplanctoniques r

trophiqgue des écosystémes aquatiques [Graneli & Turner 2006 ]. Ainsi, de nombreux

écosystemes aquatiques sont sujets a des proliférations phytoplanctoniques a travers la planéte

entiere [Graneli & Turner 2006 ]. Celles-c i sont , a | ®or i gine, une ma n i
caractAristique d®un niveau trophique indissociable
aujourd®hui , la majoritA des proli fnAreast iioonndsi cphyti eaplsa
milieu ayant subi une pollution, ou, plus | argement,
mani festations d®une eutrophisation naturelle Atant

[Graneli & Turner 2006 ].



1 s®aj out e dAsdremaicso manu nfaalittAsqweryt opl anctoniques re
des milieux, | ® nt Aragt de | ®Atude du phytoplancton e
du changement climatique dans les systémes aquatiques [Huertas, et al. 2011]. En effet, les

modific ations climatiques affectent la composition et la taille des espéces, et favorisent les

especes dotées de caractéristiques les mieux adaptées aux conditions changeantes [Winder &

Sommer 2012 ].

2. Le succes des cyanobactéries

Les efflorescences de cy anobactéries, notamment, présentent une intensité et une
frAguence d®apparition accrues ces derniares dAcenni e
des milieux aquatiques particulierement favorable au développement des cyanobactéries
[Heisler, et al. 2008] ; et conséquemment au changement climatique [Moore, et al. 2008;O®Nge i |
et al. 2012]. En effet, celui-ci procure un avantage écologique aux cyanobactéries sur les autres
organismes phytoplanctoniques  [Markensten , et a/. 2010; Paerl & Huisman 2008 ; Paul 2008]. Le
changement climatique pr Av u est consi dAr A comme un catalyseur
efflorescences de cyanobactéries, principalement dans les milieux eutrophisés [Dokulil &

Teubner 2000 ; Paerl & Huisman 2009 ; Paerl & Paul 2012].

2.1.Des cyanobactéries « Ecostratégistes »

Les cyanobactéries colonisent la plupart des habitats de la planéte, dont beaucoup sont
considérés comme extrémes [Seckbach 2007 ]. Elles colonisent les milieux aquatiques marins,
saumatres et continentaux [Whitton & Potts 2002 ], les zones arides, polaires, les sources
chaudes, les cavernes ; elles peuvent étre thermophiles, psychrophiles, halophiles, acidophiles,
alcalinophiles, ou encore résistantes a la dessiccation et aux radiations UV  [Chorus & Bartram
1999; Seckbach 2007 ].
Les cyanobactéries seraient apparuessur | a pl anate il y a 2[RabrBussen,| | i ar ds
et al. 2008]. Elles sont responsables de | ®oxygAnation de |
les producteurs primaires les plus importants et combinent la fixation du gaz carbonique et de

| ®azote at mosphArique.



Les cyanobactAries prAsentemteune s®@paciimatles®adape
de conditions, induisant le succes de ces compétiteurs performants dans les milieux aquatiques

présents [Bhaya, et al. 2002; Dadheech 2010 ; Dokulil & Teubner 2000 ] ou futurs [Carey, et al.

2012]. Ce succas est assurA par | a gAnAration d®Acotyp
cyanobactéries [Stal 2007].

L®appartenance au monde bactArien des cyanobact Aries
rapidement afin de coloniser un nouvel environnement. La grande taille des populations

bact Ari ennes, doubl Ae d®un faible temps dedgénérgrAnAr at i c
rapidement des écotypes avec des tolérances environnementales différentes, renforcant leur

comportement invasif et leur succes au sein du phytoplancton.

La supra-dominance des cyanobactéries est toutefois principalement due a la plasticité

exce ptionnelle de leurs traits morphologiques et physiologiques provenant de leur versatilité

métaboliqgue (expression différentielle des geénes selon le choix entre différentes voies

métaboliques) [Stal 2007]. Celle-c i permet aux cyanobactAries de r Aponi
donc de maintenir une forte -fitness® dans une dgrande
[Litchman , et a/ 2010]. De plus, cette flexibilité de réponse se produit rapidement, intégra nt

i nstantanAment la situation Acologique. C®est au CoO
cyanobactéries ont développé cette plasticité leur conférant des avantages compétitifs sur le

reste de la communauté phytoplanctonique.

Par exemple, les cyanobacté ries sont capables de capter les faibles luminosités dans une large

gamme de | ongueurs d®ondes, de s®adapter chromatique
pigments de leurs phycobilisomes, de résister a la dénaturation thermique en déplacant le

ma x i mu rabsodot®dn de la lumiére. Certaines espéces peuvent aussi passer en mode

anoxique ou sont capables de fermenter. Les cyanobactéries produisent de nombreux

composés de stockage, comme du glycogéne (Carbone), des polyphosphates, et les
phycobiliprotéinespeu vent Agal ement servir de stock d®azote. El
gazeuses leur permettant de controler leur flottaison. Les cyanobactéries peuvent aussi

di ffArencier des <cellul es : Ell es peuvent for mer de
atmosphérique, des cellules de résistance comme les akinétes qui germent lorsque les

conditions de | ®environnement sont redevenues favor a



gui assurent l a dispersion de | ®organi smleppédeses cyanc
strat Agies d®assemblage et de reproduction (fission
plusieurs plans) i ndui sant l eur diversitA morphol ogi
colonies formant des plaquettes ou des cubes dont le con trdle de |l a position pert
la réception de la lumiére, elles peuvent former des biofilms en ancrant leurs cellules dans une

matrice mucilagineuse (Substances Polymériques Extracellulaires, cas des espéces

unicellulaires) ou une gaine (cas des es peéces filamenteuses) qui leur permettent une vie
benthique, de retenir de | ®eau ou des nutriments et
composés toxiques [Stal 2007].

Les cyanobactéries se définissent donc comme des or ganismes « €écostratégistes » pouvant

adopter plusieurs comportements qui les conduisent a dominer les peuplements

phytoplanctoniques a travers le monde entier.

22.l®accl i matation dedasaifitenobact Ari es @
La stratégie utilisée par les cyanobactéries lorsque la salinité de leur environnement augmente,
consiste majoritairement G maintenir | ®Aquilibre osm
milieu par un -efflux® actif d eiguesspeur fa caldlepetss consi d/
accumuler dans le cytoplasme des composés osmotiques organiques de faibles poids
mol Acul aires appel As -compatible solutes®. Cette app:

magme en grande quantitA,ene®@inahiilgaep &g In®a mttiewiftahk e d
métabolisme cellulaire [Oren 2007]. Les cyanobactéries synthétisent une grande variété de
-compatible solutes®. La | i mobaceries varie Ip@tipalentent@d Ar ance
fonction du type de -compatible solute® synthAtisA. A
faible halotolérance produisent des molécules de sucrose et/ou de tréhalose , celles présentant

une halotolérance modérée  produisent du glucosylglyc érol, et les cyanobactéries halophiles

accumulent des molécules de  glycine betaine ou de glutamate betaine [Oren 2007]. Si ces

composés sont les plus communémentretr ouv As, il en existe une vari At A
aux premiers, permettent aux cyanobactAries d®augment

cyanobactéries connus encodent tous au moins une enzyme permettant la synthese de



sucrose, expliguant pourquoi toutes les cyanobactéries peuvent tolérer une certaine salinité

[Hagemann 2011 ].

L®acclimatation au sel des cyanobact Ari es est un p
| ®activation/inactivation de nombreuses enzymes et tr
| ®expressi on d®une Rgutetl) Ca pracesalie megea auedasut de 24 heures

seul ement , 0 | ®acclimatation d&asouelelsilicté dusmiidue cyanob
cellules se caractérisant par une trés faible concentration ionique cellulaire et une forte

concentration de - [Hagemaari20lill.e sol ut es®
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Figure 1.Exempl e des processus cellulaires et protAines impliaqu

la cyanobactérie halotolérante Synechocystis sp. PCC 6803.

Sont schématisées les protéines impliqguées dans

Lesfl ux d®eaux apr a-ouhypo -asrhotique (Aqpd MhaS, Kdp),
| ®homAostasie ionique (Ktr, Nha, Kdp)
la biosynthase (GgpS, GgpP, Sps, Spp) et Il e transport (Ggt)
les processus bioénergétiques (PS et RE).

(PS : photosynt hese, RE : Respiration, ADPGluc : ADP -Glucose, UDPGIuc : UDP -Glucose, S6P:sucrose -6-

phosphate, Fruc6P : fructose -6-phosphate, OM : membrane externe, CM : membrane cytoplasmique,

TM : membrane des thylakoides, P : périplasme).

Source :[Hagemann 2011 ].

Peu de génesetprotéin es i mpl i quAs dans | ®acclimatation 0 |l a sal
ce jour identifiés ; cependant, il apparait certain que cette acclimatation est due a de nombreux

processus cellulaires impliquant de nombreux génes.



Le degré de tolérancealasalin i t A d®une cyanobactArie est |l e rAsulta
perte de plusieurs génes, phénoménes se produisant relativement fréquemment par des

transferts | atAraux de ganes entre c)ldagemhna20llAlr i es et /

2.3.Les cyanotoxines

Les efflorescences de cyanobactéries entrainent de nombreuses nuisances quisont G | ®origi ne
de perturbationsde | ®ensembl e du rAseau trophi queéd,s etse Idla®asn oxu e ,
diminution de la diversité phytoplanctonique , le déséquilibre de | ®ensembl e de | a cl
trophique, | ®augmentation de Il a turbiditA detldpduation et de |
de composés odorants [Havens 2008]. A ces consAquences nAf astes pou
s ®a | o wapacité| das cyanobactéries a produire des toxines qui sont une source de danger

pourla f aune et [Cagichasl@@1 ;Chorus & Bartram 1999 ; Codd, et a/. 2005; Ibelings &

Chorus 2007].

Des efflorescences toxiques de cyanobactAries sont r
[Sivonen & Jones 1999 ]. Le type de toxine et la quantité de toxine produite lors de ces

efflorescences sont extrémement variables. De nombreux genres de cyanobactéries peuvent

synthétiser plusieurs types de toxines, et un méme type de toxine peut étre produit par plusieurs

genres de cyanobactéries [Sivonen & Jones 1999 ]. La structure et la synthése des cyanotoxines

sont auj our d®kémoignact ade nla eomplexité et la diversité de ces métabolites

secondaires. Au moins 75 espéeces de cyano bactéries sont décrites comme productrices de

toxine [Thomazeau 2010 ]. Cependant, des cyano toxines et des variants de cyanotoxin es
continuent d®gtre dAcouve®ur, | ipotiinnané x Ha@®wdbtsiefnc et ma
diversité existant au sein des cyanotoxines. Les cyanotoxines peuvent étre regroupées en

guatre cl asses maj eur es sel on | eulkes mewratoxinesd @act i on t
hépatotoxines, les cytotoxines et les dermatotoxines [Pearson, ef al. 2010].

La microcystine ( MC), une hépatotox ine, est la cyanotoxine la plus fréquemment rencontrée

dans les milieux tempérés touchés par les efflorescences de cyanobactéries [Sivonen & Jones

1999], les genres Microcystis et Planktothrix étant les plus fréquemment mis en cause  [Chorus &

Bartram 1999 ]. Elle consiste en une molécule heptapeptidique cyclique synthétisée de facon

non -ribosomale par un complexe enzymatique mul tifonctionnel. Les microcystines présentent



| a pl us grande hAt ArogAnAi tA structurale par mi |l es
isoformes de toxicité différente sont répertoriés ; ils se distinguent par leur séquence peptidique,

leur stéréochimie et | e degré de méthylation du cycle peptidique [Pearson, et al. 2010].

La MC a At A impliqguAe dans pl usieurs Api sodes d®e
[Carmichael 1992 ]. Aprés ingestion, la MC est transportée vers le foie  ou les 2 groupements

communs aux MCs (groupements Adda et Mdha ) se lient aux protéines phosphatases,

bloquant ainsi | ®acti vitA phosphat ase dEdte ifhibibldnAmeénee a laeucar yo
phosphoryl ation excessive des filaments d®attti ne et
de la structure du foie. Une exposition chronique a la MC peut également induire des tumeurs,

ai nsi gu®un carci nome h[Regaadnj afal201l0}.hez | ®h o mme

Les microcystines ne sont pas des molécules nécessaires au métabolisme primaire des

cyanobactéries ( d®oE | ®appel | ati on de [CamAithaeb 1992i].tCGeperslant ondai r e
leur fonction biologique reste inconnue et le sujet de nombreuses hypothéses [Kurmayer , et al.

2011]. La principale hypothése consiste a considérer que la production de toxine augmenterait

la compétitivitté des cyanobactéries dans le milieu. Selon cette hypothése , les toxines

limiteraient le développement de potentiels compétiteurs pour les ressources ainsi que des

prédateurs via un fonctionnement allélopathique [Leao, et al 2009]. Une autre hypothése |,
classiquement envisagée , consiste a donner aux MCs un role de régulateur des fonctions

métaboliques des cyanobactéries tel que la capture du fer ou la régulation de la photosynthése

[Jahnichen , et al. 2007; Lyck 2004; Rapala, et al. 1997]. D®a ut r es hypot hases envi
possibilitA d®un processtuse de sc ocnenu rnuil ceast idoen teynpe - qu
simplement la réponse face a un stress environnemental.

La recherche reste également confrontée a la problématique complexe du déterminisme des

efflorescences de cyanobactérie stoxiqgues af i n d®Avias ygee d¢e®ell es constitu
de les contr6ler, ou, a défaut, de les prévoir [Jones & Chorus 2001 ]. Cette étude de gestion des

efflorescences toxiques apparait difficile, notamment en raison de la variabilité du niveau de

toxicité /n situ.

La concentration de cyanotoxine dans un environnement aquatique est dépendante du turn -

over des espéeces de cyanobactéries possédant les genes fonctionnels de biosynthese de la

toxine (diversité génétique des populations) [Mbedi, et al 2005], de la biomasse des
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cyanobactéries potentiellement productrices de cyanotoxine, et des concentrations produites

par les cell ules des organismes produc t eur s ( At at physi ol[Davnirgueralde | ®i n
2005; Orr & Jones 1998 ]. Enfin, le niveau de toxicité est non seulement dépendant de la
cyanotoxine d®un point dalemengud®uint ptoii nt mrmai s* us qu
varie selon les types de variants de toxine en présence  [Rapala, et al. 1997; Tonk, et al. 2005]. La

coexistence de ces difféerents facteurs est sous la dépendance des conditions

environnementales.

3. Planktothrix agardhii

Planktothrix —agardhii est une des cyanobactéries formant des efflorescences
hépatotoxiques les plus communément rencontrées dans les lacs peu profonds [Nixdorf, et al.
2003; Paerl, et al. 2011] des milieux tempérés [Scheffer, et al. 1997].
Planktothrix agardhii e st une espace de cyanobactArie filamenteu

des Oscillatoriales [Anagnostidis & Komarek 1988 ] (Figure 2).

Figure 2.Photos d'un filament (A) et d'une culture mono -spécifi que (B) de Planktothrix agardhii  prises
avec un microscope optique, x 400.

Planktothrix agardhii f ai t parti e du gr oRegymldsf efa/c2002]cconteraht lesS 1 ®
especes tol érant des conditions de luminosité limitantes [Havens, et al 1998] et dont les

habitats sont carac térisés par une forte turbidité, une ¢ ol o n rcentindeleementt brassée

[Kruk, et al. 2002], sans stratification [Rucker, et a/. 1997], Elle se développe préférentiellement

dans les milieux aquatiques dulgaquicoles peu profonds, d®0E son profiéspédecdol ogi que

stratégie démographigqued ®e a u d fMurc ef al. 1999].

(2 L




D®une mani ar ®eg A ardlifér@ btelgminé le phytoplancton  en été et/ou en automne

[Budzynska , et al. 2009; Chorus & Bartram 1999 ; Riicker, ef al. 1997]. Le plus souvent, elle forme

des efflorescences mono -spécifiques et persi st e tout au | o @ependant | ®a nn /
Planktothrix agardhii , étant pourvue de vacuoles gazeuses qui lui permette nt de réguler son

ni veau de flottaison et de omasosdeuss r d a ds®i mp o rctod mtnense
dynamique verticale ne doit pas étre  négligée pour expliquer ses efflorescences et donc sa

supra -dominance [Sivonen & Jones 1999 ].

L®espace peut agtre un composant rare comme dominant
d®un passage tras rapide d®un At at O | ®autre. Tout e
dans des milieux eutrophes avec une persistance et une résilience expliq Uées par un processus

hystérétique [Scheffer, et al 1997]. Sa dominance parmi le phytoplancton est souvent corrélée a

des concentrations en phosphore > 50 ug.l 1 [Bonilla, et al. 2012] avec une contribution au

phytoplancton qui aug mente a partir de 30 ug.l 1 [Dokulil & Teubner 2000 ].

La luminosité du milieu est un des paramétres pri  ncipaux conduisant a la dominance de

Planktothrix agardhii ,| ®e space tol Arant de tras faibles | uminosi
étre recensée en milieu turbide [Dokulil & Teubner 2000 ], comme le sont typiquement les

Oscillatoriales [Scheffer, et al 1997]. Les communautés phytoplanctoniques dominées par

Planktothrix agardhii pr Asent ent alors wune faible diversitA en re

générer des conditions limitantes pour les compétiteurs potentiels (elle cré e une forte turbidité
parauto-ombr age, di mi nuant ai nsi | ® ntensitA |l umineuse).
Planktothrix agardhii tolére également une large gamme de températures (<2°C a 31°C), jusqu®i

étre capable de se maintenir sous la glace  [Sivonen & Jones 1999 ], et supporte de grandes
variations de température [Bonilla, et a/. 2012]. Son optimum de température est situé entre 20

et 25°C [Oberhaus , et al. 2007a].



4, Sites naturels et contexte de | ®Atude

L® At ude de <ce manuscrit s ®a p p lues eétangsunéditedranéexs de i t es d ®,
Bol mon et de | ®0Olivier. Ces deux Atangs sont situAs e
km au nord -ouest de Marseille. lls sont tous les deux localisés surle pourtour de | ®At an

Berre (Figure 3).

o Etang

Marseille
O

Rejets de
Pusine
hydroéléctrique

Etang de Vaine

Bolmon

mer . %k
Méditerfainé

Figure 3SLocal i sati on de | ®h-Baire-8anos.t ame Ol i vi er
Source de la carte avant modification : GIPREB (http://www.pole -lagunes.org/ftp/web/Carte_Berre_bolmon.jpg)

L'étang de Berre , avec ses 15500 hectares (profondeur moyenne de 6 metres, 900 millions de

m3)estlu®desplusgrands Atangs d'eau saumytre dodonityyap800 Cr eusA

ans, il est alimentA en eau douce par |l a Touloubre,

canal de Caronte (11 At ai t Agal ement alimentA en ez
| ®Aboul ement d®une partie pdiel1966oum cahal usinier IEDFeétabli 89 6 3 ) . De
Salon-Saint-Ch a ma s , rejette des Il i mons et de | ®e au douce

| ®Acosyst ame. De pl us ,étarg ele Beraes (630 km?) & Bté foremendirevest ®
par les activités humaines : Il e st l e |l'ieu d®une forte wurbanisation

industriel, a v e craffihe®as,nde t corhpleses iparochimiqees et  sidérurgiques .



L®At ang de Berre subit ainsi trois types de onol | uti ol
par des éléments chimiques ( hydrocarbures et métaux | ourds (plomb, mercure, cadmium,

cuivre, chrome, Arsenic, Nickel)) et la diminution et la variabilité de la salinité induite par les

rejets d®eau douc€lectique. De® effoitsrde gedtiyo paur la réhabilitation de

| ®At ang, coordonn&Ssopaemkat G| RREBg( Public pour Il a R
de Berre) , ont At A rAalisAs afin d®amAliorer la qualitAh
| ® Ac osy Pdua seemettre en conf ormité avec les dispositions de la réglementation
europAenne, |l a France a modifi A | e cahier des charge:c
des centrales de Salon -Saint-Chamas. Depuis 2006, EDF a mis en place une nouvelle régulation

des rejetouck®dlad ®Achell e hebdomadaire visant G attAni
| ®essenti el l es nouvelles mesures consistent 0 bai ¢
milliards de m ¥an et les rejets de limons de 100000 a 60000 tonnes/an ,a i n s b majte ®n

,uvre un contrdle rAglementair@Gepeamdant ,sulr®Ataamg ade tB

dans un mauvais Atat Acol ogi que, avec, not amment , L

disparition des herbiers, une faune benthique pauvre, une fa  ible diversité zooplanctonique et la

prolifAration d®ul ves. Le probl ame de gestion des r
pr Aoccupations actuell es. En 2011, la salini'tA de |
Différentes solutions de gestion sontd | ® At u d eg dérivationrde carlal EDF vers le Rhéne

ou |la rAouverture du tunnel du Rove qui permettrait
mer.

L®At ang de | ®0Olivier et | ®At ang dea vBaon cmp nd @er uAisreonpt heinst &
et sont régulierement le siége de proliférations algales.

L®At ang de esBuméd lagume secondaire de 578 hectares, peu profonde (profondeur
maximale de 2 métres), semi -f er mAe . L®At ang est connectA au nord
bourdigues (petits canaux) (une seule ouverte pendan
cordon sableux du Jai séparant les deux étangs, et connecté au sud via deux passes dans le

canal du Rove (canal reliant | ®At ang de Berre O |l a
partie souterraine en 1963). Il recoit également 30 millions de m % an d ®ace provehant de

l a Cadiare. L®At ang de Bol mon est une zone d®intAr g

présente depuis plusieurs années un état tres dégradé avec de fréquents épisodes de
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prolifération phytoplanctonique, la quasi -absence des herbiers et de la faune benthique, une

faible diversité du zooplancton et des poissons.

L®At ang est fermA aux activitAs delapeptaunaton detcetde bai g1
Atang est | ®un des sopbrjleeCorisénfateire dur liiogal ed somdes tionnaire le

SIBOJAI (Syndicat Inter ¢ o mmu n a | du Bol mon et du JaC) en vue d®u
écologique. Cette restauration repose, entre autre s, sur des modifications qualitatives et

guantitatives du peuplement phytoplanctonique . Tout comme pou r | ®At ang de Berr
réouverture du canal du Rove est également envisagée comme potentialité d e gestion de

| ®At ang de Bol mon.

L®At ang d eestun®@hg saumére de 225 hectares avec une profondeur maximale de

11 metres. Il recoit des eaux douces de | ®Atang d®Entressen, Abuestig | i mni
de | ®Atang de | ®0Olivier, et des eaux saumytres de | ¢
Cependant , |l es Achanges hydriques avec ce dernier se
ver st aln@A de Berre sous | ®action des vents dominants
eutrophi sA. 1 pr Asente un Atat dAgradA mar quA par ur

milieu et des proliférations récurrentes de  Planktothrix agardhii (Figure 4).

Figure 4 Photosde f | e ur & PlahRathaxuagardhii  sur I'étang de I'Olivier, 09 avril 2009.

Les deux Atangs sont I e | ils eanstitde@tai fort attriait téusstiquefet r Aat i ves
une richesse écologique. Le retour a des conditions écologiques acceptables de ces étangs est
indispensable dans une perspective de développement durable.

Afin de répondre aux questions posées dans cette recherche les étangs de Bolmon et

de | ®OIl i vi er s er v:eastdeud &angs isantessumatr@&Adorirke par  Planktothrix
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agardhii depuis plusieurs années , soumis a un climat méditerranéen et sont  situés en zone
littorale, ils constituent de bons systames pour | ®A

changement global.

5. contexte de réalisation de la recherche, objectif et questions posées

Le déterminisme des proliférations phytoplanctoniques et de la toxicité de ces
efflorescences devi ent d®une i mportance croissante sgus des
modifiant r api dement s o us nde®antglobalamthropagénicue.a
Dans ce contexte, quelques questions nous ont interpellées
Quelles seront la composition et la dynamique phytoplancton iques dans un futur plus ou moins
proche ? Y-aura-t-i | des espaces nocives et | At al es spanur | ®AcC ¢
les processus régissant leur prolifération ? Quelle gestion pour limiter ces proliférations ?
Si le changement global r i sque d ® al cReeeunigatioepdnoissante des milieux et le
réchauffement climatique, il inclue également la salinisation progressive des milieux et
| augmendeatian fr Aquence d ® Av a congtiteamtt sin strdss poartlésq u e s
écosystemes. De pl us en pl us d®At udes arrivent ] l a conc
éco stratégistes assurant leu r succes parmi le phytoplancton, sont susceptibles de persister et
d®gtre avant agAes s o hisatioh @esistdnie das mitleax el d®@ eechauffempnt
climatique a venir. Sont -elles également susceptibles de tolérer la salinisation des milieux ?
Quelle sera leur capacité toxinique dans ce nouvel environnement ?

Les écosyste mes aquatiques cétiers const ituent des sites appr opr i As 0 df®fAdtudeé ®ure

environnement changeant. Les zones cbtieres, déja particulierement affectées par
| ®eutrophisati on et | ®asnehooipi daet i plnuseneng AmMIAUsal susc
af fect Aes par | ®augmentation des tempAratures de | ®ea

mareées, et les modifications de précipitation [IPCC 2007]. Le fonctionnement des écosystemes
aquatiques cdtiers risque vraisemblabl ement d®agtre pe¢
climat ique global. Quel sera le comportement des cyanobactéries peuplant ces milieux en cas

de stress halin ?



L®objectif deRAValRwdd eestde | a salinitA sur I a pc¢
domi nance au sein de | a c¢ommun au tadpbapgtédrig dulggouicalea ct oni que
formant des efflorescences toxiques, a savoir  Planktothrix agardhii . Cecidansle but d ®apporter
des pr Acisions sur | ®Acol ogi e de | ®ehinpgiesenajdurace (0 de
dans deux milieux naturels (un étang ne subi ssant pas de variations de salinité et un étang

soumis a de fortes variations de salinité) et en milieu contrélé.

Les questionnements et hypothéses seront les suivants

0] Quel succes écologique révele  Planktothrix agardhii dans un écosystéme profond et
oigohal in (At and@ Cesepardméi@d sonti-ils rur) facteur clé dans sa

production toxinique ?

(i) Quelles sont les limites de tolérance a la salinité de cette cyanobactérie en milieu
contrdlé? Adopte -t-elle une morphologie différente selon la salinité de son milieu ?
(iii) En milieu contrdlé, la production toxinique de Planktothrix agardhii répond -elle de la

méme facon selon la salinité de son milieu  ?
Ces trois points de questionnement reposent sur | es hypothése s imbriquées suivantes : (i) la
salinité ne constitue pas un frein ni a la supra -domi nance du phytoplancton d
| ® Ol i v Planktothpxa agardhii, ni & sa production de toxines; car (i)  Planktothrix agardhii
Vi vant en milieu saumytre s®acclimate ou s®adapte 0
décale sa valence écologique vis -a-vis du facteur salinité , et car (iii) sa production t oxinique
étant indirectement reliée a sa croissance , Planktothrix agardhii acclimat é a la salinité conserve
sa capacité a produire des toxines en milieu saumatre.
(iv) Quels seront les effets d ®u n str eesns nhialliienu natur el sur | ®er
communautép hyt opl anctoni que d ®dunalepfonctionnel d?e vue stru
L®hypothase de dApart rApondant G cett edisgpitiensdei on r ep
Planktothrix agardhii d ur ant | ® a, conggeutivé@rit 2 une forte a ugmentation de la
salinité dans | ® At a Bofmord suite & une modificatonde gesti on des rejets d®eau
| ®At aBegge.derver sement , | ® Ad paqnétg inpacté pa®l@houvelle molitiqua &
gestion, et présente des conditions abiotiques et une dynamique du peuplement, dominé par

Planktothrix agardhii , relativement stable depuis plusieurs années. L®hy pot hase fondAe s



observations est alors que | a salinité est le facteur environnemental principal expliquant les

différences phytoplanctoniques qui existent aujourd'hui entre les deux étangs : Elle a franchi,

dans | ®Atang de Bol mon wuniquement, | Panktotkrid aghrdhid e t ol Ar
préalablement dominante, entrainant la modification structurale et fonctionnelle du peuplement

phytoplanctonique total.

Les questions posAes dans cette recherche s®intagre
global, ainsi que dans un contexte de réhabil i t at i on de | ® pourdequgl selppseBol mo n ,
guestion de savoir si unmode de gestion par ajustement d®entr Ae
biomasse phytoplanctonique, modifier le peuplement phytoplanctonique et rétablir une bonne

qgualitA d®eau.

6. Annonce du plan

Ce manuscrit s®articule en trois chapitres qui s®or ga
Dans un premier temps, | ®aut oAcol ogi e et l a conc
par la cyanobactérie  Planktothrix agardhii d a n s | ®At ang det éludieed. iOn i er ser

s®i nterroger a sAhanktothrx agardhg cparmi lepleytoplancton et sur sa capacité a
pr Asenter des caract Aristigues Acologiques similaire

dul Aaquicole tempArA des pays de | ®hAmi sphare Nord.

Dans un deuxiéme temps, la valence écologique vis  -a-vis du facteur halin de souches
de Planktothrix agardhii vivant en milieu saumatre sera établie expérimentalement. Cette
valence écologique sera comparée a celle de souches de Planktothrix agardhii issue s d ®e a u X
douces. On s®i nterrogera ensuite sur | ®effet de | a se

guantitative de microcystines par cet écotype saumatre.

Dans un troisieme et dernier temps, la valence écologique, établie expérimentalement,
de Planktothrix agardhii vivant en milieu saumétre sera validée /situ, dans | ®Atang de B
Cette derniére partie étudiera la conséquence sur la communauté phytoplanctonique,
préalablement dominée par  Planktothrix agardhii ; du stress halin qui a eu i

2007.
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A. INTRODUCTION

L®eutrophisation croissante des milieux aquatiquc¢
| ®apparition de prolifArations p hrguses mlisancestpour i qu e s C
| ®Ac o s y[Sioriem& Jones 1999 ; Smith 2003 ]. Ces communautés phytoplanctoniques sont
susceptibles d®agtre fortement sclimitiuasaaiveniA §Hodep,aefra. | es c ha
2010; Jaanus, et al. 2011; O® N eet 4/. 2012]. Les cyanobactéries en particulier, répondent aux
changements climatiques [Johnk, et al. 2008; Moore , et al. 2008] ; |l ® ntensitA et | a f
l eurs efflorescencaeseri ageent ®aA@a@ugme at [Markenstee, | a t em
et al. 2010; Paerl & Paul 2012]. Bien que la concentration des éléments nutritifs constitue
généralement la premiére cause de sélection spécifique du phytoplancton, la température et la
salinité expliquent également fortement la composition et les biomasses phytoplanctoniques,
particulierement celles des cyanobactéries [Bonilla, et al. 2012; de Figueiredo , et al. 2006;
Jaanus, et al. 2011; Muylaert, et al/. 2000]. La communauté cyanobactérienne est également
influencée par les caractéristiques morphologiques du milieu, com me la profondeur. Ainsi les
milieux aquatiques peu profonds sont généralement dominés par des espéeces filamenteuses
de cyanobactéries comme celle du genre Planktothrix [Nixdorf, et al. 2003; Paerl, et al. 2011].

L ® e s pRlankothrix agardhii e s t | ®espace | a plus communAment
dominante dans de nombreux lacs hypereutrophes dulgaquicoles du nord du continent
Européen [Briand, ef al. 2002; Mur, et al. 1999; Scheffer, et al. 1997; Sivonen & Jones 1999 ]. Cette
espece est, par conséquent, le sujet de nombreuses études hydrobiologiques. La dominance
de cette cyanobactérie étant due a la synergie de plusieurs facteurs [Dokulil & Teubner 2000 ] ;
la dynamique saisonniére, le cortége phytoplanctonique accompagnateur et les preferenda
environnementaux de Planktothrix agardhii s o n t encore aujourd®hui parti ct
[Budzynska , et al. 2009; Hasler & Poulickova 2003 ; Mankiewicz -Boczek, et al. 2011; Poulickova , et
al. 2004; Rucker, et al. 1997].
Le grand nombre d®At ud eBankiothrixtagardbi mavient égamenpde sae
capacitA a pr odu s rcencenttationsn gl icyarotoxines, princip alement des
microcystines (MC) [Fastner, et al/. 1999b; Sivonen & Jones 1999 ]. La MC, une hépatotoxine, est

la cyanotoxine la plus fréigquemment rencontrée dans les écosystémes aquatiques touchés par



les efflorescen ces de cyanobactéries [Sivonen & Jones 1999 ], et constitue un réel danger pour
l a faune e fCarhidhaeb200he Chorus & Bartram 1999 ; Codd, et a/ 2005]. Prévoir les
concentrations de MC dans une masse d®eau reste diffi
en pr Asence. Toutefois, d®une mani are gAnAral e, |l a c
est généralement corrélée a la taille de la population cyanobactérienne méme si les pics de
développement de cyanobactéries ne correspondent pas forcément aux pics de MC [Janse, et
al. 2005].

Bien que Planktothrix agardhii soit intensément étudiée dans les lacs tempérés
dul Aaquicoles de | ®Ami sphare Nord, | espace peut to
variété de conditions environnementales  [Bonilla, et al. 2012]. Des efflorescences permanentes
de Planktothrix agardhii ont été notamment recensées dans des milieux saumatres, sous un
climat méditerranéen ( Table 1). Les études de Planktothrix agardhii et de son environnement
soumis a des conditions halines et méditerranéennes sont rares et portent sur des milieux
lagunaires présentant des variations de salinité. Celles  -ci démontrent cependant la capacité de
| ®espace 0 atre domi nanhoe dasesmpeferralad aver ame dynanmigoen s
saisonniére toutefois différente ( Table 1) [Chomerat , et al. 2007]. En effet, Planktothrix agardhii
est capable de développer des stratégies adaptatives afin de fo rmer des biomasses aussi
importantes que dans des conditions optimales dans des conditions ou les températures,
intensités lumineuses et nutritionnelles sont sous  -optimales pour sa croissance [Halstvedt, et al.
2007]. Planktothrix agardhii est méme capable de compétitivement exclure une autre espéce
dominante [Jaanus, etal. 2011] .

Dans un contexte de changement global, d®augmen
tempAratur e, on s®interroge s uRlanktotrix agarofy oface @me nt de |

augmentation des parameétres salinité et température au -dessus de ses preferenda écologiques

thermiqgues et halins. On se propose d®Atudier | a dyne
le cortege spécifigue de  Planktothrix agardhi d ® u n At ang oligohalin sit
méditerranéenne et présentant des caractéristiques environnement ales relativement stables au

cours des années. La dynamique des concentrations de MC est également étudiée, celle -Ci

refl At ant | ®Acol ogi e [Fastndr,Gee &/ pl896bd. D@ méme,ulax dynamique



morphomeétrique des filaments de  Planktothrix agardhii est étudiée, afin de tester la potentialité

d®une rAponse f onc tefaceralaedridble salihté. | ®es pac

L®At ude part de PhaRtbothripagardhia st cagpbleede se maintenir dans un étang

saumytre mAditerranAen par | ®adaptati on de sa dynami
colonisation dans des conditions de sali nité et de température typiques des milieux

méditerranéens. Planktothrix agardhii serait alors aussi performante dans un milieu sauméatre

mAdi terranAen qu®elle | ®est dans les milieux dul Aaqui
Table 1. Liste non exhaustive des travaux rapportant la présence de Planktothrix agardhii  dans

différents milieux.

M milieu soumis @ un climat mAditerranAen ; S mi |l i eux
dulcaquicole sous un climat tempéré non méditerranéen. Le tableau indique les saisons durant

lesquelles sont rapportées les pics de proliférations ou de dominance de Planktothrix agardhii H:

hiver ; P : printemps ; E : été ; A : automne

Nom du Milieu Pays Type de milieu saisons | Références

Warnow Allemagne riviere Bahnwart , ef al. 1998]

Schlachtensee Allemagne lac Chorus & Schlag 1993 ]

Kiessee Allemagne lac Christiansen , ef al. 2008]

Plul3see Allemagne lac Christiansen , et al. 2008]

[
[
[
[
Wannsee Allemagne lac A [Fastner, et al. 1998],
[
[
[
[

Zeuthener See Allemagne lac Fastner, et al. 1998]
Tjeukemeer Allemagne lac E Janse, et al. 2005]
Zeuthen Allemagne lac E-A Keil, et al. 2002]
Fastner, et al. 1998], [Mischke &
Langer See Allemagne lac E Nixdorf 2003 ], [Nixdorf , et al.
2003]
[Mischke & Nixdorf 2003 ],
Melangsee Allemagne lac E [Nixdorf, et al. 2003], [Ruicker, et
al. 1997]
Wolziger See Allemagne lac Rucker, et al. 1997]
Lebbiner See Allemagne lac Rucker, et al. 1997]
Jagerteich Autriche Christiansen , et al. 2008]
Dianchi Chine lac Lin, et al. 2010]
South lake Chine lac Lin, et al. 2010]
Hang -Yong Chine canal Lin, et al. 2010]
Yuyuantan Chine parc Lin, et al. 2010]

[
[
[
[
[
[
[
East lake Chine lac [Lin, et al. 2010]
[
[
[
[
[
[
[

Guanggiao Chine étang Lin, et al. 2010]

Ulungur Chine lac Lin, et al. 2010]

Nuoshan Chine réservoir Lin, et al. 2010]

pond near Kumming city Chine étang Lin, et al. 2010]

Bagsvaerd So Danemark lac Christiansen , ef al. 2008]
Christiansen , et al. 2008],

Arresg Danemark lac Kurmayer & Gumpenberger

2006]
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El porcal lake

Las Tablas de Daimiel

Albufera de Valencia

Verevi

Markusbolefjarden

Langsjon

Vargsundet

Base de loisir de Viry -
Chatillon

Bolmon
Vert-le-Petit
Nantua

Windermere

Esthwaite water

Blelham Tarn

White Lough

Lough Neagh

Kasumigaura

Curonian

Gjersjoen
Steinsfjorden
Klinckenberger Plas
Veluwermeer
Uzarzewskie
Bninskie
Lubosinskie
Bytynskie
Zemborzycki
Syczy @Bkie
Czarne et Krasne

BilaLhota

Garasi et Bukulja

Bir M®cherga

Sidi Saad, Joumine

Espagne

Espagne

Espagne

Estonie

Finlande

Finlande

Finlande
France

France
France

France
Grande Bretagne

Grande Bretagne

Grande Bretagne

Grande Bretagne

Irlande du Nord

Japon

Mer Baltique
(Pologne/Lituanie)
Norvége
Norvege
Pays-Bas
Pays-Bas
Pologne
Pologne
Pologne
Pologne
Pologne
Pologne
Pologne

République Tcheque
Serbie

Tunisie

lac M

) Euryh
etang alin

lagune M-S

lac

lac

lac

lac S

lac

H+E

lagune M-S

H-P

étang

lac
lac

lac

lac

lac

lac

lac

lagune S

lac
lac

lac

lac

lac

lac

lac
réservoir
lac

lacs

étang
réservoirs

réservoirs M

H+E

[Rojo & Alvarez Cobelas 1994 ]
[Rojo, et al. 2000]

[Romo & Miracle 1993 1], [Villena
& Romo 2003a ], [Vicente &
Miracle 1992 ]

[Kangro, et al. 2005]
[Christiansen , et al. 2008]
[Christiansen , et al. 2008],
[Kurmayer & Gumpenberger
2006], [Rohrlack & Utkilen 2007 ]
[Lindholm , et al. 1999]

[Briand , et al. 2002], [Catherine , et
al. 2008], [Yepremian , ef al. 2007]

| [Chomerat , et al. 2007]

[Christiansen , et al. 2008]
[Oberhaus , et al. 2008]
[Christiansen , et al. 2008], [Suda,
et al. 2002],

[Christiansen , et al. 2008]
[Christiansen , et al. 2008],
[Kurmayer & Gumpenberger
2006], [Davis & Walsby 2002 ]
[Christiansen , et al. 2008],
[Kurmayer & Gumpenberger
2006]

[Christiansen , et al. 2008]
[Christiansen , et al. 2008],
[Kurmayer & Gumpenberger
2006], [Nagai , et al. 2007]

[Jaanus, et al. 2011]

[Christiansen , et al. 2008]
[Halstvedt , et al. 2007]
[Christiansen , et al. 2008]
[Christiansen , et al. 2008]
[Budzynska , et al. 2009]
[Mankiewicz -Boczek, et al. 2006]
[Mankiewicz -Boczek, et al. 2011]
[Mankiewicz -Boczek, et al. 2011]
[Sieroslawska , et al. 2010]
[Toporowska , et al. 2010]
[Wojciechowska 2004 ]

[Hasler & Poulickova 2003 ],
[Poulickova , et al. 2004]
[Karadzic, et al. 2010]

[Fathalli, ef al. 2011]

[ L



B. MATERIEL ET METHODES

1. Site d®Atude

L®Atang de | ®Ol i vier est SsituA sur | a c-Ouashden e d®I st
Marseille dans le département des Bouches du Rhone (43° 30  NJ6njN 4° 59Ni7nfE) (Figure 1).

L®At ang de | ®0Ol ivier est un Atang saumytre de for me ¢

de 10 metres.

- ~t

MARSEILLE

10 km

G Mer Méditerranée

Figure 1Local i sation de | ®Atang de | ®OIl i vier.
L®Atang (encercl A en noi r )ouestde Masseille (Figncé) 60 km au nor d

La salinitA de | ®Atang provient de sa connexion avec

varie entre 15 et 25 g.l *, étant lui-méme relié & la mer Méditerranée par le canal de Caronte

(Figure 2).

L®Atang de | ®Olivier reAoit des eaux douces par un ca
étang limnique situé au Nord -Ou e st de | ®Atang de | ®0OIl i vi egdes L®At an ¢
rui ssell ements des eaux de pluie du bassipnlestler sant .

|l ieu de fr Aquentes prolifArations de cyanobact Ari es

chaqgue annAe 0 | ®origine deembetsal L®AS apgsdiec ¢ I®Dd i vA



ZNIEFF et est un milieu aquatique récréatif. La péche y est autorisée mais le commerce des
produits de la péche est interdit. Toutefois, certaines circonstances exceptionnelles induisent
parfoi s | ®i pécherr cdmneetpar examplg ane pollution extréme suite a un épandage
de lindane en 1967, ou une mortalité exceptionnelle de centaines de poissons emprisonnés par

|l a glace au cours de | ®hiver 2011. Une blawmlketdeauti que

®aviron sur | ®Atang de | ®0OIl i vier.

Etang
"Entressen

0N
4

Canal de ' =l <
Petang de I’Olivie \ Etang de Lo Y X
Pétang d’Entressen JOlivier — memer. s

Canal de s 7
Cascaveau p”
. Etang de Berre %
[ 9 /r
st " - \ e
A i .‘ ‘}.
4 " /‘ 5 L 5
- \ F‘,‘ 7 '_Y \
3 VAR WA A
L ,-.':,.'_.- 3 . -
x Canal de Caronte LR A
" Golfde Fos (//‘/” x . |5~lm‘\]~ :
v '«:'\-‘-, ”'_'.';:-':.;.)-" ~.: . 'il’“‘_ : \ -
. -4 < -~ - ‘ﬁ- !"- . .
Figure 2Cart e de | ®hydr os yGlitied-Besre [Edsantart Isusse&annexions hydriques.
L®At ang d®Entressen communi que avec | ®Atang de | ®0Olivier p

d®Entr &ssém®At ang de | ®O0livier est connectA avec | ®Atang d
| ®Et ang de Berre communi que éavwiat cdna denGamonte.MA cséng desr an

échanges principaux est indiqué par des fleches ; la majoritA des Achanges entre |
| ® At ang de Berre se font dans |l e sens Olivier vetless Berre e
échange s de | ®Atang de Berre avec |l a mer sont dApendants des



2. Strat Agi e d®Achantill onnage

Les 5 stations échantillonnéesensub -sur f ace ont At A choisies selon | es
avec son environnement, et selon lTiafmaephsesluogi @hdé Ar
de | a composi Figuen3).de | ®eau (

La station S1 est situAe dans | e canalavdeec clo®&®uanni gc ad ¢

Berre. La station S2 est approximativement située (du fait des contours non géométriques de

| ®At ang) au centre de | ®At ang. La station S3 est | o
| ®At ang d®Entressen (Atdaend ®OiIl munique) LA b®Atang S4 es
nord de | ®Atang et constitue un transect avec | es s

décrit un deuxieme transect perpendiculaire (large  ur) avec les stations S2 et S3.

Figure 3 Localisation des stations
échantillonnées.
Les stations de surfaces sont

représentées en noires (S1, S2, S3,

S4 et S6). La station S5 a été retirée

de | ®analyse en raison de
redondance avec la station S6 ; elle

ne figure donc pas sur la carte. Les

points C « Centre » et D « Digue »

83 ‘2 s6,
27 '

Arrivée d’eau
douce de
I’étang
d’Entressen <

figurent les 2 stations

échantillonnées le long de la

colonne d®eau (10 matres d
profondeur en C et 3 metres en D).

Le point C correspond a la station

de surface S2.

fEchanges
; S00m _ hydriques avec
I’étang de Berre

Les campagnes de pr Al avement s ®Aclésainéeas 200Net 200uar 8 s ai !
rai son d®un parAl @Mwviesne(ttot al de 20 camphver200%HMP®Achant i

printemps 2009 (P09), été 2009 (E09), automne 2009 (A09), hiver 2010 (H10), printemps 2010



(P10), été 2010 (E10), automne 2010 (A10) (3 campagnes d®Achantill onnage so
par saison, exceptées les saisons H09 et A10 qui sont représentées par un seul mois).

Des pr Al avements suppl Amentaires ont AtA rAalisAs en
niveau de ces deux sites des Achantill ons ont At A prAlevAs |l e | ong
| ®At ang. Le point C (&£ Centre 0) d®une profondeur d
centrale S2 de | ®Atang. Les Achantillons ainsi recue
réalistal matre de profondeur ; C2, 0 2 matres ; etc. ju
de | ®Atang. Le point D (&£ Digue O), d®une profondeur
D3 selon | e mame principe qu®au poi atibns &tpstast deAat A aj out
pr Asence d®effl orescences phytoplanctoniques rAcurren
dd a la proximité de la digue qui crée un confinement et limite le brassage des eaux ; la faible

profondeur de cette station permet le recrute  ment rapide des cyanobactéries réparties le long

de | a colonne d®eau. Les profils wverticaux aux point
(regroupés durant P10 et E10) dans le but de compléter la dynamique spatiale horizontale

(At abl it pillanmagel desA staiians de surface) avec une dynamique verticale. 191

Achantill ons rAsul tent de cette campagne d®Achantil
environnementaux ont été réalisées au niveau du site de préléevement de chacun de ces

échantillons.

Les analyses toxiniques ont été réalisées au niveau des stations S1, S2, S3 et C2, C4, C6, C8,

C10, D1 etD3 durantlepri nt emps et | ®At A 2010.

3. Parameétres environnementaux

3.1. Analyses réalisées sur le terrain

A chaque station énumérée dans le paragraphe préc  édent, les mesures de différents

parametres physico -c hi mi ques de | ®e au, susceptible dg®i nflue
temporelle du phytoplancton, ont At A effectuAes. Cha
rAal i sAe en conservant |c®oAeds eetd eesn sst @efi fonrsA gmrto shee ma

horaire entre 8h et 15h.
L®expl oration des stations de surface a AtA rAal i sAe

stations des profils verticaux C et D, de février 2010 a ao(t 2010.



Au niveau de chaqu e station de surface et aux différentes profondeurs des colonnes C et D, la
tempArature (TEMP en EC), la conductivitA (COND en Ms
ont été mesurées avec un conductimétre WTW LF330.

La saturation (SATen %) etlac oncentration en oxygane diYenbéés de | ®:

mesurées avec un oxymeéetre WTW.

La transparence de | ®eau des stations de surface a At
faisant la moyenne des profondeurs de disparition et de réapparit ion du disque dans la colonne

d®eau. La station S3, peu profonde, subit Il es variati
parfois i mpossible de rendre compte d®une mesure de t

La turbiditA de | ®eau asauxdedi tbApentesesCpeof ®ndaunsi qu
de janvier 2010, a été mesurée avec un turbidimeétre.

Deux I|itres d®eau destinAs aux analyses de | aboratoi
prélevements aux différentes profondeurs des colonnes C et D ont été réalisés avec une

bouteille de type Niskin.

3.2. Analyses réalisées au laboratoire

Les analyses ont été effectuées sur les prélevements dés le retour au laboratoire.

Le pH a été mesuré a température ambiante avec un pH -meétre Metrohm -Herisau Titris kop

E516.

Les concentrations en matiére en suspension (MES en mg.| %) ont été estimées par pesée sur

une balance de pr Acision, apras filtration d®un vol ur
de verre Whatman GF/C de porosité 1.2 um, et séchagea | ® At uve (0 105EC. Les filt
At A placAs durant une heure O 550 EC dans un four a
concentrations en matiére minérale et organique (MM et MO en mg.| .

Les pigments chlorophylliens ont été extraits des échantillons apres filtration de 250 a 500 ml

d®Achantillon (selon | a charge en matiare en suspens.
des filtres de verre Whatman GF/C de porosité de 1,2 um, puis immersion des filtres dans 7 ml

d®une solution d®acAtone 0 90 %. Les filtres ont alor
| ®obscuritA durant 24 heures. Les filtres rAcupAr As

90 % afin de rAcupArer | ®e x c Adfiirest Aprésecenpifugptne des r e st a n t



échantillons (10 min. & 2000 tours.min ), la mesure des absorbances des échantillons a été

réalisée dans une cuve de quartz par un spectrophotomeétre a double faisceaux (Shimadzu UV -

1700). Les absorbances des échantillons ont été mesurées a 665, 663, 645 et 630 nm contre une

val eur de r Af Arence fournie par la |l ecture de | ®ahb
d®acAtone G 90 %. Une derni ar e mesadjonetionide & dgobttesn m a At A
d®aci de chl or hpaenien 1967 ]. A, partir Nes valeurs mesurées, les teneurs en

chlorophylle a active et en phéopigments ont été calculées avec les équations de Lorenzen

[1967].

Les concentrations en sulfate  (SO4 en mg.|™") ont été dosées de facon gravimétrique par

précipitation des sulfates par le chlorure de baryum.

Les concentrations en orthophosphate (PO4 en mg.l™) ont été déterminées a partir de

| ®absorbance G 680 nm du bl eu de molybdane -i ssu de
molybdique Iui -ma me rAsul tant de | a rAacti on entre | ®or t h
d®ammoni um.

Les Nitrites (NO2), les nitrates (NO3) et | ®a mmo n i u nont(étd Hosds par colorimétrie de

fagon automatisée avec un Autoanalyzer Il (Technicon).

Les concentrations en nitrite ont été mesurées aprés la réaction de diazotation de la

sulfanilamide en milieu acide. Le sel diazonium alors obtenu es t ensuite couplé avec une amine

et forme un complexe colorA rouge dont | ®absorbance e
Les nitrates ont été dosés de la méme maniere aprés réduction des nitrates en nitrites sur une

colonne cadmium -cuivre.

Les concentrations enionsam moni um ont At A dAterminAes 0 partir de¢
de | a coloration bleue rAsultante de |l a rAaction de |

salicylate en milieu basique.

4. Détermination et dénombrement des taxons phytoplanctoniques

Les analyses taxonomiques ont été privilégiées sur les stations présentant le plus
d®h At ArogAnAitA afin de mieux apprAhender | e peupl eme
totalité des échantillons des stations de surface S1, S2 et S3 a été analysée ; la station S2 étant

consi dAr Ae comme | a station approximant | a globalitA



l es stations S1 et S3 Atant |l es plus susceptibles de
en raison de leur localisation a proximité im médiate des connexions avec les deux autres
hydrosystames que sont | ®Atang de Berre et | ® At ang d
saison des stations S4 et S6 a AtA ajoutAe afin de
per Aue dans dds®autmesa |statomes de surface (cf. paragraphe B.2 Stratégie
d®Achantill onnage).

Quant aux profils verticaux, il a été privilégié les analyses taxonomiques des échantillons

provenant d®un pr Al avement tous |l es 2 matres au point
Les échantillons utilisés pour le dénombrement ont été fixés au formaldéhyde a 5 %.

Un petit volume d®Achantillon restant des analyses a

les déterminations des espéces.

4.1. Détermination spécifique

Plusieurs techniques o n't At A utilisAes pour dAterminer :l es esg
L®observation au microscope d®une goutte d®Achantill
goutte d®Achantillon fixA entre | ame et l amel | e. L a
entre lame et lamelle aprés avoir été nettoyées par «  grillage » puis montées dans du Naphrax

afin de visualiser les ornementations.

Les déterminations ont été réalisées a partir des ouvrages de Anagnostidis & Komarek [1988] et

Komarek & Anagnostidis [Komarek & Anagnostidis 1999 , 2005], de Bourrelly [Bourrelly 1981,

1985, 1990], et de Krammer & Lange -Bertalot [Krammer & Lange -Bertalot 1986, 1988, 1991a, b].

Les ouvrages suivants ont également été consultés . « Identificat ion of freshwater diatoms from

live material » [Cox 1996], «Taxonomic and environmental studies on Euglenop  hytes »

[Wotowski 1998 ], « Freshwater algae » [Bellinger & Sigee 2010 ], « Freshwater algae of North

America » [Wehr & Sheath 2003 ].

4.2 Densité cellulaire  spécifique

La densitA cellulaire des espaces a At A[1958.l1Acwl Ae s ui
du nombre important de cellules et la grande charge en matiéres en suspension dans les

Achantill ons d-@dhantillons ahteésé dikigswds 10 °™ au 200°™. Les échantillons



ainsi dilués ont été laissés a sédimenter dans des cuves a sédimentation durant au minimum

12 heures. Les échantillons ont été observés sous un microscope inversé (Olympus IX 70) et
comptés a vec un objectif x40 (oculaires x10). Toutes les cellules des espéces unicellulaires
isolées et coloniales ; ainsi que les cellules des espéces filamenteuses quand les cellules
étaient discernables ; comprises dans les champs parcourant la moitié du diameétr e du fond de
la cuve, ont été dénombrées. Dans le cas ou les espéces filamenteuses présentaient des limites

cellulaires difficilement discernables, les filaments ont été mesurés afin de déduire un nombre

moyen de cellules constituant ces filaments. Lorsque l e nombre de 400 <cellul es
atteint, la totalitA du diamatre du fond de Il a cuve
d®obtenir | e nombre de 400 cellules comptAes maxi mi s
[Lund, et al. 1958]. Final ement , l a surface du fond de | a cuve

afin de rechercher les especes non comptées. La densité cellulaire est exprimée en cellule.ml *

4.3. Biovolume spécifique

Les dimensions de chaque cellule comptée ont été mesurées. Le biovolume de chaque
organisme a ensuite été calculé selon les formules développées par Sun & Liu [2003],
Hillebrand et al. [1999], Reavie et al [2010], et les formules r apportées dans les protocoles
d®anal yse du p hyt o p[Draan &t Rimet 2608 ]. Le® folhRl&s des biovolumes
utilisées pour les especes déterminées dans cette étude sont rapportées dans le tableau en

annexe (Annexe. B). Un biovolume moyen spécifique a été calculé pour chaque échantillon. Le

biovolume occupé par une espéce dans un échantillon a été calculé e n multipliant le
bi ovol ume moyen spAcifique par | e nombre d®i ndividus
en pm ®ml™.

5. Détermination des concentrations en microcystines (MC)

Les concentrations en MC sont dosées par ELISA (Enzyme  -Linked ImmunoSorbent Assay). Les

cellules des échantillons ont été séparées du milieu par centrifugation a 4000 g a 4°C puis
conservées & -20EC jusqu®d | ®analyse. Les E LnstBiétion dut At A r
fabricant (Abraxis, LLC) apres avoir lysé les cellules par plusieurs chocs thermiques (10 cycles

d®i mmersion eau bouillante [/ aAdda tcanmsiste ierguniamtieéum Le kit



dirigé contre le groupement Adda ( b-amino acid, 3 -amino -9-methoxy -2,6,8-trimethyl -10-
phenyldeca -4,6-dienoic acid) qui est commun aux variants de MC connus [Pearson, et al. 2010].

Chaque échantillon est représenté en duplicat sur une microplaque de 96 puits. La limite de

dAt ecti on esede D.®Eppbl (BA™) . La quantification de 6 stand
une courbe Atalon qui dAfinit |l a relation entre | ®ab:c
Les concentrations en MC des échantillons sont déterminées a partir de la formule de la courbe

étalon.

6. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques, ainsi que la majorité des graphiques ont été réalisées dans

| ®environnement R (version 2.15.1) avec | ® nterface R
Les différences entre les échantillons ont été tes  tées par des ANOVA. Lorsque la normalité et/ou

| ®homoscedasticitA n®Ataient pas VAri f-Walis(pdclage t est s n
«pgirmess »), et de Mann -Whitney ont été utilisés. Les tests post -hoc de Tukey et les

comparaisons multiples pa r paires (méthode de Dunn) ont été utilisés pour visualiser les

différences significatives.

Les différences entre les stations de surface et les points verticaux des stations ont été testées

en prenant en compte uniguement les campagnes communes.

Les indices de diversité ont été calculés avec le package «  vegan ».

Les Analyses en Composantes principales (ACP) et | ®a
(AFC) ont At A r Aal i s Aealedd afin @eavisudleser kaicorpglationls engreeles /£

variables. Les facteurs de corrélation de Pearson ou de Spearman ont été utilisés pour tester la

corr Al ation entre | es di ffArentes \ggplot? &,bdlattise » d e I @At

et « RColorBrewer » ont été utilisés dans la ré alisation des g raphiques.



C. RESULTATS

1. Variabilité des paramétres environnementaux

Les paramatres environnementaux ont un i mpact direct
Afin de rendre compte de |l a composition ®Ahyatngp ldaenct
| ®0Il i vi er , pl usieurs stations pr Asentant di ffArente

étudiées. Les variations des paramétres environnementaux des différentes stations ainsi que les

variations <climatiques dur aretsontlegposges dansole maragiapc hant i | |
suivant.

1.1. Variations des conditions climatiques
L®ef fet potenti el des conditions <climatiques sur | a

| ®0Il i vier a AtA AvaluA O partir des mgoursprétédentsdes par a
chaque campagne de prélévement et le jour de celui -Ci ; excepté pour les données de

pluviométrie qui sont représentées a partir des mesures journalieres.

Température

La tempArature moyenne journaliare aud®aar snidembm @uv
janvier 2010 (-5.5°C) a un maximum en ao(t 2009 (37.7°C). La température moyenne des jours

des campagnes d®Achantill onnage montr e de ma me une
minimum en hiver 2010 (4.38 + 2.13°C) et des maxima en été 2009 (2 6.6 + 0.9°C) et 2010 (26.1 +

1.0°C) (Figure 4A). La tempé rature moyenne annuelle est de 15.6 (avec un écart thermique

de7.2 °C).

Rayonnement solaire globale et dur Ae de | ® nsol ati on
Le rayonnement solaire global et la durée d®i nsol ation journaliare suivert
dynami que saisonniadare identique G0 celle de | a tempAr

maxima en juin (rayonnement solaire de 318 et 305 W.m 2, et une insolation journaliere de 884 et
849 min.j en juin 2009 et juin 2010) et un minimum en janvier 2010 (54 W.m Zet0 min.j '1). Les

moyennes des paramatres durant | es campagnes d®Achant



entre les années 2009 et 2010 ( Figure 4B) . Les dur Aes d®i nsol ation moyenn

en avril et mai 2009 (307 min.j ™) gu®en automne 2009 et en hiver. Les
rayonnement solaire varient trés peu dura nt | ®aut omne et | ®@het 810+ 177 285 | {
W.m?en moyenne d®octobre 2009 G mars 2010) . . La campa
de | ®annAe 2009 0 atre soumise 0 %un elnsrod eq il ®e me mt A

| ®e ns ol e iedt maximal murant plusieurs campagnes successives, en mai, juin et juillet

2010 (292 + 53 W.m? et 817 + 5 min.j ™).

Figure 4 Variations des
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Précipitations

Les précipitations présentent une  variation saisonniere marquée par des fortes pluies
ponctuelles en automne 2009 (jusqu®0d 87 mm |l e 22 oct
moins fortes mais plus régulieres en hiver (3.3 + 7.9 mm), et des précipitations modérées au
printemps 2.0 +58 mm en 2009 et 1.8 | 4.5 mm en 2010) . L®ALt /

pluviométrie (0.3 +1.9 mm et 0.6 £ 2.9 mm en 2010) ( Figure 4C).

Vitesse et direction des vents

D®une mani are gAnArale |l e vent domi nant d eOuebt® At ang
(Figure 5). La fréquence de ce vent est de 0.46 parmi 5100 mesures tri  -horaires des directions

des vents durant I; de féprigrr2000 d ectole®2810.uCa@ gent dominant tend a

influencer | es Achanges hydriques de | ®Atang de | ®0Olivier v

Figure 5 Fréquence moyenne des vents dans les différents

NUL secteurs de la rose des vents.
0,01 0N2E2 Les moyennes ont été réalisées a partir de mesures tri horaire, de
NO 2 février 2009 & octobre 2010 (n = 5100).
0,46
SE
0,20
SO
0,11

La direction des vents précédan t et durant chaque campagne de prélevement a été également

prise en compte (données non représentées).

La vitesse moyenne des vents est similaire durant les campagnes de prélevements de 2009

(Figure 4D) . Dur ant |l es campagnes de | ®annAe 2010 |l es ven
et en automne 2010 (par rapport a 2009), relativement faibles durant les campagnes du

printemps 2010, et 0 n note une vitesse maximale durant les camp  agnes de juin et juillet 2010.



1.2 Variations des parameétres physico -chi mi ques de | ®eau
1.1.1. Variations horizontales

TempArature de | ®eau

La tempArature de | ®eau de surface de |eBtEt3®/AQ dur ant

(janvier 2010) et 27.7 °C (ao(t 2009) ( Figure 6A).

Les 5 stations de surface montrent la méme dynamique saisonniére de température avec deux
pics de tempArature durant | es dpescentrdstsdydes ohas | a p Ar i
d®aoEt), et un minimum durant | ®hiver centrA sur | e n

A)

Température
de I'eau (°C)

B)

Salinité

(9.I")

g

Saturation en
oxygéne dissous

D)
gE
T
& s
73
o
=T
E) 9.0
T e T T e e T e T e e T e e T e e e T e T T e 1 S I T
o O O 6O o o o 6o o o O O O O O O O O o o o
O QEOEOEORNORN QOO RONO N S s T s s
R - - B B B — R — R I
> s > B = = 3 Q o o @ c 0 e > C = = 3 o o
Qv © © 3 3 0 o O - © © 3 3 0 o O
2 2 E-—"—-mm c T © g E'—"—'m(n
Figure 6 Dynamique temporelle des parameétres physico -chi miques de | ®eau mesur As de

octobre 2010 au niveau des stations de surface échantillonnées.

(A) tempArature de | ®e-} (C)<attrgtonen oxBPne dissdus (#0), t(DYy ( g . |
tansparence de,E)pau (cm)



Salinité

La salinitA et l a conductivitA de | ®eau aux diffAr|
similaires (corrélation des 2 parameétres avec un coefficient de corrélation de 0.92). La
conductivitA de vari®ded.a2 acln47 sn8.cnf “aawee une moyenne de 4.73 + 1.68
mSecm*durant | a pAriode d®Achantillonnage. aemunsal i nitA
moyenne de 2.46 + 0.82 g.| . Les stations S2, S4 et S6 présentent des salinités similaires  entre

elles tout au long de | a pAriode d®At udeFiggre 6B.f f i ci en
La salinitA de | ®eau a wariempewy @aasule tehgps (enges?2 e83,1agli'1();ns
cependant, il existe une saisonnalitA faiblement mar
fin de | ®At A. Cette dynamiqgue saisonniare se caractA
des maximamesu r As 0 |l a fin de | ®At A et en aut omne, cons A«
fortes tempAratures entrac¢nant | ®augment ation de | a
station S3 est la station dont la salinité est le plus variable dans le temps sans saison nalité

mar guAe, en raison des arrivAes fluctuantes d®eaux doc
salinité de la station S1 suit globalement la méme dynamique saisonniére que celles des

stations S2, S4 et S6 ; cependant, des petites variations ponctuel les sont observées et les pics

de salinitAs mesurAs durant | ®AtA et |l e dAbut de | ®a
2.1a4.9 g.I' en juin -juillet 2010).

La station S1 posséde la salinité moyenne la plus élevée (2.9 + 0.64 g ™) en raison de s a
proximitA avec | ®Atang de Berre dont | a salinitA est
station S3 est la moins salée (1.35 + 1.05 g.l'l, p < 0.05, n=112, ANOVA, (Figure 7A) en raison de

sa | ocalisation au niveau de | ®altir muiAgquaed®ESaturxe sdsoeur

stations S2, S4 et S6 ont une salinité moyenne intermédiaire de 2.7 +0.29 g.I ™.

les faibles variations de salinitA observAes permett e
milieux homoiohalins (eaux a salinité stable). La salinitA moyenne de | ®At ang
sa catégorie haline. La salinité moyenne annuelle des 3 staton s repr Asentatives de |
de | ®Atang est “d; eelle2des7s8tatibns 6e. sarfdce gst de 2.52 + 0.82 g.I * L®At ang

de | ®0Ol i vier est cat AgdigohanA[Par 29 he mi | i eu mi xo
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Figure 7 Valeurs médianes, ler et 3eéme quartiles des parametres physico -chi mi ques de | ®e a
mesurés au niveau des différentes stations échantillonnées.

(A) salinité (g.I ™), (B) saturation en oxygéne dissous (%), (C) turbidité (N.T.U), (D) pH.

Les « *» indiquent les moyennes significativement différentes calculées sur les 7 mois

d®Achantill onnage commun aux diffArentes stations (p<0.05,

Concentration et saturation en oxygéne dissous

Les concentrations et |l es pourcentages d®oxygane di
dynamiques au niveau de toutes les stations échantillonnées (corrélation des 2 parametres

avec un coefficient de corrélation de 0.93). La saturation e n oxygéne des eaux de surface de

| ®At ang de | ®0Olivier varie entre 5.8 (en juillet 200

une moyenne de 141 + 44 % ( Figure 6C). Les eaux de surface sont saturées entre 100 et 200 %

d®oxygane sur | a majoritA de |l a pAriode d®Atude.



Une pAriode d®anoxie a eu | ieu en juilletS22t09, anox
(5.8% d®oxygane) . I nver sement , pl usieurs Apisodes de
cours de | a p Aauipinttraps 208%nh 86d pen automne 2009 en S2, S4 et S6 ; et la

plus importante en hiver 2010 (maximum de 339 %) qui a lieu au niveau de toutes les stations

exceptée en S1.

Les stations reprAsentatives de | ®ensemble de | ®At ar

saturées en oxygene ( Figure 7B).

TurbiditA et transparence de | ®eau

La transparence de | ®eau varie de 40 0 100 cm avec u
octobre 2010 ( Figure 6D) . La dynamique temporelle de | a transpa
saisonnalitA avec une eau plus claire en At A et au d
durant | ®hi vedi t2 1de IL&edawrebst | a plus forte durant |
La turbiditA de | ®eau ne varie pas significativement
(Figure 6C).

PH

Le pH de | ®eau de | ®At ang de Hg®&® BE).\l estglobalementpiis ent re 7
faible en hiver et plus élevé en avril 2009, avril et juillet 2010.
Les pH des différentes stations de surface sont similaires (p > 0.05, n=100, ANOVA), avec,

toutefois, des pH sensiblement plus faibles aux stations S1 et S3(  Figure 7D).

Concentrations en éléments minéraux

Eléments azotés

Des concentrations en nitrite (NO2) égales au seuil de détection (0.01mg.l ™) ont été détectées
trois fois au cour s ;des S6laa mgsAde imai2@09 et @A F3uadie mois
d®octobre 2009 et fAvrier 2010.

Une seule concentration en ion ammonium (NH4) égale au seu il de détection (0.1mg.| ™) a été
mesurée en S3 au mois de juillet 2009. Tous les autres échantillons présentent des

concentrations en nitrite et ammonium inférieures aux seuils de détection.



Les nitrates (NO3) sont le plus frequemment détectés au niveau

de la station S3 avec des

concentrations supArieures au seuil de dAtection
alors qu®ils sont dAtectAs 3 ou 4 foiKgue®). ni veau
. . 1 . ) Figure 8
Concentrations en nitrates (mg.I")  Concentrations en phosphates (mg.I") .. aiions en
S1 S2 S3 S4 S6 ST S2 S3 S4 S6 nitate et
phosphate
févr-09 03 04 05 1.0 0.4 0.07 0.06 i
mesurées de
mars-09
février 2009 a
av-09
mai-09 18 0.03 | 001 | 0.04 o.ctobre 2010 au
jin-09 09 001 | 001 | 008 0.01 niveau des
juil-09 06 06 04 0.4 0.05 096 stations de
a00t-09 14 043 0.01 surface.
sept-09 08 0.08 Les concentrations
oct-09 25 049 149 en nitrate sont
nov-09 141 016 0.90 reportées dans le
déc-09 04 0.01 tableau de
janv-10 a1 014 0.02 gauche, celles en
févr-10 05 | 03 | 32 | 05 | 03 0.02 0.01 0.02 phosphate dans le
mars-10 02 05 0.96 0.94 tableau de droite.
avr-10 0.6 0.01 Les cases vides
mai-10 figurent des
juin-10 concentrations
juil-10 0.01 0.01 | 0.02 inférieures au seuil
aolt-10 041 de détection (<0.1
oct-10 1.0 0.02 mg| '1)

La station S3 est également la

ANOVA) avec une concentration moyenne de 0.86 + 1.15 mg.l

station la plus fortement chargée en nitrates (p < 0.05, n=112,

" et une concentration maximale

de 4.1 mg.l'l en janvier 2010. Les nitrates sont principalement présents en hiver (concentration

moyen ne de 0.52 + 0.27 mg.| * en février 2009 et de 0.96 + 1.26 mg.| ™ en février 2010).

La concentration moyenne en nitrate dur ant

ni veau

trophique

trophique des étangs [Wetzel 1983].

Eléments phosphatés

de

a

pAriode

d ®At ude Lee st

| ® A tmasotpphel selonl [@Rdabsificatior du nieeaut ol i

Les orthophosphates (PO4) sont le plus fréquemment détectés aux stations S1 et S3 (14 et 10

fois sur 20 mois) (Figure 8). Les concentrations au niveau de ces stations sont trés variables

me s

des

de

go



dans le temps et peuvent atteindre de tres fortes concentrations ; 0.96 mg.l'1 en S1 en mars

2010, et | usten®3en dctodreo2008g . |

La concentration moyenne en phosphates de | ®Atang du
0.035 mg.I™, | ®At ang fait donc partie des milieuxetadutrophe
[1983].

Eléments sulfatés

Les sulfates sont retrouvés a toutes les stations échantillonnées sans de saisonnalité marquée.
La station S3 se différencie des autres stations par une concentration moyenne en s ulfate plus
faible (213 £+ 86 mg.| '1) qgue celle au niveau des autres stations (309 + 57 mg.l'l), (p <0.05, n=112,

ANOVA).
1.1.2. Variations verticales
Température, salinité, saturation en oxygene dissous, turbidité et pH

La salinitA moyenne ne varie pas selon | a profondeur
une salinité légerement plus élevée en C10 (Figure 7A). La saturation en oxygene diminue avec

la profondeur, les différences sont significatives entre les 5 premiers metres et les 5 métres du

fond de | a col Biguree7B)d Beernaéme, Klen Que les différences ne soient pas

significatives, l e pH de | ®eau a tendance G di minue
turbidité quiatendanc e G augmenter avec | a prof digdeedCretDJ.es col on
Les mois d®avril, mai et aoEt 2010 sont marquAs par u
l a colonne d®eau centrale de | ®Atang (colkmredee6 C) avec

meétre de profondeur ( Figure 9A). Cet t e stratification thermique s®aco¢
saturation en oxygéne (diminution de 140 a  80% en avril et mai et de 90 & 6% en aolt) ( Figure

90). Les mames mois sont mar quAs par une diminution du
del ®At ang (di minution de 0.6 en avril et de 0.75 en |
par une pAriode d®anoxie (0% d®oxygane dissous) et ul
a4glMHau fond de | ®Atang. Mi s O pireté ne vadeepistleelongdedame nt at i o

colonne d®eau (Acart maxTenadit) (Figures3B). Lartirbidité ledomgde , 6 g . |



| a col on waie pb® ella augmente principalement en aolt entre 8 metres et le fond de

| ®At ang (de Bigug 9B)3 N. T. U) (

A) B) C) saturationen D) E)
s oxygéne Turbidité
Température (°C) Salinité (g.I) dissous (%) (ur:.Tl.l;)e pH

10 15 20 25 2,0253,0354,0 0 50 100150200 5 15 25 35 7,0 7,5 8,0 8,5

2
février ‘
mars a1
avril
mai 6.
==juin
==juillet 8
=00t \
10 l
Figure 9 Variation des parametres physico -chi mi ques de | ®eau en fonction de | a

col onne d®eau etwierd 1 b alt Q01d.
A) tempArature de | ®e ailp (C)X s&tu@atign er( oRypenes dissousr{%),t(B turpidité |
(N.T.U), (E) pH.

La colonne d®eau D, en raison de sa faibl endgrofonde

parametres vus ci -dessus.

Concentrations en éléments minéraux

Eléments azotés

Les concentrations en nitrite et ammonium sont inférieures aux seuils de détection le long des

deux colonnes d®eau.

Les nitrates sont principalement concentr As au moi s
concentration moyenne de 0.34 + 0.20 mg.l " en C et de 0.27 + 0.06 mg.I"l en D) avec une

concentration qui diminue ave c la profondeur ( Figure 10). Des concentrations en nitrate égales

au seuil de détection sont également détectées en juillet et en ao(t & proximité de la surface et

au fond de |l a colonne d®eau C.

Eléments phosphatés

les orthophosphates sont peu concentrAs | e |l ong de |
détection le long de la colonne D ( Figure 10). Les concentrations en phosphate égales au seuil
de détection (0.01 mg.l '1) sont détectées tout le long de la colonne C en juillet 2010, et dans les 6

premiers metres de la colonne C en ao(t. Une forte concentration (0.24 mg.l "l) est cependant
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détectée aufond de | ®At ang au mois d®aoEt surement dE

concentrations a 1 et 4 metre de fond son t également détectées en mars.

Concentrations en nitrates (mg.|"")

C1C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 D1 D2 D3
fév-10 |06 | 0.5 (05|06 03 (03|02 02|02 -0 @ @ | ©
mars-10 mars-10
avr-10 avr-10
mai-10 mai-10
juin-10 juin-10
juik-10 |04 0.1 jui-10
aodt-10 0.1 | 0.1 |01 01|01 aolt-10

Figure 10 Concentrations en nitrate et

Concentrations en phosphates (mg.|-")
phosphate mesurées de février & aodt

févr-10 . s
2010 au niveau des différent es
mars-10 |o.06 0.02
o profondeurs des colonnes d®eal
avr-
110 Haut : Concentrations en nitrate de la
mai-
uin-10 colonne C (gauche) et D (droite)
juil-10 0.01(0.01 |0.01 |0.01 |0.01 |0.01 |0.01 |0.02 [0.01 |0.01 Bas : Concentrations en phosphate
car | menl ol el e | e e (colonne C uniquement) Les cases vides

figurent des concentrat ions inférieures au
seuil de détection (< 0.1 mg.l ).

Eléments sulfatés
Les sulfates sont, de magme qu®en surface, retrouvAs

spatiales ni temporelles | e Ilong des deux colonnes dR@e

1.3 Distribution des stations échantillonnées en fonction des

variables environnementales

Afin d®appr Acier | a vari abi-chimigle desestation® échantillonméesn e ment pt

de | ®Atang de | ®0OIl i vier, une anal y sé s&lesnnogempsosante p

temporelles ( Figure 11).
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Figure 11 Ordination des stations échantillonnées en fonction des caractéristique s physico -chimiques
de | ®epartir d®une analyse en composante principale.
L®Aboulis des vaé eu®RACRPreptr esepr AsentA en haut G gauche.
indiquées en noires, celles de la colonne C en bleu et celles de la colonne D en marron.

Le premier axe de | ®ACP rend compte de 37 % de | ®i

l a concentration en mati are minArale et la turbiditA

en oxygene et la concentraton en mati are organique du cdt A nAgatif

stations des profondeurs de la colonne C qui sont troubles et chargées en matiéres minérales,
aux stations de faible profondeur de la colonne C et aux stations de surface qui sont fortement

saturées en oxygene dissous et chargées en matiéres organiques. Plus la station de la colonne

C est profonde, pl us | ®eau est troubl e et chargAe

différencie la station S6 des stations S2 et S4 ; tandis que la concentration en sulfate différencie

|l a station S1 des stations S2, S4 et S6. Le deuxi

| ®ACP. 1 est corr Al A avec | a salinitA et | a tempArat

des stations échantillonnées. Il différe ncie la station S3 des autres stations, la station S3 étant la

plus riche en éléments nutritifs et la moins salée.



2. Structure du peuplement phytoplanctonique

Les différences entre les stations ont été testées (i) en prenant en compte les 20 mois
d®Achantill onnage |l orsque |l a diffArence est testAe e
S6) (ii) en prenant en compt e |esdifferencensantdestée® Ac hant i |

entre toutes les stations échantillonnées (C1 a C10, D1, D2, D3 et S1, S2, S3, S4, S6).

2.1 Richesse spécifique

249 espaces phytoplanctoniqgues ont AtA dAterminAes d
des stations. La division des Chl orophytes est l a plus reprAsent Ae
Les Bacillariophytes constituent |l a deuxi ame divisio
(79), suivi de celle des Euglenophytes (29), des Cyanoprokaryota (23), des Chrysophytes et des

Dinophytes (14) et des Xanthophytes (3) ( Figure 12). La totalité des especes est listée dans le

tableau en annexe (Annexe. B).

Figure 12 Proportion des espéces

1,2
11,6 BACILLARIOPHYTA représentatives des différentes
ivisions ph lanctoni
5,6 315 _ CHLOROPHYTA divisio .sp ytopla cto. ques
déterminées de février 2009 a octobre
CHRYSOPHYTA
9.2 2010.
2 m CYANOPROKARYOTA
m DINOPHYTA
6.0 m EUGLENOPHYTA
XANTHOPHYTA
35,1

La richesse spécifigue ne varie pas selon les différentes stations horizontales et verticales de

| ®At ang d Eigute @84, p w008 ANOVA). Il a été déterminé en moyenne 23 espéces par

station et par mois avec un minimum de 11 especes en S2 en mai 2009 et un maximum de 85

especes en S3 en juillet 2009.

Le nombre d®espaces v ar i erigueuldA).ola richessd spécifiquen pss (

minimale au printemps avec en moyenne 21 espéces détectées par mois aux différentes

stations échantillonnées de mars a avril 2009 ; et 17 espaces du?2Oibias d®avr

richesse spAcifiqgue au cours de |l a pAriode d®Atude e:



| ®aut omne 2009 avec en moyenne 36 espaces dAt ect Aes
effectués de juillet a septembre 2009. Bien que la richesse spécifi que ne varie pas
significativement entre les différentes stations, la dynamique moyenne de la richesse spécifique

l e long des colonnes d®eau a AtA analysAe. Le mini mu
niveau des stations de surface, en mai et juin 2010. Cependant un petit pic de richesse est

observé en mars ou 25 espéces sont déterminées alors que 16 seulement sont recensées en

mai et juin.
22 /I ndi ces de Shannon (/S) et d®EquitabilitA (1

Les indices de Shannon (18) et d ® pag gpattalanbentldans A (| E)

| ®At ang d g la diversitt imoyerme est similaire au niveau des différentes stations

échantillonnées, sans différence significative (p > 0.05, Kruskal -Wallis), indiquant une

homogénéité spatiale horizontale et verticale de la diversitA phytoplanctoniqu

(Figure 13B etC).
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Figure 13 Valeurs médianes, ler et 3éme quartiles de s indices de diversité au niveau de chaque

station échantillonné.
(A) richesse spécifique , (B) indice de Shannon ,(C)Indiced ® Aqui t abi |l i(EA de Pielou



Les IS et IE varient au cours du temps de facon équivalente (coefficient de corrélation entre les

deux indices de 0.96, p < 2.10"°, n=130) selon une tendance saisonniére similaire en 2009 et en

2010 avec des pics de diversitA G0 la fin de | ®At A

printemps ( Figure 14B et C).

soA)
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2.5
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avr-09
i-0
n-09
juill-09
aolt-09

mars

Figure 14 Dynamique temporelle des valeurs mé dianes, ler et 3éme quartiles des indices de
diversité de février 2009 a octobre 2010
(A) richesse spécifique, (B) indice de Shannon (IS), (C) Indice d ®Aqui tabil i(E)A de Piel ou

2.3 FrAguence d®occurrence des espdces

Les cyanobact Aries sont |l es plus fr Aquemment
alors que celles -ci représentent seulement 9 % des espéces déterminées ( Figure 15). De méme
pour les Dinophytes qui sont aussi fréquentes que les Chlorophytes. Le phénoméne inverse est

observé pour les divisions des Bacillariophytes et des Euglenophytes qui sont composées de

e

en

beaucoup d®espaces mais sont relativement peu frAquen



0,04 0,07 Flure15Fr/-\quenc.e”de | ®occurren
0,03 BACILLARIOPHYTA moyenne des espéces par division
CHLOROPHYTA phytoplanctonique
0,10
0,10 CHRYSOPHYTA
m CYANOPROKARYOTA
m DINOPHYTA
0,06 m EUGLENOPHYTA

XANTHOPHYTA

La frAquence d®occurrence des espaces per met de
d®espaces selon | eur cons {Dajnzcle85]dlenespedesprépeatesmane me n t
plus de 50 % des échantillons sont des espéces communes, les espéces qui sont retrouvées
dans 25249 % des Achantill ons sont qualifi Aes d®accessoires
moins de 25 % des échantillons sont des espéces accidentelles. Plus de 91 % des especes
peuplant | ®Atang de | ®0Olivier en 2009sealeme®®6L® sont d
du peupl ement est constituA d®espaces acFiguesl6)ires et
Parmi les especes accidentelles, 82 % sont présentes da  ns moins de 10 % des échantillons.

Figure 16 Proportion des catégories

36 B d®espaces phytoplanctoniques
leur constance.

espéces accidentelles
m espéces accessoires

W especes constantes

91,6

Des especes de Chlorophytes, Bacillariophytes, cyanobactéries et Dinophytes
constituent les espéces communes et accessoires. Parmi les 12 espéces communes, 4 espéeces
de cyanobactéries sont présentes dans plus de 95 % des échantillons, dont 3 sont les especes
les plus fréquemment retro uvées (Figure 17). Celles-ci sont des Oscillatoriales : Planktothrix
agardhii qui est omniprésente (occurrence de 100%), Planktolyngbya limnetica et Limnothrix
planctonica . 6 espéces de Chlorophytes ( Monoraphidium griffithii, Monoraphidium dybowski,
Kirchneriella obesa, Pyramimonas cordata, Dictyosphaerium pulchellum et Oocystis lacustris ) et

2 especes de Cyclotella (C. atomus et C. meneghiniana ) compl étent le groupe des espéeces



CHAPITRE |
RESULTATS - Structure du peuplement phytoplanctonique

communes. Le cortage d®espaces accessoires est comp
(Planktonema lauterbornii, Monoraphidium contortum, Oocystis solitaria et Golenkinia radiata ),

3 especes de Nitzschia (N. paleacea, N. closteri um et N. palea) et 2 Dinophytes ( Prorocentrum

minimum et Heterocapsa rotundata ). Prés de la moitié des espéces communes et accessoires

sont des Chlorophytes (10 espéces) dont 8 sont des chlorococcales. Les 5 diatomées de ces 2

groupes sont de 2 genres ; Cyclotella et Nitzschia .

CYA Planktothrix agardhii 1,00
CYA Planktolyngbya limnetica 0,99
CYA Limnothrix planctonica 0,98
CHL Monoraphidium griffithii 0,98

BAC Cyclotella atomus 0,95
. CYA Synechocystis aquatilis 0,95
Especes - :
CHL  Monoraphidium dybrowski 0,87
el s CHL Kirchneriella obesa
BAC Cyclotella meneghiniana

CHL Pyramimonas cordata
CHL Dictyosphaerium pulchelium
CHL Oocystis lacustris
BAC Nitzschia paleacea 0,50
CHL Planktonema lauterbomii 0,49
. DIN Prorocentrum minimum 0,49
Especc_as BAC Nitzschia closterium 0,47
accessolres CHL  Monoraphidium contortum 0,43
DIN Heterocapsa rotundata 0,42

CHL Qocystis solitaria
CHL Golenkinia radiata
BAC Nitzschia palea

Figure 17Fr Aquence d®occurrence des espaces communes et accessoa
février 2009 a octobre 2010
CYA: Cyanobacteria; CHL: Chlorophyta; BAC: Bacillariophyta; DIN: Dinophyta

[ 74




3. Dynamique spatio -temporelle phytoplanctonique
3.1. Densités cellulaires et biovolumes phytoplanctoniques

Les densités cellulaires et les biovolumes phytoplanctoniques ne different pas
significativement entre les différentes stations de surface (p > 0.05, ANOV A, n=82) (Figure 18).
Les densités cellulaires phytoplanctoniques ensub  -sur f ace de | ®At ang de
4.4%10°% et 1.3*10° cell.ml *, avec une densi tnAge deoQ/ZG*mOﬁ ©0.26*10f cell.n®h
Les biovolumes phytoplanctoniques varient entre 0.51*10 et 0.11 mm ®.ml™ en surface, avec un

biovolume moyen annuel de 0.019 + 0.017 mm  .ml™,

A) Figure 18 Valeurs médi anes, ler
= et 3éme quartiles des
ME 2':: : | ' biovolumes (A) et des densités
£ oo03 - : i ° — phytoplanctoniques (B)
o 0:02 E ;l ' | | déterminé iveau d
E oo01 . | ——— éterminées au niveau des
% o - — stations de surface.
:oz- T T T T T
53] 1) ( » h @
B) X 108
— 1 _
= 0.8 - _ —_
E 0.6 | : i i
[T} 0.4 I—ﬁ ,_}_| ‘ e —
(=] ,——I |=i ’i‘
o o02- L1 : ;
E e I | I I I
a » ) 3 3 8

Les densités cellulaires totales des stations de surface sont corrélées avec les
biovolumes totaux aux différents temps échantillonnés (coefficients de corrélation de 0.80, p <
2*10°, n=72). Cependant, les densités des différentes divisions phytoplanctoniques sont
differemment corrélées avec les biovolumes : Les Chlorophytes et les Bacillariophytes
présentent des bi ovolumes moins bien corrélés avec les densités (coefficients de corrélation de
0.6 et 0.67, respectivement), tandis que les coefficients de corrélation des biovolumes avec les
densités cellulaires des autres divisions phytoplanctoniques varient entre 0.93 et 0.98 (n=72)

(Figure 19). Les résultats seront présentés par la suite en biovolume (mm 3.m|"l).

| ®0I
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Figure 19 Corré lations entre les densités cellulaires et les biovolume s des différentes divisions

phytoplanctonique s
Les données de densités et de biovolumes sont transformées par la relation log(x + 1).
Les coefficients de Pearson de chaque corrélation sont indiqués sur les graphiques.

La dynamique temporelle du biovolume phytoplanctonique aux stations de surface
montre trois pics de biovolume  (Figure 20).

0.08 Figure 20
Dynamique
temporelle des

0.06 — biovolumes

phytoplanctoniques

Biovolume (mm3.ml)

0.04 — mesurés au niveau
des stations de
0.02 — surface (n=5), de
février 2009 a
m H octobre 2010.
0.00
D Oy O ) OO O O O O O O O O OO OO OO O
eeeeeeeeeeeY YT YT T Y LT A n N
S sm@ES500388ESLEmmESS 0
D@ ODE S =000 g5 gD aO@®ge S =0 O

Un pic de biovolume a lieu en janvier 2010 qui atteint 0.039 + 0.017  mm >ml™, les deux autres
pics ont lieu au printemps, en avril 2009 (0..029 + 0.015 mm 3.m|"1) et en avril 2010 (0.044 £ 0.029
mm ®.ml™). Les minima sont observés en été ; en juillet et aolit 2009 (0.015 + 0.007 mm *.ml™) et
en juillet et en ao(t 2010 (0.009 + 0.008 mm 3.m|'1). Les écarts -types sont faibles en aolt 2009

(0.0008 mm ®.ml™) et en juillet 2010 (0.004 mm *.ml™) démontrant une ho mogénéité spatiale du



minimum de biovolume phytoplanctonique en été. Les mois de mai et juin 2009 et 2010
montrent un biovolume moyen qui décroit du pic printanier au minimum estival. Au contraire,
les biovolumes phytoplanctoniques moyens augmentent progre ssivement durant | ®aut

ce jusqu®au pic printanier mis 0 part |l e pic de biovo

3.2. Dynamiques spatio -temporelle du phytoplancton

Les dynamiques temporelles du phytoplancton sont analysées aux 3 stations S1, S2 et S3 en

raison de leur diversité physico -chimique (exposée au paragraphe 1 , p. 61) susceptible

d®i nfluencer la structure du peupl ement . Les dy nami
anal ysAes de I a mame faAon, afin de s®assurer gue
différen ce majeure avec la station S2, cette station présentant des caractéristiques abiotiques

similaires a celles de S4 et S6. Seules les dynamiques temporelles en S1, S2 et S3 de février

2009 a octobre 2010 sont présentées. Les dynamiques temporelles du phytopl ancton au niveau

des colonnes sont analysées durant 7 mois ; de f Avrier 2010 O aoEt 2010 af
variabilitAs vertical es du phytopl ancton l or s d®un
phytoplanctonique en surface. Le phytoplancton de la colonne C a été analysé tous les 2

metres, i.e. en C2, C4, C6, C8 et C10.

Afin de mieux rendre compte de | a dynamique spAci fi
| ®O0l i vier, |l es espaces rares (frAquence mé®oa@currenc
représentées ensemble. Ainsi, | es dynamiques des biovolumes de 68 especes sont présentées

(Figure 21). Seules quelques espéces phytoplanctoniques constituent la majorité du biovolume

total de chaque division phytoplanctonique. Ainsi le biovolume des cyanobactéries est constitué

principalemen t de | @kuskiptériz &yardhii (qui représente environ 85 % du biovolume des

cyanobactéries dur ant |l a pAriode d®Atude) ; tout comme | e |
occupé principalement par des  Monoraphidium sp. ; les Bacillariophytes par des Cyclotella sp.,

et les Dinophytes par Heterocapsa rotundata et Prorocentrum minimum . Ces especes sont

toutes des especes communes (cf. Figure 17); les especes phytoplanctoniques les plus

fréquentes sont donc également les plus nombreuses. Les espéces accidentelles constituent

guant a elles une part minime du biovolume phytoplanctoniq ue total (5 £ 11 % en moyenne au

cours de | a pAriode d®Atude, dans |l es 130 Achantill on



3.2.1. Dynamique horizontale

Les pics principaux de biovolume phytoplanctonique au printemps et en hiver sont retrouvés

aux 3 stations de surface (Figure 21A). Des pics secondaires de biovolume en surface ont lieu

en été et en automne. Le pic du printemps 2009 a lieu en avril en S2 et S3 et est décalé en S1
(mai-juin). Ce pic atteint le biovolume maximum observé en S3 (0.043 mm  >ml™), 0.030 mm>ml™
en S1, et 0.028 pm®.ml™ en S2. Le pic du printemps 2010 est observé en avril au niveau des
stations S1 et S2, il perdure jusqu®en juin en S1.
mm >.ml™, il atteint 0.048 mm >.mI™ en S1. Un plus faible pic est également observé en mai 2010

en S3(0.015 mm >.mi™).

Ces pics printaniers de biovolume sont majoritairement composés de cyanobactéries et
particul i ar e me nPRanktbtbrix hgarehs pduicoenstitue alors entre 69 et 95% du
biovolume phytoplanctonique total (  Figure 22A). La proportion relative de  Planktothrix agardhii
par rapport au biovolume phytoplanctonique total est cependant plus importante au printemps

2009 qu®en 2010 (moyennese70£16%6n201006% en 2009 et
Le pic hivernal est également dominé par  Planktothrix agardhii en S3 qui constitue entre 54 et

71 % du biovolume phytoplanctonique de décembre 2009 a février 2010. Le pic de janvier 2010

est également observé au niveau des stations S1 et S2, il atteint le biovolume maximal observé

en S1 (0.072 mm>ml™?) et 0.035 mm>ml™ en S2. Le pic hivernal des stations S1 et S2 est
constitué de Planktothrix agardhii e t d®une espac e Haleeocasa rotmdtia tqei ,
constituent a elles deux 3 7 + 38% en S1, et 32 + 36% en S2 du hiovolume phytoplanctonique
total.

Heterocapsa rotundata e st 0 | ®origine des pics de biovol ume se«

3

mm ®mi™ en S1 (67% du biovolume total) et 0.024 mm %.ml™ (79% du biovolume total) en S2 en

novembre 2009.
Deux autres pics secondaires de biovolume ont lieu en été 2009  ils atteignent 0.014 mm °.ml™

3

en S1 en septembre 2009 et 0.043 mm °ml™* en S3 en aolt 2009. lls sont majoritairement

constitués de diatomées accidentelles en S2 et de diatomée s du genre Cyclotella en S3.



Les Chlorophytes sont surtout présente en 2010: De mars a octobre 2010 en S1 (moyenne de
0006 mm®mli™); d®avril G octobre 2020 emB82yeeen mars20®en0. 009 mn

S3.

3.2.2. Dynamique verticale

Les dynamiques te mporelles au niveau des colonnes C et D présentent également des pics de

biovolume de Planktothrix agardhii au printemps ( Figure 21B et C). Deux pics de biovolume ont

lieu en D1 et C2 ; en avril et en juillet en D1 (0.022 et 0.023 mm 3.m|'1) et en avril et mai en C2

(0.038 et 0.035 mm >.ml™). Des pics de biovolumes importants ont lieu en mai a 2 et 3 métres de

profondeur au point D (0.059 et 0.038 mm 3.m|'l) et a 4 et 6 métres de profondeur au point C
(0.053et0.047mm>ml™) . Ces dynami ques t ende n tParktottmix agardhé r que |
migre entre la surface et |l es premiers matres de profondeur de |
stations situées a 8 et 10 metres de profondeur ne présentent pas de pic de biovolume de

Planktothrix agardhii . Ces deux derniéres stations ne présentent pas de variation du biovolume

phytoplanctonique total qui est relativement faible par rapport aux autres stations, mis a part un

pic tras important au fond de | ®At ang 3.m|h1.Cjepiddbl et et
biovolume provient du relativement grand biovolume des Cyclotella sp. par rapport aux

bi ovol umes des autres espaces phytoplanctoniques pe
petites Chlorococcal es) . ExceptA ce pic de diatomAes,
verticaux sont similaires a ceux observés e n surface avec des faibles quantités de Cyclotella

sp., de Monoraphidium sp. e t HeateRocapsa rotundata . On note toutefois la présence plus

importante de la Dinophyte  Prorocentrum minimum

La proportion du biovolume de Planktothrix —agardhii  par rapport a u biovolume
phytoplanctoni que tot al au points D et C jusqu®d 6 m:
en surface pour la méme période de temps ; @ savoir un peuplement dominé par  Planktothrix
agardhiir d ® a v r i | 0 juin 2010 ( mo R,&Aet€GL;d0kt 16%0en surfatej paisen D, C
une di minution progressive de | ®espace par mi Il e bic

minimum en aoQt 2010 ( Figure 22B et C). La proportion de Planktothrix agardhii en C8 et C10
est plus variabl e, | espace partage | a domination dt

diatomées (moyenne de 32 + 25% de  Planktothrix agardhii et 31 £ 24% de diatomées).



D ® u manieére générale la division des cyanobactéries est dominante (9 mois sur 12 en S1, 7
mois sur 12 en S2, 10 mois sur 12 en S3). Les cyanobactéries constituent en moyenne 60% du
peupl ement en surface au cours d®une annAeniqeet
total sur les 130 échantillons analysés (profils horizontaux et verticaux) ( Figure 22). Les
diatomées constituent en moyenne 17.6 = 17% du biovolume phytoplanctonique total, les
Chlorophytes 16.1 + 15.3%, et les Dinophytes 9.0 £ 15.6. Les Euglenophytes, les Chrysophytes et
les Xanthophytes sont minoritaires ; ces divisions constituent en moyenne 1.4 + 4.7%, 1.2 + 2.7%
et 0.2 + 0.8% du biovolume phytoplanctonique total sur les 130 échantillons analysés.

L ® e s p Rlamigothrix agardhii  domine le peuplement spécifique phytoplanctonique dans 99

des 130 échantillons analysés, et constitue en mo yenne 49 + 27% du biovolume

phytoplanctonique total, sans différence significative entre les stat ions (p < 0.05, Kruskal -Wallis).
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Figure 22
Proportion relative
du biovolume de
Planktothrix
agardhii parmi le
phytoplancton total
de février 2009 a
octobre 2010 au
niveau des stations
S1,S2 et S3 (A) et
des colonnes D(B)
et C (C).

La dynamique des
biovolumes de
Planktothrix
agardhii est figurée
en bleu. La
proportion du
biovolume du
phytoplancton

aut re que
Planktothrix
agardhii est figurée
en blanc, la ligne
noire indiquant la
proportion du
biovolume occupée
par les
cyanobactéries.



3.3. Succession saisonniére des especes communes

Une analyse multivariée séparant les différentes campagnes de préléevement a été réalisée afin

d®anal yser | a succession sai s oehatdessoires (Higue 28)spaces comn
l GRAD
.1 A 13.3% B)
HROT
= e
o NPAC
OLAC PCOR
18.1%
DEMAy MDY
NPAL CATO
CMEN MCON
NCLO | LPLA
PLIM
PAGA
| KOBE
MGRI
Figure 23 Analyse factorielle des correspondances inter -dates entre les 21 espéces communes et
accessoires.
(A) Graphe des valeurs propres (en %) ; (B) carte factorielle des espéces communes (code des
especes indiqués dans le tableau en Annexe. B) ; (C) cart e factorielle des relevés dont les étiquettes
indiquent le centre de dispersion des relevés par date et par saisons (centre des ellipses) ; P09 et P10 :

printemps 2009 et 2010, E09 et E1I0 : été 2009 et 2010, A09 : automne 2009, H10 : hiver 2010.

L ® a n adstyréalesée sur les biovolumes transformés en log(x+1) des 21 espéces communes et
accessoires ( cf. Figure 17) . Le premier axe de | ®AFC rend compte d
est principalement définit par les espéces de Chlorophytes . les 2 Oocystis, Dictyosphaerium

pulchellum , et Planktonema lauterbornii dans la partie négative et Pyramimonas cordata et
Monoraphidium contortum dans | a partie positive. L®axe 2 rend c
| ® A;H €st majoritairement définit par  Golenkinia radiata et par les deux especes de Nitzschi a.

Les 4 cyanobactéries sont groupées ensemble et avec les 2 espéeces de Cyclotella,
Monoraphidium  dybowski, et Kirchneriella obesa . Ces espéces ne contribuent pas ou trés peu

aux axes de | ®AFC dAmontrant | eur Bankiathrixxagardbiieest out au
donc accompagnée t out e | ®annAe du 8eppieess delerminéegpeéalablement

comme les plus fréquentes. Ce cortege se définit par Monoraphidium contorfum  au printemps ;

les Nitzschia en été ; Oocystis, Dictyosphaerium pul chellum , Planktonema lauterbornii et

Golenkinia radiata en été et en automne ; Pyramimonas cordala et Heterocapsa rotundata en

hiver.



4. Dynamique spatio -temporelle de la morphométrie de Planktothrix agardhii

Le biovolume moyen des filaments de  Planktothrix agardhii dans | ® At ang de | ®O0I
de 2027 + 1545 um 3, le biovolume minimal est de 53 um 2, le biovolume maximal de 17610 um °.
Les biovolumes moyens des filaments ne sont pas différents entre les différentes stations
échantillonnées ; que ce soit entre les stations de surface échantillonnées sur 20 mois (ANOVA,
p>0.05, n=1142) ou entre toutes les stations, horizontales et vertic ales échantillonnées durant 7
mois, de février a ao(t 2010 (ANOVA, p>0.05, n=1037).
Le biovolume moyen de Plankitothrix agardhii présente une dynamique saisonniére marquée
par des biovolumes maximaux au printemps (de février & avril 2009 et en mars et avri | 2010) et
des biovolumes mini maux en AtA, automne et au dAbut
en octobre 2010 (au niveau des stations de surface) et aolt 2010 (au niveau de toutes les

stations horizontales et verticales) (  Figure 24).
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Figure 24 Dynamique temporelle des biovolumes moyens des filaments de  P. agaradhii
Dynamique temporelle de février 2009 a octobre 2010 au niveau des stations de surface (A) et de
février a aolt 2010 au niveau de toutes les stations (horizontales et verticales) (B). Les différ ences
entre les moyennes sont indiquées par des lettres différentes au -dessus des écarts  -types.

Cette dynamique appa r ai t plus marqguAe en 2009 gqu®en 2010 ave
moyens plus élevés au printemps 2009 (3172 +416um °) qu®au print empaEpd®010 (25
et 2672 + 95 um°). De méme, le biovolume moyen minimal est atteint plus rapidement et

présente un niveau plus faible de juin & décembre 2009 (1324 + 113 pm  °) gu®en octobre 2



(1690 + 1360 pm 3 stations de surface). Les variations au cours du temps du biovolume moyen
des filaments de Planktothrix agardhii proviennent majoritairement des variations de leurs
longueurs moyennes (Corrélation entre les biovolumes et les longueurs, r=0.93, p<2.10 e
n=2034).
La longueur moyenne des filaments de  Planktothrix agardhii  est de 169 + 108 um avec
une longueur minimale de 10 pum et une longueur maximale de 1108 p m. La largeur des
filaments est comprise entre 3 et 6 um avec une moyenne de 4.0 £ 0.6 pm.
Les longueurs et les largeurs des filaments de Planktothrix agardhii  ne sont pas
significativement différentes entre les stations (p > 0.05, Kruskal -Wallis, n=1150 (20 mois) et n=
1045 (7mois)) ( Figure 25A).
La dynamique temporelle de la longueur moyenne des filaments au niveau des 3 stations de
surface présente des maxima au printemps (février, mars et avril 2009 et avril 2010) et des
minima en automne 2009 et en mai 2010 ( Figure 25B). De méme que pour la dyna mique des
bi ovol umes moyens, celles des | ongueurs moyennes ap|
2010 avec des maxima plus élevés en 2009 (270 £ 38 um en 2009 et 201 + 17 um en 2010), et
une diminution plus réguliére vers le minimum de 2009.
La dynamique temporelle de la largeur moyenne des filaments de Planktothrix agardhii au
niveau des stations de surface suit globalement celle de la longueur moyenne ; elle présente
des maxima en avril 2009 (4.2 + 0.2) et en mars et avril 2010 (4.2 + 0.2). La largeur moyenne
mini male (3.7 1 0.2) a toutefois |ieu plus tard dans
temporelles des longueurs et des largeurs moyennes des filaments de Planktothrix agardhii au
niveau de toutes les stations (horizontales et ve rticales), de février a aolt 2010, présentent, de
mag me qu®au ni veau des stations de surface, des ma X

maximale de 198 + 53 um en février, mars et avril ; largeur maximale de 4.1 + 0.4 um en mars et

avril) (Figure 25C).
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Figure 25 Variations spatio -temporelles des longueurs et largeurs moyennes des filaments de
Planktothrix agardhii

(A) Longueurs et largeurs moyennes mesurées au niveau des stations S1, S2et S3 durant 20 mois et
au niveau de toutes les stations (verticales et horizontales) durant 7 mois (de février a aoat 2010).

p>0.05 entre les stations, Kruskal -Wallis, n=1150 (20 mo is) et n=1045 (7 mois)

(B) et (C) Dynamiques temporelles de février 2009 a octobre 2010 au niveau des stations de surface
(B) ; et de février a aolt 2010 au niveau de toutes les stations ( O).
Les moyennes significativement différentes (p<0.05) sont indiqu ées par des lettres différentes au -

dessus des écart -types. Les moyennes non annotées ne sont pas différentes des autres moyennes.



5. Dynamique spatio -temporelle de la concentration en microcystines
Les concentrations en micr dd®Adtainmge sme(sMC)Aede dle®ameau sd &

2010 varient entre 0.1 et 22.4 ug.l " et sont en moyenne de 4.9 + 4.9 ug.l " Les concentrations en

MC ne varient pas significativement spatial ement dans:s
soientun peu plusconc entr Aes en toxines que | es stations des ¢
(89+1.8pg.l"ensurfaceet1.4+06pgl au niveau des colonnes d®eau), et

(20+03pg.l" ensurfaceet7.0+35pugl "fau ni veau de | a igureo26h)e d®eau C)

La dynamique temporelle des concentrations moyennes en MC de mars a aoQt 2010 présente
une concentration maximale en avril de 11.9 + 6.6 ug.l ™, puis une diminution progressive de la

concentration jusqu®Q0 4atnaeit@Fiure268). 4 1 0.1 bg. |

Figure 26 Concentrations
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6. Relations entre la concentration en MC et différents descripteurs du peuplement et

de | ®environnement .
Planktothrix agardhii At ant | ®espacel @AMmMam@aneét productrice de MC,
du biovolume moyen de ses filaments et du biovol ume

été comparées a celle de la concentration moyenne en MC ( Figure 27A etB).
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Figure 27 Comparaison des variations toxiniques et du biovolume (BV) moyen des filaments de

Planktothrix agardhii  (A), du biovolume de la population de  Planktothrix agardhii  (B), du biovolume
des cyanobactéries  (C), et du biovolume phytoplancton ique (D) .

Les filaments de Planktothrix agardhii de petits biovolumes sont présents alors que la

concentration en MC est la plus faible (aodt) et les filaments de grands biovolumes sont

présents alors que la concentration en MC est maximale (avril) avec des filaments de

biovolumes intermédiaires alors que la concentration en MC est également intermédiaire (mai,

juin, juillet) ( Figure 27A). Cependant, le biovolume moyen des filaments est peu corrélé avec la

concentration en MC (r=0.37, p=0.004, n=58).

Le biovolume de la population de  Planktothrix agardhii est également peu c orrélée avec la

concentration en MC (r=0.46, p=0.0001, n=61) ; bien qu®on observe une tendan

les deux parametres ( Figure 27B).



Les MC étant potentiellement synthétisées par plusieurs especes de cyanobactéries, la
dynamique du biovolume des cyanobactéries a également été comparée a celle de la MC.

L ® e s p Blanktothrix agardhii étant dominante parmi les espéces de cyanobactérie, la
dynamique temporelle des cyanobactéries est quasi identique a celle de Planktothrix agardhii
(corrélation entre le biovolume des cyanobactéries et le biovolume de Planktothrix agardhii
avec un r=0.99, p < 2.10™°, n=128) ; le biovolume des cyanobactéries est donc également peu
corrélée avec les concentrations en MC (r=0.44, p=0.0003, n =61) ( Figure 27C).

La dynamique du biovolume phytoplanctonique total ne montre aucune corrélation avec les

concentrations en MC (r= 0.20, p=0.01, n=61) ( Figure 27D).

Une analyse en composante principale (ACP) a été réalisée dans le but de visualiser les
relations entre différents descripteurs de la population de Planktothrix agardhii et du
peuplement phytoplanctonique total, de la MC et les variables environnementales. La
concentration en MC (TOX), le biovolume moyen des filaments de Planktothrix agardhii
(BV.PAGA), le biovolume de la population de  Planktothrix agardhii (BVtotPAGA), la biomasse
chl orophyl |l ienne (CHLA), |l e biovolume phytoplanctoni c
et la richesse spécifiqgue (RS) ont été intégrés a une matrice de 13 variables environnementales

(Figure 28).

L®axe 1 rend compte de 2;2.ofosé&lesdecipitatonsn le biovollene t ot al e

moyen des filaments de  Planktothrix agardhii e t |l a concentration en MC d
paramatres c¢limatiques (la tempArature de | ®air et di
vent) . Cet axe correspond au gradient sai sonnier al/l

(marsaaolt)du cdt A positif au c dFigure280].d apparait gue leslfil@aerte 1 (

de Planktothrix agardhii sont plus volumineux dans des eaux relati vement fraiches et peu
remuAes. Ces conditions sont rAunies au dAbut du pri
plus long filaments de  Plankitothrix agardhii en février-mars et-a v r i | . L®axe 1 tend Ag

relier positivement le volume des filaments d e Planktothrix agardhii et la concentration en MC.
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Figure 28 ACP de la concentration en MC, des descripteurs de la population de Planktothrix agardhii
et du peuplement total, etde 1 3 variables environnementales.
(A) Valeurs propres de | ®ACP (en %), (B) cercles des corr Al

(C) et (D) Cartes factorielles des relevés ou chaque ellipse correspond a une campagne de
prélevement (C) ou a une station (D).

L®axe 2 de | ®RAC® T &n@ %Yodetlk®idnerti e totale. [ Oppo:
mi nAral e et en sul fate, | ® ndice de diversitA et | a
oxygene, le pH, le biovolume phytoplanctonique, le biovolume de Planktothrix agardhii , et la

concentration en MC. La forte corrélation du biovolume phytoplanctonique et du biovolume de

Planktothrix agardhii G | ®axe 2 dans | e mame sens indique | a dom



Planktothrix agardhii . La corr Al ation des réserer une bivemsi® etunel ®ax e 2
richesse du peuplement phytoplanctonique faible alors que les biovolumes du phytoplancton et

de Planktothrix agardhii s ont gr ands. L®Pobservation des cartes f ac
la prolifération importante de  Plankto thrix agardhii au printemps entrainant sa domination au

sein du peuplement phytoplanctonique et |l a diminutior
et au dAbut de | ®automne. Les plus grandes concentra
au printemp s, principalement en avril ( Figure 28C). La corrélation de la concentration en MC, du

biovolume phytoplanctonique et de  Planktothrix agardhii G | ® dabsse apparaitre une relation

positive entre ces parametres. Les parametres analysés sont répartis de facon homogene entre

l es stations hor i Figuret28D)e.s Ld®&a xle®Ax acheg I(®RACP | ai sse apj
biovolumes de Planktothrix agardhii  concomitants avec une eau saturée en oxygeéne.

Final ement, | ®axe 2 indigue une plus gr aRAkdkwthixccur r en
agardhii dans des eaux relativement basiques. On note la faible explication du plan factorielle

F1 x F2 de | ®ACP par |l es concentrations en nitrate,
que ces variables sont relativement moins explicatives que celles expo sées ci-dessus.

Néanmoins une ACP relatant le plan factoriel F1 x F3 a permis de vérifier que ces derniéres

variables sont corrélées avecle3 *™axe de | ®ACP.



D. DISCUSSION

Suprématie de Planktothrix agardhii

Planktothrix agardhii est la seule espéece phytoplanctonique présente dans la totalité des

Achantill ons analysAs. L®espace domine | e peupl ement

| ®annAe. Ceci correspond O | aPlanikkothdxagad/e/ constiudunal e obs e
proportion i mportante du bi ovol ume phytoplanctoni qu
installée [Bonilla, et al. 2012]. Cependant, il a été trouvé sur 199 échantillons provenant de

plusieurs écosystémes une proportion médiane de 6.56 % [Bonilla, et al. 2012]. La proportion

médiane de Planktothrix agardhii p ar mi | e phytopl ancton de | ®At ang

Achantill ons est sept fois plus Al ev Hier sgsitug pad®niir) d Amon
les milieux ou Planktothrix agardhii domine fortement le phytoplancton, de facon persistante

dans | e temps, entracftnant |l a rAduction de | a biodiver

i | ®est observA dansullfaagpuiucpoalrets ddees In@hlAneiusxp hdir e nor

Planktothrix agardhii  en milieu saumatre

L®espace est bien install Ae dans | ®Atang de | ®OIl i vi el
eaux douces (station S3) que dans les eaux légérement saumatres avec quelques variations de

salinité (station S1). Les cyanobactéries ont développées des stratégies de régulation

osmotique afin de tolérer une certaine salinité [Oren 2007]. Ainsi, bien que le niveau de

tolérance soit espece -dépendante, toutes les cyanobactéries peuvent tolérer un e légére salinité

[Hage mann 20111].

D®Rautres espaces constitutives du peuplement phytopl ¢
retrouvées dans des habitats saumatres voire marins seraient susceptibles de devenir

dominantes au détrimentde  Planktothrix agardhii . Or, Planktot hrix agardhii reste compétitif dans

un milieu saumatre. Ceci corrobore les observations rapportées sur les capacités de

Planktothrix agardhii , qui, une fois installée, domine dans des milieux saumatres, voire méme

qui subissent des variations de salinit¢é  [Chomerat , et a/. 2007; Jaanus, et al. 2011]. De méme,

Carstensen et al. [2007] obser vent une forte probabilitA de prAse
Baltique en prAsence d®azote et de phosphorleetl orsque

Jaanus et al. [2011] observent des relations entre les especes dominantes inchangées dans



une salinité supérieure a5p.su .Notre Atude dAmont r e PanRamnagagrdhi’As ence d
dans un milieu saumatre, oligo -mAsotr ophe pour | ®azote et eutrophe p
va dans le méme sens que les observations de Jaanus et al. [2011] et Carstensen et al. [2007].

La salinitA de | ®Atang de | ®OIlivier ne Plannktotkrik i t ue pa

agardhii .

Planktothrix agardhii et les parameétres morphométriques du milieu

L®At ang prAsente une surface plus grande (225 ha) (
proliférations de Planktothrix agardhii (surface médiane de 1.30 ha) [Bonilla, et a/. 2012]. Cette

grande surface participe au mAl ange des eaux de | ®At a
vents particulierement fréquents dans les bouches du Rhoéne. Notre étude montre cependant

gue la force du vent serait corrélée négativement avec les biovo lumes de Planktothrix agardhii

une espece affectio nnant pourtant les eaux remuées [Ricker, ef al. 1997]. En effet, Planktothrix

agardhii e s t qualifi Ae de -turbulent species® ou -mixed
formant des colonies comme les espéces du genre Microcystis , aux especes stratifiantes

comme Planktothrix rubescens ou | es espaces f i xat Aphavieosieneh@asz-ot e ¢ o m

aquae [Mur, et al. 1999]. Cependant, Planktothrix agardhii est capable de proliférer a différentes

profondeurs de | a colonne d®eau dans | ®Atang de | ®0I i
vent.
L®At ang de | ®0Ol i vier a Agalement une profondeur maxi n

milieux sujets aux proliférations de  Planktothrix agardhii (profondeur maximale médiane de

1.30m) [Bonilla, et al. 2012]. Les grands biovolumes de Planktothrix agardhii d e | ®At ang de
| ®0I1 i vi er , rentrant dans | a gamme de c e uBankiodinxport As
agardhii prolifere [Bonilla, etal 2012], t endent (0 contredireethk/@2000% er vati o
gui rapportent l a faible abondance des -turbul ent
SsupArieures 0 8 matres, dAmontrant gue | a profondeur
pour le succés de Planktothrix agardhii.

Dokulil et al [2000] obser vent cependant que, l orsque Il es - mi
nAanmoins O s®i nstall erds@8 mysleudmésenamiest indépendanie desf o n

concentrations en phosphore contrairement aux milieux peu profonds (<8m). Cette observation



est surprenante car, en général, le phosphore est rapporté comme la variable la plus explicative

de la présence de Planktothrix agardhii - Par exempl e, | ®espace n®est jam
échantillons contenant des concentrations en phosphore inférieures a 0.05 mg. "lorsde | ®At ude

de Bonilla et al. [2012]. L®At ang de | ®0OI i vi er es t-eutcophasssslohlep ar mi | e
concentrations moyennes en phosphates ; le milieu est considéré comme favorable a la

croissance de Planktothrix agardhii . Or, les biovolumes de Planktothrix agardhii sont peu

corr Al As avec |l es concentrations en phosepdtpR008, confir
a savoir que les proliférations de  Planktothrix agardhii sont indépendantes des concentrations

en phosphate dans un milieu profond.

De plus, Scheffer et al. [1997] observent que, de maniére général, la lumiére, plutét que les

Al Aments nutritifs, explique | a dominance des Oscil/
favorable a la croissance de  Planktothrix agardhii qui, en proliférant, va elle -méme augmenter la

turbidité de son environnement et assurer ainsi sa compétitivité reposant sur sa capacité a

exploiter les faibles intensités lumineuses  [Scheffer, et al. 1997]. La transparence de |
faible dans | ®Atang de | ®OIl i vi er Paekdthrix agardhfi aquior i s e a
participeelle -mame (0 cette turbiditA, phAnomane dAmontr A par
minima de | a transparence de | ®e &lanki@hix agaedsii dansands bi |
| ®At ang de | ®OIl i vi er.

L®ensembl e de ces r As ul i strattgie nde tolongsation Ale | ®lamktatfeix |

agardhii d ans | ®At ang de | ®OIl i vier I ui per mettant d®ex pl
| ®At ang, i ndApendamment de | a di sponi bi-rhémé on e n phos
succes par sa prolifératonqui entr aéne | ®augmentation de | a turbidit

d®expansi on dePlahkeothrix agartdhé est €galement observée dans les études de
Kangro et al. [2005] et Halstvedt et a/. [2007], qui rapportent la dominance de  Planktothrix

agardhii dans des milieux de profondeurs supérieures a 10 metres.

Dynamique temporelle de  Planktothrix agardhii
Planktothrix agardhii forme des biovolumes importants au printemps, et, dans une moindre
i mportance, en hiver. El'l e domine alors jusqu®i0 95%

printemps mais est dominante en hiver uniquement en S3. Les proliférations de Planktothrix



agardhii ont également lieu au printemps et en hiver dans les milieux saumatres
méditerranéens [Chomerat , ef a/. 2007; Romo & Miracle 1994b ] ; tandis qu®elles so
observAes en AtA et/ ou en automne dans | es |l acs d®e

Table 1). Les plus fortes températures et intensités lumineuses du climat méditerranéen

tendraient G expliquer I es prolifArations pr Acoces. [
cyanobactérie s on't tendance O prolifArer durant 2 0 4 moi
| ®aut omne dans |l es milieux tempAr As et 0 commencer o

[Sivonen & Jones 1999 ]. De plus, la gamme de température retrouvée de mars a juillet lors des

proliférations printanieres de  Planktothrix agardhii c or r espond au prefersondum de
optimum de croissance est situé dans des températures comprises entre 20 et 25°C [Sivonen

1990] avec un taux de croissance augment ant entre 15 et 25°C [Oberhaus, et al 2007a].

L®ef f | or e sPamkiotbriz agdréhii en hiver est induite par les températures douces du

cl i mat mAdi terranAen, | ®espace exer Aant sa compAtiti
faibles intensités lumineuses [Dokulil & Teubner 2000 ; Nixdorf, et a/. 2003]. Toutefois, on observe

une différence de dynamique entre les stations S1  -S2 et la station S3 : En S1 et S2, la proportion

de Planktothrix agardhii parmi le phytoplancton est faible en automne et en hiver avec un

mini mum en dAcembr e; a | o Planktayhmx®agardhin formee unauefflorescelx8

et domine le peuplement. Les fortes pluies automnales, ayant lessivées les terres agricoles

bordant | e canal d®Entressen 04 | ®8Atang de | ®0Ol ivier,
(situAe a proxiAmi t ARed e x | Ramurcics d®Entressen). Les
particulierement concentrés en S3 uniquement, celle  -ci est plus propice au développement de
Planktothrix agardhii dur ant | ®hi ver, et | a faible profondeur de
concentrat i on de | ®espace et donc | a formation d&effl ore
al. [2007] d ® u rancentration maximale en azote en hiver qui est concomitante avec la

prolifération de Planktothrix agardhii, va dans le sens de notre observation. Au niveau de S1 et

S2, de mgme qu®au niveau des stations S4 =ete; S6, ce
| ®espace deHetbiogrmsaratyntaéa entrant en compétition avec  Planktothrix agardhii .

Au vu de | ®ensemble de ces rAsultats, on peut expli
mAdi terranAen (comme vue en S3) esaouces@vernateeatdest i on de ¢

fortes concentrations en azote. Dans |l e cas OoOE | ®azo



autres stations de surface) d ®a u t Plandothrix sagaddfvie Gci, pe uv e nt
dans un milieu saumatre, Heterocapsa rot undata). Carstensen et al. [2007] observent une forte

probabilité de présence de  Planktothrix agardhii et d®leterocapsa rotundata aux faibles salinités

en prAsence d®azote. L®auteur aj out Plankqothex ajaedhiipr obabi |
nécessite une plus forte concentration en azote, confirmant notre résultat. Cependant, comme il

| ®a At A d|le biopolumesde hRtanktothrix agardhii d ans | ®At ang de | ®0OIl i vier
corr Al A avec | ®  ntensitA | umineuse mai s peu corr Al A

phosphate. Ainsi, la domination du milieu par  Planktothrix agardhii est principalement expliquée

par I a tempAratur e et | ®ensol eill ement mAdi terran
concentration en azote qui per met d®assurer son main
autres espaces en hiver. L® mpact edondaileraentswallai nit A s G
dynamique temporelle de Planktothrix agardhii en milieu saumatre méditerranéen ; elle

sélectionne les espéces susceptibles de concurrencer Planktothrix agardhii .

Planktothrix agardhii et son cortage d®espaces accompagnatrices
Les pics printaniers de biovolume de  Planktothrix agardhii s ®accompagnent d®une di
de la richesse spécifique et de la diversité du peuplement phytoplanctonique. Il est

généralement observé une tres faible diversité concomitante avec les fortes den sités de

Planktothrix agardhii [Hasler & Poulickova 2003 ; Scheffer, et al 1997]. Cette diminution de

richessephyt opl anctoni que s®expligue par une stratAgie de
augmenter |l a turbiditA et di minuer[Bailanefia.l201&iOed ensi t A
conditions sont alors limitantes pour les especes accompagnatrices, et procure un avantage

compétitif & Planktothrix agardhii . En effet, Planktothrix agardhii  posséde une bonne antenne

réceptrice de lumiére lui permettant de mieux tirer profit des faibles intensités lumineuses que

les autres espéces phytoplanctoniques  [Scheffer, et al. 1997].

Les nombreuses espaces accidentelles recensAes dans |
au total) proviennent vraisemblabl ement des connexi on
(Et ang d®Emavecans &amgisaumatre (étang de Berre, mésohalin). Ces écosystemes

apportent des espaces 0 | ®Atang de | ®0Olivier, qgui ne



dans celui -ci comme en témoigne la faible contribution de ces especes au biovolume

phytopla nctonique total (5 £ 11 %).

Les especes communes et accessoires font partie des groupes fonctionnels S1, X1, F, D, B, Lo, Y

et T selon Reynolds et al. [2002]. Les especes appartenant aux groupes fonctionnels D, S1, X1

vivent dans des eaux riches en nutriments. De mame,
[Smayda & Reynolds 2001 ] est définit comme relativement riches en nutriments. Ces espéces

sont symptomatiques d®un Acosystame e ufXldetbDissns. Les ¢
l es plus reprAsentAs en biovolume et en ngimbante d®e s p.
symptomatiques des milieux turbides, peu profonds, avec une forte biomasse

phytoplanctonique [lzaguirre, et al. 2012]. La définition de la niche écologique de ses espéces

est donc similaire a celle de  Planktothrix agardhii . En effet, toutes les especes communes et

accessoires sont communément rapportées comme accompagnatrices de Planktothrix

agardhii suggérant que les mi lieux comportant Planktothrix agardhii possédent également les

caractéristiques écologiques des niches de ces espéces [Jaanus, et al. 2011; Kangro, et al. 2005;

Karadzic, et al. 2010; Nixdorf, et a/. 2003; Rojo & Alvarez-Cobelas 2003 ; Romo & Miracle 1994a ;

Solis, et al. 2009; Toporowska , et al. 2010; Wojciechowska 2004 1.

Planktothrix agardhii est accompagné dans 98% des échantillons de deux autres espéces

d ®0s c i | | ;aPlamkiolyngbyadimnetica et Limnothrix planctonica , deux espéces qui, com me

Planktothrix agardhii , appartiennent au groupe fonctionnel S1. Ces trois espéeces affectionnent

les milieux brassés et turbides [Reynolds, et al. 2002], elles possédent la capacité de réguler leur

flottaison et sont considérées comme symptomatiques des milieux eutrophisés [Moustaka -

Gouni, et al. 2007]. L®At ang de | ®0OIl i vier, eeyveatrnichesensutrimentsx t ur bi d
présente les preferenda de ces especes.  Planktothrix agardhii - est toutefois plus performante a

remplir cette niche, surement en raison sa meilleure compétitivité vis -a-vis des faibles

luminosités [Mur, et al. 1999] et de sa meilleure performance (par rapport aux Limnothrix sp. ) en

présence de grandes concentrations de phosphore [Nixdorf, et al. 2003]. Le brassage important

de | ®eau, favori sA par | a gr an eespessiom duagltosphockwdu mi | i eu,
sédiment propice a la compétitivit € de Planktothrix agardhii sur Limnothrix planctonica . En effet,

Rucker et al. [19971 obser vent Limwtrixtl ek es ® se di sPlankioigix4¢ atk ed ®s

par | a grande surface du mil i eu Plenkiothaixn! dkes®.age pl us f



Une autre espéce de cyanobactérie accompagne également Planktothrix agardhii dans 95%

des cas, la chroococcale Synechocystis aquatilis . Ces 3 cyanobactéries font également parti du

cortege accompagnant  Planktothrix agardhii d ans | ® At ang s a u@jomérad efat udi A pa
[2007]. Les 3 cyanobactéries citées précédemment, les  Cyclotella sp. , les Monoraphidium sp. et

Kirchneriella obesa sont les 8 esp eces les plus fréquentes ; elles constituent le cortége
d®espaces accomp Rlankidhixadgadbis t det au | on gModoeaphididma nn Ae .
contortum accompagne Planktothrix agardhii au printemps, cette espece est couramment

retrouvée en milieu saum atre et dulcaquicole [Jaanus, ef al. 2011; Kangro, et al. 2005] ; de

méme pour les Nitzschia spp. qui accompagnent Planktothrix agardhii en été [Romo & Miracle

1994b]. Les MNitzschia spp., qui affectionnent les grandes concentrations en phosphore,

apparaissent alors que le biovolume de Planktothrix agardhii est le plus faible, rendant les

nutriments disponibles pour les autres especes. Les Oocystis spp. , Dictyosphaerium pulchellum

et Planktonema lauterbornii  accompagnent  Planktothrix agardhii en été et automne. Les

Oocystis spp. et Planktonema lauterbornii  sont également rapportée en été en milieu saumatre

[Jaanus, et a/. 2011], dulcaquicole [Hu, et al. 2012] et méditerranéen [Rojo & Alvarez-Cobelas

2003] ; Dictyosphaerium pulchellum e st Agal ement rapportA comme cons
importante du phytoplancton en automne en milieu méditerranéen [Rojo & Alvarez -Cobelas

2003]. Ces especes font parties des groupes fonctionnels F et T dont la particularité est

d®aff ect i on niemrclaiu fReyAoids,led am2002], condition qui est approchée en été ou

l a transpaea res emaxichae. la®linophyte  Heterocapsa rotundata accompagne

Planktothrix agardhii en automne et en hiver en S1 et S2. Cependant, la prolifération

d Reterocapsa disparait en février au profit de  Planktothrix agardhii qui domine alors le

peuplementet va prol i fArer jusqu®0 atteindre un pic de bic
de ces 2 espéces dans un méme milieu a déja été observée dans les eaux saumatres de la mer

Baltique [Carstensen & Heiskanen 2007 ]. L ®0 c ¢ u Hafeeovapsa rotdn®ata , une espéce
mAsohaline, dans des slsitnietnAsacd®erndviavoenc 3l @Aatlude de
[2007T q u i relie |l a probabilitA d®occurrence de | ®espace
que l a forte abondance de | ®~aifdhoxeagasdhil a la plusddbler s que

probabilité de présence. Cette observation est confirmée dans notre étude, la prolifération



d Reterocapsa rotundata elle a lieu alors que Planktothrix agardhii occupe la plus faible

proportion du peuplement phytoplanctonique.

Répartition verticale de  Planktothrix agardhii

La colonne d®eau centrale de | ®Atang de | ®0Olivier pr
At A rAsultant de | Qanp&atues, Riblés@rcipitatonsf ed des wests faibles
(inférieursa5ms™ . Cette condition est remplduantlesquelsseoi s d®av
forme un métalimnion entre 4 et 6 metres de profondeur. Les eaux du fond étant plus froides et

plus faiblement oxygénées que les eaux de surface, Planktothrix agardhii ne forme pas de

grands biovolumes 0 ces profondeur s, pr Af Arant | a t el
surface, sa température optimale étant située a 20°C [Sivonen 1990]. Bonilla et al. [2012]

rapportent | a présence de Planktothrix agardhii dans des milieux de profondeur maximale de 6

metres ce qui correspond a la profondeur limite a laquelle les grands biovolumes de

Planktothrix agardhii s ont retrouvAes dans | ®At ang denoh@&@u i vi er .
mAt al i mnion (8. 1) plus AlevA que dans | ®hypol i mnion
raison de la faible quantité phytoplanctonique et de la faible saturation en oxygéne due au non

mélange des eaux), est identique au pH médian des milieux d ominés par Planktothrix agardhii

(8.18) ; i est favorabl e 0 |IBonilareoal 202].rAccene dutre dspeaes p a c e
phytoplanctonique ne prolifare G ces profondeurs et
de Planktothrix agardhii | en raison de la turbiditA que | ®espace

[Scheffer, et al. 1997]. Une prolifération de diatomées a toutefois lieu en juillet et en aodt au fond

de | ®At ang, |l es espaces prof it ande Pémkiothria agardhimiem ut i on
surface et des fortes concentrations en nutriment re
vents forts de juin et juillet.

Des biovolumes de  Planktothrix agardhii s i t uAs dans | ®Api |l i mnion et | e
similaires a ceux observés en surface en S1 et S2, il en va de méme pour sa domination du

peuplement phytoplanctonique. Toutefois Planktothrix agardhii migre le long de la colonne

d®eau entre |l a surface et Il e mAtalimnion. Ell e proli
bAnAficiant al or s d®un ensol eill ement et d®une t en

métalimnion en mai, puis remonte alasufa ce en juin alors que Il a colonn



stratifiée. Planktothrix agardhi possade des vacuoles gazeuses qui I ui

niveau de flottaison dans | a colonne d®eau 0 | a reche
plus favorables a sa croissance ou sa survie [Reynolds 1975]. L®®espace profite d
stratification de | a colonne d®eau au printemps pour

afin d®affirmer swuis ded failped tintensités iumikeusesitait en restant dans

des conditions de température et de pH optimaux pour sa croissance [Sivonen 1990].

Planktothrix agardhii est décrite comme espece ty pique des habitats peu profonds aux eaux

bien mélangées et turbides [Ricker, et al. 1997; Scheffer, et al. 1997]. L®espace peut tou

étre retrouvée dans le métalimnion des lacs stratifiés [Halstvedt , et al. 2007; Kangro , et al. 2005;

Rojo & Alvarez Cobelas 1994 |. Planktothrix agardhii e x pl oi t e donc |l a profondeur
| ®O0l i vier, en profitant des pAri odes de stratificat
compétitivité vis -a-vi s des faibles |l uminositAs et d®assurer ai

milieu brassé que dans un milieu stratifié.

Stratégie morphométrique de Planktothrix agardhii

Les longueurs et largeurs moyennes des filaments de Planktothrix agardhii ne varient pas

spatial ement dans | ®Atang de | ®0OIl ivier, queetak soit F
[2003] rappo rtent cependant une longueur maximale des filaments a la surface et des filaments

plus courts au fond du | ac. Les auteurs expliquent c
influencant la position des cyanobactéries possédant des vacuoles gazeuses [Van Liere &

Walsby 1982 ], induit la présence de plus longs filaments (et donc, contenant plus de vacuoles

gazeuses) a proximité de la surface. Cependant, le milieu concerné a une profondeur plus faible

(1 matre) que celle de | ®Atang de | oogueurdesfilaments 10 mat r e
est |l e signe d®une dAtArioration due 0 wune condition

température ou une intensité lumineuse trop forte [Hasler & Poulickova 2003 ], ou encore une

faible concentration en nutriment [Kruskopf & Flynn 2006 ]. Or, Planktothrix agardhii est

performante et domine | e phytoplancton dans | a major
| ®0l i vier. On peut donc penser que | ®espace maintient
l ong de |l a colonne d®eau afin eab@&iblegsprtensités Riminesses capacit

indépendamment de sa proximité avec la source de lumiére [Mur, et al. 1999; Scheffer, et al.



1997] , tout en conservant | ®avantage procur A par |l es v
mi grer | e |l ong de |l a colonne d®eau 0 | a recherche de
donc de coloniser une grande partie du milieu.

Les filaments de Planktoth rix agardhi de | ® At ang de | ®0OIl i vier sont l es
lorsque les biovolumes de  Planktothrix agardhii sont maximaux, et les plus courts en automne.

Les longueurs moyennes maximales ont également été observées au printemps en milieu

saumatr e Méditerranéen par Romo et al. [1994b] et dans un lac dulgcaquicole en république

tcheque par Poulickova et al. [2004]. Ces auteurs observent également une diminution de la

l ongueur moyenne des filaments durant | @Phanktotbrinn e . L a
agardhii est dép endante des conditions thermiques : elle est maximale alors que la température

avoisine les 15EC, corr obor aeréa/ [200&@]odb®uenrev al toi nognu reduer Rroouyl ei
maximale dans des températures comprises entre 12 et 16°C. De plus, le taux de croissance et

la longueur des filaments de  Planktothrix agardhii sont corrélés [Poulickova , et al. 2004],

expliquant pourquoi la longueur maximale des filaments est concomitante avec la prolifération

de | ®espace. De |l a mame faAon, la diminution de | a
| ®aut omne est expliquAe par | es f ailagelle sonttolssem@g®r at ur e s
les filaments les plus courts est toutefois plus courte dans notre étude que dans celle de

Poulickova et al. [2004] observant des filamentscourts j usqu®d | a fin de | ®hi ver (
vs septembre O fAvrier). L®hi v exal [RG04], carattarisésparlla® At ude d
f or mat i onogorde® peomettant a la population de Planktothrix agardhii de résister aux

faibles tempAratures, phAnomane qui n®est pas oOobserv
des tempAratures hivernal es pl us douces en rAgion
thermique pour la longueur des filaments de  Planktothrix agardhii d ans | ® At ang de | ®O0l
situé autour de 15°C ; les températures estivales étant trop élevées, celles automnales et
hivernales trop faibles pour | ®AIl a btimunatheimoue étdre | ongs f
retrouvA dans un milieu d®eau douce, la salinitA de

d®i nfluence sur | a stratAgi e wWawiptmoanakdhi.i que des fil an



Concentrations en MC

Les concentrations en MC mesur Aes dans | ®Atang de |
guide de la World Health Organization ®p o u r |l es eaux d®a ™) maésnsona t i on (1
légérement inférieures a celle indiquée pour les eaux de récréation (20 ug.l 1y (mis a part une

exception qui a lieu a 6 metres de fond en avril). Les concentrations en MC sont situées dans la

gamme des concentrations habituellement retrouvées pour Planktothrix agardhii ; cependant
elles sont situées parmi les faibles concentratio ns de cette gamme et sous la moyenne des
concentrations recensées dans les milieux dominés par Planktothrix agardhii [Sivonen & Jones
1999]. On peut s®i nterroger sur | ® mpact potenti el

par Planktothrix agardhii .

La concentration en MC mesur Ae du mois de fAvrier au
maximale en avril, concomitamment avec le maximum de biovolume de  Planktothrix agardhii ,

puis diminue jusqu®0d atteindre un mini mPanki®mx aoEt ,
agardhiiest | e plus faible. D®une mani are gAnArale, dans
concentrations de  Planktothrix agardhii  sont observés en été et en automne  [Sivonen & Jones

1999], et sont accompagnAs d®un pic de ¢§Fastnereeftalr ati on
1999b]. Ainsi, Il e climat mAditerranAen tend 0 avancer |
via | ®occurrence plus pr Raerothixahadni pr ol i f Arati ons de

La concomitance des maxima et minima des biovolumes de Planktothrix agardhii et des

concentr ations en MC tend a aller dans le sens des observations qui rapportent un effet indirect

de | ®environnement sur |l a producti on de toxines par
environnementales sur la croissance des cellules [Downing , et al. 2005; Orr & Jones 1998 ]. Ainsi,

un minimum de production de MC a été observé pour des températures supérieures a 30°C et

pour des concentrations en phosphore et en azote trés faibles [Sivonen 1990]. Ces conditions

sont rencontrAes | ors du minimum de <concentaesati on e
concentrations en azote et phosphate sont inférieures au seuil de détection et la température

est maximale en ao(t.

L®At ang de | ®0OIl i vier At ant soumis 0 des conditions

présentant une dynamique cyanobactérienne relativement stables au cours du temps, il parait

possible de surveiller la concentration en MC dans le milieu par la dét ermination de la



dynamique de Planktothrix agardhii, comme le proposent Janse et al. [2005]. Cependant, cette

surveillance risque d®apporter des rAsultats tras apf
précaution, comme en témoigne la faible corrélation entre les biovolumes de Planktothrix
agardhii et cel | es des MC. En ef fet, d®aut r esPlaektotrikc e s de

agardhii peuvent aussi produire des MC. De plus, toutes les cellules de Planktothrix agardhii ne

produisent pas des MC ; les genes mcy (gene de biosynthése des MC) étant distribués  en
mosaCque au sein d®®axkothmoagardhia {Akaaalan 2086 ]. Enfin, le quota
cellulaire en toxine des souches produc;tirpéutétre peut v
jusqu®d 5 fois impactA par des <condi [Sivanensk Jenesvi r onnen
1999]. Ainsi, selon les génotypes G | ®or i gi ne des laeprofiuctionr de /€ epacless et
cellules toxiques, la concentration en MC peut subir des variations.

La concentration en MC est maximale lorsque le biovol ume est maximal, et minimale lorsque le

biovolume est minimal. En considérant le raccourcissement des filaments comme un signe

physiologique de dommage, et la corrélation entre les longs filaments de Planktothrix agardhir

et un grand taux de croissance de | ® e s pPduickova , et al. 2004], nos résultats semblent aller

dans | e sens d®une production de A&Bkiodhiixkagardi (et® At at p
donc a son taux de croissance). On peut donc estimer un optimum de production de MC dans

des températures situées aux environs de 15°C, les filaments de Planktothrix agardhii ~ étant les

plus longs a cette température (avril), et letaux de <cr oi ssance de | ®espace ¢cC
augmenter a cette température  [Bonilla, et al. 2012]. Les MC, et les cyanotoxines en général,

sont généralement considérées comme étant des métabolites secondaires, cependant leur

fonction n®est toujours pas Atablie. Pl usieurs hypo:
probables consiste a envisager | es cyanotoxines ¢ o mme n®i mp cr composgu e |
oligopeptidiques produit par les cellules, et ayant donc une fonction similaire pour les cellules

[Repka, et al. 2004]. Cette hypothése est étayée par des travaux génétiques démontrant un

mécanisme commun de synthése de plusieurs oligopeptides [Christiansen , et al. 2003] ;

[Rohrlack & Utkilen 2007 ]. Le résultat de notre étude semble aller dans le sens de cette

hypothese, celle -c i reposant sur un | ien entre | e taux de <cro
de MC et la concentration en MC produite. Toutefois le fait que Planktothrix agardhii est capable

de produire d®autres <cyanot compterdass notr® atudg & effef,t A pri s



| ®e s pPamkipthrix agardhii peut également synthétiser des dermatotoxines (aplysiatoxines)

et des neurotoxines (anatoxine -a et PSP) [Sivonen & Jones 1999 ].

On note finalement gque d®autres espaces phytoplancton
toxiqgues et donc dangereuses ; comme par exempl e | ®espace de Di
Prorocentrum minimum , également retrouvée en mer Méditerranée, qui peut produire des

neurotoxines [Vila & Mas6 2005 ].

Conclusions et perspectives
L®At ude dAmontre | a Plgnktathtixo agardhii c en miieu saumatre
mAdi terranAen de |l a mgme faAon qu®en milieu dul Aac
suprématie, Planktothrix agardhii exploite ses nombreux avantages adaptatifs qui la rendent
plus compAtitive que | es espaces qui Pankohoxagardfiiagnent .

a capter les faibles luminosités [Havens 20081, O former d®i mportantes bi omas

de favoriser sa propre compétitivité vis -a-vis des faibles luminosités [Scheffer, et al 1997], a

migrer | e long de | a colonne d®e au[Sivordn & Jones d9OAr er | es
assurent son succas et sa dominance par mi Il e phytopl
aussi bien dans un mi |l i eu d®eau douce tempAr A que

méditerranéen.

L®Atude dAmontre Agal e mehanktothriaagaahi fdams um aitiet de d e
plus grand volume (grande surface et profondeur) que ceux OE | ®espace est rap
dominante [Bonilla, et al. 2012]. Bien que Planktothrix agardhii s o i t gualifi Ae de -
s p e ¢ i[Regn@ds, et al. 2002], de symptomatique des milieux eutrophisés, et colonisant les
milieux peu profonds [Scheffer, et al. 1997] ; | ®espace tourne 0 son avantag
milieu souvent caractérisées comme non propices a son succes (profondeur, stratification
thermique), afin de coloniser et dominer | e phytopl an
indépendamment de sa proximité a la lumiere, du vent, et des concentrations en nutriment.

La salinitA du milieu n®a pRakioth@xeafafdeit etbnpact | a pop
seulement secondairement la communauté phytoplanctonique en participant a la sélection des
espéeces lorsque les autres conditions environnementales ne ménent pas a la domination de

Planktothrix agardhii . Toutefois, les concentrations en MC apparaissent dans la gamme basse



de celles mesurées dans les milieux dominés par Planktothrix agardhii,. Onpeut s®i nterroger
un impact potentiel de la salinité sur la production de microcystines synthétisée par Planktothrix
agardhii .
[ est pronostiquA que, dans un contexte de chanc
la température va entrainer un changeme nt des communautés phytoplanctoniques et favoriser
la dominance des cyanobactéries [Jaanus, ef al 2011; Paerl & Paul 2012]. Dans le cas des
milieux dominés par Planktothrix agardhii , une augmentation de la temp érature modifie la
dynamique temporelle des efflorescences de Planktothrix agardhii et son comportement dans
la colonne d®eau. En effet, dans un milieu relative
favorisant la stratification des eaux au printemps et e  n été, Planktothrix agardhii va exercer sa
compétitivité vis -a-vis des autres espéces qui ne possédent pas sa capacité a flotter a

di ff Arentes hauteurs de | a col onne RlaBktotink.agardfm dy nami

dans des températures plus élevées devient la suivante : L®espace forme des efflo
printemps en surface (ainsi que dans | ®Apilimnion e
bAnAficiant d®une tempArature et d®un ensoleill ement
maximal ; il induit la production de trés longs filaments et la production maximale de

microcystines. Les fortes températures estivales induisent ensuite le déclin des proliférations de

| ®espace, la diminution de |l a product i adlamentsequit oxi ne
atteint un minimum en automne. Les douces températures hivernales menent a une seconde

prolifération de Planktothrix agardhii ( | ®espace Atant compAtitive ;pour | e
ou, si les concentrations en nutriment sont limitantes, G |l a prolifAration d®une e

en compétition avec  Planktothrix agardhii .

Une | Agadre salinitA ne I imitant pas | e succas de
| ®augment ati on de la tempArature et de IsRed®Puo@hise
persistance de | ®espace 0 | ®avenir. Bien que | a pr/#

saumatres va dans le sens de cette constatation [Carstensen & Heiskanen 2007 ; Chomerat , et

al. 2007; Romo & Miracle 1994b ],ilappar ai t toutefois nAcessaire d®Atudi e
dominées par Plankitothrix agardhii afin de généraliser cette interprétation. Il serait également

i nt Aressant de mener des Atudes similaires sur des n

cyanobactéries, les preferenda environnementaux variant entre les espéeces. La plasticité



physiologigue des cyanobactAries | eur permettant de s®adapt
certaines conditions environnementales, cette étude participe a la conclusion de leur

dominance future parmi le phytoplancton. Ainsi, des études complémentaires doivent prendre

en compte une acclimatation des espéces a certaines conditions environnementales acquise

au |l ong ter me. Dans de telles conditions, | ®At ude de
telles que la température et la salinité, pour la croissance des diff  érentes especes de

cyanobactérie parait nécessaire avant de pouvoir faire plus de prévisions. Inversement, des

stress environnementaux brutaux risquent, 0 | ®avenir
modifications abruptes de salinité étant notamment s usceptibles d®i nfluencer | e
phytoplanctoniques des milieux cdtiers, | ®Atude de |

également nécessaire.









CHAPITRE I

Détermination expérimentale de la valence
écologigue et du comportement toxinique de

Planktothrix agardhii  vis-a-vis du facteur salinité






Ce chapitre consiste en deux expérimentations en «  batch cultures »,quireposent sur | ®At ud
trois souches monoclonalesi s ol Aes de | ®At:aeuxgysouwthes ro®ppdductvicesede
microcystines, | es souchest- BBr&&KOH® u n prodeciae cdennaicrocystines, la
souche - Br ack2®.
Le chapitre se décompose en deux partie s, chacune consistant en une publication
- La partie A (article soumis a la revue « Journal of Applied phycology ») repose sur
| ®At ud3 sdeewsc hes - Br@®a c k-@B r(a-cErlpRqukeint conparées &k Ar@is
souches de Planktothrix agardhii i s ol Aes d®un milieu dul Aaquicol e

| ®OI lesrsouehes - Fr es hO0®, -Freshl® et -Fresh2®.

- La partie B (article soumis & la revue « Harmful Algae »)r e pose surtoxin@enal yse

de |l a souche productrice de mi souad ady fisibilit des |,

- Br a

| ®articl e, el l e est si ndank eetiegpartte. d AnommAe - Brack®






PARTIE A

Salt tolerance of  Planktothrix agardhii  (Gomont)
ANAGNOSTIDIS & KOMAREK (cyanoprokaryota)

brackish strains in batch cultures
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Abstract

Planktothrix agardhii (P. agardhii), a filamentous cyanobacterium commonly found in freshwater
environments, has also been reported in brackish areas. In order to test the hypothesis of an
acclimation of P. agardhii to its environmental salinity, we monitored growth and morphometry of P.
agardhii brackish and freshwater strains under various salinities (0 to 15 g I™*). Despite differences in
their behavior under increasing salinities, the brackish strains show: (i) growth less gradually inhibited
by increasing salinities than the freshwater strains; (ii) growth nearly optimal in the salinity of their
natural environment (iii) a salt tolerance range wider (0 to [12.5-15 g I'']) than that of freshwater P.
agardhii (0 to [7.5-10 g I"l]); (iv) a filaments morphometry less affected by increasing salinities than the
one of freshwater P. agardhii. Our findings suggest that this tolerance may be due to an acclimation of
the strains to their environment by effective salt extrusion and compatible solutes accumulation. This
salt acclimation, just as the population response to various salinities, is well reflected by the filaments
morphometry. This study highlights the ability of potentially harmful cyanobacteria to acclimate to

salinity in a salinization context.

KEY WORDS: Planktothrix agardhii i Acclimation i salinity - Growth i Morphometry
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INTRODUCTION

P. agardhii is a filamentous cyanobacterium considered as the major bloom-forming species
encountered in temperate shallow lakes of the Northern Hemisphere [Catherine, et al. 2008; Fastner,
et al. 1998; Janse, et al. 2005]. P. agardhii is found forming blooms in freshwater habitats and is
therefore considered a typical freshwater species [Anagnostidis & Komarek 1988]. Unexpectedly,
several authors also report blooms of P. agardhii in brackish waters [Chomerat, et al. 2007]
[Carstensen & Heiskanen 2007; Romo & Miracle 1994b].

The success of a species suggests that it has characteristics needed to maximize net growth under
the environmental conditions [Oliver & Ganf 2002]. Generally speaking, cyanobacteria tolerate a wide
range of environmental conditions [Stal 2007], and this ability to acclimate even to extreme conditions
is generally attributed to their metabolic versatility and flexibility [Seckbach & Oren 2007; Stal 1991].
Indeed, cyanobacteria use a variety of metabolic pathways and physiologies to take advantage of their
environment, as revealed by their responses to various stresses [Stal 2007].

Faced with salinity, all cyanobacteria can withstand the challenge to their cells from salt stress
resulting in reduced water availability and high inorganic ion content. Cyanobacteria use a salt-out
strategy to regulate their intracellular osmotic pressure, involving an extrusion of toxic ions and an
accumul ation of osmotic compounds, [Ajaghvezdiew & Muyatat er me d
2008; Dadheech 2010; Oren 2007; Sakamoto, et al. 2009]. Accumulating compatible solutes does not
require extensive adaptation of the enzymatic machinery. It has been reported that the type of
compatible solute accumulated as a reaction to increased salinity is correlated with the salt tolerance
of the cyanobacterium [Hagemann 2011]. Thus, freshwater strains with low halotolerance tend to
produce disaccharides, moderately halotolerant strains produce glucosylglycerol and halophilic strains
produce glycine betaine [Oren 2007]. These basic processes of cyanobacteria salt acclimation explain
why all cyanobacteria display a certain degree of salt tolerance [Hagemann 2011]. This acclimation
strategy involves many stress signals and the differential expression of hundreds of genes leading to a
complex response [DasSarma & DasSarma 2001; Hagemann 2011; Zorina, et al. 2011]. Indeed,
general salt resistance is based on many cellular processes involving multiple genes [Hagemann
2011]. Point mutation can lead to changes in the regulation of one or more genes involved in the salt
acclimation strategy, with the resulting emergence of ecotypes. This type of change can produce a
strain that is more efficient with respect to its new salt environment, and therefore may be selected by
the environment. However, Stal et al. [2007] explains that these mechanisms only lead to
microdiversity and that the efficiency of such strains is low compared to that of a strain which has
acquired, by a lateral gene transfer, the new metabolic capabilities necessary to exploit new
environments. Indeed, the degree of salt tolerance of a strain is the result of multiple genes lost,
vertically acquired or laterally acquired among cyanobacteria and other prokaryotes during the long
adaptation to environments characterized by different salinities or water availabilities [Hagemann
2011].

In the case of P. agardhii, the exploitation of brackish environments can be explained mainly by
acclimation to the environment, either because of the plasticity ascribed to the cyanobacteria due to

their metabolic flexibility [Stal 2007] which allows them to widen their salt tolerance ranges ; or



because of the selection by these brackish environments of P. agardhii ecotypes, thereby showing that
their salt tolerance range has shifted from that of freshwater ecotypes.
Investigations on cyanobacteria salt tolerance show that it varies according to where strains are
located [Bergmann, et al. 2008], and highlight the necessity of determining salt tolerance in strains of
interest [Kirkwood, et al. 2008].
How a species grows in response to environmental conditions is reflected in its morphology, since
morphometric characteristics of species reflect their physiological responses and life strategies
[Bonilia, et al. 2005]. Roughly speaking, increasing salinity in the medium induces the plasmolysis of
organisms, decreasing their cytoplasmic volume and so reducing their cell size [Kanesaki, et al. 2002;
Shapiguzov, et al. 2005]. It has been observed that salinity induces instability of the morphological
traits of unicellular cyanobacteria, with different patterns observed depending on the strains studied
[Garcia-Pichel, et al. 1998; Tonk, et al. 2007]. Little is known about the effect of salinity on the
morphology of filamentous cyanobacteria, but studies on the effect of other environmental factors such
as light, temperature or nutrient concentrations suggest that trichomes length depends on growth
conditions [Hasler & Poulickova 2003; Poulickova, et al. 2004; Romo & Miracle 1994b].

This study starts from the presence of this freshwater species in brackish environments and
aims to answer the following assumptions: (i) The salt tolerance range of monoclonal populations of P.
agardhii living in brackish waters is wider than that of freshwater P. agardhii (ii) The filament
morphology, at individual scale, vary within this salt tolerance range differently in brackish and

freshwater populations.



MATERIAL AND METHODS

Study site and sampling procedure

The studied brackish strains of P. agardhii (the 6 Br ack 6 strains) were original

from the Olivier pond, in the vicinity of Istres, a town located near the city of Marseille in the south of
France (43A 30Nj 46n N 4A 59Nj 17n E). The Gdlinity3
g.I'l) area of 225 ha, with a maximum depth of 10 m. P. agardhii is the dominant cyanobacteria
throughout the year. Three strains of P. agardhiwer e used as reference
were originally isolated from a freshwater pond located near the brackish one. Water samples were
collected on the ponds surface inside spring blooms of P. agardhii in order to isolate filaments to be
grown as clonal cultures.

Medium and culture conditions

Water samples were inoculated on semi-solid Z8 medium [Kotai 1972]. After migration by
phototactism towards a single light source, trichomes were obtained by picking out single filaments
using a sterile glass Pasteur pipettes with a narrow opening under an inverted microscope, and
inoculated repeatedly in sterile liquid Zehnder growth medium (Z8) to obtain non-axenic monoclonal
cultures [Rippka 1988]. Filaments were assigned to the species P. agardhii, according to the
morphological criteria provided by Anagnostidis and Komarek [1988]. Monoclonal cultures of P.
agardhii were maintained under sterile conditions in 250 mL flasks containing Z8 medium with
bubbling air to ensure homogeneous mixing and to provide sufficient quantities of inorganic carbon at
22°C on a 14h:10h Light-Dark cycle.

Experimental outline

In order to prepare the brackish strain cells for the above experimental conditions, three of the
monoclonal cultures were maintained in the average salinity of the original environment (3 g I') until
transfer to the different salinity regimes. An identical amount of the three acclimated monoclonal pre-
cultures and the three freshwater ones was then inoculated under sterile conditions in five replicates
each in 250 mL flasks at each salinity regime (0, 3, 5, 7.5, 10, 12.5 and 15 g I'l). The salinities were
obtained by adding different concentrations of NaCl to the nutrient medium and checked with a
conductivity meter (WTW LF330). Inoculum size was adjusted giving ca. 1/10 (v/v) of the pre-culture to
obtain an initial absorbance at a wavelength of 750 nm (absso) around 0.1 in all experimental flasks.
Batch cultures were maintained in growth chambers under sterile conditions at 22°C on a 14:10h
Light-Dark cycle with bubbling air and were shaken manually daily to ensure homogenization of the
flask contents. They were randomly repositioned relative to the light source each day, in order to
ensure homogeneity of the light regime.

Growth kinetics

Samples for the monitoring of cultures growth were realized over a 26-day period under sterile
conditions in the middle of the light cycle for ten days (days 0-10), and subsequently on days 12, 14,
16, 18 20 and 23. Growth was monitored by measuring absorbance at 750 nm (absss) with a
Shimadzu UV-1700 spectrophotometer and chlorophyll a (chl_a). The chl_a concentration (mg.l'l) was
determined spectrophotometrically at 665 nm after extraction with 90% methanol. Concordance

between abs;s, and population biovolume (BV) was checked from measurements of P. agardhii

er ponc
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filament volume in an equal subsample volume per sample, in a counting chamber using a micrometer
scale, with objective x40, under a Nikon Labphoto2 microscope. The P. agardhii filament BV was

calculated according to the following geometrical formula:

6 ota -0 [Sun & Liu 2003]

where | is the length of the filament (um) and w the width (um)

BVs counted in the counting chamber were then converted into BV per liter of sample and mean BV
for each salinity was used for the growth study.

Filament size measurements

Samples for the morphometric study were realized under sterile conditions in the middle of the light
cycle at time 0 (immediately after adding the inocula), and then on days 4 (lag growth phase), 8
(beginning of the exponential growth phase), 12 (exponential growth phase), and 20 (beginning of the
stationary growth phase).

Twenty filaments per salinity of the six studied strains were randomly selected in counting chambers
for the morphometric study (as it was done in the study of Yepremian et al. [2007], so as to obtain the
same number of observations for each experimental sample. Means of filament widths and lengths of
60Brackd (N=60) &Pnadardaiilstramswer@ used\fer thimorphometric study.

Data analysis

A logistic model with three parameters was used to fit growth curves. The logistic model was
i mpl ement ed with (tKaken, & glr2010]i Gréowth zarvesk veere ditted with the best
trend approximation as determined by absssg measured at different time points from the following

formula:

w0 —— [Kahm, etal. 2010]

Characteristic parameters of the fitted growth curves were obtainedwi t h t he &6grofi té pack

growth rate 606 is equal to the maxi mal sl ope of t h
maxi mal increase of absorbance in a time unit and cha
parameter representsthelag-phase period of the growth. The O6A6 par

in the curve and is an estimation of the maximal density of the population reached during the life cycle.

An additional par ameter, 6whol e Igistic ferimbla is equahtothen does
area under the growth curve, thus representing growth during the whole life cycle of the population.

Characteristic growth parameters (growth rate, maximal density and whole growth) derived from the

fitted growth curves were then compared between the
various salinity conditions. Significant differences betweent he O6Br ackdé and the OFres
tested on the growth curve parameters (N = 30) for each salinity separately; and on the filament

lengths and widths (N = 120) in each experiment time. Significant differences between salinities for

bot h O6BrdéFcrkeds habndstr ains were tested on the growth cur
the filaments size (N = 360 and 240) in each experiment time. ANOVAs were performed to test

differences among parameters or filaments size. Differences among means were obtained via the

post-hoc Tukey test. Normality was checked using the Shapiro-Wilk test. Homogeneity of variances



was checked using the Fligner-killeen test. In cases where normality or homoscedasticity were not
verified, Kruskal-Wallis tests were performed. Pearson correlation coefficients were calculated
between growth variables (absss, with chl_a and BV).

All statistical tests were carried out in R-2.14.0 environment.



RESULTS

Salt effect on P. agardhii growth
The linear correlation between abss, and biomass (i.e. chl_a) is significant, as is that between
abssso and BV, during all growth and during each growth phase, with Pearson correlation coefficients
of 0.92 (p<2e™®, n=187) and 0.83 (p<2e™'®, n=201) respectively, during all growth (0.81, p<2e™®, n=76
and 0.78, p<2e®, n=83 during the lag phase; 0.88, p<2e™®, n=56 and 0.79, p=5.8e™*%, n=51 during the
exponential phase; 0.81, p<2e™®, n=69 and 0.82, p=8e®, n=53 during the stationary phase. This
shows that growth curves with one of the three parameters are consistent and can be biologically
interpreted. Measurements of abs;s, were used to establish the growth curves of the P. agardhii
monoclonal populations under various salinities.
All the P. agardhii cultures grew until the 26" day of the experiment in salinities ranging from O
to75g91" Al l the O6Brackd cultures grew ThesaFrebshbdepopal
died between the 10" and the 18" day of the experiment. The Brackl and Brack2 populations died
between the 8" and the 20" day in the 15 g.I™" salinity.
No growth curve f dragadhiystramsin dalmites dof EO; .S hndl 15 g.I™" ; just as
t he 6Br ac k 6inity of @5g I, couldabe maiéled in a satisfactory way. The logistic model is
not applicable in this case because the curve shows an almost linear relationship with time and so
cannot be fitted by a growth curve model of this nature. So, t he OtFheshBr anldd strains
a growth in salinities up to 7.5 and 12.5 g.I", respectively (Figure 1). However, although the growth
curves have been modeled in a | oglihwdyismwm&wonentime OFr es
growth phase, as well as lkureeini®@bpwt h curves of 6Brack?d
The growth rates are not di fferent bet ween the
salinitiesofo,3and59.|'1(TabIel) . However, the 6Brackd strains grow

the 7.5 g.I" salinity. The maximal density and the whole growth parameters are not different between

the 6Braclkdeahd pbeubations i n & énlthe matural salimity of fthe O 5 ar
6Brackd strains, these ones reach a greater density i
whole growth shows a reverse trend, explained by an exponentalphase coming | ater for
strains than for the 6Freshd ones, 6!9ada’nityoT1tnesauNn partic

parameters have the same behavior in the other salinities, but since it is less marked, the differences
are not significant. In addition, the Brack2 growth higher to others induces the parameters variability
(Figure 1).
Salinity has a different impact onthethree 6 Br ack 6 strains growth and on
with a cross effect of salinity and strain on the three growth descriptive parameters (p < 0.05, Two-way
ANOVA). However, the three brackish strains growth decreases more slowly face to salinity increasing
from freshwater to a salinity of 7.5 g.I'1 than the freshwater strains growth (roughly 1.5 and 2-fold,
respectively).
We observe a significant gradual salt effect on t
(Figure 1), with all the descriptive parameters decreasing as salinity increases (Table 2). The 6 Br ac k 6

strains growth parameters are maximal when salinity is 0 g.I", and minimal when salinity is 12.5 g.I*,



as wel |l as the O0Freshd strains growt HlarmlmmimMWherer s are
salinity is 7.5 g.I'l.
Fourandthreesal i nity tolerance ranges can be distingui
strains according to patterns of growth in the different salinities. The growth of brackish P.agardhii
populations is optimal in freshwater, is nearly optimal in 3 g.I™ salinity, non-optimal but still successful
in intermediate salinities [5 - 10 g I'l], and limited in 12.5 g I*. The growth of freshwater P.agardhii
populations is optimal in freshwater, non-optimal in intermediate salinities [3 - 5 g I''], and limited in 7.5
g I'* salinity.
Salt effect on P. agardhii filament morphometry
P. agardhii filaments length varies differently according to salinity during the growth cycle of
the both O6Freshd arrigure2Br ackd popul ations (
The O6Freshd strains filaments |l engthen a double in i

day4 (821+71um) and keep lengthening during the exponential growth phase (1145+£145 um, dayl12).

The 6Freshd strains filaments in opti mal salinity 1| el
salinities; filaments length reaches 575N62 Om and 1
filaments in optimal and intermediate salinities shorten in the stationary growth phase (677+36 um).

The 6Fresho filaments | en'gdlifty does not vary in the 7.5
The O6Freshd strains filaments width varies accordin

stationary growth phases. The filaments width in optimal salinity does not change during the whole

growth cycle (3.6£0.6 um) while filaments widen in intermediate salinities during the exponential

growth phase ((3.6£0.6 um to 4.5£0.5 um from dayO to day12), and, inversely, become slimmer in the

limited salinity (3.7£0.6 um at dayO to 3.0+0.5 um at days12 and 20).

The 6éBrack6é filaments Il ength only slightly increases
(381N400m). The O6Bracko filaments | salingidshncrdasesatear | y
day4 and day8, with a maximal length in the 5 g.I™" salinity (280+28 pum, day0 to 521+157 um, day12).

Then, in day 12, the filaments length in 3 to 10 g.I" salinities decreases to a similar size to that of day

0. Finally, the filaments length decreases in stationary phase, much more severely in intermediate

salinities (123£70 um) than in the nearly optimal salinity (244+88 um). The 6Brackdo fil ame
does not vary in the limited salinity until severely decrease at day20 (266119 um to 73+37 um, from

day0-12 to day 20).

No significant difference is observed in the widths of P. agardhii filaments at the various salinities. The

mean width remains constant during the 12 first days of growth (3.1+0.4 um), and increases on the

20" day (3.8+0.5 um).

Overall, the mean filaments |l ength and width dif
strains (Table 3) . The OFresh6 filaments size is bigger inw
salinities 0, 3 and 59.I'1.

The O6Fresh6 filamenteldebggber st raomu gtehgth ar®tl Bxhibic k6 f i |
greater variability. Indeed, at the start of the experiment, filaments length is the same for both

popul ations, subsequently increasing much mor'e in OF
(from day4) and 0 g.I* (fromday8). The 6Fresho filaments |length is als
the 7.5 g.I"" salinity in the stationary growth phase.



The filaments width is the same for both populations in freshwater at the beginning of the experiment.
However, thendBreshd hf iilsarme gger than the 6Bracko6 one
g.I'l. It remains true at days 4, 8 and 12 in salinities O to 5 g.I'l, and at days 4 and 8 in the 7.5 g.I'l
salinity. Il nversely, the 6Brackd filaments wiidth is I

the stationary phase since the 6Brackd filaments widt



DISCUSSION

The significant linear correlations between variables BV and abs;s, and between chl_a and
abssso here confirm the relevance of using the absss, values to establish and interpret the growth of
these brackish P. agardhii strains. This parameter is widely used in experimental studies to monitor
growth [Bergmann, et al. 2008; Mazur-Marzec, et al. 2005; Nagai, et al. 2007].

Salt effect on P. agardhii growth

All the freshwater populations are able to grow in salinities ranging from 0 to 7.Sg.l'l, with a
limited growth without marked exponential growth phase (the proliferating phase leading to blooms in
situ) at salinity of 7.5g.I". This result is consistent with the P. agardhii halotolerance limit found in
literature. Indeed, Suda et al. [2002] have established that P. agardhii strains isolated from
freshwaters are able to grow in salinities ranging up to 7.8g.I™.

The three brackish strains of P. agardhii are able to grow in salinities ranging from 0 to 12.5 g I'* with a
limited growth in 12.5 g I'*, and no P. agardhii strains are able to enter the exponential phase of growth
at15 g " salinity. We thus conclude that the salt tolerance limit of P. agardhii living in the studied
brackish area is situated between 12.5 and 15g.I", probably slightly above 12.5g.I*. This result
indicates that these strains of P. agardhii are relatively salt tolerant for a freshwater species. Previous
studies reported that most cyanobacteria can tolerate a narrow range of salinity due to their metabolic
flexibility which, in particular, allows cyanobacteria to use the salt-out strategy and the compatible
solutes accumulation under increased salinities [Hagemann 2011; Wetzel 1983]. A relatively high salt
tolerance range was also found for another freshwater species, Microcystis aeruginosa, as revealed
by experimental studies [Tonk, et al. 2007].

The three o6Brackdé strains &mgardhi lstedied Here are likéyto bes hd st r
different ecotypes. Indeed, the populations show differences in their growth, with, in particular, a better
growth for Brack2 populations than for BrackO and Brackl populations. However, despite the
differences among ecotypes, the growth patterns in media of different salinities allow us to conclude
on the salinity optimal for their growth and on their salt tolerance limit, both of which are identical for all
three brackish strains on the one hand, and for the three freshwater strains on the other hand.

Thus, these results confirm the hypothesis of a wider salt tolerance range for P. agardhii brackish
strains than for freshwater P. agardhii strains. Indeed, face to increasing salinities the brackish P.
agardhii strains growth is less reduced than the freshwater strains growth. This would be consistent
with the hypothesis that environmental variations select ecotypes [Kirkwood, et al. 2008].

Moreover, our findings indicate that, although the ecological optimum regarding salinity for P. agardhii
brackish strains is still in freshwater, growth in the 3 g.I'1 salinity, the environmental salinity from which
the studied strains were isolated, is nearly optimal leading to the same maximal density as in
freshwater. Therefore, the hypothesis of an environmental acclimation to the conditions of the natural
environment is supported. This result is in agreement with several studies which point to salt
acclimation for cyanobacteria species. Reed et al. [1985] report that cyanobacteria introduced into a
brackish environment from freshwater may not be able to compensate for increasing salinities,
whereas indigenous populations are often able to adjust to varying salinities, in particular by producing

compatible solutes. The brackish strains studied here seem to have acclimated to their environment,



enabling them to cope better with salt stress than freshwater strains. For example, metabolic flexibility
and versatility could enable them to improve their ionic extrusion or accumulation of compatible
solutes by regulating the expression of the stress-responsive genes involved in these mechanisms.
They could also accumulate a different type of compatible solutes than freshwater strains, although
the salt tolerance limit found in this study is still situated within the salt tolerance range (from 0 to 0.6M
NacCl) established for species considered freshwater strains accumulating disaccharides, according to
the Hagemann classification [Hagemann 2011]. It would be interesting to compare the amount of
osmotic compound accumulated in P. agardhii brackish and freshwater strains in order to elucidate the
greater ability of brackish strains to cope with salinity.
Over time, cyanobacteria may adapt to a change in salinity [Barron, et al. 2002]. It is more likely that
brackish strains are acclimated rather than adapted to salinity since the optimal salinity is not shifted.
However, the possibility that the brackish ecotypes are different genotypes more efficient towards
salinity than freshwater genotypes cannot be ruled out. Indeed, the brackish ecotypes may consist of
one or more genotypes that have previously undergone point mutations or lateral gene transfer among
cyanobacteria and other prokaryotes in their genomes, enabling the strains to better counteract salinity
and thus giving them an advantage in brackish environments. Hagemann [2011] shows that in the
strain Microcystis NIES-843, the absence of genes potentially involved in compatible solute synthesis
is probably the result of gene loss (because the gene involved in disaccharide biosynthesis is normally
present in the genome of all cyanobacteria), explaining why the strain is limited to freshwater or very
slightly brackish waters. The P. agardhii brackish strains may have maintained this gene in a
propitious environment, whereas the freshwater strains lost it, as in the case of the strain of
Microcystis NIES-843.
Salt effect on P. agardhii filament morphometry

Another important result concerning the physiology of the P. agardhii strains is that dynamic of
filaments size in the course of the population growth cycle varies according to the medium salinity, and
between brackish and freshwater strains.
Salinity seems to determine the growth strategy adopted by the monoclonal populations: In freshwater,
the populations of both kind of strains grow quickly by producing new filaments which lengthen slightly
and gradually; in the nearly-optimal salinity (3 g.I"l, brackish strains only), the brackish strains grow
slightly slower but provide the same population density by producing longer filaments; in intermediate
salinities (3 - 5 g.I" for the freshwater strains, 5 7 10 g.I"* for the brackish strains), both brackish and
freshwater strains grow by significantly and rapidly lengthening their filaments rather than by forming
new ones, and in the limited salinities (7.5 g.I’1 for the freshwater strains, 12.5 g.I'1 for the brackish
strains), they grow slowly without lengthening their filaments.
An increase in Planktothrix filament lengths with increasing light intensities has already been observed
in situ [Hasler & Poulickova 2003] and a link has been established between filament elongation and
increased temperature [Poulickova, et al. 2004]. Our results also reveal a link between filament length
and salinity. An interesting question is why, in intermediate salinities, flaments lengthen and new
filaments are not formed. The weak turn-over of the monoclonal populations in intermediate salinities
may not be sufficient for the filament to split up and form new filaments. The strategy that usually

ensures the dissemination of filamentous species is forming new filaments. Thus, not splitting up



would lead to an energy gain. Bergmann et al. [2008] also found an increase in filament lengths of
Prochlorothrix hollandica at high salinities. The authors suggest that this phenomenon involves the
synthesis of sucrose, the compatible solute accumulated by the strain during its acclimation process.
This compatible solute has been shown to cause cell division in the presence of increased salinity
[Ferjani, et al. 2003]. This observation, combined with the fact that the P. agardhii growth rate is
positively correlated with the filaments length, provides another explanation for the lengths dynamic
differences according to salinity [Poulickova, et al. 2004]. Indeed, face to salinity, the filaments length
may be the result of the balance between the filaments lengthening promoting by the growth rate and
compatible solute accumulation, and the filaments shortening induced by the cost for the growth rate
of the active ionic extrusion plus other metabolic process affected by salinity. Consequently, in a
freshwater medium the filaments lengthen progressively during the exponential phase of growth, in
intermediate salinities the filaments lengthen rapidly due to the compatible solutes accumulation with a
maximal length in salinity inducing ionic extrusion not too much costly for growth, and in limited
salinities the salt-out extrusion cost too much to the cells for lengthen the filaments. Thus, this
hypothesis would also explain why the freshwater strains filaments lengthen more than the brackish
strains in freshwater and intermediate salinities: In freshwater, they are in their natural environment
and the lengthening is better promoted than for the brackish strains filaments, while in intermediate
salinities they have to accumulate much more compatible solutes to cope with salinity.

Our results therefore appear to be in line with the hypothesis of acclimation to salinity of the brackish
strains by the accumulation of compatible solutes.

It should be added that this variation in morphology may affect the trophic network. Indeed, filament
morphology has a recognized effect on grazing efficiency [Oberhaus, et al. 2007b].

The morphometric study shows no salt impact on cell widths of P. agardhii brackish strains
whereas the width of the freshwater strains filaments varies according to the salinity. Osmotic shock,
which increases linearly with NaCl concentration in the medium [Ladas & Papageorgiou 2000], is
expected to induce a modification in cell volume. Indeed, species without a rigid cell membrane will at
least slightly equilibrate their intracellular osmotic pressure by shrinkage or enlargement of the cells
via movement of water through the membrane [Oren 2007]. Clearly, the unaltered brackish cell
volume observed here indicates ionic equilibrium, since only isosmotic balance between cell and
medium allows cell volume to be maintained [Dadheech 2010]. Inversely, the freshwater strains
enlarged their cells directly after adding the inocula in the salty mediums, and decrease the cell widths
during the stationary growth phase. This result is therefore consistent with a good acclimation to
salinity of the brackish strains which show a better performance to cope with increasing salinity than
the freshwater strains.

An acclimation of the brackish strains to their environment may explain the ecological success of this
species in brackish ecosystems, since species with a capacity for adaptation can dominate other
cyanobacteria populations [Prinsloo & Pieterse 1994]. Although the optimal growth of the brackish
strains still occurs in freshwater or slightly brackish waters, the fact that they form blooms indicates
that P. agardhii is still more efficient than the other species present in brackish habitats. This is
consistent with a study which reports a similar level of salt tolerance in situ [Chomerat, et al. 2007].

Indeed, these authors report that P. agardhii proliferated in Bolmon pond (France) despite salinities



fluctuating up to 11 g I"*, and seemed to be able to persist not only in brackish water but at fluctuating
salinities. Further studies on P. agardhii isolated from environments with differing salinity levels will be
needed to provide further confirmation. For example, it would be interesting to assess the salt
tolerance ranges of other strains isolated from brackish waters with different salinities, in order to see if
the tendency of brackish strains to widen their salt tolerance is confirmed, and, in this case, if the
salinity of the strain habitat is positively correlated with the salt tolerance limit range. In the same way,
achieving continuous P. agardhii cultures subjected to a gradual increase in salinity would assess to
what extent P can acclimate to salinity.
In a context of global climate change including the environments salinization, this study demonstrates
the acclimation ability to salinity of a potentially toxic cyanobacterium which forms densities as
important in the salinity of its environment as in freshwaters, suggesting the persistence of harmful
cyanobacteria blooms in the future.
Conclusion

The findings of this study validate the hypothesis of a salt tolerance range of P. agardhii living in
brackish areas wider than that of P. agardhii living in freshwaters, suggesting that the P. agardhii
brackish strains are acclimated to their environment, and therefore demonstrate the plasticity response
of cyanobacteria towards their environment. In addition, this study reveals that the morphometric
dynamic of the P. agardhii flaments reflects the salt acclimation of the population and its response
face to salinity. The salt tolerance range established in this study means that P. agardhii blooms might
well be found in bodies of water whose salinity is as high as 12.5 g I't. This raises doubts about the
salt tolerance limits commonly attributed to other freshwater species, and suggests the persistence of

high biomass of freshwater harmful cyanobacteria in a salinization context.
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Figure captions

Figure 1 Effect of salinity on growth of P. agardhiio Fr es hdé and .60Brack©o strains
Gray asterisk: FreshO; gray diamond: Freshl; empty gray triangles: Fresh2; black asterisk: BrackO;
black diamond: Brackl; empty black triangles: Brack2). Growth curves represent the time course of
abs750 means under different salinities (g.I") over a 26-day period. Error bars indicate standard

deviation (N = 5)

Figure2Mean |1 engths and wi dt R.sagadliifilamenmseogehad?20-day period.Br ac k 6
Increasing salinity (g.I™) is represented by the gray gradient in every experiment time. Filament lengths
and widths are represented by length histograms for each salinity in every experiment time. Error bars
indicate standard deviation (N = 60). Means with different letters (a, b, c) are significantly different

among salinities (p < 0.05, ANOVA, Tukey post-hoc test).



TablelDi f f erences between O0Br ackd anetdrsiddfferenssaliditeg.r owt h de
Values are the parameters means (x SD) obtained with the o6grofitd fun
curves of the 6é6Brackd and @BIFHif)eshdé strains salinity re
0:16: not signi Birdanallil&d® Oe b O edup<D.alpANOVAs.

strain | Salinity (g.I™") Growth rate (d™) Maximal density Whole growth
Brack 0,15 0,08 1,7 0,6 19 6
0 ns ns ns
Fresh 0,12 0,03 14 0,6 26 6
Brack 3 0,13 0,05 1,7 0,5 15 2
ns * *
Fresh 0,11 0,06 1,0 0,3 23 7
Brack 0,13 0,06 15 0,8 16 7
5 ns ns ns
Fresh 0,10 0,04 11 0,4 21 7
Brack 0,10 0,05 15 1,0 13 6
7.5 * ns ns
Fresh 0,06 0,02 0,7 0,2 11 4
Brack 10 0,08 0,04 14 0,8 13 5
Fresh NA NA NA NA NA NA
Brack 125 0,04 0,02 0,7 0,6 8 3
Fresh ' NA NA NA NA NA NA




Table2Di f ferences in O06Bracké and 6Freshd growth descri

Values are the parameters means (x SD) obtained with the o6grofitd fun

curves of the 6Brackd and @Flb)ePamneters with differestlettes(aj ni t y

b, c) are significantly different between salinities (p < 0.05, Kruskal-Wallis test).

strain | Salinity (g.I™) Growth rate (d™) Maximal density Whole growth
0 0,15 0,08 a 1,7 06 a 19 6 a
3 0,13 0,05 ab 1,7 05 a 15 2 a
5 0,13 0,06 ab 15 0,8 ab 16 7 a
Brack
7.5 0,10 0,05 abc 15 1 ab 13 6 ab
10 0,08 0,04 bc 1,4 0,8 ab 13 5 ab
12,5 0,04 0,02 c 0,7 06 b 8 3 b
0 0,12 0,03 a 14 06 a 26 6 a
3 0,11 0,06 ab 1 0,3 ab 23 7 ab
Fresh
5 0,10 0,04 ab 1,1 0,4 ab 21 7 ab
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Abstract

Harmful cyanobacteria are predicted to be favored in the salinization context because of their ability to
tolerate salinity. The harmful freshwater cyanobacterium Planktothrix agardhii (P. agardhii) has been
shown to form blooms in brackish areas. Since P. agardhii is a common microcystin (MC) producer
(cyanotoxin) this study asks about its MC production in a brackish environment. The salt tolerance
range and the MC variants composition of a brackish MC-producing P. agardhii strain were
characterized and batch cultures were performed to assess the MC production along the population
development under various salinities. The study demonstrates the salt acclimation of the brackish P.
agardhii which produces MC in salty mediums as much as the population grow. Optimal and sub-
optimal salinities (0 to 7.Sg.l'l) lead to a higher MC production rate during the beginning of the
population growth whereas non optimal salinities for growth (10 to 12.5g.I™") still allow a low MC
production during the proliferating growth phase. This study suggests that brackish environments do
not prevent the MC production of P. agardhii and asks about the hazard persistence due to MC

production by freshwater harmful cyanobacteria in a context of environments salinization.

KEY WORDS: Planktothrix agardhii i microcystin i salinity i acclimation i batch cultures



INTRODUCTION

Mass development of cyanobacteria is detrimental to ecosystems and is a threat to animals
and human via their ability to produce cyanotoxins [Chorus & Bartram 1999].
Microcystins (MCs) are the most frequently found cyanobacterial toxins in brackish areas and
freshwaters from all continents [Sivonen & Jones 1999]. MCs are cyclic heptapeptide hepatotoxins
whose toxicity is exerted via the inhibition of eukaryotic protein phosphatases type 1 and 2A [Pearson,
et al. 2010]. The inhibition of the phosphatase activity leads to the degradation of hepatic structure
ultimately resulting in organ failure and haemorrhagic shock [Pearson, et al. 2010]. Several animal
poisoning by contaminated water ingestion were reported [Ressom, et al. 1994] and the more
important example of human contamination by MCs is the case of 76 persons who died after a dialysis
with contaminated water [Pouria, et al. 1998]. The MC physiological function for the producing
organism, as well as the MC ecological regulation remain subject to questions, although several
hypothesis have been advanced such as an allelopathic function or a role in the primary metabolism
[Kaebernick & Neilan 2001; Leao, et al. 2009].
One of the most interesting questions is how environment influence the changes in MC concentration
during cyanobacterial blooms. Indeed, comprehend the variations in MC concentrations during a
cyanobacterial bloom remains important for predicting potential health hazards. It has been found that
environment induce change in MC concentration during a cyanobacterial bloom by influencing the
density and the proportion of MC-producing cells [Briand, et al. 2008a; Vezie, et al. 2002], and the MC
amount produced by the toxic cells [Sivonen & Jones 1999]. It has also been reported that
environment can act on the MC variant proportion and then influences the bloom toxicity since varying
levels of toxicity have been reported for each MC variants [Pearson, et al. 2010; Tonk, et al. 2005].
Numerous studies have demonstrated the influence of the environment on the MC content in toxic
cells; with an influence of the nutrient concentration [Downing, et al. 2005], temperature [Yepremian,
et al. 2007] light [Wiedner, et al. 2003], iron [Sevilla, et al. 2008], pH [Song, et al. 1998]. While the
results are sometimes inconsistent, a trend emerges from numerous studies, which consists in
observing a negative correlation between MC content in cells and the toxic population densities; and a
positive correlation between the MC production rate and the cell growth rate. It was suggested that
environment have an indirect effect on the MC production via the direct effect on the physiological
state and so the cell growth of the producing cells [Briand, et al. 2008a; Briand, et al. 2008b; Downing,
et al. 2005; Kurmayer 2011; Long, et al. 2001; Orr & Jones 1998; Tonk, et al. 2005].
It is increasingly accepted that global environmental change is likely to bring to the dominance of
harmful cyanobacteria in aquatic ecosystems [Davis, et al. 2009; Paerl & Paul 2012]. Indeed, the
eutrophication accelerated by anthropisation, coupled with rising temperatures, increased rainfall,
enhanced stratification of the water column and salinization will favor the harmful cyanobacteria in
aquatic environments [Paerl & Otten 2013], and so will induce the increasing of frequency, biomass,
duration and distribution of the harmful cyanobacterial proliferations [Carey, et al. 2012]. Harmful
cyanobacteria are predicted to be favored in the salinization context because of their ability to tolerate
salinity, despite the fact that they are most of the time reported to form blooms in freshwaters
[Hagemann 2011; Paerl & Otten 2013].



P. agardhii is a common MC producer [Fastner, et al. 1999a], which generally form recurrent toxic
blooms in freshwater bodies of the Northern hemisphere [Fastner, et al. 1999b]. However, P. agardhii
was reported to perform blooms in several brackish water bodies [Carstensen & Heiskanen 2007;
Chomerat, et al. 2007; Romo & Miracle 1994b].

In a general way, there is no much data about the influence of salinity on the MC production, likely due
to the fact that the widespread MC-producing species are mainly encountered in freshwater species.
However, since P. agardhii proliferates in brackish areas, it appears of importance to establish if the
environment salinity influences the ability of P. agardhii to produce MC. An acclimation to brackish
waters, involving the differential expression of many genes [Hagemann 2011], is likely to induce a
different physiology of the brackish ecotypes compared to that of the freshwater ecotypes. Thus, in the
case of a link between the MC production rate and the toxic cells physiological state, this acclimation
process could interact with the regulation of the MC synthesis by P. agardhii. Moreover, Orr and Jones
[1998] suggest that the MC production rate can be used to reveal the cells physiology.

Additionally, assessing the MC variants produced by P. agardhii living in brackish areas, as well as
determining the salt impact on its MC production, will deliver clues on the toxicity of harmful
cyanobacteria in the context of environments salinization.

This study aims to characterize the MC production of a brackish strain of P. agardhii. Its MC variants
composition is characterized, and batch cultures were performed to simulate its blooms in various
brackish environments allowing the assessment of i) the salinity range in which a brackish P. agardhii
can perform toxic blooms; ii) the MC production along the brackish P. agardhii bloom development; iii)

the influence of salinity on its MC production.



MATERIAL AND METHODS

Strain isolation and cultivation

The P. agardhist udi ed strain (6Brackd strai ninthevdcsityiofsol at ed
|l stres, a town | ocated near the city of Marseille in
Olivier pond is a eutrophic and oligohaline area (average salinity of 3) of 225 ha, with a maximum

depth of 10 m. P. agardhii is the dominant cyanobacterium throughout the year. Water samples were

collected on the pond surface inside a P. agardhii bloom in order to isolate filaments to be grown as

clonal cultures. Water samples were inoculated on semi-solid Z8 medium. After migration by
phototactism towards a single light source, filaments were obtained by picking out single filaments

using a sterile glass Pasteur pipette with a narrow opening under an inverted microscope. The

trichomes were then transferred and inoculated repeatedly in sterile Z8 liquid medium to obtain non-

axenic monoclonal cultures [Rippka 1988]. Filaments were assigned to the species P. agardhii,

according to the morphological criteria provided by Anagnostidis and Komarek [1988]. The
monoclonalpre-c ul t ure of the &éBracké strain was acclimati ze
(salinity of 3) during at least three months, in growth chambers under sterile conditions at 22°C on a

14:10h Light-Dark cycle with bubbling air to ensure homogeneous mixing and to provide sufficient

guantities of inorganic carbon.

Experimental outline

The experiment was carried out in 250 mL Erlenmeyer flasks containing modified Z8 medium with

NaCl added to produce final salinities of 0, 3, 5, 7.5, 10, 12.5 and 15. This method, instead of diluting

seawater, eliminated the possible effects of other water components [Mazur-Marzec, et al. 2005].

Salinity was checked with a conductivity meter (WTW LF330) . 0 B r -auttukedwvaspino@ulated in 5
replicates, in 250 mL flasks for each s adiulturtewas r egi me
adjusted to obtain an initial absorbance at a wavelength of 750 nm (abs) of around 0.1 in all
experimental flasks. Batch cultures were maintained in growth chambers under sterile conditions at

22°C on a 14:10h Light-Dark cycle with bubbling and were shaken manually daily to ensure
homogenization of the flask contents. They were randomly repositioned relative to the light source

each day, in order to ensure homogeneity of the light regime.

Growth kinetics

Growth was monitored by measuring absorbance at a wavelength of 750 nm (Shimadzu UV-1700
spectrophotometer), and chlorophyll a (chl_a). The chl_a concentration (mg.I") was determined
spectrophotometrically at 665 nm after extraction with 90% methanol. The biovolume has been

estimated from abs measurements since a preliminary study has established a good linear correlation

between the abs variations of the P. agardhii culture growth and the total biovolume of the P. agardhii

population regardless the salinity of the culture medium and in the different growth phases.

MC analysis

o
lus]

LC-MS (MS) was used for the character i z aortheoassaysdf t he

the total concentration of MC and MC content in cells during the experiment.



Template preparation

3 ml of mature cul ture of the 6Bracko6é strain were ¢

discarded and the cell pellet was resuspended with 1 ml MeOH: H20 (90:10, v/v) and sonicated on ice
for 4 pulses of 30 seconds. The mixture was centrifuged at 10000 rpm for 15 minutes at 4°C. The
supernatant was collected, filtered ( G¥atdcncéntraor
40°C). The extract was dissolved in 100l water with 0.1% of formic acid and centrifuged (5000 rpm X
5 minutes, 4°C). The supernatant was directly injected into the LC/ESI-MS system.

Mass spectrometric analysis

LC/ESI MS and LC/ESI-MS/MS experiments were performed on a liquid chromatography (LC)
(UltiMate 3000®, Dionex) coupled to a Quadrupole-Time of flight (Q-TOF) hybrid mass spectrometer
(pulsar i, Applied Biosystems) equipped with an electrospray ionization source (ESI). The
chromatographic separation was conducted on a ACE3-C18 reverse-phase column (3 um x 10 cm x 1
mm). Mobile phases were milliQ water containing 0.1% (v/v) formic acid (A), acetonitrile 0.07% (v/v)
and formic acid (B). The LC separation was achieved at a flow rate of 40 ul.min'1 using a gradient
elution from 10 to 30%, solvent B in 5 minutes, 30 to 70% B in 17 minutes, 70% B in 5 minutes, 70 to
10% B in 3 minutes and 10% B in 15 minutes. The mass spectrometer was operated with an
electrospray ionization source in a positive ion mode. For mass spectra, the capillary voltage was set
to 2500 V with a declustering potential of 20 V. Full scan mass spectra were performed from 100 to
1500 m/z at 1s/scan in continuum mode. Tandem mass spectra (Production) were obtained using
nitrogen as a collision gaz, with collision energy automatically determined according to their mass-to-
charge ratio (m/z) values.

LC/ESI-MS et LC/ESI MS/MS data analysis

MS/MS data were analysed manually for highlighted spectra which contained the characteristic

fragment ion (m/z= 135.1) of MCs fragmentation. All others ions fragments were used to elucidate the
structure of the MCs. The LC/ESI-MS data were processed using BioAnalyst 1.1 software and the
molecular weight distribution of species (ranging from 100Da to 2 kDa) observed in each sample were
generated using the LC-MS reconstruct option. Proportion of each variant was calculated by
comparing one single peak area of MC-variant to the total peak area of all MCs in sample.

MC concentration and production assays

Samples for the assessment of total MC concentrations and MC production were performed directly
after the inoculation (day 0), during the lag phase (2nd day), during the acceleration phase (6th and 8"

days), in the beginning and in the end of the exponential phase (10th and 18" days).

e

n

The ELI SA was performed according to theP. agaadhiuf act ur e

cells by sonication. The anti-Adda ELISA Kit (Abraxis LLC) is based on an antiserum raised against
t h e u n-angino ecidp3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoic acid (Adda),
which is common to the majority of known MC variants [Pearson, et al. 2010]. The assessment of MC
concentrations were performed on 6Brackdo dupli
measurements on a 96-well microtiter plate yielding mean MC content per culture. The detection limit

for this assay is 0.10 ppb (pg.l"l).

cates

C



The MC content in cells per density, biomass and biovolume unit (named MC quota) were assessed
from the intracellular MC concentrations. The MC production rate has been calculated with the
formula:
O ECw O Epw
T p
where x2 and x1 are MC quotas in times t2 and t1 with t2>t1
Data analysis
0Brackoé growth curves were fitted wmeéasuremantsiefurictorst tr enc

of time as logistic functions whose formula is the following:

w6 ———  [Kahm,etal. 2010] ;

where O0AO6 i s t he asy isprmestimationiohthetmaxémal density & theapomllation

reached during the life cycle; 606 is the maxi mal s | chamcteozés thehe gr ow
exponential growth phase; 6 & 6 lagsphdsdperiod of the growth.

Three parameters obtained from theresul ting | ogistic curves i mplemente
[Kahm, et al. 2010] were usedt 0 compar e t heamdrgitha cakiods sglinity gonditions;

the maximal density (A), the growth rate (1) and the whole growth which is equal to the area under the

growth curve, thus representing growth during the whole life cycle of the population. Significant

differences between salinities were tested by ANOVAs (N = 5) on the growth characteristic

parameters. Differences among means were obtained via the T u k e y 6 shoc pests Pearson

correlation coefficients were calculated between growth variables (abs and chl_a) and MC parameters.

Differences of MC parameters between salinities were tested by ANOVA or by Kruskal-Wallis test if

the necessary conditions for ANOVA were not reached. Differences among means were obtained by

t he Tuk ehodtest ifonormality and homoscedasticity were reached; otherwise the Wilcox test

with a Bonferonni correction for pairwise comparisons was used instead. Normality was checked using

the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity was checked using the Fligner-Killeen test.

All statistical tests were carried out in R-2.14.0 environment.



RESULTS

Growth in the various salinities

All the O06Bracké monocl onal cultures grewthdaly
whereas populations in the salinity of 15 died between the 20" and the 23" day. Moreover, no growth
curve of 06 Bma saknily ofclb ¢otldibe smadeled in a satisfactory way because the curves
show an almost linear relationship with time and so cannot be fitted by logistic models. However, all
the growth curves in salinities of 0 to 10 present an exponential phase of growth and the salinity of
12.5 allows only a limited growth without marked exponential growth phase (Figure 1A). The analysis
of t he 6 Brcanekparangeters actohding to salinity shows that growth decreases with salinity
increasing from 0 to 12.5 (ANOVA, p < 0.05, n=30) (Figure 1B). Growth in salinities of 0, 3 and 5
presents the higher growth rates in exponential phase. The 6 Br a c k 0 in galintdiestoh0 and 5
reaches the higher densities and shows a whole growth higher than in other salinities. The growth in
the natural salinity (3g.l'1) shows a maximal density a little reduced compared to those observed in

optimal salinities. Growths in salinities of 7.5 and 10 are intermediates between the growth in the

nearly optimal salinities and the growth in the limitingsa | i ni ty for t h2é&). 6Br ack

MC-variants characterization

Five MCs, two major types and three minor (one undetermined) variants were detected in
60Brackd strain by -dlectopspiaydionisation onasa speayometp {LC/ESI-MS/MS)
(Figure 2). All the ions possessed the Adda fragment signal of m/z 135.1 on their fragmentation
spectra and were consequently assigned as MCs (since Adda has been regarded as the key structural
component of this cyanotoxin [Carmichael 1992]). Other ions fragments on MS/MS spectra and
retention time were used to identify the MC-variant. According, to their retention time and their MS/MS
spectra, the two major ions doubly charged [M+ 2H] 2+, with m/z = 512.8 and m/z = 491.3, and
respective retention time (RT) of 16.8 min (peak 1) and 19.2 min (peak 3) were identified as
[Asp3]MC-RR and [Asp3]MC-LR. The both types represent 93% of MCs present in this strain
(respectively 83% and 10%).
Among the three minor ions, (identified as MCs according to the Adda fragment in their MS/MS
spectra), only one was clearly characterized as the demethylated [Asp3]MC-HtyR with a RT of 18.7
(peak 2) and a m/z = 523.3. The MS/MS spectra for the two other minor ions with m/z = 502.2 and m/z
= 516.2 and RT of respectively 19.2min (peak 3) and 21min (peak4) had a very low ion fragments
making the identification difficult to perform. However, the doubly charged [M+ 2H] 2+, with m/z =
516.2 was assigned to be either [Asp3]MC-YR or [Asp3,dha7]MC-HtyR.

Total MC concentrations

sal ini

gr owt

The MC concentration measured in the 6Bracko6 cul

(Kruskal Wallis, p > 0.05). The MC concentration increases along the life cycle of the clonal population

with a similar pattern in all studied salinisties.

significantly different depending in the period of the life cycle of the monoclonal populations (Kruskal
Wallis, p < 0.05) (Figure 3). It remains constant from the inoculation time to the lag phase, then the
MC concentration increases around four-fold from the lag growth phase to the acceleration and the

beginning of the exponential growth phase with no significant difference in days 6, 8 and 10 (8.5 + 1.7

T



ug.I'Y). The MC concentration reaches highest levels at the end of the exponential phas e o f
growth (20.8 + 1.8 ug.l'l). The total MC concentration in all salinities is so well correlated with the
060Brackoé growth, wi tdoeffiBients 0f9.88r(pf;&9*1®'3c§,m¢3§) beawteén ¢he cultures
abs and the MC concentration, and of 0.93 (p=2.5*10"°, n=36) between the cultures chl_a and the MC
concentration.
MC production

MC quota shows not significant difference among salinities (p>0.05, Kruskal-Wallis). However,
MC quota shows a different pattern with time according to the medium salinity (two-way anova,
p<0.05). The MC quota varies in function of the culture development in salinities ranging from 0 to 7.5
(Figure 4). In these optimal and sub-optimal salinities the MC quota increases roughly 2-fold during
the lag phase and subsequently gradually decreases during the acceleration and the exponential
growth phases while no such pattern can be make out in salinities of 10 and 12.5, in which MC quotas
do not vary along the growth cycle. MC quota is negatively correlated with the logarithm of biomass (r=
-0.82, p= 5.8e™, n= 42) and biovolume (r= -0.76, p= 5.2e-09, n= 42), in salinities ranging from 0O to
7.5, from day2 to dayl18. So, it reveals a biomass threshold from which the MC quota is minimal and
no longer varies (Figure 5).
The MC production rate during the lag growth phase seems to be proportional to the populations

growth rates, thus revealing a maximal production in freshwater and salinity 5, a production little lower

6Br ack

in the salinity 3 and further reduced in 7.5 (Figure 6) . Al t houghP. tadgaehii 6hBwsa c k 6

production rates more than 5-fold reduced than in salinities ranging from 0 to 7.5, it still produces MC
during the exponential growth phase in salinities of 10 and 12.5.



DISCUSSION

Halotolerance of the P. agardhii brackish strain

The halotolerance of the MC-producing P. agardhii brackish strain is wider than that
established for freshwater strains in literature (7.8) since it still grows in the 12.5 salinity [Suda, et al.
2002]. The result of a salt tolerance widen in brackish environments is consistent with observations in
situ of P. agardhii recurrent blooms in brackish waters which salinity varies up to 11 [Chomerat, et al.
2007]. In addition, the 6 B r &caaddhii optimal growth is in the freshwater as well as in the 5 salinity.
The P.agardhié Br ackdé strain seems to be accl Adagtdationds ar at her
process that ensures the survival of an organism in an environmental condition far from its optimal
preferenda while acclimation occurs whenthe habi t at ¢ h dhugrias et al.r2811]6Thuws,w 6
the slightly salty water of the Olivier pond is likely to have induced the acclimation to salinity of the P.
agardhio Br ackdé strain. It has been previousl! inityftwaghund t hai
time [Barron, et al. 2002] leading to the observation of salt tolerances variables according to where
strains are located [Bergmann, et al. 2008]. Indeed, cyanobacteria show an a great plasticity due to
their metabolic flexibility [Stal 2007] and have the ability to cope with salinity by accomplishing a ionic
extrusion and osmolytes accumulation demonstrating why all cyanobacteria display a certain degree
of salt tolerance [Hagemann 2011]. Since one of the main ways of cyanobacteria to acclimate to
salinity is the synthesis of osmotic compounds, it would be of interest to investigate the synthesis of
osmotic compounds that probably allow P. agardhii to proliferate in brackish waters [Oren 2007].
Moreover, the determination of the P. agardhii acclimation limit to salinity in other brackish areas
would anticipate the areas in which P. agardhii may form harmful blooms.
Characterization of the MC Variants produced by the P. agardhii brackish strain
Kurmayer et al. [2005] found that the synthesis of specific MC variants is associated with DNA
polymorphisms within specific regions of adenylation domains of mcy synthetase genes. The author
highlights the necessity to combined ecology of Planktothrix with its MC variants production in order to
provide clues about the abundance of defined MC ecotypes in nature since various ecotypes species
are potentially producing different MC variants. Moreover, the environment has been seen to influence
the composition of the MC variants synthetized by cyanobacteria, like the amino acid availability in the
medium [Tonk, et al. 2008]. In a general way, the three determined MC variants of the brackish P.
agardhii in this study are known to be the most abundant in natural freshwater Planktothrix populations
[Fastner, et al. 1999a] and they are reported to be synthetized by many of the P. agardhii strains
studied [Briand, et al. 2008a; Briand, et al. 2005; Kurmayer, et al. 2005; Luukkainen, et al. 1993;
Sivonen & Jones 1999; Tonk, et al. 2005]. It is noted that the three MC variants determined and the
fourth potentially determined as [Asp®, Dha']MC-HtyR are demethyl forms and therefore variants of
low toxicity (DL, of the three determined variants ranging from 160 to 300 ag.kg'l) since the demethyl
forms on Asp® and dha’ are five to ten less toxic than the methyl forms [Sivonen & Jones 1999]. The
MC variants proport i o rstraipalsodppears gimilaryo thathoend syBthetzedkop
P. agardhii in freshwaters. Indeed, the main MC variant of the P. agardhii brackish strain is the
[Asp’]MC-RR variant, which is often characterized as dominant among the MC variants synthetized by
P. agardhii [Kurmayer, et al. 2005; Laub, et al. 2002; Mazur-Marzec, et al. 2008; Sivonen 1990; Tonk,



et al. 2005]; and it is known to be the main MC variant synthetized by P. agardhii [Fastner, et al.
1999a; Luukkainen, et al. 1993]. So, the composition and relative abundance of the MC variants of the
P. agardhii brackish strain is similar to that of freshwater P. agardhii ecotypes, suggesting that this
level of P. agardhii bloom toxicity would be the same in brackish areas as the one reported in
freshwaters. However, further investigations of the MC variants produced by other strains from Oliver
pond and from other brackish areas are necessary to conclude on the non-influence of the brackish
environment on the quality of MC variant synthetized by P. agardhii. Similarly, Tonk et al. [2005] found
changes in MC variants production by a P. agardhii population during transient state in six to eight
days, highlighting the necessity to further perform the analysis in natura sample. It was observed that
increasing the photon intensity will cause an increase in the amount of MC-LR and a decrease of MC-
RR, thereby increasing the toxicity of the variant population since the MC-LR is five-fold more toxic
than the variant MC-RR [Tonk, et al. 2005]. Thus, further analysis of the MC composition in the
Mediterranean pond, benefiting from strong sunlight, may provide new insights of the P. agardhii
bloom toxicity.
MC production during the P. agardhii brackish strain proliferation in various salinities

In a general way, the MC concentrationsd u r i n 8 r & [P.kagaddhii growth cycle are of the
same order of magnitude as those reported for P. agardhii in freshwater environments although the
MC concentrations may vary widely from an ecosystem to another [Briand, et al. 2002; Catherine, et
al. 2008; Janse, et al. 2005; Mankiewicz-Boczek, et al. 2011; Mazur-Marzec, et al. 2008; Sivonen &
Jones 1999].

The tot al MC concentration during the 0B.ragadkid

biomass in all salinities. Since the batch cultures system simulates a bloom development, this result
provides an overview on the MC concentrations occurring during a bloom of P. agardhii in brackish
water bodies. The MC concentrations are often correlated with the concentrations of the producing
organisms [Dolman, et al. 2012; Paerl & Otten 2013] since the MC content in cells is balanced by the
loss of the daughter cells in the time course of growth [Lyck 2004]. This fact also explains why the MC
concentrations are not different according to the salinity and suggests that, as much as P. agardhii is
able to grow, it produces MC in brackish areas. However, further analyses are needed to conclude of
the MC concentration during P. agardhii blooms in brackish waters since in natural P. agardhii
population, MC-producing cells co-occur with non-MC-producing cells [Kurmayer, et al. 2004]. Futures
researches will test the potential cross effect of the genetic ability to produce MC and the acclimation
to salinity. Briand et al. [2008b] suggests that limiting environmental factors for growth favor the MC-
producing strains over the non-producing ones, and inversely. It would be so of interest to monitor the
relative abundance of MC-producing cells in situ in order to see if the brackish area will tend to favor
one kind of cell over another.

The maxi mal MC production of the 6Bracko6 c
optimal (0 and 5) or sub-optimal (3 and 7.5) salinities for growth, explaining the negative correlation of
the MC quota in these salinities with the biomass development of the brackish P. agardhii population.
The maximal MC content in cells would occur during the onset of the bloom and subsequently
decreases along the bloom development with a minimum at the P. agardhii biomass peak. This result

is consistent with the experimental study of Song et al. [1998] who found that the toxin production

el

prol.i



correlates with the growth phase, with the higher toxins production occurring at the growth beginning.
A similar dynamic has already been reported in freshwaters by several studies which found that the
MC content per cell during a cyanobacterium bloom gradually declines from high levels at the onset of
the bloom to low levels at the height of the bloom [Janse, et al. 2005; Kardinaal, et al. 2007]. Janse et
al. [2005] provide several hypothesis to explain this phenomenon: The high level of production in cells
during the onset of the bloom exerts a bottom-up control on the population growth or a top-down
control on the grazers, the low densities favor cells with high content in MC or favor the MC production
by toxic cells or favor the toxic cells overthenon-t oxi ¢ ones. The &éBrackao
on monoclonal strain batch cultures, would be in line with the hypothesis of a MC production
stimulation in low biomasses or the assumption of the MC as a signal enhancing the population
growth. Anyway, a brackish environment which salinity is optimal or sub-optimal for the P. agardhii
growth leads to the same dynamic of the MC quota in P. agardhii cells than the one observed in
freshwaters.

Although the low availability of data does not allow us to conclude on a significant correlation, the MC
production rate during the beginning of the P. agardhii growth in optimal and sub-optimal salinities
appears proportional to the growth rate of the population. Several studies have previously reported
that the environmental factors, such as phosphate concentrations [Briand, et al. 2005] or photon
irradiance [Tonk, et al. 2005] has an indirect effect on the toxin production through the growth rate of
the cyanobacteria. In the present study this pattern is observed only in low salinities (salinities 0, 3, 5
and 7.5) while in non-optimal salinities for growth, P. agardhii cells do not present this peak of MC
production during the onset of the bloom but still performs a lower MC production during the
exponential growth phase. Lyck et al. [2004] also show a MC production in unfavorable conditions of
light for the Microcystis aeruginosa growth. The authors explain that unfavorable conditions for growth
do not prevent the production of cells metabolites since they just induce the extension of the G1 phase
of the interphase during the cell division [Lyck 2004]. This hypothesis would explain the later MC
production rates in non-optimal salinities than in optimal and sub-optimal salinities for the P. agardhii
growth.

In conclusion, the brackish P. agardhii strain acclimated to salinity synthetizes common freshwaters P.
agardhii MC variants and is able to produce MC as much as the population grows, with a maximal MC
production in optimal and sub-optimal salinities during the beginning of the population growth, and a
lower MC production in nhon-optimal salinities during the exponential growth phase. Caution is needed
in extrapolating the results of this study to other strains of P. agardhii living in brackish areas since one
single strain was investigated. Moreover, only the production of MC by 'Brack' P. agardhii was studied.
It would be of interest to characterize its potential production of other cyanotoxins since P. agardhii
can also produce aplysiatoxins, anatoxins and saxitoxins thereby increasing the risk of the P. agardhii
blooms toxicity [Sivonen & Jones 1999]. Finally, in a context of the environments salinization, this
study suggests a toxicity risk of P. agardhii blooms in brackish waters due to its MC production similar

to that found in freshwaters.

MC quot
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Figure captions

FigurelDi f ferences of the 6Bracké growth between
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( A) 060Bracké growth curves under vari ous salidpeni ties

measurements in function of time. Error bars on growth curves indicate standard deviation (N = 5). (B)
Differences between salinities of the growth descriptive parameters determined from growth curves

fitted by the o6grofitd model

Figure 2 LC-ESI-MS determination of the individual MC-v ar i ant s detected in

(A) Extracted ion chromatograms including the intensity (counts i Y-axis) and the retention time (in
min T X-axis) of each MC- variants. (B) Identification of MC-variant corresponding to ions present on
the mass spectra (m/z). The range of retention time and the proportion for each MC-variant were also

included in the table.

Figure 3 Means of total MC concentrations (ug.I")inthe6 Br ack 6 popul ati ons i
Error bars indicate standard deviation (N=12). The different letters above means (a, b, c) indicate

significant differences in MC concentrations over time (p < 0.05, Kruskal Wallis).

Figure4Means of the &éBr a (?)k'nﬁsalimni@s ranging fram 0(tolYcp /9.0 i function of
time.

The different letters above means (a, b, c) indicate significant differences in MC quota over time (p <
0.05, Kruskal Wallis).
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CHAPITRE I

Quel s sont | es effets d®un st
de la cyanobactérie dominante Planktothrix

agardhii dans un étang méditerranéen eutrophe






A. INTRODUCTION

Le changement <c¢limatique gl obal et | ®eutrophisati
écosystemes du monde entier a un stress environnemental croissant [Huertas, et al 2011].
L®augment ation des tempAratures, de | a fr Aeretdance des

modification des précipitations ,r i squent not amment d®af f [¢PCEC 20O7].1l es mi |
Les rApercussions sont susceptibles d®agtre particu!
aquatiques cotiers, la température et la salinité constituant un stress pour les communautés

aquatiques [Floder, et al. 2010].

Lesmi | i eux | agunaires, de par | eur position strathA
forte anthropisation ,et sont donc particuliarement affectAs par
ces mi |l i eux sont rAguli arement I e syitoglanetoniqde®i mp or t an

[Hakanson & Bryhn 2008 ; Paerl, et al. 2003]. Les milieux lagunaires sont soumis a des variations
de salinité dépendantes des échanges hydriques avec la mer et leur bassin versant [Redden &
Rukminasari 2008 ]. Le comparti ment biotique de ces milieux e
peu diversifi Ae d®es pBamesloth@®Hodeu, xtak28l0iny t rr es

La salinité est un des principaux facteurs discriminant s du peuplement
phytoplanctonique des milieux sauméatres [Day, et al. 2012; Redden & Rukminasari 2008 ; Ryan,
et al. 2008]. Les différences de tolérance a la salinité des espéces phytoplanctoniques
participent & la structuration de la communauté [Kirst 1990]. Les limites de tolérance et les
optima halins sont spécifiques a chaque espéce . Cependant, ces limites et optima dépendent
Agal ement de | ®popdudatioh 8 & leun envirdnaesnent [Kirst 1990]. Les population s
phytoplanctoniques ont développé des stratégies adaptatives morpholo giques et
physiologiques pour survivre dans différents environnements, notamment dans des milieux
subissant des variations de salinité [Kirst 1990; Margalef 1978 ; Reynolds 1998]. Les
cyanobactéries , en particulier, ontdéveloppé des strat Agies afin de s®adapte
environnement [Hagemann 2011 ].

Planktothrix agardhii une des principales cyanobact Ari es
efflorescences , et dominant le peuplement phytoplanctonique de nombreux milieux aquatiques

eutrophisés [Bonilla, et al 2012; Fastner, et al 1999a; Mur, et al. 1999], apparait aussi



performante en milieu saumatreq u®en mi | i eu Chap. NaPtusidurs éuddes recensant

l a prAsence de | ®e s p ac €Tabke nl) laisséni apparaidra lantgphaitée de

Planktothrix agardhii G s ®ac cé i mat e s Gdadalimté deison environnement.

1 a At A Atabli expAri ment al e me n tPlankathex agaadmimelusd ®h al ot

l arge | or squedank @Ge equisaenatei:t EIl | e s ®At enlf glff dassgun®0 12 . 5

milieu de salinité moyenne annuelle de 3 gl *(Chapll),t andi s que la |imite d®hal
souches isol Aes d®eixéex 7.8 gl Suda, & al.R002). /i situ, | ®Atude de
Chomérat et al. [2007] démontre nt| e succas de | ®espace en milieu | ag

salinité variant de facon saisonniére entre 4 et 11 gl ™.

L&At ang de Bol mon, une | agune mAsohaline hypereut
l i eu d®ef f | oPanikdothexnagaedsii daepuis plusieurs années [Chomerat , et al. 2007].
En effet, IAt ang constitue un environnement aux conditio
dAvel oppement Raektoth® agampli c(@itoécologie de Planktothrix agardhii décrite
dans | ®At udehapitreh)Ae au

Une modi fication de gestion des r efleetriqse EDRde 8aink- douces

Chamas situAe sur l e pourtour de |I®AAtasnngg ddee aBBRa lrmeeo n(
provoqué une augmentation ab rupte de lasalinté dans | ® At ang de Bol mon. La sa

a atteint un niveau polyhalin durant plusieurs saisons , avant de retourner a un niveau oligo -
mAsohalin. D®une mani are gAnAral e, une variabilitA |
domina nces hiérarchiques des especes [Redden & Rukminasari 2008 ; Reynolds 1995].
Cependant, | a grande variati on d®un paramatre environner
désorganise les communautés [Reynolds 1995]; elle va provoquer la diminution de
| ®abondance des espaces sensibles, phAnomane compens/
d®espaces moins sensi bl ditsesdlechimsema neta/ 2013ks comp A

Reynolds et al. [2002] ont défini plusieurs groupes fonctionnels phytoplanctoniques
susceptibles de dominer ou co -dominer dans un environnement donné. Ces groupes
polyphylétiques étant fondé s sur des traits adaptatifs physiologiques, morphologiques et
écologiques , ils refletent le mi e u x l a rAponse d®une communaut A phy

conditions environnementales  [Kruk, et al 2002; Nabout 2006 ; Reynolds, et al 2002]. 38



assemblages phytoplanctoniques  (appelés codons) sont définis a ce jour, selo n les sensibilités

et les tolérances des espéces constitutives  [Padisak, et al. 2009].

Récemment, Padisa k et al. [2006] o n't Al abor A un indice d®assembl age
combinant le poids de la biomasse des groupes fonctionnels en présence et un facteur associé

0 chagque assemblage dAfini s fPhddk, df @/ 200¢]p@et imdiRAc o sy st a
constitue un outil i nt Aressant pour esti mer | ®Avol ut
aquatiques indépendamment de la localisation géographique.

Les Atudes pronostiquent gAnAral ement | ®abonda
domi nants en fonction d®un g[Haisinane retal. 20@4; Stome,teealr abi ot
2007; Tilman 1977]. Cependant, p e u d ®sAchractéisent le peuplement phytoplanctonique
observé aprés la variation subite d ®un paramatre environnement al

L®Paugment ati on dalle®Ataansgaldeni BAl mon fournit | ®oppor
| ®ef f et d®un changeme n tles pbpulation sade sRankibtkrik agaréhii seules
assembl ages d®espaces prh yitilisamg | vaen @pgpahe q steucturale et
fonctionnelle .

En premier | i eu, on s®assurera que | e contexte abiotiqque
augment A de faAon significative constitue un milieu ¢
valider les hypotheses suivantes
i) Le stress halin va induire des modific at i ons structurales 0 | ®Achell
et des populations de Planktothrix agardhii
i) Le stress hal in vV a i nduire des modi fications

communauté phytoplanctonique

iii) Les populations de Planktothrix agardhii acclimatées & un environnement saumatre
peuvent décaler leur optimum et élargir leur valence écologique vis -a-vis du
paramatre salinitA. Cette hypothase va permett

résultats expérimentaux.
Afin de rApondr e aux hypot hases posAes, I[d®At ude |
phytoplancton et des populations de  Planktothrix agardhii de | ® At ang de Bol mon a A

selon une approche s tructural e et fonctionnelle avant, pendant et aprés la hausse d e salinité.



B. MATERIEL ET METHODES

1. Etang de Bolmon : site de validation

L®At ang de Bol mon est une | agunMarigsaneteuCQhéteameuf -lds€s ¢ o mmi
Martigues, O environ 20 km 0 | ®o uFegsre 1)de Marsei l l e (43
=2 B
e
- .gw\mu‘ M//
& b =
\ _ X
; 5 {12
A \
“, \ x;
éta'ng f :
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~ de A T =
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Figure 1Local i sati on de | ®Atang de Bol mon.
L®Atang (encercl A en noir) est un sous bassin de | ®Et
nord -ouest de Marseille (France)

10 km

femme o Mer Méditerranée

L®At ang de Bol mon est une ;ieastclasséde® ZNIBFE et gntsiteANatard o gi q u e

2000. L®At ang est soumis 0 de fortes pre®sxidens anth
rui ssel ement susceptibles d®emmener | es eaux de | essi
que les polluants des sites industriel s si tuAs sur | e pourtour de | ®Atang
Cadi ar e, est ri che en Al Ament s nutritifs. Depui s o
écologique trés dégradé, et depuis 2000 il est fermé aux activités de péche et de baignade. La

restaurat i on de | ®Atang de Bol mon est un des objectifs

littoral et son gestionnaire (SIBOJAI).



L®At ang esbtasusni nsodues | ®Et ang de Berre dont il a At A sA
il y a 21 siacldede. ma®&c ¢ emulsadytdiiosnent ai r e s o,sdviel ®acti o

d®un abai ssement du niveau deulr@éeawmt deée nd@At am®Padpartk

cordon littoral, le JaC, qui sApare act u@bureeZnent | ®At
aéroport
Etang Bourdigues “
de MARIGNANE
Berre 3
Cadieére
*L Etang de %
Bolmon CHATEUNEUF - S
LES - MARTIGUES Tunnel
du Rove N
N
Golf de -
Fos 3

2 km : O
H O
Figure 2 Local i sation de | ®hyHtang dey Betréd mectanB ale Bolmon et de leurs
connexions hydriques.
Les sens des échanges hydriqgues sont indiqués par des fleches. Des points noirs figurent les
bourdigues ; |l a double flache indique |l a seule bourdigue ouvert e
de Chéateauneuf). Le cheminement de la Cadiére est indiqué p ar un tracé bleu. Le tunnel du Rove,

prolongement du canal du Rove, est dessiné en pointillés.

L®At ang de Bol mon est un Atang saumytre de 578 ha. L
de 5.5 km, la | argeur maxi mal e, @adiérenestvde hukmd;esa | ®e mb o
profondeur maximale est de 2.2 matres. L®At ang de Bo
| ®At ang ,dia deixefenétres dans la digue du canal du Rove qui longe la rive sud de

| ®At ang de Bol Rgune 2k lercand dukRkove, (ong de 7 km , est souterrain dans sa

presque totalité (tunnel du Rove).L et unnel a At A construit en 1926 afin
alarade de Marseille en passant sous | a chaéne de | ®I
volte du tunnel a obstrué le canal etempé che depuis | ors tout Achange a\

L®At ang de Bol mon communi qgue Agal ement avcheanaux)®Et ang
creusées a travers le cordon du Jai : Du nord au sud, la Petite Bourdigue, la Grande Bourdigue
et la Bourdigue de Chéateauneuf. Seule la bourdigue de Chateauneuf permet les échanges avec

| ®At ang de Bol mon, | es deux amdlation de mytérelproveramt deb | Aes par



| ®Arosion naturelle du JacCcC. La bour dellegneesubitgas Chyt eau
d®ensabl ement trop i mportant. Les Achanges entre | es
selon les vents, la marée, les précipitat i on s . Des Achanges entre | ®At ang d
Berre ont également lieu a travers le Jai , permis par la nature perméable de ce lido sableux.

Toutes ces connexions sont des | ieux d®Achange d®ea
connecté avecla mer via | e canal de Caronte. Les seuls appo
Bolmon proviennent, outre les eaux du ruisselement du bassin versant, de la Cadiéere, une

riviere de 12 km de long dont la moyenne annuelle du débit estde 0.80 m  ®.s™.

L ® At derBglmon étant une lagune mesohaline secondaire, étant indirectemement relié a la

mer Méditerranée. Il ne subit donc pas de changement abrupt de salinité provo qué par une

entr Ae d®ealbedemmeAest affectent plesfludtuatioasade samitét A de | G
de | ®Atang de Bol mon sont maj oritairement expliquAes
du climat Méditerranéen . Cependant, des variations de salinité sortant du domaine de

fluctuations saisonniéres (de 11 g.I ™ en été a 4 g.I ™" en automne) peuvent également avoir lieu

dans | ®Atang de Bol mon en raison de qussubitcdegrandegsi on ave

variations de salinté pr ovoquAes par des rejets dreasinekydrdouces pi

éléctrique EDF i nst al | A au bor d depuisll986)tFiguneg3).de Berr e

Figure 3 Localisation des

\ ‘ Rejetsde rej e,ts. d®eau douce de
I,usine : e hyqro -électrigue EDF de
o v o Mg ., Saint Chamas.
Ve EDF -~ ' Le sens du vent dominant
3 /‘ " est indiqué par une fléche
' Sens duvent blanche
/ ,Etgng dominant '
Lo de — Etang
. Berre de

10 kn. S Bolmon -

Des plans de gestion visant 0 rAduire et lisser | es
sont rAguli arement mis :eetjetd,eﬁ,&milt’nardidb@nGaﬁand]®eLaQL93douce et

520 000 tonnes/an de sédiments ; 1993 -1995 : Plan Barnier, réduction du rejet a 2.7 puis 2.1



milliards de m % an d®e a y etcd Powue pl us d®icfn(imow erasgtdbarre.wg/ )).

Sous | ®ef fet du vent domi nant (l'e mistr aBerje,sont es var |

susceptibles de se repercuter dans | ®Atang de Bol mon, expliqgquant I

brutale de salinitA durant | ®annAe 2007, G | ®origine
2. Strat Agi e d®Achantill onnage

Troisst ati ons de olmaAnt été échadtikonnBes mensuellement en sub  -surface de
février 2009 a octobre 2010. Les stations échantillonnées ont été choisies selon les connexions

de | ®At ang avec sdigureed)vi ronnement (

O
06 B3
oS
oo‘ B2 ]

Cadiere
@ 0\5"
(Lo
1 km
Figure 4Local i sation des stations AchantillonnAes de | ®Atang d
La bourdigue -ouverte® est indiquAe par des fl aches. L®arri
stations indiquAes en gris n®ont AtA que partiell ement trai

La station B1 est située face a la bourdigue de Chateauneuf -les-Martigue s, la seule des trois
bourdigues 0 agtre restAe ouverte durant |l a pAriode d
| ®At ang, constitue | a station de r Af Arence car el l e e

de | ®At[@homeraf20G5]) . La station B3 est | ocalisAe 0 | ®emb



3. Base de données environnementales et phytoplanctoniques

L®At ude ut i | i s edesl années d2006,n B0OE 2009 et 2010. Les données

environnementales et phytoplanctoniques des années 2006 et 2007 ont été récoltées par

Fayolle S.
Les paramatres environnementaux mesur As sur l e terra
salinité, concentrat i o n et saturation en oxygane, transparenc

laboratoire (pH, matiéres en suspension, concentrations en sulfate , orthophosphate, et

composés azotés ) ont été déterminés suivant la méthode indiquée dans le chapitre 1 ( p. 52).

La détermination des especes et le dénombrement cellulair e des espéces ont été réalisés de la

mame faAon que | ors de | ®ptsd)de traitAe au chapitre 1
Les différentes especes phytoplanctoniqgues ont été regroupées au sein des groupes

fonctionnels ,selon | ® At ude deet& §2002])orévidée par Padisak ef al [2009] ; et au sein

des groupes morphol ogi qu eetal R@l0] ¢chréduldts, tTabtbel). de Kr uk

L®i ndice d®assembl age phyt oplakmicat [@006] g étécestiné durgriti n i par
l es quatre annAes de | ®Atude dAveloppA afin d®Avalue
proportions relatives des groupes f onchajueogrougel s et d ¢
fonctionnel selon | e type de | ac AtudiA. Bien que | ®a
soit soumi se 0 rAserves (le milieu Atant |l agunaire),
estimA G partir du modal mar Pddisakn et d/.e[2006] cuicpséseie dedi A s
caract Aristiques similaires 0 qrefondédm) dletuatioRsAduang de E

niveau de | ®eau, eau saumytre avec des variations de

4. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques, ainsi que la majorité des graphiques , ont été réalisées dans
| ®environnement R ( werfaseiRstudio@0.96)5. 1) avec | ®i

Les différences entre les échantillons ont été testées par des ANOVA ou des tests non
paramétriques de Kruskal -Wallis (package « pgirmess ») lorsque la normalité et/ou

| ®homoscedasticit A as@Ad tasiseost-hom desTukey At lesf cordparaisons



multiples par paires (méthode de Dunn) ont été utilisés pour visualiser les différences

significatives.
L®i ndice d®EquitabipgantAi ra did Al ®@iadvdriledpaskadee«Vegdma. n n o n
L®nalyse en Composantes principales (ACP) et | ®anal ys

ont AtA rAalisAes 0 | ®aide du package £ aded O.

Le facteur de corrélation de Pearson a été utilisé pour tester la relation linéaire entre deux

variables. Lesrégres si ons non |l inAaires ont At A ddgplat2rsmi nAes 0 |



C. RESULTATS

1. Modification des parameétres environnementaux

1i1Vvariation de [ a salinitA moyenne de | ®

La salinitA moyenne dans emtr@A8 (a b2 etd®(x B blhan vari e
cours des 4 a figuredsy Lal s@irjté vareentr¢ 4.2et9.1gl *de | ®hi ver 2005 0
2006 (milieu b mesohalin), et augmente subitement durant le printemps 2007 (milieu U
mesohalin) pour atteindre une salinité moyenne maximale de 18 g. "L en été 2007. Ce niveau de
salinitA se maintient d007 éniieu pdlyBadin). £ hivar200& t la dal®itéi v e r
moyenne atteint |le minimum mesur A d.ue miletresteealors 4 ans d
oligohalin (la salinité varie entre 2.3 et 4.8 g.| 'l) du printemps 2009 au printemps 2010. La salinité
augm ente a nouveau en été 2010 (6.2 g.I ) puis en automne 2010 (9.6 g.I ™) & un niveau similaire

a celui observé juste avant le pic de salinité de 2007.

Figure 5Var i ations de |l a salinitA moyenne sh®bbwairake0O8e( H®E) a
| ®hi ver 2007 (HO7) et de | ®hiver 2008 (HO08) 0 | ®automne 20!
Les di ffArentes cat Agories halines {@Porl97®At ang de Bol mon sor

1.2. Variation des paramétres env  ironnementaux

La salinité, la conductivitt etl e pH sont significativement plus Al
que durant les années 2009 et 2010 (p > 0.05, n=36, test de Kruskal -Wallis) (Figure 6). Les

concentrations en composés azotés et en phosphate sont en moyennes  équivalentes en 2007,
















































































































































































































































