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taille >3 um) sur 'ensemble de la série temporelle (de 2009 a 2016) a la station SOMLIT-Astan a
Roscoff. Dans le panneau inférieur gauche, les points noirs indiquent les interactions entre les
classes. Un seul point noir indique une date assignée a la méme classe par la microscopie et le
metabarcoding et deux points noirs joints indiquent une date assignée a deux classes différentes
par la microscopie et le metabarcoding. Le nombre de dates d’échantillonnage dans chaque classe
de qualité distribué en fonction des saisons (hiver : rouge, printemps : vert, été : jaune, hiver :
rouge) est représenté dans les deux panneaux inférieurs a droite. Le nombre total de dates
d’échantillonnage dans chaque classe de qualité est représenté dans le panneau inférieur central.
Le nombre de dates d’échantillonnage de chaque interaction est indiqué dans le panneau
supérieur. Les cas ol la classe de qualité assignée a I'indicateur PH3 calculé a partir des données
de metabarcoding est supérieure a celle obtenue a partir des données de microscopie sont indiqués
en bleu clair dans le panneau supérieur. La relation inverse est indiquée en rose........................ 49
Figure 40. Analyse comparative (UpSet plot) des classes de qualité (i.e., état trés éloigné, éloigné,
intermédiaire, proche, trés proche de I’état de référence) assignées aux valeurs de I'indicateur PH3
calculé avec les données de microscopie et les données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de
taille >3 um) sur I'ensemble de la série temporelle (de 2015 a 2020) a la station SOMLIT-C a
Wimereux. Dans le panneau inférieur gauche, les points noirs indiquent les interactions entre les
classes. Un seul point noir indique une date assignée a la méme classe par la microscopie et le
metabarcoding et deux points noirs joints indiquent une date assignée a deux classes différentes
par la microscopie et le metabarcoding. Le nombre de dates d’échantillonnage dans chaque classe
de qualité distribué en fonction des saisons (hiver : rouge, printemps : vert, été : jaune, hiver :
rouge) est représenté dans les deux panneaux inférieurs a droite. Le nombre total de dates
d’échantillonnage dans chaque classe de qualité est représenté dans le panneau inférieur central.
Le nombre de dates d’échantillonnage de chaque interaction est indiqué dans le panneau
supérieur. Les cas ol la classe de qualité assignée a I'indicateur PH3 calculé a partir des données
de metabarcoding est supérieure a celle obtenue a partir des données de microscopie sont indiqués
en bleu clair dans le panneau supérieur. La relation inverse est indiquée en rose........................ 50
Figure 41. Analyse comparative (UpSet plot) des classes de qualité (i.e., état trés éloigné, éloigné,
intermédiaire, proche, trés proche de I’état de référence) assignées aux valeurs de I'indicateur PH3
calculé avec les données de microscopie et les données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de
taille >3 um) sur I'ensemble de la série temporelle (de 2019 a 2020) a la station de la Marine du
Chdteau a Brest. Les résultats présentent les données des deux sites B8 et H42 combinés. Dans le
panneau inférieur gauche, les points noirs indiquent les interactions entre les classes. Un seul point
noir indique une date assignée a la méme classe par la microscopie et le metabarcoding et deux
points noirs joints indiquent une date assignée a deux classes différentes par la microscopie et le
metabarcoding. Le nombre de dates d’échantillonnage dans chaque classe de qualité distribué en
fonction des saisons (hiver : rouge, printemps : vert, été : jaune, hiver : rouge) est représenté dans
les deux panneaux inférieurs a droite. Le nombre total de dates d’échantillonnage dans chaque
classe de qualité est représenté dans le panneau inférieur central. Le nombre de dates
d’échantillonnage de chaque interaction est indiqué dans le panneau supérieur. Les cas ol la classe
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Figure 42. Sensibilité de I'indicateur PH3 a la fréquence d’acquisition des données. L’indicateur PH3 est
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par ré-échantillonnage aléatoire des données des séries temporelles. Les détails sur les procédures
de dégradations des données figurent dans le paragraphe 7.1.3 (voir notamment dans la figure

Figure 43. Sensibilité de I'indicateur PH3 a la fréquence d’acquisition des données. L’indicateur PH3 est
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1. Introduction

Sous l'action des activités humaines et des changements globaux qu’elles induisent, les
écosystémes aquatiques sont confrontés a une gamme sans précédent de pressions
environnementales (Sala et al. 2000, Halpern et al. 2008). L'impact de ces pressions
environnementales sur les écosystémes aquatiques est une préoccupation sociétale, dans la
mesure ol elles affectent les niveaux de biodiversité qu’ils abritent (Pereira et al. 2012, Pimm
et al. 2014), ce qui compromet leur fonctionnement (Hautier et al. 2015, Duffy et al. 2017) et
in fine la fourniture de services écosystémiques pour le bien-étre des populations humaines
(Worm et al. 2006, Walsh et al. 2016). La vulnérabilité des écosystémes aquatiques, et
notamment des écosystémes marins, a ces changements environnementaux a conduit a la
mise en place de la Directive Cadre Stratégique pour le Milieu Marin (2008/56/CE), en
complément des directives européennes antérieures, notamment la Directive Cadre sur I'Eau
(2000/60/CE). Pour répondre aux objectifs de ces directives, chaque Etat membre de I’'Union
Européenne s’engage a mettre en place les stratégies nécessaires pour atteindre et/ou
maintenir le Bon Etat Ecologique (BEE) des écosystémes aquatiques. Ces stratégies recouvrent
la définition du bon état des différentes composantes de biodiversité et de leur
environnement, des pressions anthropiques qui les impactent, d’'un programme de
surveillance, d’objectifs environnementaux (qui ciblent la réduction de pressions) et la mise
en place d’un plan d’action (par la définition de mesures) pour atteindre le BEE (une phase
d’évaluation permet de statuer sur I'atteinte ou non de BEE).

Les habitats pélagiques marins abritent I'ensemble des organismes animaux et végétaux
vivant en plein eau et se déplacant essentiellement de maniere passive, sans rapport direct
avec les habitats benthiques. Ces organismes planctoniques sont des intégrateurs des
changements des conditions environnementales (Kirby & Beaugrand 2009). Outre leur
variabilité naturelle saisonniére, des modifications de leur distribution, de leur abondance et
de leur biomasse peuvent se produire de maniere abrupte et refléter I'impact d’événements
extrémes (e.g., tempéte, Vincent et al. 2002) ou de maniere graduelle en réponse a des
changements s’exercant a plus long terme (e.g., changement global ; Beaugrand 2012). En
conséquence, I'évaluation de la qualité écologique des habitats pélagiques marins se base en
partie sur la surveillance spatio-temporelle de différents compartiments biologiques
planctoniques et leurs réponses aux facteurs environnementaux naturels et d’origine
anthropique. Les directives européennes cadre sur I'eau (DCE) et stratégie pour le milieu
marin (DCSMM) requiérent I’évaluation de I'état écologique des communautés planctoniques.
Les communautés phytoplanctoniques sont ainsi un des « éléments de qualité biologique » de
la DCE et les « Habitats pélagiques » constituent une composante du Descripteur 1 —
Biodiversité de la DCSMM. Ces évaluations s’appuient sur des indicateurs et sur des
programmes de surveillance permettant d’acquérir les données requises pour leur calcul. Le
choix des compartiments biologiques planctoniques a surveiller est conditionné par leur place
dans les réseaux trophiques et leur réle fonctionnel. Ainsi, les évaluations et programmes de
surveillance mis en ceuvre doivent reposer sur les compartiments phytoplanctonique,
zooplanctonique et microbien. Les communautés phytoplanctoniques constituent des
éléments essentiels des réseaux trophiques marins. En tant que principaux producteurs de
matiere organique, la structure des communautés phytoplanctoniques ainsi que leur
variabilité spatio-temporelle conditionnent fortement celles de leurs prédateurs
zooplanctoniques (e.g., dinoflagellés, ciliés, copépodes). Les organismes zooplanctoniques
sont a la fois des consommateurs primaires et proies de choix pour les niveaux trophiques
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supérieurs tels que les poissons. Ils occupent ainsi une position centrale dans les réseaux
trophiques pélagiques comme lien dans les flux d’énergie et de matiere entre la base des
chaines trophiques et les prédateurs supérieurs (Ware & Thompson 2005). Les organismes
microbiens pélagiques (ou microorganismes pélagiques) comprennent tous les organismes
unicellulaires ou coloniaux de taille microscopique. Ce compartiment comprend donc, des
eucaryotes® phototrophes, hétérotrophes ou mixotrophes, des procaryotes (bactéries
phototrophes ou non et archées) et les virus. Les organismes phytoplanctoniques (qui
comprennent des eucaryotes unicellulaires et des bactéries phototrophes) sont donc un
compartiment microbien. Les microorganismes pélagiques jouent un role majeur dans les
principales fonctions écosystémiques des habitats pélagiques marins (e.g., la séquestration du
carbone, la régulation du climat et le cycle des nutriments ; Ducklow 2008, Falkowski et al.
2008, Hutchins & Fu 2017).

Les directives européennes doivent s’appuyer sur les travaux menés dans le cadre de la
Commission européenne et de I'ICES, des conventions de mers régionales OSPAR et de
Barcelone, pour répondre aux exercices de définition du BEE de I'ensemble des descripteurs
(Guérin et al. 2012). Dans le cadre de la convention OSPAR, le groupe de travail de I'lCG-
COBAM formé d’experts internationaux a notamment proposé trois indicateurs (PH1, PH2,
PH3) pour renseigner le critere D1C6 de la DCSMM (seul critere considéré actuellement pour
I’évaluation de I'état écologique des habitats pélagiques). Ces indicateurs « Habitats
pélagiques » visent a décrire la structure et le fonctionnement des communautés
planctoniques en couvrant des aspects complémentaires de leur dynamique. L'indicateur PH1
porte sur les changements entre groupes fonctionnels du plancton, I'indicateur PH2 décrit les
variations de biomasse ou d’abondance du plancton et I'indicateur PH3 s’intéresse aux
changements dans la biodiversité du plancton. Ces indicateurs sont des indicateurs de
surveillance (selon Bedford et al. 2018), c’est-a-dire que les variations temporelles observées
dans la structure, I'abondance, la biomasse et/ou les rapports fonctionnels traduisent les
effets des conditions environnementales naturelles ou liées a des pressions anthropiques
dominantes. Ainsi, ces indicateurs agissent comme des signaux d’alarme a partir desquels des
actions de gestion (principe de précaution) et/ou de recherche (études des liens état-pression)
peuvent étre entreprises. La mise en ceuvre du programme de surveillance « Habitats
pélagiques » au cours du 1°" cycle d’évaluation DCSMM a débuté par la prise en compte du
compartiment phytoplanctonique, et dans une moindre mesure celle du compartiment
zooplanctonique. La surveillance de nombreux groupes d’organismes qui composent les
communautés microbiennes n’a pas été initiée durant le 1°" cycle d’évaluation. Pour I’heure,
I'intégration des communautés procaryotes dans la DCSMM a essentiellement considéré les
bactéries pathogénes pour ’homme (e.g., Escherichia coli, Vibrio cholerae) et leurs incidences
sanitaires en lien avec le Descripteur 9. L’'une des orientations du 2™ cycle du programme
« Habitats pélagiques » est donc de tester des dispositifs candidats permettant la mise en
place d’une stratégie de surveillance du compartiment microbien dans son ensemble. Cette
action a pour objectifs i) d’identifier et de référencer les données disponibles (accessibles et
bancarisées) pouvant alimenter les indicateurs existants pour I’évaluation de I'état écologique
du descripteur « Habitats pélagiques », ii) de réaliser les tests numériques pour le calcul des
indicateurs concernés, et de contribuer aux développements méthodologiques sur les
indicateurs (seuils, méthodes d’intégration) en lien avec les groupes de travail européens

1 Ces organismes sont aussi parfois regroupés sous le nom de protistes ou microeucaryotes.
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(e.g., ICG-COBAM, WG-PME de I'ICES), et iii) d’'intégrer la composante bactérienne dans les
évaluations, en développant un/des indicateur(s) pertinent(s).

2. Lesindicateurs BEE du descripteur « Habitats pélagiques »

Dans le cadre de la DCSMM, la France a choisi de baser I'évaluation du BEE pour les habitats
pélagiques marins sur des mesures d’abondance et/ou de biomasse ainsi que de composition
spécifique des communautés planctoniques, alimentant le calcul des trois indicateurs (PH1,
PH2, PH3) proposés par le groupe de travail de I'lCG-COBAM de la convention OSPAR. Les
évaluations de I’élément de qualité biologique « phytoplancton » reposent sur un indicateur
composé de trois indices (biomasse, abondance et composition), I'indice de composition étant
en cours de développement. La commission européenne encourage l'articulation des
évaluations et des programmes de surveillance des différentes directives. Les travaux
proposés dans ce rapport s’appuient sur les développements conduits dans le cadre de la
convention OSPAR et de la DCSMM, et ont vocation a alimenter les réflexions en cours pour
les deux directives (i.e., la DCE et la DCSMM).

2.1. Indicateur PH1

L'indicateur PH1 est basé sur la méthode du Plankton Index (PI; Tett et al. 2008), une
approche graphique utilisée pour le calcul d’indicateurs adaptés aux organismes
planctoniques (Gowen et al. 2011, Gowen et al. 2013, McQuatters-Gollop et al. 2019). Le PI
est un indice de composition qui trouve son fondement dans les théories développées par
Margalef (1978) sur les successions écologiques. Cet indicateur se base sur un ratio
d’abondance ou de biomasse entre deux formes de vie (ou groupes fonctionnels)
planctoniques suivies au cours des cycles saisonniers. Sur le principe, le Pl permet de décrire
I’évolution saisonniere de ces formes de vie et de détecter les réponses des communautés
planctoniques aux modifications des conditions environnementales, en quantifiant I'écart
entre une succession d’états observés et une succession d’états de référence. L'estimation de
ces écarts permet d’évaluer le retour a I'état de référence ou I'éloignement de celui-ci. Des
écarts importants renseignent d’'un événement inhabituel (s’il est ponctuel), ou d’un éventuel
changement de régime (si un nouveau cycle saisonnier s’établit), pouvant étre liés a des
perturbations de type changements environnementaux suite a des changements globaux ou
des pressions anthropiques. Dans les deux cas, ces changements peuvent avoir des
répercussions sur le fonctionnement de I’écosystéme considéré. Une enveloppe de référence
est théoriquement définie sur la base de données (abondance ou biomasse) acquises pour
deux formes de vie sur la période antérieure a la période d’évaluation. En pratique, les
données traduisant I’état de référence sont projetées sur un plan bidimensionnel pour former
une enveloppe sur laquelle sont ensuite projetées celles acquises dans le cadre de la période
d’évaluation et traduisant alors I’état observé. La trajectoire entre I’état de référence et I'état
observé refléte i) la variabilité cyclique et a moyen terme (cycles saisonniers, successions
d’espéces et variabilité interannuelle) et ii) la variabilité a long terme pouvant résulter des
pressions environnementales. A |'origine du développement du PI, seuls les ratios entre
diatomées et dinoflagellés ont été considérés, mais par la suite la méthode a été appliquée a
d’autres couples de formes de vie (Tableau 1).
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Cet indicateur renseigne également l'indicateur FW5 et contribue ainsi a renseigner les
criteres du descripteur 4 « Réseaux trophiques » de la DCSMM, D4C2 (équilibre de
I’'abondance entre guildes trophiques, concernant certaines paires de groupes fonctionnels)
et D4C3 (répartition par taille des individus au sein d’une guilde trophique, concernant la paire
phytoplancton >20um et <20um). Par ailleurs, les paires fonctionnelles « dinoflagellés
potentiellement nuisibles/toxiques sur dinoflagellés totaux » et «dinoflagellés
nuisibles/toxiques sur les diatomées totales » sont liées au critére D5C3 du descripteur 5
« Eutrophisation » qui vise a estimer I’étendue spatiale et la durée des efflorescences d’algues
nuisibles et/ou toxiques.

2.2. Indicateur PH2

L'indicateur PH2 repose sur I'analyse de séries temporelles d’un proxy de la biomasse totale
du phytoplancton (ici la concentration en chlorophylle a) ou de I'abondance totale des
copépodes (Duflos et al. 2018). Les copépodes ont été choisis comme proxy pour suivre
I’'abondance totale du zooplancton car ils représentent la sous-classe la plus abondante et la
plus ubiquiste du zooplancton dans les milieux marins. Ces organismes peuvent représenter
jusqu’a 80-95% de la biomasse totale et 70-95% de I'abondance du mésozooplancton (Turner
2004). La dynamique du plancton présentant généralement un cycle saisonnier marqué, le
PH?2 se calcule a un pas de temps mensuel sous la forme d’anomalies par rapport a un cycle
saisonnier de référence préétabli. Des ajustements méthodologiques ont été apportés lors du
1°" cycle d’évaluation du descripteur « Habitats pélagiques » par rapport aux développements
réalisés dans le cadre de la convention OSPAR (Duflos et al. 2018). Tout d’abord, le cycle
saisonnier de référence est calculé sur une période de référence (définie par défaut comme
étant la période antérieure a la période d’évaluation) et non plus sur I'ensemble de la série
temporelle. Ensuite, l'interprétation du PH2 repose sur l'observation des tendances
présentées par les anomalies par rapport au cycle saisonnier de référence et de leurs sommes
cumulées sur les périodes de référence et d’évaluation et non plus sur la catégorisation des
anomalies en événements extrémes/importants/faibles.

Dans sa configuration actuelle, cet indicateur est en lien avec le critére D5C2 (chlorophylle a
dans la colonne d’eau) du descripteur « Eutrophisation » et repose sur |'acquisition des
mémes données relatives a la biomasse phytoplanctonique a partir des concentrations en
chlorophylle a. Par ailleurs, I'indicateur FW6 (indicateur candidat OSPAR réseaux trophiques)
est une adaptation du PH2-zooplancton considérant les biomasses (au lieu des abondances)
et les classes de taille. Une fois la taille des copépodes prise en compte, le PH2 sera alors en
lien avec le critere D4C3.
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Tableau 1. Paires de formes de vie phytoplanctoniques considérées pour I'indicateur PH1 (Ostle et al.

2017)
Intitulé Groupes Critére de Niveau de confiance de Phénomeéne écologique
phytoplanctoniques  sélection I'indice représenté
(numérateur/
dénominateur)
Life Form Diatomées Toutes Elevé La dominance des
Pair diatomées dinoflagellés peut
« Group » ) ) ) ) représenter un
Dinoflagellés Tous dinoflagellés indicateur
d’eutrophisation et/ou
de changements dans
les réseaux trophiques
(perturbations)
Life Form Phytoplancton de Cellules > 20um Elevé, méme si difficulté a Indicateur basé sur la

Pair « Size »

Life Form
Pair « Feed »

Life Form
Pair
« Habitat »

Life Form
Pair « Tox »

grande taille (micro)

Phytoplancton de
plus petite taille
(nano)

Diatomées

Dinoflagellés
autotrophes et
mixotrophes

Diatomées
pélagiques

Diatomées
thycopélagiques

Diatomées
potentiellement
nuisibles/toxiques
vs. Diatomées

Dinoflagellés
potentiellement
nuisibles/toxiques
vs. Dinoflagellés

Cellules < 20um

Toutes les
especes de la
liste I0C-
UNESCO?

visualiser et compter les
cellules nanoplanctoniques
et méme si les cellules
picoplanctoniques sont
ignorées (non détectées en
microscopie photonique
traditionnelle)

Faible (actuellement) car
difficulté a distinguer les
dinoflagellés mixotrophes.
Niveau pouvant étre
amélioré a I'avenir si
recours a un proxy (e.g.,
déduire les hétérotrophes
de I'labondance totale des
dinoflagellés)

Elevé

Faible si identification au
niveau du genre, car un
méme genre peut inclure a
la fois des espéces toxiques
ou nuisibles et non-toxiques
ou non-nuisibles

Elevé si identification a
I'espece

taille, indiquant
I'efficacité du transfert
énergétique vers les
niveaux trophiques
supérieurs

Un changement au sein
des producteurs
primaires pourrait
indiquer des
phénoménes
d’eutrophisation

Indicateur de
perturbation benthique
et des événements de
resuspension

Changement au sein de
la communauté
phytoplanctonique avec
des événements
nuisibles/toxiques (de
types bloom) pouvant
impacter les autres
niveaux trophiques

2 http://www.marinespecies.org/hab/

Projet AMI INDIGENE — Mai 2023


http://www.marinespecies.org/hab/

2.3. Indicateur PH3

Les assemblages phytoplanctoniques sont généralement caractérisés par quelques espéces
communes et de nombreuses especes rares, et présentent une variabilité de composition
(i) temporelle, caractérisée par une succession saisonniére et (ii) spatiale, caractérisée par
exemple par un gradient latitudinal (Reynolds 2006). Les causes de succession sont la
réactivité des espéces a des conditions environnementales favorables tout au long de I'année,
telles que les changements saisonniers de température, le mélange/la stratification de la
colonne d’eau, la charge en nutriments et la disponibilité en lumiéere (Chalar 2009). D’autres
processus agissent sur des périodes allant de quelques jours a plusieurs semaines, comme les
événements météorologiques (e.g., vent, pluie, nébulosité) et les événements hydrologiques
(e.g., upwelling/downwelling, prélevement hydrologique, fluctuations du niveau d’eau). A
long terme, les assemblages de phytoplancton réagissent également au changement
climatique et aux processus a grande échelle tels que la variabilité des schémas de circulation
atmosphérique (e.g., I'oscillation nord-atlantique). Le but de I’évaluation a I'aide d’indices de
diversité n’est pas seulement de caractériser la composition des communautés, mais
également de pouvoir détecter des changements dans la structure des communautés sur une
base saisonniere et annuelle. Considérer simultanément différents indices se focalisant
principalement sur le nombre d’espéeces (ou la richesse), la dominance des espéces au sein
des communautés ainsi que I'amplitude des variations de la structure entre les communautés
(e.g., au cours du temps) fournissent une image holistique de la structure des communautés.
Lindicateur PH3 repose donc sur une approche multi-métrique combinant le calcul d’indices
de diversité alpha et béta (Duflos et al. 2018, Rombouts et al. 2019). Cet indicateur permet de
décrire la structure et la diversité des communautés planctoniques et informe sur les
phénoménes de dominance et de perturbation dans un continuum temporel. Pour le
phytoplancton, la caractérisation de la diversité alpha, qui représente la diversité a I'échelle
locale (Gaston & Spicer 2004), est basée sur un indice de diversité et un indice de dominance.
L'indice de Menbhinick (D) a été choisi comme indice de diversité, pour évaluer la richesse
spécifique, du fait de sa forte sensibilité aux changements des conditions environnementales
(Rombouts et al. 2019). Pour ce qui est de |'évaluation de la dominance des espéces, le choix
s'est porté sur l'indice de Hulburt (6), présentant lI'avantage d’une relative facilité
d’interprétation dans un contexte d’évaluation (Facca et al. 2014). Concernant la diversité
béta, qui correspond a la variation de composition en espéces entre des sites ou entre des
événements temporels, il a été choisi de s’intéresser a la composante temporelle. Pour cela,
la diversité béta est considérée selon le calcul de I'indice de la Contribution Locale a la
Diversité Béta (LCDB, Legendre & De Caceres 2013). L’indice LCBD utilise la variance de la
distribution des espéces entre différents sites (ou différentes dates d’analyse pour une série
temporelle) pour renseigner I’hétérogénéité entre les communautés planctoniques et donc
dans quelle mesure chaque observation (site, date) contribue a la diversité béta. L'intégration
de ces trois indices a I'échelle de lI'indicateur PH3 se fait par I'estimation de leurs ratios de
qualité écologique (EQR) respectifs et I'agrégation de ceux-ci par le calcul de moyenne.

Cet indicateur est en lien avec le critére DAC1 qui se réfere a la diversité des guildes trophiques
et avec le critere D5C3 en cas de dominances fortes liées a la prolifération d’espéces
phytoplanctoniques nuisibles et/ou toxiques.
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3. Positionnement du projet INDIGENE dans les travaux d’évaluation de I’état écologique
du descripteur « Habitats pélagiques » et le programme de surveillance associé

Le développement d’outils d’évaluation et de surveillance permettant de mettre en évidence
les changements d’état écologique du compartiment microbien, et en particulier ceux
conduisant a des dysfonctionnements attribuables a des modifications des conditions
environnementales liées aux activités anthropiques (e.g., pollutions chimiques,
eutrophisation), figure clairement dans les besoins des gestionnaires des milieux marins en
charge de la mise en ceuvre des politiques publiques (i.e., la DCE, la DCSMM, mais également
les documents de gestion des aires marines protégées). L’étude taxinomique des
communautés planctoniques, par microscopie optique, dépend du niveau d’expertise
mobilisée et devient impossible dés lors que les especes sont de trop petite taille (i.e., lorsque
la résolution optique est insuffisante), et lorsqu’elles sont cryptiques ou en trés faibles
abondances. Ainsi, les méthodes de microscopie optique sont inadéquates pour le suivi de la
diversité de nombreux organismes microbiens comme les virus, les archées et bactéries, mais
aussi les eucaryotes pico- ou nano-planctoniques. L’approche par comptage et/ou observation
est également trés chronophage, ce qui limite son déploiement a grande échelle ou a haute
fréquence temporelle.

Les nouvelles technologies de séquengage a haut débit et les méthodes moléculaires de
metabarcoding (séquencage de marqueurs amplifiés a partir de I'ADN extrait d’une
communauté complexe) sont actuellement les outils les plus performants pour caractériser la
diversité des assemblages planctoniques microbiens (Zimmerman et al. 2015). De plus,
plusieurs études ont suggéré la pertinence de ce type d’approches pour le calcul d’indices de
polluosensibilité ou d’indices de qualité écologique pour les milieux d’eau douce (e.g., Cordier
et al. 2017, Rivera et al. 2020). Ces approches semblent donc des outils prometteurs pour la
surveillance des habitats pélagiques marins. Par exemple, les données semi-quantitatives
obtenues par metabarcoding pourraient alimenter I'indicateur PH1 dans la mesure ou elles
rendent compte de I'abondance relative d’un groupe fonctionnel/taxinomique donné par
rapport a un autre (en termes de nombre de séquences). L’acces a une résolution plus fine de
la diversité par les méthodes de metabarcoding permettrait également d’acquérir des
données alimentant directement le calcul de I'indicateur PH3 relatif aux changements dans
la diversité planctonique. Toutefois, le fait que les données de metabarcoding soient semi-
guantitatives et exprimées en représentativité des taxons (en proportion du nombre total
compté) ne permet pas pour le moment d’alimenter directement I'indicateur PH2 basés sur
des données quantitatives de biomasse.

Plusieurs étapes sont nécessaires avant de pouvoir utiliser ce type de données de maniere
opérationnelle pour I'évaluation du BEE des habitats pélagiques marins. Tout d’abord, une
comparaison des méthodes moléculaires et des méthodes classiques de comptage
(e.g., microscopie optique) est indispensable avant de pouvoir utiliser des données
moléculaires dans un cadre réglementaire, pour la surveillance mais aussi pour I’évaluation
(Goodwin et al. 2017, Hering et al. 2018). Les techniques moléculaires et les protocoles
d’échantillonnage et d’analyse (pipelines analytiques pour le traitement bio-informatique des
données moléculaires) doivent également étre standardisés et harmonisés avant de pouvoir
étre utilisés en routine. Enfin, les développements numériques doivent s’intéresser a traduire
les résultats des analyses moléculaires en indicateurs et métriques pouvant étre utilisés pour
les évaluations réglementaires du BEE. Dans ce cas précis, il est nécessaire dans un premier
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temps de tester, voire adapter, les indicateurs déja mis en place pour ces évaluations du BEE
des habitats pélagiques marins, et notamment les indicateurs PH1 et PH3.

Ces travaux préliminaires doivent s’appuyer tout d’abord sur des données existantes avant
d’envisager une stratégie de déploiement opérationnelle.

Dans ce contexte le projet INDIGENE fait office d’étude pilote avec pour objectif de tester la
pertinence des données de diversité de type metabarcoding des compartiments microbiens
eucaryotes et/ou procaryotes pour I’évaluation du BEE des habitats pélagiques marins. La
pertinence des données de métabarcodes est évaluée en utilisant des données
morphologiques (i.e., comptage du microphytoplancton par microscopie optique) a titre de
comparaison. Le projet se décline en quatre actions :

e Lapremiére action a consisté a bancariser 'ensemble des données, de nature différentes,
mobilisables pour le projet.

e La seconde action avait pour objectif de mettre en évidence les enveloppes de variation
de la diversité des communautés microbiennes (procaryotes et eucaryotes), sur la base
de données moléculaires et morphologiques, et d’estimer le role des facteurs
environnementaux sur la diversité de ces compartiments biologiques.

e La troisieme action a consisté a calculer les indicateurs utilisés classiquement dans la
surveillance des habitats pélagiques (i.e., en particulier les indicateurs PH1 et PH3) a
partir des données de metabarcoding et a tester leur comportement, en particulier en
lien avec les pressions environnementales.

e La quatrieme action a été de fournir un cadre analytique standardisé et reproductible
permettant le calcul d’indicateurs de composition des communautés microbiennes
pélagiques marines et la description de la stratégie de surveillance associée.

Le projet INDIGENE repose sur quatre stations ateliers dédiées (Figure 1), dont trois sont issues
des réseaux de surveillance nationaux SOMLIT et PHYTOBS (labélisés comme SNO) : la station
SOMLIT-Astan a Roscoff, la station SOMLIT-C a Wimereux et la station SOMLIT-Portzic
(Saint-Anne-du-Portzic) a Brest. La quatrieme station est localisée a la Marina du Chateau dans
le port de Brest et se caractérise par trois sites d’échantillonnage (B8, F32, H42) positionnés
le long d’un gradient de contamination chimique par les métaux lourds. Cette derniére est le
site d’étude retenu dans le cadre du projet de recherche PHYTOPORT (projet incitatif de I'UMR
7144) porté par Dominique Davoult et Nathalie Simon, qui est également en charge du projet
INDIGENE.
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Figure 1. Localisation géographique des quatre stations ateliers (points rouges) dédiées au projet
INDIGENE. Pour la station a la Marina du Chdteau dans le port de Brest, le gradient de contamination
par les métaux lourds s’établit du ponton le plus interne au ponton le plus externe du port.

4. Caractéristiques des stations d’échantillonnage

Les quatre stations retenues pour le projet se répartissent sur deux sous-régions marines, la
sous-région marine Manche/Mer du Nord pour la station SOMLIT-C a Wimereux et la sous-
région marine Mers Celtiques pour la station SOMLIT-Astan a Roscoff et les deux stations
situées a Brest (i.e., SOMLIT-Portzic et a la Marina du Chateau). Ces sous-régions marines sont
constituées de plusieurs paysages marins, chacun correspondant a des masses d’eau
homogenes du point de vue de leur fonctionnement hydrologique et hydrodynamique. La
station SOMLIT-C a Wimereux, la station SOMLIT-Astan a Roscoff et les deux stations a Brest
font partie de paysages marins différents (Tew-Kai et al. 2020).

Les trois stations adossées au SOMLIT font I'objet de suivis depuis plusieurs années voire
décennies, avec notamment I'acquisition de 13 parametres hydrologiques et des abondances
du plancton (https://www.somlit.fr/, https://www.phytobs.fr/).
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e La station SOMLIT-C (50°40’75”N, 1°31’17"’E), proche de Wimereux, est située a 1 mile
nautique des cOtes et présente une profondeur d’environ 25 m. Cette station est
considérée comme représentative de la zone cétiere de la Manche Orientale, tout en
étant caractérisée par des eaux cotieres séparées des eaux du large et formant un fleuve
marin cotier (Brylinski et al. 1991). En Manche Orientale, ou le régime marégraphique est
mégatidal et suscite des courants alternatifs et paralleles a la coéte, le phénoméne de
« fleuve cotier » se caractérise par la création d’'une masse d’eau cétiere permanente
dont I'individualité (dessalure, turbidité, richesse en phytoplancton, teneur en polluants)
est sans cesse entretenue par les apports fluviatiles qui s’échelonnent de la baie de Seine
au Pas-de-Calais (Brylinski et al. 1991). La station SOMLIT-C est également fortement
soumise aux apports cotiers présentant un déséquilibre en sels nutritifs disponibles et
notamment un excés d’azote et une limitation en silicate (e.g., Peperzak et al. 1998,
Schapira et al. 2008, Grattepanche et al. 2011).

e La station SOMLIT-Astan (48°46’40”’N, 3°56’15"’W) est située au large de Roscoff a 2.5
miles nautiques de la c6te, au nord-est de I'ile de Batz. A ce point, la hauteur de la colonne
d’eau est de 60 m. Cette station est considérée comme représentative de la Manche
Occidentale (en termes de structure et de profondeur moyenne de la colonne d’eau). Elle
est trés peu soumise a la pollution anthropique et I'eutrophisation (Guilloux et al. 2013).

e La station SOMLIT-Portzic (14°21’'32”N, 4°33'07”W), localisée au niveau du goulet
d’entrée de la rade de Brest, a I'interface avec la mer d’lroise, présente une profondeur
moyenne de 9 m. La rade de Brest est soumise a un régime marégraphique macrotidal
induisant un fort mélange des eaux et réduisant I'influence des deux fleuves (I’Aulne et
I’Elorn) qui s’y jettent (Le Pape et al. 1996).

Les trois sites localisés dans la Marina du Chateau du port de Brest sont considérés comme
étant distribués le long d’un gradient de pollution par les hydrocarbures et les métaux lourds
selon un gradient de confinement dans le port (Kenworthy et al. 2018).

5. Action 1: Traitement, préparation et mise en forme des tableaux de données
disponibles

Pour le projet INDIGENE, les périodes temporelles sélectionnées correspondent a celles pour
lesquelles les laboratoires impliqués possédaient des jeux de données de metabarcoding. La
figure 2 résume les périodes considérées et I’ensemble des données mises a disposition ainsi
gue les fréquences d’échantillonnages.
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Site Période Fréguence Paramétres
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Figure 2. Périodes considérées, fréquences d’échantillonnage et type de données disponibles pour les
stations étudiées dans le cadre de ce projet. Pour la Marina du Chédteau, deux sites (B8 et H42) ont été
étudiés.

5.1. Données de biodiversité obtenues par microscopie

Les données de comptage des taxons phytoplanctoniques (cellules > 10 um) obtenues par
microscopie aux sites des SNO SOMLIT et PHYTOBS ont été extraites des bases de données
PELAGOS (https://pelagos.sb-roscoff.fr/) et/ou PHYTOBS (https://www.phytobs.fr/). Pour les
sites de la Marina du Chateau, les données de comptage obtenues dans le cadre du projet
PHYTOPORT ont été utilisées. Les périodes considérées ainsi que les fréquences
d’échantillonnage, identiques a celles pour le metabarcoding, sont résumées dans le Tableau
2.

5.2. Données de biodiversité génétique (obtenues par metabarcoding)

Pour utiliser des données de metabarcoding issues de séquencage a haut débit, un traitement
bio-informatique est nécessaire. La seconde étape de cette action a donc consisté a réaliser
ce traitement metabarcoding pour I'ensemble des stations suivies dans le projet (Tableau 2).
Les séquences brutes ont été obtenues par séquencage a haut-débit (technologie lllumina
MiSeq) grace a l'utilisation d’amorces spécifiques ciblant des régions variables du gene codant
pour I’ARN 18S pour les eucaryotes et 16S pour les procaryotes. L'objectif était d’obtenir, pour
chaque échantillon de plancton une liste de séquences uniques ainsi que pour chacune de ces
séquences une abondance de « lectures ». Pour répondre a cet objectif, nous avons mis en
place un pipeline d’analyse bio-informatique qui comprend une étape de « filtrage »
permettant de se débarrasser du « bruit » et en particulier des séquences présentant des
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erreurs introduites notamment lors des étapes d’amplification par PCR et de séquencage. Le
pack logiciel « open source » DADA2 (Callahan et al. 2016) a été utilisé a cette fin. DADA2
permet I'obtention pour chaque échantillon d’une liste de séquences nommées ASV (pour
Amplicon Sequence Variant). Cette stratégie visant a filtrer les erreurs et conserver les
séquences uniques au lieu de regrouper les séquences en OTUs (Operational Taxonomic Units)
a une résolution plus fine et permet de comparer facilement des séquences entre différentes
études (Caruso et al. 2019). Un effort conséquent a été alloué pour automatiser le pipeline
d’analyses bio-informatiques et proposer un guide d’utilisation.

Ce guide disponible sous la forme d’une page github, est accessible au lien suivant:
https://github.com/benalric/MetaB pipeline, et permet aux utilisateurs de mettre en
pratique le pipeline tout en ayant accés aux codes sources.

Tableau 2. Données de metabarcoding utilisées dans le cadre du projet INDIGENE. A noter que
différentes amorces de séquencage ont été utilisées selon le compartiment biologique considéré :
ITAReuk454FWD1 et TAReukREV3 (Stoeck et al. 2010), 2amorces 515F(Y)/926R (Parada et al. 2016).

Site Compartiment Marqueurs Période, Table d’ASVs
biologique génétiques fréquence obtenue®
Wimereux Procaryotes 16S (V3-V4) 2013-2019 Oui
(SOMLIT-C) (2x/mois)
Eucaryotes 18S (v4)! 2015-2020 Oui
(>3 um) (2x/mois)
Roscoff Procaryotes 16S (V4-V5)? 2009-2011 Oui
(SOMLIT-Astan) (2x/mois)
Eucaryotes 15S (v4)! 2009-2016 Oui
(0.2-3, >3 um) (2x/mois)
Brest Procaryotes 16 (V4-V5)? 2014-2019 Oui
(SOMLIT-Portzic) (0.2, 3, 10 um) (2x/mois)
Marina du Procaryotes 16S (V4-V5)? 02/2019-03/2020 Oui
Chateau a Brest (mensuel)
(sites B8, F32,
H42)
Eucaryotes 18S (V4)? 02/2019-03/2020 Oui
(mensuel)

3 Les différentes tables d’ASVs sont accessibles au lien suivant :
https://drive.google.com/drive/folders/1rR6jtbb6tb6ZsrfkD1Fv4XrA2UShumhG
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5.3. Paramétres environnementaux

La troisieme étape de I'action 1 a consisté a faire un état des lieux des données contextuelles
disponibles pour les différentes stations, avec pour objectif de mobiliser des données
existantes sans colts supplémentaires pour le programme de surveillance « Habitats
pélagiques ». Pour les stations SOMLIT, nous avons interrogé la base SOMLIT
(https://www.somlit.fr/) afin d’extraire les données relatives aux parameétres physico-
chimiques mesurés in situ (Tableau 3).

Le suivi de ces différents parametres physico-chimiques est réalisé selon des protocoles
d’échantillonnage et d’analyse standardisés, consultables sur le site du SOMLIT.

Les sous-régions marines Manche/Mer du Nord et Mer Celtique étant soumises a des apports
continentaux, nous avons également mobilisé les données de  débits
(https://www.hydro.eaufrance.fr) et de concentrations en nutriments
(https://naiades.eaufrance.fr) des principaux affluents a I'origine de ces apports afin d’avoir
des indicateurs de parametres forcant d’origine anthropique (Tableau 4). Les eaux de la
Manche Orientale, ou se trouve la station SOMLIT de Wimereux, sont influencées par les
apports continentaux provenant du sud notamment de la Somme (35 m3.s%, 245 km) et de la
Canche (12m3.s1, 100 km). Ces deux fleuves présentent respectivement un bassin versant
couvrant une surface de 5560 km2 et 1391 km2, lesquels sont majoritairement agricoles
(environ 80% de leur surface). La station SOMLIT de Roscoff est influencée par les apports
continentaux venant principalement de la Penzé (2.8 m3.s%, 40 km) et I’'Horn (0.65 m3.s%, 30
km), deux petits fleuves cotiers se jetant dans la Manche a I'est de la station. Ces deux fleuves
cotiers se caractérisent par des bassins versants majoritairement agricole (environ 80% de leur
surface) couvrant respectivement 210 km? et 94 km?. La rade de Brest recoit les apports
continentaux de I’Aulne (26 m3.s%, 144 km) et de I’Elorn (6 m3.s, 56 km), deux fleuves dont
les bassins versants majoritairement agricoles (environ 80% de la surface) couvrent
respectivement 1875 km? et 385 km?. En paralléle, une marée moyenne compte pour environ
40 % du volume de la rade.

Les données des paramétres environnementaux acquis dans le cadre du projet PHYTOPORT
pour les trois sites de la Marina du Chateau a Brest (Tableau 3) ont été obtenues en
collaboration avec Laure Arsenieff, responsable des échantillonnages dans le cadre du projet.
Pour ces trois sites, les mesures de concentrations en nutriments (NO5-, NO,", Si0,%) ont été
réalisées selon les mémes protocoles que pour les stations SOMLIT. Cependant, les profils de
température de 0 a 2 m ont été obtenus a I'aide d’une sonde CTD YSI CastAway et non par
une sonde CTD Sea-bird SBE19+ utilisée pour les stations SOMLIT. Pour les sites de la Marina
du Chateau, située a I'entrée de la Penfeld a proximité des ports commerciaux et militaires,
les concentrations en polluants (métaux lourds) mesurées dans le cadre du projet PHYTOPORT
ont aussi été prises en compte (Tableau 4).
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Tableau 3. Paramétres environnementaux in situ. T° : température (°C), S : salinité (PSU), O, : oxygéne
(ml. L), NHs* : Ammonium (mol.L), NOs : Nitrate (umol.L?), NO; : Nitrite (umol.L2), PO,* : Phosphate
(umol.L?), SiO4* : Silice (umol.LY), COP: Carbone Organique Particulaire (ug.L), NOP: Azote
Organique Particulaire (ug.L), MES : Matiére en suspension (mg.L?), 623C : rapport isotopique (**C/**C)
du carbone (%o), 6N : rapport isotopique (°N/*N) de 'azote (%), Chl-a : Chlorophylle a (ug.L2). Pour
les stations adossées au SOMLIT, les données sont disponibles sur le site du SOMLIT
(http://www.somlit.fr/).

Site Période Parametres

Wimereux 2013-2020 T°,S,0,, pH, NH,*, NO5°, NO,", PO,*, Si0,*, COP,
NOP, MES, 613C, §°N, Chl-a

(SOMLIT-C)

Roscoff 2009-2016  T°,S,0,, pH, NH,*, NO5,, NO,, PO, %, Si0,%, COP,

NOP, MES, 613C, §°N, Chl-a
(SOMLIT-Astan)
Brest 2014-2019  T°,S,0,, pH, NH,*, NO5", NO,", PO,*, Si0,%, COP,
_ NOP, MES, §13C, §1°N, Chl-a
(SOMLIT-Portzic)
Marina du Chateau a Brest 03/2019- T°,S,0,, NO,, NO5;+NO,, Si0,%, Chl-a
(sites B8, F32, H42) 03/2020

Tableau 4. Paramétres continentaux. Q : débits riviéres (m>.s), NHs* : Ammonium (mol.L2), NOs :
Nitrate (umol.LY), NO7 : Nitrite (umol.L), PO : Phosphate (umol.L?), SiO4 : Silice (umol.L2), Al :
Aluminium (umol.L), As : Arsenic (umol.L2), Co : Cobalt (umol.L), Cr : Chrome (umol.L2), Cu : Cuivre
(umol.L2), Fe : Fer (umol.L2), Min : Manganése (umol.L?), Ni : Nickel (umol.L), Pb : Plomb (umol.L2),
Ti : Titane (umol.L™), V : Vanadium (umol.L), Zn : Zinc (umol.L). L’'ensemble de ces données est
accessible au lien suivant : https.//drive.qoogle.com/drive/folders/16kuaXFrCnus5DKLUYeTYHUV5n-
Ft2RpP.

Site Affluents Période Parameétres

Wimereux La Canche, la Somme 2013-2020 Q, NH,*, NO37, NO,", PO,*,
Si0,*

(SOMLIT-C)

Roscoff L'Horn, La Penzé 2009-2016 Q, NH,*, NO3°, NO,", PO,*,
Si0,*

(SOMLIT-Astan)

Brest L’Aulne, I'Elorn 2014-2019 Q, NH,*, NO37, NO,", PO,*,

) Si0,*

(SOMLIT-Portzic)

Marina du Chateau a 03/2019- Al, As, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,

Brest (sites B8, F32, 03/2020 Pb, Ti, V, Zn

H42)
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5.4. Disponibilité des données

Les données utilisées (comptages microscopiques; données de metabarcoding, i.e.,
abondances relatives des ASVs ; et paramétres environnementaux) sont disponibles dans un
dossier partagé (Tableau 5).

Tableau 5. Accessibilité des données de metabarcoding, de comptages microscopiques et des
parameétres environnementaux in situ et continentaux pour les quatre stations du projet INDIGENE.

Types de données Lien internet

Metabarcoding https://drive.google.com/drive/folders/1rR6jtbb6tb6ZsrfkD1Fv4XrA2U9humhG

Microscopie https ://drive.google.com/drive/folders/1mctmQW|BubPI13ArdsAxWyw7iDOTR2xbK

Environnement https://drive.google.com/drive/folders/16kuaXFrCnus5DKLUYeTYHUV5n-Ft2RpP

Il est important de noter ici, que pour la station SOMLIT-Portzic a Brest, les analyses de
metabarcoding ont porté uniguement sur les procaryotes (ARNr 16S) ce qui rend impossible
toute comparaison entre les indicateurs de changements (PH1 et PH3) pour les eucaryotes.
De plus, seuls les sites B8 et H42 de la station de la Marina du Chateau a Brest ont fait I'objet
de comptages microscopiques, rendant également la comparaison des indicateurs de
changements impossible pour le site F32.

6. Action 2 : Mise en évidence des patrons temporels de diversité et lien avec les facteurs
environnementaux

Avant d’aborder le calcul d’indicateurs de changement, nous avons travaillé sur la mise en
évidence des enveloppes de variation de la diversité microbienne, dont une description
détaillée des résultats est disponible dans le rapport d’avancement N°2 du projet (Alric et al.
2021). U'identification des patrons de variation de la diversité dans le temps et dans I'espace
et la mise en évidence des parameétres et processus qui faconnent la structure des
communautés sont au coeur de nombreux travaux d’écologie (Cormack & Ord 1979). La
structure des communautés est intrinsequement spatiale pour deux raisons. Premiérement,
la dynamique des populations et les interactions interspécifiques sont régies par le biais
d’organismes qui n’existent et n’interagissent que dans leur voisinage immédiat (Tilman &
Kareiva 1997). De tels processus biotiques sont a I'origine d’'une autocorrélation spatiale au
sein des communautés (Legendre 1993). Notons également que des processus dits neutres,
qui ne sont pas fonctionnellement reliés a des changements de conditions
environnementales, tels que la dérive écologique et la dispersion aléatoire peuvent engendrer
une autocorrélation spatiale au sein des communautés (Diniz-Filho et al. 2012).
Deuxiemement, les processus physiques créent une structure spatiale dans les facteurs
environnementaux qui, a leur tour, provoquent une dépendance spatiale induite dans les
communautés écologiques (Legendre 1993). De maniére analogue, une structure temporelle
des communautés se manifeste par I'observation de relations (ou I'absence d’indépendance
statistique) entre différents intervalles de temps le long d’une série temporelle et découle de
mécanismes similaires (Legendre & Gauthier 2014).
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6.1. Variabilité temporelle des paramétres environnementaux

Pour I’ensemble des stations considérées, les paramétres environnementaux présentent des
variations saisonniéres marquées (voir par exemple les figures 3 et 4 pour les stations
SOMLIT-Astan et pour les deux sites B8 et H42 localisés a la Marina du Chateau dans le port
de Brest). Toutefois, les valeurs mensuelles ou amplitudes de variabilités varient selon les
stations. Pour les 2 stations distantes de quelques dizaines de meétre dans le port de Brest, des
différences significatives entre certains parameétres ont été observées (Tableau 6).

Pour les séries temporelles considérées, d’importantes variations interannuelles sont
identifiées. Au site SOMLIT-Astan, aucune tendance interannuelle significative n’est détectée
sur la période de 2009 a 2016 (a I'exception du pH, Figure 5, Tableau 7).

Au vu des résultats obtenus, il apparait crucial de prendre soigneusement en compte la
saisonnalité des variations des parameétres environnementaux lors des choix des analyses
réalisées par la suite.
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Figure 3. Variations mensuelles des paramétres environnementaux a la station SOMLIT-Astan de 2009
0 2016. Les échantillonnages ont été réalisés aux grandes marées de mortes-eaux. Chl-a : Chlorophylle
a, COP : Carbone organique particulaire, §*3C : variation relative du rapport 3C/*2C, 515N : variation
relative du rapport °N/*N, MES: Matiéres en suspension, NHs": Ammonium, NO; : Nitrites,
NOs : Nitrates, NOP : Azote organique particulaire, PO;* : Phosphate, SiO4* : Silicates.
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Figure 4. Variations mensuelles des paramétres environnementaux aux stations B8 et H42 de 2019 a
2020. Les échantillonnages ont été réalisés aux grandes marées de mortes-eaux. Chl-a : Chlorophylle a,
NO;y : Nitrites, NOs : Nitrates, Pheo : Phéophytine, POs> : Phosphate, SiO4* : Silicates.

Tableau 6. Estimation des différences entre le site B8 et le site H42 dans les valeurs mesurées de chaque
paramétre environnemental a I'aide d’un test des rangs signés de Wilcoxon. En gras, les valeurs
significatives.

Parameétres environnementaux

Médiane des différences x-y p

Chl-a -0.510
NO; -0.046
NO; + NO3 -0.099
Oxygene -0.280
Phéophytine -0.020
PO;™ 0.039
Salinité -0.789
Sio;~ -1.104
Température -0.061

0.065
0.038
0.774
4.8e-4
1.000
0.146
4.8e-4
0.038
0.388
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Figure 5. Variations annuelles des paramétres environnementaux a la station SOMLIT-Astan de 2009 a
2016. Les échantillonnages ont été réalisés aux grandes marées de mortes-eaux. Chl-a : Chlorophylle a,
COP : Carbone organique particulaire, §'3C : variation relative du rapport 3C/*2C, §°N : variation
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Tableau 7. Test de la tendance monotonique (test de Mann-Kendall) des séries temporelles des
valeurs annuelles moyennes des différents parameétres environnementaux mesurés a la station
SOMLIT-Astan de 2009 a 2016. En gras, les valeurs significatives.

Parameétres environnementaux tau p

Chl-a -0.500 0.108
cop -0.214 0.536
s13¢ 0.143 0.710
515N 0.071 0.901
MES -0.429 0.173
NH} -0.500 0.108
NO; 0.286 0.386
NO3 -0.071 0.901
NOP -0.429 0.173
Oxygéne -0.143 0.710
pH -0.714 0.019
PO;~ 0.071 0.901
Salinité 0.071 0.901
Sio;~ -0.571 0.063
Température 0.571 0.063

6.2.  Structures temporelles des communautés microbiennes planctoniques
6.2.1. Méthodologie

Pour rappel, les jeux de données de biodiversité étudiés dans le cadre du projet INDIGENE
sont issus de séries temporelles correspondant a des sites situés dans des paysages
hydrologiques distincts (les 3 stations SOMLIT ; Tew-Kai et al. 2020) ainsi qu’a des sites
installés sur un gradient de pollution (Marina du Chateau). Pour chacune des stations, des
comptages microscopiques et des données de metabarcoding sont disponibles et seront
comparées dans les analyses ci-dessous.

La structure temporelle des communautés associées a chaque station d’échantillonnage a été
étudiée suivant le cadre d’analyses statistiques présenté en Figure 5, qui permet de quantifier
la part de variance expliquée par les facteurs environnementaux et celle attribuable a
I'autocorrélation temporelle.

La stratégie choisie utilise une approche de modélisation multivariée de séries temporelles,
qui décompose la structure temporelle globale des communautés en modeles temporels
indépendants et spécifiques a différents groupes d’espéces (Figure 6, voir aussi Legendre &
Gauthier 2014 et Caracciolo et al. 2022). La méthode est basée sur une analyse de redondance
(RDA, implémentée sous la fonction rda dans le package-R vegan, Oksanen et al. 2019), avec
comme variables réponses les abondances d’espéces (microscopie) ou les abondances
relatives d’ASVs (metabarcoding) et comme variables explicatives des descripteurs de la
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relation temporelle entre les échantillons. Les descripteurs temporels ont été obtenus en
utilisant les cartes de vecteurs propres de Moran (MEMs, Dray et al. 2006) en utilisant la
fonction dbmem du package-R adespatial (Dray et al. 2021). Une description détaillée de la
méthode figure dans le rapport d’avancement N°2 du projet INDIGENE (Alric et al. 2021).
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Figure 6. Schéma résumant les différentes étapes d’analyse en lien avec I’action 2 du projet.
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6.2.2. Exemple pour la station SOMLIT-Astan a Roscoff

6.2.2.1. Analyse des compartiments phytoplanctoniques et des protistes (eucaryotes,
fractions de taille > 3 um et 0,2-3 um)

Les modeéles parcimonieux (i.e., RDA) basés sur les données de microscopie et de
metabarcoding et les vecteurs propres dbMEMs mettent en évidence une dynamique
temporelle dans la structure de la communauté de protistes entre 2009 et 2016. Pour les
données de microscopie, comme pour les données de metabarcoding de la fraction de taille
> 3 um, les vecteurs propres retenus dans les analyses (dbMEM) expliquent respectivement
51 % et 61 % de la variance totale de la communauté (49 et 47 % aprés correction du R2 en
prenant en compte le nombre de variables explicatives) respectivement pour les jeux de
données de microscopie (phytoplancton > 10 um) et de metabarcoding (protistes > 3 um).

Les dynamiques temporelles modélisées par les deux premiers axes canoniques sont dans les
deux cas caractéristiques d’'une dynamique saisonniére de la structure de la communauté
(Figures 6a et 7a). Les scores des échantillons sur les premiers axes canoniques de la RDA
présentent une distribution sinusoidale en fonction du temps d’une périodicité de 6 mois
(maxima et minima relatifs estivaux et hivernaux pour I'axe 1 et maxima et minima relatifs
printaniers et automnaux pour I'axe 2, Figures 7b-c et 8b-c).

La proportion plus faible de variance totale expliquée avec les données de metabarcoding
peut s’expliquer en partie par le nombre plus grand de taxons inclus dans le modele
parcimonieux (1176 ASVs), comparé au modele avec les données de microscopie (93 espéces),
ce qui peut entrainer un bruit de fond. Toutefois, le cycle annuel est mieux caractérisé avec
les données de metabarcoding avec une variabilité intra-saison moins importante (Figure 8a).
En effet, la distribution sinusoidale des scores des échantillons le long des deux premiers axes
canoniques de la RDA en fonction du temps présente une dynamique plus monotone (Figures
8b et c).

Des résultats similaires ont été obtenus pour les communautés de protistes de la fraction de
taille 0,2-3 um (pourcentage de variance expliquée de 65.96%, corrigée a 50.41%, Figure 9)
pour lesquels les méthodes de microscopie sont inopérantes. Il est ainsi intéressant de noter
gue les dynamiques sont trés similaires a celles observées pour les plus grandes fractions de
taille.
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Figure 8. Similarités des communautés de protistes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels de

2009 a 2016 a la station SOMLIT-Astan pour les données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de

taille >3 um). a) Cycle annuel de la communauté de protistes obtenu par la projection des scores des

échantillons mensuels sur le plan factoriel de la RDA. b) et c) Décomposition des axes de la RDA révélant

un modéle saisonnier.
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Figure 9. Similitude de la communauté de protistes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels de
2012 a 2016 a la station SOMLIT-Astan pour les données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de
taille 0.2-3 um). a) Cycle annuel de la communauté de protistes obtenu par la projection des scores des
échantillons mensuels sur le plan factoriel de la RDA. b) et c) Décomposition des axes de la RDA révélant
un modele saisonnier.

6.2.2.2. Analyse des communautés de procaryotes

De maniere analogue a la communauté de protistes, la communauté de procaryotes, quelle
gue soit la fraction de taille considérée (i.e., 0.2-3 um ou >3 um), présente un cycle annuel
dans sa structure. Ce cycle annuel est expliqué significativement (F = 5.57, p = 0.001) a
hauteur de 63.61% (corrigé a 52.19%) par 16 (sur 20) vecteurs propres retenus par sélection
forward pour la communauté de procaryotes associée a la fraction 0.2-3 pum et
significativement (F = 4.81, p = 0.001) a hauteur de 63.26% (corrigé a 50.10%) par 24 (sur
33) vecteurs propres pour la communauté de procaryotes associée a la fraction >3 um. Les
cycles annuels dans la structure de la communauté de procaryotes associés aux deux classes
de taille (Figures 10 et 11) se caractérisent par un regroupement des dates en fonction de la
saison sur le plan factoriel formé par les deux premiers axes canoniques de la RDA.
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Figure 10. Similitude de la communauté de procaryotes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels
de 2009 a 2011 a la station SOMLIT-Astan pour les données de metabarcoding (ARNr 168, fraction de
taille 0.2-3 um). a) Cycle annuel de la communauté de procaryotes obtenu par la projection des scores
des échantillons mensuels sur le plan factoriel de la RDA. b) et c) Décomposition des axes de la RDA

révélant un modéele saisonnier.
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Figure 11. Similitude de la communauté de procaryotes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels
de 2009 a 2012 a la station SOMLIT-Astan pour les données de metabarcoding (ARNr 168, fraction de
taille >3 um). a) Cycle annuel de la communauté de procaryotes obtenu par la projection des scores
des échantillons mensuels sur le plan factoriel de la RDA. b) et c) Décomposition des axes de la RDA

révélant un modele saisonnier.
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6.2.3. Exemple pour les stations B8 et H42 a la Marina du Chdteau dans le port de Brest

Le modele parcimonieux basé sur les données de microscopie et sur 5 des 6 vecteurs propres
explique un faible pourcentage (3.72 % aprés correction) de la variance totale de la
communauté de protistes et ne met pas en évidence de dynamique temporelle significative
(F = 1.16, p = 0.224) dans la structure de cette communauté entre 2019 et 2020 (Figure
12a). Cela peut s’expliquer par le fait que I'on ne dispose que d’une année de suivi et de peu
de données de microscopie. Notons toutefois que les communautés printanieres et estivales
se distinguent des communautés automnales et hivernales en terme de composition sur le
plan factoriel formé par les deux premiers axes canoniques de la RDA (Figures 12b et c).
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Figure 12. Similitude de la communauté de protistes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels de
2019 a 2020 aux stations B8 et H42 localisées a la Marina du Chdteau dans le port de Brest pour les
données de microscopie. a) Cycle annuel de la communauté de protistes obtenu par la projection des
scores des échantillons mensuels sur le plan factoriel de la RDA. b) et c) Décomposition des axes de la
RDA révélant un modéle saisonnier.

A l'inverse, le modéle parcimonieux basé sur les données de metabarcoding (ARNr 18S,
fraction de taille > 3um) et sur 5 des 6 vecteurs propres explique un pourcentage plus élevé
(47.23% apres correction) de la variance totale de la communauté de protistes et met en
évidence une dynamique temporelle significative (F = 4.73, p = 0.001) dans la structure de
cette communauté entre 2019 et 2020 (Figure 13a). Nous retrouvons un cycle annuel
comparable a celui observé pour la communauté de protistes de la grande fraction de taille a
la station SOMLIT-Astan, mais moins marqué (Figures 13b et c).

Nous retrouvons aussi un cycle annuel (Figure 14) dans les changements de structure de la
communauté de protistes de la petite fraction de taille (ARNr 18S, fraction 0.2-3 um).
Le modele parcimonieux basé sur 4 (sur 5) vecteurs propres explique significativement
(F =3.19,p = 0.001) 31.32% (apres correction) de la variance totale de cette communauté.
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Un patron similaire, dans la dynamique temporelle de la structure de la communauté de
procaryotes est également a noter (Figure 15). Toutefois, le modele parcimonieux basé sur 4
(sur 5) vecteurs propres n’explique significativement (F = 2.83, p=0.001) que 27.66% (aprés
correction) de la variance totale de cette communauté.
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Figure 13. Similitude de la communauté de protistes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels de
2019 a 2020 aux stations B8 et H42 localisées a la Marina du Chdteau dans le port de Brest pour les
données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). a) Cycle annuel de la communauté de
protistes obtenu par la projection des scores des échantillons mensuels sur le plan factoriel de la RDA.

b) et c) Décomposition des axes de la RDA révélant un modéle saisonnier.
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Figure 14. Similitude de la communauté de protistes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels de
2019 a 2020 aux stations B8 et H42 localisées a la Marina du Chédteau dans le port de Brest pour les
données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille 0.2-3 um). a) Cycle annuel de la communauté
de protistes obtenu par la projection des scores des échantillons mensuels sur le plan factoriel de la
RDA. b) et c) Décomposition des axes de la RDA révélant un modéle saisonnier.
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Figure 15. Similitude de la communauté de procaryotes (analyse RDA) dans les échantillons mensuels
de 2019 a 2020 aux stations B8 et H42 localisées a la Marina du Chdteau dans le port de Brest pour les
données de metabarcoding (ARNr 168, fraction de taille 0.2-3 um). a) Cycle annuel de la communauté
de procaryotes obtenu par la projection des scores des échantillons mensuels sur le plan factoriel de la
RDA. b) et c) Décomposition des axes de la RDA révélant un modéle saisonnier.
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6.2.4. Conclusions sur les enveloppes de variation des communautés microbiennes

Le travail réalisé permet de confirmer I'importance de la prise en compte des patrons
temporels saisonniers pour analyser les communautés microbiennes procaryotes et
eucaryotes des habitats pélagiques marins, quelles que soient les fractions de taille analysées
ainsi que la nature des données utilisées (i.e., microscopie, metabarcoding).

Les données de metabarcoding permettent d’accéder aux patrons de diversité des
procaryotes et des protistes de petite taille et les enveloppes de variations temporelles
obtenues a partir de ces données apparaissent mieux caractérisées que celles obtenues par
les données de comptage.

7. Action 3 : Test des indicateurs de composition sur des données génétiques, liens avec les
pressions

L’intégration du compartiment microbien dans I'évaluation et la surveillance des habitats
pélagiques marins nécessite de réaliser des tests numériques afin de déterminer si les
données de metabarcoding peuvent étre utilisées pour le calcul des indicateurs de
changement (PH1 et PH3) ou si des adaptations sont a apporter sur ces derniers.

7.1.  Meéthodologie sur le calcul des indicateurs de changements PH1 et PH3

Les indicateurs PH1 et PH3 sont actuellement des indicateurs de changements d’état des
communautés écologiques (qualifiés aussi « d’indicateurs de surveillance ») et non des
indicateurs renseignant de I'atteinte ou non du BEE par les habitats pélagiques marins. Pour
aboutir a des indicateurs BEE opérationnels, des développements conceptuels et numériques
ont été mis en place lors du 2™ cycle d’évaluation du descripteur « Habitats pélagiques » afin
d’améliorer I'opérationnalité méthodologiques des indicateurs. Ceux-ci consistent
notamment a préciser la période de référence (pour l'indicateur PH1) et a définir des seuils
éventuels pour chaque indicateur (i.e., PH1 et PH3), en lien avec les données de pressions
environnementales.

7.1.1. Indicateur PH1

L'indicateur PH1 renseigne sur I'évolution temporelle de deux formes de vie (ou groupes
fonctionnels) et permet de détecter les réponses des communautés planctoniques aux
modifications des conditions environnementales, ceci en quantifiant I'écart entre une
succession d’états observés et une succession d’états de référence. L'obtention d’un
indicateur PH1 robuste repose sur la définition d’'une période de référence pertinente pour
son opérationnalité et son interprétation en vue d’une évaluation du BEE. Idéalement, la
période de référence doit tenir compte d’'un ensemble d’observations dans un écosystéme
marin donné dont on sait avec certitude qu’il est en BEE. Une analyse comparative de la
réponse des indicateurs aux échelles temporelles d’évaluation considérées a montré l'intérét
de prendre en compte des échelles contemporaines récentes (e.g., 6 ans avant la période
d’évaluation correspondant a la durée d’un cycle d’évaluation) pour répondre aux besoins des
directives (Bedford et al. 2020). Dans notre cas, les séries temporelles de données de chaque
station étaient trop courtes (inférieures a 5 ans pour certaines) ou ne couvraient pas
I'intégralité de la période d’évaluation antérieure, pouvant étre utilisée comme période de
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référence dans le calcul de I'indicateur. Selon les recommandations de Duflos et al. (2018), le
cycle de référence a donc été calculé sur une période minimale de 3 ans.

L’indicateur PH1 se calcul de la maniéere suivante :

PH1 — nouveaux points dans et hors de l'enveloppede référence (1)

nombre total de nouveau points

La valeur du PH1 correspond a la proportion de points de I'enveloppe d’un état observé
compris dans I'enveloppe de référence. Un PH1 de 1 correspond a un état identique a la
référence, et un PH1 de 0 correspond a un changement total de I'état. Dans I'Intermediate
Assessment d’OSPAR 2017, un seuil de 10% a été donné pour définir la proportion de points
qui sont tolérés en dehors de I'’enveloppe de référence. Pour déterminer si I’état observé est
significativement différent de I’état de référence, un test du Khi-deux (unilatéral avec un degré
de liberté de 1) est effectué. Le package « PI2016_Oct_beta » et le guide associé (Tett 2016)
ont été utilisés pour effectuer le regroupement des especes en groupes fonctionnels, les
calculs de ratios, la détermination de I'enveloppe de référence et les tests statistiques
nécessaires au calcul de l'indicateur PH1. Le script d’analyse étant développé sous MATLAB,
une plateforme de calcul numérique nécessitant une licence, et non disponible en langage
Open Source (type R) rend difficile son utilisation. Nous avons pu calculer I'indicateur PH1
grace a I'acces a une licence MATLAB via le portail de Sorbonne Université.

7.1.2. Indicateur PH3

L'indicateur PH3 est un indicateur multi-métrique reposant sur le calcul d’indices de diversité
des communautés planctoniques permettant de décrire les changements dans la structure et
la diversité des communautés planctoniques le long d’un continuum temporel. L'approche est
basée sur 'utilisation combinée d’indices de diversité alpha (i.e., I'indice de Hulburt et I'indice
de Menhinick) et de diversité béta (I'indice LCBD).

L’indice d’Hulburt se calcule de la maniéere suivante :

ou N correspond a I'abondance de toutes les espéeces de I'échantillon et n; et n, sont
respectivement I'abondance des deux espéces les plus abondantes dans I’échantillon. Afin de
relier I'indice d’Hulburt a la qualité écologique de I'eau, la valeur de 100 — § est utilisée,
conformément a la théorie classique selon laquelle des phénoménes de dominance et des
changements dans la composition de la communauté se produisent dans les zones impactées
par des changements dans les conditions environnementales (Howarth et al. 2000, Facca et
al. 2014).

L’indice de Menhinick est estimé de la maniére suivante :

b5 3)

VN

ou S est le nombre total d’espéces de I'échantillon et N est 'abondance totale de toutes les
espéeces dans I’échantillon.
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La Contribution Locale a la Béta Diversité (indice LCBD ; Legendre P. & De Caceres 2013), une
mesure de la singularité d’'un échantillon (e.g., une date au sein d’une série temporelle), se
calcule en transformant les données d’abondance puis en effectuant la suite des calculs
présentés dans le schéma ci-dessous :

Différences
au carré des

Composition Transformation moyennes Dispersion Diversité béta
en espéces des colonnes totale totale
Ynxp > Ytr.nxp > Snxp > SStotal > BDtotal » LCBD

L’intégration des trois indices au niveau de l'indicateur PH3 nécessite une transformation des
valeurs brutes de chaque indice, selon I'estimation d’EQRs.

Les EQRs sont déterminés pour chaque indice de la fagon suivante :

EQR = valeur de l'indice pour la période d'évaluation (4)

valeur de référence
pour les indices de Menhinick et 100 — Hulburt,

valeur de référence (5)

EQR

~ valeur de l'indice pour la période d'évaluation

pour I'indice LCBD.

Duflos et al. (2018) ont proposé d’estimer des EQRs associés a une grille de lecture (Figure 16).

Tres elaigne des Trés proche des
Assez eloigne conditions de
référence réference
0B8l1=EQR=1
)2 richesse forte,
[chesse fable. 0,21 < EQR <0,4 e e
structure atypigue la structure de
reférence.

Figure 16. Proposition de seuils pour I’évaluation de I'indicateur PH3 (d’apreés Duflos et al. 2018).

La grille de lecture actuelle a été estimée de maniére empirique, avec des valeurs allant de 0
a 1, en faisant I'hypothése qu’un EQR égal a 1 reflete des conditions similaires a celles qui ont
été définies par défaut comme référence pour les communautés planctoniques. Cette grille
permet donc de définir cinq classes de qualité allant d’'une communauté planctonique trés
éloignée (en termes de composition) des conditions de référence (0 < EQR < 0.2) a une
communauté planctonique trés proche des conditions de référence (0.81 < EQR < 1). Le
calcul des EQRs ainsi que la délimitation des bornes de la grille de lecture nécessitent d’étre
approfondis et validés au cours du 28™¢ cycle d’évaluation. A ce titre, nous proposons un
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ajustement méthodologique pour I'estimation des valeurs de référence nécessaires au
calcul des EQRs. A I'origine, pour un type de masse d’eau donné, la valeur la plus élevée des
indices Menhinick et 100 — Hulburt et la valeur la plus faible pour I'indice LCBD, prises sur
I'ensemble de la série temporelle, étaient choisies comme valeurs de référence par défaut
(Duflos et al. 2018). Selon les résultats obtenus dans I'action 2 du projet et présentés dans la
section 6.2 de ce rapport, il nous a semblé important de considérer la saisonnalité dans le
calcul des valeurs de référence. Ainsi pour chaque station, la série temporelle de chaque
indice a été partitionnée selon les quatre saisons (i.e., hiver, printemps, été, automne) et
une valeur de référence a été déterminée pour chacune d’elles. Ces valeurs de référence ont
ensuite été utilisées pour calculer les EQRs de chaque indice a I’échelle saisonniére (Figure
17). Concernant |’estimation des bornes de la grille de lecture, ce point n’a pas été abordé
dans le cadre de ce rapport. Toutefois, des tests préliminaires ont été réalisés afin d’estimer
des seuils de changement des communautés microbiennes en lien avec chacun des
parameétres environnementaux disponibles. Bien que les résultats ne soient pas concluants
pour I'instant, I'approche utilisée basée sur la méthode TITAN (Baker & King 2010) semble étre
prometteuse et pourrait étre une piste a approfondir a I'avenir.
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Figure 17. Représentation schématique de la méthode d’estimation des valeurs de référence utilisées
dans le calcul des EQRs des trois métriques constitutives de I'indice PH3. a) Approche proposée par
Duflos et al. (2018) dans le cadre du 1¢ cycle d’évaluation. b) Approche proposée et utilisée dans le
rapport. 6 : Hulburt, D : indice de Menhinick, LCBD : Contribution Locale a la Béta Diversité. Les points
violets correspondent aux valeurs de référence pour chacune des métriques (i.e., valeurs maximales
pour 100 — & et D et valeurs minimales pour le LCBD).
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L'intégration finale des trois indices au niveau de l'indicateur PH?3 se réalise par le calcul de la
moyenne de leurs EQR :

PH3 = Z[EQR(D),EQR(lOO —8),EQR(LCBD] (6)

ou D est I'indice de Menhinick, & est I'indice de Hulburt et LCBD est la Contribution Locale a
la Diversité Béta.

7.1.3. Fréquence d’échantillonnage

Un autre aspect méthodologique soulevé pour le 2¢™¢ cycle d’évaluation est de tester la
sensibilité des indicateurs a la fréquence d’acquisition des données. Il s’agit de comparer les
valeurs d’indicateurs calculés a partir de séries temporelles dégradées (e.g., en ne considérant
gue certaines dates d’échantillonnage) par rapport a des séries temporelles complétes. En
pratique, la sensibilité de I'indicateur PH3 a la fréquence d’acquisition des données a été
testée, pour chaque station, par ré-échantillonnage aléatoire des dates des séries temporelles
selon six scénarios prenant en compte un mois par saison, deux mois par saison, 11 mois par
an, une saison par an, deux saisons par an, et trois saisons par an (Figure 18).

— ®
' - _. e 1 saison/an
[ ]
® @ o
P < e ®
C.) : ) : L o [ ] 2 saisons/an
L] ® ®
Sl s - o |[o|[e
2 : h : T * ® ® ® 3 saisons/an
L] [ o ®
- /‘
1 mois/saison 2 mois/saison

Année 1

‘ 0000 O0OGEOINOSFOSOSD ’

11 mois/an

Figure 18. Représentation schématique de la procédure de dégradation des séries temporelles pour
estimer la sensibilité de I'indicateur PH3 a la fréquence d’acquisition des données. Six scénarios de
dégradations ont été considérés, en réalisant un ré-échantillonnage aléatoire des données des séries
temporelles. Des tirages aléatoires ont été réalisés : 1) un mois par saison, 2) deux mois par saison,
3) 11 mois par an, 4) une saison par an, 5) deux saisons par an, et 6) trois saisons par an. A partir de
ces ré-échantillonnages, l'indicateur PH3 a été calculé et comparé ensuite aux valeurs obtenues a partir
de séries temporelles complétes.
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7.1.4. Lliens indicateur PH3 et variables environnementales

Afin de passer d’indicateurs de changement d’état des communautés écologiques (en
I'occurrence le PH3) vers des indicateurs BEE opérationnels, il est nécessaire d’évaluer
également le lien entre la dynamique temporelle de ces indicateurs et celle des paramétres
environnementaux, susceptibles de varier notamment sous [|'effet de pressions
anthropiques. Les données de séries temporelles contiennent des informations non
seulement sur les valeurs des données, mais aussi sur I'ordre de ces valeurs. De nombreuses
méthodes d’analyse regroupent ces données en points temporels discrets ou en statistiques
descriptives globales, dans I'idée de supprimer toute structure temporelle. Les données
d’écologie sont fondamentalement spatiales et/ou temporelles (Wolkovich et al. 2014). Par
conséquent, de nouvelles méthodes d’analyse des séries temporelles développées dans
d’autres domaines pourraient permettre un traitement plus nuancé de ce type de données en
écologie, réduisant ainsi la perte d’informations dans les données de séries temporelles en
raison de I'agrégation. Une récente étude a mis en évidence l'intérét de la méthode de
déformation dynamique temporelle (Dynamic Time Warping, DTW) dans le traitement de
données écologiques de séries temporelles (Hegg et al. 2021). La méthode DTW, inspirée de
la distance de Levenshtein, et également appelée distance d’édition, a été introduite
initialement dans le domaine de la reconnaissance vocale (Sakoe & Chiba 1971, Sakoe & Chiba
1978). Cette méthode est un moyen de comparer deux séquences temporelles qui ne se
synchronisent pas parfaitement. Elle permet de trouver I'alignement global optimal entre
deux séquences, en déformant I'axe du temps de maniére itérative afin d’associer chaque
élément de chaque séquence a au moins un élément de I'autre séquence et ceci en minimisant
les colts d’association. Le colt d’une association correspond a la distance entre les deux
éléments. Supposons deux séries temporelles, Q et C, de longueur n et m respectivement :

Q = [qlf qzs - Qi ) qn] (7)

C =[c1,C2) vy Cjyvuns Crn] (8)

Pour aligner ces deux séquences a I'aide de I'algorithme DTW, une matrice n X m est d’abord
construite (Figure 19).

Chaque élément ps; = (i,j) de la matrice correspond a un alignement de g; et ¢;. Un
alignement est doté d’un co(t de déformation par une fonction de distance d(q;, ¢;), qui dans
ce cas correspond a une distance euclidienne :

d(qi, ;) = (g — ¢;)? (9)

L'algorithme DTW estime alors un chemin P a travers la matrice qui minimise la somme de
cette distance. Le chemin P peut étre défini comme :

P = [pll P2, "'fpk] (10)

ol chaque élément pj, correspond a un point (i, j), de la matrice.
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Le chemin doit alors minimiser la fonction de co(t :

(11)
DTW(Q,C) = min

et doit respecter les conditions suivantes :

1. Condition limite : cette contrainte garantit que le chemin de déformation commence par
les points de départ des deux séquences et se termine par leurs points terminaux.

ih=LLiy,=netj;=1,j,=m (12)

2. Condition de monotonie : cette contrainte préserve I'ordre temporel des points (sans
remonter dans le temps).

i1 <isetje_1 <J; (13)

3. Condition de continuité : cette contrainte limite les transitions de chemin vers des points
adjacents dans le temps (sans sauter dans le temps).

it - it—l S 1 et]t _jt_l S 1 (14)

4. Etat de la fenétre de déformation (w) : c’est une contrainte optionnelle a partir de laquelle
les points admissibles peuvent étre limités pour se situer dans une fenétre de déformation
de largeur donnée (un entier positif).

¥pr EP, i —jl Sw (15)

Afin de trouver le chemin optimal, la technique de programmation dynamique suivante peut
étre utilisée. A partir du point (1, 1), la distance cumulée A a chaque point de la matrice est
calculée par I'équation récursive suivante :

AG—1,j—1), (16)
A(i, ) = d(qi i) + ming  AG,j — 1),
AG—1,))

Une fois que toutes les distances cumulées sont calculées, le chemin de déformation optimal
peut étre trouvé en commengant au point (n,m) et en revenant en arriére dans la matrice,
en prenant la plus petite valeur de distance a chaque fois et comprise dans la fenétre de
déformation.

Dans la matrice (n X m), chague mouvement a sa propre signification :

e Un mouvement horizontal représente la suppression. Cela signifie que la séquence Q a
accéléré par rapport a la séquence C pendant cet intervalle de temps.

e Un déplacement vertical représente une insertion. Cela signifie que la séquence Q a
décéléré par rapport a la séquence C pendant cet intervalle de temps.
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e Un mouvement en diagonale représente une correspondance. Pendant cette période de
temps, les séquences Q et C sont synchrones.
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Figure 19. /llustration de la matrice (n X m) de distance cumulée entre deux séries temporelles Q et C,
ainsi qu’une fenétre de déformation w et le chemin P minimisant le colt de déformation entre les deux
séquences.
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7.2.  Résultats de l'indicateur PH1

La station SOMLIT-Astan a Roscoff a été choisie comme station de test pour illustrer
I'utilisation de lindicateur PH1 du fait de la complétude (i.e., absence de dates
d’échantillonnage manquantes) et de la longueur (9 ans, permettant de considérer 3 années
dans la période de référence) des séries temporelles disponibles pour les données obtenues
par microscopie et par metabarcoding.

L'indicateur PH1 a été calculé, dans un premier temps pour le couple de formes de vie
diatomées/dinoflagellés, en considérant la période de 2009 a 2011 comme période de
référence et la période de 2012 a 2016 comme période d’analyse. Ici, les dinoflagellés sont
représentés uniqguement par des individus de la classe des dinophycées. Le PH1 global pour
la période 2012-2016 est de 0.35 pour les données de microscopie (Figure 20) indiquant un
changement significatif (probabilité binomiale < 0.01), avec 65% des observations de cette
période de temps se situant en dehors de I'enveloppe de référence définie par les trois
premieres années d’observation (2009 a 2011). Parmi ces observations, des dates appartenant
aux quatre saisons sont retrouvées, avec toutefois une majorité au printemps et en été. Les
changements semblent étre dus a I'augmentation du nombre de diatomées et, a la fois, a la
hausse et a la baisse du nombre de dinophycées. En examinant chaque année séparément
depuis 2012, les cinq années de la période d’analyse sont significativement différentes avec
une tendance a la baisse, ce qui suggére que la structure de la communauté
phytoplanctonique (décrite a travers les comptages microscopiques) continue de changer au
fils du temps (Figure 21a). La projection des valeurs médianes annuelles de chaque forme de
vie dans I'espace d’état 2D des diatomées et des dinophycées montre qu’il existe une
variabilité interannuelle importante (Figure 21b). Bien qu’un changement de communautés
phytoplanctoniques ne signifie pas, en soi, un changement négatif (méme si la dominance des
dinoflagellés peut, dans certains cas représenter un indicateur d’eutrophisation et/ou de
changements dans les réseaux trophiques), les résultats de cette analyse du PH1 calculé a
partir des données de microscopie suggérent que la communauté phytoplanctonique a la
station SOMLIT-Astan, concernant ces deux formes de vie, connait des modifications
continues en termes de structure et de composition.

Des résultats similaires ont été obtenus avec les données de metabarcoding (Figure 22), avec
toutefois un changement global (bien que significatif) caractérisé par un nombre de dates
en dehors de ’enveloppe de référence moins important (PH1 = 0.47, signifiant que 53%
des observations se situent en dehors de I’enveloppe de référence). L’examen individuel des
années de 2012 a 2016 montre une tendance générale a la baisse des valeurs de PH1 par
rapport a la période de référence, avec des différences significatives excepté pour I'année
2014 (Figure 23a). La projection des valeurs médianes annuelles de chaque forme de vie dans
I'espace d’état 2D des diatomées et des dinophycées montre également une variabilité
interannuelle, mais moins marquée que pour les données de microscopie (Figure 23b).
Toutefois, une période de référence limitée a 3 ans peut générer des incertitudes plus
importantes sur le calcul de I'indicateur que lorsque de plus longues séries temporelles (e.g.,
6 a 10 ans) sont utilisées. Il est donc, a I’heure actuelle, difficile de savoir si les variations
temporelles observées refletent un réel changement d’état du milieu ou une variabilité
interannuelle.
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Référence (2009-2011) Comparaison (2012-2016)
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Figure 20. Enveloppe calculée a partir de 'abondance du couple fonctionnel (diatomées-dinophycées)
estimée par microscopie pour la station SOMLIT-Astan a Roscoff. Le graphique de gauche montre
I’enveloppe de référence (enveloppe convexe en rouge) estimée a partir des dates d’échantillonnage
(point de couleurs) sur une période de référence de 3 ans (de 2009 a 2011). Le graphique de droite
représente la projection des dates d’échantillonnage de la période d’évaluation (de 2012 a 2016) sur
I’enveloppe de référence. Chaque point est coloré en fonction de la saison (hiver : bleu, printemps : vert,
été : jaune, automne : rouge).
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Figure 21. a) Série chronologique des valeurs de I'indice PH1 pour le couple fonctionnel (diatomées-
dinophycées) estimé par microscopie pour la station SOMLIT-Astan a Roscoff. Les cercles pleins
représentent une valeur PH1 significativement différente de la période de référence (ligne horizontale
rouge). b) Diagramme d’espace d’état 2D des valeurs médianes annuelles de I'abondance logio des
diatomées et des dinophycées.
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Référence (2009-2011) Comparaison (2012-2016)
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Figure 22. Enveloppe calculée a partir de I'abondance des couples fonctionnels (diatomées-
dinophycées) estimée par metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um) pour la station
SOMLIT-Astan a Roscoff. Le graphique de gauche montre I’enveloppe de référence (enveloppe convexe
en rouge) estimée a partir des dates d’échantillonnage (point de couleurs) sur une période de référence
de 3 ans (de 2009 a 2011). Le graphique de droite représente la projection des dates d’échantillonnage
de la période d’évaluation (de 2012 a 2016) sur I’enveloppe de référence. Chaque point est coloré en
fonction de la saison (hiver : bleu, printemps : vert, été : jaune, automne : rouge).
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Figure 23. a) Série chronologique des valeurs de I'indice PH1 pour le couple fonctionnel (diatomées-
dinophycées) estimé par metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um) pour la station
SOMLIT-Astan a Roscoff. Les cercles pleins représentent une valeur PH1 significativement différente de
la période de référence (ligne horizontale rouge). b) Diagramme d’espace d’état 2D des valeurs
médianes annuelles de 'abondance logio des diatomées et des dinophycées.
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Le déploiement de I'approche par metabarcoding permet d’accéder a toutes les classes de
taille du compartiment microbien, et notamment au pico- et nanoplancton dont la diversité
n’est pas accessible via la microscopie. Cette approche permet aussi d’accéder aux
compartiments microbiens mixotrophes ou hétérotrophes, aux parasites et symbiotes qui
sont trés rarement comptabilisés en microscopie. |l est donc possible de calculer I'indice PH1
sur de trés nombreuses paires de formes de vie non accessibles par la microscopie. Ainsi, outre
le rapport diatomées-dinoflagellés, initialement calculé avec les données obtenues par
microscopie (Figures 20 a 23), le rapport diatomées-cercozoaires (les cercozoaires
comprennent de nombreux parasites planctoniques) et le rapport hétérotrophes-autotrophes
peuvent par exemple étre testés avec des données de metabarcoding (Figures 24 a 27).

D’apreés les analyses réalisées avec les données de metabarcoding, les rapports entre les
abondances des diatomées et des cercozoaires étaient plus stables dans le temps (PH1 =
0.53, ce qui signifie que 47% des points sont hors de I’enveloppe de référence, Figure 24)
en comparaison du couple de formes de vie diatomées-dinoflagellés (PH1 = 0. 35, Figure
20). De plus, 'enveloppe de référence du couple diatomées-cercozoaires est moins étendue
dans le plan factoriel signifiant une plus faible variabilité temporelle dans les rapports
diatomées/cercozoaires. A I’échelle annuelle, une tendance générale a la baisse des valeurs
de PH1 est également observée. Comme précédemment observé pour le rapport
diatomées/dinoflagellés, I'année 2014 apparait comme étant la seule année a ne pas
présenter de changement significatif par rapport a la période de référence. Les dates qui se
trouvent a I'extérieur de I'enveloppe de référence, et qui présentent donc un changement
significatif, sont majoritairement des dates printanieres et estivales. Par ailleurs, une
variabilité interannuelle dans les abondances des diatomées et des cercozoaires est toutefois
a noter (Figure 25b). Des résultats similaires sont observés pour le couple hétérotrophes-
autotrophes avec un indicateur PH1 global égal a 0.57 (Figure 26) et une tendance générale
a la baisse (Figure 27a) mais une stabilité temporelle encore plus prononcée, marquée
notamment par une faible variabilité interannuelle dans les abondances des hétérotrophes et
des autotrophes (Figure 27b).
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Figure 24. Enveloppe calculée a partir de I"abondance des couples fonctionnels (diatomées-
cercozoaires) estimée par metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um) pour la station
SOMLIT-Astan a Roscoff. Le graphique de gauche montre I'enveloppe de référence (enveloppe convexe
en rouge) estimée a partir des dates d’échantillonnage (point de couleurs) sur une période de référence
de 3 ans (de 2009 a 2011). Le graphique de droite représente la projection des dates d’échantillonnage
de la période d’évaluation (de 2012 a 2016) sur I’enveloppe de référence. Chaque point est coloré en
fonction de la saison (hiver : bleu, printemps : vert, été : jaune, automne : rouge).
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Figure 25. a) Série chronologique des valeurs de I'indice PH1 pour le couple fonctionnel (diatomées-
cercozoaires) estimé par metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um) pour la station
SOMLIT-Astan a Roscoff. Les cercles pleins représentent une valeur PH1 significativement différente de
la période de référence (ligne horizontale rouge). b) Diagramme d’espace d’état 2D des valeurs
médianes annuelles de I’'abondance logio des diatomées et des cercozoaires.
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Figure 26. Enveloppe calculée a partir de I'abondance des couples fonctionnels (hétérotrophes-
autotrophes) estimée par metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um) pour la station
SOMLIT-Astan a Roscoff. Le graphique de gauche montre I'enveloppe de référence (enveloppe convexe
en rouge) estimée a partir des dates d’échantillonnage (point de couleurs) sur une période de référence
de 3 ans (de 2009 a 2011). Le graphique de droite représente la projection des dates d’échantillonnage
de la période d’évaluation (de 2012 a 2016) sur I’enveloppe de référence. Chaque point est coloré en
fonction de la saison (hiver : bleu, printemps : vert, été : jaune, automne : rouge).
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Figure 27. a) Série chronologique des valeurs de I'indice PH1 pour le couple fonctionnel (hétérotrophes-

autotrophes) estimé par metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um) pour la station

SOMLIT-Astan a Roscoff. Les cercles pleins représentent une valeur PH1 significativement différente de

la période de référence (ligne horizontale rouge). b) Diagramme d’espace d’état 2D des valeurs

médianes annuelles de 'abondance logio des hétérotrophes et des autotrophes.
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7.3.  Résultats sur l'indicateur PH3
7.3.1. Dynamique temporelle de la diversité alpha (indices de Hulburt et de Menhinick)

La diversité alpha des communautés phytoplanctoniques est décrite par un indice de
richesse (Menhinick) et un indice de dominance (Hulburt). Les variations temporelles de ces
indices ont été estimées a partir des données acquises par microscopie ou par metabarcoding
pour la station de Roscoff (Figure 28), la station de Wimereux (Figure 29) et les deux stations
de la Marina du Chateau (Figures 30 et 31). Ces indices de diversité montrent d’importantes
variations intra- et interannuelles quel que soit le type de données (i.e., microscopie ou
metabarcoding) et la station considérée. Sur les périodes temporelles disponibles pour
chaque station, I'indice 100 — Hulburt varie entre 0.587 et 76.190 (Wimereux: [0.587,
76.190], Roscoff : [9.151, 73.342], Marina du Chateau : [2.553, 50.082]) pour les données de
microscopie et entre 4.955 et 88.340 (Wimereux : [4.955, 82.842], Roscoff : [36.790, 88.340],
Marina du Chéateau : [15.259, 74.845]) pour les données de metabarcoding. L'indice de
Menhinick varie entre 0.002 et 0.486 (Wimereux : [0.002, 0.221], Roscoff: [0.042, 0.486],
Marina du Chateau : [0.002, 0.036]) pour les données de microscopie et entre 0.056 et 1.266
(Wimereux : [0.056, 1.266], Roscoff : [0.281, 1.011], Marina du Chateau : [0.108, 0.416]) pour
les données de metabarcoding. D’une maniére générale, pour I'ensemble des stations sur les
périodes temporelles considérées, les épisodes de forte richesse (fortes valeurs de I'indice
de Menhinick) sont associés a de faibles dominances (fortes valeurs de 100 — Hulburt).
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Figure 28. Variations temporelles de I'indice 100 — Hulburt et de I'indice de Menhinick a la station
SOMLIT-Astan a Roscoff pour la période 2009-2016 estimés a partir des données de microscopie
(en haut) et de metabarcoding (en bas).
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Figure 29. Variations temporelles de I'indice 100 — Hulburt et de l'indice de Menhinick a la station
SOMLIT-C a Wimereux pour la période 2016-2020 estimés a partir des données de microscopie (en haut)
et de metabarcoding (en bas).
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Figure 30. Variations temporelles de I'indice 100 — Hulburt et de I'indice de Menhinick a la station B8
de la Marina du Chéteau pour la période 2019-2020 estimés a partir des données de microscopie
(en haut) et de metabarcoding (en bas).
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Figure 31. Variations temporelles de I'indice 100 — Hulburt et de I'indice de Menhinick a la station H42
de la Marina du Chdteau pour la période 2019-2020 estimés a partir des données de microscopie
(en haut) et de metabarcoding (en bas).

7.3.2. Dynamique temporelle de la diversité béta (LCBD)

La LCBD renseigne sur I’hétérogénéité des communautés planctoniques et permet
d’identifier des épisodes temporels ou la structure des communautés est atypique par
rapport au reste de la série. Les valeurs mensuelles de LCBD ont été calculées a partir des
données de microscopie et de metabarcoding pour la station de Roscoff (Figure 32), la station
de Wimereux (Figure 33) et les deux stations de la Marina du Chateau (Figures 34 et 35). Cet
indice montre d’importantes variations intra- et interannuelles quel que soit le type de
données (i.e., microscopie ou metabarcoding) et la station considérée. La LCBD varie entre
0.004 et 0.373 (Wimereux : [0.022, 0.041], Roscoff : [0.004, 0.022], Marina du Chateau :
[0.013, 0.373]) pour les données de microscopie et entre 0.005 et 0.126 (Wimereux : [0.020,
0.041], Roscoff : [0.005, 0.019], Marina du Chateau : [0.034, 0.126]) pour les données de
metabarcoding.
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Figure 32. Variations temporelles de la LCBD a la station SOMLIT-Astan a Roscoff pour la période
2009-2016 estimée a partir des données de microscopie (a gauche) et de metabarcoding (a droite).
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Figure 33. Variations temporelles de la LCBD a la station SOMLIT-C a Wimereux pour la période
2016-2020 estimée a partir des données de microscopie (a gauche) et de metabarcoding (a droite).
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Figure 34. Variations temporelles de la LCBD a la station B8 de la Marina du Chéateau pour la période
2019-2020 estimée a partir des données de microscopie (a gauche) et de metabarcoding (a droite).
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Figure 35. Variations temporelles de la LCBD a la station H42 de la Marina du Chéateau pour la période
2019-2020 estimée a partir des données de microscopie (a gauche) et de metabarcoding (a droite).

45
Projet AMI INDIGENE — Mai 2023



7.3.3. Indicateurs PH3 estimé a partir des données de microscopie et de metabarcoding

Pour les stations SOMLIT a Roscoff et a Wimereux et les deux stations de la Marina du Chateau,
I'indicateur PH3 a pu étre calculé a partir des données de microscopie et de metabarcoding
pour le compartiment eucaryote. Les méthodes de calcul du PH3 sont décrites dans le
paragraphe 7.1.2 (voir aussi I’équation (6)). Pour rappel, le PH3 correspond a la somme des
EQRs calculés a partir de 3 indices : 100 —Hulburt, Menhinick et LCBD (avec des EQRs
calculés par rapport a des valeurs de référence obtenues par saison, voir la figure 16 du
paragraphe 7.1.2).

Pour chaque série temporelle (correspondant a une station donnée), les valeurs de
I'indicateur PH3 obtenues a partir des données de microscopie et de metabarcoding ont été
comparées (Figures 36, 37, 38). Pour la station SOMLIT-Astan (pour laquelle la série
temporelle continue de 8 années avec prélévements bimensuels réguliers permet une analyse
sur 96 dates reportées en moyennes mensuelles) les valeurs de PH3 calculées a partir des
deux types de jeux de données sont corrélées significativement. || apparait par ailleurs que
le PH3 calculé a partir des données de metabarcoding est généralement plus élevé que celui
calculé a partir des données de microscopie et ceci quel que soit le niveau taxonomique
considéré (Figure 36). Pour les données acquises aux stations de Wimereux et de la marina
du Chateau, les mémes conclusions peuvent étre déduites lorsque I’on observe le lien entre
les valeurs de PH3 calculé a partir des deux types de jeux de données et que les niveaux de
corrélation sont estimés (Figures 37 et 38).

Rappelons que les résultats obtenus pour le PH3 a partir des données de metabarcoding se
rapportent a la communauté de microeucaryotes dans son ensemble (grace a I'utilisation
d’amorces eucaryotes universelles) et pas seulement aux taxons distingués en microscopie.
De plus, les données de metabarcoding sont obtenues de maniere reproductible (de
I’extraction de I’ADN a la production des ASVs).
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Figure 36. Relation entre les valeurs de I'indicateur PH3 inféré a partir des données de microscopie et
de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). a) La relation est estimée en considérant
uniquement les espéces retrouvées dans les deux types de jeux de données. b) La relation est estimée
en considérant les genres communs aux deux types de jeux de données. c) La relation est estimée en
considérant la globalité des deux jeux de données. Chaque point gris correspond a une date
d’échantillonnage de la station SOMLIT-Astan a Roscoff. La relation entre les deux formes de PH3 a été
estimée par le calcul du coefficient de corrélation non paramétrique de Spearman.
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Figure 37. Relation entre les valeurs de I'indicateur PH3 inféré a partir des données de microscopie et
de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). a) La relation est estimée en considérant
uniquement les espéces retrouvées dans les deux types de jeux de données. b) La relation est estimée
en considérant les genres communs aux deux types de jeux de données. c) La relation est estimée en
considérant la globalité des deux jeux de données. Chaque point gris correspond a une date
d’échantillonnage de la station SOMLIT-C a Wimereux. La relation entre les deux formes de PH3 a été
estimée par le calcul du coefficient de corrélation non paramétrique de Spearman.
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Figure 38. Relation entre les valeurs de 'indicateur PH3 inféré a partir des données de microscopie et
de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). a) La relation est estimée en considérant
uniquement les espéces retrouvées dans les deux types de jeux de données. b) La relation est estimée
en considérant les genres communs aux deux types de jeux de données. c) La relation est estimée en
considérant la globalité des deux jeux de données. Chaque point gris (clair et foncé) correspond a une
date d’échantillonnage de la station de la Marine du Chéteau a Brest. Les points gris clair correspondent
aux dates d’échantillonnage du site B8 et les points gris foncé correspondent aux dates
d’échantillonnage du site H42. La relation entre les deux formes de PH3 a été estimée par le calcul du
coefficient de corrélation non paramétrique de Spearman.

7.3.4. Evaluation de I'indicateur PH3 selon les classes de qualités, comparaison entre les
données microscopiques et de metabarcoding

Dans le cadre des directives européennes, et notamment de la DCSMM, il est intéressant de
traduire les indices de changement de I'indicateur PH3 en classes de qualité pour les jeux de
données acquises en microscopie et par metabarcoding. Nos résultats montrent que la
qualification des échantillons prélevés le long des séries temporelles est, pour les deux types
de données, trés proche (méme classe) ou proche (classes contigués) pour 89%, 91% et 81%
des échantillons, respectivement pour les jeux de données SOMLIT-Astan (Roscoff), SOMLIT-
C (Wimereux) et de la Marina du Chateau (Figures 39, 40 et 41). Tres peu d’échantillons
présentaient une mauvaise correspondance de qualification entre les deux types de données,
a savoir un écart d’au moins deux classes de qualité (Astan : 11%, Wimereux : 9%, Marina du
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Chateau : 15%), et un seul échantillon de la station B8 a la Marina du Chateau présentait un
écart de trois classes de qualité (Figure 41). Deux tendances se dégagent pour les échantillons
présentant une mauvaise correspondance dans les classes de qualité du PH3 entre la
microscopie et le metabarcoding. Aux stations de Roscoff et de Wimereux, cette mauvaise
correspondance des classes de qualité est bidirectionnelle, avec des cas de figure ou les
données de métabarcoding attribuent a un échantillon une classe de qualité supérieure a celle
estimée avec les données de microscopie et inversement. Aux stations de la Marina du
Chateau la mauvaise correspondance est unidirectionnelle, avec uniquement le cas de figure
ou les données de metabarcoding attribuent une classe de qualité supérieurs a celle obtenue
par microsocpie.

Ces résultats montrent également, a la station SOMLIT-Astan, que les différences de
classement entre les deux types de jeux de données ne varient pas en fonction de la saison.
Il est a noter toutefois, qu’aucun échantillon hivernal n’a été classé dans la classe de qualité
« éloignée » de |'état de référence avec I'approche de metabarcoding a I'inverse de I'approche
par microscopie (Figure 39). Une telle similarité dans les proportions d’échantillons
distribués entre les différentes saisons est observée pour la station SOMLIT-C a Wimereux
et tout particulierement pour les classes de qualité « trés proche », « proche » et
« éloignée » de I'état de référence (Figure 40). Concernant la classe de qualité
« intermédiaire », aucun échantillon automnal de cette station n’est retrouvé dans cette
classe de qualité selon les données de microscopie, et aucun échantillon hivernal selon les
données de metabarcoding. Une correspondance dans les proportions d’échantillons
distribués entre les différentes saisons est également observée pour les deux stations a la
Marina du Chateau et en particulier pour les classes de qualité « trés proche » et « proche »
de I'état de référence (Figure 41). En effet, selon I'approche de metabarcoding, aucun
échantillon n’est classé dans un état « intermédiaire », « éloigné » ou « trés éloigné ».
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Figure 39. Analyse comparative (UpSet plot) des classes de qualité (i.e., état trés éloigné, éloigné,
intermédiaire, proche, trés proche de I'état de référence) assignées aux valeurs de I'indicateur PH3
calculé avec les données de microscopie et les données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille
>3 um) sur l'ensemble de la série temporelle (de 2009 a 2016) a la station SOMLIT-Astan a Roscoff.
Dans le panneau inférieur gauche, les points noirs indiquent les interactions entre les classes. Un seul
point noir indique une date assignée a la méme classe par la microscopie et le metabarcoding et deux
points noirs joints indiquent une date assignée a deux classes différentes par la microscopie et le
metabarcoding. Le nombre de dates d’échantillonnage dans chaque classe de qualité distribué en
fonction des saisons (hiver : rouge, printemps : vert, été : jaune, hiver : rouge) est représenté dans les
deux panneaux inférieurs a droite. Le nombre total de dates d’échantillonnage dans chaque classe de
qualité est représenté dans le panneau inférieur central. Le nombre de dates d’échantillonnage de
chaque interaction est indiqué dans le panneau supérieur. Les cas ol la classe de qualité assignée a
I'indicateur PH3 calculé a partir des données de metabarcoding est supérieure a celle obtenue a partir
des données de microscopie sont indiqués en bleu clair dans le panneau supérieur. La relation inverse
est indiquée en rose.
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Figure 40. Analyse comparative (UpSet plot) des classes de qualité (i.e., état trés éloigné, éloigné,
intermédiaire, proche, trés proche de I'état de référence) assignées aux valeurs de I'indicateur PH3
calculé avec les données de microscopie et les données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille
>3 um) sur I’ensemble de la série temporelle (de 2015 a 2020) a la station SOMLIT-C a Wimereux. Dans
le panneau inférieur gauche, les points noirs indiquent les interactions entre les classes. Un seul point
noir indique une date assignée a la méme classe par la microscopie et le metabarcoding et deux points
noirs joints indiquent une date assignée a deux classes différentes par la microscopie et le
metabarcoding. Le nombre de dates d’échantillonnage dans chaque classe de qualité distribué en
fonction des saisons (hiver : rouge, printemps : vert, été : jaune, hiver : rouge) est représenté dans les
deux panneaux inférieurs a droite. Le nombre total de dates d’échantillonnage dans chaque classe de
qualité est représenté dans le panneau inférieur central. Le nombre de dates d’échantillonnage de
chaque interaction est indiqué dans le panneau supérieur. Les cas ol la classe de qualité assignée a
I'indicateur PH3 calculé a partir des données de metabarcoding est supérieure a celle obtenue a partir
des données de microscopie sont indiqués en bleu clair dans le panneau supérieur. La relation inverse
est indiquée en rose.
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Figure 41. Analyse comparative (UpSet plot) des classes de qualité (i.e., état trés éloigné, éloigné,
intermédiaire, proche, trés proche de I'état de référence) assignées aux valeurs de I'indicateur PH3
calculé avec les données de microscopie et les données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille
>3 um) sur 'ensemble de la série temporelle (de 2019 a 2020) a la station de la Marine du Chéteau a
Brest. Les résultats présentent les données des deux sites B8 et H42 combinés. Dans le panneau inférieur
gauche, les points noirs indiquent les interactions entre les classes. Un seul point noir indique une date
assignée a la méme classe par la microscopie et le metabarcoding et deux points noirs joints indiquent
une date assignée a deux classes différentes par la microscopie et le metabarcoding. Le nombre de
dates d’échantillonnage dans chaque classe de qualité distribué en fonction des saisons (hiver : rouge,
printemps : vert, été : jaune, hiver : rouge) est représenté dans les deux panneaux inférieurs a droite.
Le nombre total de dates d’échantillonnage dans chaque classe de qualité est représenté dans le
panneau inférieur central. Le nombre de dates d’échantillonnage de chaque interaction est indiqué
dans le panneau supérieur. Les cas ol la classe de qualité assignée a I'indicateur PH3 calculé a partir
des données de metabarcoding est supérieure a celle obtenue a partir des données de microscopie sont
indiqués en bleu clair dans le panneau supérieur. La relation inverse est indiquée en rose.

Malgré les résultats des analyses comparatives des valeurs du PH3 obtenues selon les deux
types de données (cf. paragraphe 7.3.3), montrant une surestimation globale de I'indice PH3
inféré avec les données de metabarcoding par rapport aux données de microscopie (Figures
36, 37 et 38), les résultats de ce paragraphe suggérent que I’évaluation du changement
d’état des communautés microbiennes eucaryotes, en termes de classes de qualité, est
comparable spatialement et temporellement entre les deux types de données.
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7.3.5. Evaluation de la sensibilité de I'indicateur PH3 en fonction du nombre d’échantillon
considéré

Pour évaluer I'effet de la fréquence d’acquisition des données sur les valeurs de I'indicateur
PH3, une analyse de sensibilité de ce dernier a la dégradation des séries temporelles a été
réalisée. Pour cela, les valeurs de PH3 calculées avec le jeu de données original (fréquence
bimensuelle a mensuelle) ont été comparées aux valeurs calculées a partir de jeux de données
dégradés selon six scénarios (fréquence variant d’un échantillonnage sur un/deux mois par
saison a un échantillonnage sur 11 mois par an ou de une/deux/trois saisons par an). Les
différences absolues entre les valeurs obtenues avec les données originales et les données
dégradées ont été utilisée pour estimer la sensibilité. Les détails concernant les procédures
de dégradation utilisées figurent dans le paragraphe 7.1.3 (voir notamment dans la figure 18).
Les valeurs moyennes des différences absolues sont faibles pour les données de
microscopie, quel que soit le type de dégradation considéré. La différence absolue moyenne
est maximale (0.08) lorsque seulement la fréquence d’un mois par saison (i.e., 4 mois par an)
est utilisée pour calculer I'indicateur PH3 et diminue de maniéere continue pour les autres
types de dégradation jusqu’a une valeur minimale de 0.01 lorsque les données de 11 mois par
an sont utilisées (Figure 42). L'intervalle des valeurs de chaque classe de qualité de I'indicateur
PH3 (Figure 16) est de 0.2. Par conséquent, une sensibilité de 0.08 signifie que dans le pire
des cas un échantillon peut étre déclassé ou surclassé a la classe de qualité contigué a
I'originale quand le PH3 est calculé en considérant une fréquence d’un mois par saison dans
la série temporelle. De tels résultats suggérent une sensibilité moyenne a la dégradation des
données relativement faible de l'indicateur PH3, quand celui-ci est calculé a partir des
données de microscopie. Toutefois, deux groupes de scénarios de dégradation se distinguent.
Le premier groupe, constitué de deux scénarios de dégradation (i.e., 1 mois par saison et 1
saison par an), présente des différences absolues moyennes supérieures a 0.05. Le deuxieme
groupe, regroupant les quatre autres scénarios de dégradation, présente des différences
absolues moyennes inférieures a 0.025. Ces groupes se distinguent également par des
gammes de variabilité différentes dans les valeurs de différences absolues mesurées.
Globalement, le premier groupe présente une gamme de variabilité des différences absolues
plus importante que le deuxiéme groupe (1°" groupe : [0, 0.35[, 2™ groupe : [0, 0.20[). Cela
indique que dans le cas le plus pessimiste de dégradation des données du groupe 1 (i.e., 1
mois par saison, sensibilité maximale supérieure a 0.30) et du groupe 2 (i.e., 2 mois par
saison, sensibilité maximale égale a 0.20), un échantillon peut étre déclassé ou surclassé
respectivement a deux classes de qualité d’écart a I’originale (voir le cas C de la figure 38) et
a la classe de qualité contigué a celle-ci (voir le cas B de la figure 38).

Des résultats similaires sont observés lorsque le PH3 est calculé a partir des données de
metabarcoding (Figure 43). Ceci concerne la dynamique des différences absolues moyennes
entre les différents scénarios de dégradation, la distinction des deux mémes groupes de
scénarios de dégradation en fonction des valeurs des différences absolues moyennes et les
gammes de variabilité observée dans ces deux groupes. Pour autant, les valeurs des
différences absolues moyennes et les gammes de variation sont moins élevées. Un tel résultat
signifie, que dans le cas le plus pessimiste entre les deux groupes (i.e., 1 mois par saison,
sensibilité maximale inférieure a 0.20), un échantillon sera déclassé ou surclassé a la classe
de qualité contigué a 'originale.
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Globalement, ces résultats montrent que les scénarios de dégradations constituant le 2¢me
groupe semblent étre de meilleures stratégies d’échantillonnage, dans I'optique d’une
réduction du nombre d’échantillon (donc du co(t total) dans le cadre de I'évaluation des
habitats marins, pour les données de microscopie et dans une moindre mesure pour les
données de metabarcoding. En effet, 'impact de la dégradation des jeux de données sur le
comportement de l'indicateur PH3 est moins marqué lorsque celui-ci est calculé a partir
des données de metabarcoding.

0.3 1

0.2 1

| APH3(observé, attendu)|

0.1

0.0 A

1 moi.saison’? 1 saison.an’! 2 saison.an! 3 saison.an? 2 moi.saison’? 11 moi.saison!
(N =2592) (N =96) (N =288) (N =288) (N=5184) (N =1056)

Figure 42. Sensibilité de I'indicateur PH3 a la fréquence d’acquisition des données. L’indicateur PH3 est
inféré a partir des données de microscopie de la station SOMLIT-Astan a Roscoff. En ordonnées, la
sensibilité est exprimée comme la valeur absolue de la différence entre les valeurs de PH3 observées
(i.e., inférées a partir du jeu de données brutes) et les valeurs de PH3 attendues (i.e., inférées a partir
des jeux de données dégradés). Six scénarios de dégradation ont été effectuées par ré-échantillonnage
aléatoire des données des séries temporelles. Les détails sur les procédures de dégradations des
données figurent dans le paragraphe 7.1.3 (voir notamment dans la figure 18).
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0.0 4

1 moi.slaison'1 1 saisc:m.an‘1 2 saisclm.an'1 3 saisén.an‘1 2 moi.s;aison'1 11 moi.'saison'1
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Figure 43. Sensibilité de I'indicateur PH3 a la fréquence d’acquisition des données. L’indicateur PH3 est
inféré a partir des données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um) de la station
SOMLIT-Astan a Roscoff.

7.3.6. Lien de l'indicateur PH3 avec I’environnement

Pour essayer de comprendre les différences existant entre les valeurs du PH3 calculé a partir
des données de microscopie et de metabarcoding dans les systemes étudiés, nous avons
analysé les liens avec I'environnement. Plus précisément, nous avons cherché a savoir si les
liens entre les variations du PH3 et les variables environnementales étaient plus forts
lorsque le calcul de I'indicateur était effectué a partir des données de metabarcoding par
rapport aux données de microscopie. Pour cela, les différences entre les similarités (estimées
par le calcul de la distance de déformation dynamique temporelle) des dynamiques du PH3
et des variables environnementales pour les 2 types de données ont été calculées (Figures 44,
45,46 et 47). Les détails concernant la méthode utilisée figurent dans le paragraphe 7.1.4 (voir
notamment dans la figure 18).

Il apparait, pour 'ensemble des sites analysés que :

e La différence entre les valeurs du lien PH3/variables environnementales estimées par les
deux types de données est généralement faible (min : -0.075, max : 0.050).
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e Les valeurs du lien PH3/variables environnementales sont plus élevées pour les calculs
basés sur les données de metabarcoding pour une majorité des variables
environnementales étudiées (77% pour les stations SOMLIT-Astan et SOMLIT-C, 73% et
68% pour les stations B8 et H42 a la Marina du Chateau, respectivement).

e Les valeurs du lien PH3/variables environnementales assimilées a des pressions d’origine
anthropique sont généralement plus élevées pour les calculs basés sur les données de
metabarcoding. Les variables environnementales assimilées a des pressions d’origine
anthropique sont i) les apports continentaux exprimés au travers des mesures de débits
(e.g., Flux_Horn, Figure 44) et les concentrations en nutriments en fonction des débits
(e.g., NOs_flux_Horn, Figure 44) et ii) les concentrations en métaux lourds (Figures 46 et
47).

Ces résultats sont intéressants dans la mesure ol les changements d’état des communautés
microbiennes eucaryotes en lien avec les variables environnementales d’origine
anthropique semblent étre mieux mis en évidence avec les données de metabarcoding dans
des stations de différents paysages marins.

A une échelle locale, et plus particulierement a la Marina du Chateau, les patrons du lien
PH3/variables environnementales sont similaires entre les stations B8 et H42. Un tel résultat
peut paraitre surprenant dans la mesure ou ces deux stations sont positionnées le long d’un
gradient de contamination métallique (allant de la station B8 vers la station H42) et des
patrons distincts pouvaient étre attendus. De plus, les valeurs du lien sont plus fortes pour
guatre métaux lourds (Co, Cr, Pb, Ti) lorsque les calculs sont basés sur les données de
microscopie. Pour le moment, aucun élément de réponse ne permet d’expliquer ce résultat.
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Figure 44. Lien entre I'indicateur PH3 et les parametres environnementaux pour la station SOMLIT-
Astan a Roscoff. La similarité entre la série temporelle de I'indicateur PH3 (données de microscopie) et
celle de chaque paramétre environnemental est calculée sur la base de la distance de déformation
dynamique temporelle (dynamic time warping). La méme chose est réalisée avec l'indicateur PH3
calculé a partir des données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). Pour chaque
paramétre environnemental la différence entre ces deux distances est présentée en abscisse. Les
valeurs estimées du lien entre le PH3 et les variables environnementales sont ainsi supérieures pour un
calcul a partir des données de metabarcoding lorsque la différence est supérieure a 0. A 'inverse, les
valeurs estimées du lien entre le PH3 et les variables environnementales sont supérieures pour un calcul
a partir des données de microscopie lorsque la différence est inférieure a 0.
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Figure 45. Lien entre I'indicateur PH3 et les paramétres environnementaux pour la station SOMLIT-C a
Wimereux. La similarité entre la série temporelle de I'indicateur PH3 (données de microscopie) et celle
de chaque paramétre environnemental est calculée sur la base de la distance de déformation
dynamique temporelle (dynamic time warping). La méme chose est réalisée avec l'indicateur PH3
calculé a partir des données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). Pour chaque
parameétre environnemental la différence entre ces deux distances est présentée en abscisse.
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Figure 46. Lien entre I'indicateur PH3 et les paramétres environnementaux pour le site B8 a la Marina
du chdteau a Brest. La similarité entre la série temporelle de I'indicateur PH3 (données de microscopie)
et celle de chaque paramétre environnemental est calculée sur la base de la distance de déformation
dynamique temporelle (dynamic time warping). La méme chose est réalisée avec l'indicateur PH3
calculé a partir des données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). Pour chaque
paramétre environnemental la différence entre ces deux distances est présentée en abscisse.
Al : Aluminium, As : Arsenic, Co : Cobalt, Cr : Chrome, Cu : Cuivre, Fe : Fer, Min : Manganése, Ni : Nickel,
Pb : Plomb, Ti : Titane, V : Vanadium, Zn : Zinc.
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Figure 47. Lien entre I'indicateur PH3 et les paramétres environnementaux pour le site B8 a la Marina
du chdteau a Brest. La similarité entre la série temporelle de I'indicateur PH3 (données de microscopie)
et celle de chaque paramétre environnemental est calculée sur la base de la distance de déformation
dynamique temporelle (dynamic time warping. La méme chose est réalisée avec l'indicateur PH3
calculé a partir des données de metabarcoding (ARNr 18S, fraction de taille >3 um). Pour chaque
paramétre environnemental la différence entre ces deux distances est présentée en abscisse.
Al : Aluminium, As : Arsenic, Co : Cobalt, Cr : Chrome, Cu : Cuivre, Fe : Fer, Min : Manganése, Ni : Nickel,
Pb : Plomb, Ti : Titane, V : Vanadium, Zn : Zinc.
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8. Action 4 : Protocoles, pipelines et conclusion pertinence des données génétiques

L'analyse des résultats (sections 6 et 7) a permis de dégager certaines conclusions quant a la
pertinence d’utiliser des données de type metabarcoding dans la surveillance et I’évaluation
du BEE des habitats pélagiques. Celles-ci sont regroupées dans le tableau 8, ci-dessous.

Ce tableau montre que les données de microscopie et de metabarcoding sont, de toutes
évidences, complémentaires. S’il est possible d’accéder a la diversité de tous les
compartiments microbiens via l'utilisation du metabarcoding, les données de comptage
microscopique sont actuellement les seules qui permettent I'acces a I'abondance par unité de
volume, ainsi qu’a la biomasse, deux parameétres treés importants dans le cadre de la

surveillance des écosystéemes marins.

Tableau 8. Conclusions sur la pertinence d’utiliser les données de metabarcoding pour la surveillance

des habitats pélagiques.

Paramétre Metabarcoding Microscopie classique

considéré (méthode d’Utermohl, telle
gu‘utilisée dans les SNO
actuels)

Possibilité de Acceés a toute la diversité > 0.2 um Acces a une fraction de la

prendre en (procaryotes, eucaryotes), via l'utilisation de  diversité (cellules de taille >

compte tous les marqueurs génétiques adaptés 10 um)

groupes La microscopie ne permet pas

fonctionnels et
classes de taille

Sensibilité e Acces aux taxons « rares » (d’autant plus si
les volumes échantillonnés et la profondeur
de séquencage sont importants) (Pedrés-
Alié 2012)

e Acces aux taxons cryptiques ou pseudo-
cryptiques

d’accéder:

e Ala diversité taxonomique
des procaryotes

e Plus généralement aux
classes de taille les plus
petites qui peuvent
dominer les communautés

e Aux taxons présentant peu
de caractéres
morphologiques distinctifs

e Alaplupart des
microorganismes
endosymbiotiques ou
endoparasites

e Acces peu aisé aux taxons
« rares » : la plupart du
temps, les volumes analysés
ne permettent que de
détecter les espéces les plus
abondantes (Cermeno et al.
2014)

e Pas d’acces aux taxons
cryptiques, acces peu aisé
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Quantifier
abondance,
biomasse,
contribution
relative.

Reproductibilité

Indices de
diversité alpha

Indices de
diversité béta

Méthode dite semi-quantitative
e Acces a des abondances relatives de )

nombres de séquences
Pas d’acces aisé aux abondances absolues
Pas d’acces aisé a la biomasse

Méthode standardisable de .
I’échantillonnage a la production des
tables d’ASV X sites (dates). Les étapes .

allant de I’échantillon a la production des
librairies ASVs et aux données brutes de
séquences sont effectuées a l'aide de kits
sur des plateformes. Des pipelines d’analyse
sont fournis dans le cadre du projet
INDIGENE pour toutes les étapes qui
permettent a partir des données brutes,
d’obtenir des valeurs pour les indicateurs
PH1 et PH3

Etant donnée la rapidité de I’évolution des
technologies associées a la production de
séquences ainsi que des outils
bioinformatiques, il serait important, si ces
technologies sont utilisées pour caractériser
les changements dans les communautés, de
veiller a conserver des protocoles
strictement identiques ou comparables

Possibilité de calculer les indices classiques o
(en prenant les abondances de séquences

et ASVs au lieu des abondances cellulaires °
et taxons)

Possibilité d’accéder a la diversité
phylogénétique (non traité dans le projet
INDIGENE)

Possibilité de calculer les indices classiques
(en prenant les abondances de séquences
et ASVs au lieu des abondances cellulaires
et taxons)

Etant donné la nature compositionnelle des
données (abondances relatives) certaines
approches posent des problémes ou sont
invalides mathématiquement

aux taxons pseudo-
cryptiques

Méthode quantitative

Acces aux abondances
absolues (cellules par unité
de volume) mais
uniguement pour les taxons
les plus abondants

Acces a la biomasse (via des
proxys de biomasse par
cellule par espece)

Méthode standardisable
pour la plupart des étapes
Les étapes d’identification
des taxons et de
dénombrement font
intervenir des analystes
experts en taxonomie et
donc des possibles biais

« observateur ». La
formation des experts et le
maintien de ces expertises
dans les laboratoires est
indispensable de maniére a
limiter ces biais

Possibilité de calculer les
indices classiques

Pas de prise en compte des
taxons rares (non détectés
si le volume échantillonné
est faible)
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Calcul des
indicateurs
préconisés par
la DCSMM

O

Les tests effectués dans le cadre du projet
INDIGENE permettent de valider la
possibilité de calculer des indices de
diversité béta. Il est probable que d’autres
indices pourraient étre testés, et
notamment ceux préconisés pour des
données compositionnelles

PH1:

Calcul aisé du PH1 (basé sur des ratios
d’abondances et donc adapté a des
données compositionnelles) a partir des
données d’abondances de séquences pour
les 2 groupes choisis

Possibilité de calculer le PH1 pour un trés
grand nombre de combinaisons de groupes
fonctionnels/taxonomiques et ceci pour les
procaryotes ou les eucaryotes (parasites
/non parasites, autotrophes /
hétérotrophes, diatomées pennées /
diatomées centrées, ...). Ceci constitue une
plus-value trés importante des données de
metabarcoding. Les tests effectués dans le
cadre du projet INDIGENE permettent de
valider la faisabilité et la pertinence de
cette approche. La plus-value des données
de metabarcoding est trés clairement la
possibilité d’analyser le comportement du
PH1 en prenant en compte de trés
nombreux couples de groupes fonctionnels
ou taxonomiques

PH?2 : Les données de metabarcoding ne
sont pas adaptées au calcul du PH2

PH3 : Calcul relativement aisé du PH3.
Les tests effectués dans le cadre du projet
INDIGENE permettent de valider la
faisabilité et la pertinence de cette
approche lorsque les EQR sont calculés par
rapport a des états de référence par
saison, ceci pour prendre en compte la
variabilité saisonniére. La plus-value des
données de metabarcoding est ici la prise
en compte du compartiment microbien
dans son ensemble et non seulement des
fractions identifiables au microscope

PH1:

Calcul aisé du PH1 (basé
sur des ratios
d’abondances)

Possibilité de calculer le
PH1 pour un nombre moins
important de combinaisons
de groupes
fonctionnels/taxonomiques
PH?2 : Les données de
microscopie permettent
d’obtenir des valeurs de
biomasse grace a
I'utilisation de proxys de
biomasse par cellule

PH3 : Calcul relativement
aisé du PH3. Cependant,
de trés nombreuses
especes microbiennes ne
sont pas prises en compte
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