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CHAPITRE I : Introduction générale

La documentation disponible sur la Directive Caslne I'Eau insiste sur la nécessité
d’'impliquer, d’informer et de consulter les citogepour ce qui a trait a la politique adoptée
par I'Union Européenne (UE) en matiere de légistatile I'eau, les objectifs et le type de
gestion pratiqué par 'UE ainsi que la démarcheptm pour le contréle de la qualité des
plans d'eau et leur surveillance (article 14 de Daective 2000/60/CE). Cependant,
I'information n’est pas si facile a trouver et anqurendre alors gu'il est indispensable en tant
gue citoyen, gestionnaire de plan d’eau ou biotegigjuatique de posséder quelques notions
sur cette Directive puisque nous serons tous amea@s un avenir proche, soit a en parler
soit a en entendre parler. C’est pour cette ragg@nous avons tenu a introduire cette thése
de doctorat par un chapitre général qui replacphigoplancton dans le cadre de la DCE
puisqu’il constitue l'intérét central du travail decherche proposé. Dans une deuxiéme
section, nous présentons le réservoir Marne quicessidéré comme une masse deau
artificielle d’aprés la DCE et nous finissons péfinir précisément les objectifs de cette thése
(financée par 'Agence Nationale pour la Recherehda Technologie dans le cadre d'un
contrat CIFRE) au regard des interrogations desogesires.

1. Le phytoplancton, élément de qualité biologiqude la Directive Cadre sur I'Eau

1.1. Généralités sur le phytoplancton

Le phytoplancton (du grephytonou plante eplanktosou errant) est constitué par
I'ensemble du plancton végétal, c'est-a-dire desanrganismes photosynthétiques qui sont
libres, passifs et en suspension dans la coloneaud’ll s’agit de cellules, colonies ou
filaments (i) qui ne peuvent nager et dont les meowents dépendent de ceux de
I'environnement aquatique et/ou (i) qui sont nexil(flagellés ou ciliés) mais dont les
déplacements sont restreints. La principale sodiaequisition de I'énergie s’effectue par
phototrophie chez ces organismes, a partir de hiehe (photosynthése = processus

d’absorption des sels minéraux et du carbdipe//fr.wikipedia.org/wiki/Carbonesous forme

de CQ et de rejet d'oxygene sous l'effet de la lumiete).chlorophyllea, un des pigments
chlorophylliens, est le pigment majoritaire impkgdans ce processus. Pour cette raison, le
phytoplancton se situe le plus souvent dans lalegaperficielle éclairée des masses d’eau

gu’'on appelle zone (eu)photique (recevant plus %edg la lumiére incidente). Par ailleurs,
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de nombreuses cellules phytoplanctoniques (lessophycées par exemple) sont capables de
réaliser la mixotrophie, c'est-a-dire qu’elles guEnt des capacités hétérotrophes et elles
utilisent des substances organiques a la baseudemétabolisme ou sont méme capables
d’ingérer des bactéries (Domaizenal. 2003, Zubkov et Tarran 2008).

Si les organismes phytoplanctoniques représengnerment 1% de la biomasse des
organismes photosynthétiques sur Terre, ils assu#ér®o de la production primaire
(Chisholm 1995, Behrenfeldt al. 2001). Ills sont ainsi a la base de la chaine tqogeh
pélagique (Azam et Malfatti 2007) et sont donc oesables d’'une part essentielle de la
production primaire dans les milieux aquatiques. diricture et la dynamique de cette
communauté sont sous le contréle de différentsefmst ou processus qui interagissent
simultanément entre eux :

- les facteurs ascendants (« bottom-up ») correspbndssentiellement aux
ressources nutritives (apports endogenes et exsgerepables d’influencer
les capacités de croissance cellulaire;

- les facteurs descendants (« top-down ») sont esbemtent exercés I'activité
de prédation des herbivores (zooplancton et passpbytoplanctophages) ou

encore par I'action lytique des virus.

1.2. Phylogénie et diversité du phytoplancton

Le phytoplancton regroupe deux types dorganismes djfferent au niveau
cytologique essentiellement par la présence — gotess — ou non — procaryotes - d’'un noyau
cellulaire (ADN confiné dans une enveloppe nucEafPrescotet al. 2003). Actuellement,
la phylogénie est en pleine évolution, grace notamtnaux avancées technologiques en
biologie moléculaire (lglesias-Rodriguekzal 2006 ; Notet al. 2007 ; Saeet al. 2008). A ce
jour, 8 principales classes différenciées selon ctégres morphologiques, cytologiques,
biochimiques et reproductifs sont recensées dansnibeux aquatiques. Nous en donnons
une description sommaire ci-dessous.

* Les cyanobactéries organismes procaryotes, regroupent plus de 1h@egeet
environ 1000 especes dulcaquicoles. La plupartgasobactéries sphériques appartiennent a
la famille des Chroococcacées et les filamenteumes familles des Nostocacées et
Oscillatoriacées (Bourrelly 1985a). Les cellulepapenant a cette classe se caractérisent par

'absence de noyau, de plaste et de reproductignése Les cyanobactéries (ou « algues
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bleues ») se distinguent des procaryotes hététwgopar la présence de chlorophgllet de
pigments accessoires (phycocyanine, phycoérythraagpténoides) (Ganét al. 1991 ;
Schagerl et Donabaum 2003 ; Colydral. 2005). Certaines cyanobactéries possedent des
vacuoles gazeuses qui leur permettent de réguleiplesition dans la colonne d’eau et de se
maintenir a une profondeur ou la température, laidte et les éléments nutritifs sont
favorables a leur développement. Un bon exempleette propriété physiologique est fourni
avec I'espéc®lanktothrix rubescengSchanzt al. 1997 ; Bright et Walsby 1999 ; Walsbky

al. 2004 ; Walshy 2005). D’autres cyanobactéries, efgaht filamenteuses comme la
précédente, possedent deux types de cellules ylaates : des hétérocystes et des akinétes.
C’est par exemple le cas des gemkaabaenat Nostoc(Stewart 1973 ; Muet al. 1999). Les
hétérocystes sont des cellules a membrane épaissatenu cellulaire homogéne et trés clair,
capables de fixer 'azote atmosphérique. Ces cyattélies sont donc avantagées en milieu
limitant en azote assimilable. Les akinetes sost sfwres durables et chargées de réserves
qui, une fois détachées en conditions favorablesndént un nouveau filament (Bourrelly
1985a). Les cyanobactéries se divisent essentiefierpar fission binaire ou division
végeétative, c'est a dire que la membrane cellulgiievagine et sépare la cellule mere en
deux cellules filles isomorphiques. Généralemesitecdivision a lieu dans un, deux ou trois
plans qui sont plus ou moins perpendiculaires fssaux autres entre générations successives
(Komarek 2003). La diversité des cyanobactériesean®ins étudiée en milieu marin que
dans les milieux d’eau douce. Cette différenceltésle I'occurrence de fortes efflorescences
de cyanobactéries en milieu d’eau douce et dudaé les cyanobactéries marines sont
constituées de deux principaux genres unicellidaide petite taille Synechococcu®t
Prochlorococcup plus difficlement étudiablesProchlorococcus découverte en 1988
(Chisholm et al. 1988), est I'espece photosynthétique la plus atoiedde la biosphere
(Partenskyet al. 1999) contribue jusqu’'a 84% de la fixation du Ldans certaines eaux

oligotrophes (Jardillier communication personnelle)

* Les chlorophycéesforment un groupe extrémement vaste et morphaolegigent
tres diversifié. Elles sont réparties en 4 classes Euchlorophycées, les Ulothricophycées,
les Zygophycées et les Charophycées. Celles-ci oderg environ 500 genres, représentant
plus de 15000 espéces (John 1994). Toutefois,papl des algues vertes planctoniques
lacustres appartiennent a I'ordre des Volvocales etlui des Chlorococcales qui font partis

de la classe des Euchlorophycées (Bourelly 19855. cellules des Volvocales possedent
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une paroi cellulaire glycoprotéique pourvue de a8us flagelles de méme taille, 1 noyau et 2
vacuoles contractiles localisées a la base desglliégg Les chloroplastes de la plupart des
volvocales sont en forme de U et les chlorophydlest b sont les pigments majeurs (Ettl
1983). Les Chlorococcales sont unicellulaires dorgales avec une membrane bien définie,
parfois de formes filamenteuses (Ettl et Gartne88)9 L’état végétatif est sous forme
immobile et les flagelles sont absents au stadd#eaddn distingue comme précédemment un
noyau par cellule et les mémes pigments majeursur(Blly 1985b). Pour assurer leur
reproduction, les Volvocales et les Chlorococcétesent des zoospores a l'intérieur de la
paroi cellulaire de la cellule mere. On distinguty3es de zoospores : celles avec membrane
et 2 fouets égaux, celles sans membrane et a fégatx et celles sans membrane et a fouets
|égerement inégaux mais de méme structure (Bowurt€l85b). Dans les formes coloniales,
chaque cellule de la colonie se divise par divisiégétative em cellules formant 2 »n
cellules filles. On retrouve également 3 types @@aduction sexuée : isogamie (2 gametes
de méme taille), anisogamie (gaméte male plus getitgaméte femelle) et oogamie (gamete
femelle non flagellé et gaméte male flagellé) (N@2803).

* Les xanthophycées regroupent plus de 100 genres et environ 600 espéc
dulgaquicoles. Elles vivent a I'état unicellulaiomlonial ou de filament et sont caractérisées
par une plus grande proportion de pigments cartdésg3-caroténe) que de chlorophylle, ce
qui peut expliquer leur couleur jaune-verte (EAFFR). Les cellules mobiles possédent deux
flagelles de taille différente. La paroi cellulagst souvent absente et quand elle est présente
elle contient une grande quantité de pectine et @ee siliceuse chez plusieurs especes. Les
xanthophycées se divisent essentiellement papfidsinaire mais peuvent également former
des zoospores. La reproduction sexuée, quand &be,aest le plus souvent isogame (Ott et
Oldham-Ott 2003).

* Les chrysophycées sont des algues unicellulaires ou coloniales fnarg
filamenteuses), dont certaines vivent dans uneleppe protectrice appelée lorique. Leurs
cellules possédent un ou plusieurs plastes jaunésums a cause de la forte concentration en
xanthophylles (lutéine, fucoxanthine, diadinoxam#)iet caroténoideg-Carotene) masquant
la couleur due aux chlorophylles et ¢ (Wetzel et al. 2001). La plupart de ces cellules
obtiennent leur énergie par mixotrophie, c’est i@ dju’elle sont capables d’autotrophie et

d’hétérotrophie. Dans le dernier cas, elles se msm@ant en consommant de la matiere
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particulaire comme des bactéries ou des protigteagotrophie) ou bien en absorbant des
molécules organiques complexes (osmotrophie) (Sartl@al. 1990 ; Domaizort al. 2003).

Le nombre de flagelles est variable. La plupart ckdkiles sont uniflagellées mais d’autres
possedent deux flagelles généralement de méme. tBilaucoup des espéces appartenant a
cette classe n'ont pas de paroi cellulaire maist goste entourées d’'une membrane
cytoplasmique. D’autres possédent une surfacelaeucouverte de plaques ou d'écailles
siliceuses ou calcaires. La multiplication se fait fission binaire ou par zoosporulation. Les
phénomenes sexuels, rarement signalés, sont dee natigamique. En période de repos, la
formation endogene de kystes siliceux, globulewxcgs d'un pore obstrué par un bouchon,

est caractéristique des Chrysophycées.

* Les diatomées (Bacillariophycées) engloberaient plus de 100 @8peces et on
estime que pres de 15 000 ont été identifiées gowe C’'est un des groupes les plus
importants du phytoplancton méme si beaucoup déespéont sessiles ou associées aux
substrats littoraux. Leur caractéristique prinagpast la présence d’'une paroi cellulaire
siliceuse appelée frustule (Germain 1981). Le paurdes valves est connecté avec des
bandes qui constituent la ceinture de la cellukes @icroorganismes sont unicellulaires ou
coloniaux et sont communément divisés en deux g®upes diatomées centriques qui ont
une symétrie radiale et les diatomées pennéesmjuine symétrie bilatérale. Les valves des
diatomées pennées présentent des parties de sglluke épaisses et dilatées. Chez certaines
especes, une fente, nommée raphée, traverse ure @arda cellule entiére alors que chez
d’autres espéces, on observe une dépression darda qellulaire appelée pseudoraphée.
Quatre groupes de diatomées pennées sont difféeescir la base de ces structures : les
Araphidées, les Raphidioidées, les Monoraphidéede®tBiraphidées. La reproduction
végetative par division cellulaire est le mode liesspcommun de multiplication (Canter-Lund
et Lund 1995).

* Les cryptophycéessont unicellulaires, mobiles de par la présencdeie flagelles
(de taille égale) et dépourvues de paroi celluldie effet, 'enveloppe qui les entoure est
appelée périplaste et est composé de deux couddiextes, le périplaste interne (succession
de plaques protéiques) et le périplaste externenpremne protéique unique) qui entourent la
membrane plasmique (Kugrens et Clay 2003). Lesleslisont aplaties dorso-ventralement et

sont pourvues d’une invagination antérieure quitgpdes deux flagelles. Les cellules
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contiennent une variété de pigments dont la phytiogéne qui leur donne une couleur
rougeatre caractéristique. La reproduction septaitfission binaire (Starmach 1974 ; Bourelly
1985a).

* Les dinoflagellés regroupent environ 300 especes et sont des alifpgsiéces
unicellulaires dont la plupart sont mobiles. Unantge transversale, le cingulum, encercle la
cellule et la divise en une épitheque et une hyapte alors qu’une invagination
longitudinale, le sulcus, définit la face ventrae la cellule. lls possedent des plaques de
cellulose sur la partie externe de la membrana ¢étxonomie de ces microorganismes est
basée sur le nombre et I'arrangement de ces pldfésid 1909). Ces plagues peuvent étre
tres fines et sont parfois difficiles a voir parcmaiscopie optique. Des pores apicaux, des
extensions de plaques et des épines peuvent gusarafire chez certaines especes. La
chlorophylle a et c; sont deux pigments photosynthétiques majeurs ddlsiles de
dinoflagellés. La péridinine qui fait partie degmients accessoires de type caroténoides est
responsable de la couleur dorée bien que les esllplissent apparaitre jaunatre voire
marron. Bien que la reproduction sexuée se prodilgséemps en temps, la reproduction
asexuée par la formation d’aplanospores (sporesflagellés) prédomine. En période de

diapause, la formation de kystes peut s’accentesidérablement (Carty 2003).

* Les euglenessont répartis en 13 genres et plus de 2000 espkxe®ont presque
tous unicellulaires, sans paroi cellulaire, possédm, deux ou trois flagelles qui émanent
d’'une invagination de la membrane cellulaire, urecuole contractile et un stigma
(« eyespot ») orange a rouge composé de globuleard&énoides (Rosowski 2003). Bien que
certains euglenes soient non pigmentés, phagotsoptepable dingérer des particules
solides) et par conséquent considérés comme destpsoanimaux (ex protozoaires), la
plupart sont photosynthétiques et parfois hétépbies. Il reste que méme si la phagotrophie
peut constituer le mode d’assimilation de carboriacjpal, aucune de ces espéces n’en
dépend uniqguement. Ce dernier est toujours comifgbsorption de composés organiques
dissous. En ce qui concerne leur mode de repramyda division cellulaire semble étre la

regle pour cette classe du phytoplancton (Boudggsa).
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1.3. Distribution spatiale

1.3.1. Distribution horizontale

La répartition horizontale du phytoplancton de memi non homogene
(« patchiness ») entraine des différences majadans les assemblages en milieu marin ou
d’eau douce. Cette distribution peut-étre due aawations des conditions physiques et
chimiques en lien avec les systemes de couraneunsajLa vitesse du courant est elle méme
dépendante de la vitesse du vent et, par consédasrdifférences dans les assemblages sur
le plan horizontal peuvent perdurer tant que lg uglue. Comme, de plus, le vent fluctue en
intensité et en direction, il provogue de nouvescixémas de distribution qui se superposent
aux anciens. Ainsi, aucun organisme individuel of#té une position permanente et chaque
individu est susceptible de se faire transportarch (Padisak 2004).

Dans les petits lacs, des variations significatigass la distribution horizontale des
especes planctoniques sont généralement obsenablete courtes périodes de temps, ces
discontinuités étant souvent associées a l'intenacte la force et de la direction du vent avec
la stabilité thermale de la colonne deau. En effit morcellement horizontal du
phytoplancton peut se produire & de trés petithslies (de 1 & quelques métres) mais il est
tres changeant et les schémas de répartition pe@sen trées fréquemment modifiés ou
supprimés avec le vent. La persistance temporelleetie discontinuité est directement reliée
a la dimension spatiale a I'intérieur de laquelle ductue (Reynolds 1984). Ainsi, il est
possible de subdiviser un habitat en plusieursovhabitats, formant ainsi une mosaique de
fragments qui contribuent ensemble a la formatiamel communauté phytoplanctonique

pour un seul et méme lac (Hutchinson 1967).

1.3.2. Distribution verticale

Les discontinuités dans la distribution spatialeptiytoplancton, celles qui persistent
des heures ou des jours, voire de maniere conliseint mieux connues sur le plan vertical.
La distribution du phytoplancton peut en effet gasgignificativement avec la profondeur, le
temps et la ségrégation physique de la colonneud’ees schémas de distribution peuvent
devenir encore plus complexes quand les gradiemthimiere ou d’éléments nutritifs s’y

rajoutent (Reynolds 1984). L’intensité lumineusemidiue avec la profondeur et sa
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composition spectrale change. La concentration @éments nutritifs augmente avec la
profondeur. A cela s’ajoute aussi la migration ieale du zooplancton qui peut aussi avoir
une influence sur la répartition verticale du pipjémcton. Ainsi, beaucoup d’especes
« cherchent » a atteindre une position optimalesdin colonne d’eau favorisant leur
développement et s’adaptent de maniere a co-exastr d’'autres especes pour former une
communauté structurée. La stabilité physique dpsaes dans le milieu dépend donc de la
stabilité de la colonne d'eau ainsi que de la digpbté et du taux de régénération des
ressources dans les différentes strates (WalsbRegholds 1980 ; Padisak 2004). Les
éléments nutritifs (azote, phosphore, silice) smmsommeés dans la zone euphotique, si bien
gue leur concentration va chuter jusqu’a une camagon qui va limiter la croissance algale.
Ainsi, les strates inférieures vont devenir plushels en éléments nutritifs que les strates
supérieures méme si pour l'azote, par exemplegdasentrations qui permettent la croissance
algale peuvent étre restaurées grace aux cyanaolesctixatrices d’azote. Cependant,
I'oxygénation de la couche inférieure de la colomaeprofondément affecter la forme, la
quantité et la disponibilité des nutriments. Il Esulte que la stratification thermique va
amener a une séparation entre une couche de sbitacdluminée, oxygénée mais dont les
concentrations en éléments nutritifs diminuent dapient et une couche profonde moins
lumineuse, plus hypoxique et riche en élémentsitiisitr Dans de telles circonstances,
I'assimilation des éléments nutritifs dans les t¢tmscprofondes couplée a la photosynthése
dans les couches superficielles est une stratégiedgmande aux algues de changer
périodiquement leur position verticale soit gracéeudrs vacuoles gazeuses soit grace aux
mouvements de leurs flagelles. Suivant les espd@aplitude maximale de migration
périodique peut varier entre 2,5 et 18 m sachastlgs especes flagellées de grande taille
peuvent migrer sur de plus longues distances qgiedpéeces flagellées de plus petite taille
(Sommer 1988).

1.4. Dynamique saisonniére : le modele PEG

Les communautés phytoplanctoniques présentent kiasgements significatifs au
cours d'une seule et méme année et ces procesdiggieyg sont bien connus sous le nom de
« succession saisonniére ». Le premier modéle deession saisonniere planctonique en
milieu dulcaquicole, appelé le modéle PEG (« PlamkiEcology Group »), a été produit suite

a plusieurs années de discussions entre une trerdaicologistes planctoniques, et est basée
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sur 24 séquences successives observées dans igndes@d lacs (Sommett al 1986). Ce
modéle se veut donc étre une description des nmgasiles plus importants qui gouvernent
la séquence des structures successives au travesxjualles les populations
phytoplanctoniques lacustres évoluent au coursedammée (Padisait al. 1993, Scheffeet

al. 2003). Les différentes étapes peuvent étre réssicemme suit :

* (1) Vers la fin de I'hiver, la disponibilité edé&ments nutritifs résultant du brassage
et l'augmentation de lintensité lumineuse favamisda croissance du phytoplancton
(essentiellement les diatomées et les cryptophytes)

* (2-4) Cette communauté est alors broutée paotglancton herbivore (d’abord les
especes a temps de génération court puis les aspécmissance plus lente), qui devient
abondant grace a une forte fécondité induite p&orte biomasse d’'algues comestibles. Ceci
continue jusqu'a ce que le taux de filtration declammunauté zooplanctonique et sa
biomasse excedent le taux de reproduction du playiofon.

* (5) A cause du broutage par le zooplancton, tanaisse du phytoplancton diminue
rapidement jusqu’a de tres faibles concentrati@isst ainsi qu’'une phase dite des eaux
claires se met en place et persiste jusqu'a cedggeespeces algales non consommables
apparaissent en quantité suffisante. Les élémertiifis sont reminéralisés via le broutage et
sont accumulés durant la phase des eaux claires.

* (6-7) Le zooplancton herbivore devient limité eaurriture et la prédation
piscicole accélere le déclin des populations zowpémiques herbivores.

* (8) La pression de broutage étant alors réduite, communauté phytoplanctonique
estivale commence a croitre. La composition du ggigihcton devient complexe du fait de
'augmentation de la richesse spécifique et deilargité fonctionnelle alliant de petites
especes consommables et de plus grandes espeassisommables.

* (9-13) L’appauvrissement en nutriments ralenfibra la croissance des algues
consommables. La composition phytoplanctoniqueesite alors vers des taxons qui utilisent
les concentrations de phosphore élevées dans lihygon (dinoflagellés) et d’autres qui
fixent 'azote atmosphérique (cyanobactéries hég@tges) alors que les diatomées sont
limitées par les faibles concentrations en silice.

* (14-16) Les grandes espéces de crustacées herbigont remplacées par de plus
petites formes et par des rotiferes qui sont mauhsérables a la prédation par les poissons et
sont moins affectés par les problemes mécaniquésud@ppareil de filtration (le colmatage

notamment) en présence d’algues non consommables.
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* (17) La période des successions prend fin aveerledifications environnementales
d’ordre physique incluant 'augmentation de la prafeur de mélange qui va de pair avec
I'enrichissement en nutriments et la diminutionl@euantité d’énergie radiative recue par les
cellules.

* (18-20) De grandes especes non consommablesatigi®dmées apparaissent alors,
accompagnées par de petites especes consommadblesduction automnale de la pression
de prédation par les poissons permet le développediene communauté zooplanctonique
constituée de grandes espeéeces.

* (21-22) La réduction de la photopériode et deténsité lumineuse entraine une
baisse de la production primaire et un déséquilibnére croissance et mortalité. Par
conséquent, la biomasse du phytoplancton diminue @ibeindre son minimum hivernal, qui
est suivi par un déclin de la biomasse zooplangtenherbivore.

* (23-24) Certaines especes de zooplancton produdes ceufs de résistance. Les
cyclopoides sortent de leur diapause et contribue renforcement des populations

zooplanctoniques hivernales.

Ce modele ne semble pourtant pas applicable a lesudacs. La déstabilisation
physique du milieu est par exemple laissée pourptenet elle peut jouer un rble tres
important sur la dynamique des populations (Paneaad. 2007a, Pannaret al. 2007b). On
sait aujourd’hui que l'activité de la boucle micretine est également un processus essentiel
de la régénération des éléments nutritifs (Azdral. 1983, Pomerogt al. 2007) mais celle-ci
n'est pas prise en considération dans le modeé#ztion lytique des virus (Suttkt al. 1990,
Suttle 2000, Brussaard 2004) ou d’autres paragibedings et al. 2004, Parket al. 2004,
Figueroaet al. 2008) n’est pas du tout considérée dans le mguigleexpliquer la dynamique
et la structure des populations phytoplanctonigbes) que le role fonctionnel des parasites
soit aujourd’hui largement reconnu (Gleasdral. 2008). Il reste que ce modéle nous donne
un schéma conceptuel cohérent pour l'interprétaties successions planctoniques basé sur

les ressources nutritives et la compétition (OL9I94).

1.5. Stratégies écologiques « C-R-S »

Indépendamment de leur affiliation taxonomique, éspéces phytoplanctoniques

peuvent étre regroupées en fonction de leurs gtestécologiques. La premiére distinction
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développée par Mac Arthur et Wilson (1967) et apmie au phytoplancton par Sommer
(1981) séparait les espéces a sélection « r »seddpeces a sélection « K ». Les especes a
sélection « r » présentent une croissance tredeapiand les ressources nutritives ne sont pas
limitantes et que le milieu est fortement pertudbérs que les especes a sélection « K »
croissent moins rapidement mais exploitent miewxréssources rares quand le milieu est
stable. Cette distinction est donc basée sur sougces nutritives et la stabilité du milieu.

Un peu plus tard, suite aux travaux de Grime sargdintes supérieures (1979),
Reynolds (1988) décrivit certaines stratégies é@goglees du phytoplancton basées sur le
stress et les perturbations environnementalesistingua ainsi trois types de stratégies :
«C», «R», «S» Les espéeces a stratégie «OCpmpetitive ») tirent des bénéfices de
fortes concentrations de nutriments et d’'une faiskssion de prédation. Elles ont un taux de
croissance intrinseque tres élevé qui est favguasd'abondance des ressources. Ces especes
sont généralement de petites tailles, présenterdapport surface/volume élevé et une activité
métaboliqgue importante sur une large gamme de tenpés. Elles restent cependant
sensibles aux températures élevées et a la prédadiole zooplancton. Parmi ces algues on
retrouve de petites cellules de chlorophycées dasegChlorella, Ankyra Monoraphidium
Scenedesmuet Chlamydomonagdes cryptophytes et des diatomées centriquesedpEres a
stratégie « R » (« Ruderal ») sont tolérantes aertugbations et au déplacement dans la
colonne d’eau le long du gradient de lumiére. Airgdles sont adaptées aux fréquentes
variations physiques du milieu, aux conditions ®@sité lumineuse restreintes, aux faibles
températures et aux fortes concentrations en neititisn Ces espéces présentent un rapport
surface/volume élevé, elles sont de plus granddélestajue les espéces a stratégie « C »,
parfois filamenteuses et, par conséquent, résetaati broutage par le zooplancton. Les
diatomées au sein de cette catégorie incluent sj@sces des genréailacoseira Melosira,
Fragilaria, Asterionella Acanthocerasainsi que des diatomées centriques de plus grande
taille. Les chlorophycées sont essentiellement diesnidiacéesStaurastrum Closteriun).

Les especes a stratégie « S » (« Specialized = &titss-tolerant ») possedent des propriétés
leur permettant de résister au stress nutritif gca@ a stocker les nutriments, a migrer de la
couche bien illuminée a celle riche en ressourcesitives, a utiliser les ressources
organiques). Elles tolerent donc des concentrateasngléments nutritifs assez faibles et des
intensités lumineuses fortes. Par contre, ellesgmtént une tolérance réduite aux basses
températures, aux faibles intensités lumineusesugt perturbations physiques du milieu.

Généralement, ces especes sont de grande taitedaviaibles rapports surface/volume et de

11
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faibles taux de croissance et de respiration. Gpgaes sont fortement représentées par les
cyanobactéries coloniales Microcystis Aphanothece et filamenteuses Ahabaena
Aphanizomenan Gloeotrichig Cylindrospermopsis et également par les dinoflagellés
(Ceratium Peridiniun), les chrysophytesdUfogleng Dinobryon et les grandes colonies de
chlorophycées\{olvox Pandoring.

Il va de soi que ces stratégies ne sont pas totaiemxclusives et que certaines
especes peuvent présenter des caractéristiquenéatiaires (Olrik 1994).

1.6. Le phytoplancton comme indicateur de qualidéolique

1.6.1. Le choix du phytoplancton

Qu'il s’agisse du phytoplancton, des macrophytes,idvertébrés ou des poissons, les
indicateurs biologiques (bio-indicateurs) sont Basér le méme principe. La variété des
taxons présents dans un prélevement, leur assembagrésence ou I'absence de groupes
sensibles aux pollutions par exemple, donnent odieation sur la qualité des milieux. Ainsi,
Blandin (1986) a donné au terme bio-indicateur &inition suivante : « Un indicateur
biologique (ou bio-indicateur) est un organisme wu ensemble d’organismes qui — par
référence a des variables biochimiques, cytologigyghysiologiques, éthologiques ou
écologiques — permet, de facon pratique et slreadtériser I'état d’'un écosysteme ou d’un
ecocomplexe et de mettre en évidence aussi préentemue possible leurs modifications,
naturelles ou provoquées ». A cet effet, Reyn@dsl (2002) ont publié une description
détaillée de 31 assemblages phytoplanctoniquepeunvent étre vus comme des groupes
fonctionnels, c’est a dire des groupes d’especes ane sensibilité plus ou moins grande
pour différentes combinaisons de propriétés phgsigahimiques et biologiques internes au
lac (profondeur de la zone de mélange, lumiérepésatiure, P, N, Si, CQOet pression de
prédation). Le phytoplancton, qui est donc fortemérfluencé par les changements
environnementaux (Padisak al. 2006, Salsamet al. 2006, Annevilleet al. 2008), est
considéré comme étant la premiere communauté hiplega répondre a I'eutrophisation
spécialement dans les lacs (Solheitmal. 2005). Ainsi, ce compartiment biologique a été
proposée puis imposée par la DCE comme élémentaééibiologique pour les lacs et est
identifiée aujourd’hui comme un bio-indicateur putel puisque répondant aux changements

trophiques des masses d’eau. Trois parametreggeat phytoplancton peuvent étre utilisés
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pour I'évaluation de I'état écologique des lactaedéfinition des statuts « tres bon », « bon »
et « moyen ». |l s’agit de I'abondance et la contpms phytoplanctonique, la biomasse
phytoplanctonique (via les estimations de la cotreéion de chlorophylle et du biovolume

moyen), I'intensité et la fréequence des blooms glamques.

1.6.2. Classification de I'état écologique des lapsnditions de référence et
intercalibration a l'aide de [I'élément de qualité iolbgique

« Phytoplancton »

La DCE définit I'état écologique des lacs selordsses de qualité : trés bon état, bon
état, état moyen, état médiocre et mauvais €tdtléau | ; Annexe J). De fagon générale, le
tres bon état écologique au niveau biologique risfiérence a des valeurs des éléments de
qualité biologique pour les masses d’eau de sudaos des conditions non perturbées, c’est
a dire sans perturbation anthropique. Pour détemim trés bon état, des conditions de
références ont du étre définies. Elles peuventasamiir une base spatiale, soit se fonder sur un
modéle ou encore étre dérivées d’'une combinaisaesl@eux méthodes. Pour les conditions
de référence fondées sur des critéres spatiauktéés membres ont mis au point un réseau
de référence pour chaque type de masse d'eau fdeesu€’est ce qu’'on appelle I'exercice
d’intercalibration. Ce dernier assure que les lsigntre les classes soient établies de maniere
cohérente et qu’elles soient comparables entré&lats membres. Le réseau comporte des
sites choisis dans une série de types de massas de surface présents dans chaque
écorégion. Ces sites constituent un réseau d’miibration. Concernant les conditions de
référence fondées sur des modéles, elles peuventéédblies a l'aide soit de modeéles
prédictifs soit de méthodes a posteriori. Les meisoont recours aux données historiques,
paléologiques et autres données disponibles eumot un niveau de confiance suffisant
pour garantir que les conditions ainsi obtenuesndéaohérentes et valables pour chaque type
de masse d’eau de surface.

Suite a la classification et a la définition dest®#€cologiques, les Etats membres ont
établi des systemes de contréle afin d’estimevédsurs des éléments de qualité biologique.
Ces systemes peuvent se servir d’especes ou dpegraliespeces particuliers, qui sont
représentatifs de I'élément de qualité dans soarehke. Puis, afin d’assurer la comparabilité
des systémes de contrble, les résultats des systatiieés par chaque Etat membre sont

exprimés comme des ratios de qualité ecologiqudRd&@ux fins de la classification de I'état
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écologique. Le rapport est celui entre les valeles paramétres biologiques observées pour
une masse d'eau de surface donnée et les valesigad@metres biologiques observées dans
les conditions de référence pour cette méme mdese.dCe ratio est exprimé comme une
valeur numérique entre 0 et 1, le trés bon étalogmpe étant représenté par des valeurs
proches de 1 et le mauvais état écologique, pavalears proches de 0. Chaque Etat membre
a réparti les ratios de qualité écologique de ssteme de contréle pour chaque catégorie de
surface en 5 classes d’état écologique allant slés«bon » a « mauvais » en attribuant une
valeur numeérique a chacune des limites entre Essek Tableau 1). La valeur de la limite
entre les classes « trés bon » et « bon » étabgqak et la valeur de la limite entre « bon »
état et état « moyen » ont ainsi été établies.

Pour les catégories d’eau de surface, la classditale I'état écologique de la masse
d’eau est représentée par la plus basse des valesinesultats des contréles biologiques et
physico-chimiques pour les éléments de qualitérpaTts classés conformément a la premiere
colonne du tableau ci-dessous. C’est ce que I'qeeléple principe du « One out, all out ».
Les Etats membres ont fourni, pour chaque dislnatrographique, une carte illustrant la
classification de I'état écologique pour chaque seageau a l'aide des couleurs indiquées
dans la seconde colonne du tableau ci-dessousrptiéter I'état écologique de la masse

d'eau.

Tableau | Code couleur associé a I'état écologique des lacs

Classification de I'état écologique Code de couleur

Trés bon

Bon

Moyen
Médiocre

Finalement, lorsqu’'une masse d'eau répond a tolgss normes de qualité

environnementale, elle est enregistrée comme atrtgun bon état chimique. Si ce n'est pas
le cas, la masse d’eau est enregistrée comme igiedteé pas un bon état chimique. Pour

chaque district hydrographique, les Etats membrasfaurnit une carte illustrant I'état

14



CHAPITRE I : Introduction générale

chimique de chaque masse d’eau a l'aide des cauiediquées dans la seconde colonne du

tableau ci-dessou3&bleau Il) pour refléter la classification chimique de lassead’eau :

Tableau Il Code couleur associé a I'état chimique de la md'esal de surface

Classification de I'état chimique Code de couleur
Bon
Pas bon

1.6.3. Intercalibration de I'élément de qualité loigique « phytoplancton » au

sein des groupes d’intercalibration géographiques

Comme nous l'avons vu précédemment, l'intercalibratest une étape essentielle
puisqu’elle permet la comparaison des résultatsuild biologique entre tous les lacs. Elle
doit aboutir a ce que le « bon état » ait le méems gour tous les états membres et qu’il soit
de méme qualité partout en Europe. Elle a commenc004 et s’est achevée en 2007. Les
Etats membres sont divisés en cinq groupes d’ialibration géographiques (GIG) c’'est a
dire des groupes d’Etats membres qui partagenpldes d’eau de méme type dans différents
districts hydrographiques : Alpin (ALP), Atlantiqu€ATL), Centre/Baltique (C/E),
Méditerranéen (MED) et Nordique (NOR) sachant quaiat membre peut faire parti de
plusieurs GIGs. Ainsi, la France fait partie del&&: ALP, C/E et MED. Le nombre de type
de lacs peut varier d'un GIG a l'autre. Les pridgs taches de l'intercalibration sont de
définir les critéres de référence et les lacs tigeéce, de fixer les conditions de référence et
finalement de fixer les limites entre « tres boatx bon » état et entre « bon » état et état
« moyen » en établissant des ratios de qualitéogitple (EQRS). Les données d’environ
1300 lacs qui regroupent par la méme occasion@mar00 années, tous lacs confondus, ont
étée compilées a partir des bases de données rlasatens les bases de données des GIGs
(Tableau 1ll). Ces bases de données contiennent des donnégaesag&ltitude, surface,
profondeur moyenne, alcalinité), des données @iiakts (concentrations en chlorophydlet
divers éléments nutritifs, profondeur de Secchijfles données de pression (occupation du

territoire, densité de population, impacts autres).
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Tableau Il Description des bases de données pour chacunl@ss G

GIGs Lacs Nbre d’années Etats membres participants

ALP 86 557 Autriche, Allemagne, ltalie, France,\®nie

ATL 28 39 Irlande, Royaume-Uni

Belgique, Danemark, Lituanie, Pays-bas, France aRme-
C/B 434 1143 _ _ _ _
Uni, Hongrie, Pologne, Estonie, Allemagne, Lettonie

MED 48 48 Chypre, France, Grece, ltalie, Portugal, Ranie) Espagne
210*  330* Espagne, Portugal, Italie
NOR 500 552 Finlande, Irlande, Norvége, Suéde, RopaUni

* ces lacs ont fait 'objet des analyses uniquenpenir la validation des limites de classes.

Toutes ces classes de qualité, leurs limites etvldsurs de référence ont été
développées pour les masses d’eau naturelles orési@yoirs assimilés a des masses d’eau
naturelles, dans lesquelles I'état écologique @&t déviation mesurée par rapport a une
condition de référence. Ces données sont publiées de rapport de la Commission
Européenne du 10 décembre 2008 n° C/2008/6016.nGapt la DCE définit et doit
considérer aussi les masses d’eau artificielldtecqui sont créées par I'activité humaine) et
les masses d'eau fortement modifiées (masse d'emurésulte d’altérations physiques
anthropiques, qui potentiellement changent sonctena hydrogéomorphologique). Dans les
deux cas, les Etats membres peuvent désigner usserd&au de surface comme artificielle
ou fortement modifiée quand les changements dextéaistiques hydromorphologiques de
cette masse, qui seraient nécessaires pour agdmdhon état écologique, auraient des effets
défavorables significatifs sur i) I'environnemenaturel, ii) la navigation, incluant les
installations portuaires, iii) les activités aygmbur objectif de stocker I'eau comme les
réservoirs d’eau potable, la génération d’éled&iou l'irrigation, iv) la régulation de 'eau, la
protection contre les inondations, le drainagesids ou v) n'importe quelle autre activité de
développement durable important. En se conformamt exigences de la DCE, les
gestionnaires doivent veiller & ce que les mas&mudortement modifiees atteignent un
statut appelé «le bon potentiel écologique ». Newgendrons sur la définition de ce statut
dans la section suivante et nous replacerons leriRiis Marne dans ce cadre.
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2. Le réservoir MARNE : une masse d’eau artificielk selon la DCE

2.1. Le « bon potentiel écologique » selon la D@AS des masses d’eau artificielles

et des masses d’eau fortement modifiées.

2.1.1. Peut-on définir la signification de « bontemtiel écologique » et

« potentiel écologique maximum » ?

« Une masse d’eau présente un bon potentiel écpledBPE) quand il y a de petits
changements dans les valeurs associées aux élédeepsalité biologiques comparés aux
valeurs trouvées pour le potentiel écologigue marin{PEM) » (Borja 2007). Le PEM est
considéré comme représentant les conditions deeré&fé pour les masses d'eau fortement
modifiées, et est censé décrire la meilleure appraton, par rapport a un écosystéme
aquatique naturel, qui pourrait étre atteinte a#rsint que les caractéristiques
hydromorphologiques ne peuvent pas étre changéssestet néfaste significatif. Ainsi, le
PEM pour les conditions biologiques reflete aus@nbque possible, les conditions
biologiques associées avec le plan d’eau naturplus comparable dans les conditions de
référence considérant I'hydromorphologie et lesdaions physico-chimiques associées.
Bien que les groupes de travail implantés dansadizecde la DCE aient tenté de donner des
lignes directrices sur ces définitions, peu d'aémsc sont visibles concernant la
compréhension de ce gu’est le bon potentiel écglagiD’ailleurs, la DCE dans I'’Annexe 5
du texte de la Directive 2000/60/CE (Parlement péem 2000) nous présente des définitions
littérales du PEM et du BPE qui restent relativetrferues [Tableau Il ; Annexe 1. En ce
qui concerne le BPE, il peut étre défini comme ge Bgcologie devrait étre si les influences
anthropiques ou les sources de stress étaient &léesfois encore, on peut se demander ce
gue cela signifie concrétement et pratiguementut@apart, cette définition suppose une
connaissance des conditions avant les altératiohsapiques et donc laisse les scientifiques
imaginer comment les systemes pourraient étreéirtient source de stress ou la pression
étaient enlevés.

D’aprés la DCE, il y a 4 méthodes pour détectdrde état écologique qui constitue

une déviation par rapport a I'état de référenceoretpeut se demander si ces dernieres
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pourraient étre applicables pour détecter le bdemgiel écologique. Il s’agit des conditions
de référence physiques, de connaissances antéridurenilieu, des approches prédictives
(modélisation) et des analyses d’experts. En Eylegedonnées de référence physiques pour
les masses d’eau artificielles et hautement maifgont difficiles voire impossible a obtenir.
Les données concernant I'état des territoires aeanperturbations anthropiques sont pauvres
(inexistantes pour les masses d'eau artificielesles modéles disponibles n’indiquent pas
avec suffisamment de précisions la maniére dontde#toires ont changé (cette méthode
n’est pas non plus applicable pour les masses @gdicielles). Ces constatations laissent les
analyses d’experts comme premier recours alorcgsi@analyses sont considérees par la DCE
comme le dernier recours. C’est pour ces difféerdaesons que la DCE a adopté une solution
alternative pour déterminer le PEM et le BPE.

2.1.2. Comment déterminer le PEM et le GEP ?

Cette approche requiert une série d'étapes afitallié des valeurs appropriées pour
les éléments de qualité qui vont décrire le PEMndDae processus, il est important de
différencier « la catégorie de masses d’eau la phnsparable » et « le type de masses d’eau
de surface le plus comparable ». Les éléments dit@biologique sont choisis a partir de la
catégorie la plus comparable (estuaire, eau cotigtandis que les types de masses d’eau les
plus comparables (qui proviennent des différent&ssplsont utilisés pour aider a la
détermination des valeurs de référence pour cesegélis de qualité dans le cas des masses
d’eau fortement modifiés.

Les différentes étapes pour établir les valeurgélérence pour les masses d’eau
fortement modifiées peuvent se résumer ainsi (B20f) :

choisir les éléments de qualité appropriés pouddénition du PEM aprés avoir
identifié la catégorie d’eau de surface naturellplus comparable ;

établir les conditions hydromorphologiques, physibomiques et biologiques pour
atteindre le PEM, conditions qui reflétent aussnbjue possible celles associées avec le type
de masse d’eau de surface le plus comparable.

Ainsi, lorsque la procédure pour établir les caodig de référence est appliquée a des
masses d’eau fortement modifiées ou artificielles,références au trés bon état écologique
doivent étre considérées comme des références tantigd écologique maximal défini

comme les valeurs des éléments de qualité persimefieétant, autant que possible, celles
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associées au type de masse d’eau de surface leghysarable, vu les conditions physiques
qui résultent des caractéristiques artificielles foctement modifiées de la masse d’eau.
Notons que le Guide d’Intercalibration (CommisskEuropéenne 2005) statue que « certains
plans d'eau artificiels ou fortement modifiés paient étre inclus dans le réseau
d’intercalibration, s’ils entrent dans un des typlesplans d’eau sélectionnés pour le réseau
d’intercalibration. Les plans d’eau artificiels tartement modifiés qui ne sont comparables a
aucun plan d’eau naturel, ne pourront étre inchrssde réseau d’intercalibration que s'il sont
dominants sur un Etat membre ; dans ce cas seulgiflsgrourront étre considérés comme un
type de plan d’eau a part. » Un plan d’eau aréfi@u fortement modifié sera considéré
comme appartenant a un type de plan d’eau natutelpotentiel écologiqgue maximum du
plan d’eau artificiel ou fortement modifié est caamgble aux conditions de référence du type
de plan deau naturel pour les éléments de quatiGhsidérés dans I'exercice
d’intercalibration.

Finalement, comme pour les lacs, la classificatlenl’état écologique des masses
d’eau fortement modifiées et artificielles est émantée par la plus basse des valeurs des
résultats des contrbles biologiques et physico-thies pour les éléments de qualité
pertinents classés conformément a la premiére oelolu tableau ci-dessouBapleau V).

Ces masses d’eau sont classifiées en 4 classesatiee qqui s’étendent du bon potentiel
écologique (ou plus) au mauvais potentiel écologidies Etats membres ont fournit, pour
chaque district hydrographique, une carte illugttanclassification du potentiel écologique
pour chague masse d’eau a l'aide des couleursugadgjdans la deuxiéme colonne du tableau

ci-dessous.

Tableau IV Code couleur associé a I'état écologique de lssend®au de surface type masses d’eau
fortement modifiées ou artificielles

Classification du potentiel écologique Code de eoul

Bon et plus
Moyen
Médiocre

Mauvais
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2.2. Présentation du site d’étude : le Réservoiméa
2.2.1. L'ouvrage et ses canaux

Le Réservoir Marne est un des 3 réservoirs de ChgngArdenne géré par
I'Institution « Les Grands Lacs de Seine » (ou IESR: Institution Interdépartementale des
Barrages du Bassin de la Seine). Ce réservoiitastd environ 200 km a I'est de Paris et est
construit en dérivation des rivieres Marne et BafSigure 1). C’est un réservoir construit
sur terrain argileux, peu profond (profondeur mayei@,2 m, profondeur maximale 19,5 m)
mais trés étendu (48 km?2), ce qui en fait un des Hatificiels les plus grands d’Europe
occidentale et lui confére une grande capacitétaiekage (350 millions de $ Le bassin
versant propre de I'ouvrage (bassin versant dnaamdes canaux d’amenée et les rives du lac)
est de 80 krfimais si on considére les riviéres Marne et Blgisiealimentent le réservoir, le
bassin versant atteint 2940 knCes deux riviéres ont un débit maximum en hivieate
printemps (pouvant atteindre environ 378s1) et un débit minimum en été et en automne
(pouvant descendre jusqu'a 0,3s1), ce qui va de pair avec les phases de remplisstage
vidange du réservoir Marne qui ont lieu (a plushmains 1 mois prés) entre novembre et juin

et entre juillet et octobre respectivement (Aquas2002b).

"{Bru zelles)ﬁB russel

Luxembourg
Saint Peter Port
{}Salaint Helier

Parisﬁ @ Reservoir Marne

-

Figure 1 Carte de France localisant le Réservoir Marne (&ouGoogle Earth, 2008)
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La construction du Réservoir Marne a été motiveeupe intensification des crues de
la Marne qui a provoqué des inondations dévastatritans la région en 1910 puis en 1924,
Ainsi, un premier réservoir (0,5 km2) nommé Chanfjgati (nommé ci-apres lac de
Champaubert) a été construit entre 1932 et 193&, Pour répondre a des besoins de
stockage grandissants suite a I'inondation de 1@B5jeuxieme réservoir (47,5 km?) appelé
Der (hommé ci-aprés lac du Der) a été mis en eali9gd. Le Réservoir Marne est donc
composé de deux «lacs » qui communiquent entre libbement et dont le niveau est
constant. Le temps de résidence de I'eau diffel@des conditions hydrologiques et entre
les deux lacs. Le lac du Der présente des tempésigence plus courts en période humide
(0,38 et 0,46 an en 1994 et 1995 respectivemenéngueriode seche (0,53 an en 1993).
Quant au lac Champaubert, il présente un tempégigence plus court que le lac du Der (de
0,01 a 0,03 an selon les conditions hydrologiqy@synieret al. 2000). Le réservoir répond a
une double mission : i) diminuer les effets dessrde la Marne et de la Blaise, ii) soutenir
les débits d’étiage pour I'alimentation en eau aedgion parisienne (Garniet al. 1998).
Ainsi, le niveau d’eau varie entre 2 et 15 metnesdt le cycle hydrologique, avec un volume
maximum (309 M) en été (Juillet) et un volume minimum (29 Mnen fin d’automne
(Novembre). Afin d’amener les eaux des deux ri\aeaa réservoir, deux canaux alimentent
ce dernier, le canal d’amenée Blaise et le canaindhée MarneFgure 2). Le canal
d’amenée de la Blaise a une longueur de 5,2 knerngt de faire transiter jusqu’a 33/m
d’eau vers le réservoir. Le canal d’'amenée Marnanga lui, s’étend sur 11,9 km de la prise
d'eau jusquau déversoir d'extrémité et présente débit maximum de 375 ifs.
Parallelement a ces deux canaux d’amenée, le msest doté de 3 ouvrages de vidange :
une restitution principale vers la Marne dont Iéitl&’échelonne entre 0 et 50°%% une
restitution vers la Blaise utilisée uniquement pone vidange d’entretien (1 & Z/s) et une
dans la Droye pour assurer la réalimentation dssasiu et participer a la vidange partielle du
fond de la retenue. Finalement, le lac de Champawgbenprend 3 digues de cloture : deux
qui ont été rehaussées en fonction du niveau mawiohw plan d’eau et une qui a été ouverte
pour permettre de relier les deux lacs et assargahsit des eaux de la Marne et de la Blaise.
La cuvette principale du Réservoir Marne est, quarile, fermée par 8 autres digues de
hauteur variable. De plus, pour promouvoir lesvétés touristiques, d’autres digues appelées
digues de cloisonnement ont été construites, péntetinsi de délimiter des bassins a
vidange différée. L’'une d’elle ferme le bassin notest et délimite un plan d’eau de 160 ha

tandis que l'autre ferme le bassin sud-est et di@&ion plan d’eau de 275 ha.
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Globalement, le réservoir Marne présente raremaeet siratification prononcée. I
existe toutefois un gradient de température deggesl degrés, de la surface au fond, d’avril &
septembre. L’écart maximal entre la surface etolafest au maximum de 10°C et ne se
traduit par un déficit en oxygene important quedagrt une période maximale d’un mois, en
ao(t généralement. La stratification disparait guamiveau de I'eau baisse et en cas de vent
estival fort, la longueur importante de prise auntvelu réservoir permettant une

déstratification temporaire (Garnier al. 1994).

Canal de

restitution Marne Bassin

1 nord-ouest F Canal d'amenée

Marne

-

Canal de

g s restitution Blai
S estitutio ase
@® | Tour de restitution (I) ; 4
'

Lac de -’ LY
Station Champaubert (©)
Giffaumont (H) y

\

Canal d’amenée
Blaise

" Restitution

en Droyes |8 i 2
s/Spot Image | - ) ‘?G()Oglel

v. 134'm Miseiau/pointl [|[1]]I|1]| 100% Altitude 1068 km

Figure 2 Carte du Réservoir Marne présentant les deuxllacslu Der et lac de Champaubert), les
deux bassins a vidange différée (Nord-Ouest etEij-les deux canaux d’amenée (Marne et Blaise),
les deux canaux de restitution (Marne et Blaiséd etstitution en Droyes (Source : Google Earth,

2008)

2.2.2. Les divers usages du Réservoir Marne

Mise a part la vocation principale du Réservoir iMagui est de soutenir I'étiage et
d’écréter les crues, I'ouvrage est inscrit d’'unet parmi les zones a protéger au titre de la
Convention Internationale RAMSAR (1971) et d'aufrart en Zone Naturelle d’Intérét
Ecologique Floristique et Faunistique (ZNIEFF, 198Bone de Protection Spéciale (ZPS,
1979) et Zone de grand Intérét pour la ConservatenOiseaux sauvages de la Communauté
Européenne (ZICO, 1989). Il est également insaiitsdle réseau Natura 2000 destiné au

« maintien ou au rétablissement dans un état deeceation favorable, des habitats naturels
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et/ou des populations des especes d'intérét conumaines » (Directive 92/43/CEE, Conseil
des Communautés Européennes 1992 et Directive /@EE, Conseil des Communautés
Européennes 1979). C’est un p6le majeur pour lihiage (premier site frangais pour I'oie
cendrée et l'oie rieuse) et le transit migratopeetnier site francais pour la grue cendrée).
Notons que plus de 200 especes migratrices trahgite le Réservoir Marne et ce dernier
accueille d'ailleurs plus de la moitié du cheptetapéen des grues cendrées chaque année.
Notons ici que les excréments de ces oiseaux toastisans nul doute une importante source
d’éléments nutritifs, pouvant se retrouver dansel@sx du réservoir par ruissellement ou par
contact direct. Par ailleurs, plus d'un million nhé d’eau potable est produit chaque jour &
partir des eaux de la Marne ce qui fait de cettiéneé la deuxieme réserve d’eau potable de
surface de la région lle-de-France aprés la S&aecontre, il n’y a pas d’irrigation a partir
du réservoir et de ses canaux mais en aval duvmseu des prélevements sont effectués
pour irriguer 5200 ha (Amon-Moreau, communicatienspnnelle).

Le Réservoir Marne est un pbéle d’attractions tdigues tres important ou sont
développées des activités liées au plan d’eau @éehdes activités sur les rives et aux
environs, liées a la nature (randonnées) et ainpatre (observations ornithologiques). Des
plages aménagées autour du réservoir (plages dmekgu’ile de Champaubert et de
Giffaumont dans le bassin sud-est, plage de la&&odu Der, plages de Nuisement et de la
presqu’ile de Larzicourt dans le bassin nord-oeeptage de la queue du Der) permettent des

activités telles que la baignade, la voile, I'anirée ski nautique et la plongée.

e

Figure 3 Prise de vue du Réservoir Marne (Franck Mulli€08)
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2.2.3. Bilan biogéochimique et biologique

Les investigations menées a chaque saison en Bnstatu Réservoir Marne
(Champaubert, Giffaumont, Tour de restitution) dés&voir Marne entre 1993 et 2005 et
ponctuellement en 18 stations n’ont pas réveléh@térogénéité horizontale tres marquée au
niveau physique (température de surface), chimfgyggeéne de surface, nitrate, ammonium,
phosphates, matiéres en suspension, silice) ebdiiple (chlorophyllea). Des différences
relativement importantes ont par contre pu étregistrées entre les deux lacs (Champaubert
et Der), les eaux du petit lac recevant les eawsxrilgeres enrichies en éléments nutritifs
(Garnieret al. 2007). D’'une maniéere générale, une diminution liégeides concentrations en
nitrates dans lI'eau a été mise en évidence desbletdie I'hiver. Chaque année, ces dernieres
variaient de 6-8 mgiN™ & moins de 1 mgh™ et les auteurs précédemment cités ont proposé
que cette diminution des concentrations soit ppa@lement due au processus de
dénitrification benthique plus qu'a [l'utilisation ed cette ressource par la biomasse
phytoplanctonique. En ce qui concerne 'ammoniuancencentration augmentait en été en
période de forte minéralisation de la matiere oigyaa et ce schéma se reproduisait d’année
en année. Les concentrations pouvaient étre infésed 0,001 mgN™ en hiver et atteindre
des valeurs proches de 0,1 miglNen été (0,4 mgiN™ en 1997 dans le lac de Champaubert).
Le réservoir présentait des concentrations de ftatep faibles, cet élément étant utilisé par
le phytoplancton dés le printemps et maintenu acdesentrations limitantes (<5 pgP)L.
toujours selon les mémes auteurs. Cependant, guiceoncerne les concentrations de ces
orthophosphates, deux zones pouvaient étre digteéggua premiéere correspondant au lac de
Champaubert qui est enrichie par les apports deésregs Marne et Blaise, la seconde qui
correspond au lac du Der ou les concentrationsthiphosphates étaient beaucoup moins
élevées. En ce qui concerne le phosphore totalilpas été mesuré depuis 1995. Il est
important de dire ici que les méthodes utiliséegaf995, tirées du livre « Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater » (lkergt al. 1995) et adaptées par la
compagnie HACH qui fournit des équipements et duénel pour l'analyse de l'eau,
présentent des limites de détection trop élevéesgpgort aux concentrations en présence
dans le Réservoir Marne si bien que les résultats difficilement exploitables d’un point de
vue écologique. Typiquement, les limites de déwectpour le phosphore total, les
orthophosphates, les nitrates et 'ammonium sort #epugr™, 31 pgRL™, 0,2 mgNL™ et

0,17 mgNL™ respectivement. Les concentrations de MES étéientes d’'une part au début
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de I'hiver, qui est la période ou le débit desares qui alimentent le réservoir est tres fort, et
d’autre part a la fin de I'été quand la biomassmg@lionique atteint son maximum. La silice
dissoute incorporée par les diatomées décroisggitlierement de 4 & 1 mdSt au
printemps. Puis, le stock se reconstituait paeieént en été pour diminuer a nouveau a
I'automne jusqu’a des concentrations inférieur@5amgSL™ (Garnieret al. 2000). En fait,
toujours d’apres le bilan réalisé entre 1993 et52p@senté par Garniet al. (2007), le
phytoplancton présente 2 phases de développemestiddac du Der: une au début du
printemps (février & avril : 10-15 pg ciL™) dominée par les diatomées qui consomment de
la silice d’ou une baisse de sa concentrationnetdeuxiéme phase en fin d’été composée
d’'une population mixte de chlorophycées et de didEs qui se caractérise également par une
baisse de la concentration de silice.

L’abondance phytoplanctonique semble plus élevées dia petit lac (Champaubert)
que dans le grand lac (Der) (Garneral 2000). A titre indicatif, en 2001, on trouvait
environ 110 000 individusi™ & Champaubert et entre 60 000 et 78 000 individdslans le
lac du Der (Aquascop 2002b, données brutes norowiisies). Ceci peut étre dd, en fin de
période de vidange, a la diminution du volume d’gau rapport a la surface du réservoir,
favorisant le recyclage des nutriments, 'augméornate la température et par conséquent
une accélération de la croissance algale (Gaatiat. 2000). Par ailleurs, durant I'été 2001,
une prolifération importante de cyanobactéries elwrgAnabaenaa été observée a I'étang de
la Dame, a I'extréme sud du bassin sud-est. Lés tlestoxicité ont révélé une concentration
de microcystines-LR (toxines hépatiques) trés @ef@¥ pd-" d’eau) rendant impossible
toutes activités récréatives (Martin 2001). Rappelague I'OMS a fixé le seuil de
concentration maximale en microcystines-LR & 1LJigoour la distribution d’eau potable
(Falconeret al. 1999). Le ru de Braucourt qui alimente I'étangal®ame présente une forte
accumulation de matieres organiques. Ce dernieregoit les eaux de lagunage du hameau
de Braucourt, présente une eau de mauvaise qu#ditte charge organique, teneurs
excessives en azote et en phosphore). D’autregrageptembre 2001, il y a eu un important
développement de cyanobactéries filamenteusesggem précisé) a la station Giffaumont et
a la station de la Tour de restitution. A cette g de I'année, les conditions sont plus
rigoureuses (baisse du niveau d’eau, augmentatola température et de la concentration
des nutriments) si bien que les cyanobactériecereteur grande compétitivité vis a vis des
autres groupes et peuvent proliférer (Aquascop RP02
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Concernant le zooplancton, I'abondance des crust@mpépodes, cladoceres) et des
rotiféres varie énormément d’'une année sur 'aetrd’'une station a l'autre (Asconit 2002).
Globalement, I'étude de la dynamique saisonnier&vélé que I'on trouve des cladoceres au
printemps, des larves de copépodes en été et ti€sa® en automne. Les pics d’abondance
ont lieu aux mois de juillet et aolt a Champaubedu mois de septembre a Giffaumont et a
la Tour de restitution. Il semble d’ailleurs quere concentrations puissent dépasser celles
qui sont trouvées dans les lacs eutrophes (Testald1993).

Les sédiments du Réservoir Marne ont une textune f@ trés fine et sont
principalement argilo-limoneux. Un gradient grammé&irique est cependant observé d’amont
en aval, le lac de Champaubert présentant unednasableuse importante et le lac du Der
présentant une fraction plus fine et argileuse @sgop 2002a). Ce gradient amont-aval est
eégalement observé dans les teneurs en phosph@gupuies concentrations décroissent de
0,99 & 0,41 gRg™ dans les sédiments de surface et dans les tearucarbone dont les
concentrations varient de 22 g* en amont & 15 may™ en aval du réservoir. Cependant,
les teneurs en azote ne présentent pas de diféranmont-aval. Ces dernieres sont
relativement faibles (de I'ordre de 1,kgj* de matiéres séches) et le rapport C/N d’environ 9,
supérieur au rapport de Redfield (5,7) indique tmematiére organique est en voie de
dégradation (Garnieret al. 2007). Finalement, il semble que les concentratioles
micropolluants organiques et minéraux soient souwdérieurs au seuil de détection, ce qui
met en évidence que la contamination des sédintknig®servoir est probablement faible

voire nulle (Aquascop 2002a).
2.2.4. Modélisation du fonctionnement écologiqué&daervoir Marne

Le principal modele du fonctionnement écologique réservoir Marne s’appelle

« BARMAN » (pour Barrage Marne) et il résulte dwptage d’'un modéle des processus de
transformation de plusieurs éléments (modele éapley appelé RIVE (Figure 4) et d'une
représentation simplifiée de I'hydrodynamique dsergoir (modéle hydraulique de type
mélangeur parfait considérant que c’est un réadtearogene dans toutes ses dimensions). Il
est décrit dans Billeet al (1994), Garnier et Billen (1993) et Garngral (1995) et a été
élaboré afin de synthétiser les connaissances mitdps sur la cinétique des processus de
transformation du carbone, de I'azote, du phosptawéda silice et de leur circulation entre les

principaux compartiments du réservoir, a savophgtoplancton, les bactéries hétérotrophes
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et nitrifiantes, le zooplancton et I'interfacausédiment. Dans ce modele, les variation:
concentration des différentes variables de qualitét calculées en prenant en compte
processus internes, les entrées et les sorties al@ren et les variations de volume
'ouvrage. Il rend compte d niveaux de biomasse phytoplanctonique et des tenen
éléments nutritifs et il simule la décroissancévalt des nitrates liée a la dénitrification ai
que les variations d’ammonium, et tout particulgeat 'augmentation d’ammonium «
période detsatification (Garnieet al. 1999).

Concernant le peuplement algal, le couplage du feobgdrologique au modée
« écologique» permet de calculer le taux de croissance moyephgtoplancton, intégré si
la colonne déau et permet de simuler les variations saisorsiguephytoplancton. Ainsi, |
modéle, conformément aux observations faites i3 et 1994, prévoit un pic printan
dominé par les diatomées tandis que le peuplenstivbkeest dominé par les chlohycées
(Garnieret al. 1998).

Méme s'il peut reproduire les grands traits, le eledn’inclue pas les successic
planctoniques complexes trouvées dans les la@getupées sous le nom ¢ PEG-model »
(Sommeret al 1986) ainsi que les assemblages d’especes dgarifReynoldset al. (2002).
Il ne tient pas compte non plus de l'impact d’asitr prédateurs comme les virus. Not
n'avons pas utilisé ce modéle dans le cadre de tiedse mais nous tenions a lésenter
puisqu’il a déja été appliqué sur le Réservoir Marmt que nos données obtenues en 20
2007 sur les compartiments suivi: zooplancton, phytoplancton, bactéries et v

pourraient permettre de le réalimer

Figure 4 Schéma des processus écologiques pris en compdedanodele RIVE (Garnieet al.
1998).
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2.2.5. Classification et évaluation de I'état éaitpue du Réservoir Marne

selon une démarche DCE

D’apres la typologie nationale des plans d’eau gr&e dans le dernier rapport de
I’Agence de I'eau Seine-Normandie (AESN 2008), Es&voir Marne fait parti des masses
d’eau dites artificielles et est classé dans lesnrgees A7b, c’est a dire les retenues a marnage
de faibles intensités et frequent, de basse adtjtdd nature calcaire et profondes. Comme l'a
montré le point précédent, la DCE requiert uneocpdphie du potentiel écologique des
masses d’eau fortement modifiées en 4 classes ebpius, moyen, médiocre et mauvais.
Dans l'attente de la définition des classes dentieieécologique selon une démarche DCE
compatible, il a été préconisé, au niveau natiodalsuivre une démarche fondée sur les
mesures d'atténuation des impacts, tant pour Ii&tadn du potentiel écologique actuel des
masses d'eau artificielles que pour le choix desleobjectifs environnementaux. Cette
démarche définit les valeurs des éléments de @qualirrespondant au bon potentiel
écologique comme étant celles obtenues dans uraigsit ou sont mises en ceuvre toutes les
mesures d’atténuation des impacts, qui ont uneagiié avérée sur le plan de la qualité et de
la fonctionnalité des milieux et qui sont techniopemt et socio-économiquement faisables
sans remettre en cause le ou les usages a la balse di#signation comme masse d’eau
artificielle. Ainsi, une classe de potentiel écafpg sera déterminée pour chaque masse
d’eau artificielle en prenant en considérationekdsurs seuils établies sur la concentration en
chlorophyllea et sur les éléments physico-chimiques.

Pour le Réservoir Marne, les valeurs des limitegldsse pour la chlorophylie ont
été définies par le CEMAGREF et sont classées cosuite TB/B 3.9 pd. !, B/MO 6.9
gL, MO/ME 12.2 pd-"* et ME/MA 21.6 ud-" (De Bortoli et Argillier 2008). Les détails
de la méthode de calcul sont présentées dans pétrehd (partie Ill). Le travail de synthese
réalisée par Garnieet al. (2007) pour les années 1992 a 2005 a mis en é@addes
concentrations de chlorophylle moyennes comprises entre 20 et 8cLiieen fin d'été et
début d’automne, les niveaux de biomasse étantgidwes dans le lac Champaubert que dans
le lac du Der. Ceci suggére une qualité de I'eadiooée a mauvaise conformément aux
classes définies par le CEMAGREF selon les crit®d€&. Par ailleurs, dans I'attente du
développement d’une méthode d’évaluation natiowaleforme aux exigences de la DCE

pour I'élément qualité phytoplancton, l'indice ptaonique (§) sera utilisé et les limites de
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classe des plans d’eau naturels seront utilisées ajme expertise conduite selon le principe
de I'écart a des conditions non ou tres peu inftees par les activités humaines.pLtel
gu'il est décrit dans le protocole de 1990 actéaéia 2003 (Barbet al. 1990, Barbeet al.
2003) est basé a la fois sur la nature des peuplsnphytoplanctoniques et sur I'abondance
relative des groupes dominants. Il est connu porestimer largement la qualité du milieu et
présenter fréquemment des discordances avec les aascripteurs. Cependant, par analogie
avec le principe de I'élément déclassant imposégpBICE au niveau des éléments de qualité,
on appliquera le principe de parameétre déclassamt \aleurs calculées des indices
biologiques pour la station représentative du pmla&au ou pour la moyenne des stations

échantillonnées.

2.2.6. Stratégie d’échantillonnage globale pousstavi de la qualité de I'eau

du Réservoir Marne depuis sa mise en eau

L'institution « Les Grands Lacs de Seine » a emiseyn suivi de la qualité des eaux
du Réservoir Marne depuis sa mise en eau en 1Qratr€)campagnes annuelles ont lieu sur
le réservoir, en général pendant les mois de mars la mi-mai, fin juillet et a la mi-
septembre, en fonction des modalités de gestion Réiservoir. Cette fréquence
d’échantillonnage est typiquement ce que précdaid@CE a minimaune fois tous les trois
ans (Circulaire DCE 2007/24, MEDDAD). Les prélevensesont réalisés sur 7 stations
réparties entre le réservoir (3), les canaux d’aedR), le canal de restitution Marne (1) et la
Droye (1) (Aquascop 2002bFigure 2). De plus, depuis 1994, linstitution « Les Grands
Lacs de Seine » réalise, une fois par mois, endi@gpréférencés, au moyen d'une sonde
multiparamétrique, des relevés de certains parasigphysico-chimiques : température,
oxygene dissous, pH, conductivité et turbidité. faiats d’analyse sont situés dans la cuvette
a proprement parler mais également dans les tioigras, les canaux d’amenée et de
restitution. Les parameétres physico-chimiques nésswat analysés régulierement sont les
suivants : température de l'air et de l'eau, oxygefissous, pH, conductivité, turbidité,
transparence, MES (matiéres en suspension), ammoiazote ammoniacal), nitrates,
orthophosphates, phosphore total (jusqu’en 199 slissoute et chlorophylia

Depuis 1994, la division Environnement de l'ingiitn « Les Grands Lacs de Seine »
a ajouté des campagnes de suivi de certains paesméiologiques (phytoplancton,
zooplancton, macrophytes) sur 3 stations (501-G-HCet 505-I). Pour le plancton, les
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campagnes sont réalisées chaque année de maremls&p une fois par mois de mars a mai
puis tous les 15 jours entre juin et septembre.sMas données ont été analysées par
différents bureaux d'études selon les années (GRBBERascop, CIA, BI-EAU) ce qui rend
'analyse des résultats des années précédentasil@iffoire impossible. Notre analyse
détaillée des protocoles d’échantillonnage jusqu&la révélé des différences importantes
entre les bureaux d’études au niveau des technidaegrélevements et de conservation
(matériel et profondeur de prélevement, présensefal® de filtration, fixation au
formol/lugol) et des méthodes d’analyse des échami (par champs, le long d’'un diamétre,
semi-quantitatif, quantitatif, nombre de cellulesmptées, especes comptées préedéfinies,
niveau taxonomique identifi€), rendantfine toute comparaison et exploitation scientifique
impossibles, tant sur I'aspect qualitatif que qitatit.. Pour donner un exemple précis, entre
1997 et 2004, le nombre de taxons identifiés chaaueee s’échelonnait entre 9 et 108
(Figure 5), et le nombre moyen de taxons par échantillonaitade 3 a 45 Kigure 6).
Comme nous le verrons, ce travail de thése perandérfaire des propositions concretes en
terme de stratégies d’échantillonnage du phytoptemc Ces problémes peuvent étre
également soulignés pour le zooplancton ou deseapests et des changements de protocole
ont été enregistrés selon les bureaux d’étudest Bsumacrophytes, les campagnes sont
effectuées de mai a fin aolt, a proximité de la& rilu réservoir, dans les anses et sites
remarquables pré-déterminés (Aquascop 2002b).

120 -
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80 - @ 501-G
60 - m 503-H
40 - O 505-I

20 -
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Figure 5 Nombre total de taxons identifiés par an pour chaales stations d’échantillonnage entre
1997 et 2004
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Figure 6 Nombre moyen de taxons identifiés par échantloar chacune des stations
d’échantillonnage entre 1997 et 2004

Par ailleurs, il n’est pas rare de noter des abmreaminimales nulles ou de I'ordre de
guelques cellules par millilitreT@bleau V), ce qui pourrait correspondre au nombre de
cellules minimal retrouvé dans des lacs de hautetagoe (Druart et Rolland 2005) selon les

années puisga’minima35 cellules par millilitres sont retrouvées daes kacs.

31



CHAPITRE I : Introduction générale

Tableau V Abondances (celluleal™) moyennes, maximales et minimales du phytopland&n
Réservoir Marne de 1997 a 2004 dans trois statlersiivis

Abondance (ceinl™) 1997 1998 2000 2002 2003 2004

501-G

Moyenne 1989,3 1206 1001 1643,8 2902 881
Max 6996,5 4050 1288 6235 8006 1798
Min 3356 7 4 21 182 205
503-H

Moyenne 381,4 10099 175 283,7 13777 333
Max 773,2 1E+05 698 738 37172 684
Min 17,5 0 0 0 129 50
505-1

Moyenne 479 276,8345,6 11392 375
Maximum 2006 1276 988,5 75438 881
Minimum 1 6 1,6 36 95

A titre de comparaison, le lac d’Annecy, considé@mme un lac oligotrophe
présentait des abondances minimales de 1346, 8%batellules par millilitre en 2004, 2005
et 2006 respectivement ainsi que des abondancesnalax de 7163, 3919 et 5654 cellules
par millilitre respectivement pour les mémes ann@gsrdeauxet al. 2005, 2006, 2007).
D’aprées les données disponibles de 1997 a 2004ydk=irs minimales trouvées pour le
réservoir restaient en moyenne tres inférieuresliesc du lac d’Annecy et les valeurs
maximales trouvées étaient inférieures ou relater@ngéquivalentes selon les stations et les
années. On note cependant que 3 valeurs présdndaermbondances tres élevees : 114006
cellulesml™ pour la station 503-H en 1998, 37172 cellui$ pour la station 503-H en 2003
et 75438 celluleml™ pour la station 505-1 en 2003, & cause de protiféra importantes de
cyanobactéries des genrglicrocystis Aphanotheceet Oscillatoria respectivement. Il reste
cependant que toutes ces valeurs laisseraient uggée le Réservoir Marne présente un
statut oligotrophe alors que les valeurs physidoitfues contredisent cette hypothése
(Garnieret al. 2007). Sachant cela, il nous a paru importantade un bilan détaillé de la
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diversité du phytoplancton et du biovolume gu’itope dans le Réservoir Marne au cours de
deux années de préléevements en utilisant la méeheitpie d’échantillonnage durant toute la
période de I'étude et le méme mode opératoire powomptage et la détermination des
especes phytoplanctoniques.

Aujourd’hui, I'importance des espéces et des askayab d’espéces ne fait plus de
doute dans I'évaluation du niveau trophique (Anhewt al 2002, Reynold®t al 2002,
Padisaket al. 2006) et depuis quelques mois, un groupe de tréeaicais s’est d’ailleurs
constitué sous la tutelle du Cemagref de Bordedawded’INRA de Thonon-les-Bains pour
tenter de développer un indice planctonique ainsi’'urgq protocole standardisé
d’échantillonnage, de conservation et d’observatdarphytoplancton en plan d’eau afin de
répondre aux exigences de la DCE (Laplace-Treytiral. 2009). Considérant les travaux
réalisés entre 1997 et 2004 sur le Réservoir Mapnis, les nbtres sur la période 2006 et
2007, il apparait évident et critique qu’'une staddation des méthodes soit rapidement

proposée en ce qui concerne a la fois I'échantibge et les comptages du phytoplancton.

3. Problématique, objectifs de la these et questisrposées

Les divers assemblages d'espéces d’algues qui @®npola communauté
phytoplanctonique ainsi que leur dynamique de samise sont influencés par un ensemble de
parametres environnementaux qui sont continuelléroeangeants et qui peuvent avoir un
impact sur la réponse des organismes. Cette dempéit s’observer a I'échelle de la seconde,
de la journée, de la saison, de plusieurs moisdegivoire de plusieurs années (décennie)
(Wetzel 2001).

La réponse la plus courte s’observe au niveau bioghe c’est a dire au niveau des
processus de régulation intracellulaire. Par exemph photon mettra entre 1Det 10"
seconde pour traverser la longueur d’'un réceptétoplanctonique, I8 seconde pour
absorber I'énergie et fixer le carbone et envir@d §econdes pour obtenir suffisamment
d’énergie et de nutriments pour entamer la prodacti’'une nouvelle cellule (Reynolds
1990). Cette tres petite échelle de temps estipdal@mnent celle qui a trait a la régulation de
la photosynthése par la lumiére. La réponse auaniyghysiologique s’observe pour des
périodes de temps allant de 10 & 46condes. Durant ces périodes de temps qui pedoeat

s’étirer jusqu’a un cycle jour-nuit complet, ledlgkes phytoplanctoniques sont sujettes a des
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variations de lumiere qui nécessitent des ajustesmphysiologiques pour optimiser la
fixation du carbone. Par ailleurs, elles sont spiiiokes d’étre transportées sur des distances
de l'ordre de quelques dizaines voire centainesnéd&es et par conséquent sont enclin a
recevoir des quantités de lumiere variables, cesguépercutera sur le taux de photosynthese
et la capacité de croissance de ces cellules (Riy2690).

Les échelles de temps que lI'on peut qualifier del@giques » c’est a dire qui sont
supérieures a un cycle nycthéméral, sont adéqpataspermettre et observer la réplication
cellulaire. Les générations successives aurons dlopportunité d’adapter leur physiologie
aux conditions environnementales ambiantes. Ai@agi, cours de périodes de temps
s’échelonnant sur plusieurs jours, des adaptatielatives a différentes conditions inhérentes
au milieu a commencer par les variations de lunpéront étre observées. Les générations
successives présenteront alors des capacités tBédapg différentes afin d’optimiser au
mieux I'absorption lumineuse et de surcroit la peghthese. Quand des périodes de temps
allant de quelques semaines a plusieurs mois smsidérées (échelle de temps saisonniére
ou annuelle), le lac présente des changementgjagslimajeurs au niveau de sa température,
de sa stabilité (stratification), de la quantitélalmiere qu’il recoit et des apports en éléments
nutritifs. Par conséquent, les algues planctonigepsndent aux variations de ces signaux
environnementaux et une dynamique de la communduytdplanctonique, qui se traduit par
des successions saisonniéres de différentes esgéostalle au cours de I'année. Somrater
al. (1986) ont, a ce sujet, développé un modéle ammique saisonniére du plancton qui
permet de mettre en évidence quatre phases impestaoncernant la succession des especes
au cours d’'un cycle annuel.

Finalement, la variabilité interannuelle qui s’'ajgwsur I'analyse de la variabilité
cycligue permet de trouver des schémas d’évoluties communautés phytoplanctoniques
(Anneville et al. 2002) et de modéliser en conséquence le deventesecommunautés en
relation avec des perturbations du milieu notamriangmentation notable de la température
a I'échelle planétaire.

Ainsi, un panel de pas de temps d’échantillonndgéfrs aux scientifiques et la
stratégie d’échantillonnage du phytoplancton a setogépend donc de la question posée et
de l'objectif de I'étude. Lorsqu’il s’agit d'un suiannuel qui se répete d’année en année,
I’échantillonnage saisonnier semble étre un bonpromis (entre faisabilité et nécessité).
Plusieurs études ont en effet montré que le phytmpbn présente des changements de
composition et d’abondance a I'échelle de la sai&wmmmer 1985, Sommaet al. 1986,
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Reynolds 1987, Annevillet al. 2002, Padisak 2004), ce qui implique un pas depsem
d’échantillonnage plus raisonnable pour les gestiors des plans d’eau qu’un pas de temps
guotidien ou hebdomadaire.

Concernant les lieux de préléevements sur une ndisae, il est frequent d’observer
que le critere de sélection de la station a éclh@mtier est celle de plus grande profondeur
puisque cela permet d’obtenir des informationslastructure physique de la colonne d’eau
ainsi que sur les caractéristiques chimiques a&sscloin de I'influence des tributaires et/ou
de la zone cétiére. Cependant, le phytoplanctorrégstrti et distribué quantitativement de
maniere hétérogéne a la fois horizontalement diceggment. En un endroit déterminé, la
densité de population dépend de la composition igoiendu milieu et de lintensité de
broutage. Il se constitue de cette maniére desecrations et des zones appauvries au sein
d’'une méme masse d’eau (Dussart 1966). La rémartitorizontale du phytoplancton dépend
aussi de I'éclairement. Il est fréequent de constatee répartition tournante des masses
planctoniques qui recherchent, pour les unes I@teent maximum des zones optiquement
libres et pour les autres les zones d’'ombres. Undeéquantitative du phytoplancton doit
donc tenir compte de ces facteurs qui font intanddreure et I'orientation du ou des points
de prélévements. De plus, dans le cas des résgrigsrsubstances dont les algues ont besoin
proviennent parfois d'affluents ou de déversoirs gréent un gradient horizontal des
conditions hydrologiques et hydrochimiques de l'ameers l'aval. Ainsi, la multiplication
des observations sera le seul moyen d’éviter desmsrd’interprétation.

Pour le Réservoir Marne, la station qui se situ@igaau de la restitution en Marne, a
'ouest du Réservoir est celle de plus grande madar et fait partie des stations
échantillonnées avec deux autres, une au niveda mstitution en Droyes et I'autre dans le
lac Champaubert. Cependant, devant [I'absence detocpte standardisé pour
I’échantillonnage du phytoplancton au niveau natiat au niveau européen pour les masses
d’eau artificielles, nous avons proposé a I'Ingiitn « Les grands Lacs de Seine » d’obtenir
des précisions quant a la stratégie d’échantillgareaopérer sur le Réservoir Marne a la fois
dans le temps et dans I'espace pour assurer un autimal de la qualité de I'eau de ce
systeme. Par ailleurs, face a I'explosion de nouxeautils de détectiom situ, nous avons
également proposé a [Ilnstitution d'acquérir un etyplinstrument en particulier (un
spectrofluorimétre immergeable) afin de le testaradt deux années sur le Réservoir Marne,
et de valider son utilisation dans le cadre du sué&zialcommunauté phytoplanctonique dans

cet écosysteme.
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Ce travail de these, a la fois fondamentale etifi@ase devait de répondre a différents
objectifs qui peuvent eux méme se décliner sofrhae de plusieurs questions :
- Existe—t-il différents instruments d’'acquisition/c@t de mesures pouvant rendre
compte de la dynamique et de la diversité du phgtapon ?
o Un outil unigue permet-il d’appréhender de mansgneple et efficace le suivi
du phytoplancton par les gestionnaires ?
0 Les méthodem situ peuvent-elles remplacer les méthodes classiques de
laboratoire ?

o Quel type d’'informations ces différentes méthodesrissent-elles ?

- Quelle est la meilleure stratégie d’échantillonnagepérer a la vue des exigences de
la DCE ?

0 Y a-t-il un nombre minimal de stations & échamilier pour avoir une vision
d’ensemble de la dynamique et de la diversité dagptancton ?

o Peut-on définir une station de référence uniqueatéristique de I'ensemble
du réservoir ?

0 Quelle méthode (d’analyse de données) peut-osertihour répondre au
besoin de définition d’'une station de référence ?

o Peut-on identifier des périodes clefs dans la dygaensaisonniére du
phytoplancton qui pourraient constituer des pésatiéchantillonnage
caractéristiques ?

o Existe-t-il des variables environnementales assscia la dynamique du
phytoplancton qui doivent étre contrélées réguliert dans le cadre du suivi

de la qualité de I'eau de cet écosysteme ?

- Peut-on classifier I'état écologique du Réservoiarhe avec I'élément de qualité
biologique « Phytoplancton » ?
0 Les trois métriques associées a cet élément (gitighe a, Indice
Planctonique Lacustre, Phosphore total) et utdlis¢eFrance a I'’heure

actuelle donnent-elles la méme information quargtatut écologique?

36



CHAPITRE I : Introduction générale

0 Les résultats de ces trois métriques sur une stpbitentielle de référence
refletent-ils bien I'état écologique de la massesad’ dans son ensemble ou
s’agit-il d’'un écosystéme fragmenté?

37



CHAPITRE I

MATERIELS ET METHODES

38



CHAPITRE Il : Matériels et méthodes

1. Introduction

Le phytoplancton est le compartiment a la baseadehhine alimentaire aquatique et
par conséquent une composante clé des réseauxqueph C'est dans cette optique que
'étude de ce compartiment (tant sur la dynamidaediversité, la distribution et le réle
fonctionnel des espéeces ou populations) est d'onp®itance capitale dans les recherches et
les suivis écologiques des écosystemes d’eaux datamarins (Pearl 2000, Padisak 2004).
De plus, la prolifération des populations phytoptaniques, sous la forme d'efflorescences
(blooms) est une indication évidente de l'eutroptiie des systemes aquatiques, ce qui
suscite l'intérét tout particulier des gestionnaides plans d’eau (Codd al. 1999, Oliver et
Ganf 2000).

Le phytoplancton, tout comme la végétation tereestr aquatique, utilise la lumiere
comme principale source d’énergie. Cette dernis&teseockée et utilisée comme source
d’énergie chimique pour la réalisation du procesdes photosynthése qui fournit «le
carburant » organique utilisé par la plupart desgartiments du réseau trophique aquatique.
Le phytoplancton réalise donc la conversion deecétiergie et augmente sa biomasse
organique, processus connu sous le nom de prodyatimaire (Ley 1980). L'absorption de
la lumiere par le phytoplancton se fait grace a pigments qui captent la lumiére et sont
présents dans les membranes des thylacoides amsieg pigments photoprotecteurs qui sont
situés dans I'enveloppe des chloroplastes (Bissett 2001).

La chlorophyllea (chl a) est le pigment photosynthétique ubiquiste que tetrouve
dans toutes les algues (incluant les cyanobactéees est trés utilisé pour estimer la
biomasse phytoplanctonique totale (voir ci-dessoBsyallélement, il existe une série de
pigments dit accessoires, qui sont des marqueursetiaines classes algales, et qui
constituent donc d’excellents indicateurs de |s@née de ces classes, qui peuvent ainsi étre
analysées et quantifiees. Ces pigmeritableau ) incluent typiquement la péridinine
(dinoflagellés), la chlorophyllb (chlorophycées), la fucoxanthine (diatomées)gkxanthine
et les phycobiliprotéines (cyanobactéries) (WrightJeffrey 1987; Molineet al. 1997(a);
Moline et al. 1997 (b); Moline et Prezelin 1997; Trestsal. 2000; Millie et al. 2002).

La concentration du phytoplancton, sa distributisa, biomasse et sa composition
peuvent étre analysées en utilisant des méthodesetionnelles et classiques, incluant la

microscopie optique pour l'identification de cescrobrganismes sur des prélevements
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intégrés ou a des profondeurs discretes, et largpbotométrie pour doser la chlorophydle
suite a I'extraction cellulaire du pigment. D’adrenéthodes de détection et de mesures
comme la chromatographie liquide a haute performdhdLC), basée sur la séparation des
pigments et la détermination de leur fluorescesoat également trés utilisées pour analyser
les pigments phytoplanctoniques et quantifier I'ortpnce relative des différents groupes
(Mantoura et Llewellyn 1983; Murragt al. 1986; Claustre 1994, Latastal. 1996; Culleret

al. 1997 ; Letelieret al. 1997; Treeset al. 2000 ; Kirkpatricket al. 2000 ; Havskunet al.
2004). La fluorométrie est également une méthodguemment utilisée en écologie
aguatique car c’est une meéthode sensible, rapide, goplteuse et facile a utiliser. Cette
technique analytique identifie et caractérise unptusieurs pigments photosynthétiques.
Brievement, ces derniers sont excités par une sodec lumiére a différentes longueurs
d’'onde spécifiques et la fluorescence émise pah#atillon est filtrée sélectivement pour
déterminer un ou plusieurs pics qui correspondedifférents pigments photosynthétiques
(Kemp et al. 1993 ; Wetzel et Likens 2000, voir Tableau 1). Misples deux dernieres
décennies, la cytométrie en flux (CMF) a été égalnreconnue comme une technique
extrémement puissante pour I'étude de I'écologie pifiytoplancton, spécialement pour
'analyse de son évolution spatiale et/ou temperglacqueeét al. 1998 a-b ; Vaulot et Marie
1999 ; Peperzakt al. 2000 ; Veldhuis et Kraay 2000 ; Li et Dickie 200Thyssenet al.
2008) mais aussi pour découvrir de nouvelles espétgrines majeures comme
Prochlorocccusou OstreococcugChisholmet al. 1988, Courtieset al. 1994). Grace aux
propriétés optiques des cellules et a leur comipospigmentaire, des populations mixtes
peuvent étre détectées et discriminées dans un @émaatillon (Olsoret al. 1983; Chisholm

et al. 1988; Yentsch et Horan 1989; Olseat al. 1991). Dans les systemes lacustres,
I'utilisation de la cytométrie en flux pour étudiler dynamique saisonniere des populations
microbiennes incluant le pico- et le nano-phytoptan, les bactéries et les virus est
relativement récente (Goddaet al. 2005; Personniet al. sous presse). Quant a son
utilisation pour étudier les populations micro-giptanctoniques des systémes naturels, et
plus particulierement des environnements lacug€essbieet al. 2003b; Tijdenst al. 2008;

Toepelet al.2004, 2005 ; Cellamast al. sous presse), elle reste encore trés peu usitée.
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Tableau | Distribution des pigments photosynthétiques ppaak dans les classes de phytoplancton marin atidieuce ainsi que les longueurs d’'ondes

d’absorption, d’excitation et d’émission de cespigts.

Longueurs Longueurs Longueurs
Pigments Cyanophycées Chlorophycées  ChrysophycéeacillaBophycées  Cryptophycées  Dinophycéed'ondes d’'ondes d’'ondes
d’absorption d’excitation d’émission
Chlorophylle a + + + + + 660-665; 430 430-450 665
Chlorophylle b - + - - - 645;435;470 459-467 6528
630-635;
Chlorophylle ¢ - - + + + 450-465 633-696
586; 444-452
Fucoxanthine - - - + - 450;470 508-525 678-680
Péridinine - - - - - 466;535 490 675
Caroténoides - + + - - 485 495-508 678
Phycoérythrine + - - - + 498:538:565 550 560-575
Phycocyanine + - - - + 614,620 630 650

(Tiré et modifié de Falkowski 1980; Gieskes et Krd®83; SooHot al. 1986; Phinney et Cucci 1989; Claustre 1994; Jeffteal.
1997; Grabowsket al.2001; Wetzel 2001)
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La frequence des programmes d’échantillonnage Gpiesessent a la dynamique
saisonniere du phytoplancton peut ne pas étresant pour suivre ces changements de
biomasse, particulierement durant les périodes bleam » (avant, pendant et apres) ou la
variabilité spatiale et temporelle des densitédgtiginctoniques peut étre tres élevée (Kutser
2004) et requiert une frequence d’échantillonnaggortante. Dans ce cadre, plusieurs
méthodes peuvent étre mises en avant car pouvangefiee un suivin-situ, et a relativement
haute fréquence, de l'abondance et de la distabutphytoplanctonique, au travers,
typiqguement, de la mesure de la fluorescence dehllerophyllea (chl a), un indicateur
majeur de la biomasse algale et par conséquera dedlité de I'eau (Gallegos et Jordan
2002).

La plupart de ces outils, dont I'un des objectié&pdonc étre de détecter aussi vite
gue possible, tout changement majeur et/ou ragda diomasse algale dans les écosystemes
aquatiques, ont d’abord été développés pour le swivphytoplancton océanique et marin.
Cependant, I'importance des grandes masses d’ame @oété mise de plus en plus en avant
ces dernieres années, notamment au travers desk aniplace de la Directive Cadre sur
'Eau qui encourage tous les pays européens anditteile bon état écologique des eaux
douces avant 2015 (Parlement Européen 2000). Adijouwr la gestion de la qualité des eaux
intérieures préoccupe de plus en plus les gesti@naui se doivent de lutter contre
I'eutrophisation d’origine anthropique susceptitllaffecter fortement les masses d’eau dont
iIs ont la charge. En effet, I'apparition poterigelde « blooms » (notamment avec les
cyanobactéries toxiques) peut poser des problemiesdrel écologique mais surtout

économique dans de nombreux lacs et réservoirs.

Fort de ces constatations, d’'une demande soci@déemais également du besoin de
nouveaux outils de détection fiable et d'utilisati@acile, plusieurs détecteurssitu tels que
des fluorometres portables et immergeables onté&téloppés comme outil pour la gestion
des lacs et des réservoirs. La méthode basée swedare de la fluorescence pigmentaire est
utle non seulement parce qu'elle mesure un siggal indique la concentration
phytoplanctonique potentielle mais aussi parce lggemesures peuvent étre faites a une
fréequence élevée et/ou en continu durant des agphoits prolongés. Elle permet également
de couvrir des superficies étendues le long deséi@a horizontaux et/ou de profils verticaux,
tout ceci sans traitement préalable des échardilld@es outils peuvent fonctionner a

n'importe quel moment de la journée et égalemens da zone euphotique, permettant si
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besoin de détecter des changements nycthéméraaXetanooncentrations de particules ainsi
gue dans la potentielle sédimentation d’agrégatgoplanctoniques. Par conséquent, les
fluoromeétresin-situ fournissent une trés bonne résolution et sembdemtvenir pour la
description de la variabilité spatio-temporelleghytoplancton (Culleret al. 1997). Dans la
plupart des cas, ces instruments ont été concusfpoationner dans une large gamme de
niveaux trophiques (oligotrophe a eutrophe), ceapsure un fonctionnement possible dans
tous les types d'écosystemes a priori. Certainsecti@&irs ont été congus pour la
caractérisation de différents groupes a l'intérider la communauté phytoplanctonique a
partir de leurs pigments photosynthétiques accesssdotn effet, la plupart des fluoromeétres
in-situ utilisent une longueur d’onde d’excitation dandleu et ils détectent I'émission de la
chl a dans le rouge a environ 680 nm. Si une combinaioplusieurs longueurs d’onde
d’émission est mesurée, il est possible d’identifiéférents groupes phytoplanctoniques sur
la base des différences au niveau de leurs pignamtsssoires. Finalement, ces détecteurs
fournissent des données de suivi en temps réel edbmtinu, ce qui génére un grand nombre
de données qui peuvent étre visualisées immédiatesne un ordinateur et qui sont faciles a
décoder.

Parmi les différentes techniques de fluorométniesitu on peut citer la « Lidar
Fluorometry » (pour « Light Detecting and Rangingofometry ») qui combine la détection
de la chlorophyllea et la détection d’autres pigments accessoiresargnainsi possible la
distinction de différents taxons. Cependant, cé¢il analyse la surface de I'eau et ne fournit
pas d’information sur la distribution des clasdgslas qui se situent plus profondément dans
la colonne d’eau (Nieket al. 1997 ; Barbiniet al. 2001). On peut également citer la « Flow-
through Spectrofluorometry » (FLUO-IMAGER) qui ayst tous les pigments
phytoplanctoniques présents étant donné que l'otitisé ne réalise pas de mesures a des
longueurs d’onde fixes mais scanne la gamme deautamgd’'onde d’excitation de 400 nm a
650 nm et la gamme de longueur d’'onde d’émissiorb3® nm a 730 nm. La variabilité
spatiale et temporelle de la distribution du phidgopton peut étre obtenue en utilisant le
spectre d’émission de fluorescenicesitu et par des mesures répétées ou continues ; les
distributions verticale et horizontale des pigmepitetosynthétiques peuvent étre analysées
(Babichenkaeet al. 2000). Finalement, la Fluoroprobe est un outihpettant la détection et la
guantification de différentes classes de phytoptante long de la colonne d’eau (Beutédr
al. 2002).
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Ainsi, les méthodes de suivi du phytoplancton f(c’asdire d’observation, de
discrimination et d’analyse) sont nombreuses eno§@ aquatique. De la microscopie
optique (Utermohl 1958) a l'imagerie satellite @dl et Johnson 1999) en passant par la
cytométrie en flux ou la (spectro)fluorométrie ([Bwlet Campbell 2000, Beutlet al. 2002),

il existe un grand nombre d’outils et/ou d’instrurtee capable de donner des informations
concernant la biomasse du phytoplancton. Dans dieecde cette thése, quatre méthodes
instrumentales ont été utilisées pour I'analyseptiytoplancton du Réservoir Marne. Elle

seront décrites brievement dans la partie 2 dénapite.

L'étude de tout écosysteme dans ses dimensionsespaps conduit forcément a
I'obtention d’'un ensemble complexe de données guoi par nature multivariées. Ainsi, pour
une analyse détailléee d'un écosysttme donné, ceiederdoit faire I'objet d'un
échantillonnage spatial sur plusieurs sites, derfagpétée dans le temps, qui va aboutir a
I'obtention de données tri-dimmensionnelles : flkite, (2) la date d’échantillonnage, (3) le
(ou les) descripteur(s), c’est a dire la (ou lesyiable(s) mesurée(s) (biotique(s) ou
abiotique(s)). Ces données spatiales et/ou temesrebnduisent a la formation de plusieurs
tableaux de données. Pour explorer et analysénietsre de ces données, des méthodes dites
multitableaux, ou K-tableaux, ont été spécifiquetriaborées. Parmi celles-ci, on peut citer
I’Analyse Canonique Généralisée (Carrol 1968 ; étatg 1971), STATIS (Structuration des
Tableaux A Trois Indices de la Statistique) (Laatital. 1994), I'analyse factorielle multiple
(AFMULT) (Escofier et Pages 1994) ou encore I'asalyde co-intertie multiple (ACOM)
(Chessel et Hanafi 1996). Bien que certaines de méthodes soient connues depuis
relativement longtemps, leur application en écaoggt encore peu répandue, et ce d’autant
plus dans les systemes dulcaquicoles de type mseDans le cadre de cette thése, il était
indispensable de passer par ce type de méthodesapalyser notre base de données, qui
comprenait 297 especes phytoplanctoniques idesgiféé6 stations de prélevements et a 22
dates différentes. Une de ces méthodes multitak)|danalyse triadique partielle (ATP) a été
utilisée pour traiter nos données et nous la dawirbrievement dans la partie 3 de ce

chapitre.
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2. Instrumentation utilisée pour I'analyse du phytglancton du Réservoir Marne

2.1. La microscopie inversée

La microscopie est encore aujourd’hui la seule rigple capable de donner des
informations précises sur la diversité et la contimsde la communauté phytoplanctonique
méme si des progrés récents ont été clairemeniségalians le domaine de la taxonomie
moléculaire appliquée a certaines classes algpksgxemple, voir les travaux de Neilan
B.A. et Wilmotte A. pour les cyanobactéries, Daeghj N. et Fawley M.W. pour les
chlorophycées, Laeners G et Dahlberg O.L. pourdiesflagellés, Medlin L.K. pour les
chrysophycées). En effet, nous pouvons toujours dijourd’hui qu’aucune technigue n’a
surpassé celle de «I'ceil humain » et qu'une étdémillée de la richesse des espéces
phytoplanctoniques passe forcément par I'obsemagb I'analyse des échantillons par
microscopie optique.

La microscopie utilisée est dite inversée car lare® de lumiére et le condensateur
illuminent la chambre d’'analyse (voir ci-dessousy plessus et les objectifs, situés en
dessous, permettent d'observer les spécimens e@rsréav tres fine plaque de verre située au
fond de la chambre et sur laquelle les organismas sédimenté. Cette technique de
numération cellulaire est trés efficace pour dérmemle nanoplancton et elle permet de traiter
de grandes quantités d’eau (jusqu’a 100 ml), éelite de concentrer le phytoplancton méme

s'il est tres pauvre.

Notre comptage du phytoplancton du lac Marne aréafisé a partir d’échantillons
d’eau brute. Les prélevements ont été effectuégprf®ndeurs (3m, 6m et 8 m quand cela
était possible) correspondant toujours a la zophetigue (c'est-a-dire la strate de la colonne
d’eau dans laquelle les algues recoivent plus ddEda lumiére nécessaire a leur activité
photosynthétique). Les prélevements ont été obtaniasde une bouteille de type Van Dorn
de 5 litres permettant d’obtenir les échantillons @rofondeurs discretes mentionnées ci-
dessus. Les échantillons d’eau ont été fixés imatédient sur le bateau avec du lugol, un
réactif iodo-ioduré qui assure la conservation dytg@plancton et alourdit les cellules,
rendant ainsi leur sédimentation plus facile. lloce également 'amidon des cellules ce qui

rend leur identification plus aisée.
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Le traitement de I'échantillon a débuté par undatigh modérée afin de remettre en
suspension délicatement les algues et assurerédeartition homogéene dans le pilulier de
prélevement de 150 ml. Un sous-échantillon (102®Iml ou 50 ml) a alors été versé dans un
cylindre surmontant une chambre de sédimentatidrarfre Kolkitz) et laissé pendant 24
heures a I'abri de la lumiere et de la chaleur [#14878). Ce laps de temps permet d’étre sur
gue les algues, méme les plus légeres, vont séthman fond de la cuvette (Nielsen 1933).
Puis, on a glissé la partie cylindrique sur le ad¢éla chambre pour la remplacer par une
lamelle de couverture en verre. Enfin, la lameéde&posée délicatement sur le microscope
inversé (microscope ZEISS Axiovert 135) pour évitere-suspension des organismes. Cette
technique a été développée par Utermdhl en 1958.

L’identification microscopique des organismes ppjdoctoniques, faite au
grossissement 40x, et au moyen d’'une caméra AxioGAdiss) permettant I'acquisition de
photographies pour une analyse ultérieure si begaifutilisation du logiciel AxioVision
release 4.4 (Zeiss), a été faite sur plusieurgrest: la taille, la présence ou I'absence de
flagelles et leur nombre, I'organisation cellulajffdaments, colonies, individus) et le type de
membrane externe (cellulosique, siliceuse, peplydagique...)... Toutes les cellules ont été
dénombrées le long d’un diametre ou de deux didgerjasqu’a atteindre un minimum de
400 cellules. La largeur de la bande d’observatbait déterminée grace a une lame
micrométrique. Suite au comptage, nous avons égaleeffectué un balayage de la lame afin

de répertorier toutes les espéces non comptéesarear

Nous avons alors procéder au calcul du nombre Bidesepar litre. Pour cela, nous
devons tout d’abord connaitre le rapport de congt@g correspond au rapport entre la
surface de la chambre (530 Mret la surface des bandes (11,09%nm

surface totale 530

surface de bandes T 11.09 478

Connaissant le volume d’eau sédiment§ (e nombre d’organismes par litrd)(est
égal a:
n*47.8 1000
- v
oun représente le nombre de cellules comptées.
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Notons que de la prise de I'échantillon jusqu’aumptage, I'eau a subi plusieurs
manipulations et plusieurs sources d’erreurs pigs existent. Il est toujours important de
garder cela en mémoire, a savoir que la visionéesystéme est photographique et assujettit
a de nombreux biais. Quelques uns peuvent étreaneses :

Lors de la prise de I'échantillon, les organismessont pas forcément répartis de
maniére homogéne dans la colonne d’eau. De cd’'é&igur faite lors de la récolte de I'eau
est tres variable selon la répartition du phytogtian. L’échantillonnage discret rend difficile
la mesure de cette erreur.

Lors de la prise de I'échantillon, le contenu dédaiteille de prélevement peut ne pas
étre completement homogeéne et il se peut que nertaganismes se soient agglomérés dans
certaines parties du volume du container. Ayanisithde dénombrer les unités cellulaires,
gu’elles soient individualisées ou coloniales, wurais brassage de la bouteille, la flottaison
de certaines espéces peut donc entrainer une stmateon de certaines espéeces.

Il a été décrit que les échanges thermiques eatahambre de sédimentation et le
laboratoire peuvent provoquer des courants a tiewé de la cuvette pendant la
sédimentation. Il en résulte une distribution heggéne des organismes au fond de la chambre
et généralement, ces derniers ont tendance a sseatégn plus grand nombre a la périphérie

de la cuvette (Sournia 1979)

Selon Lundet al. (1958), en comptant 400 cellules nous atteignames précision de
10% donc il ne semble pas nécessaire d’en compisr Bar ailleurs, le gain de précision
obtenu en comptant 10000 cellules étant trop fghlerapport au travail qu’un tel comptage
demande, il ne semble pas intéressant de I'enttdpreConcretement et comme nous l'avons
dit plus haut, notre comptage a porté sur 450 lesllau minimum (avec une erreur de 9,43%)

et 5400 cellules au maximum (avec une erreur d&9a).7

Pour évaluer plus objectivement la quantité de ématvivante autotrophe présente
dans le milieu et disponible pour les consommatgtirsaires, I'estimation du volume a été
préférée aux comptages globaux qui surestimentcbeaules petites especes au détriment
des plus grosses (Hillebranet al. 1999). Le biovolume a été calculé en partant des
dimensions moyennes et de la forme géométrigueedpdce considérée. Les dimensions
mesurées incluaient la membrane de la cellule medtuaient la gaine mucilagineuse qui

enveloppe certaines algues (enveloppe de natuysguaharidique) (Hillebranet al. 1999).
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2.2. L'extraction et le dosage de la chlorophyglle

Le dosage de la chlorophylie(chl a) mérite une attention particuliére en raison de
'importance de ce pigment dans la photosynthéseefiet, la chla est le seul pigment
capable de produire de I'énergie chimique, nécessaila fixation du carbone, a partir de
I'énergie lumineuse. Les chlorophyllés c, les caroténoides et les phycobiliprotéines ne
peuvent que transférer leur énergie a la chlordplaylLes caroténoides jouent aussi un réle
important dans le mécanisme de photo-protectioncedlales. L'importance des pigments
accessoires par rapport a la concentration da catie beaucoup selon les caractéristiques de
la lumiéere de I'habitat. Il en va de méme pour leamtité de chh qui est trés variable d’'un
type d’algue a un autre et qui dépend du régimeénenx auquel il est acclimaté.

Dans l'acétone 90%, qui sert classiquement a sdraaon, la chla montre un
maximum d’absorption a 665 nm (rouge). Ce pigmenit @tre convertie en phéophytine (une
forme non fonctionnelle de la ch), par acidification, ce qui a pour effet d’enleVemoyau
Mg de la molécule. Dans les eaux naturelles, ocamtne les deux formes en proportions
variables, selon I'état physiologique du phytoptanc Puisque la phéophytine absorbe aussi
a 665 nm mais de facon moins forte, la concentrat® chla peut étre calculée a partir de la
diminution d’absorbance de I'extrait aprés acidifion. Par ailleurs, une correction
approximative pour la turbidité dans I'extrait pétte apportée en soustrayant I'absorbance a
750 nm. A cette longueur d’onde, la eh¢t la phéophytine ont une absorbance négligeable.

Plusieurs solvants organiques, méthanol et éthangbarticulier, ont été utilisés et
testés pour I'extraction des pigments et comparésfficacité de I'acétone (Markeet al.
1980 ; Nusch 1980 ; Riemann 1980 ; Sartory et Gaalpel984). Il en ressort que l'acétone
est généralement moins efficace que le méthandkthanol chauffé pour I'extraction de la
chlorophyllea. Par ailleurs, le processus d’acidification damgriéthanol est extrémement
délicat et les phéopigments y sont tres sensibledrés faible excés d’acide peut introduire
des erreurs expérimentales importantes (Masdkteal. 1980 ; Marker et Jinks 1982). Ces
problémes d’acidification sont moins sérieux avéthanol (Nush 1980), et encore moins
avec l'acétone. Comme la détermination de la canagon en phéopigments peut étre d’'une
importance majeure, car pouvant atteindre dansiosrtas plus de 50% des concentrations
pigmentaires totales, les produits de dégradatesypigments doivent étre mesurés et c’est
souvent l'acétone qui est le solvant utilisé poiaxttaction des chlorophylles et des

phéopigments. Durant cette thése, nous avons dlise U'acétone 90% comme solvant
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d’extraction pigmentaire. Ce travail a été effeqbaé le laboratoire de chimie de linstitution
« Les Grands Lacs de Seine », a qui nous ameresréchantillons suite aux prélévements.

Les échantillons d’eau ont été prélevés dans desrik d’un litre et ont été transportés
au froid et a I'obscurité jusqu’au laboratoire aitedessus. La filtration a été réalisée dans les
12 heures suivant le prélevement apres homogéingisde I'échantillon afin de jauger de la
quantité appropriée pour la filtration. Cette deraia été réalisée a travers un filtre en fibres
de verre Whatman GF/F (porosité 0,7 um) et le veldiitré a été noté pour chaque
échantillon. Suite a la filtration, chaque filtre &é placé dans un bécher maintenu a
I'obscurité contenant 10 a 20 ml d’acétone 90%bEeher a alors été placé dans un bac a
ultrasons a l'obscurité (pour briser les cellulésextraire les pigments) pendant 20 min a
température ambiante puis laissé au repos pen@amiril L’'extrait pigmentaire a ensuite été
filtré sur un filtre en fibres de verre (pour élivar les débris de filtres et avoir un extrait
pigmentaire exempt de particules) et transvasé dagsfiole jaugée que I'on compléete au
volume initial de solvant utilisé avec de l'acétopgre. La fiole a alors été conservée a
I'obscurité et les mesures ont été réalisées demminutes suivantes. Une certaine quantité
d’extrait (dépendant du volume des cuves du spglattometre) a été placée dans une cuve
en quartz du spectrophotometre et les absorptied®chantillon a 750 nm (pour estimer la
turbidité) et a 665 nm ont été mesurées. Une fti® decture faite, de I'acide chlorhydrique a
été ajouté directement dans la cuve afin d’obten& concentration de la solution d&é®
molL™. Notons que le blanc a été fait avec de 'acé@0f a chaque fois que la longueur
d’onde a été changée.

La méthode de calcul de la concentration pigmentaiilisée est celle de Lorenzen
(1967). La concentration en chlorophyileC,, exprimée en ug™, dans I'échantillon d’eau

analysé a été calculée selon I'’équation suivante :

Ca = 27 * [(49665 — A4¢750) — (44665 — A,750)] * 7

ou :

A0 665 et A0 750 sont respectivement les absorlsaac665 nm et 750 nm avant
acidification

Aa 665 et Aa 750 sont respectivement les absorBaacg5 nm et 750 nm apres
acidification

v est le volume de solvant initial (en millilitresdilisé pour I'extraction

V est le volume d’eau filtré (en litres)

48



CHAPITRE Il : Matériels et méthodes

L est le parcours optique de la cuve utilisée @mimetres)

27 est un facteur déterminé expérimentalement

La concentration en phéopigments, &primée en pg:t, dans I'échantillon d’eau

analysé a été calculée selon I'’équation suivante :

C, =27 % [1.7 * (4,665 — A,750) — (4,665 — A,750)] *

L*xV
ou A, 665, Ay 750, Ay 665, Ay 750,v, V et L ont la méme signification que

précédemment et 1,7 aussi coefficient déterminéraxgntalement.

2.3. La cytométrie en flux

Les organismes phytoplanctoniques, qui peuvent\@isecomme des particules en
suspension dans un liquide, sont bien adaptésalyse par cytométrie en flux (CMF), des
lors que les cellules, colonies ou filaments neadépnt pas un certain diametre (Dubelaar et
Jonker 2000). Cette technique est donc particulierg pertinente pour compter et mesurer
rapidement des cellules individuelles isolées owrpdiscriminer des sous-populations
homogenes sur des critéres de fluorescence eilldgltagendre et Yentch 1989, Olsenal.
1993).

Le principe de la cytométrie en flux peut étre lélcomme suit (d’aprés Métézestu
al. 1997). Les cellules en suspension dans leur milgaude sont mises sous pression et
injectées au centre d’'un flux laminaire créé patigmde de gaine exempt de particules. Ce
liquide guide les cellules en file indienne, une pae, vers et dans une chambre d’analyse
« frappée » par une source lumineuse (le plus swunvelaser de longueur d’'onde fixe). Cette
technologie va donc permettre l'analyse de touess darticules et on comprend mieux
pourquoi on parle de « single cell analysis ». @leatpis qu’une cellule passe devant la
source lumineuse, elle difracte et absorbe la Itenigcidente du faisceau (Jacquet 2001). La
lumiere diffractée peut étre mesurée a différentgles. Elle est recueillie dans l'axe de la
lumiére incidente et le paramétre mesuré dit dédfraction aux petits angles » (FALS pour
Forward Angle Light Scatter ou FSC pour Forwardtt&caChannel) c’est a dire a des angles
variant entre 2 a 6° peut étre mis en relationctéravec la forme, la taille, et le volume de la
cellule. La lumiere diffractée par la cellule egalement recueillie entre 8° et 90° de I'axe de
la lumiére incidente et le paramétre mesuré dit«dbffraction aux grands angles » ou

diffusion orthogonale (RALS pour Right Angle Ligi&catter ou SSC pour Side Scatter
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Channel) peut étre mis en relation avec la tdéléexture cellulaire, I'indice de réfraction ou
encore la granulosité cytoplasmique. Quant & ladterabsorbée puis ré-émise sous forme de
fluorescence, elle est mesurée par différents tittex optiques apres déviation grace a des
miroirs et séparation du signal lumineux grace f#éwlints filtres. Le FL1 enregistre la
fluorescence verte (émise par le complexe marqgaeides nucléiques utilisé pour le
comptage des virus et des bactéries typiqguemenBl.2 la fluorescence orange (émise par la
phycoérythrine de certaines cyanobactéries et igstaphycées) et le FL3 la fluorescence
rouge (émise par la chlorophylle) (Legendre et ®¥ent989). Au final, I'acquisition des
différentes mesures optiques contient des infoonatiqui peuvent permettre d’identifier,
d’énumérer et de discriminer un certain nombre dpufations phytoplanctoniques. Ces
mesures sont généralement visualisées sous fornméstatjrammes de dispersion

biparamétrique (appelé cytogrammdsp(re 1a) et/ou monoparamétriqu€igure 1b).

1 03
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Figure 1 a) Représentation biparamétrique (cytogramme)ede chesures optiques (FL3 versus SSC)
— b) Représentation monoparamétrique (histogramerdistiribution) d’'une mesure optique (SSC).
(Tiré de Jacquet 2004)

Certaines fonctions, comme le tri cellulaire, agsex au développement de la CMF,
ont ouvert de nouvelles perspectives quant a l&tdd la dynamique des populations
phytoplanctoniques dans le milieu naturel (DaveyKell 1996 ; Vives-Regeaet al. 2000 ;
Reckermann 2000). En effet, ce module interne,oaptl ou partie intégrante de certains
cytomeétres, permet, apres lidentification d’'ungnsiture cytométrique sélectionnée, la
séparation physique des cellules issues d’'un asageixte Figure 2). La mise en culture
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et Iidentification microscopique des cellules piytanctoniques peuvent alors permettre de

réaliser un suivi saisonnier a I'aide des signataexquelles des noms auront été attribuées.

Nous avons utilisé cette approche dans le cadetle these et les résultats obtenus
sont détaillés dans l'article de Cellamare, RollatdJacquet intitulé . klow sorting of
freshwater phytoplanktom, sous presse dadsurnal of Applied Phycologyrésenté dans ce
chapitre. Nous avons utilisé la capacité du cytoenEACSCalibur a opérer le tri cellulaire
pour analyser la communauté phytoplanctonique décdsystemes différents dont le
Réservoir Marne. Nous avons montré que malgré lesss optigue, mécanique et
hydrodynamique subis par les cellules triées, lpaitt des populations ciblées ont pu étre
isolées et mises en culture dans un milieu de multmixte. Quarante cing taxons
phytoplanctoniques ont été isolés, incluant desorophycées (29 espéces), des
cyanobactéries (8), des diatomées (7) et des grigpbees (1). Environ 80 % des populations
trices ont réussi a croitre de fagon optimale €% 4@onstituaient des monocultures.
Cependant, certains groupes n’ont pas pu étresisoldme les cyanobactéries coloniales, les
chrysophycées, les euglénes, les desmidiacées dinleflagellés. Par ailleur§ryptomonas
sp. a présenté une grande sensibilité au tri. oogosons que I'analyse par cytométrie en
flux du phytoplancton d’eau douce, plus spécifigaatnles espéces enclines a former des
efflorescences et celles qui sont facilement teglgt identifiables, pourrait constituer un outil

intéressant pour les gestionnaires.
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Figure 2 Histogrammes biparamétriques d’échantillons esiyarovenant de la mer Wadden
(Allemagne). FL3 représente la fluorescence roageifation a 488 nm et émission a 675 nm)
indicatrice de la présence de chlorophylle, FL2riexg la fluorescence orange de la phycoérythrine
(excitation a 488 nm et émission & 575 nm). FL4é&sgnte la fluorescence de la phycocyanine
(excitation a 633 nm et émission a 660 nm). FSEnfibune indication sur la taille de la cellule. a)
Configuration pour le pico- et nano- phytoplanctonConfiguration pour le nano- et micro-
phytoplancton. Les groupes identifiés sont lesantiv : A -Synechococcuype | ; B —
Synechococcuype Il ; C - pico-eucaryotes type | ; D — picazatyotes type Il ; E — pico-eucaryotes
type Il ; F —Leptocylindrus minimugiatomée) ; G Hemiselmis virescer(sryptophycée) ; H —
Teleaulax amphioxeigcryptophycée) ; | Rhodomonas marin@ryptophycée) ; K Nitzschia
closterium(diatomée) ; L Thalassiosira minimgdiatomée) ; M +ibrocapsa japonica
(raphidophycée) ; X Microcystis viridis(cyanobactérie). (Tiré de Reckermann 2000)
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2.4. La sonde spectrofluorométique immergeableyrBjrobé™ (bbe, Moldaenke)

La sonde FluoroproB¥ (bbe, Moldaenke) a été développée pour facildatdtection
et la quantification du phytoplancton le long detdonne d’eau (Beutlest al. 2002; Gregor
et Marsalek 2004). Cette sonde immergeable a &é eila disposition des scientifiques et
des gestionnaires, dés 2002, pour différentieriglus « groupes spectraux » de microalgues
in vivo etin situ le long de profils verticaux pouvant atteindre X@6tres. Ces profils sont
réalisés en quelques minutes et sont basés stenkité de fluorescence de la atd 680 nm.

Le principe de mesure repose sur les capacitésioie$cence des algues phytoplanctoniques.
L’émission de fluorescence fait suite & une excitapréalable par 5 diodes qui différencient

les algues vertes (chlorophycées) a 450 nm, legesldprunes (diatomées, dinoflagellés,

chrysophycées) a 525 nm, les algues rouges (crypt@pes et cyanobactéries riches en
phycoérythrine) 570 nm et les algues bleues-vécymobactéries riches en phycocyanine) a
590 et 610 nm (Leboulangest al. 2002). Cette discrimination de différents groupes
phytoplanctoniques se fait donc sur la base des learactéristiques pigmentaires propres.
Une diode supplémentaire de longueur d’'onde d’atioit 370 nm mesure la fluorescence de
la matiére organique dissoute appelée « substanoess ».

Un logiciel spécifique de la sonde est alors @il@ur calculer la concentration de
chaque groupe spectral présent, cette derniéreé éigmimée en termes de concentration
équivalente de chlorophyleepar litre d’eau (équivalents pug colL™) et étant en accord avec
les valeurs de fluorescence enregistrées. Lor&adguisition des données sur le terrain, les
informations apparaissent instantanément, sous efod® tableaux Higure 3a) ou de
graphiquesKigure 3b), sur I'écran de l'ordinateur rattaché en surfada sonde (Beutlest
al. 2002; Gregor et MarSalek 2004). Les données péwdtem sauvegardées dans la sonde ou

transférées sur un ordinateur.
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Figure 3 a) Représentation sous forme de tableaux des dsm@muguises le long de la colonne d’eau
b) Représentation sous forme de graphique des dsrau§uises le long de la colonne d’eau. Ces
données sont issues d’'une campagne de terrairugftea la station Giffaumont (H) du Réservoir

Marne en juin 2006 (données personnelles).

La calibration des spectres des classes indiviesieist réalisée en utilisant des
cultures mixtes §cenedesmusp., Chlamydomonasp., Monoraphidiumsp.,Chlorella sp. et
Micractinium sp. pour les algues vertédjcrocystissp.,Synechococcusp.,Aphanizomenon
sp. etAnabaenasp. pour les cyanobactéries riches en phycocya@iyaotellasp.,Nitzschia
sp., Synedrasp., Ceratiumsp., etPeridinium sp. pour les algues bruneSryptomonassp.

pour les algues rouges riches en phycoérythrinept{Br et al. 2002). Cependant, cet outil
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peut étre recalibré si nécessaire, tel que celg aédlisé pour le suivi de la cyanobactérie

Planktothrix rubescendans le lac du Bourget (Leboulangeial. 2002).

Nous avons utilisé cet outil dans le cadre de cHiése. La validation de son
utilisation fait le lieu d’'un article, présenté dane chapitre, par Rolland, A. Rimet, F. et
Jacquet, S. intitulé « A 2-year survey of phytogtan in the Reservoir Marne (France): A
case study validating the use of an situ spectrofluorometer by comparison to algal
taxonomy and chlorophyla measurements » soumis a la reviakes and Reservoirs :
Research and Managememendant presque deux années (2006-2007) nous gudn la
structure et la distribution du phytoplancton dénséservoir Marne en ayant recours a une
combinaison de méthodes. Nous avons utilisé la esosgectrofluorométrique bbe
Fluoroprob&", qui fournit des concentrations de chlorophydle(chl a) associées a la
présence de différentes classes algales dansdanmot’eau. En parallele, nous avons mesuré
la chl a en utilisant des méthodes d’extraction classiquesplées a des analyses
spectrophotométriques et nous avons calculé leohiove de chaque taxon identifié par
microscopie optique. Les concentrations de alobtenues avec la FluoroprdBeet celles
fournies par les analyses spectrophotométriqueseptéit une forte corrélatiorp=0.93,
n=243, p<0.0001). La meilleure corrélation entrs deux méthodes a été obtenue pour des
concentrations en dessous de 6,9 jigalors qu’aucune corrélation n'a été trouvée rs
concentrations au dessus de 21,8 flgLa relation était également hautement significati
quand le biovolume phytoplanctonique total étaimparé aux données de la sonde
Fluoroprob&" (p=0.6, n=243, p<0.0001). La meilleure corrélatiorété trouvée pour le
groupe composé des diatomées, des dinoflagelléssethrysophycéep € 0.67, p<0.0001)
et la moins bonne relation a été identifiee poardganobactéries riche en phycocyanimne (
0.33, p<0.0001), bien que toujours significativett€ analyse basee sur une grande base de
données justifie la conclusion que la Fluoropf8bpeut étre considérée comme un outil
fiable par les gestionnaires pour le suivi du ppldgocton pourvu qu’elle ait été correctement

testédn situ
3. Analyses statistiques appliqguées aux données’Analyse Triadique Partielle (ATP)

Les méthodes d’analyses multitableaux, parmi ldigi®n trouve la famille des
méthodes STATIS (L'Hermier des Plantes 1976 ; La988 ; Lavitet al. 1994), permettent
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I'analyse conjointe de plusieurs tableaux de dosnkes bases théoriques de ces méthodes
ont été développées par Escoufier (1973, 1987 prirecipe général est de définir dans un
premier temps la structure commune a ces tablempelée « compromis », puis d’étudier la
variabilité de cette structure a travers chaquke#ab Lorsque les tableaux n’ont pas le méme
nombre de lignes et de colonnes, ils ne sont pastdment comparables et on utilise alors la
méthode STATIS proprement dite. Par contre, quasdnbmbres de lignes et de colonnes
sont identiques, on peut calculer directement é®mpromis » correspondant a une somme

pondérée des tableaux et on utilise alors I'anatyadique partielle.

L’ATP, qui est fondée sur une logique d’'analysecemposantes principales, a
été introduite en écologie par Thioulouse et CHg4€87). Le protocole d’échantillonnage
utilisé lors de cette these nous a placé dansslelealonnées tridimensionnelles ou plusieurs
variables ont été mesurées sur les mémes statiphssi@urs reprises. Le cube de données
ainsi constitué peut étre considéré comme une spatiale de tableaux a deux entrées (dates
x variables) Figure 4). L'objectif étant de faire un bilan des structitemporelles et de leur

stabilité.

1 >
Variables P

Figure 4 Cube de données X présenté sous la forme d’ureesgatiale dé tableaux it dates »
variables)

L’ATP se déroule classiquement en trois étapestdéari-dessous :

phase de linter-structure et recherche du compordne matrice de corrélation
vectorielle est calculée entre les tableaux etidgahalisation de cette matrice va permettre
d’identifier les similarités entre les tableauxe€’ ce qui est appelé dans la terminologie de
cette analyse I'étape d’inter-structure. La diadisadon a pour fonction essentielle

d’attribuer a chaque tableau un poids. Ainsi, uoveau tableau de syntheése combinant les
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tableaux initiaux en proportion de leur poids dendescription de la structure commune dite
compromis est constitué.

Analyse du compromis. L’analyse du tableau compsosieffectue comme une
analyse en composantes principales standard. Blenif des axes principaux et des
composantes principales. Cette analyse permethiietane typologie commune a tous les
tableaux. Le cosinus carré (Cos? entre le tabtestue compromis) constitue un indicateur de
la qualité de I'expression de la structure du camps par un tableau donné.

Analyse de la reproductibilité du compromis. Ontggwalement projeter sur les axes
et composantes principales du compromis, les axesmposantes principales des analyses
séparées de chacun des tableaux. Cette opératiametpee discuter de la stabilité des
tableaux autour de la moyenne (compromis), autretied’analyser la reproductibilité de la

structure du compromis pour chacun des tableaux.

Cette méthode a été appliguée aux données spatmptelles que nous avons
récoltées sur la communauté phytoplanctonique. feltde lieu de deux publications, I'une
soumise dans les Actes du colloque « Studies inss@ieation, Data Analysis, and
Knowledge Organization » par Bertrand, F., Maumy, Rblland, A. et Jacquet, S. intitulée
«Using multitable techniques for assessing phytdqitan structure and succession in the
Reservoir Marne (Seine catchment area, Franceéjuird sous presse dans la reWater
Researchpar Rolland, A., Bertrand, F., Maumy, M. et Jadg& intitulée : « Assessing
Phytoplankton structure and spatio-temporal dynanmca freshwater ecosystem using a

powerful multiway statistical analysis » que I'onuvera dans le chapitre Il
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4. A 2-year survey of phytoplankton in the Marne Reervoir (France): a case study to
validate the use of an in-situ spectrofluorometer ¥ comparison to algal taxonomy
and chlorophyll a measurements.
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Abstract

For almost 2 years (2006-2007), phytoplankton sfmec and distribution were
monitored using a combination of methods in therdReservoir (France). We used the bbe
Fluoroprob&" spectrofluorometer, which provides vertical prsitfor different algal classes
and chlorophyll analysis, based on thevivo autofluorescence characteristics of the
phytoplankton. In parallel, we measured chloropteyl(chl a) concentrations using the
classical extraction method coupled with spectrogmetric analyses, and we calculated the
biovolume of all the taxa identified using inverteght microscopy. A very strong correlation
(p=0.93, n=243, p<0.0001) was found between totalachbncentrations given by the bbe
Fluoroprobe and the total chl concentrations (pig?) provided by the spectrophotometric
analysis. The closest correlation was obtaine¢dacentrations below 6.9 jig" whereas no
correlation was found for those above 21.6L{tg The relationship was highly significant
when total phytoplankton biovolume was comparediata from the probep€0.6, n=243,
p<0.0001), the best correlation being found for thgwup composed of diatoms,
dinoflagellates and chrysophyceg@e=0.67, p<0.0001), while the worst relationshipsviar
the blue-green cyanobacteria< 0.33, p<0.0001), although it was still highlgmificant. Our
analysis, based on a large data set, justifiesctimelusion that the FluoroproBe can be
considered as a reliable tool for use by fresh managers to monitor phytoplankton at any
relevant time and space scales, provided thatdhieel has been properly checkeditu.
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Introduction

Since the second half of the "@entury, many water bodies have suffered from
eutrophication, which promotes microalgal (phytogtan) proliferation and is caused by
increasing nutrient pollution (especially with ppbsrus), leading to severe deterioration of
water quality (Sommer 1983, Reynolds 1984, Tilnetral 1986). The aim of the European
Water Framework Directive (WFD) (European Parliatrd00) is to reduce eutrophication,
which is of particular concern for water managenastd treatment, in order to reach what has
been called the “good ecological status” by ther 5. This concept of “good ecological
status” is defined as restoring “the state of aosgstem to a close approximation of its
condition prior to disturbance where ecological dgmis repaired. Both the structure and the
functions of the ecosystem are recreated” (Higg®7L9Ecological quality is based on the
status of the biological (phytoplankton, macroalgagcrophytes, benthos and fishes),
hydromorphological and physico-chemical qualitygmaeters.

The phytoplankton biomass constitutes a bio-moimigoindex of major importance
for the ecological survey and understanding of bggstems, and it has been a required part
of the estimation of water quality for many deca@@d’EL 1984; Brettum 1989; Dokuldt
al. 2005; Wolframet al 2007). In addition, chlorophylh measurements have also been
shown to provide a good estimate of phytoplanktamiass (Smayda 1978; Harris 1986;
Wetzel et Likens 2000). However, recent studiesshstvown that there are some problems
with using the direct estimation of chlorophwgll(chl a) to deduce phytoplankton biomass,
because spatial and temporal variations can o€éalip(et Catalan 2000), and the ratio of chl
a to cell carbon depends on external and interra@bfa, such as phytoplanktonic taxonomy
composition, cell physiological conditions, tempgara, nutrient concentrations and light
intensity. Phytoplankton biomass, via the estimmatid chl a concentration, has also been
used to obtain an indication of the trophic statdisthe water system (Vollenweider et
Kerekes 1982). The WFD therefore decided to inclodin the chla concentration and the
phytoplankton biovolume as two of the estimatorsdu® define the ecological state of a lake
(European Commission 2008), even though it wasntbcsuggested that the proportions of
the different algal classes should also be constiy give an indication of the trophic status
of the ecosystem (Reynoldg al 2002) and furthermore, that taxon specificity mhbe
assessed to provide a precise estimate of theitrefdtus of a lake (Annevillet al. 2002).
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Different techniques, materials and methods hawre available for surveying
phytoplankton development, from species identifacatand counts using microscopy
(Utermohl 1958) to satellite images at a largertiapacale (Allee & Johnson 1999). It is
noteworthy, however, that phytoplankton identificatand microscopy counts are known to
be very time-consuming and labor intensive. Thisng of the reasons why conventional
taxonomy-based surveys have generally been linntasdale and duration. However, satellite
images are not suitable for surveying restrictezhsy and provide only partial information
(i.e. for the water near the surface). As a com@emmanyin-situ sensors providing
immediate information have been developed to tatdi monitoring for water managers;
these include fluorometers (Desideabal 1997), and devices such as flow cytometers that
can be deployed on moored systems (Thysteal 2008). Beutleret al (2002) designed a
multi-wavelength probe, the bbe FluoroprBbé¢bbe-Moldaenke, Kiel, Germany), which is a
submersible spectrofluorometer that provides, doovd00 m depth, automatic algae class
and chlorophyll analysis, based on thevivo autofluorescence characteristics of pigment-
containing micro-organisms, such as cyanobacteiaeaikaryotic microalgae. Such a device
givesin fine a measurement of cll fluorescence, which is a reliable and commonlyduse
proxy for total phytoplankton biomass. The mainatages of the bbe FluoroProbe is that it
copes with the constraints associated with watemitoong, such as immediacy of response,
low maintenance costs, specificity, sensitivityseeaf handling, and rapidity of interpretation.
Various algal groups can be identified by detectiimgnostic marker pigments, known as
accessory pigments. These marker pigments incleddipin (a marker for dinoflagellates),
Chlorophyllb (an indicator of green algae), fucoxanthin (aaaimarker) and zeaxanthin, as
well as phycobiliproteins (indicators of cyanobaiete(Wright & Jeffrey 1987; Molinet al
1997a, 1997b; Moline & Prezelin 1997; Trexsal 2000; Millieet al 2002).

To the best of our knowledge, only one study hagasaattempted to confirm the
quality of the whole dataset provided by this devawer time and space (Greggtral 2005).
Gregor and Marsalek (2004) had suggested earhkertthle device could be recommended as a
sensitive tool for water managers, but only foakathl a measurements. Both the studies
mentioned above were performed on a relatively smahber of samples. Leboulangaral
(2002) successfully configured the bbe Fluoropraime detect and quantify a red
cyanobacteriunPlanktothrix rubescenbloom on Lake Bourget (France), and the device is
still used in the context of surveying the watealgy of this large and deep peri-alpine lake
(Jacquetet al 2008). Finally, Pinel-allouét al (unpublished data) described the formation
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and summer maintenance of deep chlorophyll maxim&anadian oligotrophic lakes with
different watershed land uses. Clearly, data aresimy about then-situ application and
accuracy of such a device with regard to all theroalgal groups that it can detect and over
lengthy periods of time (i.e. for several successeasons). The aim of the study reported
here was therefore to compare and validate ovey@aPR period the data obtained with the
bbe Fluoroprob®' with i) the total chl a concentrations provided by classical
spectrophotometric measurements following pigmextaetion, ii) the total phytoplankton
biovolume obtained after cell counts, and as eséchhy the different formulae proposed by
Hillebrandet al (1999), and finally iii) the biovolume of the fiifent phytoplankton classes

identified after microscopic analyses.

Materials and methods

Site description

The Marne Reservoir is one of the largest resesviaifVestern Europe (48 km?). It is
situated in the Champagne region, 200 km easteoPtiris Basin (France). It is subdivided
into two shallow artificial “lakes”: the smallerda (Champaubert Lake, 0.5 km2, mean depth
3.5-4.5 m), which was completed in 1938, receivasewfrom the Marne and Blaise rivers,
whereas water is released from the larger basin [(Blee, 47.5 km?2, mean depth 7-9 m). This
large reservoir was completed in 1974 to prevemding of Paris city during winter and
early spring, and to enhance low flows in summée Water level varies between 2 and 15 m
over the hydrological cycle, with maximum water wole occurring in summer (July) and
minimum water volume in late autumn/fall (Novembebepending on summer weather
conditions (wind, temperature) and management egfied, the water column may be
stratified for a few weeks in summer, and the watesidence time varies between
approximately 3 and 12 months. The reservoir issdd as a mesotrophic water body, with
annual mean concentrations of total phosphorudofital5 pd-* ranging from 8 pty™ in
winter to 32 pd-" in summer (Rollanét al, unpublished).

Sampling strategy
The samples used for this study were collectedyetx@o to three weeks between
March and September in 2006 and 2007. Six differgations in the Reservoir were

investigated during each campaign. The Fluoropfblveas lowered down the water column
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in order to visualize the distribution of the mialgal biomass as a whole, and those of the
different pigment classes that are related to piigttkton classes (see details below).
Simultaneously, water samples were collected aftrelis depths (3, 6 and 8 m) using a Van
Dorn sampling bottle. The water collected in thétlbovas homogenized, and samples were
separated for chd extraction and quantification and for species mheiteation. For the latter,
100 ml were immediately fixed with Lugol’s solutiemboard the ship. All samples were kept
in the dark between 4 and 6°C until arrival in ldgoratory for immediate processing.

Fluorescent-based method

Since 2002, a multi-wavelength submersible probeoeProbé", bbe-Moldaenke)
has been made available to scientists and wateageas (Beutleret al. 2002) that can
differentiate between “spectral groups” of micr@agoothin vivo andin situ, and provide
vertical profiles (down to 100 m) within a few seds, on the basis of the relative
fluorescence intensity of Chlat 680 nm. This fluorescence emission follows setjal light
excitation by 6 Light Emitting Diodes (LEDs), whiclsegregate the green group
(chlorophyceae and desmidiates noted CD) at 450 tim, brown group (diatoms,
dinoflagellates and chrysophyceae noted DDC) atr#5the red group (cryptophytes and
red cyanobacteria noted CRC) at 570 nm, and theedpleen group (blue-green cyanobacteria
noted BGC) at 590 and 610 nm respectively. The WBBDL(370 nm), which has been added
to the latest generation of devices, is used tosoreathe fluorescence of dissolved organic
matter (DOM), which is referred to as “yellow sudstes”. Measurements were performed
every 0.5 second from the surface down to 50 cnvaliwe sediment of each of the stations
in the reservoir sampled. This generated approeipdietween 10 and 15 data for every
meter of the water column. The values given by Eheroprobé” were integrated, and
averaged fron2.2 to 3 m, 5.2 to 6 m and 7.2 to 8 m in order fkenthe data comparable
with those from the Van Dorn sampling bottle th&8D cm length. Note here that we also
compared the results using a single depth (i.6. & 8 m), and did not find any significant
difference between the two approaches. The exmitapectrum obtained was then compared
to normal standard curves stored in the probe. ifpesoftware (Fluoroprobe 1.9, bbe
Moldaenke) was then used to calculate the relaiveunt of each phytoplankton spectral
group present, expressed in terms of the equival@aunt of chi per liter of water (equiv.
ng chla' L), and which reflects the recorded fluorescenceesl The data were transferred
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to a PC connected to the probe, which displayeddbelts immediately as tables and graphs
(Beutleret al 2002; Leboulangest al 2002; Gregor & Marsalek 2004; Jacqatal 2005).

Chlorophyll a extraction and concentration measueets

The samples were first filtered throughout a 200-poesh filter in order to remove
large organisms (i.e. metazooplankton). Next, thérophyll was collected on a GF/F
(nominal porosity: 0.7 um) glass filter, the volurfitered varied from 0.5 to 1 liter
depending on the clal concentrations provided by the FluoroprBheEach filter was placed
for 5 minutes in 12 ml of 90% acetone that had joesly been heated to 78-80°C for
pigment extraction. The filters were kept in thekdat 4°C for a period of 24 h to maximize
the extraction. Then, they were ground for 30 sdsoto facilitate cell degradation. The
extract was then filtered through a 45 um filteretoninate the cellular constituents, and to
collect only the solvent containing the pigmentl @ extracts were then measured by
spectrophotometry, in a four centimeter-long cwvett 750 and 665 nm before and after
acidifying the sample with hydrochloric acid (0.1 af HCI 0.1N). According to Lorenzen
(1967), the latter process corrects for interfeeedae to the presence of phaeophytin (i.e. a
chlorophyll decomposition product that absorbs te# same wavelength). Moreover, as
mentioned above, a reading was also carried ois@nhm to eliminate the absorbance due to
turbidity. These values were subtracted to thogaindd at 665 nm. Calculations were made
according to Lorenzen (1967). The AFNOR standa8®9) is available for a complete and

detailed description.

Phytoplankton analysis

Phytoplankton identification and counts were perfed with an inverted microscope
(Zeiss Axiovert 135) following the Utermoéhl procedu(Utermohl 1958; AFNOR 2006).
Algal species were observed at high magnificatis4Q) along both diameters of the
sedimentation chamber, and counted until at le@ét eells had been identified. Species
abundance was calculated taking into considerati@n surface area of the 2 diameters
counted, the surface of the sedimentation chanamet the volume of water sedimented. The
biovolume was then estimated using the various ddaen proposed by Hillebranet al
(1999).
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Data analysis and statistics

As the distributions of the data were not normalerevafter logarithmic
transformations, non-parametric Spearman rank letisas were used to identify the
relationships between i) the total chlprovided by the bbe FluoroproBeand the usual
spectrophotometric measurements, ii) the totahailzen by the bbe Fluoropobe and the total
phytoplankton biovolume obtained by microscopy), the pigment class cld equivalents
obtained by the bbe Fluoroprdfeand phytoplankton class biovolumes. All the anedys
were carried out using the statistical softwarentigStat (Stat32). In order to assess more
globally the correlations between the data giverthgyfluoroprobe and the results given by
the Utermohl technique, a Canonical Correspondémdysis (CCA) was computed using
the PC-Ord software (McCune & Mefford 2006). Thevalumes of the different algal
groups (DDC, BGC, CD, CRC) obtained with the Utehintechnique were used as a
secondary matrix to explain the chlorophgltesults of the 4 algal groups obtained with the

Fluoroprobe (main matrix).

Results

Comparison of the bbe Fluoroprobe and the specitomhetric analyses for

measuring total chl a concentrations

The dataset was obtained from the measurements avatleéhe two sampling years
(23 sampling dates) at 6 stations and 3 differeptits (3, 6 and 8 m), when the water was
deep enough to permit sampling. This yielded altath 243 chl a concentration
measurements for this period, ranging from 0.58® 31gL™ for the bbe FluoroproB¥ and
from 0.1 to 40.4 pg™ for the spectrophotometric analyses. As shown murE 5, the
relationship between the cll concentrations given by the bbe Fluoropfdband the
spectrophotometry was very strong=0.93, p<0.0001). Moreover, while analyzing such a
relationship from the different depths considerexpasately, we also obtained highly
significant correlations between the chlconcentrations obtained by both methods (3 m:
p=0.94, p<0.0001, n=135; 6 P=0.93, p<0.0001, n=68; 8 M=0.79, p<0.0001, n=40).
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Figure 5 Relationship between total chktoncentrations (pig") given by the bbe FluoroproBéand
total chla concentrations (pig") provided by the spectrophotometric analyses.dashed line
corresponds to the 1:1 relationship.

In order to assess the ecological potential ofMlaene Reservoir in the context of the
application of the Water Framework Directive, thesegarch institute for sustainable
management of water and landscapes (i.e. the CEM&GRstablished a range of water
quality classes based on chlconcentrations (De Bortoli & Argillier 2008). Thauthors
defined 5 different quality classes: very good dudbr chl a concentrations that are below
or equal to 3.9 pg?, good, moderate and passable qualities for atdoncentrations
comprised between 3.9 and 6.94ig 6.9 and 12.2 g™, 12.2 and 21.6 pig* respectively,
and bad quality for chla concentrations that are above 21.6°L{lg Data from
spectrophotometric analyses were separated inge ttlasses, and the associated fluorometric
chl a concentrations were plotted to test whether treefiboroprob&” was able to detect the
different chla concentrations accurately. As a result, we tegtedelationship between each
chl a concentration class established from spectrophetiaen analysis and the chi
concentrations obtained by fluorometry (Figure ®he first class, which involved 61
observations, was significantly correlated with flierometric chl a concentrations=0.66,
p<0.0001) (Figure 6-a). Likewise, the best corretatve found was between the second class
of chl a concentrations given by the spectrophotometridyara and the associated bbe
Fluoroprob&" measurement$£0.71, p<0.0001, n=60) (Figure 6-b). For the datiided in
the third class (n=84), the Spearman correlati@ifment, linking chla concentrations given
by spectrophotometric analyses and those from tee FluoroprobB”, decreased slightly
although remaining highly significanp£0.54, p<0.0001) (Figure 6-c). The fourth class,
involving chl a concentrations between 12.2 and 21.8.jign=22), still exhibited a strong

relationship with the associated fluorometric measwents §=0.50, p=0.02) (Figure 6-d).
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Finally, the worst relationship was found for thighest concentrations. For concentrations
above 21.6 pg™ (n=16), the correlation with the results given the FluoroprobE was
weak, and the Spearman coefficient was nearly &10.009, p=0.97) (Figure 6-e). Although
n was relatively little in the latter case, theat&nships linking chla concentrations from
both methods was still valid. However, this does mell us whether the range of
concentration was the same for both methods. Thwxeffrom the data obtained by
spectrophometric analyses and used to determin€EEMAGREF water quality classes, we
calculated the proportion of the Fluoroprobe ahtoncentrations that could fit into these
classes (Table 1). Globally, if we look at eachgeanf concentrations, all the values appear to
be correlated; bbe-based fluorometry tends to sigmver chla concentrations than
spectrophotometry, and we observed that on avehagspectrophotometric data were indeed
about 1.2 fold higher than the bbe data (data imoivg).
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Figure 6 Relationships between total chl a concentratipugsl(-1) given by the Fluoroprobe and total
chl a concentrations (ug.L-1) provided by the spgttotometric analyses subdivided into the 5
classes of concentrations (as proposed by the CHREEGN the context of the WFD) i.e. a) <4.6
pg.L-1; b) [4.6-8[ pg.L-1; ¢) [8-12.2[ pug.L-1; A}2.2-21.6] ug.L-1; €r 21.6 pg.L-1. The dashed line
corresponds to the 1:1 relationship.
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Table 2 Proportion of the spectrofluorometric @toncentrations that fit into the spectrophotongsetri
chl a concentrations classes established by De Bortdlidillier (2008) from the research institute
for sustainable management of water and lands¢@iteld AGREF)

Chl a concentrations
classes established Proportion of chl a concentrations obtained with the
by the Fluoroprobe™ found in the CEMAGREF ' classes
CEMAGREF " in the

contextof the WFD <39 [39-6.9] [6.9-12.2] [12.2-21.6] >21.6

<3.9 0.97 0.03 0 0 0
[3.9 - 6.9] 0.33 0.62 0.05 0 0
[6.9 - 12.2] 0 0.44 0.51 0.05 0
[12.2 - 21.6] 0 0 0.45 0.5 0.05
>21.6 0 0 0 0.38 0.62

T Research Institute for Sustainable Managementate¥\and Landscapes

Comparison between chl a concentrations given gy libe FluoroprobeTM and

phytoplankton biovolume

As chla concentration is used as an estimation of phyhiqdéan biomass, the total chl
a concentrations given by the Fluoropr@3and the total biovolume estimates obtained after
microscopic counting were plotted and compared. ther whole dataset (Figure 7), the
correlation between the two variables was highiynidicant = 0.6, p<0.0001, n=243). We
noticed here that the correlation between theachbncentrations and the total biovolume

estimates was lower, although significant, forgpectrophotometric analyses.
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Figure 7 Relationship between total phytoplankton biovolymetL ™) and total chk concentrations
(ugL™) given by the Fluoroprobe.

The strength of the correlation between &land biovolume varied depending on the
algal class considered. The best correlation wasddetween the equivalent amount ofahl
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for the Browns and the biovolume of the Diatomsnddiagellates and Chrysophyceae
(p=0.67, p<0.0001, n=242) (Figure 8-a). The correfathetween the amount of chifor the
“Reds” and the biovolume of the Cryptophyceae amed cyanobacteria was also strong
(p=0.55, p<0.0001, n=242) (Figure 8-b). Despite thghly significant relationship between
the amount of chh for the “Greens” and the biovolume of the Chlorpgdae (p<0.0001), the
Spearman correlation coefficient was lower{.46) (Figure 8-c) as was the correlation
coefficient that linked the amount of chlof the “Blue-greens” and the biovolume of the
CyanobacteriapE0.33, p<0.0001) (Figure 8-d).
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Figure 8 Relationships between total aghtoncentrations (uig™) given by the Fluoroprobe for each
pigment class and total biovolume (fiit) for each phytoplankton class i.e. a) the “Browns”
associated with the Diatoms, Dinoflagellates andy&dphyceae (noted DDC) ; b) the “Reds”
associated with the Cryptophyceae and the Red @ygateria (noted CRC); c) the “Greens”

associated with the Chlorophyceae and Desmidiateged CD); d) the “Blue-greens” associated with

the Blue-Green Cyanobacteria (noted BGC).
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Figure 9 shows the results of the CCA revealing tiwa overall explained variance on
the two first axes was 56.3%. The Utermohl techaeiqand the FluoroprobeTM were
correlated since the biovolumes measured with thermibhl technique and the chl a
measured with the FluoroprobeTM are in the sames drthe graph for the Browns/DDC,
for the Blue greens/BGC and for the Reds/CRC. Tilg algal class which did not show a
good correlation between the two techniques was@neens”. As the length of the vectors
refers to the strength of the correlations betwidentwo techniques, we could also observe
that the best correlations were obtained for théuéBgreens” and the “Browns” while

comparing the two techniques.
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Browns Blue—green.s
Green.s
DDC % BGC Axis | {(19%)

I I
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20+

Red
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Figure 9 Canonical correspondence analysis computed om2&3ures of total clalconcentrations
(ngL™) given by the Fluoroprobe for each pigment clas®iation with the total biovolume (i)
for each phytoplankton class obtained with the tdtél technique. The percentage of variance
explained is 56.3% in the 2 first axes. The follogvabbreviations are used in this graph. For the
Utermohl technique: “DDC” corresponds to the sunbiovolumes of the Diatoms, Dinoflagellates
and Chrysophyceae, “CRC” to the Cryptophyceae hadRed Cyanobacteria, “CD” to the
Chlorophyceae and Desmidiates, and “BGC” to theeBhneen Cyanobacteria. For the Fluoropfbe
results: ‘Browns” corresponds to the ehtoncentrations of Diatoms, Dinoflagellates and
Chrysophyceae, “Reds” to the Cryptophyceae an®R#tkCyanobacteria, “Greens” to the
Chlorophyceae and the Desmidiates, “Blue-greenttiedBlue-Green Cyanobacteria.
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Discussion

The aim of our study was to check the accuracy he EluoroprobE! bbe
spectrofluorometer using a large dataset obtaimexighout a succession of different seasons
in a large reservoir. This was done by the paralkd of a spectrophotometric method to
quantify the total chh concentration and light microscopy to assess ptgtdkton diversity
and biovolume. The only previous studies that cinéldcompared with the one presented here
were done by Gregor and Marsalek (2004) and Gregai (2005), but these authors used

considerably fewer data and taxonomic resolutiam thve did.

Difference  between spectrophotometric analyses asg@ectrofluorometric

measurements

The correlation between the chl concentrations obtained by spectrophotometric
analyses and those provided by spectrofluorometigasures was strong and highly
significant. This was also observed by Gregor aratddlek (2004), who showed that there
was an excellent correlation between the total aclmheasured by the bbe, and the ahl
determined by spectrophotometry after pigment ektra (r=0.97, p<0.05, n=18). Similarly,
Gregoret al. (2005) obtained much the same relationship (%020.01, n=96). However, it
remains true that spectrofluorometric values weyeel than spectrophotometric ones
(Pinckneyet al 1994). This was probably due to the fact that the Fluoroprob® is
calibrated on the basis of HPLC analysis, and ththnique usually provides lower cal
concentrations than spectrophometric methods, &dlyei€ ethanol is used for the extraction
process, probably due to the presence of otherathgll-like pigments that interfere with
the spectrophotometric measurements (Mestnal 1994; Gregoet al 2005). In contrast, it
has also been shown that the presence of certe@gssary pigments, such as pheophytin, can
interfere with the fluorometric measurements anaseguently lead to the underestimation of
chl a concentrations by producing lower values than tspphotometric analyses (Pingb al
2001). Another explanation for the difference relear between the results provided by the
two methods lies in what we are measuring. Typycapectrophotometry measures the total
chl a concentration, whereas spectrofluometry estimeltés for specific algal classes, and
consequently does not provide an accurate estimafi@ll the phytoplankton present in the
water column. In addition, fluorometry measuresiescence, which means that the ahl
concentration is estimated from physiologicallynaetcells, whereas spectrophotometry is a

measure of absorbance, that does not take intauattioe physiological status of the cells
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that may be active, senescent and/or lysed. Thsigbgical status of cells can indeed affect
their pigment content and fluorescence (Meeks 1¥640s & Padisdk 1991). Thus, the two
methods do not measure exactly the same thingh&muwnbre, the accuracy oh-vivo
fluorometric determination is limited by the quamtiefficiency (quanta emitted to quanta
absorbed), aside from the species composition &edphysiological conditions of the
phytoplankton. Consequently, spectrophotometry lsarexpected to produce higher ehl
concentrations than spectrofluorometry. It remdrng that, when one is trying to evaluate
the chlorophylla present in living cells, it is more convenienteasure the fluorescence of

the water containing the phytoplanktonic cells (@&t al. 2001).

Differences between depths (3, 6 and 8 m)

As presented in the results, the relationships éetwchla concentrations obtained
with the bbe FluoroproB¥ and those provided by spectrophotometric analysese
considerable, and highly significant at 3 and 6ahereas the correlation was weaker at 8 m
although still highly significant. This can seemsising, because fluorescence is known to
be slightly inhibited in subsurface layers due tuénching”, which is a decrease in
fluorescence caused by high irradiance on surfaatera (Longet al 1994; Falkowski &
Raven 1997). We did not observe this phenomenothentop surface water, which has
previously been identified as a potential importdrawback by Leboulangest al (2002),
since it could decrease the fluorescence vyield afiveen population (e.gPlanktothrix
rubescens by up to 40%. However, we assume that, as thbt ligansmission was
significantly lower at depth than on the surfades tcould explain the weaker relationship
found for deeper layers because of suspended lpartifor instance. In fact, the Marne
Reservoir is a wind-exposed shallow water systeth wiong fetch that consequently lead to
water mixing and sediment particles are likely ® duspended at the bottom of the water
column. This phenomenon may induce an increaseatemturbidity deeper in the water
column, and affect the scatter of the excitatightlifrom diodes, as well as the fluorescence
response from the phytoplanktonic cells. Using peecentage of transmission of the water
provided by the bbe with the 710 nm LED oppositeghe detector, we observed that the
percentage of transmission could fall from 90% het surface, to less than 75% near the
sediments. Whether such a reduction in transmissoaaid influence the intensity of light
from the diodes and fluorescence response of the was difficult to assess, but this was

clearly not impossible. Interestingly, Beutlat al (2002) reported that even when
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transmission was reduced by 50%, the @hletected decreased by only 5%, but we can
postulate also that as their test was done only avgreen algaQhlorella vulgarig in culture,
other species, especially in the field, could behdwferently.

The FluoroprobeTM efficiency depending on the cotreéion range considered

The best correlations between the two methods wasdf for total chla
concentrations ranging from 3.9 to 6.9 iand for chla concentrations below 3.9 g,
which indicates that the FluoroprdBeis likely to be more suitable for detecting thevéw
levels of chla in the Marne Reservoir. In fact, on the contravg, found that there was no
link between the two methods for concentrationsvab®l.6 pd.™. In the case of high
phytoplankton biomass, and especially if colon@¢ges were present, the underestimation
of the chla level has already been reported (Gregor & Mars&ie@4). Optical density,
caused by high amounts of phytoplankton, could tusstitute a strong limiting factor for
using this method. Light emitted by the instrumemt,by phytoplankton, can be shaded,
scattered or re-absorbed, and these can all leaal iased estimate of the quantity of
phytoplankton present (Gregat al 2005). Another possible reason for the lack of
relationship found at high concentrations of ahtould result from the fact that values for
chlorophyll a given by the Fluoroprobe can be affected by thmréscence of various
chemical compounds also present in the water. wetaconcentrations of clal particularly,
there is no interference between these substammkglaytoplankton cells, whereas in the
presence of high concentrations of phytoplankt@oesated with high concentrations of these
chemicals, the latter can be falsely attributedluorescence of non phytoplanktonic origin
(Gregor & Marsalek 2004). Note also that the numbiemeasurements was considerably
higher below 6.9 than above 21.611ity Whether this aspect could have an influence en th

results was not tested but we cannot completelludrahis hypothesis.

The strength of the relationship between biovoluessamates and chlorophyll a

concentrations provided by the bbe FluoroprobeTM

We found significant relationships between totaytppblankton biovolume estimates
and chla concentrations given by the Fluoropr@Befor both the whole dataset and for the
spectral groups taken separately. However, thed$readso differed considerably in the
different algal groups. Moreover, the CCA analysighlighted a good correlation between
the two matrices for the “Browns” and the “DDC”ettiReds” and the “CRC”, the “Blue-
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Greens” and the “BGC” but an opposite correlaticgtween the two matrices for the
“Greens” and the “CD".

On the one hand, it is important to remember tftatall the samples analyzed, an
average biovolume was used whatever the samplitey thee station or the depth. However,
biovolume can change depending on the season ardkfith, just as the chlcontent of the
phytoplanktonic cells can change spatially and tmfy (Harris 1986; Tadonlékét al
1998). Moreover, chl content can depend on the taxonomic compositionfatt, the
difference in the taxonomic composition of phytoiden can account for most of the
variability in the chlorophyll-biovolume relationighwhich depends on the life form of the
predominant group and their average cell size jF&liCatalan 2000). Consequently, it is
generally difficult to look for a clear correlatidoetween biovolume and chlconcentrations
(Labaugh 1995) (determined by the standard methdny the bbe FluororoB¥), since these
parameters are not strictly related, and becauwsedhance in cell size and chlcontent is
high not only within divisions, but often within given genus during different seasons
(Desortova 1981; Gregoet al 2005). Finally, the weak relationship betweenaltot
phytoplankton biovolume and cll concentrations can depend on internal cellulatofac
such as their physiological status (a large biov&ubut low photosynthetic activity) as well
as external factors such as temperature and lighditons (Soohoaet al 1986; Felip &
Catalan 2000; Staelet al 2002), as well as nutrient availability (Pannatdl 2007; Twiss
& McLeod 2008). To illustrate this latter point, l&er et al (2002) reported that when the
culture reached nutrient limitation, it was obsenikat the fluorescence intensity was 50%
higher (due to changes in the pigment compositidheperipheral antenna).

On the other hand, when the spectral groups agedciwgith phytoplankton classes
were taken into consideration, the relationshighlighted a close correlation between the
amount of chla in the “Browns” and the biovolume of diatoms, diagellates and
chrysophytes which is also observed on the CCAyamabetween the “Browns” and the
DDC. The species that belong to these classesstanainly of high-biovolume cells that are
potentially detected with accuracy by the Fluordyef8f. Thus, it might be possible that their
detection may interfere with the detection of otlmeinority communities present. The
relationship linking the amount of chlfor the “Reds” and the biovolume of cryptophytesl a
red cyanobacteria was not so strong, although sghificant. Red cyanobacteria were not
abundant in our samples, but cryptophytes weresd lage flagellated algae that are strongly

distortable, and whose biovolume can therefore isestimated when a fixative such as lugol
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is added to the samples. Moreover, these algaergraswide range of cell sizes and a shape
plasticity depending on the season. Reynolds (188#)rted a cell volume fdCryptomonas
ovatabetween 1950 and 3750 flriThis suggests that the mean biovolume that waitzed
and applied for each sample may not have striagtyesponded to the species biovolume of
this group throughout both sampling periods. Furtteege, the weak correlation between the
amount of chhk for the “Greens” and the biovolume of chlorophydesl desmidiates which is
confirmed by the opposite correlation on the CCA ba partly explained by the fact that
they aggregate in larger colonies that do not alllog excitation light to penetrate the cells
inside the colony. Moreover, Felip and Catalan (®(ffoposed that there might be a time lag
between the change in biovolume and the cell cploylh a content. This could explain the
weak relationship found for this group. Finallyetorst relationship involved the amount of
chl a for the “Blue-Greens” and the biovolume of bluegn cyanobacteria. This can be
explained by the small proportion of cyanobacteri@aur samples, which generated a lot of
low values. In fact, as only 8 chlconcentrations were above 51ifjand were associated
with biovolumes above 2B’ pntL™, it would have been difficult to demonstrate @ty
relationship. This can partly explained the reasbthe contradictory result provided by the
CCA for the “Blue-greens” and the “BGC” that tertdshighlight a good relationship between
the two matrices for these two groups. In fact,@@@A compares the two matrices and is less
sensitive to a high number of null values. Morepwvérshould be mentioned that the
phycocyanin content per cell in cyanobacteria sonest varies (Rodrigueet al 1991; Foy
1993; Takancet al 1995). Thus, the estimation of an average biaweldor colonies and
filaments can lead to some mistakes that are tefleen the relationship linking the
biovolume and the cla content.

Taken together, our results support the proposdlttiein-situ method can be used as
a source of quantitative data, while microscopialgses should be considered as a source of
information about dominant species, and a way exkhhe approximately measured ratio of
algal groups. For the Marne Reservoir, we can teasmmend the bbe Fluoroprdfeas an
efficient tool for water quality analysis, bathimgter surveillance, and bloom detection. For
cyanobacterial assessment, however microscopicnaigms should be made, and it is
possible that other systems, such as the bbe AtgakTMoldaenke, that provides the total
chl a concentration and the relative proportion of bdween cyanobacteria specifically, could
be a better tool to envisage.
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Conclusion and prospects

The different relationships obtained for chlconcentrations were fairly good, and
these results encouraged us to use the whole tataséded by the bbe FluoroPrdifefrom
Marne Reservoir to study the spatial and tempaaabbility of the phytoplankton dynamics
in detail, as illustrated for the “Browns” in FigurlO, and that will be the aim of a
forthcoming study (Rollanét al unpublished). We have to keep in mind, howevet the
results obtained for each class and compared teolhime estimates remained somewhat
problematic, especially for the blue-green cyantdrég a group of major interest in the
context of water quality surveys. It remains tlwat,the basis of our results, we can conclude
that the FluoroprobeTM is a very efficient techrgylofor monitoring phytoplankton in
reservoirs, especially for water managers and relsees who require fast and accurate
methods. This sensor can serve as a good screahfpr phytoplankton quantification, as
well as for preliminary taxonomic identificatiomait could be particularly advantageous for
the routine monitoring of water quality, where deth microscopic analyses are not
necessary. The methods used here are still comptamyaather than mutually exclusive, and
can be used to provide reliable data to interpmetta propose device validation with respect
to the ecosystem studied. As fast and effectivgratiais will be increasingly required in the
years to come for water managers, the bbe FluobePfcand related devices will be of great
interest, provided the user keeps a critical viawtle results and has checked for data
accuracy. There are numerous possible applicatroasitoring drinking water for blue or red
cyanobacteria, control testing bathing water fantfal algal blooms, limnological research,
supervision of aquaculture systems, early warniygiesns, since it can also be used to
provide continuous measurements along the watemugl preventing the risk of missing
something (typically the concentration of a popolain a thin layer) and/or rapid changes in

some localities (precise discrete depth or recrtinfrom the sediments).
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Figure 10 Spatio-temporal dynamics of the “Browns” obtaindthwhe bbe FluoroproB¥ over the
two sampling years (2006-2007), at the stationé#wben the surface and 10 m.
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Abstract

We used the flow sorting capacities of a bencht&@$Calibur flow cytometer to
analyze the phytoplankton community of four difffr@quatic ecosystems. We show that
despite the high optical, mechanistic and hydrodynastress for the cells while sorted, most
of the targeted populations could be isolated aeevgn mixed culture media subsequent to
sorting. Forty-five phytoplankton taxa were isothtencluding green algae (29 species),
cyanobacteria (8), diatoms (7) and cryptomonadsT(i¢ isolation success average was high
since 80% of the total sorted populations grew essfully and 47% constituted
monocultures. It is noteworthy, however, that sogneups could not be isolated, as for
example colonial cyanobacteria, chrysophytes, ewglkeytes, desmides or dinoflagellates,
and some species such @g/ptomonassp. were very sensitive to the sorting processs It
proposed that flow cytometric analysis of freshwatieytoplankton, especially species prone
to bloom, easy to sort and identify, might be @&vaht tool for water managers and could be
considered as an early bio-monitoring warning syste
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Introduction

During the last two decades, flow cytometry (FCM§ lbeen recognized as a powerful
tool for the study of phytoplankton ecology, espbygifor spatial and seasonal trends
(Peperzalet al. 2000). Due to the light scattering and the multbcdluorescence emission
(due to the chlorophylls and the phycobilins) o tells, mixed populations in a sample can
be detected and discriminated (Chishatnal. 1988; Olsonet al 1985; Olsoret al 1991;
Yentsch and Horan 1989). FCM is especially suitadtiie study of tiny organisms such as
the picophytoplankton (Crosbiet al 2003a; Ivanikoveet al 2007; Sarmentet al 2006,
2008) which is difficult to observe and count byhet techniques (typically microscopy)
because of their very small size (<5 um) (Vaetoal 1989). This technology was first used
in marine ecosystems in the mid-1980’s (Olsbal 1985) to quantify picocyanobacteria and
the smallest eukaryotic algae which had been Igrgelored in previous studies (Chishoén
al. 1988; Courtiext al. 1994; Weisse 1993). It also allowed the discovefythe most
abundant oceanic photosynthetic organism, Pxachlorococcus(Chisholm et al 1988).
Several marine picophytoplankters such Rsochlorococcus (Chisholm et al 1988;
Dandonneatet al 2006; Jacquett al. 2001; Marieet al. 1997; Partenskegt al. 1999), PE-
rich Synechococcu@lacquetet al 1998; Li and Dickie 2001; Partensky al 1996; Vaulot
and Marie 1999) or again the smallest eukaryotiggyflankter,OstreococcugCourtieset al
1994) have been identified and studied extensiusipg FCM. In freshwater ecosystems,
however, it took a longer time before FCM was usedstudy population dynamics of
autotrophic picoplankton (Crosbet al. 2003b) or the whole microbial community including
phytoplankton, bacteria and viruses (e.g. Goddardl.e2005; Personnic et al. submitted).
Regarding the larger phytoplankton, FCM has nollydseen used to study populations in
natural systems, especially in freshwater envirantméCrosbieet al. 2003b; Tijdenset al
2008; Toepetkt al. 2004, 2005).

In order to obtain reliable information on ecoplojysgical features of phytoplankton
species, it is necessary to isolate them physidadiyn their natural environment and culture
them separately (Reckermann 2000). In that go@dyriety of methods has been applied such
as the isolation by pipetting (Hoshaw and Rosow$ki3), the isolation on Petri dish (Koch
1881) or again the serial dilution technique (Thigen 1995). With the development of FCM
and associated functions such as sorting, a n@nnative and attractive isolation method has

emerged more recently compared to previous methadsl above. In fact, the sorting
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module, which allows a physical separation of tBksdrom a mixed assemblage, has become
a regular option for many instruments. However, f@aling is that it has been only poorly
used, especially to study natural phytoplanktoropysation dynamics in freshwaters. As
pointed out by Reckermann (2000) while reviewiraMlsorting in aquatic ecology, possible
applications are numerous. Briefly, Sensdnal (1993) sorted different flagellated algae
(such asCyanophora paradoxaHaematococcus lacustriScherffelia dubipusing FCM to
obtain thereafter clonal cultures. Li (1994) coulgasure primary productivity of different
groups after sorting. Dubelaar and Jonker (2000yveld that isolations using FCM sorting
could be used to test fluorescent probes and mlaledechniques for the analysis of
phytoplankton. Peket al (2004a) reported the link of flow cytometric calorting and
compound-specific*C-analysis to determine population-specific isotogignatures and
growth rates in cyanobacteria-dominated AfricaretakMore recently, this method has been
proposed to be of special interest for isolatingeptally toxigenic cyanobacteria, such as
Planktothrix rubescenswith the goal to analyze toxins production undgifferent
environmental conditions (Jacquet unpublished; Gdgset al 2007). Finally, FCM sorting
might be useful to isolate some new species irka far instance, previously identified by
microscopy, when no more information is availabid anolecular biology assays are required
(Vives-Regoeet al 2000).

It is noteworthy however that flow sorting may aldsplay important drawbacks.
Typically, it is likely that such a technology mawt be allowed to isolate all species
identified by traditional microscopical analysisllS might be affected or destroyed by fluid
acceleration, electrical or mechanistic shock al$ ageby optical stress. We should also keep
in mind that size limitation is likely in many floaytometers with upper limits of typically 30
to 150 um (Dubelaar and Jonker 2000). Thus, pestithat exceed this size would not be
sorted and isolated. In addition, considering #ragll cells are more abundant than larger
ones, it is often easier to isolate the former ttenlatter (Veldhuis and Kraay 2000). FCM is
not suited for rare events. At last, numerous gsetorm chains (in particular diatoms or
cyanobacteria) or produce colonies and this cahtedome mistakes during the sorting step
if they are not separated with the acceleratiotheffluid and counted as single entities.

In the present study, we show that it is of gredéerest to know what kind of
organisms is hidden behind the dot plots showrherstreen of the flow cytometer computer.
For different freshwater ecosystems, we testedw flytometric method in order to sort and
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culture the major algal taxa. In parallel, micrgsicoobservations were carried out to identify

the species isolated from the different clusteoseRtial applications are discussed.

Materials and methods

Study sites and sampling strategy

Samples were taken from three natural peri-alpgked (Geneva, Bourget, and
Annecy) located at the border of the French Alpd ane artificial reservoir (Marne, also
referred to as Lac du Der) located in the Champaggm®n, 200 km east of Paris. The three
peri-alpine lakes have different trophic statusety, Lake Geneva passed between 1960 and
1980 from an oligotrophic to an eutrophic statumgPams engaged in the early 1970’s for
water quality restoration became fruitful from timéd 80’s (Annevilleet al 2002) and this
lake is now considered as mesotrophic, accordin@&§CD criteria (OECD 1982). Lake
Bourget has experienced water eutrophication betw®@50 and 1980. Water quality
restoration programs began at the end of the 19319 early 80’s, which has lead to an
important reduction of the phosphorus concentrdionhe last 20 years (from 120 to ~20 ug
IY). However, a bloom of the filamentous and toxiamybacteriunPlanktothrix rubescens
has been constantly detected since 1996 during susnand autumns (Brianet al 2005;
Jacquetet al. 2005). Lake Annecy has been protected from thstemaater discharge by a
peripheral sewer collecting secondary network sikil. Nutrient concentrations in this lake
are particularly low so that it is often referrexithe "cleanest" lake of France (Massbral
2001; Nicoud and Manalt 2001). Each peri-alpineslalas sampled at a single station which
corresponds to the reference station for the wagiatity survey of these ecosystems. In the
Reservoir Marne two stations were explored sint#at time, no reference station had been
identified. The first one (553) is a closed nadtlzasin submitted to nutrient pollution from a
little river and consequently prone to phytoplamktdooms that can represent a potential
problem for ecosystem functioning and public hedliine second station (501) receives water
from two feeding channels derived from two rivensl @his area presents high phytoplankton
and phosphorus concentrations. Reservoir Marnelsis a mesotrophic ecosystem when
considered as a whole but the two stations analgeeéutrophic.

This study was conducted between February and 200& in Lakes Geneva, Bourget

and Annecy and between May and September 2006 seriR@r Marne. Samples were
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obtained using a Van Dorn bottle at different déserdepths between 0 and 20 m, i.e. from
surface down to the bottom layer of the euphoticezd\ll samples were brought back to the
laboratory within only a few hours under cool andrkd conditions and processed

immediately.

Flow cytometry analysis and cell-sorting

A FACSCalibur (Becton Dickinson) Flow cytometer giped with an air-cooled
argon laser (15 mW power, 488 nm excitation), aeeitting diode (635 nm excitation) and
four filters for fluorescence emission was usedlowong the method of Mariet al. (2000),
previously diluted 1 pm-diameter yellow-green flescent beads (Molecular Probes Inc.) (2
pl of stock solution in 2 ml of milliQ water) weeelded to 2 ml bulk samples for later signal
normalization. Forward Scatter (FSC) indicativald cell size and shape, Side Scatter (SSC)
indicative of cell granularity, size and refractivelex, green fluorescence from phycobilin
(515-545 nm, FL1), orange fluorescence from phytben (PE) (564—-606 nm, FL2) and
red fluorescence from chlorophydl (Chla) (>650 nm, FL3) were recorded for each cell.
Analyses were run during 3 minutes for the smalfi@shs (picocyanobacteria) and for up to
8 minutes for the largest forms (filamentous cyawbdéria and eukaryotes) at the highest
single flow rate of 95-100 pl mihof our machine and by changing the flow cytometgrup
for each size class to detect the whole commuRidy.small cells, parameter settings were as
follow: FSC (EO01), SSC (400), FL1 (500), FL2 (506),3 (500) whereas for large cells,
settings were: FSC (E00), SSC (300), FL1 (350), B@), FL3 (300). Abundance of each
population was calculated according to the formuble (n*1000)/g*t, where q is the flow
rate (uimin™®), t is the duration (min) of the acquisition, rtfi®@ number of events counted by
the flow cytometer and N is the number of cells qpdliliter. Data were collected in listmode
files and analyzed using CYTOWIN (Vaulot 198%ubsequently, the cytometer sorting
function was used to separate and characterizaiffieeent populations detected.

The FCM sorting function allowed us to separatesptatlly homogeneous populations
from the heterogeneous mixture of cells, based ughen specific light scattering and
fluorescent characteristics of each cell. In thiaywevery cluster was regarded as an
individual phytoplankton population and the “exetus mode” of the FCM sorting function
was used. This means that the sort occurred ongnvahtarget cell was identified — there was
no nontarget cells in the sort envelope — leadinthé highest purity made possible by the

device of the sorted population. Then, every clustas isolated and cultured. For this
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purpose, the sheath fluid generally used (i.e.i@iWater, FACSFloW or filtered natural
water) was replaced by a mixture of 9 differentund media, in equal proportion, available
in the laboratory (referred to as MWC, L-C, BB, BG; ASM1, DV, JAWORSKI,
Z+Si+Vitamin, Z) in order to promote non-limitingayvth conditions for any sorted species.

Consequently, each sorted population was incubatét same mixture of culture medium.

Culture conditions

Each population of interest observed in both seprgwiously established was sorted
in a 50-ml falcon tube and transferred to a 250Nmhclon bottle. Bottles were placed in a
culture chamber with white (DiaLux) light intensii of 50-55 pE i s’ in a light:dark
rhythm of 16:8 h at a constant temperature of 18FG.maintain alive the populations
isolated, the culture medium was regularly changed,once they were developed (generally
three weeks later), the samples were observed uwsifight inverted microscope (Zeiss
Axiovert 135) for taxonomic identification. In adidin, epifluorescence microscopy (Leitz-
Wetzar, Dialux 20), equipped with a filter set fblue light excitation, was used for

picocyanobacterial observation.
Results

Isolation success

A total of 175 isolations was carried out in thbBy#lrosystems using the FCM sorting
module. In the peri-alpine lakes, 130 samples wgertéed, 36 came from Lake Geneva, 49
from Lake Bourget and 45 from Lake Annecy. In thes&voir Marne, 45 samples were
sorted, 23 issued from the station 553 and 22 fthenstation 501. The higher isolation
success average (monospecific cultures, see Tablaobtained in the samples from Lake
Annecy (58%), followed by those from Lakes Bour{f#t%) and Geneva (45%), and those
from the station 553 (37%) and 501 in the ReseMairne (26%).
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Table 3 Classification of the different species isolateahf the four hydrosystems using FCM sorting.

Main pigment

Chlorophyli

Phycocyanin

Phycoerythr

nsystematic groupé

Hydrosystems

species

Reservoir
Marne

Lake |[Lake
Geneval Bourget

Lake
Annecy

+

Bacillariophyte

Asterionella
Formosa Hassal

Diatoma tenuis

Agardh

Fragilaria
crotonensisKitton
Navicula sp. Boryj
de St. Vincen
1822

Nitzschia
Hassal 1845
Stephanodiscus
minutulug
(Kutzing)
and Moller

sp.

Cleve]

X X

X X

X

Cyanobacteria

Anabaena solitari
Klebahn

Aphanizomenon
flos-aqua® Ralfs
Planktothrix
agardhif’
(Gomont)
Anagnostidis
Komarek

an

Planktothrix
rubescen’
(DeCandolle
Gomont)
Anagnotidis
Komarek
Pseudanabaena
acicularig
(Nygaard)
Anagnotidis and
Komarek
Pseudanabaena
catenata
Lauterborn

e

ang

Pseudanabaena
galeat8 Bocher

Pseudanabaena
limneticd
(Lemmermann)
Komarek

Synechococcusp®

Nageli 1849
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- + Cryptophyte

Cryptomonas sp®
Ehrenberg 1838

Chlorophyte

94

Ankyra sp. Fott
1957

Chlamydomonas
sp. Ehrenberg 183

Chlorella vulgari8
Beijerinck

Choricystis mindt
(Skuja) Fott

Coelastrum
microporum Nagel

Crucigenia sp.
Morren 1830

Crucigeniella
rectangularis
(Nageli) Komarek

Didymocystis
bicellularis
(Chodat) Komarek

Hyaloraphidium
contortum Paschd
and KorSikov

Monoraphidium
arcuatum
(KorSikov) Hindak

Monoraphidium
circinale Nygaard

Monoraphidium
contortum
(Thuret)
Komérkova.-
Legnerova
Monoraphidium
convolutum
(Corda)
Komarkova.-
Legnerova

Monoraphidium
dybowskii
(Woloszynska)
Hindak and
Komérkova.-
Legnerova

Monoraphidium
griffithii (Berkeley)
Komérkova.-

(M)

=

Legnerova
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Monoraphidium X
kormakova®
Nygaard

Monoraphidium
minutum (N&ageli) X
Komérkova.-

Legnerova

Monoraphidium
tortle (W. and
G.S. West X
Komérkova.-
Legnerova

Mougeotia X
gracillima’
(Hassal) Wittrock

Mougeotia  sp’ X

Agardh 1824

Scenedesmus X
acutus Meyen

Scenedesmus
bicaudatus X
Deducenko

& except for Planktothrix rubescens, Pseudanabaatemata, P. limnetica, P. acicularis and
Synechococcus sp. which cells contain more phytioenythan phycocyanin

P Species isolated and maintained as a monoculture
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The major algal groups

The major algal taxa isolated and then identifieg rhicroscopy in the four
hydrosystems as well as the different pigmentatioorescence used to classify them from
FCM parameters are listed in Table 1. Forty-fivgitpplankton species have been isolated
from the four systems. Most of them correspondechtorophytes (29 taxa), then 9 taxa were
classified in the cyanobacterial group, 6 belontgedhe bacillariophytes (i.e. diatoms) and
finally the cryptophytes were represented by thglsigenuLryptomonasp. It can be noted
that no chrysophytes nor euglenophytes as welkeamitles or dinoflagellates were obtained

in the different isolations while they were presienticroscopic counts (data not shown).

Seasonal Dynamics of Synechococcus spp.

Picocyanobacteria were always observed at allostsitiAs this community can be
very diverse genetically (Crosbet al 2003c), this group should be call&¢nechococcus
spp. and thereafter in the manuscript we only rééethem asSynechococcusUnique
signatures oSynechococcusere observed in each of the 5 stations. In L&ke&seva (Figure
11a-d) and Bourget (Figure 11e-h), it was highlyratant in June (47 $@ells.mi*and 8 18
cells.nt?, respectively). Among the three alpine lakes,Higher abundances over the period
of this study were found in Lake Annecy (Figure-l)livhere densities reached 37310
cells.ml'. Very interestingly and by contrast to the othekels investigated, signatures of
Synechococcus this lake were elongated. In the stations F0¢ure 11m-p) and 553 (119-t)
of the Reservoir MarneSynechococcusignatures were smaller (more compact) in May,
August and September and corresponded to smalldabaes whereas they were thicker in
July and were related to a higher abundance dthisgeriod, reaching densities up to 68 10

cells.ml.
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Figure 11 PEvs Chla fluorescence cytograms showing the tempevallution ofSynechococcuspp.
in Lakes Geneva (a-d), Bourget (e-h), Annecy (siations 501 (m-p) and 553 (g-t) from the
Reservoir Marne. (1Synechococcuspp; 2: 1-um beads). In the pictuBynechococcus
microcolonies before (A) and after (B) sorting adturing. Note that most populations were
unicellular forms.

Seasonal dynamics of other phytoplankton populat@rgroups
The seasonal distribution of other species was rebde even though lots of

populations isolated were mixed. Thus, informatoam be highlighted about some clusters
that did not contain exactly the same species foma date to another but had the same
fluorescence pattern because they belonged toathe saxonomic class. As an example, for
station 501 (Figure 12a-d), the first cluster oferest (a mixed green algal community)
presented an elevated chla fluorescence, an infammabout potential high chlorophydl

content, and a low or absence of PE fluorescemsaltrof a lack of such a pigment in those
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algae. The cluster had more or less the same simgn@elated to beads fluorescence) along
the sampling season but the microscopic deternomatiearly revealed some differences in
its composition. In fact, while in May and Julyghdluster was mainly composed@iflorella
vulgaris, Hyaloraphidium contortunand several species Bonoraphidiumspp., there was a
new mixed community in August composed essentiafy species from the genus
Scenedesmud-inally, severalMonoraphidiumspecies found in May and July returned in
September. The abundance of this cluster decrelsadeen May and July (3 to 2 310
cells.ml), then there was a high increase in August (22c&lls.mi*) and finally it turned
lower again in September (4 °1€ells.ml*). A second cluster we could discriminate was the
cyanobacteriunPseudanabaena limneticdhe position of the cluster 2 underlined high Chla
and PE fluorescence, probably as an indicationeMaged pigment cell concentrations. This
second cluster presented the same shape along@uii@irsg season but particles seemed to
form more or less dense clouds of dots, revealiegvariation in abundance of this species.
We observed that the number of cells decreasedebatWlay and July (from 0.5 to 0.4%10
cells.ml%), then there was a strong increase in the abuedahthis species (2 i@ells.mi*

in August) and finally a slight decrease in Septen{p.9 16 cells.mfb).

The station 553 displayed more or less the santerpatthan previously described for
station 501 (Figure 12e-h) but populations weres ldsstinct. For instance, the species
Chlorella vulgaris(cluster 1) was clearly identified as an abunddmster in May and July
(3.9 and 3.5 10cells.mI*) but the population decreased in August and Sdperf®.07 and
0.04 10 cells.mi*). The second cluster was identified as a mixeeémgeagal community that
changed along the sampling season. It was firstpoged ofAnkyra lanceolataand several
species oMonoraphidiumspp. (3 16 cells.ml-1). In JulyAnkyra lanceolatalisappeared to
favor the growth of green flagellates (4> H@lls.mi*) and, as for the station 501, August was
characterized by the appearance of sevé&aenedesmuspecies (2 1D cells.mlb).
Additionally, the phytoplanktonic community was es8ally composed of little flagellates,
Chlamydomonatike, and Scenedesmuspecies (3 T0cells.ml) in September. At last, the
third cluster was mainly composed of large cellviay (0.6 18 cells.mi*) as well as in
September (0.3 £0cells.mi*). These populations were supposed to be compo$ed o
phycoerythrin-rich species but after isolation &weeks culturing, we identified green-algae
species under the microscope. Unfortunately, wledasorting and culturing this population
in July and August.
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The specific composition in a cluster seemed tonloee or less the same along the
season for a single station but clusters havingstme fluorescence in cytograms from
different stations were not characterized by thraesapecies. This was typically the case for
the second cluster of the station 501 (filameniyenobacteria) and the third cluster of the
station 553 (mixed green algae population).

‘Long-term’ monitoring was not always possible hesa some specific clusters
isolated were present at a particular time butatdhe others. This was particularly true for
Cryptomonassp., a phycoerythrin-rich species for which abumdarached 0.8 f@ells.mi
! that was only isolated in September in the stafi@l because it was not present before.
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Figure 12 PEvs Chla fluorescence cytograms showing the seasmodtition of the phytoplankton
compositiona-d for two clusters isolated from the station 501h& Reservoir Marne (1: Mixed

green-algae community; Pseudanabaena limnetigpicture of a filament); 3: beads) aed for

three clusters isolated from the station 553 ofRBeervoir Marne (1Chlorella vulgaris 2: Mixed

green algae community; 3: Mixed green algae comtyui beads). Pictures of the mixed green algae
communities withChlorella vulgaris Scenedesmus acumingthiyaloraphidium contortunt.
linearis (upper left, from up left to right down) and witimkyra lanceolataChlamydomonasp.,
Scenedesmus spinosionoraphidium sp(middle, from up left to right down).
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Specific determination of phytoplankton

Different clusters observed in the cytograms CldaRE fluorescence were clearly
identified as characteristics for some species saglthe filamentous phycoerythrin-rich
cyanobacteriaPseudanabaena limneticand P. catenataor the chlorophyteMougeotia
gracillima in Lake Geneva (Figure 13). In Lake Bourget, weldddentify clusters of the
phycoerythrin-rich Planktothrix rubescensPseudanabaena acicularignd P. limnetica
(Jacquetet al 2005; Ivanikova 2006)Xhe phycocyanin-rich cyanobacterigphanizomenon
flos-aquae(Benedettiet al. 2004) and some diatoms. Note that the presendkeo€luster
represented by thAphanizomenon flos-aquae the zone of phycoerythrin-rich algae was
more difficult to explain but this was observedsateral occasions. All these species were
also the dominant taxa (in terms of density) inrth&ural samples observed in the microscope
(data not shown).

In the Reservoir Marne the clusters of the phydbeny-rich P. limneticaand the
cryptophyte Cryptomonassp. were also identified. The FCM signatures of #adected
species were clearer at station 501 than at st&s@what confirmed the nutrient-enriched
character of the station 501. Moreover, these tpecries were abundant in the microscopic
observations during September and probably faigtitéghe isolation.

Finally, looking at the cultures 3 weeks after ig@ation, Cryptomonasp. seemed to
be healthy and motile favoring the subculturingoinhe specific Jaworski's medium for

Cryptophytes (Jaworslkt al 1981) and the survival of this species.
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Figure 13PEvs Chla fluorescence cytograms showing typical digmes of phytoplankton species in
the 4 hydrosystem&ake Geneva al:Mougeotia gracilimaa2:Pseudanabaena catenaaadP.
limneticg b: Pseudanabaena limnetica: Mougeotia gracillimaLake Bourget d: Planktothrix
rubescense: Pseudanabaena limneticl : Planktothrix rubescens$2: mixed diatoms
(Stephanodiscus minutulussterionella formosgrragilaria crotonensiy, g: Pseudanabaena
acicularis h: Aphanizomenon flos-aqudeake Annecy. i: Pseudanabaena aciculariReservoir
Marne (station 501): jPseudanabaena limneticke Cryptomonasp;Reservoir Marne (station
553): I: Cryptomonasp

The Figure 13 shows that several species of filamencyanobacteria, both PE- and PC-rich,
were easily identified in the Chla vs PE fluoreseemplot, and to a lower extent some
chlorophytes and diatoms. Obviously, several signeat of these two last groups were best
identified to the species level in the Forward $€ats. Chla fluorescence cytogram (Figure
14). Small species such d@3hlorella vulgaris presented a low FSC scatter and Chla
fluorescence, corresponding to probable low cetle sand chlorophylla cell content,
respectively. In contrast, larger species suchMmmigeotia gracillima and Fragilaria
crotonensisshowed high FSC scatter and high Chla fluorescdncdis cytogram were also
identified some species belonging to different stasbut with similar size and shape as is the
case ofDiatoma tenuisandM. gracillima which can measure between 40 to 70 um in length
and have a parallelepiped shape. In the same figiereould also observe that some diatoms
such asF. crotonensisand Asterionella formosaare in the same cluster. This result is not

surprising because both elongated diatoms are foutide same size range (60-105 pm in
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length) and they also have the same pigmentationthé Figure 4 several aspects are
highlighted: elongated diatoms are placed in thpeuppart of the cytogram. Then, the
signatures of the small chlorophyt&onoraphidium contortumand C. vulgaris have a

specific shape and localization in the lower pathe cytogram, and this for several sampling

dates, which would allow the study of the seasemalution of these species in the future.
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Figure 14 Forward Scatter vs. Chla fluorescence cytograrog/sty typical signatures of
phytoplankton species in the three peri-alpinedakeke Geneva: a: Mougeotia gracillima and
Diatoma tenuis, b: 1- Scenedesmus sp. and Schiaesigera, 2- Stephanodiscus minutulus, 3-
Chlorella vulgaris; c: Mougeotia gracillima; d-e:NMlonoraphidium contortum, 2- Chlorella vulgaris ;
Lake Bourget: f: 1- Asterionella formosa, 2- Fragi crotonensis, 3- Chlorella vulgaris; Lake
Annecy: g: Fragilaria crotonensis, h: 1- Monorapimd komarkovae, 2- Asterionella formosa and
Fragilaria crotonensis; i: 1- Asterionella formasal Fragilaria crotonensis, 2- Chlorella vulggrid-
Fragilaria crotonensis, 2- Chlamydomonas sp.

Discussion

Flow cytometry and sorting have proved to be a phwedechnique with many
potential applications in aquatic sciences (Collard Campbell 1999; Jochem 2000;
Reckermann 2000; Yentsakt al. 1983). However, they have been mainly appliedhie
context of the marine field research whereas linorextosystems have comparatively received
less attention. Crosbie (2002) reported from actear theCurrent Contentsrom 1993 to
2002 (by using a battery of keywords such as flowometry, picocyanobacteria,
picoplankton, picoeukaryotes, ocean, sea, maria&e,| river, freshwater, limnology,
reservoirs, limnetic or inland waters) 151 refeemdor “oceanography” and only 16 for

“limnology”. Such a ratio between “marine” and “$tevater” was even higher in 2008 while
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making a rapid search on ISI Web of Science frof821® nowadays, and using keywords
such as flow cytometry OR flow cytomet* OR flow 8ng AND freshwater OR marine (not
shown). Here, we report one of the rare studiesevREM sorting was applied to a variety of

freshwater ecosystems and can be proposed as afplonvenitoring tool.

Success of isolations

The success average of the phytoplankton isolatiotise 4 hydrosystems was very
dissimilar, being higher in the peri-alpine lakparticularly in the oligotrophic Lake Annecy
and less successful in the two eutrophic statidrthie Reservoir Marne. At first sight, this
result could be closely related with the trophiatgs of the systems, where more species
coming from oligo- to mesotrophic waters could belated and grown on artificial media
while species from rich systems were not. Was aitue medium not enough rich to
maintain the species isolated from the Reservoirngla We assume that this was probably
not the case regarding the medium recipes. Anakelanation was that a higher number of
isolations were carried out in the peri-alpine Bkand as a consequence, it was possible that
we simply obtained a higher success average. Haweveur study, 80% of the total sorted
cultures grew successfully and 47% were monocudture addition, the cultures grew after
only 3 weeks following the isolation.

Among possible reasons for the high success aveohtgined after population
sorting, the good quality of the culture medium veagiood explanation. In fact, such a
mixture was very efficient to guaranty the growthall isolated phytoplanktonic groups
within the first 3 weeks without any visible nutridimited condition. It is noteworthy
however that, after this period, a lot of cultustarted to lyse. As an example, the diatom
Fragilaria crotonensisformed chains after 3 weeks and by using the samure of
nutritive media in the following days, the cultuwlecayed progressively. The only way of
maintaining the population was to change gradudiéy mixture by a more specific culture
medium as this is generally done for classicallalghiuring (Grobbelaar 2004).

Seasonal evolution of Synechococcus spp.

The cluster of PE-rictsynechococcus/as clearly identified in the 4 hydrosystems.
This picocyanobacterial group is characterized Ispecific Chla vs. PE fluorescence FCM
signature commonly found in most aquatic ecosystemsking its spatio-temporal
monitoring possible (Crosbet al. 2003b; Jacquetdt al 1998; Li and Dickie 2001; Partensky
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et al 1996; Vaulot and Marie 1999). The presence ad@ianobacteria was important in the
four ecosystems, being a persistent and abundampa@ent of the oligotrophic Lake Annecy
throughout the study, while in the 2 other perivadplakes, this community was better
represented in late spring-early summer when thertal stratification/clear-water phase took
place (Anneville and Leboulanger 2001; Jacqeteal 2005) In the Reservoir Marne, the
picocyanobacteria had its maximum abundance wemithl stratification between the end of
June and the end of July. In agreement with tlegalitire, picocyanobacteria are present in
lakes of different trophy but they are likely to bige dominant group all year long in
oligotrophic systems whereas they took advantagheofow nutrient concentrations found in
surface waters in spring and summer in mesotrofakes (Callieri 2008; Weisse 1993).
Several authors have suggested that small phytdplancells do best in resource-poor
habitats. This phenomenon has been linked to @ty surface area to volume ratio of small
organisms promoting efficient uptake of nutriemtgjch gives them a competitive advantage
over larger organism when nutrients are scarcek@eset al 2003; Raven 1998). Thus, this
community may be of particular interest to monitog trophic status evolution of freshwater
ecosystems and FCM is clearly the best tool toiolgecise counts and non-time consuming
short-term dynamics of this “canary in the coal @ii{Schallenberg and Burns 2001; Weisse
and Mindl 2002).

Following the same idea, FCM signaturesSyilnechococcus Lake Annecy were
characterized by a long “tail” which had been répain other lakes as a consequence of high
proportions of colonial forms of these picocyandbea (Collier 2000).The presence of
these colonial forms or aggregates was confirmeddiyuorescence microscopy (Figure 1A,
B) and this was attributed to oligotrophic condiscor nutrient depletion during the maximal
thermal stratification in summer as a strategyrfmre efficient nutrient recycling (Passoni
and Callieri 2000; Schallenberg and Burns 2001ci8ter and Shortreed 1991). Stockner
(1991) also suggested that this strategy could rbergti-predator mechanism. Our data
suggest that the high concentration of picocyaniiacaggregates observed in Lake Annecy
Is a consequence of the low nutrient concentratajrihis lake. Once sorted, such colonies
were generally disrupted so that it is likely tBaidying the proportion of coloniak single

cells of this community will still require epifluescence microscopy or more powerful FCM.
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Seasonal evolution of other phytoplankton groups

Identification of the seasonal evolution and susmesof the different phytoplankton
groups identified in the Reservoir Marne was nayesince most of the reservoir is empty
from October to February and consequently sampdargnot be performed along the year.
Although sorting experiments were thus conductdg éom late spring to early autumn, a
lot of information can be drawn from the resultstabfied from the phytoplankton
composition and abundance inside the differenttetas The first cluster identified in the
station 501 and the second cluster isolated irstidwgon 553 (Figure 3) contained species that
changed from one month to another. These specleadsl to the chlorophytes that mainly
contain chlorophyla andb pigments and lack other accessory pigments whipkams their
position the FL3 (Ché& fluorescence) axis (Nozaki 2003; Wetzel 200Apnoraphidiumspp.
were observed in May, July and September in theost&01 as well as in May in the station
553. For both stations, several specieScgnedesmuspp. were found in August and also in
September for the station 553. In additidmkyra lanceolatawas isolated in May in the
second cluster of the station 553 (Figure 3) andfilamentous cyanobacterium,
Pseudanabaena limneticavas isolated from the station 501. This last |gse¢s optically
defined as a pale blue-green algae whose phycatydwanikova 2006; Komarek and
Anagnostidis 2005) is responsible for an olive kiueen color. Moreover, the species
Cryptomonassp. has an elevated PE fluorescence and has bdatedsin September from
the station 501. Finally, in the station 553, thied cluster was composed of large cells that
exhibited a high FL2 fluorescence associated witlycperythrin. Unfortunately, after 3
weeks of culturing, green algae were largely presethe flasks. Thus, it is possible that we
isolated cells with a large quantity of phycoerythibut the culture was probably
“contaminated” with green algae that rapidly outrpeted these phycoerythrin-rich species
as it is explained foChlorella (see below). It is also possible that the mixedioma was not
strongly adapted to the phycoerythrin-rich speeied allowed green algae to take advantage
of these conditions.

One more aspect that can be highlighted is thecdiff to foresee specific monitoring
if the species change along time within a samet@ludespite a regular fluorescence pattern.
In fact, communities referred to as the “mixed graégae” were, on one hand, composed of
different species and, on the other hand, the sityechanges among seasons. On the

contrary, clusters containin@hlorella vulgarisor Pseudanabaena limneticould be prone
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to an annual monitoring as these species maintaineth one date to another and

informations about the abundance of these speoidd be obtained.

Specific identification of algae

Even if several authors pointed out the limitatiook the flow cytometry to
discriminate phytoplankton species (Collier 200@pBlaar and Jonker 2000), the isolation of
the most abundant species from the 4 systems dtidicepted for the chrysophytes and
colonial cyanobacteria) was possible using the floometry sorting option. Since the
clusters of several taxa were here well discrinredaSynechoccoccusp., Pseudanabaena
limnetica Chlorella vulgaris Monoraphidium contorturrMougeotia gracillima Planktothrix
rubescens.etc.), numerous studies could be carried out in ftitare using this simple
methodology. One of the largest interests is thelysiof the seasonal trends of the main
phytoplankton species as have been showed by $exdhers before (Hofstraat al. 1994;
Ruttenet al 2005) without the time-consuming microscopic gsal However, we should
keep in mind that the diversity of algae foundhe field is larger than that possibly isolated
using FCM sorting. In any case, if the analysisnafor functional groups of phytoplankton
needs to be routinely done, this methodology oftdrgiously higher frequency analysis in
both time and space (Dubelaar and Jonker 2000)th&n@advantage of the sorting method is
the possibility to isolate specific clusters (spsgifrom an algal mixture in order to study
their physiological, ecological or genetic featurgchem 2000), and in the case of
potentially toxic species (i. €lanktothrix rubescensto detect quickly their presence and

take preventive measures.

Early warning

The accurate identification of harmful algal clusteusing FCM represents an
important tool for detecting the low-level occurcerof toxic species, giving early warning of
the probability of bloom development (Dubelaar dodker 2000). As an example described
by Ruttenet al (2005), routine analyses using FCM allowed thendéntify a bloom of the
harmful specie®haeocystispp. in Dutch coastal waters. As a result of impcomonitoring,
the sluice gate was closed to prevent the infloahisf haptophyte in a contiguous lake. In our
study, several clusters of potentially toxic filam@us cyanobacteria were clearly identified,
as is the case of the phycoerythin-riekanktothrix rubescensnd in a lower extent the

phycocyanin-richAphanizomenon flos-aquae Lake Bourget. The first one can produce
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hepatotoxins and forms blooms in this lake sinc@61@t least during summer and autumn
periods (Jacquett al 2005) and the second one is a potential prodatéine neurotoxin
anatoxin-a (Rapalat al 1993). In this way, potentially toxic species canduickly detected
and enumerated by flow cytometric routine analysisdetermine if their concentrations
represent a public health risk. This could be auplio P. rubescensdynamics in Lake
Bourget (Jacquet unpublished). Furthermore, flowomyeter sorting allows the effective
isolation of the harmful algae and their culturethwhigh success average to carry out
physiological or molecular studies, which providgpid and sensitive diagnoses for the

presence of toxic and toxigenic cyanobacteria (letieland Wilhelm 2003).

Limitations for the isolation of specific groups

We were not able to cultivate colonial cyanobaatesuch asAphanocapsaor
chrysophytes such d3inobryon, which were however frequently observed by micrpgco
whatever the lake considered. In the case of then@ cyanobacteria, shear forces from the
flow cytometer may have caused the breaking otcatigregates (Ruttest al 2005) making
difficult its development after sorting. In additioPelet al. (2004b) mentioned that colonial
phytoplankton does not well support cell sortingthe case of the delicate siliceous-wall of
Dinobryon, several hypotheses could be proposed. Chrysophgitescharacterized and
dominated by yellow-brown xanthophyll and caroteinpigments that hide the green colour
of chlorophylla (Wetzel 2001). Thus, it is likely that the FAS@ali was not calibrated to
easily detect such kind of pigments in contragittgcobilin, phycoerythrin, chlorophydl and
phycocyanin if using the optional fourth fluorescenlIn addition, the FACSCalibur flow
cytometer is not suited to sort particles whosee sexceeds 130 pnDinobryon and
Aphanocapsa&olonies can reach 130 um and 300 um, respectiselthat it may have been
possible that the diameter of the flow sorting twies not large enough to allow particle
absorption and selection. Cryptophytes also werg @éficult to isolate in the peri-alpine
lakes while this group at time could be relativalyundant. Isolation was possible from
samples of the Reservoir Marne. Actually, defororatof cells membranes is frequently
observed in cryptophyte cells after preservatiothviiugol’s fixative (Ruttenet al 2005).
Probably membranes of cryptophytes are also vengitbee to the sorting process, more
especially to the mechanical stream capture. Tdugdcresult in a high loss of cells viability
after sorting and may be was the reason why wadiicucceed in the isolation of this group

in some occasions. Such an hypothesis was cheefeckl{in the sample) and after selection
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and sorting of PE-rich cells by using direct celiservation under the microscope. We
observed indeed some cells@iyptomonasery damaged. We also think that this membrane
integrity loss could be linked to nutrient concatibtn and osmotic stress, since replacing the
media by filtered lake water may conduct to a bettell recovery (Rimet, personal
communication). In the future, this aspect shouttbpbly deserve more attention. Indeed, an
isolation technique that could be more appropfiateryptophytes is the application of serial
dilutions (Landry and Hassett 1982), consistingadding a certain volume of an enriched
sample to a lesser one until isolation of a sirgdk be done. The streak plating, which is
another classical microalgal isolation techniqepliobably more suitable for small species
(<10 pm, typically nano- rather than microalgaegalgae that grow well on a substrate (Stein
1973).

Finally, we can point out that the FACSCalibur & really designed to make precise
cell sorting. In fact, this flow cytometer preseais optional sorting module but it is not a
sorter as a whole. Consequently, the inabilityrexk and monitor some of the dominant
populations in the water system is more than aifsignt limitation. It is likely that using an
advanced cell sorting function might be useful amate appropriate, although we obtained a
large success. To cite an example, the FACSVan(iageton-Dickinson) or related device
would probably provide a better cell sorting freqeye because of increased speed, accuracy,
reliability and allowing sorting cells larger thareviously mentioned with the FACSCalibur.
Moreover, up to 16 cell populations can be idestifusing gates of various sizes and shapes,
grouped in logical combinations and overlaps withperformance loss of sort or analysis
rates (Molletet al 2008).

Sample contamination

Some of the samples were contaminated by “contantiirspecies such aShlorella
vulgaris or Choricystis minor While analysing the different cultures after a fdays using
FCM and/or microscopy, some cultures were indeestiofed to be made of one dominant
species (the one we selected) and some celhlafrella. Rapidly, such samples were only
made of the non-desired chlorophyte. This replaceénphenomenon has already been
observed during an experiment dealing with comipetitfor light between some
phytoplankton species (Huismat al. 1999). They found that in a steady-state monauceilt
of Scenedesmuisioculated by a small number &hlorella, the latter was able to invade.

Conversely, Scenedesmusvas not able to invade a steady-state cultureChforella
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Moreover, in an experiment where four species vimoeulated togetheiChlorella became
the final dominant species after a few days. Thiafioms thatChlorella has a critical
advantage on other phytoplankton species in cultéeen more, it can out-compete
cyanobacteria under low light conditions. The damite of chlorophytes on cyanobacteria
has also been identified in other cultwenditions. For example, it has been shown that
Prochlorothrix competitively displacedPlanktothrix under both a constant and a pulse
phosphorus supply (Ducolat al 1999). Moreover, another invasion experiment betwtwo
species from a same taxonomic class have hightigtiiat Fragilaria crotonensiscould
invadeTabellaria fenestrataultures, but thatabellariacould not invadéragilaria cultures
under phosphate-limited conditions (Tilman and 18er 1984). Thus, depending on
environmental conditions, some species can takardadge and dominate the medium. What
could explain the dominance Ghlorella or Choricystisin our cultures was clearly the non
limiting nutrient conditions offered to this smaike group. It has been demonstrated indeed
that for a single-celled organism, the surface esitécal interface between the organism/cell
and its environment. Exchange of materials oftecuscthrough the process of diffusion, in
which dissolved molecules or other particles maeenfareas of higher concentration to areas
of lower concentration (although some exchangeasiated by cellular mechanisms). This
type of exchange is a passive process and, asly, iegposes constraints upon the size of a
single-celled organism. Materials must be ableetich all parts of a cell quickly, and when
volume is too large relative to surface area, difia cannot occur at sufficiently high rates to
ensure this (Schmidt-Nielson 1984). With this inndi it is likely thatChlorella took
advantage of its high surface to volume ratio anthidates species whose ratio is lower
(Drakareet al 2003). At last, light was also likely to favourgeeen alga such &hlorella

since it was not limiting both in terms of qualégd quantity.

Conclusion

As for medical sciences where FCM monitoring repnés a valuable survey
analytical tool or more recently in phytoplanktomnne ecology when deployed on moored
systems (e.g. Thyssezt al. 2008), we showed here that FCM could be appletininetic
survey after simple species identification using #orting function. In fact, this technique
could be applied in some specific cases, for exartipt monitoring of a blooming species,

the study of the physiological state of some sgearethe impact of a chemical contaminants
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(pesticides, metals) on species growth rate. Thgh Hime-consuming microscopical
determination and counting of phytoplankton linatrgpling frequencies below an acceptable
level for the monitoring of dynamic ecosystems sasHakes or reservoirs. Although having
a limited discrimination power, we showed that dienfand relatively low cost) benchtop
FCM may allow the analysis of large numbers of dasypnd, after taxonomic identification
of selected sorted cells by microscopy, can cartstid basic tool for (further) key species
bio-monitorings. For this purpose, flow cytomets®uld be limited to research laboratories
and water managers could be trained for the ussuch a technology. As pointed out by
Jochem (2000), we strongly believe that “flow cyairg is still in its infancy”, especially as

regards to phytoplanktonic survey in freshwateisgstems.
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1. Introduction

Comme nous l'avons vu en introduction générale pfea ), les communautés
phytoplanctoniques sont constituées d’assemblagspétes présentant des caractéristiques
morphologiques (taille, forme...) et physiologiquesofle de nutrition, de reproduction...)
différentes, et dont I'organisation est une comptesassentielle a la compréhension d’un
écosysteme. Au cours d'un cycle saisonnier, la amitipn phytoplanctonique suit des
tendances générales, comme décrites par exempdalarodele PEG (Sommet al. 1986),
qui changent en réponse aux changements dans lediticos environnementales
(température, lumiére, nutriments) (Reynolds 19@tover et Chrzanowski 2005) et aux
différentes interactions biologiques (broutage apiiisme, lyse virale) (Griffin et Rippingale
2001 ; Brussaard 2004 ; Gleasstral. 2008). Lorsque I'on s’intéresse aux plans d’eatyge
réservoir, une variable susceptible d’étre impdgamncerne les variations saisonniéres dans
I'hydrologie. Cette derniére est en effet suscdpti® jouer un réle majeur sur la stabilité de
la colonne d’eau, ce qui peut avoir un impact ingrarsur la composition de la communauté
phytoplanctonique (Fietet al. 2005, Staehr et Sand-Jensen 2006). Le vent estnégat un
facteur environnemental pouvant modifier de manggaificative la structure physique du
réservoir et constituer par la méme un forcage fdeurcontréle de la dynamique du
phytoplancton (Pannardt al. 2007). La vitesse et la direction du vent qui isdat des
mouvements de la masse d’eau ainsi que le couramstjgénéré par l'arrivée de I'eau dans
les canaux d’amenée peuvent également étre redpessde la répartition hétérogene

horizontale du phytoplancton (Moreno-Ose&isl. 2008).

Dans le cas du Réservoir Marne, les conditionsighbgs sont fortement fluctuantes,
I'hydrologie du réservoir change de facon imporaati cours de I'année en fonction des
phases de remplissage et de vidange, mais auksi&ion des stations du réservoir. En effet,
I'alimentation du réservoir est concentrée dankdeChampaubert qui a une petite surface
(0.5 km?) et une faible profondeur moyenne (4 ndrsaque la vidange du réservoir est
localisée dans le lac du Der qui a une surface doegu plus grande (47.5 km?) et une
profondeur moyenne plus importante (8 m), la olsitgent les canaux de restitution. Le
temps de résidence des eaux semble pouvoir variex & et 12 mois suivant les stations.
Notons également que les deux bassins récréatitsisulés du reste du réservoir par des

digues et ne suivent pas le régime hydrologiqu&éservoir Marne. On peut donc s’attendre
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a ce que ce reservoir présente une grande hété&itgéan terme de composition
phytoplanctonique et de dynamique et que les @iffié&as successions mises en évidence par
le modéle PEG ne s’adapte que difficilement & cesgsteme. Par ailleurs, au sein d’'un
ecosysteme potentiellement hétérogene, il peut dificile de trouver une station
d’échantillonnage de référence qui pourrait reflégai mieux I'écosystéme dans son
ensemble. A ce sujet, Moreno-Ostatsal. (2008) ont précisé récemment que le caractére
fragmenté de la structure spatiale du phytoplanctans un réservoir sous-tend que les
procédures de suivi conventionnelles, qui consisterchantillonner une station généralement
localisée au centre du lac ou a proximité de ldomaeur maximale, ne sont pas adéquates
pour une description pertinente de la biomasseladsomposition et de la dynamique du
phytoplancton dans un réservoir. Ainsi, un nomion@drtant de stations d’échantillonnage
devrait étre adopté, toute contrainte logistiquehomaine étant ici mise de coté et non prise

en compte.

Dans ce troisieme chapitre plusieurs résultats p@sentés et répondent a certains des
objectifs principaux de ce travail de thése désliada fin de I'introduction générale.

Tout d’abord, nous révélons I'hétérogénéité spatild la diversité, la biomasse et la
dynamique saisonniere des assemblages d’espedeplamgtoniques aux différentes stations
examinées. Cet indicateur de I'hétérogénéité duemihous a alors permis d'identifier les
stations qui semblent refléter le mieux la dynaraigu phytoplancton de I'écosystéme dans
son ensemble, mais également de souligner queineertatations, typiqguement les bassins
nautiques, ont leur propres caractéristigues pdunéoessiter un suivi régulier spécifique,
surtout dans la mesure ou il s’agit de pdles dvaés récréatives. Ces résultats ont fait I'objet
d’un article, sous presse la rewMater Researchet présenté ci-apres. Cet article réalisé par
Rolland, A., Bertrand, F., Maumy, M. et Jacquet,iBitulé « Assessing Phytoplankton
structure and spatio-temporal dynamics in a fresémecosystem using a powerful multiway
statistical analysis » nous a permis de répondxegaastions suivantes :

Y a-t-il un nombre minimal de stations a échamiier pour avoir une vision
d’ensemble de la dynamique et de la diversité dagmpancton ?

Peut-on définir une station de référence uniqueactéristique de I'ensemble du
réservoir ?

Quelle méthode (d’analyse de données) peut-orsettilbour répondre au besoin de

définition d’'une station de référence ?
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Peut-on identifier des périodes clefs dans la dygaensaisonniere du phytoplancton

qui pourraient constituer des périodes d’échamtilbge caractéristiques ?

Le résumé en francais de larticle est précisé.dyaamique et la diversité du
phytoplancton sont difficiles a analyser, partietéiment lorsque (i) I'échelle de I'analyse se
situe au niveau de I'espeéce, (ii) la diversité @edmmunauté phytoplanctonique est élevée,
(i) 'étude couvre plusieurs saisons et (iv) bémtillonnage est réalisé sur plusieurs stations
de I'écosysteme étudié. Pour pallier a cette coxmgledes méthodes statistiques ont été
développées pour traiter ce genre de « design ériexgntal afin de considérer chaque espece
identifiée dans des études spatio-temporelles IE&tmi L'analyse triadique partielle, une
méthode issue de la famille STATIS, a été appliquém jeu de données qui comprenait 6
stations d’'un grand réservoir francais (le Réservt@rne), échantillonné 22 fois au cours de
deux années (2006-2007) entre mars et septemlois. dériodes clés en accord avec celles
mises en évidence par le modele PEG (c’est a éiatdde printemps, fin printemps et début
d'été, fin d'été et début d’automne) ont été déiréms sans ambiguité, avec certaines
especes associées a chacune delles. Par aillenes,station de référence potentielle,
représentative du plan d’eau dans son ensembté, identifiée parmi celles étudiées, ce qui
constitue une information trés pertinente pourdestionnaires du plan d’eau. Il reste que
trois autres stations devraient étre suivies derfaggguliere, dans la mesure ou leur
communauté phytoplanctonique respective possedeadastéristiques spécifiques en termes

de dynamique et de diversité.

Dans une deuxieme partie de ce chapitre, nous afomadisé notre intérét sur la
station de référence potentielle proposée pouderwvoir Marne et avons tenté d’identifier les
facteurs environnementaux d’ordre physique, chimiget/ou biologique susceptibles
d’influencer la biomasse et la dynamique de la comamité phytoplanctonique. Cette étude
fait I'objet d’'un article en préparation intitulé\tariables environnementales associées a la
dynamique du phytoplancton du réservoir Marne astation de référence : étude
exploratoire » qui sera présenté en francais damsanuscrit. Il nous a permis de répondre a
la question suivante :

Existe-t-il des variables environnementales asssci la dynamique phytoplancton
qui doivent étre contrblées régulierement dansatiree du suivi de la qualité de I'eau de cet

ecosysteme ?
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En résumé, les variations saisonnieres dans latsteu phytoplanctonique des lacs
naturels de climat tempéré suivent généralemergchéma assez bien connu tel que décrit
dans le modéle PEG par Somreemal. (1986). Cependant, pour les réservoirs, les ciomdit
hydrologiques peuvent largement influencer cetteadyique saisonniere. Durant 'année
2007, nous avons mesuré un certain nombre de iesiabnvironnementales d’ordre
physique, chimique et biologique et nous avons tifiéncelles qui étaient associées a la
dynamique du phytoplancton a la station de référemdos résultats montrent que les
variables qui étaient associées a la dynamique @@rhmunauté phytoplanctonique étaient
différentes selon les périodes de 'année 2007dé&wut du printemps, les concentrations de
nitrates élevées et les forts débits entrants rétaissociés au début de la croissance du
phytoplancton. Au printemps et au début de [I'étgugmentation du biovolume
phytoplanctonique était associée a la diminution laesilice dissoute, utilisée par les
chrysophycées. En plein été, on observait les luoves phytoplanctoniques maximaux, en
lien avec les fortes températures. Cette méme qeéniévélait également des corrélations
significatives entre les fortes concentrations lena¢bactéries hétérotrophes et certains virus
aux profondeurs de 6 et 8 m. Finalement, la fin'éi& et le début de I'automne étaient
caractérisés par un débit sortant important dansaleal Marne et des concentrations
d’orthophosphates élevées, probablement dues antensification de la dégradation de la

matiere organique.

Finalement, pour répondre aux exigences de la DOHS avons tenté de classifier
I'état écologigue des stations échantillonnéesuatédervoir dans son ensemble en se basant
sur les limites de classes proposées par le CEMAGRE Bortoli et Argillier 2008) pour le
phosphore total, la concentration de chlorophgllemoyenne estivale, I'indice planctonique
lacustre (Barbeet al 2003). Ces derniers résultats, qui font I'objeineé note en troisieme
partie de ce chapitre intitulée « Classificationl'd@eat écologique du Réservoir Marne via
trois métriques : Chlorophylla, Indice planctonique lacustre et Phosphore totalows ont
permis de répondre aux questions suivantes :

Les trois métriques associées a cet élément (gitighe a, Indice Planctonique
Lacustre, Phosphore total) et utilisées en Frantheare actuelle donnent-elles la méme

information quant au statut écologique?
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Les résultats de ces trois métriques sur une stpbitentielle de référence refletent-ils
bien I'état écologique de la masse d’eau dans ssengble ou s’agit-il d’'un écosystéme

fragmenté?

En résumé, Le phytoplancton est un des élémengsiaéée biologique a évaluer dans
le cadre de la DCE. Les travaux récents de De BatoArgillier (2008) ont permis de
construire les limites de classes d’état écologigoerr la métrique chlorophylle et
phosphore total pour 'ensemble des plans d’eatediioire national et I'indice planctonique
lacustre (Barbeet al. 2003) est utilisé pour définir le niveau trophiques plans d’eau en
fonction de I'abondance relative de certaines elmsdgales. Ainsi, nous avons appliqué les
trois métriqgues aux données recueillies sur qudé® six stations échantillonnées sur le
réservoir Marne pendant deux années (2006-20038)résultats montrent que les eaux de la
station H, assimilée a la station de référencesguri&nt un état écologique bon a moyen avec
un niveau trophique mésotrophe, tout comme lacstati(bassin nord-ouest). Par contre, les
stations G (lac Champaubert) et K (bassin sudgégentent des eaux eutrophes et un état

ecologique médiocre.
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Abstract

Phytoplankton dynamics and diversity are partidyldifficult to analyze, especially
when (i) the scale of the analysis is situatechatdpecies level, (i) such a diversity is high,
(iii) the study covers several seasons, and (impdiamg has been performed at many stations
of the ecosystem. Fortunately, some powerful stegismethods have been developed with
which each species identified can be consideredeiailed spatio-temporal analyses. The
Partial Triadic Analysis, a method issued from 8¥WATIS family, was applied on a dataset
corresponding to 6 stations of the largest Freredemvoir (Reservoir Marne) sampled 22
times over two years (2006-2007) between March Seg@tember. Three key sampling
periods that were consistent with those exhibitéd tihe Plankton Ecology Group model (i.e.
early spring, late spring-early summer, late sumeagly autumn) were unambiguously
recognized, with some specific species associatddeach of them. Furthermore, a potential
reference sampling station was identified amongtalions investigated, an information very
relevant to both scientists and water managergniiains that 3 other stations could also be
monitored, regularly or from time to time, becao$specific phytoplankton characteristics.
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Introduction

One of the European Water Framework Directive (WHRIDhs is to resist against
eutrophication, which is of particular concern feater management and treatment, in order
to reach and maintain a “good ecological state” ylear 2015 (Borja & Elliott 2007).
Recognition of the ecological state (i.e. waterliggqand functioning) of a lake depends upon
evolving bio-indicative criteria related to the gpeace of species drawn from several
categories of organisms. One of them, phytoplankisnof major importance for the
ecological monitoring and understanding of hydrtmys and constitute a potential bio-
indicator of both water quality and changes in oese to local or more global influences
such as nutrient or micro-toxic pollution, temparator UV increase and species invasion
(Wetzel 2001; Kalff 2002). Presently, the main t@ghe to estimate the phytoplankton
biomass is based on cell chlorophg/itoncentration. In order to measure this paramatset
of in situ sensors have been developed by scientists and Watly managers, including
immergeable fluorimeters (e.g. Beutletr al. 2002) or flow cytometers-like machines (e.qg.
Thyssenet al. 2008). However, like satellite-borne biosensorsofher category of potential
detectors of phytoplankton biomass), those devatesunable to give precise information on
species composition and if the interest of the \stliels on characterizing phytoplankton
dynamics, it is often necessary to combine thosthaoals with classical light microscopy. In
fact, this latter technique remains the only onpabde of yielding sufficiently precise
information about species diversity and compositionother words, nothing has replaced
human-eye observation and expertise so far, andiritiees proposed to diagnose the
ecological status of water bodies within the Eueop&VFD are based indeed on lists of
species requiring microscopic identification (Kaigler 2008).

It is noteworthy, however, that phytoplankton idicdition and counts by microscopy
are very time-consuming and labor intensive. Thisrie of the reasons why classical surveys
based on taxonomy are generally reduced both ie &nd space. It remains that the decision
to reduce sampling effort should be the consequehpeeliminary intensive data acquisition
and treatment that would have allowed the idemtiftsn of key temporal periods and key
spatial places in a single ecosystem. Such infoomanight help to guide future sampling
strategies, particularly in selecting precisely wtand where the samples should be taken.
The introduction of the Plankton Ecology Group mo@REG-model) in 1986 proposed 24

sequential statements which describe step by $tepéasonal events which occur in the

127



CHAPITRE Il : Résultats

phytoplankton and zooplankton of an “idealized dtad lake” (Sommeet al. 1986). The
statements concerning phytoplankton can be sumeathiizfour key temporal periods related
to the succession of the phytoplankton speciesst,Fitowards the end of winter,
Cryptophyceae and small centric diatoms developesponse to nutrient availability and
increased light. Secondly, the crop of small algagrazed upon herbivorous zooplanktonic
species. As a consequence, phytoplankton biomaseases rapidly to very low levels to
reach a ‘clear-water’ equilibrium phase in sprifitpen, herbivorous zooplanktonic species
become food-limited and fish predation accelerdkes decline of herbivorous planktonic
populations. Under these conditions, phytoplankexmmer crops start to build up.
Succession during summer is highly pronounced.irdt, fthe edible Cryptophyceae and the
inedible green algae become predominant. Competitio phosphate leads to a replacement
of green algae by large diatoms. Silica-depleteads to a replacement of the large diatoms
by large Dinophyceae and/or Cyanobacteria. Nitrodepletion favors a shift to nitrogen-
fixing species of filamentous blue-green algae.rdiigj after a minor reduction of algal
biomass in response to changes in physical factorsalgal community develops which is
adapted to being mixed. Large unicellular or filamoais algal forms appear. Among them
diatoms become increasingly important with the peeg of autumn. To finish, a reduction of
light energy input results in a low or negative pamary production and an imbalance with
algal losses which causes a decline of algal bismaghe winter minimum. Said that, it
remains obvious that the taxonomic compositionhaf phytoplankton community may be
highly variable among lakes and/or reservoirs (Ré&s 1999). Concerning key spatial
places, it is often recommended to sample the deegpation of a lake but this might not be
adapted to very large lakes/reservoirs that caseptea highly spatial heterogeneity in their
horizontal phytoplankton distribution (Reynolds 298

Another problem with detailed species-specific degs on their analysis. Hopefully,
the last decades have seen the development of asefal multiway statistical tools that
reflect, with considerable precision, the multilmetructures in higher-order datasets (Acar &
Yener 2009). Among these multiway analyses, theethway data analysis called STATIS
(Abdi & Valentin 2007), introduced by L’Hermier d&$antes (1976) and Robert & Escoufier
(1976) then developed by Lavit (Lavit 1988; Lawit al. 1994), have been used in many
research fields such as sensory evaluation (Qammaal. 1995; Schlich 1996), molecular
imaging (Coqueet al. 1996), brain imaging (Kher#ét al. 2003), chemometrics (Stanimirova
et al. 2004), marketing (Perez Aparicet al. 2007) and food science (Martet al. 2000;
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Meynerset al. 2000; Meyners 2002; Chaw al. 2004; Perez-Hugaldet al. 2004; Perriret

al. 2008). The related approach is known as “procsustatching by congruence coefficients”
in the English speaking community (Korth & Tucké&78). In aquatic ecology, the STATIS
method has been especially applied to coastal madnlogy (Gaertneat al. 1998; Licandro

& Ibanez 2000; Lekvet al.2002; Gailharcet al. 2003; Muio et al. 2003; Simieret al. 2004;
Lobry et al. 2006). In limnology, this method was rarely used two applied studies are
fundamental. The first one by Centofaaitial. (1989) revealed a spatial scheme of a reservoir
distinguishing five sectors as a function of selv@taysico-chemical variables. The second
study, performed by Annevillet al. (2002), helped to identify three homogeneous perio
over 25 years (i.e. 1974-1985, 1986-1991 and 19@BJ)lin the temporal evolution of the
summer phytoplankton community in Lake Geneva. Withdataset, the use of STATIS was
not possible as we had a balanced experimentajrdése. the data matrices had the same
number of lines and columns). Consequently, we tised?artial Triadic Analysis (PTA), a
method derived from the “STATIS family”. This appih was originally described by
Jaffrenou (1978), and then introduced to ecologylbpulouse & Chessel (1987) (see also
Kroonenberg (1989) and Thioulouse al. (2004) for a detailed description). The PTA has
been used in several ecological studies (Bltnal. 1998; Blanc & Beaudou 1998; Gaertner
2000; Rossi 2003; Jiménet al. 2006; Ernoulet al. 2006; Carassou & Ponton 2007; Pavoine
et al. 2007) but, to the best of our knowledge, it hasenebeen applied to freshwater
phytoplankton ecology.

With this study of phytoplankton ecology of Reserwdarne, the largest in Western
Europe, two main objectives have been pointedFitgt of all, using the PTA, we were able
to identify the key seasonal periods exhibiting ty@mamics of phytoplankton diversity in
comparison to those highlighted by the PEG-modelcogdly, we could determine the
stations that represent the best the phytoplankignamics in the Reservoir Marne.
Consequently, we are able to provide some advioesvdter managers concerning the
sampling effort and strategy to operate.

Material and Methods

Site description and data set

The data set issues from the monitoring of the Rese Marne (48°34'55”N
04°45'23"E) located in the Champagne region, 2@® déast of Paris, France (See Table | for
additional information). This large reservoir (4&% was constructed in 1974 to control
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flooding in winter and early spring and to enhatm& flows in summer. The water level
varies between 2 and 15 m through the hydrologigale, with a maximum water volume
(309 Mn?) in summer (July) and a minimum (29Mmin late autumn (November).
Depending on summer climate conditions (wind, terajee) and management strategies, the
water column may be stratified for a few weeks. IChe two years survey of the reservoir,
22 field campaigns were performed, 11 samplingg0d6 and 11 samplings in 2007 between
March and September at 6 stations (Figure 1). @tstK and J correspond to two basins
devoted to recreational activities (e.g. sailingthing, windsurfing, fishing) and they are
separated from the reservoir by a breakwater. @taG receives water from two input
channels, stations | and H are close to the oughannels and finally station N is
approximately in the middle of the reservoir (Fgy). This sampling strategy was defined in
order to obtain the best picture of the structuréhe phytoplanktonic organisms compatible

with practicalities of sampling and analysis.

Table | Some physical and chemical characteristics of tdgoss sampled in the Reservoir Marne for
both years. Values are expressed as means anadstaleliations over the two years 2006-2007.

J K G N I H
Mean Z* (m) 8.6+0.7 8.310.3 6.7t1.5 8.5+1.9 11.541. 12.9+1.7
Max Z* (m) 10.8 8.9 8.4 11.1 13.8 14.8
Mean pH 8.0+0.2 8.0+0.2 8.0+0.3 8.0+0.3 8.0+0.3 8.8
Mean Temp.* (°C) 18.2+4.3 18.5+4.3 18.4+4.2 17.74. 17.4+4.5 17.3t4.3
Mean Transp.* (m) 2.8+1.4 19+1.1 2+1.1 24+1.4 28 3+1.5

Mean photic zone

. 7.0£3.5 4.8+2.8 5+2.7 6.1+3.6 6.5+£3.1 7.4+3.7
thickness (m)
WRT* (months) 03-déc 03-déc 01-déc 01-déc 01-déc  -déxl
Mean TP* (ug.[') 15.3+4.8 38.0+14.2 40.2+24.4 18.8+6.9 18.7+7.7 .322.6

Mean TN* (ug.L") 736.8+585.41003.0+746 1801.7+1077.21981.2+9402086.1+984 2009.2+920.2

Mean Chla (ug.L'Y) 4.7+2 11.0+8.6  15.8+10.7 6.7+4.0  6.5#35  7.1+3.8

* Z: Depth; Temp: Temperature; Transp: TranspareWwiyT: Water Residence Time;
TP: Total Phosphorus; TN: Total Nitrogen
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2008 Cnes!: Spot Image

Figure 1 The reservoiMarne (source: Google Earth) and location of the sampliagjan:

Phytoplankton sampling and analy

Phytoplankton samples were collected at a depgmofbeneath the surface, using-
L Van Dorn bottle, and were immediately presd in Lugol's lodine solution fo
phytoplankton counting with an inverted microsca@eiss Axiovert 135) following th
Utermohl procedure (Utermohl 1958). Algal speciesravidentified and counted at hi
magnification (x640) along 2 diameters of the seentation chamber. Then, the whole sl
was scanned at lower magnification (x200) to deienrare species. Abundance v
calculated considering the surface area of the dnéeiers counted, the surface of
sedimentation chamber and the volume of wisedimented. Then, the biovolume, t
corresponds to the space occupied by a cell oroapgof cells in the water column, w
estimated considering the different geometric fdemproposed by Hillebraret al. (1999)

depending on the form of the ce

Data preparation

During this analysis, 142 species out of the 2@ntified during the -year survey, for
a total of 138samples, were taken into consideration. Each ahthepresented more th
0.01% of the total abundance and more than 0.018#edfotal biovolume. These criteria we
chosen because most of the other species occuarelg,rsome being observed on as as
one or two occasions during the entire study perldais, we considered that these very
species were not really characteristics of the renment and could be omitted from f
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statistical analysis. Moreover, from a water managet perspective, we know that only well-
represented species are important and that thesdeaviewed as potential indicators of
phytoplankton dynamics, water quality and ecosydtemtioning.

In fing, these data were assembled inside a matrix comgprigi2 columns and 132
rows, in which each column corresponded to a vhriédpecies biovolume) and each sample
occupied a row. This matrix was then subdivided ®Btsub-matrices, each corresponding to
one station. In order to compare the annual vanatof the species biovolumes between the
sub-matrices, the data of each one were centetethefanalyses were run using the package
ADE-4 (Chessett al. 2004; Drayet al. 2007) with R Software (R Development Core Team
2007).

The Partial Triadic Analysis

The PTA is based on the logic of the Principal Congnt Analysis (PCA). It is
designed to study simultaneously several sub-nestraf quantitative data and to detect
within the structure any pattern common to thefferdint sub-matrices.

The first step of the analysis is called the irggucture analysis. It consists in the
comparison of the structure of the 6 different suditrices (stations) and the identification of
the stations sharing a similar annual structuree G&lculation of the RV-coefficient matrix
between stations allows the comparison of theastatand the representation of the proximity
between stations. The function of this step isttobaite a weight to each station sub-matrix
(ak coefficients). The second step is called the cansbn of the compromise and its analysis
involves the building of a mean matrix of maximunertia (referred to as the compromise
matrix). It is derived from the initial sub-matrgein proportion to their weight. A
dimensionless value, the Cos?, constitutes an atalicof how much the compromise
expresses the information contained in each subbm@te talk about the Cos? between a
sub-matrix and the compromise). Then, the matrpragenting the vectorial correlations
between the different stations sub-matrices (RMUfments) provides an indication of the
strength of the links among the different sub-necaiifrom the various stations (Robert &
Escoufier 1976). In the compromise matrix, a greatgortance is thus given to stations
which have a similar structure. This leads to tlstaldishment of a common temporal
typology shared by those stations; in other wotls,compromise will express the spatially
stable part of the annual structure. Finally, thet Istep is called the intra-structure or
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reproducibility of the compromise. The 6 subsetge @rojected separately onto the
compromise to highlight which station fits besthie compromise.

Thus, the results of the partial triadic analysisiade of three successive steps, which,
in our case, successfully revealed (1) the proyinbiétween stations, (2) the pattern of
phytoplankton dynamics through the two sampling ryeaand (3) the stability and
reproducibility of this pattern for each station.

Results

Analysis of the inter-structure (between-stationalgsis)

Figure 2-A illustrates the detection of the simtlas between the stations concerning
the structure of the phytoplankton community. Téeresentation of the first eigenvalues and
eigenvectors shows the similarity between the @tatibased on their annual phytoplankton
successions. The first eigenvalue issued from nker-structure analysis was isolated from
the others and was found to explain 40% of thel tiotartia. The representation of the
eigenvectors on the Euclidean space (Figure 2-Bjvshthat the 6 components (stations) of
the first eigenvector had high values on the firgs. Such a distribution on this axis, which
explains most of the total inertia, indicated @ty common spatial structure. On the second
axis, the inter-structure analysis emphasized aegatjon of groups of stations. It indicated
differences in the annual phytoplankton structuretsveen stations. Two groups can be seen
on the second axis (Figure 2-B): a group that imhetuthe stations K and J (the two basins)
and another one that gathers the stations G, ki Na(the four stations within the Reservoir
Marne). The second eigenvector explained only aompart of the total inertia (15%).
However, such a distribution in the Euclidean spsigggested the existence of two main
alternatives in the annual pattern identified.

Then, the matrix presenting the vectorial correladi (RV) between the stations sub-
matrices (Table Il) showed that the strongest taticen (RV = 0.46) was observed between
the stations H and N whereas the stations G arainieg out the weakest one (RV = 0.14).
Moreover, considering the results of the Ward eusty method (Figure 2-C), stations were
classified and it confirmed that the stations G,,Hind N seemed to be linked whereas the
other ones (K and J) could be considered as diffebased on the composition of their
phytoplankton community.
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Interstructure

40% il ]

Height
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Figure 2 The inter-structure analysi8:— Eigenvalues histogram based on the diagonaiizati the
vectorial correlation matriX8 — Coordinates of the 6 data sub-matrices (stgtigimen by the first
two eigenvectors of the vectorial correlation mat@ — Tree topology obtained by a Ward clustering
method on 1-RV that indicates the following groopstations ((G, (I, H, N)), (J, K))

Another piece of information derived from the amséyof the inter-structure is the
contribution of each sub-matrix in the constructioh the compromise defined as
coefficients (Table II). They represent the weighieach sub-matrix in the definition of the
compromise. It seems that the sub-matrices H, | l[dndontributed a larger part in the
definition of the compromise suggesting that thHeeotstations had more particular structures
leading to a weaker weight. Moreover, looking ameochemical characteristics of the
reservoir (mean total phosphorus (TP), total ngrogTN) and chlorophylla (chl a)
concentrations), it can be confirmed that the tlioemer stations are mutually more similar,
as compared to the three latter ones (Table I).Id$tanteresting piece of information derived
from the initial tables in proportion to their whigis the Cos? (Table II). It constitutes an
indicator of how much the compromise expressesfioemnation contained in each table. The
station H was the one that fits best with the campse (Cos? = 0.75), followed by stations N
and | (Cos? = 0.74 and 0.73 respectively) wherbascompromise represented with less
accuracy the annual phytoplankton dynamics atostatiG, J and K (Cos2 = 0.58, 0.48 and
0.42 respectively).
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Table Il Matrix of vectorial correlation coefficients beterethe tables (RV), weight of each tahig) (
in the construction of the compromise, and quatitiex of the compromise’s structure (Cos?) for each

station.
Tables RV Weightdy) Cos?
H 1 0.49 0.75
N 0.46 1 0.48 0.74
| 0.45 0.44 1 0.47 0.73
G 0.29 0.31 0.3 1 0.37 0.58
J 0.25 0.23 0.23 0.14 1 0.32 0.48
K 0.21 0.17 0.17 0.18 0.18 1 0.27 0.42

Analysis of the compromise

The first three axes only accounted for 48% ofttital inertia with 26% for axis |,
12% for axis Il and 10% for axis Ill. However, givéhe great number of variables (i.e. 142)
they provided a good summary of the temporal sgemiganization over the 6 stations for the
two sampling years. The projection of the sampileses) on the Euclidean planes I-1l (Figure
3-A) and lI-lll (Figure 3-C) provides a graphicapresentation of the compromise, whose
interpretation requires consideration of the cqroeslences with the species. In fact, the
species contributing the most to the annual phgagbn structure are shown in Figure 3-B
and 3-D. To facilitate Figure 3 reading, each samgpdlate has been associated with a number
(see Table Il for correspondence). Moreover, teadallt rank correlations (Kendall 1976)
between the species and the Euclidean coordinbigsré 4) allowed the selection of the 89
species that are most responsible for the obseamedal distribution. As these 89 species
accounted for the major part of the phytoplanktaovblume (73.6% of the average
phytoplankton biovolume per sample), their changese considered to be representative of

those of the whole phytoplankton community.
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Table Il Correspondence between the sampling dates amdhtiraber on the different figures

Samples’ number Dates Samples’ number Dates
1 06/03/2006 12 18/04/2007
2 04/04/2006 13 16/05/2007
3 03/05/2006 14 30/05/2007
4 07/06/2006 15 12/06/2007
5 28/06/2006 16 20/06/2007
6 04/07/2006 17 03/07/2007
7 24/07/2006 18 25/07/2007
8 07/08/2006 19 07/08/2007
9 22/08/2006 20 29/08/2007
10 05/09/2006 21 11/09/2007
11 19/09/2006 22 26/09/2007

The first axis of the analysis was defined by tvstidct assemblages (Figure 3-B and
Figure 4) essentially composed of microphytoplanktand to a lesser extent of
nanophytoplankton. The first assemblage could b€l into two groups (positive part of
the first axis). Half of the major taxa belongedtbe Chlorophytes and they were mainly
represented by non motile species. They were fannthe colonial form (for example
Scenedesmuspp., Crucigenia tetrapediaPediastrumspp., Coelastrumspp., Crucigeniella
rectangularis Tetrastrum triangularg as well as in the individual form (for example
Tetraedron minimumGolenkinia radiata Dydimocystis bicellularis Lagerheimia ciliata
Monoraphidium minutuin Some CryptophytesCfyptomonas spRhodomonas minuta
Rhodomonas minutaar nanoplanctica were also part of this group. Moreover, some
individual Euglenoids Trachelomonasspp., Phacus spp., Euglena sp.), Desmidiates
(Closterium aciculargC. acutumvar variabile, Staurastrunsp.) considered as “R” strategists
(Ruderal species i.e. they need high resources It energy ) and Cyanobacteria
(Aphanizomenonspp., Chroococcus limneticys Planktothrix agardhii Woronichinia
naegelianato name the most important ones) often viewed ecialized species (*S”
strategists or Stress-tolerant i.e. they are adafmelow resources water systems) (Grime
1979; Reynolds 1988; Padisak 2004) constitute @natluster within this first assemblage.
The second assemblage located in the negativeoptre first axis was composed of larger
species in the colonial formD{nobryon sertularia Fragilaria crotonensi} or in the

individual form @Gymnodinium helveticum Cryptomonas rostratiformjs Cyclotella
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bodanicg. These were all observed to be relatively morenroon in spring and early
summer. Then, the projection of the sampling datethe compromise (Figure 3-A) showed
that the two clusters of the first assemblage dtaraed the end of summer (August) and the
beginning of autumn (September) for both years9(80, 11 in 2006 and 19, 20, 21, 22 in
2007). In contrast, in the negative part of thetfaxis, the sampling dates were related to the
first half of the year including spring and eartyvemer (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 in 2006 and 12, 13,
14, 15, 16, 17 in 2007). Thus, Axis | defined airspr early summer assemblage and a late
summer - early autumn assemblage.

The second axis was defined by two distinct assageis! (Figure 4). One assemblage
was dominated by colonial ChrysophyteBinobryon spp.), the individual flagellate
Chlorophyte Phacotus lendneri some Desmidiates from the gen@®smariumand a
Dinoflagellate calledPeridinium aciculiferumwhereas the second one was essentially
composed of large individual Diatom&yrosigma acuminatum, Nitzschia aciculdyibttle
Chlorophytes species (undetermined small Chloraggshonoraphidium kormakovaeand
some others. Thus, the axis Il appeared to reflegradual change from a winter-spring
assemblage to a summer one with gradual shifts fhrendominance of larger forms towards
small colonial or unicellular species charactersstof warmer seasons. In addition, the
distribution of the sampling dates on the compremeflected a transition from March-May
2006 (1, 2, 3) to June-July 2006 (4, 5, 6, 7) and tesser extent from April-May 2007 (12,
13, 14) to June-July 2007 (15, 16, 17, 18). In,fAsis 1l showed with precision the changes
that occurred during the first half of the year @0@ther than 2007 and it made the
differentiation between species characteristicsvioter-spring and early summer within the
phytoplanktonic community of the Reservoir Marne.
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Then, the third axis is also defined by an assegebtmmposed of some undetermined
spherical cyanobacteria that were at the opposienother group characterized by a mixed
assemblage with some well-identified large DiatdRBizosolenia longisetd&unotia spand
Acanthoceras zachariajji a colonial CyanobacteriumM{crocystis aeruginoga small
unicellular (undetermined Chlorophytes a@chroederia setigejaand colonial $cenedesmus
longispinus and Micractinium pusillum Chlorophytes as well as some small unicellular
Chrysophytes Salpingoeca frequentissimand Chrysolykos planctonicyigFigure 3). The
distribution of the sampling dates (Figure 3-C)wbd that axis Ill mainly reflected the
differences of the late summer-early autumn phyoiton assemblages between the two
sampling years. In fact, late August and Septerdbéb (9, 10, 11) were opposed to late July
and August 2007 (18, 19, 20). The correspondenttetive species (Figure 3-D) showed that
the 2006 assemblage was characterized by sevemoBgcteria in the unicellular form
(undetermined spherical Cyanobacteria), in thergaldorm (Noronichinia naegelianaand
in the filamentous form Aphanizomenon flos-aquae, Planktothrix agardhii and
Pseudanabaena limneticas well as a filamentous Chlorophylgugeotia gracillimaand a
unicellular oneTreubaria triappendiculata On the contrary, the 2007 assemblage was
defined by the presence of large Diatoms, a paliytioxic colonial Cyanobacterium
(Microcystis aeruginosaand some other algae cited above (small unieellchlorophytes
and chrysophytes as well as colonial chlorophytes).

To summarize, following the analysis of the threesa it seems that three temporal
periods can be highlighted considering the distituof the dates and the arrangement of the
species on the first two axes. The first one cpoeds to early spring, the second one is
related to late spring and early summer and thel thine refers to late summer and early

autumn.

Analysis of the intra-structure (reproducibility thfe compromise)

The reproducibility of the compromise for the sias can be represented for species
(Figure 5-B) and for dates (Figure 5-A). It alloth& discussion about the spatial evolution of
species-dates links (internal typology for each-sw#irix). To do that, the lines (Figure 5-A)
and the columns (Figure 5-B), from the separatealyaes of each sub-matrix, have been
projected on the first plane of the compromise.sehgrojections confirm that the analysis is
centered on the station sub-matrices H, N and aumsx the general pattern for the distribution

of the points for the dates and for the speciés &cordance with the pattern pointed out by
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the compromise. This observation implies that theeze only a few differences between
seasonal changes in the composition of the phyt@ma community between these three
stations and the compromise. Moreover, this corsfithe information given by the elevated
values of thay and the Cos2. On the contrary, the general patteserved for stations K, J
and G concerning the distributions of the datestardspecies differed from the distribution
obtained with the compromise. In fact, they hadrtbe/n structure compared to the other
three stations. The projection of the sampling slatethe axes of the compromise for each of
these three stations revealed a distribution thed different from the compromise’s one,
indicating that the phytoplankton community hadoitgn seasonal dynamics in the stations K,
J and G. Finally, the species distribution as alevltbffered from the distribution of the
species on the compromise indicating that spediesgity was not the same in these three

stations.
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Figure 5 Analysis of the reproducibility of the compromisteucture: A- Multiwindowed projection
(by station) of rows (dates) on the first plan¢h&f compromise. B- Multiwindowed projection (by
station) of columns (species) on the first planthefcompromise.
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Discussion

According to the PEG-model (Sommetr al. 1986), some basic trends of planktonic
succession in lakes are well-known. This can batedlto a variety of different factors such
as the trophic status, the hydrological regime, riflative importance of the heterotrophic
compartment to name only a few. The overridingedldhces between lakes and reservoirs
relate mainly to hydrography and to the hydraukchenges (Reynolds 1999). For example,
the Reservoir Marne is prone to important levettihiations along the year, and the water
residence time is short (between 1 and 12 montiperdéng on the sampling station).
Consequently, stratification in this reservoir Bsant or very weak and this is likely to have
an impact on phytoplankton composition in selecforgspecies that are more or less tolerant

to mixing.

Seasonal dynamics of the phytoplankton community

The early spring assemblage was judged exclusibglyhe species represented in
2006, because no sampling was carried out in M20€IT. The species present in April 2007
were dominated by species of spring and early surageording to the vectorial coordinates
on the second axis. In March and April 200Byrosigma acuminatunand Nitzschia
acicularis were the two main Diatoms. The PEG-model generslithat small centric
Diatoms often develop in early spring (Somraeal. 1986) but some authors have observed
that large pennate diatoms can make a significantribution to the biovolume of the
phytoplankton community during this period in riggLelandet al 2001; Haet al 2002),
ponds (Rojcet al 2000) or estuaries (R@t al 1996). In fact, these species, often considered
as “R” strategists, have low nutrients requiremgi@sme 1979; Reynolds 1988; Padisak
2004). Moreover, they can live in strong-flowingtess that come from the rivers that feed
the reservoir and consequently rely on physicatupeations to remain in suspension. The
physical mixing in the upper lit layers is essdntiathe continued suspension of non-motile
species with no other means of offsetting a comstandency to sink. In addition, the
coexistence of large diatoms and small chloroceschlas been observed in the eutrophic
temperate lake Vechten (Holland) (Gulati & Parm&2)%and two shallow lakes with a weak
stratification, Lake Tjeukemeer (Holland) (Gulati Rarma 1982) and Lake Heimdalsv
(Norway) (Larssoret al. 1978). This could confirm the importance of smaldetermined

Chlorophytes during this period, i.e. cosmopolsggecies growing fast.
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An assemblage of several speci@infbryon sertularia Fragilaria crotonensis
Cyclotella bodanica Gymnodinium helveticumand Cryptomonas rostratiform)s
characterized the 2006 and 2007 spring and earfyrgr periods (negative part of the first
axis and positive part of the second ax@@yptomonaspp are considered to be fast-growing
and opportunistic species and they are known tpdseof the key species that establish and
infest the water systems in spring (Sommer 198%akse small species are generally
considered as “C” strategists (competitive speciesthey need high resources and energy)
with high intrinsic growth rates and high metabdictivity (Grime 1979; Reynolds 1988;
Padisak 2004). They also benefit from high conegimins of nutrients and low grazing
pressure. In addition, Diatoms such FEsgilaria crotonensiscan be associated with the
beginning of the summer period in shallow tempelaites with a mesotrophic status (Yang
et al. 1996). According to Vollenweider & Kerekes (1982 trophic status of the Reservoir
Marne can thus be considered as mesotrophic fot ofoés capacity (stations H, I, N, J)
whereas the stations K and G seem more eutrophiad€T). Thus, it is not surprising to find
this Diatom in the reservoir during this period thle sampling season. In addition, the
dependence upon physical mixing is strongly apgar@quiring a continuous or semi-
continuous mixed layer of 2-3 m in thickness. Dmaso can also be associated with
Desmidiates (Townsend & Luong-Van 1998; Watanabeal. 2000; Negroet al. 2003).
Gymnodinium helveticumhas never been identified witkragilaria crotonensis and
Cyclotella bodanicabut it has been shown that Desmidiates can be mmotess abundant
than Diatoms in this kind of associations (Reynatisal. 2002). MoreoverG. helveticum
seems to present its maximum development in spdmgng the decline of the Diatom bloom
whereas in summer, the species is almost complabslgnt from the epilimnion and occupies
the meta- and hypolimnion (Wille & Hofmann 1991)heh, we can see th&inobryon
sertulariawas a summer species. This species is often foundtrient-rich water systems
and the position of this species in the springyeatdmmer period can be viewed as a
transition through a mature summer assemblage tedbercomposed of Chrysophytes
(Barbiero & McNair 1996; Cleggt al. 2003). In factDinobryonspp. Dinobryon bavaricum
D. socialevar stipitatum D. elegantissimuiy often defined as “S” strategists, appeared as
typical summer members of the plankton communitsifive part of the second axis). These
species are obligate G@sers, their sensitivity to enrichment and reatabsence in high-
alkalinity waters is down to difficulties of carb@tquisition (Reynoldst al. 2002; Padisak

2004). On the contrary, species likmsmariumsp. tend to be present in more eutrophic
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waters (Spijkerman & Coesel 1996; Stamenkovic & j&vi2008). Surprisingly, the
dinoflagellatePeridinium aciculiferumseemed to be one of the species characterizing the
positive part of the second axis that representectarly summer 2006. This species is known
to be present in winter plankton for a short tirrel{ruary-March) and it can be a dominant
species in March. A possible explanation for timsoherence can rely on a mistake in the
identification. In fact, soméeridinium aciculiferummorphotypes could be confused with
somePeridinium umbonaturmorphotypes (Popovsky & Pfiester 1990). The siwge of the
former can fit into the size range of the latteroribver, as plates are not always visible on
samples preserved in Lugol’'s lodine solution anidespcan be located at the same place in
both species, it might be possible that we idesdifPeridinium aciculiferuminstead of
Peridinium umbonatumLike Peridinium willej this species is actually considered as a
cosmopolitan species living in water systems frdigotrophic to mesotrophic status and
whose abundances can be high in all seasons (RHgp&v®fiester 1990; Lewis & Dodge
2002). Concerning’hacotus lendnerihigh abundances have been found in summer in Lake
Geneva (Annevilleet al. 2002) leading to bloom formation in some caseudgBizet al.
2008). In addition, this species is widely disttda all year long, growing in waters whose
temperature fluctuates from 15 to 25°C and whosehic status varies from oligo- to
hypertrophic water systems (Schlegehl. 1998). Given the high mean temperatures found in
the Reservoir Marne as well as the mean TP corateris (Table 1), the results obtained in
our study are consistent with what has been foonmevious studies.

Finally, the phytoplankton dynamics during late suen and early autumn showed
that different species with various ecological tetigges share the same habitat (positive part of
the first axis) and are the main contributors te thhytoplankton biovolume. This is in
agreement with the PEG-model that describes th@sahsuccession of algae and insists on
the development of a rich summer algal growth tgbifor nutrient-rich water systems
(Sommeret al. 1986). In fact, colonial Chlorophytes and Cryptgiels often form the
dominants in the summer phytoplankton. These latgal species have a slower growth rate
than small ones that have short generation timeeftleeless, they present an exponential
increase within a few days (Somnedral. 1986). Most of these species are characteristics o
shallow, enriched lakes (Reynolés al. 2002) and are found in summer in Lake Geneva
(Anneville et al. 2002). Then, in late summer and early autumn,raéwtasses of algae can
be represented in the phytoplankton community.tKfsall, Cyanobacteria are the typical

phytoplankton dominants of all lakes with rich suerralgal growth. Species identified in the
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Reservoir Marne were both filamentouwBlgnktothrix agardhij Aphanizomenon sppand
colonial Woronichinia naegeliana These specialized species are often of largeveith low
surface to volume ratios. In addition, they aresgrtolerant species with special adaptations
such as the ability to utilize organic resourcedostore nutrients (Reynolds al. 2002).
Their main selective advantage is their high rasist to grazing because of their size, their
high resistance to sedimentation due to their mytr buoyancy and their ability to migrate
vertically (Muret al 1999). Sometimes, they can be accompanied byflagellates but this
was not observed in the Reservoir Marne. Latermothé early autumn period, Desmidiates
appear. The three species identifi@logterium aciculareClosterium acutunvar variabile
and Staurastrumsp) are generally found in nutrient-rich watertegss and their growth is
known to be favored when the water column is mixestead of being stratified. Then,
despite the lack of information on Euglenoids ie #EG model, it is well known that these
cosmopolitan species occur in shallow, nutrient-sgstems when mixing process increases
due to changes in wind velocity during summer aadyeautumn (Samuels & Mason 1997;
Celik & Ongun 2006). As the Reservoir Marne is ghly exposed water mass, this results in
nutrient replenishment available for the Euglenogtewth. To finish, we can mention, as it
was done in Reynoldst al. (2002), that some water systems can support #igal which
have not been well characterized. Several functigraips can be mixed as it is the case for
the positive part of the first axis. As an examphe can find, in shallow and enriched
systems, species of groups D (Diatoms),SéefiedesmusPediastrum Coelastrun), X1
(Chlorella, Ankyrg Monoraphidium Golenkinig Treubarig, Y (Cryptomonas and W
(Euglenoids, Chrysophytes, Desmidiates) all toge{s®e Reynold®t al. 2002 for more
details).

Differences between the two sampling years fotateesummer-early autumn period:

the importance of the third axis of the compromise

As presented in the results, the third axis clesefyarated the 2006 late summer-early
autumn period from the 2007 one. In 2006, undeteethspherical Cyanobacteria contributed
to a great part of the biovolume. These Cyanobiactme assumed to be isolated cells of
Microcystis aeruginosdecause of their size, their shape and their pigatien. Generally,
these algae are found in the colonial form but ampdes are preserved in Lugol’s lodine
solution, it might be possible that they were brok&his alga is one of the most widely

reported, and typically forms blooms that may mtréhroughout the summer in enriched
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lakes (Mur et al 1999). The other algae that characterized thisogewere also
Cyanobacteria, in the colonial Woronichinia naegeliana or filamentous form
(Aphanizomenon flos-aquadlanktothrix agardhii and Pseudanabaena limneticaW.
naegelianacan also contribute to a great part of the cyacigal biovolume during the end
of summer in mesotrophic lakes but is rarely a megmponent of blooms (Reynolés al.
2002). The autumnal assemblage also included fittous Cyanobacteria and a filamentous
Chlorophyte,Mougeotia gracillima whose morphological and functional properties enak
them close to K-selected species (i.e. they gromwlsl but can better exploit scarce
resources). The heterocysteous Cyanobact&ridlos-aquag a dinitrogen-fixing species
(tolerant to low nitrogen concentrations in the avats often found in eutrophic systems and
can form dense blooms in temperate zones. Thiscisagacteristic species of the autumnal
period in Lake Geneva (Annevillet al. 2002). P. agardhii and P. limnetica are two
photoadapting solitary filamentous Cyanobacteranfrthe so-called functional group “S1”
(Reynoldset al. 2002). They are commonly found among enrichedpsag and generally
shallow lakes at most latitudes, where they caifre$p monocultural populations persisting
throughout the year. Another distinctive Chloroghyitreubaria triappendiculatapart of the
group “J” (mainly non gelatinous, non-motile Chlooacales) (Reynoldst al. 2002) have the
characteristics to be prominent in shallow, highahyiched systems and completed the list of
the different species that characterize the 20@6dammer-early autumn assemblage. As we
can see, all these species are found in nutrigmetewater systems and this is in agreement
with the mesotrophic status of the Reservoir Mavhese annual mean TP concentrations are
between 15 and 40 [i§ depending on the stations.

Then, the 2007 species that are at the oppositeeo?006 species belong to several
classes. The large DiatonRhijzosolenia longisetd&unotia spandAcanthoceras zachariasii
as well asfAsterionella formospgenerally started to develop in early summeparallel with
the development of the early-summer species. Sineg are better adapted for autumnal
conditions (deepening of the mixed layer, decrepsertical temperature gradient and light
intensity), they become dominant in late summer amdimn. Diatoms become increasingly
important as autumn progresses and the commuriitg $t the winter species. In addition,
elevated silicate concentrations can contribut®istoms growth (Sommer 1985b). In fact,
during mixing process at the end of summer andbtbginning of autumn, Diatoms can
become dominant because dissolved silicate ismegpled from deeper water. Some authors

also suggest that the Diatoms growing at the ersligfmer are those who required important
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nutrient concentrations (Miyajimet al. 1994; Benson-Evaret al 1999; Heo & Kim 2004).
However, some others pointed out that the mixedewalstem in autumn decreases
competition for nutrients and leads to a shift igaa with progressively lower light
requirements (Sommaeat al. 1986; Reynolds 1987; Reynolds 1999). The auturspaties
replacements can thus be understood as a sequespecies with increasingly lower light
requirements. Therefore, direct physiological éffeaf temperature and sedimentation should
play less of a role than traditionally assumed. AmdChlorophytes, small unicellular
(undetermined Chlorophytes an&chroederia setigeja and colonial $cenedesmus
longispinusand Micractinium pusillunmy species have been identified to be characteristic
the 2007 late summer period. They are non flageHdad non motile species, thus favored by
water column mixing. Moreover, these colonial speqossess spines that can be considered
as a way to resist against predation.

The colonial CyanobacteriuMicrocystis aeruginosaould be characteristic of thé& 7
August 2007. It is well-known that today’s popubets are not the product of today’s
conditions and the responses always lag by dayls)(te weeks (populations). In the present
study, the weeks preceding the beginning of Augussented some specific features related
to meteorological conditions. In fact, previous w&aevere hot and well-insolated but they
were also the windiest. Consequently, the watewrnalwas not stratified during this period
even though this species generally develops irtifstch water layers. Thus, it might be
possible that the windy conditions associated witle shallow depth suspended the
Microcystis colonies that were detectable and presented asmtet biovolume during this
period.

Part of the explanation for the differences betwéled two years can rely on
meteorological conditions. Summer 2006 was hotsdmidny whereas summer 2007 was cool
and windy. In September 2006, the phytoplankton roamity was still a late summer
community whereas in 2007, the phytoplankton comijposturned to an autumn community
much more rapidly. The"™ August 2007 could be the turning date to autumoabse
Microcystis aeruginosas often considered as an early autumn bloomiregisg. Then, the
following dates are more associated with a lateurant community composed of large
Diatoms, small opportunistic Chlorophytes and Cbpyg/tes rather than a late summer one.
Moreover, the bad meteorological conditions andstheng wind exposure could also explain
that Cyanobacteria were not characteristic of tB@72sampling year whereas in 2006,

conditions were quiet, with low turbulence due atnt winds and high irradiance that favored
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their growth. All these results highlight also tlRayears is a minimal duration for ecosystem

water quality survey.

Stations K, J, G versus the others and identificatf a reference station

One of the great interests of the statistical nettheed here relied on the possibility to
identify the stations that represented with the hamsuracy the situation described by the
compromise and consequently to point up a potenedérence station after having
extensively sampled the water system. We assuméhibas of particular relevance for water
managers to define an adequate sampling stratetyplan accurate management policy. As
presented in the results, the stations H, N andrevgood candidates as reference stations for
the whole reservoir whereas the stations K, J andeB more atypical with their own
seasonal trends in phytoplankton composition. Samwvekhis agrees with the fact that K and
J are located in two closed basins that are necthyr connected to the main reservoir. The
station J could be viewed as a mesotrophic statioereas the station K could be an eutrophic
station, with elevated annual mean TP andactbncentrations agreed with. In fact, the latter
receives polluted water from a small stream whogghic status is hypereutrophic and causes
the development of invasive algae. The station @I$® a nutrient-rich station, with an
elevated annual mean TP concentration, that rexeiaer from two feeding channels.
Historically, the basin including the station G vihe Reservoir Marne in itself, inaugurated
in 1938. Then, in 1974, it was enlarged to allow $torage of larger volumes of water. This
station, in turn, could be regarded as the feeditsjion of the reservoir because it
communicates with the stations H, N and | that @ag of the extended reservoir. Those
stations, as they are quite identical to the sedgsoends and the phytoplankton distribution
on the compromise could be considered as refergilatiens. Strictly regarding the values of
the Cos?, the station H can be proposed as theenefe station to chose for water quality
survey of this short-time water residence ecosystéenertheless, this does not mean that the
other stations are not important or interestingaorecological perspective. Typically, as the
stations K and J are the places for recreatiortalities, they should be taken into account in
the sampling strategy and be at the center of theerwmanagers’ interests, especially
regarding the cyanobacterial risk in summer. Tlati®st G, as it is the receptacle of water
from the channels and consequently the rivers ManteBlaise, could also be an important
station to sample and monitor, for the same re#isam above.
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Conclusion

The PTA revealed three key sampling periods witpeiated key species, the first
one corresponding to early spring, the second orspiing-early summer and the last one to
late summer-early autumn which is in agreement wiita PEG-model. Moreover, four
stations could be chosen for the survey of thervegewater quality, the station H as the
reference and stations K, J and G for their owrcifpgy. This is particularly important to
define the best sampling strategy protocol for watanagers in the context of the European
WFD. With this objective in mind, the PTA appeassavery relevant tool to determine a
valid strategy to operate. Most of the water magessess huge phytoplankton datasets and
this kind of statistical technique should consétan interesting tool for the choice of a
representative management strategy. It will beiqadarly useful for managers who now,
more than ever, require decision support to detegnaidequate policy, i.e. priorities and

actions to carry out.
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3. Variables environnementales associées a la dynigme phytoplancton du réservoir

Marne a la station de référence : étude exploratoe
Article en préparation
Anne ROLLAND", Stéphan JACQUET

LINRA, UMR 42 (CARRTEL), Station d’Hydrobiologie Lastre, 74203 Thonon-les-Bains

cedex, France

Résumeé

Les variations saisonnieres dans la structure plapctonique des lacs naturels de
climat tempéré suivent généralement un schéma dssezconnu tel que décrit dans le
modele PEG par Sommaeat al. (1986). Cependant, pour les réservoirs, les cimdit
hydrologiques peuvent largement influencer cetteadyique saisonniere. Durant I'année
2007, nous avons mesuré un certain nombre de iesiabnvironnementales d’ordre
physique, chimique et biologique et nous avons tifiéncelles qui étaient associées a la
dynamique du réservoir Marne et du phytoplanctda atation de référence. Nos résultats
montrent que les variables qui étaient associéda dynamique du systeme et de la
communauté phytoplanctonique étaient différentégnskes périodes de I'année 2007. Au
début du printemps, les concentrations de nitralegées et les forts débits entrants étaient
associés au début de la croissance du phytoplangiorprintemps et au début de l'été,
'augmentation du biovolume phytoplanctonique ét@sociée a la diminution de la silice
dissoute, utilisée par les chrysophycées. En pki® on observait les biovolumes
phytoplanctoniques maximaux, en lien avec les $otempératures. Cette méme période
révélait également des corrélations significatieesre les fortes concentrations en ahl
bactéries hétérotrophes et certains virus aux pd#ors de 6 et 8 m. Finalement, la fin de
I'été et le début de 'automne étaient caracténm¥sun deébit sortant important dans le canal
Marne et des concentrations d’orthophosphates i@p@s, probablement du a une
intensification de la dégradation de la matiereanrgue.
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Introduction

Les communautés phytoplanctoniques présententhdggyements significatifs durant
'année, en terme de biomasse et de compositios. €@@angements que l'on appelle
eégalement « successions saisonnieres » refletent medifications intra-annuelles des
conditions environnementales. Les variations saigwas dans la structure phytoplanctonique
des lacs naturels de climat tempéré suivent géréeait un schéma assez bien connu tel que
décrit dans le modele PEG (Sommeeral. 1986) (voir introduction générale). Les variations
saisonnieres du phytoplancton dans ces lacs sdetrfent associées au cycle annuel de la
température, a la stratification thermique, a laniere (en quantité et qualité), aux
concentrations des nutriments, au broutage et aasiiame. Les variations dans les
conditions hydrologiques sont également importamegpeuvent largement influencer la
dynamique saisonniére (Fabbro et Duivenvoorden P80iditerannuelle (Zoharst al. 1996 ;
Hambright et Zohary 2000 ; Krudt al. 2002 ; Roelkeet al. 2004) du phytoplancton pour les
réservoirs et les lacs peu profonds. En effet, demséservoirs peu profonds, la dynamique
irréguliere des flux entrants et sortants est cenpaur altérer de facon prononcée les
conditions environnementales pour les communautigbes. Il en va de méme pour les
fluctuations dans la direction et la force du vgui peuvent déstabiliser la colonne d’'eau et
par voie de conséquence influencer la distributiorizontale et/ou verticale du phyto- et du
zooplancton (Straskraba 2005).

D’aprés Kimmelet al. (1990), un réservoir peut étre vu comme un lag dggnamique
dans lequel une portion significative de son voluymosséderait des caractéristiques et des
fonctions biologiques d’une riviere. Souvent, latfpm riveraine des réservoirs fonctionne de
la méme maniéere que des rivieres larges et turldes lesquelles la turbulence, l'instabilité
des sédiments, la grande turbidité, la réductionladdumiere disponible diminuent la
photosynthese malgré une grande disponibilité sents nutritifs. Dans la portion lacustre
(pélagique) des réservoirs, la succession des coumés phytoplanctoniques peut étre assez
similaire a celle trouvée dans les lacs naturetpe@dant, la fréquence des perturbations est
plus élevée dans les réservoirs que dans lesdaes,des changements rapides et irréguliers
dans le niveau, la turbidité et le brassage dellanoe d’eau. Par conséquent, il est fréquent
que la périodicité et la succession du phytoplanctoient perturbées par I'absence de
stratification et par les charges de matieres etgsadans le réservoir qui augmentent la

turbidité de l'eau. Par ailleurs, lors de condifiommés venteuses, la colonne d'eau d'un
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réservoir peu profond étant brassée, les sédinsams mis en suspension du fond vers la
surface. Ces derniers prennent ainsi part aux éelsaphysiques de matieres, qui incluent le
phytoplancton et les détritus. Cette re-suspendggsmicroorganismes et des particules réduit
la pénétration de la lumiere pendant un laps d@sesuffisant pour freiner la reproduction du
phytoplancton, ce qui entraine des oscillationsbidenasse dans le réservoir (Gagtsal.
1992 ; Wetzel 2001).

Les variations des débits entrants et sortantsiénftent non seulement la turbidité
mais également la disponibilité en nutriments cqgutgarfois masquer I'importance d’autres
facteurs de régulation de la communauté phytopbagie dans les réservoirs notamment la
lumiere qui est un facteur de contréle importantadproductivité de ces milieux et qui peut
devenir limitant lors de forts apports en matierganique dissoute. Un des derniers facteurs
important dans le contrdle de la dynamique du giigtacton est le temps de résidence de
'eau (Straskraba 2005). Les algues vertes et la®rdées planctoniques sont souvent
dominantes en été durant les périodes de faibleypsede résidence tandis que les
cyanobactéries ont besoin de milieux plus staldletemps de résidence plus long (Padisak
2004). Ainsi, les communautés phytoplanctoniquesrdservoirs sont souvent perturbées ce
qui tend a augmenter la diversité de la communawvtee le développement d’especes a
stratégie-r qui ont une croissance tres rapideoat sonstamment renouvelées (Reynolds
1999).

Comme nous l'avons vu dans l'article précédent,snavons identifié la station H
comme la station de référence potentielle du réserg’est a dire celle qui représenterait le
mieux le réservoir Marne dans son ensemble. Noéseptons donc, pour cette station,
certaines des variables environnementales d’ordysigue, chimique et biologique que nous
avons mesurées au cours des deux années dédrardidie (2006-2007) et tentons
d’identifier celles qui étaient associées a la dyigme du réservoir Marne et du

phytoplancton en particulier.

163



CHAPITRE Il : Résultats

Matériel et Méthodes

Site d’étude

Le réservoir Marne est composé de deux lacs. LEkmmpaubert (surface : 0,5 kmz,
profondeur moyenne : 4 m) recoit les eaux desragiéMarne et Blaise via deux canaux
d’amenée tandis que le lac du Der (surface : 45 profondeur moyenne : 8 m) abrite les
canaux de restitution dont le principal est le taterestitution en Marne qui est situé a
I'extréme ouest du réservoir. Le temps de résideleseeaux varie entre les deux bassins. I
est en moyenne de 5-6 mois dans le lac du Der etoites d’1 mois pour le lac Champaubert.
La station H de référence est la station la plosgmde (profondeur maximale : environ 15 m)
et elle est situé au sud du lac du Der (voir intaithn générale pour plus de détails).

Stratégie d’échantillonnage

Les échantillons d’eau ont été prélevés avec undeble de Van Dorn durant 2
années, entre mars et septembre 2006 et entreetg@iptembre 2007. En mars et avril, les
échantillons ont été collectés une seule fois ajaesles mois suivants, ils ont été prélevés 2
fois. Par ailleurs, en mars, avril, mai et septeambin prélevement a 3 m a été réalisé alors
gu’en juin, juillet et aodt, trois profondeurs oété échantillonnées a 3, 6 et 8 m. Ces
échantillons ont servi au dosage de certains él&merritifs, au comptage du phytoplancton
et a la détermination des abondances bactérienvieakt. Des prélévements ont également
été realisés au moyen d’une boite de 30 litres ateerfabrication, basée sur le modéle de
Schindler-Palatas, pour apprécier aux différentefopdeurs I'abondance et la structure de la
communauté zooplanctonique. Au moment du rendwedaport, ces données n’étaient pas

encore disponibles.

Parameétres mesurés

La température, I'oxygene dissous, le pH ont étéurés tous les métres le long de la
colonne d’eau avec une sonde multiparamétrique2UHdriba) et la turbidité a été mesurée
a des profondeurs discretes grace a un turbidinfétmd 355 IR/T, WTW). La transparence a
éte déterminée a l'aide d’un disque de Secchi.llebraent, I'intensité lumineuse (radiations
photosynthétiquement actives « PAR ») a été mesauseles 50 cm avec une sonde LI-COR
immergeable (LI-192SA, Biosciences) reli€é a un gisteeur de données (LI-1400,
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Biosciences). La profondeur de la zone euphotigiig) €tait considérée comme étant la
profondeur a laguelle on retrouvait 1% de l'intédsiimineuse de surface.

Les analyses de phosphore total (PT), d’orthophatssh(P@"), d'azote total (NT),
de nitrates (N@), d’'ammonium (NH") et de silice (Sig) ont été réalisées au laboratoire de
chimie de I'INRA de Thonon-les-Bains en suivant deethodes standards dont les
procédures analytiques, les limites de détectida ptécision des analyses sont décrites dans
le recueil des normes francgaises (AFNOR 1997).

La chlorophyllea a été déterminée par spectrophotométrie (Loret®&7, AFNOR
1999) apres filtration sur des filtres en fibre \w&re de type GF/F (porosité 0,7 um) et
extraction dans I'acétone (voir chapitre 1l). Ceslgises ont été réalisées par le laboratoire de
chimie de I'Institution « Les Grands lacs de Seinées matiéres en suspensions (MES) ont
eégalement été mesurees par I'Institution en suileantéthode de filtration sur filtre en fibres
de verre de 'AFNOR (NF EN 872) décrite dans leuskcdes normes francaises (AFNOR
1997).

Les abondances bactériennes (bactéries hétérofopheirales ont été déterminées
en utilisant un cytometre en flux de type FACSQalifBecton Dickinson) équipé d’'un laser
fournissant 15 mW a 488 nm. Les échantillons déstau comptage des virus ont été fixés au
glutaraldéhyde (concentration finale 0,5%, gradddrck) pendant 30 min a I'obscurité, puis
dilués dans du tampon TE filtré sur 0,02 um (0.1 mf4-HCL and 1 mM EDTA, pH 8) et
enfin incubés avec du SYBR Green | (& une concémréinale de 5 x 18 par rapport & la
solution mere ; Molecular Probes) pendant 5 minatemmpérature ambiante puis pendant 10
minutes a 75°C et enfin a nouveau pendant 5 minaitks température de la piéce avant
analyse (d’apres Brussaard 2004 et modifié paruddcdans Personniet al. 2009). Les
comptages de bactéries hétérotrophes ont étééealis des échantillons qui ont également
ete fixés au glutaraldéhyde (concentration final%) pendant 30 minutes mais les
échantillons ont été dilués dans des échantilloesuddu réservoir filtrés sur 0,02 um, puis
incubés avec du SYBR Green | (dilution“6e la solution stock commerciale) pendant 15
minutes. Les fichiers obtenus ont été transfér@malysés en utilisant le logiciel CYTOWIN
(Vaulot 1989).

Finalement, les déterminations phytoplanctoniques @été realisées sur des
échantillons préservés avec du lugol (Throndser819#&s cellules algales ont été comptées
sur un microscope inversé Zeiss Axiovert 135 aescmhéthodes préconisées par Lenal.

(1958) et actuellement en cours de normalisationiagau national (Laplace-Treytuet al.
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2008). Les comptages, incluant les formes colosialeflamenteuses, ont été réalisés en
énumérant les cellules. Les biovolumes totaux tintélculés a partir des abondances totales
et les biovolumes spécifiques ont été détermingaréir de formes géométriqgues simples
présentées dans Hillebraptal. (1999). La classification taxonomique a été renpossible
grace a une vaste littérature présente a la StitieA d’'Hydrobiologie Lacustre de Thonon-

les-Bains.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques utilisées dans cettee éutl été de plusieurs types. Tout
d’abord, une analyse de variance (ANOVA) a 1 fac{puwfondeur) nous a permis de tester
s'il y avait une différence significative entre lgofondeurs échantillonnées pour chacune des
variables d’intérét afin de voir s’il était posgbtie combiner toutes nos données pour la
station H. Par la suite, nous avons realisé undysmaen composantes principales afin
d’identifier les variables qui étaient liées ergties et/ou au biovolume phytoplanctonique ou
qui évoluait de la méme maniére ou de facon caetr&inalement, afin de valider les liens
entre ces variables, nous avons réalisé des dooredadeux a deux afin de mettre en évidence

la force des relations.
Résultats

Hydrologie du Réservoir Marne

Les conditions hydrologiques ont varié au coursdias< périodes d’échantillonnage.
Comme nous pouvons le voir sur la Figure 6, laérviMarne est la principale source
d’alimentation du réservoir puisque les débits amts dans le réservoir ont atteint 96sth
alors que ceux provenant de la riviére Blaise Btaé@l maximum de 12,6 8. De facon
générale, les débits entrants dans le réservoindlant été plus élevés en 2006 qu’en 2007,
suggérant que 2007 a été une année plus sechbelBarant, les débits sortants en 2006 ont
été beaucoup moins élevés qu’en 2007 (débits semaamximaux dans la riviere Marne de 35
m*s? et 38 nis' en 2006 et 2007 respectivement). Par conséquemtapacité totale du
réservoir a été significativement plus faible er02q292 Mni) qu'en 2006 (345 MH).
D’autre part, les forts débits entrants ont étéeold&s en hiver et au printemps alors que les
forts débits sortants ont été enregistrés en ég atitomne.
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Figure 6 Variations saisonniéres des débits entrants &trgsr(Marne et Blaise) ainsi que de la
capacité totale du réservoir Marne pour les anBées et 2007

Caractérisation de la colonne d’eau

Durant I'année 2006, nous avons pu observer uadf&ation de la colonne d’eau de
fin juin & début aolt, les températures passar?dd€ en moyenne a la surface a environ
16°C a 50 cm au dessus des sédiments. Par contentd’année 2007, les épisodes de
stratification de la colonne d’eau ont été beaugolug sporadiques et moins prononcés. Au
début du mois de juin, la température de la coloieau était de 23°C en surface et de
16,5°C au dessus des sédiments tandis qu’a laufimals d’aolt, la température de surface
était de 20°C et celle du fond de 16°C.

Les plus faibles transparences (1,5 et 1,9 m enemy en 2006 et 2007) ont été
enregistrées durant les mois d’ao(t et de septeaibre que les plus fortes transparences ont
été mesurées au début du printemps en avril (7 magenne) pour les deux années. Ainsi, il
n'était pas rare que toute la hauteur de la colabe&u soit équivalente a la zone euphotique,
le niveau du réservoir baissant lorsque les traesgas les plus faibles étaient retrouvées. Par
contre, les profils de lumiere ont révélé de fagénérale une grande instabilité des valeurs
pour une méme profondeur, I'instrument de mesut€EQR) étant tres sensible au moindre
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changement de luminosité a I'extérieur (nuagedasearde I'eau agitée). De facon globale,
nous avons constaté que la profondeur de la zopleo&que, calculée a I'aide des valeurs
obtenues avec la sonde LI-COR, oscillait entre B3etn ce qui correspondait effectivement &
la hauteur de la colonne d’eau, de la surface & Inlau dessus des sédiments selon le niveau
du réservoir au moment des mesures. Par ailleessydleurs de profondeurs de la zone
euphotique calculées avec les données de la sdfd®R corroboraient avec celles obtenues
avec le disque de Secchi (2,5 x profondeur de $ecch

Le pH moyen observé dans les 3 premiers metrea delbnne d’eau présentait un
caractére legerement basique (8,2 en moyenne psutdux années). Etant donné la faible
stratification de la colonne d’eau, peu de difféesont été identifiées entre la surface et le
fond. On constatait cependant une augmentatiortda fa fin des mois de juin 2006 et 2007
(9,9 en 2006 et 9,6 an 2007 a 1 m de profondeudnetdiminution du pH le long de la
colonne d’eau, ce dernier atteignant 7,5 en juid62& 7,7 en juin 2007 a 50 cm au dessus du
fond du réservoir.

Les concentrations d’oxygéne dissous variaient 8% mg.[* en moyenne pour les
deux années. Comme pour le pH, peu de difféerentedt® mises en évidence entre la surface
et le fond du réservoir excepté en été ou on powserver des differences de plus de deux
mgL™. Par exemple, a la fin des mois de juin 2006 672@es concentrations variant de 7,5
a 53 md." et de 8,4 a 6,3 mg" respectivement le long de la colonne d’eau ont été
mesurées. Il en va était méme pour les mois d’2006 et 2007 ou des concentrations variant
de 8,8 &4 6,2 mg™* entre la surface et le fond de la colonne d’eauétih observées au cours

des deux années.
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Variations annuelles des variables chimiques

Seules les données analysées par I'INRA pour l'arB@®7 ont pu étre considérées ;
celles analysées en 2006 par le laboratoire de i€denl'lIBRBS étant inexploitables.

La concentration moyenne des orthophosphates neesuBém variait entre 1 et 16
ng.L* au cours de I'année 2007 (Figure 7). La conceatrahinimale a été mesurée au début
du mois de juin alors que la concentration maxiniial&té au début du mois de septembre.
Durant la période estivale, les concentrationséimophosphates ne variaient pas en fonction
de la profondeur puisque les 3 courbes (3 m, 6 m,) &taient quasiment superposées. De

plus, le test ANOVA nous a confirmé qu’il n’y avaias de différence significative entre les
profondeurs (p = 0,638).
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Figure 7 Evolution de la concentration des orthophosph@€s”) au cours de I'année 2007 aux trois
profondeurs échantillonnées (3 m, 6 m et 8 m)

Les dynamiques des nitrates (et de 'ammonium (NH) étaient différentes au
cours de l'année 2007 (Figure 8). Tandis que lex@atrations de nitrates n’ont cessé de
diminuer tout au long de la période d'échantillogmdde 3,41 mg™ en avril & 0,49 myg™
en septembre a une profondeur de 3 m), les comtiems d’ammonium ont révélé une
évolution temporelle un peu plus chaotique. Entgffes derniéres diminuaient entre avril et
juin (de 32 pd-" a 4 pd-Y) puis étaient caractérisées par une légére augtienen juillet
pour atteindre un maximum en aoit ol des concémmde 61 pg™ ont été mesurées.

Finalement, les concentrations ont ensuite dimijuéqu'a la fin de la période
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d’échantillonnage (fin septembre). Par ailleursjyaamique des nitrates était la méme entre
les trois profondeurs échantillonnées pour la piériestivale (p = 0,885) alors qu’elle était
différente a la surface (3 m) et plus profondénuarts la colonne d’'eau (6 m et 8 m) pour
'ammonium. Cependant, TANOVA a critere de clagsfion pratiquée sur les données

estivales n’a pas révélé, la encore, de différsig@ficative entre les profondeurs (p = 0,93).
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Figure 8 Evolution de la concentration des nitrates ¢lét de I'ammonium (N&f) au cours de
I'année 2007 aux trois profondeurs échantillonr{8es, 6 m et 8 m)

La dynamique de la silice au cours de la périoéeltintillonnage présentait plusieurs
phases (Figure 9). Tout d’abord, une diminution c@scentrations entre avril et juin (de 2,5
mgL™ & 1,5 md.") était observée, puis une augmentation entre débuet fin juillet (de
1,5 & 2,47 mf§g™). Le mois d’ao(it était caractérisé par une chuteake de la concentration
de silice (de 2,47 & 0,22 rhg), les concentrations restant relativement bassemtle mois
de septembre (0,47 et 0,8 irig pour les deux derniers prélévements).
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Figure 9 Evolution de la concentration de la silice diseai8iQ) au cours de I'année 2007 aux trois
profondeurs échantillonnées (3 m, 6 m et 8 m)

Les dosages de matiéres en suspension (MES) etdesres de turbidité ont suivi la
méme dynamique au cours de l'année (Figure 10).bdakmnent, on observait une
augmentation des concentrations de ces deux pasesmgle 1 a 11 NTU [Nephelometric
Turbidity Unit]) pour la turbidité et de 3,6 & 2L pour les MES) au cours de la période
d’échantillonnage, allant de concert avec la diimudu volume d’eau dans le réservoir et
'augmentation des débits sortants au niveau desdéitution en Marne. Comme pour les
parametres chimiques précédemment cités, les @iftés entre les profondeurs n’étaient pas

significatives durant la période estivale (p = 0¢2® = 0,94 respectivement pour les MES et
la turbidité).
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Figure 10 Evolution de la concentration des MES et de Igitlité au cours de I'année 2007 et aux
trois profondeurs échantillonnées (3 m, 6 m et 8 m)

Variations annuelles des abondances bactériennesades

La cytométrie en flux a permis de discriminer jusg8l groupes de virus, caractérisés
par des fluorescences différentes du complexe ADINFant (Personnic 2007). Les valeurs
minimales de virus totaux ont été mesurées en(fyilc® et 7,210° partml™) tandis que les
valeurs maximales ont été observées en septemdre0(5et 6,410° partml™). L'allure des
courbes de I'évolution de I'abondance pour les dgroupes viraux principaux, VLP1 et
VLP2, était relativement similaire en 2006 et del®@07. On observait de fortes
concentrations au printemps et au début de I'autoetrdes concentrations plus faibles en été
pour I'année 2006 (Figure 11). Par contre, 'anB6887 a été caractérisée par de relatives
faibles concentrations printanieres, puis une augatien durant la période estivale. La
dynamique des VLP3 était beaucoup plus fluctudene2006, les concentrations au sortir de
I'hiver étaient élevées (environ1f® partml™). Puis elles chutaient au début du printemps
pour augmenter & nouveau durant le mois de julBil(®, partml™). Au cceur de I'été les
abondances diminuaient et ces derniéres redevémalativement élevées durant la fin de la
saison d’échantillonnage. En 2007, les oscillatidass le schéma de dynamique des VLP3
ont été importantes. On distinguait les plus fabédondances au début du mois de mai
(1,0210° partml™) et les plus fortes abondances & la fin du moissefgtembre (1;80°

partml™). Par ailleurs, les variations d’abondances eleseprofondeurs échantillonnées ont
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éte faibles et non significatives (p = 0,77 pow V.P1 ; p = 0,78 pour les VLP2 ; p = 0,76
pour les VLP3).

En ce qui concerne les bactéries hétérotrophesird-igjl), leur abondance était en
moyenne plus élevée en 2006 qu’en 2007. Les camtems maximales ont été mesurées a
la fin du mois de mai (4,10° cellulesml™) et au début du mois de septembre 20061@,7
cellulesml™) alors que pour I'année 2007, les concentratiorsximmales de bactéries
hétérotrophes ont été observées a la fin du mojgilliet et au début du mois de septembre
(2,510° cellulesml™ pour ces deux dates). Les concentrations minimajeant a elles, se
retrouvaient au début du mois de juillet 2006 ‘(@dcellulesml™) et au début du mois de
juin 2007 (0,68.0° cellulesml™). Aucune différence significative dans les abomgan

bactériennes n’a été trouvée entre les trois pdeors échantillonnées (p = 0,21).
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Variations annuelles des concentrations de chloytlpha et du biovolume

phytoplanctonique

Les résultats concernant la chlorophydleet le biovolume phytoplanctonique sont
présentés pour la profondeur de 3 m et durant jiété les profondeurs de 6 et 8 m bien que
comme pour les autres variables, le test ANOVA &rnitere de classification n’ait pas réveélé
de différence significative entre les trois profeads (p = 0,65 pour la chlorophylieet p =
0,22 pour le biovolume phytoplanctonique total)apés la Figure 12a, les concentrations de
chlorophyllea a 3 m au cours des deux périodes d’échantillonoageévelé une dynamique
qui suivait la variation de biovolume au cours dmps. On constate cependant un pic de
chlorophyllea (16,6 pd-™) qui a été mesuré au début du mois de mai 2066iet'était pas
associé a un biovolume phytoplanctonique élevénnéa 2007 a également été caractérisée
par un pic de chlorophylla (13,3 pd-™) mais en fin de période d'échantillonnage (fin
septembre) avec un biovolume phytoplanctonique faide qu’a certaines périodes ou les
biovolumes étaient du méme ordre de grandeur reaisdncentrations de chlorophydig@lus
faibles (début juillet et fin aolt 2007). Concernbas profondeurs de 6 et 8 m, on observait
un pic dans le biovolume phytoplanctonique trésdrant (2,9.0° pn*L™* &4 6 m et 3,80°
L™ & 8 m) a la fin du mois de juillet 2007 essergimknt composé de chlorophycées.

Concernant la dynamique des especes, le printeid@8 a8 été caractérisé par les
diatomées (Figure 12a). Puis, les chrysophycéestitmaient une grande part du biovolume
entre juin et fin juillet pour laisser la place atiorophycées en ao(t et septembre. L'année
2007 a été caractérisée par une arrivée plus ragéde chrysophycées dans le milieu
puisqu’elles constituaient une grande part du Hiowe dés le mois de mai 2007. Finalement,
I'été et 'automne 2007 ont été caractérisés paickdorophycées mais les desmidiacées, les
diatomées et les dinoflagellés constituaient egatgnune grande part du biovolume
phytoplanctonique total a ces périodes. De facaréigde, les cyanobactéries n'ont jamais
présenté un biovolume important durant les deuxesinl’échantillonnage, comparativement

aux biovolumes des autres classes phytoplanctonique
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Identification des variables liées a la dynamiquehdovolume phytoplanctonique du

réservoir Marne

Suite a l'analyse des différentes variables enviemnentales mesurées, nous avons
mis en évidence qu’il n'y avait pas de difféerenamn#icative entre les profondeurs. Ainsi,
nous avons rassemblé toutes ces données afintde dervisualiser d’éventuelles corrélations
entre les variables du milieu (abiotique et biod)gue biovolume phytoplanctonique total et
la chlorophyllea. Les résultats ne sont présentés que pour 'a206&. La Figure 13a
représente la projection des variables environné&ates) du biovolume phytoplanctonique et
de la chlorophyllea sur le cercle des corrélations tandis que la Eigly représente la
projection des individus (dates d’échantillonnagas) le premier plan factoriel, issue d’'une
analyse en composantes principales (ACP) normée résultats de cette analyse montrent
que 54% de l'inertie totale sont représentés madérix premiers axes factoriels (F1 = 38% et
F2 = 16%). Cette projection montre que certainggbkes environnementales semblent étre
fortement corrélées entre elles et également agebidvolume phytoplanctonique et la
chlorophyllea.

Nous pouvons tout d’abord constater que le preaser factoriel (F1) est fortement
deéfini par les variables Débit Marne sortant etsN§ui s’opposent. Ainsi, les mois d’aolt et
de septembre (Figure 13b) sont associés a ded@bits sortants du réservoir dans le canal de
restitution Marne alors qu’au contraire les moisntl et juin (Figure 13b) sont caractérisés
par de fortes concentrations de NMe plus, les projections des variables de déntsants
sur I'axe 1 mettent en évidence une oppositioredes débits entrants et sortants ce qui va de
pair avec le cycle hydrologique du réservoir (Feg8). Nous pouvons également voir que la
variable PQ® est fortement opposée a la variablesN€drr I'axe 1, ce qui revient & dire que
de faibles concentrations de N@ont associées & de fortes concentrations d& BQvice-
versa. Le coefficient de corrélation inverse geides deux variables est d’ailleurs hautement
significatif (R = -0,65; p = 0,0008). Si nous rewas sur les Figures 7 et 8, nous pouvons
constater que ces deux éléments nutritifs préseniae dynamique inverse avec les
concentrations maximales de BOretrouvées en ao(it et septembre et les concemisati
maximales de N© retrouvées en avril, mai et juin. Quant au moiguiléet, il constitue un
mois de transition dans la dynamique de ces deémelts nutritifs ce qui peut étre
également observé par le changement marqué daaspert NQ/PO,> qui passe de 620 en
mai a 200 en juillet pour finir a 35 en septemhraxe 2, quant a lui, est défini par la

température et le biovolume phytoplanctonique et geojections des dates dans le plan
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factoriel révelent que le mois de juillet est cedui sont retrouves les températures les plus
élevées et les biovolumes les plus importants. Cemmus avons pu le remarquer
précédemment sur la figure 12, une augmentatiofosixe du biovolume phytoplanctonique
est observée en juillet a 6 m et 8 m de profonéeadr'inverse, les projections des dates sur
I'axe 2 montrent que les biovolumes les plus fatdent retrouvés en avril et en mai, ce qui
est confirmé par la figure 12. Par ailleurs, lajgecton des variables sur le cercle des
corrélations semble montrer que le biovolume phgtogionique est associé a la température.
Cependant, ces variables prises deux a deux nenpe@s aucune corrélation significative (R
=0,11; p =0,61) de facon globale.
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méme moment au mois de juillet. D’autre part, celations sont confirmées par les
coefficients de corrélation trouvés pour ces tka@sables prises deux a deux. Les relations
entre la concentration de chlorophyleet les VLP2 ou les bactéries hétérotrophes sont
hautement significatives (R = 0,62 ; p = 0,001 pchira/VLP2 — R = 0,46 ; p = 0,028 pour
chl a/Hbact). Les VLP2 et les bactéries hétérotrophes également hautement corrélés (R =
0,67 ; p = 0,0005). Par ailleurs, la concentratienchlorophyllea semble étre négativement
corrélée aux deux variables de débits entrants qiia la concentration de nitrates. Si on
considere notre période d’échantillonnage d’avréeptembre, on constate que les débits
entrants les plus forts ont été observés en awdl,et début juin spécialement pour la riviere
Marne. Par contre, les forts débits sortants ofitnéesurés a la fin du mois d’aodt et en
septembre. Ainsi, en regardant la courbe de chhyltgpa et I'hydrodynamique du réservoir,
on peut voir que les faibles concentrations deroploylle a sont associées aux débits entrants
les plus forts ainsi qu'aux concentrations de sN@s plus élevées. Par ailleurs, la
chlorophyllea, testée avec les trois autres variables (relatitns< a deux), présentent des
corrélations hautement significatives (R = - 0,595 0,003 pour ChfDébit entrant Marne ;

R =-0,61; p = 0,002 pour GiiDébit entrant Blaise; R =-0,79 ; p < 0,0001 pGinta/NO3).
Finalement, les concentrations deackt le biovolume phytoplanctonique ne semblent pas
associés sur le cercle des corrélations. Par eslléa relation entre ces deux variables nous

donne un coefficient de corrélation non-signifitél® = 0,1 ; p = 0,64).

Discussion

La projection sur le plan factoriel des dates détilonnages pour I'année 2007
montre des regroupements organisés au regard dablga physico-chimiques et biologiques
incluses dans l'analyse en composantes principakss.variables qui caractérisent le mois
d’avril et le début du mois de mai sont clairemésg variables de deébits entrants. Ces
derniers sont assez élevés a cette période etsponmdent a la phase de remplissage du
réservoir. Par ailleurs, cette période est égalécamactérisée par de forts apports en nitrates.
Etant donné que la partie amont du bassin versaméservoir Marne est soumise a une
importante activité agricole, de grandes quantd&zote sont amenées jusque dans le
réservoir (Garnieeet al. 2000). Comme l'ont remarqué ces auteurs, au counse étude

réalisée entre 1993 et 1995, la rétention destestrdans le réservoir Marne était comprise
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entre 700 et 1500 tonnes d’'azote (N) par an, €8ié des apports. Les nitrates constituent une
forme d’azote potentiellement assimilable pour hgtpplancton et/ou les bactéries et il est
relativement fréquent dans la plupart des eaux éeégs de trouver de fortes concentrations
en hiver et de faibles concentrations en été peistps taux d’assimilation par les
microorganismes est supérieur aux apports extednesnt la période estivale (Reynolds
1984). Cependant, d'aprés certaines études, il lsembe la dénitrification plus que
I'utilisation par la biomasse phytoplanctoniquetsil'origine des pertes d’azote dans ce
systeme (Sanchez 1997 ; Garreeal. 1999). Au cours de cette période qui corresporalait
sortir de I'hiver et au début du printemps, plussetiasses algales sont présentes, notamment
les diatomées qui sont les premieres formes cabigss et les desmidiacées qui peuvent
étre associées aux diatomées durant cette péridéafabeet al. 2000; Reynoldset al.
2002; Negreet al. 2003). L'eau alimentant le réservoir provient degres Marne et Blaise

et comme les diatomées constituent une classe itag@rdes milieux lotiques (Villeneuve
2008), il n'est pas surprenant de les retrouveretiecpériode dans cet écosysteme. Par
ailleurs, elles peuvent vivre dans des eaux trétuniges et elles sont favorisées par les
perturbations hydrologiques du milieu qui leur pett@nt de rester en suspension. Ainsi, ces
especes non mobiles n'ont pas d’autres moyens mteecdeur tendance a sédimenter afin de

réaliser la photosynthése et d’obtenir des nutrisen

La fin du mois de mai et le mois de juin sont ceaseés par l'apparition des
chrysophycées qui, tres rapidement, constituent urande part du biovolume
phytoplanctonique. Ces espéces sont typiques deélmde estivale et sont également
associées a une grande biodisponibilité de laesiliissoute a cette période (Cleggal.
2003). Les chrysophycées peuvent présenter defegoail loger dans une logette (appelée
lorica) composée de silice ou de carbonate deuwalcAinsi, la silice dissoute participe a
I'élaboration de ces composantes pour certainescesp notamment ld3inobryon spp trés
présents a cette période de I'année (Lott et R066 ; Kristiansen 2008).

La fin du mois de juillet et le début du mois d’acibnt caractérisés par les
biovolumes les plus importants. A la fin du moisjudidlet, les chlorophycées se développent
aux profondeurs de 6 et 8 m tandis qu'au mois d’'amii observe un communauté
phytoplanctonique mixte essentiellement composée ctiéorophycées, desmidiacées,

diatomées et dinoflagellés au trois profondeursrabu cette période, les valeurs de
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température et de biovolume sont les plus élevelstempérature pourrait ainsi favoriser la
croissance du phytoplancton. Cette relation quildiegempérature et le taux de croissance
maximal du phytoplancton a été mise en évidendesiqurs reprises (Reynolds, 1984 ; Seip
et Reynolds 1995, Padisak 2004). Il faut notertetfmis, que cette relation est valable dans le
cas bien précis de la période de temps considdrémre pour 'ensemble de la période
d’échantillonnage puisque nous n’'avons pas trowéethtion significative pour I'ensemble
du jeu de données.

Au début du mois d’aolt, aux profondeurs de 6t 8es concentrations relativement
élevées de chlorophyleeont été mesurées. Ces concentrations da étdient associées a des
abondances élevées de bactéries hétérotropheggebupe de virus, nommé VLP2, ces virus
et les bactéries étant eux mémes fortement liés.ab®ndances bactérienne et virale sont
souvent tres importantes en été dans les lacs raphet (Lymeet al. 2008 ; Personniet al.
2009). Par ailleurs, la relation entre bactériggtogrophes et virus a déja été observée dans
les milieux productifs et riches en éléments nitdri{Gasol et Duarte 2000 ; Clasen al.
2008) ainsi que dans des milieux mésotrophes (Reiset al. 2009). Cependant, dans ces
milieux, cette relation mettait en scene les viotasype VLP1 et non les VLP2 comme c’est
le cas dans notre étude puisque ces derniers senplhlédt Etre des cyanophages ou des virus
de micro-algues (Payet et Suttle 2008). De facoigde, les VLP1 sont plus nombreux dans
le milieu (10 a 100 fois plus) que les VLP2. Puist¢pirencontre entre un virus et une bactérie
se fait de maniere passive, par des mouvementsoiadsa la probabilité qu'un VLP1
rencontre une bactérie est beaucoup plus fortepque un VLP2. L'abondance plus que la
fonction elle-méme des VLP1 pourrait alors expligleeforte relation qui existe entre les
VLP1 et les bactéries mais n’exclue pas le faitlgge/LP2 puissent potentiellement étre des
bactériophages. D’autre part, la relation entre descentrations de chlorophyli et les
abondances de VLP2 a été observée dans les laedpis de statut mésotrophe (Personnic
et al. 2009). Cette association était principalement @la présence de picocyanobactéries
et/ou de petits eucaryotes alors que dans notrdeételle était due a la présence de
desmidiacées, de diatomées, de dinoflagellés egkEres. Finalement, la relation entre les
concentrations de chlorophyldeet 'abondance bactérienne peut étre expliquééedart que
les bactéries hétérotrophes consomment et dégrddentatiere organique dissoute qui
provient essentiellement des producteurs primairegst a dire les organismes

phytoplanctoniques eucaryotes et les cyanobact@iesnet al. 1994 ; Pinhasst al. 1999).
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D’aprés les résultats de I'analyse en composaniasipales, la concentration de la
chlorophyllea et le biovolume phytoplanctonique ne semblent §as deux variables qui
évoluent de la méme maniére. Comme nous l'avorss@é&qué dans le chapitre 2 (article 2),
nous avons utilisé un biovolume moyen pour chagsge® quelque soit I'échantillon
considéré. Cependant, le biovolume peut se mod#fedon la saison et la profondeur a
laquelle se situe l'espéce, tout comme la conceémtrade chlorophyllea des cellules
phytoplanctoniques peut changer dans le tempsnst Kisspace (Harris 1986; Tadonlé&e
al. 1998). De plus, les différences dans la compasitiexonomique du phytoplancton
peuvent étre responsables de la plus grande pdd deariabilité observée dans la relation
chlorophylle-biovolume qui dépend du stade de dimdment des especes majoritaires et de
la taille des cellules (Felip et Catalan 2000). &aséquent, il est généralement difficile de
trouver une relation claire entre les concentratia® chlorophyllea et le biovolume
phytoplanctonique (Labaugh 1995) puisque ces asabe sont pas directement reliées et
que la variation de taille des cellules et de amnten chlorophyll@ est élevé non seulement
entre les classes phytoplanctoniques mais souvessi au sein d’'un méme genre ou d’'une
méme espéce au cours de plusieurs saisons (Desd®8l; Gregoet al. 2005). Finalement,
le manque de relation entre ces deux variables génpendre, de facteurs internes a la cellule
tels que son statut physiologiqgue (un biovolume drtgnt mais une faible activité
photosynthétique) et aussi de facteurs externes dgeé les conditions de lumiéere et de
température (Soohaet al. 1986; Felip et Catalan 2000; Staehial. 2002), la disponibilité en
nutriments (Pannaret al.2007; Twiss et McLeod 2008)

La fin du mois d’aolt et le mois de septembre samactérisés par un débit sortant
important a la station de restitution qui fournit @anal, I'eau qui est amenée a la riviere
Marne. Cette période correspond a la phase de ggddn réservoir et la capacité de ce
dernier est fortement réduite. Cette diminutionniiteau de I'eau va de pair avec des fortes
concentrations de matiéres en suspension (donhdépgalement la turbidité du milieu qui
présente de fortes valeurs a cette période) cau Bst plus facilement sujette a un brassage de
la colonne, ce qui, par conséquent, peut remettrguspension des particules sédimentées et
intensifier le recyclage des éléments nutritifs.a@ua la communauté phytoplanctonique
composée majoritairement de chlorophycées, de démrees, de diatomées et de

dinoflagellés, elle présente des biovolumes retatient élevés tout comme la chlorophyle
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dont la concentration reste importante. Si la caatu réservoir baisse et que ce dernier
conserve son « pool » algal, il est possible deugker des biovolumes et des concentrations
de chlorophyllea élevés. Ces biovolumes algaux élevés participarstsiaaux fortes
concentrations de matieres en suspension retrodvizesn de I'été et au début de I'automne
(Garnier et al. 2000). Par ailleurs, cette période est celle oa tmncentrations
d’orthophosphates sont maximales. Or, les orthqutetes dissous sont une source
majoritaire de phosphore assimilable dans I'eau lpaphytoplancton et contribuent a la
croissance de ces microorganismes. Ainsi, nousm@aidu observer une dynamique inverse,
comme cela a été décrit par exemple par Anneuilleeboulanger (2001). La consommation
des orthophosphates peut étre décelée entre avjlire Puis une augmentation de la
concentration est observée. L’hypothese de relargagphosphore provenant des sédiments
ne semble pas plausible puisque les concentratimmxygéne au fond du réservoir ne sont
jamais inférieures & 5,3 mg". De plus, d’aprés une étude menée entre 1993 45, iD
semble que les flux de phosphates a l'interfacesédiment soient a peine perceptibles
(Sanchez 1997). Par conséquent, nous pouvons éntiffpothése que la diminution du
volume du réservoir va concentrer tout le pool datiéne organique, qui va ainsi étre
fortement dégradé par les bactéries, provoquarituxnd’orthophosphates dans la colonne
d’eau. De plus, les fortes abondances de viruggatrées au cours de cette période laissent
supposer une forte activité lytique. Cette dern@ngendrerait une production importante de
débris cellulaires (matiere organique dissoute a&fttiqulaire, notamment des éléments
inorganiques), hautement biodégradables par deterlesc présentes dans I'écosystéme
(Middelboeet al. 1996).

L’ammonium présente des concentrations élevées fi lde I'été et au début de
'automne. Cette augmentation pourrait correspoadu@e forte minéralisation (dégradation)
de la matiére organique par des bactéries aér¢Biasieret al. 1998). Cependant, un pic
d’ammonium est observé au mois d'aolt, ce qui fodbablement pourrait étre mis en
relation avec une augmentation de I'abondance dplancton qui rejette de 'ammonium via
ses excrétions. Malheureusement, nous ne disposms encore des données
zooplanctoniques et nous ne pouvons qu’émettre bgfiothese, mais les échantillons étant
disponibles, nous serons rapidement en mesure wfgnger ou infirmer cette hypothese.

Notons ici que cette forte relation entre la com@ion d’ammonium dans le milieu et
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'abondance de zooplancton a déja été mise en msédepar exemple dans des lacs

mésotrophe et oligotrophe durant I'été (Perga eti&rix 2006).

De facon assez surprenante de prime abord, le®logatéries n'ont jamais représenté
une part importante du biovolume phytoplanctonigua station de référence. Ces espéces se
développent généralement en fin d’été et au débdtadtomne dans les milieux tempérés
(Chorus et Bartram 1999). Elles sont capables alekst le phosphore dans leur cytoplasme
et présentent également une capacité a croitredsoiasbles intensités lumineuses associées a
de grandes turbidités. Etant donné que la fin deetéode d’échantillonnage est caractérisée
par des concentrations d’orthophosphates élevéds &irtes concentrations de matieres en
suspension qui peuvent diminuer l'intensité lumseew@rrivant dans la colonne d’eau, on
aurait pu s’attendre a obtenir une proportion danoypactéries plus importante. D’apres
Garnieret al. (2000), I'nydrologie du réservoir n’est pas untéar dominant dans le contréle
du développement des organismes phytoplanctonidgieemps de résidence des eaux étant
beaucoup plus élevé que le temps de génératioalgless. Il reste toutefois que I'hydrologie,
ici a prendre dans le sens de courantologie, ediacteur déterminant pouvant expliquer
I'absence de développement des cyanobactériest dfalleurs intéressant de noter ici que le
bateau devait étre souvent maintenue sur une lmiéarface ancrée de maniere permanente
sur le réservoir lors des préléevements a cetteostatfin de ne pas dériver de la zone
d’échantillonnage. Le vent, indépendant de I'éctasye en lui méme, peut étre un facteur clé
dans la prolifération des cyanobactéries. A cedtéode ou la capacité du réservoir diminue et
par conséquent la profondeur de la station de e@bér est plus faible, la colonne d’eau a
tendance a étre brassée. Ces microorganismessétaibles a la stabilité de la colonne d’eau
et proliférant généralement lorsque la surface 'daul est calme, il est possible que les
conditions météorologiques n'aient pas favoriséldgeloppement de ces microorganismes.
Par ailleurs, l'existence de fortes concentratiates virus susceptibles de lyser les
cyanobactéries pouvait freiner le développementatie classe algale (Jardillier al. 2005 ;
Tijdenset al. 2008). Dans ces conditions, il semble que le laDdr, dans sa partie pélagique
ait une probabilité assez faible d'étre fortemaestgetti a une efflorescence cyanobactérienne.
Corroborant nos hypotheses, lorsqu’une efflorese@yanobactérienne a été rapportée dans
cet écosystéeme, c'était dans I'étang de la dantaé sians la partie sud du réservoir,
caractérisée par des eaux stagnantes de faiblengir et assujetties a une forte pollution

par les nutriments (Martin 2001).
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Conclusion

L'objectif de cette partie était de donner un pegraipercu des variables importantes
qui structurent la dynamique du phytoplancton dedRéir Marne. Les variables qui étaient
associées a la dynamique du systeme et de la coauwtgurphytoplanctonique étaient
différentes selon les périodes de I'année 2007d@&hut du printemps les concentrations de
nitrates élevées et les forts débits entrants rétaissociés au début de la croissance du
phytoplancton. Au printemps et au début de [l'étgudmentation du biovolume
phytoplanctonique était associée a la diminution laesilice dissoute, utilisée par les
chrysophycées. En plein été, on retrouvait les diowes phytoplanctoniques maximaux
associés aux fortes températures estivales. De plkite méme période associait les
concentrations de chd aux abondances élevées de bactéries hétérotrgphes VLP2.
Finalement, la fin de I'été et le début de l'aut@r#taient caractérisés par un débit sortant
important dans le canal Marne et des concentratimrthophosphates importantes résultant
de la concentration de la matiere organique duedinhinution du volume du réservoir et de
I'intensification de sa dégradation. De toute émmke plusieurs autres analyses auraient pu
étre mises en place pour avoir une meilleure idédodctionnement du réservoir Marne,
notamment des mesures d’activités photosynthétiguresiuction primaire) et bactériennes.
Par ailleurs, pour avoir une estimation précisedle de la lyse virale et du broutage par le
zooplancton sur la régulation de la croissance aledmmunauté phytoplanctonique et
bactérienne, nous avons realisé des expériencellul®n chaque mois pendant 48h tels
gu’imaginés par Evanat al. (2003). Cette technique ayant consisté a inculzars des sacs a
dialyse, des échantillons d’eau aprés dilution aleeteau ultrafiltrée ou simplement filtrée a
travers 0,45 pum a différents niveaux (20%, 40%, ){Opour réduire I'abondance des
prédateurs et/ou parasites viraux du phytoplanetbnles bactéries, devrait permettre de
mesurer I'impact du zooplancton et des virus s& t@ux de croissance bactérien et
phytoplanctongiue. Les résultats permettront d'apper deux facteurs clefs qui sont la
croissance et la mortalité de ces compartimendoret un aspect fonctionnel important dans

I'écologie du réservoir Marne.
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4. Classification de I'état écologique du réservoiMarne via 3 métriques : Chlorophylle

a, Indice planctonique lacustre et Phosphore total
Note en préparation
Anne ROLLAND", Stéphan JACQUET

LINRA, UMR 42 (CARRTEL), Station d’Hydrobiologie Lastre, 74203 Thonon-les-Bains

cedex, France

Résumeé

Le phytoplancton est un des éléments de qualitédioue a évaluer dans le cadre de
la DCE. Les travaux récents de De Bortoli et Argill(2008) ont permis de construire les
limites de classes d’état écologique pour la mé&ighlorophyllea et phosphore total pour
I'ensemble des plans d’eau du territoire nationdliredice planctonique lacustre (Barkeeal.
2003) est utilisé pour définir le niveau trophigies plans d’eau en fonction de I'abondance
relative de certaines classes algales. Ainsi, remns appliqué les trois métriques aux
données recueillies sur quatre des six stationandéitionnées sur le réservoir Marne pendant
deux années (2006-2007). Les résultats montrentegueaux de la station H, assimilée a la
station de référence, présentent un état écolodgigmea moyen avec un niveau trophique
mésotrophe, tout comme la station J (bassin noedthuPar contre, les stations G (lac
Champaubert) et K (bassin sud-est) présentent des eutrophes et un état écologique
médiocre.
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Introduction

La Directive Cadre Européenne définit I'état écalog des lacs selon 5 classes de
qualité auxquelles est associé un code coulesiagit du tres bon état (TB, bleu), du bon état
(B, vert), de I'état moyen (MO, jaune), de I'étaédiocre (ME, orange) et du mauvais état
(MA, rouge). Ces états sont évalués par un écartcanditions de références qui sont les
conditions représentatives d’une masse d'eau pgeolnfluencée par I'activité anthropique
(Voir introduction générale).

Le compartiment biologique phytoplanctonique a Bgtéposé par la DCE comme
élément de qualité biologique. Il a été identiftdmme la premiére communauté biologique a
répondre a l'eutrophisation et par conséquent commeio-indicateur potentiel répondant
aux changements trophiques des masses d'eau (®o#teal. 2005). Dans l'attente du
développement d’une méthode d’évaluation natiowaleforme aux exigences de la DCE
pour I'élément de qualité phytoplancton, deux no@tes ont été retenues : la concentration de
chlorophyllea (chl a) pour laquelle des conditions de références etlidétes de classes
d’état ont étée deéfinies (De Bortoli et Argillier @8) et I'indice planctonique ) pour lequel

des classes de niveaux trophigues ont été etgBlaebeet al. 2003).

Méthodes

La chlorophylle a

Les limites de classes pour la @ldans le Réservoir Marne ont été définies par le
CEMAGREF et sont classées comme suit : TB/B 3,2 hB/MO 6,9 ud-"*, MO/ME 12,2
ngL™ et ME/MA 21,6 pd-"* (De Bortoli et Argillier 2008). Les valeurs de ééénce sont des
concentrations calculées sur la base d'un modéleédeession linéaire tenant compte
exclusivement de la profondeur moyenne a partivaleurs moyennes de chl obtenues
durant la période de production phytoplanctonigqoeuf la majorité des cas entre avril et
octobre) sur des prélevements dans la zone eupkotigs lacs et réservoirs du réseau de
référence (soit au total 23 lacs et 7 réservoirramce). L’équation du modele de référence

est la suivante :

log(chl a) =0.754-0.489%log(prof moy)

195



CHAPITRE Il : Résultats

0.754-0.489%log( prof moy)

Reférence1 (]

Pour le réservoir Marne, la valeur de référenceétatilie a 2.19 pg™ étant donné
gue la profondeur moyenne du plan d’eau était €gtian 7m. La limite de classe TB/B est
définie en s’appuyant sur les intervalles de ptéatica 80% construits autour du modeéle de

référence. Ces derniers sont calculés selon I'émuatiivante :

b+aX it(n—2,1—%)s\/1+%+ Xo—X_

> (X=X

ou b est la constante du modéle de référeada, pente du modéle de référennde
nombre d’observations pour créer le modétela variable explicative Xp la nouvelle
observation)Sla racine carrée de la variance des erréladpi de Student.

La détermination des autres limites de classesabsée en s’appuyant sur la relation
qui existe entre la chlorophylle et un gradient de pression, a savoir la conceotrate
phosphore total (PT). Pour faciliter les analyséatistiques, 'EQR (ratio de qualité
écologique) est utilisé comme nouvelle métriqueurRa chlorophyllea, qui augmente avec
l'intensité de pression, 'EQR est égal au rapmmtre la valeur de ctd de référence et la
valeur de chla observée. La démarche mise en place consiste wanmemier temps a
linéariser la relation entre la nouvelle métriguéegphosphore total (permettant d’obtenir une

proportionnalité a une constante pres) qui suitameation du type :
log(EQR) = -1,685- 0,907 log(PT)
Dans un deuxieme temps, les valeurs de référensav@r 1 dans le cas de 'EQR) et

de limite TB/B (a savoir 0,56 dans le cas de 'EQRRymettent de calibrer une largeur de

classe du point de vue du phosphore total (Figdje 1
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Figure 14 Relation entre 'EQR et la concentration en phosphotal (ud-™) (échelle log-log). La
droite pleine bleue correspond a la régressiomiiaé(Reproduit d’apres De Bortoli et Argillier @8,
avec l'autorisation des auteurs)

Cette valeur de largeur est reportée autant dedfegs nécessaire pour chacune des

limites de classe selon les équations suivantes :

largeur de classe = log(limite TBIB) — log(référence) = log(limite TBIB) — log(1) = log(TBIB)

limite BIMO = 1(032*log (limite TBIB)
limite MOIME = 103*10g (limite TBIB)
limite MEIMA = 10%*1log (limite TBIB)

Ainsi, des limites de classes pour la concentradi@®T dérivées de la relation qui lie

la chla et le PT sont établies comme suit pour le réseMarne (Tableau IV):

Tableau IV Limites de classes de qualité définies pour lacentration de phosphore total (PT) dans
le réservoir Marne (De Bortoli et Argillier 2008)

Limites de classes REF TB/B B/MO MO/ME ME/MA

PT (mgL?) 0,014 0,026 0,049 0,092 0,173
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L’indice planctonique
L'indice planctonique @), quant a lui, est estimé par la présence et tidboce

relative de différents groupes algaux et est calpak la formule suivante :

Ipl =ZQ1*A]

ou Q est le coefficient attribué a chaque groupe dedget A; est la classe

d’abondance relative de chaque groupe d’algues.

Les coefficients de chaque groupe algal sont atisslcomme suit :

Groupe algal Q
Desmidiacées 1
Diatomées 3
Chrysophycées 5
Dinophycées et Cryptophycées 9
Chlorophycées (sauf Desmidiacées) 12
Cyanobactéries 16
Euglenes 20

Ainsi, un poids plus élevé est logiquement attritcanéx groupes les plus liés a

I'eutrophisation et/ou les plus indésirables (cyzawiéries, euglenes).

Les classes d’abondance relative de chaque grdgplesant définies comme suit :

% 0 10 30 50 70 90 100

L’indice est calculé avec les résultats obtenuss loes trois campagnes de
prélevements (entre mi-mai et fin juin, juillet @olt, entre septembre et mi-octobre) sur
quatre préconisées par la DCE, effectués au filet,cours de la période de production

biologique, qui peut aller de mai a octobre setplén d’eau.
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Il est interprété selon la grille suivante :

Valeur de I'indice 0 20 50 100

Niveau trophique Oligotrophie  Mésotrophieutrophie

Dans [larticle intitulé « Assessing phytoplanktotrusture and spatio-temporal
dynamics in a freshwater ecosystem using a powartiliwvay statistical analysis » présenté
en premiere partie de ce chapitre, nous avonsiidenne station (potentielle) de référence, la
station H, grace aux données phytoplanctoniqueded années d’échantillonnage (2006-
2007) mais nous avons également mis en évidenc8 gutres stations G, K et J présentaient
une dynamique et une composition spécifiques decdammunauté phytoplanctonique,
différente de celle présentée dans la station lgénagt ainsi le suivi régulier de ces 3 autres
stations.

Pour illustrer plus en détails les différenceso@tees entre ces stations et pour définir
I'etat écologique du réservoir Marne, nous avorgigpé les deux métriques (calet L) a
nos données des années 2006 et 2007. Les réquiéssntés sont issus de prélevements
effectués a une profondeur de 3 métres (préleventistrets) dans la zone euphotique entre
avril et septembre (10 mesures) pour laacht entre mai et septembre (9 mesures) paur I'l
selon les préconisations de De Bortoli et Argilli€008) et Barbeet al. (2003)

respectivement.

Résultats

Définition de l'état écologique du Réservoir Margeace aux limites de classe

établies pour les concentrations de chlorophylkt de phosphore total

L’état écologique des différentes stations échantiées, obtenu grace aux classes de
concentrations de chlorophyléedéfinies par le CEMAGREF, est présenté dans lieaalci

dessous (Tableau V).
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Tableau V Concentrations de chlorophyle(chl a) moyennes obtenues a partir de prélévements a
une profondeur de 3 meétres dans la zone euphqtigueles années 2006 et 2007 ainsi que les états
écologiques associés.

Stations H G K J
Années 2006 2007 2006 2007 2006 2007 2006 2007
[Chl q] (ugL'l) 6,5 7,0 17,0 17,9 14,1 8,0 3,72 4,57

Etat écologique B MO ME ME ME MO - B

La station H (Giffaumont) qui est représentative dservoir Marne dans son
ensemble et sur laquelle nous pouvons nous apjpayerclassifier I'état écologique de cette
masse d’eau, présente un état écologique bon (206®)yen (2007). Par contre, les stations
G (lac Champaubert) et K (bassin sud-est) présentea eau d’'une qualité médiocre a
moyenne. A I'opposé, la station J (bassin nord-puyaesente un état eécologique trés bon a
bon. Nous voyons donc que globalement il existe gramde disparité entre les stations
échantillonnées qui se traduit par différents éatdogigues associés aux concentrations de
chlamoyenne estivale obtenues durant les deux annéelatitillonnage.

De la méme maniére, I'état écologique, basé surdasentrations de phosphore total
dont les limites de classes sont dérivées de digal qui lie les valeurs d’EQR pour la chl
et le PT, est présenté dans le tableau ci-desSaide@u VI) pour les différentes stations

d’intérét du réservoir Marne.

Tableau VI Concentrations de phosphore total (PT) moyenngsabs a partir de prélévements a
une profondeur de 3 metres en 2006 et 2007 aimsiegpuétats écologiques associés.

Stations H G K J
Années 2006 2007 2006 2007 2006 2007 2006 2007
[PT] (mgL'l) nd 0,011 0,037 0,038 0,038 0,038 "nd 0,01

Etat nd B B B B nd
ecologique

" données non disponibles
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La concentration moyenne de PT obtenue en 2007séateon H laisse penser que
cette derniere présente un trés bon état écologicpiequi est en contradiction avec les
résultats obtenus avec la métrique ahprésentés précédemment. Il en va de méme des
stations G et K qui, d’apres les concentrations ptlesphore, présentent un bon état
ecologique alors que ce dernier semblait médiogreegard des valeurs de @lPar contre,
I'état écologique bon a trés bon de la station tJégslement reflété avec les valeurs de
phosphore obtenues en 2007.

Définition de I'état trophique du Réservoir Marn@age aux hiveaux trophiques

établis selon les valeurs de I'indice planctonique.

L’indice planctonique a été calculé sur des écHans prélevés a une profondeur de 3
metres a l'aide d’'une bouteille de Van Dorn (nos pa filet) au cours de la période de
production biologique (entre mai et septembre) atesees 2006 et 2007 et identifiés par la
technique d’Utermohl. Il s’applique généralement des plans d’eau naturels ou artificiels
présentant une stratification thermique durabléténce qui n'est pas le cas pour le réservoir
Marne. Cet indice est donc présenté a titre indlidans le tableau ci-dessous (Tableau VII)

pour les 4 stations d’intérét du réservoir Marne.

Tableau VII : Indices planctoniques;(l calculés a partir de prélevements a une profandied
metres dans la zone euphotique pour les annéese2@0B7 et niveaux trophiques associés.

Stations H G K J

Années 2006 2007 2006 2007 2006 2007 2006 2007
Lol 46 48 65 65 58 57 44 40
i\rl(l)vpehail:ue meésotrophemésotrophe eutrophe eutrophe eutrophe eutrophe mésotrapksotrophe

Les résultats des calculs dgsémblent indiquer que I'eau de la station H présent
niveau mésotrophe constant entre les deux annéelsatitilonnage. De facon assez attendue,
les eaux des stations G et K présentent un caeaetgrophe et le niveau trophique associé a
I'l i ne change pas de 2006 a 2007. Finalement, le nivephique de la station J apparait

comme étant mésotrophe, c’est a dire identiquduh @e la station de référence (H).
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Discussion

Globalement, les résultats des deux métriquesaehlipl) donnent des informations
relativement similaires sur I'état écologique ehieeau trophique global du réservoir et des 3
autres stations qui présentent une dynamique etcongosition assez spécifique de la
communauté phytoplanctonique. Ainsi, le bon étalagique des stations H et J établi grace
au valeurs de chad pourrait étre associé au statut mésotrophe oldepartir des ). De la
méme maniere, I'état écologique meédiocre des smtiG et K obtenu a partir des
concentrations de clal correspondrait au statut eutrophe mis en évideacélp. Rappelons
que la station G recoit les eaux des rivieres Matriglaise chargés en éléments nutritifs et en
matieres organiques grace a deux canaux d’ameméelub, cette station du lac Champaubert
est peu profonde par rapport au lac du Der. L'estudenc plus vite chargée en éléments
nutritifs et en matieres organiques dissoutes, Weagrait tendance a se traduire par une
croissance plus rapide des communautés phytoplagoes expliguant ainsi les
concentrations moyennes de chl et les }, élevés. Notons cependant, que lindice
planctonique reste une estimation tres grossiereidkau trophique des plans d’eau car |l
considere que toutes les espéces d’'une méme ¢@ass#un méme groupe) ont un poids
écologique identique. Or, au sein d'une méme classst trés fréquent de rencontrer des
especes indicatrices d’'un statut oligotrophe etittéss d’un statut eutrophe. Typiquement, la
classe des diatomées grace a laquelle un inditegiqoe diatomique (IBD) (Lenoir et Coste
1996) a été constitué renferme des especes indeastle tous les niveaux trophiques. C’est
pour cette raison également que les études s@sfesces (Annevillet al. 2002) ou sur les
assemblages d’especes indicatrices d’'un méme niveplique (Reynoldst al. 2002) sont
préconisées. Il convient donc d’émettre certaigésemes quant a la validité de cet indice qui
ne semble pas compatible avec les exigences d€a D’autre part, la station K qui est un
bassin nautique fermé par une digue de cloisonnemesente également une qualité
dégradée de son eau. Ceci pourrait s’expliqueteptait que le bassin sud-est recoit les eaux
d’'un petit ruisseau extrémement pollué, « le riBdmucourt », qui se déverse dans I'étang de
la Dame a la pointe sud-est du bassin et chargeales de ce dernier en nutriments favorisant
ainsi la croissance algale. A ce propos, en jul1, une efflorescenceAtiabaenasp. s’est
produite a raison de 130 000 colonies par ml et degues d’hépatotoxicité aigués
(concentrations d’équivalents microcystine-LR paeld’eau supérieures a 1f1g) puisque

des concentrations de 27 ug d’équivalents microwdtR par litre d’eau ont été mesurées
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causant ainsi des risques sanitaires graves (M200d). En ce qui concerne la station H, elle
est, pour sa part, beaucoup plus profonde et esiesdans le lac du Der qui constitue la
majeure partie du réservoir Marne. Elle ne recag [es eaux des rivieres mais celles de la
station G. Etant donné le volume du lac du Dergst possible que les eaux du lac
Champaubert soient diluées et par conséquent bgiaunoins chargées en éléments nutritifs
et en matiéres organiques susceptibles de favdesiveloppement du phytoplancton. C’est
ainsi que de la station G a la station H, le passkgn statut eutrophe a un statut mésotrophe
et d'un état écologique médiocre a bon/moyen aarcede la concentration de chlest a la
fois logique et attendu. Finalement, la statiomiJcgnstitue le deuxiéme bassin nautique situé
au nord-ouest du lac du Der présente égalementtatnt smésotrophe et un bon état
écologique. Comme le bassin sud-est, il est feraréupe digue de cloisonnement mais par
contre il ne fait pas I'objet de pollution par dasivées d’eau. De plus, lorsque le niveau
d’eau du lac du Der est supérieur au niveau dégiaedles eaux du bassin se mélangent aux
eaux de la retenue principale qui présente égalemerstatut mésotrophe et des eaux de
bonne & moyenne qualité selon les criteres de I&.08& bassin est donc beaucoup moins
exposeé a une quelconque pollution, ce qui peuiaguxg les concentrations de @hfaibles et

le statut mésotrophe enregistre.

Les résultats concernant I'état écologique du vé@seiMarne, issus des différentes
limites de classe établies pour le PT ne coincigest avec I'état écologique et le niveau
trophique obtenus a l'aide des deux métriques pde¥oénent eévoquées. L’état eécologique
résultant des concentrations de PT est toujouremeique I'état écologique fourni par les
concentrations de chlet le niveau trophique estimé par IgsWne hypothése pour expliquer
ce phénomene serait que la largeur des classasatige gléfinie par le modele de pression est
trop grande et attribuerait ainsi un bon état égiglee a des eaux qui présentent des
concentrations de phosphore élevées. Si nous &vosgl les classes définies par
Vollenweider et Kerekes (1982) qui constituent éf@érentiel encore utilisé de nos jours, nous
pouvons constater que le trés bon état écologigueegroupe des valeurs entre 14 et 2&.ug
1 de PT correspond & des eaux mésotrophes darassification des deux auteurs. Il en va de
méme pour le bon état écologique dont les condanisgade PT se situent entre 26 et 49 jug
! et qui sont associées a un statut méso-eutropie ldaclassification de Vollenweider et
Kerekes. Ainsi, si les valeurs de PT obtenues itai@mparées aux classes de Vollenweider,

les stations G et K auraient un statut eutrophdée®tstations H et J auraient un statut
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meésotrophe. Cette constatation semble étre plusceord avec les résultats du niveau
trophique et de I'état écologique obtenus gracé,aet aux classes de chlrespectivement.
Une seconde hypothése qui pourrait expliquer le guean d’adéquation entre les
concentrations de phosphore et celles de chlortgphytoncerne la cinétique de ces deux
variables. En effet, il n'est pas rare dobserver déecalage entre la diminution des
concentrations de phosphore et la diminution desceatrations de chlorophylle,
phénomeéne également appelé hystérésis (retard’'daokition d’'un phénomene par rapport
a un autre, dont il dépend). Ainsi, Jacgeetal. (données non publiées) ont montré que la
diminution des concentrations d’orthophosphatesigefes années 1980 (de 120Ligen
1980 a moins de 20 [ig* en 2008) dans le lac du Bourget n'avait pas emdraine
diminution des concentrations de chlorophydle(Figure 15) proportionnelle a celle des
orthophosphates. Les concentrations de chloroplaylgésentent de grandes fluctuations
entre 1987 et 2008 et on peut noter d'ailleurs wnée 2005 et 2008, les concentrations de
phosphore ont continué a diminuer alors que lesceammations de chlorophylla ont
augmenté de nouveau. Par conséquent, la relatidireda chlorophyllea au phosphore total

présente une limite et la forme de la relation thpes forcément linéaire.
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Figure 15 Dynamiques de la concentration hivernale moyermehiphosphates (P®) exprimée en
milligrammes par litre d’eau et de la concentragomuelle moyenne de chlorophyd€Chl a)
exprimée en microgrammes par litre d’eau dansdellaBourget entre 1980 et 2008.
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Conclusion

Les limites de classes d'état définis par De Boradl Argillier (2008) pour la
chlorophyllea ont permis d’établir I'état écologique de la siatH assimilée a la station de
référence et des 3 autres stations d’intérét dervés Marne. Cependant, le niveau d’eau de
la retenue artificielle est trés changeant a las foans le temps et dans l'espace. Par
conséquent, l'utilisation du modéle de référencei est directement dépendant de la
profondeur moyenne du réservoir, pour la définitiienla valeur de référence ne semble pas
tres approprié. D’autre part, le modele de pressiguliquant le PT est a améliorer car les
classes de qualité etablies semblent trop largealdment, I}, bien que trés grossier, est en
accord avec la définition des statuts trophiqued/diéienweider et Kerekes (1982) et peut
donc, de facon tres globale, apporter une infolwnatie base sur le niveau trophique de la

masse d'eau.
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Ce chapitre final nous permet de conclure en regmierdes grandes questions
auxquelles nous avons tenté de répondre au courettke étude et permet de faire une
synthése sous la forme d’'une discussion généralehapitre est divisé en trois parties en
lien avec les trois thémes majeurs de ce travdihése : un theme technique/instrumental, un
theme sur la stratégie d’échantillonnage et un éheuan I'’écologie du réservoir marne, en lien
avec la DCE.

1. Les techniques et les méthodes instrumentales

Durant cette étude, nous avons utilisé quatre i techniques différents qui
permettent le suivi (analyse directe ou indirecte)phytoplancton, a savoir la microscopie
optique, le dosage de la chlorophydl@ar spectrophotométrie en laboratoire, le dosagea d
chlorophyllea par spectrofluorométri@ situ et la cytométrie en flux avec tri.

La microscopie nous a permis d’obtenir des inforomet treés précises, qualitatives et
guantitatives, sur la diversité et le biovolume dsgéces rencontrées dans le réservoir Marne
ainsi que leur dynamique spatiale et temporelle. dosage de la chlorophylla par
spectrophotométrie nous a fournis une informatiomobage sur la biomasse
phytoplanctonique, ne tenant pas forcément comptestdtut physiologique des cellules
(actives ou sénescentes). Comparativement, larsflaorométriein situ, basée sur la mesure
de la fluorescence des cellules, a constitué ummatgtur quantitatif de la biomasse
phytoplanctonique active. Quant a la cytométrieflex, elle a permis le suivi de certaines
populations majoritaires, notamment apres tri, neseculture et reconnaissance de ces
dernieres.

Ainsi, le lecteur néophyte sur ces aspects métlginiles aura compris que toutes
ces techniques ne mesurent pas la méme sl strictpqu’elles sont potentiellement
complémentaires et qu’il peut étre difficile de aeunander plutdét 'une que lautre,
notamment aupres des gestionnaires de plans d\&stte travail aura permis de tester et
valider I'utilisation de la sonde immergeable speftmorométrique bbe FluoroProbg au
regard de la relation forte entre le dosage de roplylle a totale mesurée par
spectrophotométrie (c'est-a-dire la technique wjas$ et les mesures données par la sonde.
Ainsi une premiére conclusion de ce travail potigtie de proposer, dans le cadre d'un suivi
intensif de la qualité des eaux, de remplacer ¢smgles de la cla en laboratoire, forcément

limités dans I'espace au niveau de son échantidlganpar des traits de sonde le long de la
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colonne d’eau (permettant tout type de mesure résoou intégrée suivant les besoins).
Toutefois, nous préconisons également qu’'un minindes analyses classiques perdure afin
de toujours s’assurer du bon fonctionnement etalibrage de la sonde. Typiquement, dans
le cadre de l'approche DCE qui préconise a ce fbéchantillonnages annuels, avec une
périodicité de tous les 3 ans, il parait raisonmal@ conserver ce dosage de la chloroplaylle
en laboratoire afin de pouvoir parer a toute éwaiteulogistique facheuse gu'il est possible
de rencontrer avec ce type de sonde a savoir, rramgdéfaut de batterie, grande turbidité et
donc mauvaise transmission du signal, LED souilEisautres pannes diverses. |l faut
eégalement garder a I'esprit que ce type d’outisspnte quelques limites. Ainsi, avons-nous
mis en évidence que les données de chlorophglefournies par la sonde
spectrofluorométrique pour les différents grougescraux n’étaient pas toujours étroitement
lites aux biovolumes des différentes classes plaiofniques. Les relations linéaires
étaient fortes pour le groupe des diatomées, digeflés et chrysophycées, pour le groupe
des cryptophycées et cyanobactéries rouges maigsmaridentes pour le groupe des
chlorophycées et des desmidiacées ainsi que pa@mlge des cyanobactéries bleues, bien
que toutes les relations aient été identifiees cemrautement significatives. Pour les
cyanobactéries bleues, des concentrations souvechgs de zéro ont été mesurées si bien
gu’il était alors difficile d’obtenir de bonnes célations linéaires. C’est pour cette raison que
'analyse canonique des correspondances nous aspdemmettre en évidence une bonne
adéquation entre les matrices ‘spectrofluorométe’biovolume’ excepté pour les algues
vertes. A notre sens, pour tester I'adéquationeel@s différents groupes spectraux et les
classes phytoplanctoniques, des analyses pigmestairéaliser en Chromatographie Liquide
a Haute Performance/Pression devraient étre ermddsaguisque l'analyse de certains
pigments permet la ségrégation de certaines clatgates. D’autre part, dans le cadre d’'un
suivi régulier annuel, il serait préférable de @mer un travail microscopique afin de
pouvoir vérifier la proportion des grandes clagsiegoplanctoniques présentes ainsi que les
classes/espéeces potentiellement problématiqueget endance a former des efflorescences
(notamment les cyanobactéries et dans une moindsein® les diatomées, les dinoflagellés,
les cryptophycées). La sonde bbe FluoroP8best un exemple d'instrument relativement
puissant et d’utilisation facile. Notons pour camelici que d’autres outils sont régulierement
développés et mis sur le marché. Pour ne citemgséul exemple, en lien avec le suivi de la
chlorophyllea et des cyanobactéries qui peuvent étre le grou@septant un intérét plus

particulier pour les gestionnaires de plan d’eau,cbmpagnie bbe moldaenke vient de
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proposer cette année un outil appelé « Algae TerdDette sonde manuelle (mais pouvant
aussi étre adaptée pour un déploiement le long @elbnne d’eau) permet la quantification
de la chlorophyllea totale et des cyanobactéries. Les mesures so@éédbasir la fluorescence
naturelle des cellules algales. Ces dernieresesanitites par trois LEDs de couleur différente
(470 nm ; 525 nm; 610 nm). En réponse, les algumasttent une fluorescence rouge (680
nm). L'intensité de la fluorescence est utilisé@ipoalculer la concentration des différents
types d’algues (cyanobactéries et la totalité dytqggiancton). Les mesures sont effectuées
instantanément et s’affichent sur un écran digitainoins de 15 secondes (BIONEF, Paris).
Finalement, la cytométrie en flux, bien que tresgante, semble moins adaptée pour
les gestionnaires des plans d’eau. Elle nécesaiteffet un investissement financier tres
important ainsi que la formation d'un personnel lidj¢a alors qu’elle ne permet pas
forcément le suivi global des communautés phytaptaniques ou de certaines populations
pour lesquelles elle n’est pas toujours adaptéelés grandes formes filamenteuses ne sont
pas adaptées a certains appareils dont les dissmigreertaines tubulures internes a I'appareil
sont limités). Cette technique en est encore dps&amices pour le suivi du phytoplancton
lacustre et nécessite d’étre encore améliorée aslanpouvoir étre envisagée comme
technique de routine pour les gestionnaires desspiteau. Toutefois, certains dispositifs
basés sur la technique de cytométrie en flux o&itdéveloppés durant les deux dernieres
décennies (Dubelaat al. 1999), pour un déploiement situ, et permettant de réaliser le
suivi de communautés phytoplanctoniques dans des rearines cotieres ou pour les plans
d'eau (Sosik et Olson 2007; Thysseh al. 2008). On peut citer le CytoBuoy a titre
d’exemple. Ce cytometre compadat, situ, est incorporé a une plate-forme flottante pour
analyser la distribution et I'abondance du phytoptan sur des séries temporelles a haute
fréquence, a des points fixes et sans avoir besoipréparer préalablement les échantillons.
L’estimation en direct de la biomasse phytoplanicioe et la capacité de cet outil a
distinguer différents groupes phytoplanctoniquesnge I'analyse d’échantillons naturels au
moyen d’observations situ quantitatives et continues (Dubelaar et Gerritz@00). Notons
aussi qu'il existe une nouvelle génération d'apimr@ui de par leur capacité de
reconnaissance des organismes (par exemple le BloyvGu grace a des fonctions de tri
extrémement performantes (par exemple avec le FA@®A I'Influx) pourraient séduire les

scientifiques gestionnaires dans les années a venir
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2. La stratégie d’échantillonnage

La stratégie d’échantillonnage est un aspect déterrh du suivi écologique et de la
gestion efficace des plans d’eau. Notre travaibeamment porté sur cette question, celle-ci
devant tenir compte d’'un schéma idéal et de maniue terre-a-terre de la logistique
(disponibilité humaine, météorologie locale, fai#hdes analyses et du traitement). Durant
cette étude nous avons pu identifier qu’il y avait nombre minimal de stations a
échantillonner pour rendre compte de la dynamidwdeda diversité du phytoplancton dans
'ensemble du réservoir. Comme nous I'avons morttos stations H, | et N présentaient de
fortes similitudes en termes de dynamique et deerdité de la communauté
phytoplanctonique. La station H, qui est situéesdianbassin principal du réservoir Marne,
était celle qui était le plus corrélée au compronaisst-a-dire la situation moyenne de
'ensemble des stations échantillonnées pour lamygue et la diversité du phytoplancton.
Ainsi, cette station a pu étre proposée comme puwdiae désormais la station de référence
du réservoir Marne. Cependant, les trois autréeeta G (lac Champaubert), J (bassin nord-
ouest) et K (bassin sud-ouest) étaient égalemetdressantes et présentaient des
caractéristiques spécifiques de leur communautéplanctonique, reflétant le caractére trés
hétérogéene du réservoir. Les stations J et K sest lmhssins clos ou sont installées de
nombreuses infrastructures récréatives. Il semiiegodial d'y accorder une attention toute
particuliere en terme sanitaire et de mainteniledgant un suivi minimal (typiguement en
période estivale) dans ces stations. Par ailldarstation G, qui est située dans le lac
Champaubert, est la source d’alimentation du réseMarne et plus précisément du lac du
Der étant donné que les canaux d’amenée arrivemd datte station. Par conséquent, il
semble également important de pratiquer un suiguliér de cette station afin d’avoir
connaissance du pool algal présent.

L’identification de cette station de référence @& éendue possible grace a une
méthode statistique puissante qui laisse entred@sr perspectives intéressantes quant a la
stratégie d’échantillonnage a adopter pour tout tye plans d’eau dés lors que ces derniers
disposent de jeux de données assez larges. Noos digposé de deux années de données ce
qui est a la fois suffisant (pour ne pas se baseusse seule année) et aussi insuffisant pour
conclure de maniére définitive. Il est évident qu'set de données sur plusieurs années
permettrait de confirmer définitivement nos coniaos. Il reste que ce type de méthodes

d'analyses est complexe et nécessite une formagpiounssée. Pour cette raison, les
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collaborations multidisciplinaires doivent étre dagées et encouragées puisqu’elles peuvent
s’averer trés fructueuses et permettre d’obtersrrdponses clés sur le plan de la gestion d'un
écosysteme.

En ce qui concerne les principales périodes d'édlmamage, il est primordial et
crucial de bien les choisir car leur mauvais positement dans I'année pourrait entrainer
'omission de certains cortéges algaux et par apnsgt des biais dans linterprétation des
données collectées. La DCE préconise aujourd’ntampagnes de prélevement au cours de
'année pour les lacs : la premiere a la fin dévéh - début de printemps correspondant a la
toute premiére phase de croissance du phytoplamttana période de brassage, la seconde
entre mi-mai et fin juin (hors phase des eaux €&jrphase printaniere de croissance du
phytoplancton et de mise en place de la thermqgclanéroisieme en juillet ou en aodt, en
plein été, quand la thermocline est bien instalEwrespondant & la deuxieme phase de
croissance du phytoplancton et la derniere entmes®re et mi-octobre, avant que la
température ne baisse et que la stratificationispadaisse. Dans le réservoir Marne, nous
avons pu mettre en évidence 3 phases importanteslaalynamique du phytoplancton. Une
premiére phase pourrait correspondre a la premargagne de prélévement préconisée par
la DCE. En effet, début mars et début avril coroesient au sortir de I'hiver et au début du
printemps, phase durant laquelle les diatoméeslesmpiremiéres colonisatrices. La deuxieme
phase gue nous avons mise en évidence corresparfithadu printemps et au début de I'été
et elle constituait un intermédiaire entre la deme et la troisieme phase préconisée par la
DCE. Nous y avons identifié des especes de finrdggmps, entre autres des diatomées
(Fragilaria crotonensisCyclotella bodanich et des especes de début d’été, essentiellement
des chrysophycéesDinobryon sertularia D. bavaricum D. sociale var stipitatum D.
elegantissimum Finalement, la troisieme phase que nous avorse ren évidence fait
référence a la fin de I'été et au début de l'autengui est une phase transitoire entre la
troisieme et la quatrieme période de préléevemerdamenandée par la DCE. Cette période
était caractérisée dans le réservoir par une coraoténmixte. Il est possible que les
conditions hydrologiques instables du réservoir dMane permettent pas de clairement
identifier les quatre périodes exactes recommandaesa DCE mais il reste que les trois
périodes que nous avons identifiées au cours ddexesannées sont valables et validées par
une méthode statistique adéquate.

Finalement, nos résultats ont globalement révélénguseule profondeur pouvait étre

echantillonnée pour rendre compte de I'ensemblia delonne d’eau. Pour éviter d’étre trop
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proche de la surface ou au contraire du fond, z@uésntiellement tres variables et non
représentatives, il est proposé ici qu'une profomdentre 3 et 6 m puisse étre utilisée a

I'avenir.

3. L’écologie du réservoir Marne et sa classificabin au regard de la DCE

L’analyse en composantes principales réaliséeesuvariables environnementales et
le biovolume phytoplanctonique total & la statienréférence (H) nous a permis de constater
gue la dynamique du phytoplancton n’était pas €dédrpar les mémes variables tout au long
de la période d’échantillonnage. Au début du pnigs, les concentrations de nitrates élevées
et les forts débits entrants étaient associée€hutdie la croissance du phytoplancton. Cette
période correspondait également a la phase de issagé du réservoir qui s’étend
généralement de novembre a juillet. Au printempsaweidébut de I'été, 'augmentation du
biovolume phytoplanctonique était associée a larditron de la silice dissoute, utilisée par
les chrysophycées bien que généralement la constommde silice accompagne la
croissance des diatomées qui l'utilisent pour lanfition de leur frustule. En plein été, on
retrouvait les biovolumes phytoplanctoniques maxixjaassociés aux fortes températures.
De plus, cette méme période associait les condemtsade chla avec les abondances des
bactéries et de certains virus (le groupe des VLPiRplement, la fin de I'été et le début de
'automne étaient caractérisés par un débit sortapbortant dans le canal Marne et des
concentrations d’orthophosphates importantes @@stutirobablement d’'une intensification de
la dégradation de la matiere organique.

Cependant, ces conclusions sont valables pour s&tt®n et ne nous donnent pas
d’'information sur les variations spatiales de laalyique phytoplanctonique du réservoir. Or,
il est désormais généralement admis que I'étudéadsructure et du fonctionnement des
ecosystemes ne peut étre faite rigoureusementpsandre en compte les variables spatiales
et temporelles. Dans le champ de I'écologie desnconautés, déterminer les facteurs de
I'environnement qui influent sur I'organisation dafespace et dans le temps des organismes
vivants constitue donc la problématique centrales @eologistes. Dans ce contexte,
l'identification des structures des organismes wnisaet des parametres du milieu, et I'étude
de leur stabilité ou de leur variabilité dans lenps et dans lI'espace sont des objectifs
majeurs. Dans tous les cas, I'ambition de percelasirchangements de la structure des

communautés a la fois dans l'espace et dans le stemgne a l'étude de données
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tridimensionnelles, espace-temps-variables. Aihsg méthodes multitableaux semblent
parfaitement adaptées pour I'analyse de telles €@ trois dimensions et nous avons pu
utiliser 'une des ces méthodes, I'analyse triadigartielle (ATP), afin d’étudier la stabilité
spatiale de structure temporelle du peuplementopitamctonique du Réservoir Marne. Pour
appréhender de facon plus précise le fonctionnemeniéservoir Marne, nous aurions pu
étudier les relations entre le peuplement phytaptanque et le milieu (variables
environnementales mesurées) dans un cadre spampmtel, c’est a dire en prenant en
compte non seulement toutes les dates mais égalemaes les stations ou bien encore de
tester 'hypothese selon laquelle la structure aesemblages d’especes dépend de celle du
milieu. A cet effet, une méthode appelée STATICQ,apuplek paires de tableaux (espéces
/milieu), permettrait de répondre a cet objectiafi® 2000).

Grace aux trois métriques associées a I'élémertbptancton (chlorophyll@, indice
planctonique, phosphore total), nous avons pu ifilersBétat eécologique de réservoir Marne.
Ces métriques ont été appliquées a la stationfédeeriee et aux trois autres stations G, J et K
afin de visualiser les différences entre la massaudprincipale et les autres bassins. Il en
ressort que les stations H et J présentent un tab®@&logique et un statut mésotrophe grace
aux valeurs de cld et d’l, respectivement. Cependant, il est intéressanbté que malgré
le méme état trophique, ces deux stations ne pegguas la méme diversité taxonomique et
le méme biovolume phytoplanctonique étant donné kjonger-structure présentée dans
'analyse triadique partielle ne les placait passile méme groupe de stations. Il en va de
méme pour les stations G et K qui ont toutes les da statut trophique plutdt eutrophe et un
état écologique meédiocre mais qui présentent unmposition et un biovolume
phytoplanctoniques différents. Cela souligne urie ét® plus I'importance a accorder a ces
trois autres stations (G, J et K) de par leur statophique et leur composition
phytoplanctonique. Par ailleurs, cette constatatiat en évidence le caractere fragmenté de
cet écosysteme si on considére I'ensemble de laarisau, bassins y compris, plutét que le
lac du Der uniquement qui représente la majoritészalume du Réservoir. D’autre part, il
convient de souligner que I'état écologique du mé&se Marne, issu des limites de classes
établies pour le phosphore, ne coincide pas aeat [Ecologique mis en évidence avec les
deux autres indices. Il semble en effet que la mitndon des concentrations de phosphore
total et de chla ne suivent pas une relation linéaire et que paséguent les classes de
qualité ne tiennent pas compte du phénomene di@gis&retardement) qui peut étre souvent

trouvé dans la relation impliquant ces deux vaesbl
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D’aprés les résultats obtenus avec I'élément ddéitqyzhytoplancton, la plus grande
partie de la masse d’eau du réservoir Marne (laD&h) semble d’ores et déja avoir atteint le
bon état écologique tel que préconisé par la DCautie part, il est tout a fait possible que
des rejets locaux dans les bassins nautiques (nogatnle bassin sud) puissent avoir des
impacts négatifs qui contrarient les usages rétséatans que cela n’affecte le
fonctionnement global du réservoir. Par contresidiil’horizon 2021, des efforts devront étre
consentis en amont de I'entrée du réservoir afirrédliire les apports de matieres et les
pollutions par les nutriments dans le lac de Charmeda qui constitue la source

d’alimentation du réservoir Marne.
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ANNEXE1

Tableau | Définitions des états écologiques « trés bonbgn» et « moyen » pour les lacs (Annexe
5, Directive 2000/60/CE, Parlement Européen 2000)
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Tableau Il Définitions des potentiels écologiques maximah bobmoyen en ce qui concerne les
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Européen 2000)
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RESUME

La mise en place de la Directive Cadre sur 'EaCCHD et l'atteinte du bon état
ecologique pour les masses d’eau artificiellesharizon 2015 obligent les gestionnaires a
définir ou adopter une certaine stratégie d’écHantiage afin d’assurer le suivi écologique
des réservoirs et renseigner quelques indices td’®&armi les indices biologiques, le
phytoplancton a été proposé par la DCE comme élemengualité pour les lacs et est
identifié aujourd’hui comme un bio-indicateur pdiehpuisque répondant aux changements
trophiqgues des masses d’eau. Face a I'existenca Bémergence de nombreux outils de
détection et de suivi du phytoplancton, nous av@sté et utilisé un spectrofluorometre
immergeablein situ (bbe FluoroProbe) et la cytométrie en flux (FACH@a) afin de
proposer la possibilité de les utiliser dans le readlu suivi de la communauté
phytoplanctonique pour le réservoir Marne. Paraitédnt, un dosage de la chlorophylet
une analyse taxonomique du phytoplancton ont éwdisés. Le lac-réservoir Marne,
également appelé Lac du Der-Chantecoq, a été nsemite en 1974, et constitue I'un des
plus grands réservoirs d’Europe occidental. Nogatr& ont porté sur deux années, 2006 et
2007, ou plusieurs stations et profondeurs onééb@ntillonnées. Il ressort de notre étude que
les mesures de la sonde spectrofluorométrique stctacentrations de chlorophylke
mesurées en laboratoire ont présenté une cormldédmtement significative, et que les
groupes pigmentaires majoritaires détectées paotale étaient significativement corrélés
aux biovolumes des espéces caractéristiques dgraeges. De par la facilité d'utilisation et
la fiabilité de cet outil, nous avons pu conclutglcgtait approprié pour le suivi de la qualité
des eaux du réservoir Marne. Plus compliquée @atibn et ne donnant qu’'un message
partiel, la cytométrie en flux, bien que tres parge, a montré ces limites pour ce type
d’application. Grace a une méthode multitableauxeti®e Analyse Triadique Partielle, nous
avons pu identifier qu’il y avait un nombre mininde stations a échantillonner pour rendre
compte de la dynamique et de la diversité du phgtampon dans I'ensemble du réservoir.
Trois stations H, | et N présentaient de fortesilgides en termes de dynamique et de
diversité de la communauté phytoplanctonique ettéion H a pu étre proposée comme
station de référence du réservoir Marne. Troisesustations, G (lac Champaubert), J (bassin
nord-ouest) et K (bassin sud-ouest) présentaiest cdeactéristigues spécifiques, rendant
egalement leur échantillonnage pertinent. L'étudeéliminaire des variables
environnementales a la station de référence n@esrais de constater que la dynamique du
réservoir et de sa communauté phytoplanctoniquéaib’@as contrélée par les mémes
variables tout au long de la période d'échantilegen Au début du printemps, les
concentrations de nitrates élevées et les fortgsdéhtrants étaient associés au début de la
croissance du phytoplancton. Au printemps et awidé® I'été, 'augmentation du biovolume
phytoplanctonique était associée a la diminutionlalesilice dissoute. En plein été, on
retrouvait les biovolumes phytoplanctoniques maxixassociés a de fortes températures.
Finalement, la fin de I'été et le début de I'aut@étaient caractérisés par un débit sortant
important dans le canal Marne et des concentratimrshophosphates élevées. Finalement,
deux métriques (sur 3 utilisées) directement aésscia |'élément phytoplancton
(chlorophylle a, indice planctonique) nous ont permis de clagsifiétat écologique du
réservoir Marne. Ces métriques ont été appliqudasstation de référence et aux trois autres
stations G, J et K afin de visualiser le caracfeagmenté de cet écosystéme, c’est a dire les
différences entre la masse d’eau principale ealiies bassins. Il ressort que les stations H et
J présentaient un bon état écologique et un statgotrophe bien que présentant une
composition phytoplanctonique difféerente et lestietes G et K avaient plutét un statut
trophique eutrophe et un état écologique meédiocre.
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