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Avant-propos

Le projet présenté dans ce rapport porte sur I’étude de I’influence des structures océaniques de
fine eéchelle sur la distribution du bactérioplancton en Méditerranée occidentale. Ce type de recherche
a nécessité une étude in situ, a travers la campagne océanographique BioSWOT-Med qui s’est déroulée
I’année derniere (avril-mai 2023). Les analyses et collectes de donneées in situ (mesure de parametres
physico-chimiques, collecte de microorganismes, etc.) étaient ainsi déja réalisées lors du début de ce
stage. Les échantillons de bactérioplancton ont également été analysés en cytométrie en flux par
Marceau Dupin, en juin 2023. Ce stage a donc consisté en 1’analyse des données cytométriques, déja
disponibles, mais non-traitées pour le moment. Pour la compréhension de ce rapport, de nombreux
éléments rappelant le contexte et le déroulement de la campagne et des analyses effectuées sont décrits
en partie « Matériels et Méthodes ». Enfin, seule une partie des échantillons bactériens analysés au
cours de ce stage ont été étudiés dans les parties « Résultats » et « Discussion » de ce rapport (cf. partie

1.6. « Données traitées »).
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Résumé

Les fronts océaniques sont des structures de fine échelle répandues dans les océans, et consistent en la
zone de rencontre entre deux masses d’eau. Malgré 1’importance reconnue du bactérioplancton dans
les cycles biogéochimiques et I’omniprésence de ces structures, I’effet des zones frontales sur la
distribution des communautés bactériennes dans 1’espace reste peu connu. En utilisant la cytométrie
en flux afin d’étudier la diversité et I’abondance de cette communauté, et en analysant les
caractéristiques physiques et chimiques des masses d’eau, il est démontré de forts changements dans
les abondances des populations d’une zone frontale de Méditerranée, et ce verticalement et
horizontalement. Le front contenait des abondances bactériennes supérieures aux eaux alentours pour
quasiment toutes les populations, la distribution de ces derniéres étant principalement corrélée a la
température et a la salinité, variables classiquement utilisées pour la discrimination des masses d’eau.
Néanmoins, il s’est avéré que les données biologiques discriminent plus nettement les masses d’eau
que les données physico-chimiques. Ces résultats, liant écologie microbienne et océanographie
physique et chimique, mettent en évidence I’importance de comprendre la structuration des
communautés bactérioplanctoniques par les masses d’eau dans le but de 1’utiliser comme un modéle
plus sensible pour la détermination de leur origine et déplacement.

Mots clefs : couplage physique-biogéochimie, bactérioplancton, front océanique, cytométrie en flux,
distribution.

Abstract

Oceanic fronts are fine-scale structures widespread in the oceans, consisting of the meeting zone
between two water masses. Despite the recognized importance of bacterioplankton in biogeochemical
cycles and the omnipresence of these structures, the effect of frontal zones on the distribution of
bacterial communities in space remains poorly understood. By using flow cytometry to study the
diversity and abundance of this community, and analyzing the physical and chemical characteristics
of water masses, strong changes in population abundances are demonstrated within a Mediterranean
frontal zone, both vertically and horizontally. The front contained higher bacterial abundances
compared to surrounding waters for almost all populations, with the distribution of these populations
primarily correlated with temperature and salinity, variables conventionally used for water mass
discrimination. However, it was found that biological data discriminate more clearly water masses than
physicochemical data. These results, linking microbial ecology with physical and chemical
oceanography, highlight the importance of understanding the structuring of bacterioplankton
communities by water masses to use it as a more sensitive model for determining their origin and
movement.

Keywords: Physical-biogeochemical coupling, bacterioplankton, oceanic front, flow cytometry,
distribution.



Introduction

Les milieux océaniques sont des entités trés dynamiques, autant en termes de physique, que de
chimie, de géologie ou encore de biologie. A 1’origine considérées comme une entité unique, il est
aujourd’hui admis que ces étendues sont constituées de plusieurs masses d’eau, persistantes grace a
des différences de température et de salinité en leur sein, les rendant plus ou moins denses, et
empéchant leur brassage. Elles sont distinguables a différentes échelles : la macroéchelle, (de 100 a
plusieurs milliers de kilometres), la mésoéchelle (de 10 a 100 kilomeétres), la submésoéchelle (de 1 a

10 kilometres) et la microéchelle (inférieure a 1 kilometre) (Talley et al., 2011).

De nos jours, la majorité des études océanographiques se concentrent sur les courants permanents,
de grande échelle (Wenegrat et al., 2020). Les structures de fine échelle (entre la méso et
submésoéchelle), comprenant principalement des tourbillons, des fronts et des filaments, sont peu
étudiées du fait de leur caractére éphémeére et restreint dans I’espace. Elles s’étendent de 1 a 100 km et
subsistent entre plusieurs jours et quelques mois (Talley et al., 2011). Difficiles a caractériser in situ,
ce sont surtout des satellites (SWOT, Jason, etc.) qui permettent leur étude. Ces données sont ensuite
intégrées dans des modeles numeériques afin de modéliser les impacts de ces structures sur les
organismes et sur la chimie des océans, particulierement importante dans le contexte du changement
climatique, ou la compréhension du cycle du carbone et notamment de sa fixation et de sa séquestration

sont primordiales (Azam et al., 1994).

Des corrélations entre distribution des organismes et structures océaniques de fine échelle ont été
observées (Samo et al., 2014, Baltar & Aristegui, 2017), et ce d’autant plus pour les organismes
dérivants, contraints a étre transportés passivement par ces masses d’cau (Samo & Moutin, 2012).
Certains composent le groupe des microorganismes, pourvus d’une seule cellule et a durée de vie
courte (turn-over d’un jour en moyenne (Moger-Reischer & Lennon, 2019)). Cette courte existence
permet de caractériser des évolutions rapides dans les communautés, et ceci est d’autant plus pertinent
lors de I’étude de structures océaniques éphémeres. Ce groupe taxinomique permet donc une étude a
haute résolution temporelle de la structuration des populations vivantes par les masses d’eau de fine
échelle. Certaines études suggerent d’ailleurs que ces structures se comportent comme des habitats, en
abritant des communautés microbiennes relativement distinctes, notamment en termes de taxon
dominant (D’Ovidio et al., 2010). Cette derniére étude précise que les turbulences a mésoéchelle, en
créant des masses d’eau aux dynamiques et compositions chimiques contrastées, permettent de
maintenir des niches écologiques suffisamment longtemps pour que certains groupes microbiens
localement adaptés deviennent dominants. Ces structures finissent ensuite par disparaitre, permettant
aux eaux de se mélanger et empéchant I’exclusion compléte de certains groupes. Le type initialement
le plus adapté se retrouve dans un environnement aux conditions distinctes, ou une coexistence de

plusieurs groupes peut alors étre observée. Ce mécanisme de structuration du paysage océanique en
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niches écologiques éphémeres et fluides a méso et submésoéchelle permet le maintien d’une
dominance locale d’un groupe, et d’une dispersion a grande échelle des taxons, passivement
transportés par ces structures. Dans les milieux océaniques sont alors notable une faible diversité alpha,

mais une diversité gamma importante.

La présente étude se focalise sur le compartiment bactérien hétérotrophe, principal groupe
minéralisateur de la matiere organique (Reich et al., 2024) de la surface jusqu’en profondeur (B.S.
Lambert et al., 2019). C’est un groupe ubiquiste en milieu marin (Pommier et al., 2007), qui joue un
role important dans les cycles biogéochimiques du carbone, de 1’azote, du fer et du phosphore entre
autres (Soares et al., 2017, Dyhrman et al., 2007). La détection rapide et peu colteuse de ces
organismes au sein des structures océaniques est permise par la cytométrie en flux, seule méthode a
haut débit permettant le dénombrement de particules et de cellules, et la discrimination de groupes

microbiens sur la base de plusieurs criteres morpho-phénotypiques a partir de leurs propriétés optiques.

Dans ce rapport, les bactéries seront étudiées au sein d’un type particulier de structure de
submesoéchelle : les fronts. Ils se forment par la déformation de 1’écoulement de 1’eau, a I’interface
entre deux masses d’eau. La littérature reconnait déja une plus grande abondance phytoplanctonique
dans ces structures (J. S. Franks, 1992), hypothétiqguement d aux mouvements verticaux en leur sein,
permettant une remontée de nutriments en faveur de la croissance phytoplanctonique (D’Ovidio et al.,
2010). Cela stimule la dynamique bactérienne hétérotrophe (M.L.S. Fontes et al., 2018), ce qui favorise

la minéralisation de la matiére organique formée par ces autotrophes.

La mer Méditerranée est une zone particulieérement propice a 1I’¢tude de ces fronts. En effet, c’est
un milieu oligotrophe (pauvre en éléments minéraux) (Moutin & Prieur, 2012), comme la plupart des
océans, mais il posséde une grande diversité planctonique (Bianchi & Morri, 2000), ce qui conduit a
la notion de « Paradoxe du Plancton », a savoir qu’une si grande diversité planctonique dans un milieu
si pauvre en ressources est difficilement expliquable. Cela peut justement probablement s’élucider par
le grand nombre de structures a fine échelle que contient cette mer, qui se comportent comme des
niches écologiques différentes (D’Ovidio et al., 2010), induisant une grande diversité a I’échelle de la

mer, mais faible a I’échelle de ces structures de fine échelle.

C’est dans ce contexte que s’est déroulée la campagne océanographique internationale BioSWOT-
Med (BlIOlogical applications of the satellite Surface Water and Ocean Topography in the
MEDiterranean) au printemps dernier (https://doi.org/10.17600/18002392), avec comme ambition de

cibler un front (F) séparant deux masses d’eau (A et B) aux conditions physico-chimiques contrasteées
dans le but d’en étudier leurs communautés planctoniques. Des données physiques (courants
horizontaux, vitesses verticales, etc.), chimigques (concentration en nutriments, en matiere organique,

en chlorophylle A, en dioxygéne dissous, en chlorure de sodium (salinité), etc.) et biologiques (virus,
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microorganismes et zooplancton) ont été recueillies, a différentes profondeurs et heures de la journée
dans chaque masse d’eau. Le but de cette étude est d’étudier le couplage entre processus physiques et
biologiques en termes de dynamique spatiale (verticale et horizontale).

Comme le suggérent les études citées précédemment, ces trois masses d’eau devraient contenir des
assemblages microbiens relativement différents, s’il est considéré qu’elles correspondent a des niches
distinctes. Cette étude investigue ainsi de quelle facon les structures océaniques de fine échelle
influencent la distribution du bactérioplancton. Pour y répondre, quatre hypotheses sont définies (Fig.
1) : i) les trois masses d’eau comportent des communautés qui leurs sont spécifiques, une limite
physique semblerait empécher le brassage des eaux et donc le mélange des communautés, indiquant
que les structures océaniques se comportent comme des entités indépendantes (Fig.1 (a)), ii) les zones
A et B contiennent des communautés distinctes, le front consiste en un mélange de ces communautés
(Fig.1 (b)), iii) les trois masses d’eau contiennent une communauté similaire, elles ne structurent donc
pas la distribution des populations (Fig.1 (c)), et enfin, iiii) les communautés des trois masses d’eau se
mélangent partiellement, un gradient est observable dans la différenciation des communautes, il existe

une structuration spatiale non-stricte des masses d’eau (Fig.1 (d)).

Le sujet de ce rapport, en plus d’étudier la fagon dont les masses d’eau structurent les communautés
bactériennes, est de comparer comment les masses d’cau sont discriminées a partir des données
physico-chimiques et biologiques. Historiquement, ces masses d’eau sont définies par des différences
en termes de température et de salinite, mais les microorganismes, extrémement sensibles a leur
environnement et ne pouvant survivre que dans une combinaison spécifique de ces variables

environnementales, pourraient devenir un indicateur plus fin que la chimie pour les discriminer.

Légende :

Communauté bactérienne
de la masse d’eau A

3 zones distinctes (@) | Front : zone de brassage (b)
A F B A F B

Communauté bactérienne
de la masse d’eau F

Communauté bactérienne
de la masse d’eau B

Brassage des eaux (©) Transition entre masses d’eau (@ . L.
A F B A F B Communauté bactérienne non

spécifique d’une masse d’eau
Limite physique nette

Limite physique non-nette :
brassage des eaux

Figure 1 — Représentation schématique des quatre hypothéses principales concernant la structuration des
communautés bactériennes par les trois masses d’eau étudiées lors de la campagne BioSWOT-Med. Inspiré
de Lévy et al., 2018.
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1. Matériels et méthodes

1.1. Description de la campagne océanographique

La campagne océanographique BioSWOT-Med
s’est tenue non loin des Iles Baléares, dans les eaux
Méditerranéennes nord-occidentales, du 20 avril au 15

mai 2023 a bord de 1’Atalante, navire de recherche de

" 14 mai
2023

| 9mai
2023

la FOF (Flotte Océanographique Francaise) affrété par
I’IFREMER (Institut Francais de Recherche pour

4 mai
2023

I'Exploitation de la MER) (Fig. 2 (a)) . Les trois masses
d’eau prospectées ont été identifiées par images

satellites de D’altimétre de D’orbiteur NASA-CNES

29 avril
2023

24 avril
2023

SWOT (Surface Water Ocean Topography), et par des
modeles mathématiques construits a partir de données

collectées par des bouées dérivantes (CARTHE drifters).

Cela permet une stratégie d’échantillonnage dite

« Lagrangienne adaptative », consistant a se déplacer en

Figure 2 — (a) Trajet effectué par le bateau lors
de la campagne. Les couleurs correspondent

méme temps que les masses d’eau et permettant donc de  aux dates de traversee des eaux et les points
aux zones échantillonnées. (b) Echantillonnage

suivre en temps réel les structures océaniques. «en couronne» des

trois masses d’eau

étudiées. Crédit : Doglioli A.

1.2. Zone d’étude

La zone d’étude se compose de trois masses d’eau : i) « A » une
masse d’eau ouverte et productive (forte abondance de phytoplancton
(Fig. 3)). Elle correspond a de vieilles eaux Atlantiques, entrées en
Méditerranée par le détroit de Gibraltar puis modifiées par brassage
avec les eaux méditerranéennes, réchauffement et évaporation,
i) « B » une masse d’cau fermée de type tourbillonnaire et moins
productive, composée de plus jeunes eaux Atlantiques modifiées, et
enfin iii) « F » une masse d’eau turbulente, correspondant a un front ;

zone de rencontre entre les masses d’eau A et B.

42N

41N

40N

3E 4E 5E 6E

Figure 3 — Carte de haute
résolution de la concentration
en chlorophylle en surface
(vertfoncé : 0,1 pg/L, rouge : 1
pg/L) illustrant la zone d'étude
le premier jour de la campagne
(21 avril 2023). Crédit:
D’Ovidio F.

Trois salves d’échantillonnage ont eu lieu : la premiére du 24 au 28 avril 2023 (Al, Bl et F1), la
seconde du 4 au 7 mai 2023 (A2, B2 et F2) et la troisieme le 13 mai 2023 (B3) (Fig. 2 (b)). Une

tempéte, survenue entre ces deux salves, a empéché une troisieme prise compléete d’échantillons

initialement prévue. Le trajet effectué pour échantillonner les zones A, B et F s’est réalisé en couronne

(Fig. 2 (b)) afin de prospecter les trois masses d’eau a intervalle de temps régulier.
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1.3. Stratégie d’échantillonnage

1.3.1. Echantillonnage des objets biologiques in situ

bouteilles hydrologiques (Niskin), disposées sur un carrousel (Fig. 4 (a)), en
rosette (24 bouteilles par carrousel afin d’échantillonner a des profondeurs
différentes en une seule descente), permettant 1’échantillonnage de la
surface a 500 metres de profondeur, et ii) collecte d’échantillons par

pompage directement a partir du bateau gréce a deux tuyaux attachés a une

sonde CTD lestée, et reliés a une pompe, permettant un échantillonnage a

haute fréquence (tous les 2 a 4 métres) entre la surface et 50 metres de " SR

) Figure 4 — Outils utilisés lors
profondeur (Fig. 4 (b)). Cette derniére méthode d’échantillonnage n’a de |a campagne pour la
collecte de microorganismes.
) o ) (a) Carrousel. (b) Systéme de
constitue des données inédites en océanographie. pompage. Crédit : Grégori G.

jamais été réalisée a une telle résolution lors de précédentes campagnes, et

1.3.2. Mesures physico-chimiques in situ

De nombreuses mesures de caracteristiques physico-chimiques ont été effectuées a bord. Seules
les données de salinite, température, fluorescence, conductivité et turbidité ont été utilisées pour cette
étude®. Leur mesure s’est effectuée grace a des sondes embarquées sous le carrousel : CTD (mesure
de la conductivité, température et densité/profondeur), fluorimetre (mesure de la fluorescence
chlorophyllienne) et turbidimétre (mesure de la turbidité, proxy de la quantité de matiere en

suspension).

1.4. Analyse par cytométrie en flux

1.4.1. Préparation des échantillons

Les échantillons provenant du carrousel ont été transvases des bouteilles Niskin a des tubes
Falcon® de 25mL et ont éte fixés selon le protocole suivant : 20 pl d’une solution de glutaraldéhyde-
pluronique + 1 980 ul d'échantillon afin de conserver les cellules en leur état physiologique, et d’éviter
la dégradation cellulaire dans le cas présent ou les échantillons sont analysés plusieurs mois apres la
campagne. lls ont ensuite été incubés pendant 30 minutes a I’obscurité afin d’optimiser la fixation des
cellules, puis ont rapidement été congelés dans de I'azote liquide avant d'étre stockés a -80°C jusqu'a
I'analyse en laboratoire. Les échantillons provenant du pompage ont été directement prélevés a bord

grace a deux tuyaux de prélevement et mis dans des tubes Falcon® de 25 ml, rincés 3 fois avec l'eau

! Les mesures de sels nutritifs, de matiére organique et autres ne sont pas encore disponibles car en cours d’analyse.
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de mer pompée, puis fixés dans des cryotubes de 25 ml selon le méme protocole que pour les

échantillons provenant du carrousel.

1.4.2. Analyse des échantillons par cytométrie en flux

L’analyse des échantillons par cytométrie en flux a ¢été réalisée par le cytometre
Cytoflex®(Beckman Coulter®) de la plateforme de cytométrie PRECYM (Plateforme Régionale de
Cytométrie pour la Microbiologie (http://precym.com.univ-mrs.fr)) du M.1.02. La cytométrie en flux

consiste en une analyse optique, a haut débit (jusqu’a plusieurs par seconde) et a I’échelle individuelle,
de particules (dont les cellules) en suspension dans un fluide (liquide de gaine) suite a leur excitation
par un faisceau laser bleu (488nm) et violet (405 nm)?2.

Les échantillons du carrousel et du pompage ont d’abord été décongelés au laboratoire, puis
incubés avec du Sybr Green (Sigma®), fluorochrome se liant aux acides nucléiques et émettant de la
fluorescence verte lors de son excitation par le laser du cytometre, et des billes de calibrage de diametre
2um, reperes de taille afin de discriminer les bactéries des particules de taille plus importante.

Les données acquises grace au logiciel CytExpert® (version 2.5) lors du passage des échantillons
dans le cytometre, en particulier les différents signaux optiques enregistres (diffusion de la lumiére et
fluorescences des cellules), permettent la génération de graphiques bidimensionnels appelés «
cytogrammes ». Cinq variables (canaux de diffusion) utiles a la suite de I’analyse des échantillons
bactériens ont été conservées et représentées sur les cytogrammes. Le canal de détection FSC (Forward
Scatter) correspond a la diffusion vers 1’avant et aux petits angles de la lumiere du laser bleue par la
particule. C’est un proxy de la taille des particules. Le canal SSC (Side Scatter) est associé a la
diffusion de la lumic¢re incidente bleue par les particules a 90°. C’est un proxy de la granularité
(complexité de la structure interne) et de la taille des particules. vSSC mesure la méme variable de
diffusion que le SSC mais a partir du faisceau laser violet, plus efficace et plus résolutif pour la
détection de petites particules comme les bactéries. Le canal Sybr Green-FITC (Fluorescein
Isothiocyanate) correspond a la fluorescence verte induite par le Sybr Green, apres excitation par le
laser. Sa fluorescence est proportionnelle a la quantité d’acides nucléiques dans la cellule, c’est donc
un proxy de la taille du génome. Enfin, PC5.5-Chlorophylle a (PerCP-Cyanine5.5) se rapporte a la
fluorescence rouge de la chlorophylle a apres excitation par le laser bleu. Sa fluorescence est

proportionnelle a la quantité de pigments chlorophylliens.

% Les analyses des échantillons par cytométrie en flux n’ayant pas été¢ réalisées au cours de ce stage et étant relativement
complexes, elles ne seront détaillées finement qu’en Annexe (Partie 2.). Seules les informations indispensables a la
compréhension de ce rapport concernant cette partie sont présentées.

% Le principe de la cytométrie en flux est décrit plus largement en Annexe (Partie 1.).
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1.4.3. Analyse des données cytométriques

L’analyse des cytogrammes est également effectuée a partir du logiciel CytExpert®. Elle a consisté

en la discrimination de populations* bactériennes a I’aide d’une stratégie de fenétrage. Elle vise a

éliminer successivement les événements® de taille supérieure a celle des bactéries (Fig. 5 (a)), le

phytoplancton (Fig. 5 (b)), puis le « bruit » (débris cellulaires, particules virales, etc.) (Fig. 5 (c)). Cela

permet ensuite de discriminer les bactéries en populations a partir de leur taille (canal vSSC) et de la

quantité d’acide nucléique qu’elles contiennent (canal Sybr Green - FITC) (Fig. 5 (d)). 1 020

échantillons de bactéries, en provenance du carrousel et du pompage, ont été analysés au cours de ce

stage.

Les populations  sont
nommées selon leur position
dans le cytogramme par
rapport aux deux axes. 4
dénominations sont possibles
concernant I’axe des
abscisses, indiquant la taille
des cellules (vSSC) : LowSSC
(faible valeur sur I’axe, petites
cellules), MediumSSC
(cellules de taille moyenne),
HighSSC (grandes cellules) et
VeryHighSSC (trés grandes
cellules). A propos de 1’axe
des ordonnées, indiquant le
contenu en acides nucléiques
(Sybr Green), 3 dénominations
sont possibles : LNA (Low
nucleid acid : faible valeur sur

I’axe, la cellule fluoresce peu,

P05-2.B : All Events = 107 P05-2.B : Bact area

(@) (b)

-
&l

3
A
2

Sybr Green - FITC-H
2 Sybr Green - FITC.H

102 10° 10¢ FSC-H 10° 108 107 10° 10¢ PC5.5.-Chloroa-H  10¢ 107
107, P05-2-B : Bactéries + bruit 2 P05-2.B : Bactéries.

' (©) ™ (d)

LowSSC-LNA (10,29%)
LowSSC-MNA (8,70%)

Sybr Green - FITC.-H
|
il
forbie J :

VeryHighSSC-MNA (0,69%)

1 | R i i~ il i s i 1|
108 10* vSSC-H 10 10¢ 107 10° 104 vSSC-H 108 10¢ 107

Figure 5 — Cytogrammes illustrant la stratégie de fenétrage utilisée pour
[’étude des bactéries. Exemple de [’échantillon « P05-2-B » provenant de la
masse d’eau F, échantillonnée [’aprés-midi, & 2 métres de profondeur. (a)
cytogramme SSC-FSC permettant [’élimination d’événements de taille
supérieure a 2um (repére : billes 2um), (b) cytogramme FITC-PC5.5
permettant [’élimination du phytoplancton, (c) cytogramme FITC-vSSC
permettant [’élimination des particules fluorescant peu (« bruit») et (d)
cytogramme FITC-vSSC dépourvu de « bruit », permettant la discrimination
des populations bactériennes.

elle contient donc peu d’ADN), MNA (Medium nucleid acid : cellules avec un contenu moyen en

4 Le terme population employé ici est différent de celui usuellement utilisé en écologie. Il renvoie a un groupe discerné
en cytométrie en flux, ces groupes pouvant en réalité contenir plusieurs espéces similaires de par leur taille et celle de
leur génome. Cela doit donc étre considéré sur le plan statistique et non de biodiversite.

% Les événements, en cytométrie en flux, correspondent a une particule détectée par le cytométre. Tant que 1’élimination
des particules non-vivantes n’est pas effectuée, les point visibles sur les cytogrammes sont appelés « événements », et

non « cellules ».

Page 7



ADN) et HNA (High nucleid acid : cellules contenant une importante quantit¢é d’ADN). Les
populations comportent donc des noms combineés, détaillés en partie Résultats.

Les fenétres créées comptabilisent le nombre de cellules en leur sein. Le calcul suivant est effectue
pour chaque fenétre de chaque échantillon afin d’obtenir I’abondance de chaque population a chaque
profondeur. Le facteur de dilution correspond a la dilution de 1’échantillon d’eau de mer par la solution

de microbilles, de Sybr Green et de glutaraldehyde-pluronique.

nombre de cellules par fenétre
volume d'échantillon analysé (uL)

Abondance (cellules/mL) = X facteur de dilution x 1000

1.5. Analyses statistiques et représentations graphiques

Le logiciel Ocean Data View (ODV) (version 5.7.0) a été utilisé afin de créer des profils, des
transects et des cartes de la zone marine étudiée. La génération de cartes représentant 1’abondance
totale de chaque population en un point de surface a nécessité une intégration de 1’abondance de chaque
population sur toute la colonne d’eau échantillonnée. La méthode d’interpolation « Weighted-average

gridding » a été utilisée pour la création des transects.

Le logiciel RStudio (version 2023.06.2+561) et le package « ade4 » ont été utilisés afin de réaliser
des Analyses de Composantes Principales (ACP) permettant de discriminer les masses d’eau a partir
de leurs propriétés physico-chimiques (température, conductivite, salinité, fluorescence et turbidité) et
biologiques (abondances bactériennes des populations qu’elles abritent). Les variables ont été
normées. Des corrélations entre variables physico-chimiques et abondances bactériennes ont été
calculées a partir d’un test non-paramétrique de Spearman et un diagramme en batons a été géneré afin

de comparer les abondances bactériennes des trois masses d’eau.

Enfin, des indices de Shannon ont été calculés (formule et détails selon Shannon, 1948) afin de
caractériser la diversité (richesse et régularité) des masses d’eau. Cet indice a été calculé pour chaque

profondeur de chaque masse d’eau, a partir des abondances des populations bactériennes.

1.6. Données traitées

Seules les données des échantillonnages ayant eu lieu les apres-midi ont été utilisées dans ce
rapport, étant les plus variables, de méme que seules les données de pompage, dont 1’échantillonnage
a haute résolution consiste en la particularité inédite de la campagne (cf partie 2.3.1.) et la premiére

salve d’échantillonnage (A1, F1 et B1) ont été étudiées.

2. Résultats
2.1. Caractéristiques hydrographiques
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A, B et F sont des masses

d’eau relativement

similaires d’un point de vue

de leurs conditions physico-

chimiques (partielle

superposition sur le plan

défini par les deux premiéres

(b)

Variable Axel Axe2
Température (°C) -0.983 -0.024
Conductivité (S/m) -0.969  -0.041
Salinité (PSU) 0.727 -0.087
Fluorescence (mg/m?) 0.652 -0.615
Turbidité (FTU) -0486  -0.823

Figure 6 — Résultats de ['ACP réalisée a partir des données

environnementales. (a) Représentation des masses d’eau dans le plan défini

par les deux premiéres composantes principales. (b) Corrélation de chaque

composantes  principales)
(Fig. 6 (a)). Des différences sont cependant

notables. En effet, ces structures océaniques

se distinguent sur I’axe 1. Al, positivement
corrélée a cet axe, est plus salée que Bl et
comporte une fluorescence forte, mais est plus
froide et de faible conductivité (Fig. 6 (b)). B1,
au contraire négativement corrélée a I’axe 1,
est caractérisée par de fortes températures,
turbidités et conductivités, mais des valeurs de
salinité et de fluorescence moindre. Le front,
se plagcant quasiment au centre du plan, est
donc  caractérisé  environnementalement
parlant par des valeurs de température,
conductivité, salinitt et fluorescence
moyennes comparé aux deux structures
alentours (Al et B1), et visiblement plus
turbide vu sa corrélation négative a I’axe 2.
L’analyse graphique permet d’observer que
F1 et B1 sont plus similaires entre elles

qu’elles ne le sont de Al.

Des transects de la zone prospectée
lors de la campagne ont été réalisés a partir des

données de salinité, turbidité, fluorescence et

variable aux deux premiéres composantes principales.
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ﬁ
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température® (Fig. 7). Une régionalisation Figure 7 — Transects de la région marine abritant les trois

spatiale verticale et horizontale des valeurs

masses d’eau étudiées, représentant (a) la fluorescence, (b) la
température, (c) la salinité et (d) la turbidité.

6 Le transect représentant la température est similaire en tout point a celui de la conductivité (transect non présenté dans
cette partie, voir Annexe (Fig. 19, Partie 3.)) du fait de leur forte corrélation (Spearman=170, p-value < 0.001,

rho=0.991). Il illustrera donc ces deux variables.
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de ces variables est clairement observable entre les masses d’eau, et soutiennent les informations
suggérees sur I’ACP (A1 froide, a faible fluorescence et conductivité, mais forte salinité, et B1 chaude,
a forte fluorescence et turbidité, mais faible salinité et conductivité). La variation verticale est
particulierement visible en profondeur pour les masses d’eau Bl et F1. En effet, B1 est, en surface (0-
22 metres) une masse d’eau chaude (>18°C (Fig. 7. (b)), a turbidité moyenne (entre 0.15 et 0.25 FTU
(Formazin Turbidity Unit) (Fig. 7. (d))) et a faible salinité (38-38.3 PSU (Practical Salinity Unit) (Fig.
7. (c))). Elle est plus froide (14-16°C) et salée (37.8-38 PSU) en profondeur, méme si cette salinité
reste faible comparée a celle de la masse d’eau Al. F1 semble correspondre a une zone de gradient
entre les conditions physico-chimiques observées dans les deux masses d’cau adjacentes. En effet, elle
est chaude (16-18°C (Fig. 7. (b))), turbide (0.4 FTU a 6 métres (Fig. 7. (d))) et peu salée (38-38.1 PSU
(Fig. 7. (c))) en surface, de maniére relativement analogue a la masse d’eau B1, si ce n’est que cela est
visible sur une profondeur plus faible. Elle est également plus froide (14-16°C) et salée (38.1-38.3
PSU) en profondeur, a partir de 10 métres, similairement a la masse d’eau Al. La fluorescence a un
motif particulier sur le transect (Fig. 7. (a)), et semble corrélée a des eaux aux valeurs de salinité
comprises entre 38.2 et 38.3 PSU (Fig. 7. (c)), et de température entre 14.5 et 15°C (Fig. 7. (b)). Ceci
est verifié statistiguement concernant la salinité (Spearman = 9708, p-value < 0.001, rho = 0.505), la
température (Spearman = 34456, p-value < 0.001, rho = -0.758) mais pas a la turbidité. De méme, la
température est inversement corrélée a la salinité (Spearman = 32734, p-value < 0.001, rho = -0.670)
ainsi qu’a la turbidité (Spearman = 9525, p-value < 0.001, rho = -0,510). La turbidité est egalement
correlée a la salinité (Spearman = 32419, p-value < 0.001, rho = -0.654).

2.2. Caractéristiques biologiques

2.2.1. Composition de la communauté bactérienne

Suite a I’analyse des cytogrammes, - P05-2-B : Bactéries_
huit populations ont été identifiées sur la e
base de leurs propriétés optiques :
LowSSC-LNA, LowSSC-MNA,
MediumSSC-LNA, MediumSSC1-
MNA, MediumSSC2-MNA, HighSSC-
MNA, VeryHighSSC-MNA et
VeryHighSSC1-HNA (Fig. 8). Elles sont

présentes dans toutes les masses d’eau et

LowSSC-LNA (10,29%)
LowSSC-MNA (8,70%)

Sybr Green - FITC-H

VeryHighSSC-MNA (0,69%)

a toutes les profondeurs excepté
VeryHighSSC-MNA, absente de la

103 104 yssc-H 10% 108 107

Figure 8 — Cytogramme illustrant les populations identifiées.
masse d’eau B1. Exemple de [’échantillon « P05-2» provenant de la masse
d’eau F, a 2 métres de profondeur.
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2.2.2. Distribution des populations bactériennes au sein des masses d’eau

Les trois masses d’eau se distinguent nettement par les |(a)

>

abondances des populations qui les constituent (Fig. 9 (2)).

%TE : ¢ XV
1

La masse d’eau F1, corrélée négativement a 1’axe 1, abrite

des populations importantes de MediumSSC-LNA,

Axe 1:39%

MediumSSC1-MNA, LowSSC-LNA, VeryHighSSC1-

HNA et VeryHighSSC-MNA (Fig. 9 (b)). C’est I’inverse

pour B1, a I’exception que cette masse d’eau est également (;/ .

corrélée positivement a I’axe 2, indiquant de fortes "

abondances de LowSSC-LNA et HighSSC-MNA et () e ss VN (oelevm I

MediumSSC-LNA principalement. Enfin, la masse d’cau Modimassean Conarr) TS

Al est négativement corrélée a I’axe 2, démontrant qu’elle i{;ﬂ;‘;‘fﬁﬁﬁﬂﬁlﬁ;ﬂ?m’ - 4

abrite  majoritairement des bactéries des populations ijgﬁ;ﬁtii?ﬂf ({;ﬁﬁfﬁ’ -
LowSSC-MNA (cellules/mL) 0.08 -0.72

MediumSSC2-MNA, MediumSSC1-MNA et LowSSC-
o _ Figure 9 — Résultats de I’ACP réalisée a
MNA majoritairement. F1 est la zone la plus variable, partir  des  données  d’abondances

contrairement & B1, et AL particuliérement (Fig. 7 (a)).  Populationnelles. (a) Représentation  des
masses d’eau dans le plan défini par les deux

premiéres composantes principales. (b)
Des cartes, formées a partir des abondances des Corrélation de chaque variable aux deux

populations bactériennes sur toute la colonne d’eau PreMIEres composantes principales.

échantillonnée, confirment ces informations et

permettent de comparer [’abondance de chaque

4e+13
|

population entre les différentes masses d’eau (Fig. 11).

Le front (F1) comporte une communauté bactérienne

2e+13
I

caractérisee par des abondances supérieures a celles des

autres masses d’eau pour toutes les populations,
exceptées LowSSC-MNA et MediumSSC2-MNA (Fig.
11 (b), (e)), en plus faible abondance comparé a Al. A

Abondance bactérienne totale (cellulesim2)
Oe+00
L

A1 F1 B1

Masse d'eau

Figure 10 — Diagramme en béatons représentant
l’abondance bactérienne totale de la colonne

plus faibles, exceptée HighSSC-MNA (Fig. 11 (f)), dont  d eau échantillonnée pour chaque masse d’eau.

I’inverse, B1 abrite des populations en abondance les

la forte abondance dans cette zone est notable. Cela est vérifié par le calcul de la somme des
abondances de toutes les populations par masse d’eau (Fig. 10), ou F1 se démarque par sa communauté
bactérienne abondante, tandis que B1 est la masse d’eau a la communauté la moins abondante. Ces
cartes permettent également de discerner des motifs particuliers dans la distribution des
microorganismes entre les trois zones étudiées. Certaines populations forment un gradient dans leur
abondance entre les trois masses d’eau, comme LowSSC-MNA et MediumSSC2-MNA (Al plus riche

que B1 a chaque fois) (Fig. 11 (b), (e)). D’autres populations indiquent un front comportant une
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abondance bactérienne supérieure a celle des deux masses d’eau adjacentes (distribution unimodale
entre les trois masses d’eau). C’est le cas des populations LowSSC-LNA, MediumSSC-LNA,
MediumSSC1-MNA, VeryHighSS-MNA et VeryHighSSC1-HNA (Fig. 11 (a), (c), (d), (), (h)).

LowSSC-LNA (cellules/m?) LowSSC-MNA (cellules/m?) MediumSSC-LNA (cellules/m?)  MediumSSC1-MNA (cellules/m?)
a) . by c d
( ) | A1® | fe+12 ( ) | | 4e+12 ( ) | | 2513 ( ) I @ | feriz
AN F1 . AN E 4I°N [ ] 4I°N L
| | | | | [ | | H2ses12
[ Zetld
| |”3e+:l2 | |”3e+u | I | |--2e+12
1,5e+13
m,sgx| B® | o ol ® | - 405N| e | 05| ® | —
=€
| | | | | | B renas I I
le+12
| | - | | frensz | | |
| ‘ | S “ | “ ‘ | “ | e
: I i H
i i
! I _ . . __F L — _ I§o
I8°E #F 12E .1_,4°EI 0 38°E #E 42°E T,mzl 0 33°E £°F 42F 44°E ° 38°E £E 42°F 44°F
MediumSSC2-MNA (cellules/m?) HighSSC-MNA (cellules/m?) VeryHighSSC-MNA (cellules/m?) VeryHighSSC1-HNA (cellules/m?)
— — — — [ Tetl2 _—_— = - —_ — = = — — — — gl
(e) ® (® wn (h)
| | | ® ||en | @ | | |
. Ge+12 | |_\
wf,\l | 410,\| | 41°N| | sl 41°N| ' | 4e+ll
|| Se+12
< 3e+12
| | | | | | - | 1.
de+12
40,5°N| . | 40,5°N L | 40,5°N| . 36411 40,5°N| . |
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R | I ol ol | il
3.8°E 4°E 42°E 44°E 38°E 4°E 4,2°E 44°E 3,8°E 4°E 42°E 44°E 3.8°E 4°E 42°E 44°FE

Figure 11 — Cartes géographiques représentant [’abondance, dans chaque masse d’eau, des populations
(a) LowSSC-LNA, (b) LowSSC-MNA, (c) MediumSSC-LNA, (d) MediumSSC1-MNA, (e) MediumSSC2-
MNA, (f) HighSSC1-MNA, (g) VeryHighSSC-MNA et (h) VeryHighSSC1-HNA.

Des indices de Shannon ont ensuite 0 ' ' 24

)
.

B 2,2

été calculés pour chaque profondeur de

o
S

chaque masse d’eau, et représentés sur un

I
S

Profondeur (m)

transect (Fig. 12). Des motifs distincts sont

-
s

observables spatialement, les communautés

50

sont donc variables en termes de régularité 0 0 Distance du transect (km)

Figure 12 — Transects de la région marine prospectée,

représentant ['indice de Shannon (H’) dans les trois masses
toutes les masses d’eau, et au sein des J’equ.

(populations dominantes ou non)’ entre

masses d’eau a différentes profondeurs. La masse d’eau A1 comporte des valeurs d’indice de Shannon
relativement élevées sur toute la colonne d’eau échantillonnée (entre 1.9 et 2.4), avec un pic en surface,

indiquant une régularité forte de la communauté. Les populations peuplant cette masse d’eau en surface

7 Les indices de Shannon représentés ici ne refletent que peu des différences en termes de richesse spécifique, toutes les
profondeurs contenant le méme nombre de populations : huit pour Al et F1, sept pour B1.
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sont donc en abondance similaire. Au contraire, la masse d’eau B1 présente des indices de Shannon
plus faibles, avec une forte variabilité spatiale (valeurs entre 1.8 et 2 en surface et en profondeur, et
faible de 15 & 42 metres de profondeur environ (1.5 a 1.8)), indiquant que la partie centrale de cette
structure océanique est composée d’une ou de plusieurs population.s dominante.s. La zone frontale
(F1) comporte des valeurs moyennes (comprises entre 1.8 et 2.3), et semble correspondre a une

moyenne des valeurs des masses d’eau A et B.

La génération de profils montrant I’abondance de toutes les populations au sein de chaque
masse d’eau permet d’étudier quelles populations sont responsables de la variation de cet indice de
biodiversité. La masse d’eau Bl est caractérisée, entre 15 et 42 métres, par la domination de la
population MediumSSC-LNA (Fig. 14 (c)). Cette population est tout autant présente en surface, mais
les autres populations, notamment HighSSC-MNA, sont plus abondantes et donc responsables de
I’augmentation de la valeur de I’indice de Shannon. En profondeur, MediumSSC-LNA est moins
abondante, d’ou un indice de biodiversité plus élevé. Concernant Al, les populations sont en
abondances relativement similaires en surface, expliquant les valeurs d’indice de Shannon élevées. Sa
baisse en profondeur est due a la dominance de la population MediumSSC-LNA (Fig. 14 (a)).
Concernant F1, la valeur d’indice de Shannon est attribuable a la forte abondance de MediumSSC-

LNA (Fig. 14 (b)), population visiblement dominante dans toutes les masses d’eau.
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Figure 13 — Profils verticaux représentant les abondances de chaque population au sein des masses
d’eau (a) Al, (b) FI et (c) BI.

Enfin, des transects ont également été produits® (Fig. 14), et indiquent une variabilité spatiale

verticale importante des abondances populationnelles, non-visibles sur les cartes (Fig. 11). LowSSC-

8 Seuls les plus intéressants sont présentés dans cette partie, les autres sont disponibles en Annexe (Fig. 20, Partie 4.)
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MNA est présente dans les masses d’eau Al, F1 et B1, principalement en profondeur (entre 35 et 50
meétres), mais en abondance distincte (environ 150 000 cellules/mL en F1 et B1 et environ 100 000
cellules/mL en B1) (Fig. 14 (a)). Sa distribution semble corrélée a celle de nombreuses autres variables
physico-chimiques (Fig. 9 (a), (b), (c)), et confirmée statistiquement® : température (Spearman =
33506, p-value < 0.001, rho = -0.71), fluorescence (Spearman = 5588, p-value < 0.001, rho = 0.72),
salinité (Spearman = 7216, p-value < 0.001, rho = 0.63). La masse d’eau B1 est riche en bactéries de
la population HighSSC-MNA en surface (0-15 métres), tout comme F1 mais plus modérément (Fig.
14 (b)). Cette population est cependant peu retrouvée en Al. Sa répartition est corrélée a celle de la
température (Fig. 9 (b)) (Spearman = 5144, p-value < 0.001, rho = 0.74), de la salinité (Fig. 9 (c))
(Spearman = 35242, p-value < 0.001, rho = -0.80), de la fluorescence (Fig. 9 (a)) (Spearman = 29486,
p-value < 0.001, rho = -0.50) et de la turbidité (Fig. 9 (d)) (Spearman = 6187, p-value < 0.001, rho =
0.68). La population LowSSC-LNA se distribue principalement dans la masse d’eau F1, entre 10 et 20
meétres de profondeur (Fig. 14 (c)) et est corrélée majoritairement a la température (Fig. 9 (b))
(Spearman = 9577, p-value < 0.001, rho = 0.51) et a la salinité (Fig. 9 (c)) (Spearman = 30866, p-value
< 0.001, rho = -0.57). Enfin, VeryHighSSC-MNA est observée principalement en F1, de maniere
variable sur toute la colonne d’eau échantillonnée (abondance importante (>15 000 cellules/mL) a 10,
22, 30 et 39 meétres), mais est absente de B1 et en faible abondance en Al sur toute la colonne d’eau
(Fig. 14 (d)).
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Figure 14 — Transects de la région marine étudiée, représentant les abondances des populations (a) LowSSC-
MNA, (b) HighSSC-MNA, (c) LowSSC-LNA et (d) VeryHighSSC-MNA.

® Toutes les corrélations suggérées par les transects en les comparant les uns aux autres sont vérifiées statistiquement.
Seules celles avec un coefficient rho supérieur a 0.5 ou inférieur & -0.5 sont explicitées dans ce rapport, les autres sont
disponibles en Annexe (Tab. Ill, Partie 5.).

Page 14



3. Discussion

3.1. Caractéristiques physico-chimiques des structures de fine échelle étudiées

Les conditions hydrologiques au sein des trois masses d’eau étudiées lors de la campagne
BioSWOT-Med montrent des différences marquées. La masse d’eau A est une zone plus salée et plus
froide, contrairement a la masse d’eau B, moins salée et plus chaude. F est la zone frontale turbulente,
qui sépare les masses d’eau A et B, et comporte des caractéristiques physico-chimiques semblant
correspondre a un mélange de celle des deux masses d’eau environnantes. Ces trois masses d’eau, aux
caractéristiques physico-chimiques distinctes, représentent donc des habitats contrastés pour les
bactéries (Baltar et al., 2015).

La structuration des caractéristiques hydrographiques au sein du front indique que les masses d’eau
A et B se brassent de maniére inégale verticalement. En effet, un gradient de salinité et de température
est observé entre ces trois masses d’eau, avec une pénétration d’eau plus chaude et moins salée de la
masse d’eau B en surface de la zone frontale (Fig. 7 (¢)), tandis que le reste de la colonne d’eau en F
est assez homogene en termes de salinité et de température, et treés différente de la masse d’eau A. A
partir de ces données, nous pouvons conclure qu’un brassage en surface a lieu entre les masses d’eau
B et F, mais peu ou pas entre les masses d’eau F et A. Cette région frontale agit donc comme une
barriere plus ou moins forte contre le transport de matiere et de molécules (Thompson et al., 2012).
Ceci est particuliecrement observable pour les données de fluorescence, proxy de 1’abondance
phytoplanctonique, ou les masses d’eau A et F sont distinctes, A ne fluores¢ant que trés peu comparé
a F, tandis que B et F fluorescent a la méme profondeur et dans des gammes de valeurs similaires. Ceci
est surprenant étant donné la nature de ces structures océaniques. En effet, A est considérée comme

) A
une masse d’eau ouverte, sous-entendant d’étre plus Zonal velocity- B1

susceptible de se brasser. Toutefois, elle a une salinité et une

température telle sur 50 metres (induisant une densité % 100
©

i
|
{
élevée), que cela empéche le mélange avec les eaux 150 é
: 8

i i
P , . 200 *° 9
alentours. La masse d’eau B, considérée fermée du fait de sa 12:00 18:00  00:00  06:00

Figure 15 — Transect représentant la
vélocité en B1 en fonction du temps, les
brassage de par sa faible vélocité (Fig. 15), entrainant des 28-29 avril 2023. Crédit: Bouruet-

Aubertot P. et Rolland R.

-0.5

nature tourbillonnaire, est cependant plus encline au

échanges d’eau avec le milieu adjacent (Cetina-Heredia et

al., 2019).

3.2. Couplage physique-biologique dans une zone frontale

Les contrastes physico-chimiques entre les trois masses d’eau se reflétent également sur la

distribution des bactéries, aussi bien horizontalement que verticalement. En effet, les résultats des tests
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de corrélation indiquent que la majorité des populations ont une distribution corrélée a celle des
variables physico-chimiques. HighSSC-MNA, par exemple, se distribue dans les zones ou la
température est élevée et la salinité faible, en surface de la masse d’eau B1 principalement, indiquant
la préférence écologique de ce groupe pour cette gamme de température et de salinité (Fig. 14 (b)). A
I’inverse, LowSSC-MNA est identifiable dans les eaux froides et salées, correspondant aux
profondeurs des masses d’eau F1 et Bl (Fig. 14 (b)). En d’autres termes, le front, en séparant deux
masses d’eau aux caractéristiques chimiques et climatiques distinctes, sépare des groupes bactériens
aux préférences écologiques différentes. Les corrélations entre les populations et la salinité ainsi que
la température étaient plus fortes qu’avec les autres variables (fluorescence, turbidité, conductivité),
démontrant que certaines jouent un rdle plus important que d’autres dans la structuration des
communautés bactériennes, d’autant plus que ces variables correspondent a celles classiquement
utilisées pour la discrimination des masses d’eau. En effet, certains papiers démontrent 1’importance
qualitative des variables, plus que quantitatives, dans la divergence de composition des communautés
microbiennes en milieu marin (Pinhassi et al., 2003). Ces résultats mettent en lumiere 1’importance

majeure des structures de fine échelle dans la structuration spatiale du bactérioplancton.

L’¢étude de la distribution verticale des groupes bactérioplanctoniques confirme également certains
résultats obtenus suite a I’analyse des caractéristiques physico-chimiques des masses d’eau, a savoir
que le front est principalement formé et composé d’eau en provenance de Bl. En effet, la variabilité
des abondances populationnelles au sein du front se repere également au sein de B1, aux mémes
profondeurs, notamment pour les populations LowSSC-LNA, LowSSC-MNA et HighSSC-MNA (Fig.
14). De méme, les faibles valeurs d’indice de Shannon a 22 et 40 meétres en F1 s’observent également
en B1 (Fig. 15). Ainsi, alors que les données hydrographiques semblaient indiquer un mélange des
masses d’eau B et F principalement en surface, les données biologiques viennent compléter ces
informations et mettent en exergue que ces masses d’eau interagissent fortement sur toute la colonne
d’eau échantillonnée. Cependant, ces deux structures océaniques sont plus distinctes sur le plan formé
par I’ACP que ne le sont Al et F1. Cela est explicable par la faible abondance d’un grand nombre de
groupes bactériens en B1. Les masses d’eau B1 et F1 ont alors des répartitions bactériennes verticales
similaires, mais des abondances de ces groupes trés distinctes (F1 comporte des abondances

bactériennes toujours supérieures a celle de B1, quelle que soit la population considérée).

La zone frontale, aux caractéristiques physico-chimiques intermédiaires a celles des eaux
alentours, abrite justement des populations dont les abondances sont tres nettement supérieures a celles
des autres masses d’eau. C’est le cas des populations MediumSSC1-MNA, VeryHighSSC1-HNA et
VeryHighSSC-MNA sur toute la colonne d’eau, et LowSSC-LNA, HighSSC-MNA ainsi que

MediumSSC-LNA en surface. Cependant, aucune population cytométrique n’était endémique du front.
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Comme explicité par certaines études, les zones de fronts augmentent I’abondance des populations
résidentes, a défaut de favoriser I’émergence de nouveaux groupes (Franks, 1992). Ainsi, une
dynamique populationnelle particuliére s’établie dans le front et peut s’expliquer par une augmentation
de I’abondance phytoplanctonique (ici tout de méme moins élevée qu’en Bl (Fig. 9 (a)), la forte
turbulence verticale au sein de cette masse d’eau entrainant le remontée de nutriments en provenance
des profondeurs, favorisant la croissance des autotrophes, eux-mémes stimulant la croissance
bactérienne par libération de matiere organique (Mahadevan & Archer, 2000). Ceci est suggeéré, dans
cette présente étude, par les corrélations significatives entre de nombreuses populations et la
fluorescence, proxy de 1’abondance phytoplanctonique. De la matiere organique en cours de
sédimentation dans les profondeurs peut également étre apportée en surface par des courants
ascendants (upwellings) au sein du front, contribuant cette fois de maniére directe a la croissance
bactérienne (Karpscales-Bosse et al., 2004). Des analyses de vitesses verticales en cours par les
collaborateurs physiciens du M.1.O. permettront d’apporter des ¢léments de réponse, cependant, la
conductivité plus importante dans le front que dans les autres masses d’eau pourrait sous-entendre une
forte quantité de matiere organique particulaire dans la colonne d’eau. Enfin, cette turbulence peut
également entrainer la formation de microniches écologiques en nombre au sein de la colonne d’eau,
correspondant a des masses d’cau de microéchelle au sein de cette masse d’eau de méso-
submésoéchelle qu’est le front. Ceci est particulierement observable sur les transects des populations
ultradominantes dans le front, comme VeryHighSSC-MNA ou encore LowSSC-LNA, ou une forte
variabilité verticale est observée le long de la colonne d’eau (Fig. 14 (a), (d)), et également démontrée
par les indices de Shannon calculés, indiquant des changements importants a petite échelle dans la
dominance de certaines groupes bactériens (Fig. 15), mais aussi par les résultats de I’ ACP, ou la masse
d’eau F1 ala plus grande variabilité sur le plan (Fig. 7 (a)). Aucune étude ne s’est encore penchée sur
cette question, cette campagne océanographique étant la seule a ce jour a avoir échantillonné a haute
résolution les cinquante premiers metres de la colonne d’eau, permettant 1’observation de ces
répartitions bactériennes singuliéres. Actuellement, seul le réle des structures de mésoéchelle en tant
que niches fluides, et donc d’échelle largement supérieure a celle des microniches possiblement
formées au sein des fronts, a été évalué (D’Ovidio et al., 2010). Les fronts seraient donc des structures
jouant le role d’écotone, zone de transition entre deux écosystemes ou les conditions
environnementales sont intermédiaires, abritant, comme c’est le cas pour les ripisylves en milieu

terrestre (Spector, 2002), une abondance particuliérement importante de certains organismes vivants.

Ainsi, des hypotheses énoncées en Introduction a propos de la maniere dont les structures
océaniques de fines échelle influencent la distribution du bactérioplancton, seule la premiére (Fig. 1
(a)) semble plausible d’apres les résultats de I’ACP (Fig. 7 (a)). Les communautés des trois masses

d’eau, bien que similaires en termes de composition (groupes cytométriques), sont trés distinctes d’un
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point de vue de I’abondance relative de ces groupes. Les masses d’eau se comportent alors comme des
entités différentes en termes de dynamique communautaire. Cependant, la cytométrie en flux étant
ataxinomique, les analyses de diversité par des méthodes OMICS (méta-barcoding et méta-génomique)

permettront de caractériser et de comparer la diversité des taxa procaryotiques entre les 3 masses d’eau.

3.3. Discrimination des masses d’eau selon le type de variables étudiées

Les masses d’eau sont initialement discriminées par des différences en termes de salinité et de
température (Stramma & England, 1999). C’est donc la chimie et la climatologie qui permettent la
détection des structures océaniques et 1’étude de leur distribution dans I’espace. Les résultats de nos
analyses concernant la discrimination des masses d’eau selon leurs caractéristiques physico-chimiques
indiquent que les masses d’eau sont relativement similaires (Fig. 6 (a)). De maniére surprenante,
I’analyse des résultats concernant la discrimination des structures océaniques sur la base des
populations bactériennes qu’elles abritent offre des résultats distincts. En effet, contrairement aux
variables physico-chimiques, les variables biologiques distinguent trés nettement les masses d’eau
(Fig. 7 (a)). Cependant, de nombreuses données physico-chimiques sont manquantes, comme la
concentration en matiére organique, en oxygene dissous, en nutriments, etc., en cours d’analyse et
pouvant certainement conduire a une meilleure discrimination des structures océaniques. Toutefois, la
différence observée ici peut s’expliquer par I’extréme sensibilité des organismes vivants aux conditions
environnementales. En effet, chaque organisme croit dans une gamme de variables environnementales
précises, nommée niche climatique (Grinnel, 1917). A ceci se rajoute les interactions avec d’autres
organismes, comme la compétition (pour I’accés au phosphore et a 1’azote, (Suggett et al., 2009)) ou
encore la coopeération (avec le phytoplancton, favorisant la croissance bactérienne (Aota & Nakajima,
2001)). Ceci forme la niche écologique des especes (Hutchinson, 1957). Ainsi, la discrimination des
masses d’eau sur la base de leurs caractéristiques abiotiques (physico-chimiques) ne prend pas en

compte la combinaison de ces facteurs, contrairement a la biologie.

Les masses d’eau sont donc plus facilement discernables dans notre étude a partir de leurs
propriétés biologiques que physiques et chimiques. Cependant, la détection de masses d’eau
uniquement a partir de la biologie n’est pas possible. Elle se réalise généralement par image satellite,
grace la température et la coloration des eaux de surface (proxy de I’abondance phytoplanctonique), et
in situ via des différences de salinité (Stramma & England, 1999). Ces mesures peuvent étre effectuees
instantanément, mais ce n’est pas le cas pour 1’étude des bactéries, qui impose un lourd dispositif
d’échantillonnage et d’analyse de 1’eau de mer par cytométrie en flux ou méthodes OMICS. Ainsi, la
détection des masses d’eau via leurs caractéristiques physico-chimiques est obligatoire en premier lieu,
mais, a I’avenir, l'analyse de la composition bactérienne pourrait étre une approche complémentaire

précieuse pour une meilleure caractérisation des masses d'eau.
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Conclusion

Cette étude met en lumiére les caractéristiques physico-chimiques distinctes des masses d’eau etudiées.
Ces conditions environnementales affectent la répartition du bactérioplancton qui les constituent,
verticalement et horizontalement sur une zone géographique restreinte, démontrant I’intérét d’étudier
ces structures de fine échelle. En ce sens, comprendre le couplage entre la distribution des groupes
bactérioplanctoniques et I’environnement physique et chimique revient a s’intéresser aux exigences
écophysiologiques de ces groupes. Le front agit comme une barriére plus ou moins importante contre
le brassage des eaux environnantes et la dispersion des bactéries, et souligne donc 1’importance des
facteurs physiques et chimiques dans la structuration des communautés microbiennes. Il est également
plus riche en cellules bactériennes, démontrant la dynamique biologique particuliére qui s’y déroule,
définissant ce milieu comme un écotone. L’importante variabilité verticale de la distribution des
groupes bactériens qu’il abrite sous-entend 1’existence de microniches, dont la détection est permise
par 1’échantillonnage a haute résolution realisé lors de la campagne. Cette nouvelle stratégie
d’échantillonnage, jamais réalisée lors de précédentes missions océanographiques, permettrait de
comprendre plus finement les mécanismes induisant une plus forte abondance microbienne dans les
zones frontales. Enfin, cette étude met en évidence la pertinence de I'approche biologique pour la
discrimination des masses d'eau, avec I’hypothése que les micro-organismes, plus sensibles aux
variations environnementales, caractérisent plus finement les structures océaniques que ne le font les
caractéristiques physiques et chimiques traditionnellement utilisées pour leur identification. Les
données biologiques en cours d’acquisition (détermination par cytométrie des abondances du
phytoplancton, des virus, des flagellés, des protozoaires (flagellés) ; les analyses de biodiversité par
des approches de bio-informatique ; les analyses du zooplancton), ainsi que les données physiques
(direction, sens et intensité des courants), et chimiques (concentrations en sels nutritifs, mesures de
carbone organique dissous, etc.) permettront de compléter le jeu de donneées afin de mieux comprendre
les scenarii et les acteurs du couplage entre physique et biologie dans la zone d’étude en Méditerranée,

zone oligotrophe et de faible énergie, représentative de la majeure partie de 1’océan.
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Annexes

1. Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux est Systéme électronique
+ informatique
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ces particules ainsi que la Figure 16 — Représentation schématique du fonctionnement interne d’un
fluorescence qu’elles cytométre en flux.

peuvent émettre par excitation lumineuse donnent des indications sur leur taille, granulométrie, taille
du génome (dans le cas d’un marquage de I’acide nucléique avec un fluorochrome) ou encore quantité
de pigments (naturellement fluorescents apres excitation comme la chlorophylle a ou encore la
phycoérythrine). Ainsi, la détection de particules, et en particulier dans le cas de cette étude, de
bactéries, est possible. Cette méthode est particulierement utilisee en microbiologie, car elle permet un
comptage rapide des cellules, ainsi qu’une discrimination des cellules en populations. C’est une
technique dite « aveugle », car elle ne permet pas directement 1’observation des cellules, comme c’est
le cas en microscopie, et ne donne donc pas la possibilité d’observer des structures particuliéres portées
par les microorganismes comme des flagelles ou encore des coques en silice. La détermination de
populations sur la base des cytogrammes généres suite au passage des échantillons dans le cytometre
est relativement sommaire, uniquement basée sur la taille de la cellule et de son génome. Ainsi,
plusieurs OTU peuvent se concentrer en une seule population cytométrique. La diversité observable
en cytométrie en flux est donc sommaire, comparée a celle obtenue a partir de méthodes génomiques.
Elle reste cependant la méthode la moins codteuse et la plus rapide pour ’analyse de communautés

microbiennes.

10 Unité taxinomique opérationnelle, terme remplacant le mot « espéce » ici, peu pertinent & utiliser pour le groupe des
microorganismes ou la conjugaison (échange de matériel génétique) réguliére entre microorganismes empéche la
détermination de réelles especes.
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2. Protocole d’analyse des échantillons bactériens par cytométrie en flux

Pour I’analyse par cytométrie en flux des échantillons, plusieurs solutions ont été préparées (Tab. 1).

Tableau | — Solutions préparées pour de [’analyse des échantillons en cytométrie en flux ainsi que leur composition.

Nom de la solution Composition de la solution
Billes TC prep
(TruCount) 500 pL NaCl-pluronique par tube de BD TruCount Tube
Préparation (V=500uL)
des Billes 2um MS . . —_
solutions de | (MotherSolution) 2uL stock billes + 0.5mL NaCl-pluronique + 2.5mL NaCl filtré

billes Billes 2um WS _
(WorkingSolution) 2 puL MS + 120 pL NaCl filtre
Solution NaCl/2um 35uL 2um MS + 1 000 pL NacCl filtré
Préparation . - : . .
des Echantillon dilué 100 pL Echantillon décongelé + 103.5 pL NaCl/2um + 2uL
. : (V=205.5uL) Sybr green dilué au 1/10
échantillons

Protocoles de préparation des échantillons :

- NaCl filtré : Prélevement de NaCl (35 g/L), filtration stérile a I’aide d’un filtre seringue de 0,2
pm de porosité, utilisable sous 2-3 jours.

- TC : Trucount (billes de comptage) dans des tubes contenant une quantité précise de billes (
50000/tube selon le lot, sous forme déshydratée). Ajout de 500 pl de NaCl filtré par tube, puis
bain a sonication (pour la mise en suspension des billes) pendant 5 minutes.

- Billes 2 um: billes de polystyrene fluorescentes calibrées d’une taille de 2 um (standard interne
et standard de taille). La solution mére (MS) contient 2 pL de la solution stock + 3 ml de NaCl
filtré.

- SYBR Green Il (colorant des acides nucléiques, longueur d’onde d’excitation de 488 nm et
longueur d’onde d’émission de 530 nm) : préparation d’un aliquot au 1/10 avec de I’eau Milli-

Q répartie dans des microtubes (200 pl).

Les billes 2um sont utilisées comme billes de standard de taille pour évaluer la taille des particules
analysees et de standard interne de fluorescence. Les billes TC sont utilisées pour la vérification du

bon débit de la pompe péristaltique grace a une concentration connue de billes par mL.

Les échantillons ont d’abord été décongelés puis mis chacun dans un puit d’une plaque d’analyse
cytométrique (Fig. 20). Dans chaque puit correspondant a celui d’un échantillon a analyser ont été
rajouté les solutions de NaCl/2um, de Sybr Green et de billes 2um WS. Le description précise des

composants de chaque puit est décrit en Tableau Il.
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Figure 17 — Représentation schématique de la plaque d’analyse des échantillons par cytométrie en flux.

Tableau Il — Contenu de chaque puits, ainsi que son volume et le volume acquis par le cytométre.

Numeéro de colonne de la Nom de la solution contenue Volume puit (Vp) et volume
plaque (Fig. 20) dans les puits (Tab. 1) acquis (\Va) par le cytomeétre
1 Billes TC prep - Vpsoul
- Va3oul
2 Eau (rincage) - Vp150 ul
- Va 100 ul
346 Echantillon dilué - Vp 202 pl
- Va0l
7 Eau (ringage) - Vp150 ul
- Va 100 ul
8aill Echantillon dilué - Vp 202 pl
- Va0l
12 Javel (lavage) - Vp 500l
- Va 250 ul
- Gain Threshold Width
La plaque ESt enSUIte FSC 140 (1~3000) Primary Threshold (Trigger Level) Channel: |FSC
analysée  par le = o[ [ | 1-3000 . -
FITC 250 (1~3000) Manual 3500|(>0) | @ Height O Area
Cytométre, a une PE 100 (1~3000) Automatic
Vitesse de 3h30 ::5 12:: : ::ZZZ: Lc:e‘:oi:::‘::uhnld (Trigger Level)
environ par plaque, *° SHULE ) et .
PB450 122 (1~3000) nua =0)]
avec des parametres
d’acquisition  précis
(Fig. 21). 6 plaques ont
été analysés pour le Figure 18 — Capture d’écran des paramétres sélectionnés pour ['analyse
cytométrique des échantillons. « Gain» représente la sensibilité des

pompage, et 10 pour le

carrousel.

FITC-Sybr Green.
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photomultiplicateurs (capteurs de la fluorescence émise par les cellules).
« Threshold » représente le seuil de sensibilité minimal, ici définit pour le canal




3. Transect de la zone marine étudiée, représentant la conductivité et non présenté en partie

« Résultats »
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Figure 19 — Transect de la région marine étudiée, représentant la conductivité.

4. Transects de la zone marine étudiée, représentant les abondances des populations

détectées en cytométrie en flux et non présentés en partie « Résultats »
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Figure 20 — Transects de la région marine étudiée, représentant les abondances des populations (a)MediumSSC-LNA,

(b) MediumSSC1-MNA, (c) MediumSSC2-MNA et (d) VeryHighSSC1-HNA.
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5. Corrélations entre abondances populationnelles et variables physico-chimiques

Tableau Il — Résultats des tests de corrélation de Spearman effectués entre les
abondances populationnelles et les variables physico-chimiques. Les p-values
indiquées par des astérisques et en gras correspondent aux tests significatifs.

Statistique Coefficient de
Variable 1 Variable 2 P-value
du test corrélation (Rho)
Salinité 30866 <0.001* -0.575
Température 9576 <0.001* 0.511
LowSSC-LNA
Fluorescence 28761 <0.001* -0.467
Turbidité 14479 0.07 0.261
Salinité 7216 <0.001* 0.632
Température 335006 <0.001% -0.709
LowSSC-MNA
Fluorescence 5588 <0.001* 0.715
Turbidité 28805 <0.001* -0.47
Salinite 24644 0.074 -0.257
) Température 17731 0.515 0.095
MediumSSC-LNA
Fluorescence 21576 0.491 -0.101
Turbidité 14779 0.088 0.246
Salinité 11628 0.004* 0.407
. Température 24510 0.083 -0.251
MediumSSCI1-MNA
Fluorescence 13120 0.021 0.331
Turbidité 28172 0.002* -0.437
Salinité 12152 0.007* 0.38
. Température 23382 0.184 -0.193
MediumSSC2-MNA
Fluorescence 13356 0.026* 0.319
Turbidité 29114 <0.001* -0.485
Salinité 35242 <0.001* -0.798
] Température 5144 <0.001% 0.738
HighSSC-MNA
Fluorescence 29486 <0.001* -0.504
Turbidité 6187 <0.001* 0.684
Salinite 14847 0.093 0.242
_ Température 20331 0.8 -0.037
VeryHighSSC-MNA
Fluorescence 14860 0.094 0.242
Turbidité 24756 0.068 -0.263
Salinité 22864 0.253 -0.167
VeryHighSSC1- Température 9731 <0.001* 0.504
HNA Fluorescence 24535 0.081 -0.252
Turbidité 18836 0.790 0.039
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