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Résumé :

Le lien entre la macrofaune et les communautés bactériennes benthiques a été déterminé selon
deux approches : (1) une approche expérimentale & I’échelle de I’individu ciblée sur les effets de
I’activité et de la bioturbation du polychéte déposivore de surface Melinna palmata sur la distribution
des communautés bactériennes des premiers millimétres de I’interface eau-sédiment ; (2) une approche
in situ a I’échelle de la communauté de mise en corrélation des patrons spatiaux de distribution des
communautés de macrofaune et de bactéries.

Melinna palmata appartient & un nouveau groupe fonctionnel de bioturbation décrit pour la
premiéere fois, convoyeur de surface. L utilisation de ce nouveau modéle biologique a permis de mettre
en évidence que les activités de prospection et d’égestions modifient significativement la distribution
des communautés bactériennes de la couche oxique de I’interface eau-sédiment. Ce lien est a la fois
influencé par I’apport de matiere organique de différentes qualités, et impacte la consommation et la
minéralisation de cette matiére organique.

Le lien entre les patrons spatiaux de distribution des communautés de macrofaune et de
bactéries a été étudié in situ, dans la vasiere Ouest-Gironde. Les deux compartiments ont évolué le
long d’un gradient avéré de teneur en matiére organique et de taille des particules dans cette vasiere.
La corrélation des matrices biologiques n’a cependant pas été statistiquement significative et nécessite

d’étre approfondi.
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Title : Effects of bioturbation on the diversity of bacterial
communities in the sediment. Experimental and in situ approaches.
From Melina palmata to the West Gironde mud patch.

Abstract :

The link between benthic macrofauna and bacterial communities was assessed with two
different approaches: (1) an experimental approach at the individual scale, focused on the effects of
behaviour and bioturbation of the deposit feeder polychaete Melinna palmata on the bacterial
community distribution on the very sediment-water interface; (2) an in situ approach at the scale of the
community, focused on the correlation between spatial distribution patterns of the two biological
compartments.

Melinna palmata belongs to a new functional group of bioturbation described for the first
time: surface conveyor. Its use allowed determining that prospection and egestion induced a
significant change of bacterial communities on the sediment-water interface. This link was influenced
by organic matter enrichment while influencing its fate.

In a second part, the link between spatial distribution patterns of the communities was
assessed in situ in the West-Gironde mud patch. Both macrofauna and bacteria changed along a
gradient of organic matter quantity and quality and of particles size described in this system. However,

the correlation between matrices was not statistically significant and needs to be more developed.

Keywords : sediment-water interface, behaviour, bioturbation,
bacterial community composition

UMR CNRS EPOC 5805
[Station marine d’Arcachon, 2 rue du professeur Jolyet, 33120 ARCACHON]






Remercrements
Je tiens tout d'abord a remercier Artur Alves, Francis Orvain et Franck Gilbert

d’avoir accepté d’évaluer ce travail, et & Guy Bachelet d’en Etre [examinateur.

J'ai regu cette carte il y a maintenant 9 ans disant « Tu viens de passer les dunes du

bac, et dervieve elles, s'ouvre ton futur domaine ». Méme si je me rends compte aujourd’hui
que ces 9 dernieres années, et surtout les 3 dernieres (1), ont représenté une dune bien plus
imposante et difficile a traverser que celle du bac, je suis tres heureuse aujourd’hui d’écrire ces
quelques lignes et de me dire que je lai fait !! Ce réve de petite fille est devenu réalité ! Mais
tout cela nWaurait pas pu se passer dans de si bonnes conditions sans laide et le soutien de
nombreuses personnes que je tiens a remercier, en espérant n'oublier personne évidemment...

Merci & Antoine Grémare de m’avoir permis de réaliser cette these au sein de (UMR
EPOC, et merci pour tous les conseils précieux que vous avez pu me donner au cours de ces
trois années.

Un tres grand merci a mes deux directeurs Fred et Aurélie ! Quand je me revois a la
préparation du concours et maintenant, c'est presque deux personnes différentes que je
vois !l Jai appris énormément de choses en travaillant a vos cotés ! Cette these a vraiment
¢té une expérience enrichissante scientifiguement et personnellement, et ¢a clest grace a
vous !

Encore merci Aurélie, cette fois en tant que collegue de bureau, pour nos papotages
accompagnés de nombreux carrés de chocolat blanc!! Sans oublier Guillaume dit Bernard
Bernard a qui jai < piqué > la place ! Merci pour toute ton aide pour mes débuts en tant que
réalisatrice de films animaliers en milieu hostile (le mésocosme...) !l Je suis peut étre un poil
traumatisée par les percussions wmaintenant ;-) wmais comme tu dirais si bien :
« tinquieeeete, ¢a va [faive » 111!

Comme un Guillaume peut en cacher un autre, un grand wmerci a Guillaume
Meisterhans pour toute son aide pour la partie biologie woléculaive ! Ce domaine m'était
completement étranger avant la these, et je [avoue m’impressionnait énormément ! Méme
quand tu étais en fin de rédaction de these tu as toujours répondu a mes milliards de
questions, méme les plus bétes ! Et une fois au Canada, tu as continué a répondre a tous mes

mails « petite question », « j'ai une question »..Mevci !!!



Merci au <« staff technique du deuxieme > ... Il y en aurait des tartines et des tartines
a raconter! Merci merci MERCI a mes deuxiemes mamans Laurence Line et S.. ah non,
Sabrina c'est ma deuxieme grande-sceur plutdt (t'as eu peur je suis sire !) !!!l Sans vous, je
serai encore enfermée au mésocosme je pense ! Avec une tonne d’échantillons a traiter, et des
centaines de Melinna a sortir de leurs tubes ! Mevci Line pour le millier de tubes que tu m’as
aidé a numéroter et peser (et je ne pense pas exagérer sur le nombre !) et pour toutes les
extractions et pour t'étre cassé la téte autant que moi sur les archées ! On va comprendre un
jour ! Mais aussi pour ton aide et ton soutien pendant les manips ol tu t'es méme retrouvée
a tamiser du sédiment et a ouvrir des tubes de Melinna /! Merci Laurence pour ton aide a
chaque manip : des prélevements aux analyses de photo en passant par les centri des derniers
tubes oubliés dans un coin de congélateur ou les pesées pour le CHN...comment jaurais fait
sans ton aide... !!! Et merci a la troisieme drile de dame comme dirait Michel P, Sabrina !
Depuis le master 1 tu m’aides a comprendre les caprices du CHN (qui est parfois viaiment
capricieux ) I Mevci pour tous les échantillons que tu m’as passé, ou repassé de CHN et de
pigments ! Et merci aux calendriers Dutscher de nous faire passer le temps, hein ?!!! Ma
these naurait pas été la méme sans vous ! Nos discussions dans les labos, aux pauses café et le
midi, des bons souvenirs impérissables !!!! Merci de votre bonne humeur et votre soutien
constant®. Vous Etes <« trois drbles de dames » formidables, de belles personnes que je suis
tres heureuse de connaitre ! Je reste au deuxieme étage et jen profite pour remercier
Florence et Natalie pour toute leur aide, pour intérét quelles ont chacune porté a 'égard de
mon travail, et pour leur soutien ! Viaiment, merci !
Je remercie aussi mes voisins de bureau (mais derriere le mur cette fois !) Alicia d'un cbté
avec sa bonne humeur a toute épreuve ! Nos séances papotages et ta petite téte le matin avec
ta tasse a café qui passe par la porte vont me manquer !! Et merci pour le soutien moral © !
Et les benthologues Nico L. qui sera venu vérifier chaque matin que je w'étais pas endormie ou
pire sur mon ordi !!' Hugues B. et Benoit G. de [autre cbté, toujours la pour répondre a
toutes les questions !
Merci a touuutes les personnes de la station marine et de Talence avec qui jai travaillé ou
simplement discuté ! Merci Bruno pour tous tes cours de biogéochimie et toute ton aide !
Mevci Olivier pour tes conseils, Merci Jean-Claude pour m’avoir permis de faire des mesures
de microtopo, apreés un an de galeres en tout genre !! Un grand werci Xavier, sans vous je
naurais pas pu faive toutes mes manips, et je Waurais pas pu partir visiter Plymouth !!! Ca
mérite largement une Framboise portugaise bien fraiche !! Merci Guy pour les conseils et [es
nombreuses références biblio sur Melinna que vous avez pu me donner ! Merci Michel L de
m’avoir écouté raler a chaque probleme <« mésocosmien », et ¢a wWétait pas rare ! Et merci a
Christian et Henri d’avoir toujours réglé ces problemes ! Mais aussi pour tout ce que vous avez
pu wme fabriquer, bidouiller, adapter pour mes manips, au point de faire la grimace en me
voyant arriver a [atelier !!!! Merci aussi & Sandrine, Cathy et MC pour toute la partie
adwministrative qui est completement incompréhensible quand on débarque, et a peine plus
claire quand on termine !! Et un wmerci tout particulier a MC pour sa gentillesse et son

soutien ! Merci aussi a Cerise et Patrice pour leur aide en bio mol, merci au personnel de [a



plateforme Génome-Transcriptome de INRA a Pierroton et notamment a Adeline, bonne
chance pour la suite ! Mervci Nathalie M-D pour la découverte de la microscopie électronique a
balayage au Bordeaux Imaging Center, lendroit ou jaurais dit le plus de « wouaaah » et
« trop beau » a la minute !!! Merci aux marins pour les ballades a Germanan a la péche aux
Melinna ! Merci Céline (ne change rien !!), Wioletta, Michel P, Christelle, Nicolas S, Valérie,
Yolanda. Je souhaite également bonne continuation et bon courage a tous les thésards de la
station, proches ou moins proches de la soutenance : Lucie, Paulo, Ludo, Sonia (rendez-vous
dans un an avec une tarte aux poires je noublie pas !), Camilla... !

Je remercie sincerement tous mes stagiaires qui ont participé aux manips ou au traitement
des données la derniere année ! Merci Kaila, Marine, Noémie, Audrey, Bastien et Rémy. Un
grand werci pour toute la motivation et le sérieux dont vous avez fait preuve ! Je vous
souhaite une bonne continuation et la réussite de vos projets respectifs !

Comment remercier les « copains » a la hauteur de ce qu'ils ont pu m’aider ! Déja le noyau
solide des copains <« d’avant » qui wont soutenue et surtout comprise quand je leur
expliquais que je ne pouvais pas venir les voir mais que je devais rester a Arcachon pour
lancer des films de petits vers qui vivent dans la vase !!! Merci Roro pour ta patience
téléphonique et nos supers petites soirées ! Merci (et encore félicitations) Cucurbi et Damien
pour nos super soirées bien que trop rares a mon goit.. ! On va se rattraper ! Merci Eveuh,
méme en étant toutes les deux en these, on a réussi a se voir quand méme et a se donner le
plus régulierement possible des nouvelles ! Merci a mon Coin et a sa Truffe pour les supers
moments ! D'abord sur les bancs de la fac (je ne rentrerai pas dans les détails mais tu sais
tres  bien que ces moments sont  inoubliables :  Nereis, la  micro-pipette,
anticonstitutionnellement, les mots fléchés et j'en passe !) et puis apres pendant la these, et
a la fin de la these ok tu m'as, et méme, ol vous nous avez soutenu a fond ! Vivement [e
prochain barbeuc’ sous le soleil de Cassy !!! Mevci p’tite Aurélie pour tes petits messages de
soutien, bonne chance pour la fin de ta these, je suis plus que certaine que tout va super bien
se passer ! Et merci a toute la bande des « bassind’Arcachonnais » ! Merci a toute la clique
pour les supers soirées Malka & Guillaume, Sophie & Pedro, Deb & Loic, Alicia & Nico, Cerise
& Nico, Carine & Fabien, Sabrina & Willy, méme si a la fin je nWai pas été tres « sérieuse »
sur le planning des apéros!! Promis, je vais wme vattraper !!! Je voudrais faire un
gigantesque-énormesque merci particulier a Malka, Guillaume, Sophie et Pedro pour tous les
supers moments qu'on a passé (paddle, accrobranche, burgers, bateau..) ! Et surtout, Malka
et Sophie, je ne sais pas comment jaurais fini sans vous !!! Les piscines, les papotages, les
brasses mémeres a la plage...que du bonheur !!! Vous étes formidables, adorables....de belles
rencontres © ! Mevkiii !!!

Je suis obligée de remercier Ta'Pom, Mouxquetaire, El rinconcillo M&M et No Strip et tous les
concernés qui se reconnaitront, pour les bouffées d’'oxygene qui wWont été que du bonheur,
méme quand les résultats étaient plus ou moins glorieux ;-) !!!

Pour terminer ces remerciements sur une touche plus personnelle, je voudrais tout d’abord
remercier mes parents ! Merci de m’avoir transmis amour du milieu marin ! Sur eau avec

la voile, sous l'eau avec la plongée, et puis apres en me soutenant dans mes études de biologie



marine, jusqu'au bout, méme si je suis la petite petite derniere qui a décidé de faire de
looongues études !! Grace a vous, j'ai pu faire un parcours sans stress (en tout cas pas plus de
stress que ce que les études apportent déja!), toujours bien entourée ! Et merci d'avoir
toujours fait leffort (au moins d'essayer) de comprendre ce que je fais ! Merci aussi Yann et
Anne-Gaélle, mes supers freve et sceur qui m'ont chouchouté ! Toutes vos petites attentions,
vos petits messages avec des bisous d’encouragement, des smileys et des photos des <« p'tits
lous », les repas en famiille....si vous saviez quel bonheur c’était pour moi, je pense que vous ne
limaginez méme pas !! On forme une belle famille dont je suis fiere de faire partie et dont je
remercie ééééénormément tous les membres !!! Merci Jacky, grdce a toi je sais que jai un
contrat qui w’attend a la fin de [a these ;-) Merci Manon, Victoire, Marin et Clémentine la
p'tite derniere de [a famille pour votre sourire et vos petits mots d'enfant (et d’ado pour
Manon) qui wm’ont toujours fait oublié tous mes soucis en une seconde !! Merci aussi a ma
Manou ! 93 ans, 14 petits-enfants, des arrieres petits-enfants et pourtant tu suis et
t'intéresse a tout ce que nous faisons ! Merci d’'avoir pris des nouvelles de « mes p’tites
bétes » a chaque fois, merci pour ta bonne humeur a toute épreuve !

Je remercie également du fond du coeur ma belle-famille, une véritable deuxieme famille !
Mevci Brigitte pour ..tout ! Ton soutien a tous les niveaux me va droit au ceeur ! Merci aussi
Angele, Xavier, Chloé et Victor pour les petits mails, les photos et les weekends (trop peu
nombreux...) dans le cW’Nord ou en Vendée !

Je termine mes remerciements par celui sans qui rien wWaurait été pareil, celui qui a le don de
me faire sourire et rire quoi qu'il arvive, mon Dou ! Nous avons traversé ['épreuve de [a these
ensemble, et sans aucun accrochage, je suis fiere de nous !!!' On aura vécu ¢a ensemble, en se
soutenant lun et lautre. Merci d'avoir supporté le Grinch’ que tu as découvert au fur et a
mesure du temps ! Merci de t'étre adapté a mon rythme casanier dans les passages intensifs
de la these, méme si toi tu préférais <« aller dainser » ! Merci pour les relectures, les
répétitions des présentations, pour ton soutien et ta bonne humeur a toute épreuve méme si
Jai pas toujours été tres réceptive (je m'en excuse®)...merci pour tout !! Je te le dis souvent,
mais qu'est-ce que je serais, qu'est-ce que je ferais sans toi..ben vraiment jvois pas !!!!
Courage, C'est la fin

A force d’écrire ou de lire le mot « merci », on peut avoir 'impression qu'il perd de son sens,
mais il me parait pourtant étre bien peu pour exprimer toute ma reconnaissance envers vous

tous !









Sommaire

PREAMBULE

CHAPITRE | - Contexte bibliographique

I.  L’interface eau-sédiment, une zone clé du fonctionnement des écosystemes marins _____ 7
I.1. Des zones d’interface en général a I'interface eau-sédiment en particulier 7
1.2. Matiere organique et processus de minéralisation a I'interface eau-sédiment 11

Il. La bioturbation contrdle les processus a I'interface eau-sédiment 19
1.1 Qu'est-ce que la bioturbation ? 19
11.2. Les facteurs qui influencent la bioturbation 26
I1.3. Les effets de la bioturbation 29

1l. Les communautés procaryotes de l'interface eau-sédiment contré6lées par la

bioturbation 34
lII.L1.  Les procaryotes dans les sédiments 34
I1.2.  Relations entre macrofaune et bactéries : réles de la bioturbation 36
III.3.  Diversité des communautés procaryotes, notions d’espéce et d’'OTU 40

Iv. Contexte et objectifs de la these 41

CHAPITRE Il - Matériel et méthodes 45

I.  Organisme modéle : Melinna palmata Grube, 1870 46
I.1. Description 46
1.2. Ecologie 46
1.3. Distribution géographique 48
1.4. Intéréts du modele 48

Il. Les écosystémes étudiés 49
I.1. Le bassin d’Arcachon 49
I.2. La vasiére Ouest-Gironde 52

. Parameétres étudiés 55
IM.1.  Macrofaune 55
III.2.  Suivi du comportement 55
I1.3.  Quantification de la bioturbation 56
I.4.  Mesure de la profondeur de pénétration de |'oxygéne 61
lI.5.  Préléevement du sédiment des zones de bioturbation 62
lI.L6.  Analyses des parameétres sédimentaires 64
II.L7.  Analyse des communautés procaryotes de I'interface eau-sédiment 65




Iv. Traitement des données et analyses statistiques 88

IV.1. Comportement, remaniement sédimentaire et bioirrigation 88
IV.2.  Composition des communautés bactériennes 89
IV.3.  Composition des communautés de macrofaune benthique 89

IV.4.  Parameétres sédimentaires, profondeur de pénétration de I'oxygeéne, abondance de I’ADNr 16S et

consommation biologique d’oxygene 89

V. Tests de mise en évidence des communautés archéennes des sédiments par T-RFLP 90

CHAPITRE Il - Melinna palmata Grube 1870 : un modéle biologique pour I’étude du

contréle des communautés bactériennes de l'interface eau-sédiment par la bioturbation 95

I.  PARTIE 1 - Melinna palmata remanie les premiers millimétres et structure les

communautés bactériennes aérobies de I'interface eau-sédiment 97
I.1. Abstract 97
1.2. Introduction 98
1.3. Materials and Methods 99
1.4. Results 104
I.5. Discussion 114
1.6. Conclusion 121

Il. PARTIE 2 - Influence des cycles tidaux, de la photopériode et de la densité de population

sur l'activité de Melinna palmata 122
11.1. Introduction 122
I.2. Matériel et méthodes 123
I1.3. Résultats 127
11.4. Discussion 137

1. Conclusions et perspectives 140

CHAPITRE IV - L’enrichissement en matiére organique particulaire simulant la production

primaire autochtone influence le lien entre Melinna palmata et les bactéries aérobies du

sédiment 143
I.  Introduction 145

Il. Expérimentation 148
1.1 Matiéere organique apportée 148

1.2. Plan d’expérience 149

. Résultats 154

l.1. Hypotheses posées pour I'analyse des résultats 154




IIl.2.  Effet de I'apport de deux types de matiére organique végétale sur I'activité et la bioturbation de

Melinna palmata 158

III.3.  Conséquences sur les propriétés du sédiment a l'interface 161

IIl.4.  Conséquences sur les communautés bactériennes benthiques de I'interface eau-sédiment 164

V. Discussion 171
IV.1.  Rappel des objectifs 171
IV.2.  Synthése des principaux résultats 172
IV.3.  Hétérogénéité de I'interface eau-sédiment sans apport de matiére organique 172

IV.4.  Hétérogénéité de l'interface eau-sédiment aprées enrichissement avec des cellules

phytoplanctoniques 174

IV.5. Hétérogénéité de I'interface eau-sédiment aprés enrichissement avec des feuilles de

phanérogame marine 176
IV.6.  Comparaison des trois conditions 177
V. Conclusions et perspectives 179

CHAPITRE V - Les patrons spatiaux de distribution des communautés bactériennes suivent

ceux de la macrofaune benthique dans la vasiére Ouest-Gironde 183
I.  Abstract 185
Il. Introduction 186
1. Material and methods 187

I.1.  Sampling 187
1.2. Sediment analyses 189
1.3. Procaryotic abundances 189
Ill.4.  Bacterial community composition 190
II.5. Benthic macrofauna 191
I1l.6. Statistical analyses 191
Iv. Results 192
IV.1. Sediment features 192
IV.2.  Prokaryotic abundance 194
IV.3. Bacterial community composition 195
IV.4. Benthic macrofauna 196
IV.5.  Comparison of bacterial and macrofaunal communities 200
V. Discussion 201
V.1. The West Gironde mud patch sediments 201

V.2. Benthic macrofauna 201




V.3. Bacterial community 202
V.4. Linking bacterial and macrofaunal communities 203
VI. Conclusion 204
SYNTHESE DES RESULTATS, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 211
I.  Melinna palmata, un bon modele biologique pour simplifier I'étude des effets de la
bioturbation sur les communautés procaryotes benthiques 212
1.1. Son activité 213
1.2. Sa biologie liée au processus de prospection 216
1.3. Son remaniement sédimentaire 218
1.4. Sa bioirrigation 219
1.5. Proposition d’un nouveau groupe fonctionnel de bioturbation : les convoyeurs de surface ___ 221
Il. La macrofaune benthique influence la distribution des communautés bactériennes a
'interface eau-sédiment 222
I1.1. A Véchelle centimétrique de I'individu, cas de Melinna palmata 222
I.2.  Aléchelle kilométrique de la communauté 231
1R Les communautés associées a Melinna palmata et a son tube 235
Iv. Perspectives 237
Références bibliographiques 241










PREAMBULE




» Préambule

Ce travail de thése se positionne résolument a I’interface entre écologie benthique et écologie

microbienne. Il s’est attaché a décrire les relations entre ces deux compartiments biologiques,

macrofaune et procaryotes, a I’interface eau-sédiment :

(1) A différentes échelles spatiales : centimétrique et kilométrique
(2) A différentes échelles écologiques : individu et communauté
(3) Selon deux approches : mécaniste et globale

Pour cela, des techniques d’étude de la bioturbation (analyses d’images, microtopographie) et
des techniques de détermination de la diversité procaryote (ARISA, T-RFLP) ont été utilisées
conjointement.

Ce manuscrit qui regroupe les différents résultats obtenus au cours de ces trois années de
recherche se divise en cingq chapitres. Le premier chapitre est une synthese bibliographique qui
explique le contexte et les objectifs de notre travail. Le second regroupe et décrit les différents outils et
les différentes méthodes employés pour répondre a nos objectifs. Le troisiéme chapitre porte sur la
bioturbation de Melinna palmata et ses effets sur la composition des communautés bactériennes. 1l se
divise en deux parties : la premiére partie porte sur la description de la bioturbation de Melinna
palmata et ses effets sur la distribution des communautés bactériennes a I’interface eau-sédiment. La
seconde partie porte sur I’influence de 1’alternance jour/nuit, des cycles de marée et de la densité de
population sur sa bioturbation. Le quatriéme chapitre approfondit les effets de la bioturbation sur les
communautés procaryotes de 1’interface eau-sédiment, en incluant les effets de la disponibilité et de la
qualité de la matiére organique. Le cinquiéme chapitre correspond a I’étude des relations entre les
deux compartiments biologiques in situ. Il compare les patrons de distribution des communautés
bactériennes et de macrofaune benthique de la vasiére Ouest-Gironde. Enfin, une discussion -
conclusion générale accompagnée de perspectives pour de futurs travaux de recherche termine ce
manuscrit.

Pour réaliser cette thése, j’ai bénéficié d’une allocation de recherche du Ministére de
I’Enseignement Supérieur et de la Recherche. Une partie des travaux a été financée par le projet-
innovant EPOC 2012 intitulé « Micro-hétérogénéité spatiale de la structure des communautés
procaryotes benthiques en réponse a l'activité de bioturbation du polychéte Melinna palmata ». Ces

travaux ont été valorisés par deux communications orales lors de congrés internationaux :

- Massé, C., Garabétian, F., Costes, L., Bourasseau, L., Bichon, S., Daffe, G., Duchéne,
J.C., Maire, O., Deflandre, B., Raymond, N., Jude-Lemeilleur, F., Grémare, A., Ciutat, A.
Melinna palmata: a new biological model to assess bioturbation mediated changes in
bacterial community composition at the sediment water interface. ISOBAY 2014, 11-
13 juin 2014.

- Massé, C., Garabétian, F., Costes, L., Bourasseau, L., Bichon, S., Daffe, G., Mesmer-
Dudons, N., Duchéne, J.C., Maire, O., Deflandre, B., Raymond, N., Jude-Lemeilleur, F.,
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Grémare, A., Ciutat, A. Bioturbation by the polychaete Melinna palmata structures
bacterial communities at the sediment surface. NEREIS PARK 2014, 7-11 juillet 2014.

Ce manuscrit inclut deux articles qui seront soumis dans les prochaines semaines :

- Massé, C., Garabétian, F., Deflandre, B., Costes, L., Mesmer-Dudons, N., Duchéne, J.C.,
Grémare, A., Ciutat, A. Melinna palmata structures bacterial community composition
at the sediment-water interface.

- Massé, C., Meisterhans, G., Deflandre, B., Bachelet, G., Bourasseau, L., Lavesque, N.,
Raymond, N., Ciutat, A., Jude-Lemeilleur, F., Grémare, A., Garabétian, F. Bacterial and
macrofaunal community composition in the sediments of the West Gironde mud
patch (Bay of Biscay, Atlantic Ocean).
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Préambule

Ce chapitre propose un état de I’art des principales questions abordées dans cette these, a
commencer par I’interface eau-sediment, son importance et sa position stratégique dans les cycles de
minéralisation de la matiere organique; puis le role des communautés procaryotes dans le
fonctionnement de 1’interface eau-sédiment et donc dans la minéralisation de la matiére organique, les
processus de bioturbation de la macrofaune benthique ; et enfin les conséquences de cette bioturbation
sur la structure et I’activité des communautés procaryotes.

A la fin de ce chapitre, les objectifs de chaque chapitre sont décrits et replacés dans ce

contexte bibliographique.
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l. L’interface eau-sédiment, une zone clé du fonctionnement des

écosystémes marins

.L1.  Des zones d’interface en général a ’interface eau-sédiment en particulier

Les interfaces sont des surfaces de contact entre deux zones ou deux substances contigués
(Lincoln et al., 1998). Ce sont des frontiéres, des zones de transition, qui peuvent étre définies a la fois
comme un espace qui sépare et qui connecte deux systémes voisins. Cette position en fait des zones
tampon, de contréle des interactions entre les deux compartiments, en modulant les flux d’organismes,
de matériel et d’énergie (Cadenasso et al., 2003a). Ces deux systémes, de part et d’autre de la zone de
transition doivent avoir des propriétés différentes et étre plus étendues en termes de surface que la
zone de transition (Figure 1.1, Erdés et al., 2011). Les zones de transition sont caractérisées par
d’importants gradients qui peuvent étre a la fois biotiques et abiotiques et sont appelées écotones
(Odum, 1953). Les écotones cumulent donc a la fois des caractéristiques propres a chacun des
compartiments qui I’entourent, en plus d’avoir leurs propres caractéristiques (Risser, 1995). Elles sont
de ce fait caractérisées par une importante diversité biologique (e.g. Odum, 1953 ; Kark et al., 2007 ;
Matias et al., 2013) et donc fonctionnelle. Cette notion de zone de transition s’applique a toutes les
échelles écologiques, tant qu’elle se situe entre deux « patchs » plus étendus et différents 1’un de
I’autre (Cadenasso et al., 2003a & b). Deux exemples en milieu marin sont les zones cotiéres,
interfaces entre continent et océan, et ’interface eau-sédiment, entre les domaines pélagique et

benthique.

>

Patch A ,Boundary zone Patch B

»'e e
>« P <

i transition
' (gradient)

contrast

cumulative ecological change

width

\ ) spatial position
Y

transitional zone (boundary, space-segment)

Figure 1.1 : Distinction de la zone de transition entre les deux systémes, les
« patchs » A et B. De Erdds et al., 2011.
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I.1.a. Interface continent-océan : les écosystemes cotiers

Les écosystemes cotiers (profondeur < 200 m) sont une zone d’interface et donc de connexion
entre les milieux océanique, continental et atmosphérique. Bien qu’ils ne représentent que 7% de la
surface totale des océans, leur caractére d’interface entre les trois grands compartiments fait qu’ils ont
un role essentiel dans les cycles biogéochimiques. En plus d’avoir leur propre production primaire et
secondaire, ils recoivent de la matiére organique continentale (Hedges et al., 1997) et atmosphérique,
et échangent de la matiére et de I’énergie avec 1’océan ouvert (Smith & Hollibaugh, 1993 ; Field et al.,
1998 ; Gattuso et al., 1998 ; Muller-Karger et al., 2005). Autour de 38,6 + 21,1 x10" molCyg.an™
proviennent des cours d’eau (Smith & Hollibaugh, 1993), ce qui correspond a environ 0,5% de la
production primaire terrestre globale (Henrichs, 1992), et autour de 0,1 gCorg.an'l proviennent des
transferts éoliens (Romankevich, 1984 ; Henrichs, 1992).

De plus, ils échangent constamment d’importantes quantités de maticre et d’énergie avec
’océan ouvert (Bauer & Druffel, 1998 ; Gattuso et al., 1998), avec 769 & 3177 Tg.an™ de carbone
produit par les zones végétalisées cotieres exportés, ce qui permet de supporter en partie la respiration
de I’océan ouvert (del Giorgio & Duarte, 2002). Un autre exemple de transfert d’énergie sont les zones
d’upwellings, qui exportent de grandes quantités de nutriments et de production primaire vers 1’océan
(Pelegri et al., 2005). Enfin, les milieux cotiers constituent une des zones les plus actives
biologiquement de la planéte, avec une diversité plus importante par rapport a 1’océan ouvert que ce
soit dans le domaine pélagique ou dans le domaine benthique (Angel, 1993 ; Gray, 1997).

A cette diversité est associée une importante production primaire estimée entre 250 gC.m?2.an™
et 130 gC.m2.an™ (Martin et al., 1987 ;Smith & Hollibaugh, 1993). Le systéme cotier contribue & 20%
de la production primaire océanique totale (Gattuso et al., 1998 ; Duarte et al., 2005). Une partie de
1’énergie issue des producteurs primaires en tant que source de carbone est transférée dans les échelons
supérieurs dans le réseau trophique cotier (e.g. Filgueira & Castro, 2011). Par exemple dans le bassin
d’Arcachon, les déposivores de surface représentent 42% de la production secondaire, qui est
fortement liée a la production primaire de microphytobenthos et de phanérogames dégradées (Dubois,
2012). La production secondaire du modéle biologique étudié ici, le polychéte déposivore de surface
Melinna palmata, a d’ailleurs été estimée & 10,5 gPS.m™.an™* en zone intertidale.

La vasiére Ouest-Gironde étudiée ici est également un exemple de systéme cotier de transition.
I s’agit en effet d’une couche de dépots vaso-argileux résultant de la sédimentation des particules
fines de ’estuaire de la Gironde (Jouanneau et al., 1989 ; Relexans et al., 1992), qui nous a servi de
site d’étude pour caractériser le lien entre les communautés de macrofaune de la vasicre et les
communautés bactériennes (chapitre V). A I’échelle paysagére (mésoéchelle), les milieux cotiers sont
eux-mémes diversifiés et composés de différents types d’écosystémes : des estuaires (1,4x10° km?),

des zones dominées par les macrophytes (2,0x10° km?), des récifs coralliens (0,6x10° km?), des marais
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salants (0,4><1O6 km?), des mangroves (O,2><106 km?), et les fonds restants (sableux, vaseux,
rocheux...) avec 21,4x10° km? (Gattuso et al., 1998). A plus petite échelle, ¢’est-a-dire au sein de
chacun de ces écosystemes, on trouve également une importante hétérogénéité des habitats, qui
influencent eux-mémes la biodiversité. Par exemple, Archambault & Bourget (1996) ont mesuré la
richesse spécifique, la diversité et la biomasse totale de la macrofaune et de la macroflore benthique
selon trois échelles spatiales : des prélevements sur 103 km divisés en stations de 1 km (grande échelle
spatiale), dans chaque station sur des zones d’hétérogénéité du substrat de 100 m (échelle spatiale
moyenne), et dans ces différents substrats, sur quatre types de surfaces plus ou moins lisses séparés de
13420 cm (petite

échelle spatiale). Cette étude a pu mettre en évidence que c’est I’hétérogénéité a petite échelle,
inférieure a 20 cm, qui influence le plus les abondances, et 1’échelle kilométrique qui influence le plus

la richesse spécifique.

1.1.b. Interface eau-sédiment

L’interface eau-sediment correspond a la frontiere entre les domaines pélagique et benthique.
Elle représente plus de 75 % de la surface terrestre, ce qui en fait le plus vaste habitat de la planéte
(Teal et al., 2008). Elle est également considérée comme la limite écologique la plus clairement
définie sur la planéte (Snelgrove et al., 2000). Cette interface peut étre considérée comme hétérogéne a
I’échelle globale avec les interfaces de zones estuariennes, de récifs coralliens... dont les propriétés
physico-chimiques (e.g. granulométrie, teneurs en matiére organique) différent (Gattuso et al., 1998) ;
mais aussi a 1’échelle kilométrique, avec la présence de patchs de zones végétalisées ou non (Duarte et
al., 2005 et Figure 1.2A), de zones rocheuses, de plages sableuses... (Ruttenberg & Granek, 2011).
Enfin, ’hétérogénéité de 1’interface eau-sédiment est également visible a 1’échelle centimétrique voire
millimétrique, induite par les activités de la macrofaune benthique (e.g. Pischedda et al., 2008)
(Figure 1.2B). Cette hétérogénéité engendre une biodiversité jugée plus importante que dans le
domaine pélagique (Angel, 1993 ; Gray, 1997).
L’interface eau-sédiment représente la zone de dépdt ultime de tout le matériel organique et
inorganique particulaire qui sédimente dans la colonne d’eau (Henrichs, 1992 ; Smith & Hollibaugh,
1993). La matiere organique végétale est a la base produite par la photosynthése a partir des
carbonates, des nitrates et des phosphates, selon le rapport établi par Redfield de 106 atomes de
carbone, pour 16 atomes d’azote et un atome de phosphore (Redfield et al., 1963). Dans les systemes
cotiers différents producteurs primaires sont représentés : le phytoplancton, le phytobenthos, les
herbiers de phanérogames. Duarte (1990) a déterminé a partir de 27 espéces de phanérogames
provenant de 30 sites différents que le rapport C/N/P médian pour les phanérogames marines était de
474/24]1.
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Figure 1.2 : illustrations de I'hétérogénéité de I'interface eau-sédiment d'une part sur un sédiment vaseux
recouvert de Zostera noltei sur le bassin d’Arcachon (A), et d’autre part sur une plage sableuse
colonisée par ’annélide polychete Arenicola marina & Wimereux (B).

On trouve également en milieu cotier de la matiére provenant du milieu continental au travers
des fleuves. La matiere organique est un mélange complexe de matiére dissoute ou particulaire,
vivante (producteurs, consommateurs) ou détritique (pelotes fécales, carcasses...) (Fowler & Knauer,
1986), et constituée de différents composés biochimiques : lipides (5-15%), carbohydrates (10-20%)
et protéines elles-mémes composées d’acides aminés (10%) (Burdige, 2007), mais aussi des acides
humiques et fulviques, et avec des rapports élémentaires qui different (Duarte, 1990). La matiére
organique particulaire de composition variable finit par se déposer sur I’interface eau-sédiment. Le
flux de particules qui sédimente & 100 m de profondeur a été estimé a 7 x 10" gC.an™ (Martin et al.,
1987). Pendant la sédimentation, une partie de ce carbone est dégradé dans la colonne d’eau. Plus la
profondeur de la colonne d’eau est importante, moins la quantité¢ de carbone organique sera
importante, et moins elle sera réactive une fois sur I’interface eau-sédiment, c’est-a-dire que la fraction
facilement dégradable 1’aura été dans la colonne d’eau (Lee & Wakeham, 1988 ; Wakeham et al.,
1997). Le taux de sédimentation dans les zones cétiéres est estimé 0,1 & 1 cm.an™ par Wollast (1998)
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ou Rabouille et al. (2001). Mais aussi, entre 0,1 jusqu’a presque 1000 mg.cm?.an™ composés de 0,1 &
plus de 10% de carbone organique, en milieu cotier peu profond, recensé par Hedges & Keil (1995).
Par exemple, dans la zone littorale, 8 5 — 10 — 15 et 20 m de profondeur dans la Ria de Vigo (Nord-
Ouest de I’Espagne), le taux de sédimentation annuel de carbone a été estimé a 1085 + 365 mg.m™j™*
(Zufiiga et al., 2011). Toute la matiére qui sédimente sur la surface des sédiments est la source majeure
de nourriture pour les organismes benthiques et est entre autres a l’origine de la diversité des
organismes benthiques, du compartiment microbien aux macro-invertébrés, qui en retour permettent
un recyclage de la matiére organique pour les producteurs primaires (Snelgrove et al., 2000).
L’importante quantit¢ de matiére organique qui sédimente (entre 0,1 et 1 cm.an™ - Wollast, 1998 ;
Rabouille et al., 2001) a I’interface eau-sédiment des systéemes cétiers fait que méme si les sédiments
cotiers ne représentent que 10 % de la surface des fonds océaniques, ils stockent 80 % du carbone
organique (Hedges & Keil, 1995). Notamment, bien que les zones végétalisées ne représentent que
moins de 2 % de la surface des océans, elles participent au stockage de 210 & 244 TgC.an™ (Duarte et
al., 2005).

1.2.  Matiére organique et processus de minéralisation a D’interface eau-

sédiment

Le point commun entre ces deux zones de transition décrites ci-dessus est qu’elles sont des
zones clés du devenir de la matiére organique. Il apparait donc essentiel de définir et décrire les
processus de devenir de cette matiére organique a I’interface eau-sédiment des zones cotiéres, et ses

interactions avec la macrofaune et les microorganismes.

1.2.a. Définitions

La matiére organique correspond comme son nom 1’indique a toute la matiére qui se rapporte
aux organismes (Ramade, 2002). Elle peut étre vivante ou morte, particulaire (> 0,45 um) ou dissoute
(< 0,45 pm). Cette maticre organique se caractérise dans les écosystémes selon sa qualité, c’est-a-dire
sa composition biochimique et ses rapports élémentaires, et sa dégradabilité qui est directement liée a
sa qualité. Elle peut alors étre qualifiée de « labile » (facile a utiliser et dégrader) ou de « réfractaire »
(difficile a utiliser et dégrader). La fraction labile de la matiére organique correspond aux composés
simples, c’est-a-dire les sucres, les lipides, les protéines et les acides aminés. Ces composés labiles
sont plus rapidement minéralisés que la matiére dite réfractaire composée de macromolécules plus
complexes allant de la lignine ou la cellulose aux acides fulviques et humiques (Henrichs, 1992). La
composition de la matiére organique évolue avec son état de dégradation. Les composes les plus
labiles sont d’abord dégradés, la proportion de composés réfractaires est donc de plus en plus
importante (Mayer, 1989, Arndt et al., 2013) tandis que la quantité totale de matiére organique

diminue.
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Une partie de cette matiére organique qui sédimente sur I’interface eau-sédiment est utilisée
comme source de nourriture par les consommateurs benthiques dont les déposivores de surface
(Mayer,1989 ; Jumars, 1993). D’un point de vue nutritionnel, la matiére organique plut6t réfractaire
est moins consommée que la matiére organique riche en biopolyméres plus simples ; un exemple
concret en milieu benthique cotier est celui des phanérogames fraiches qui sont peu consommeées par
les organismes (Pellikaan, 1984 ; Cebrian, 1999). Il y a dans cela une notion de palatabilité mais aussi
une logique de taille des fragments de feuilles par rapport aux appendices buccaux des consommateurs
(Taghon, 1982).

1.2.b. Dégradation de la matiére organique grossiére

La majeure partie de la matiére organique qui se dépose sur I’interface eau-sédiment (en
général plus de 99%) est déja en partie dégradée par les microorganismes dans la colonne d’eau
(Wakeham & Lee, 1993), que ce soit la matiére d’origine continentale ou la production primaire
autochtone pélagique (Wakeham et al., 1997). En revanche, la production benthique ne subit pas ces
premiéres étapes dans la colonne d’eau, comme par exemple les herbiers de phanérogames, qui
représentent une production primaire moyenne de 1012 g PS.m?.an™, soit 12% de la production
primaire cotiere mondiale (Duarte & Chiscano, 1999), et forment une litiere comme en milieu
terrestre. Différentes étapes de décomposition sont alors nécessaires avant que cette matiere soit
minéralisée par les microorganismes (e.g. Duineveld et al., 1997 ; Danovaro et al., 1998). Un autre
type de production primaire benthique est le microphytobenthos, avec par exemple dans le bassin
d’ Arcachon une production estimée a 101 gC.m™2.an™ (Auby, 1991).

Les processus démarrent par une étape de solubilisation des composés hydrosolubles avec une
autolyse des cellules végétales (Harrisson & Mann, 1975). Ce sont essentiellement les sucres et les
protéines qui sont solubilisés sur quelques heures dans le cas de macroalgues, et jusqu’a plusieurs
jours dans le cas des macrophytes (Khailov & Burlakova, 1969 ; Rice & Tenore, 1981 ; Pellikaan,
1984). S’ensuit une étape de conditionnement par les microorganismes, principalement des bactéries et
des champignons qui colonisent les végétaux (Fenchel, 1970 ; Newell, 1981 ; Peduzzi & Herndl,
1991). Les microorganismes sécrétent des exo-enzymes qui accélérent la décomposition des
macromolécules complexes comme la cellulose ou la lignine (Sinsabaugh & Linkins, 1990). Cette
étape permet d’obtenir des molécules d’une taille assimilable pour les procaryotes (Weiss et al., 1991)
et donc plus facilement minéralisables. Le rapport C/N de la matiére organique végétale en cours de
décomposition est diminué grace a la colonisation des végétaux par des bactéries et des champignons
eux-mémes constitués d’un rapport C/N bas (Rice & Tenore, 1981). La colonisation du débris par les
microorganismes a pour conséquence d’augmenter la palatabilité des débris pour la faune (Tenore &
Rice, 1980 ; Blum et al., 1988, Cammen, 1989 ; Cebrian, 1999). Une synergie ou une compétition se

met alors en place entre les microorganismes décomposeurs et la macrofaune consommatrice
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(Nugteren et al., 2009a). Ce sont les impacts des micro- et macroorganismes, mais aussi des courants
qui induisent la derniére étape de fragmentation mécanique (Rice & Tenore, 1981), qui permet
d’obtenir des débris de plus petite taille avec plus de surface de contact pour faciliter la suite de sa
dégradation.

Lorsque les végétaux sont plutdt labiles comme les macroalgues, ils contiennent plus de
composés solubles et donc le taux de décomposition est supérieur par rapport & celui de plantes
vasculaires (Tenore & Hanson, 1980).

La présence de macromolécules complexes moins facilement dégradables peut étre a I’origine
de la formation de composés humiques. L’humus est un complexe de matiére organique non
minéralisée qui se transforme en composés phénoliques. Sous cette forme, la matiere est alors moins
accessible pour étre minéralisée, ce qui favorise le stockage du carbone.

Ces étapes de transformation de la matiére organique permettent le passage de la matiere
organique particulaire sous forme dissoute, mais aussi la dégradation des molécules simples : sucres
simples, acides aminés ou encore acides gras, et permettent la dégradation a plus long terme des
biopolymeres jusqu’a I’obtention de molécules d’une taille suffisamment petite pour étre minéralisées
par les procaryotes. En effet, 30 a 99 % de la matiere organique déposée sur le sédiment est
minéralisée par les microorganismes benthiques (Henrichs, 1992) suivant une cascade de réactions
d’oxydo-réduction, puis repart dans le pool nutritif (Froelich et al., 1979 ; Glud et al 2003). Ces sels
nutritifs (nitrates, phosphates...) libérés par cette minéralisation se retrouvent sous forme dissoute
dans I’eau interstitielle du sédiment, créant des flux de nutriments vers I’eau surnageante (Boudreau &

Jorgensen, 2000).

.2.c. Minéralisation de la matiére organique particulaire détritique

Trois devenirs sont possibles une fois la matiére organique particulaire déposée sur I’interface
eau-sédiment : une partie de la matiére décomposée est consommée ou déplacée par la faune et ses
activités, une autre partie est enfouie dans les couches profondes jusqu’a formation de composés
kérogenes, et une partie est minéralisée puis repart dans le pool nutritif. Le terme de diagenése précoce
regroupe les processus de minéralisation et d’enfouissement de la matiére organique dans les
sédiments (e.g. Froelich et al., 1979 ; Berner, 1980 ; Henrichs, 1992 ; Middelburg et al., 1993 ; Arndt
etal., 2013).

Jusqu’a 99% de la matiére organique déposée sur I’interface eau-sédiment est minéralisée par
les procaryotes (Henrichs, 1992). Ce processus est en fait lié au métabolisme énergétique. Il s’agit de
réactions d’oxydo-réduction utilisant la matiére organique comme donneur d’électrons et différentes
molécules oxydées comme accepteur d’électrons. Les métabolismes aérobies utilisent 1’oxygene
comme accepteur d’électrons, et les métabolismes anaérobies utilisent les nitrates, le manganeése, le

fer, les sulfates ou encore le dioxyde de carbone. Dans tous les cas, 1’objectif est la formation
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d’énergie sous forme d’ATP, utilisé ensuite par la cellule. Suivant 1’accepteur terminal d’électron
utilisé, ce n’est pas la méme quantité d’énergie qui est libérée. C’est donc la molécule oxydante
présente qui apporte le meilleur rendement énergétique qui est préférentiellement utilisée par les
microorganismes pour oxyder la matiére organique. Une fois cette molécule épuisée, c’est la seconde
molécule oxydante qui a le deuxiéme meilleur rendement énergétique qui est utilisée, et ainsi de suite
(Froelich et al., 1979). Un équilibre entre les processus de diffusion physico-chimiques et la
consommation biologique des différents accepteurs terminaux d’électron est a 1’origine d’une
succession verticale des accepteurs d’électrons des sédiments. En retour, cette stratification organise
une succession des groupes fonctionnels microbiens dénitrifiants, sulfatoréducteurs, etc... qui les
utilisent.

Dans la zone oxique, les communautés aérobies utilisent 1’oxygéne comme accepteur terminal
d’¢lectron avec par exemple des bactéries aérobies organotrophes des genres Flexibacter ou encore
Cytophaga dans le bassin d’Arcachon (Benlloch et al., 1995). Dans la zone suboxique, les
communautés dénitrifiantes respirent les nitrates et dégagent de 1’azote moléculaire (N;), grace a la
production d’enzymes dont la nitrate réductase. On trouve par exemple des bactéries du genre
Pseudomonas, ou encore des archées comme celles du genre Halobacterium dans des milieux saturés
en sel comme les marais salants (Shapleigh, 2006). 1l y a ensuite les communautés réductrices du
manganeése, toujours dans la zone suboxique, puis celles réductrices du fer qui respirent le fer ferrique
ou I’oxyde manganique. Shewanella putrefaciens est par exemple capable d’utiliser ces deux
molécules oxydantes comme accepteurs terminaux d’électrons (Nealson & Myers, 1992). Dans les
sédiments anoxiques, sont présents les sulfato-réducteurs, qui utilisent les sulfates comme accepteurs
terminaux d’électron pour leur métabolisme, en utilisant entre autres des sulfites réductases, avec par
exemple des bactéries du groupe Desulfosarcina ou encore Desulfonema retrouvées dans les sédiments
colonisés par Zostera noltei dans le bassin d’Arcachon (Cifuentes et al., 2000). La sulfato-réduction
est I’une des voies de minéralisation de la matiere organique les plus employées dans les sédiments
marins (Jergensen, 1982 ; Canfield, 1989). D’autre part, on trouve les microorganismes
méthanogenes, des archées exclusivement, qui utilisent le dioxyde de carbone comme accepteurs
terminaux d’électrons avec par exemple Methanosarcina acetivorans (Ferry & Lessner, 2008).
L’ensemble des réactions associées a ces différents métabolismes respiratoires sont présentées sur le
tableau 1.1 et la figure 1.3. La fermentation est un autre mécanisme utilise par différents
microorganismes pour produire de 1’énergie, bien qu’il soit moins efficace que la respiration, qui
utilise des composés organiques comme donneurs d’électrons. Par exemple, une mole de glucose
respiré produit 32 moles d’ATP, alors qu’une mole de glucose fermenté ne produit qu’entre 2 et 4
moles d’ATP (Burdige, 2007). Ces processus se font en syntrophie, c’est-a-dire grace a la coopération
de plusieurs microorganismes, et ont lieu dans les sédiments anoxiques en paralléle des

minéralisations par respiration. Par exemple, Finke et Jgrgensen (2008) ont constaté & partir de
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sédiments arctiques et de mer du Nord anoxiques que le couplage entre la sulfato-réduction et la

fermentation qui existait dans les optimums de températures laissait place a un couplage entre

fermentation et méthanogenése dans les plus hautes températures d’incubation (43°C).

Tableau 1.1 : Différentes voies d'oxydation, réactions de minéralisation et énergies libres associées de la matiere

organique dans les sédiments marins. D’aprés Thauer et al., 1977 et Fenchel et al., 1998.

Voie d’oxydation Réaction de minéralisation

Respiration aérobie CH,0 + O, —» CO, + H,0

Dénitrification 5CH,0 + 4NO;” — CO, + 3H,0 + 4 HCO5 + 2N,

Réduction du Manganese (IV)  CH,0 + 2MnO, + 3 CO, + H,0 — 4 HCO; + Mn**

Réduction du Fer (I11) CH,0 + 4Fe(OH); + 7CO, — 8HCO; + 3H,0 + 4Fe**
2CH,0 + SO,*— H,S + 2HCO;

Sulfato-réduction 4H,+ SO +H" — HS™ + 4H,0

CH,COO + SO,” +2H" — 2C0, + HS™ + 2H,0
4H,+ HCOy + H" — CH, + 3H,0
CH3COO_ + H+ — C02 + CH4

Production de méthane

Energie libre
produite
4Gy (kd.mol™)
-479

-453

-349

-114

-77

-152

-41

-136

-28
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Figure 1.3 : Voies de transformation de la matiére organique dans les sédiments, d’aprés Froelich et al.,
1979 et Bertrand et al., 2011.
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Cette description de la diagenese précoce vaut pour des sédiments non perturbés a 1’état
d’équilibre. Différents facteurs biologiques et physiques, & plus ou moins grandes échelles spatiale et
temporelle, influencent (stimulent ou inhibent) ces processus de minéralisation. A petite échelle
spatiale, la matiére organique peut s’adsorber aux particules inorganiques, formant des complexes
limitant les processus de minéralisation (e.g. Hedges & Keil, 1995, Burdige, 2007, Arndt et al., 2013).
A plus grande échelle spatiale, il peut y avoir compétition ou interactions entre la macrofaune
benthique et les microorganismes car ils utilisent la méme matiére comme source d’énergie. Par
exemple, van Nugteren et al. (2009a) ont montré que la matiere organique qui se dépose en
agglomérats a ’interface eau-sédiment est plus utilisable par la macrofaune que par les procaryotes.
Mais une fois que les activités de la faune comme par exemple la nutrition ou la construction de
structures biogénes ont dispersé cette matiére organique, elle devient alors plus accessible aux
microorganismes. A petite échelle de temps, les oscillations des conditions redox du sédiment
influencent également la minéralisation de la matiére organique. Ces oscillations sont souvent dues
aux activités de la faune dans le sédiment, et notamment via une irrigation non constante des structures
biogénes pour la respiration et/ou la nutrition (eg. Aller, 1994 ; Banta et al., 1999). Enfin, a plus
grande échelle de temps, un autre phénoméne peut influencer cette minéralisation, le « priming
effect », peu documenté dans le cas des sédiments marins (Nugteren et al., 2009b, Arndt et al., 2013)
contrairement aux sols (e.g. Fontaine et al., 2003 & 2004). Il s’agit de la stimulation de la
minéralisation par les microorganismes par apport de matiére organique fraiche. En effet, en apportant
de la matiére organique fraiche et donc plus labile que la matiere organique présente, stimulant la
production d’exo-enzymes qui dégradent également cette matiére organique plus réfractaire. Ce
processus permet d’obtenir des métabolites de composition plus simple, qui sont plus facilement
dégradables par les différentes communautés procaryotes présentes (Arndt et al., 2013). Ces différents

meécanismes qui contrdlent la minéralisation de la matiére organique sont schématises sur la figure 1.4.
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Figure 1.4 : Facteurs physiques et biologiques qui influencent la minéralisation de la
matiére organique des sédiments dans le temps et dans I'espace, a petite échelle (a et c) et a

plus grande échelle (b et d). LOM: labile organic matter. ROM: refractory organic matter.
De Arndt et al., 2013.
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Une partie de ce travail de thése a été consacrée a approfondir 1’effet de I’enrichissement en
matiére organique sur les communautés bactériennes de ’interface eau-sédiment, en lien avec la
bioturbation (chapitre 1V). Pour mettre en évidence le lien entre la matiére organique et la diversité
ainsi que 1’abondance et I’activité bactériennes, deux types de matiére organique ont été utilisés : une
culture inactivée de phytoplancton (Tetraselmis sp.) et un broyat de feuilles de Zostera noltei. Les
cellules phytoplanctoniques de Tetraselmis sp. sont couramment utilisées en aquaculture pour leur
haute valeur nutritionnelle (Brown, 1997 ; Ponis et al., 2002). Unicellulaires et autoclavées, la matiére
organique contenue y est a priori facilement minéralisable. Au contraire, Z. noltei est une
phanérogame avec une composition plus complexe, et proportionnellement plus de composés plus
difficilement minéralisables tels que la cellulose. De plus, la taille des feuilles nécessite les premiéres

étapes de fragmentation décrites ci-dessus, ce qui les rend moins facilement consommables.

Il.  La bioturbation contréle les processus a ’interface eau-sédiment

I1.1. Qu'est-ce que la bioturbation ?

« Worms have played a more important role in the history of the world than most persons
would at first suppose » (Darwin, 1881). C’est ce qu’a écrit Charles Darwin dans son dernier livre
scientifique qui traite de la bioturbation. L’idée d’écrire ce livre lui est venue a partir d’observations
faites lors d’une visite chez son oncle. Il a en effet observé que des matériaux déposés 15 ans
auparavant dans un champ avaient été totalement enfouis par ’activité des lombrics. Cette constatation
a tellement éveillé sa curiosité qu’il pensait en soumettant ce livre avoir traité le sujet avec beaucoup
trop de détail. Finalement son travail a été repris dans une multitude de domaines différents allant de
I’éthologie a I’hydrologie en passant par 1’archéologie. Cet historique de la bioturbation a été décrit de
maniére détaillée par Feller et al. en 2003 et par Meysman et al. en 2006. Plus de 130 ans apres, la
bioturbation continue a intéresser le milieu de la recherche. En milieu marin, dés le XVI° siécle, Belon
(1555) remarquait la création de monticules de feces enroulés ; mais la premiére quantification a été
faite en 1891 par Davison qui a estimé la production de pelotes fécales du polychéte Arenicola marina
a 3000 tonnes par acre sur les cotes de Northumberland au Royaume-Uni. C’est seulement en 1952
gue le terme de bioturbation apparait. D une part avec Richter qui 1’utilise pour décrire des structures
fossiles dans la roche, et d’autre part Schafer qui ’utilise pour décrire les traces de la faune dans les
sédiments intertidaux.

Aujourd’hui, on définit la bioturbation comme I’ensemble des processus de transports
effectués par les organismes. Ces transports affectent directement et indirectement les particules
sédimentaires et 1’eau porale avec les solutés associés. La bioturbation inclut le remaniement
sedimentaire et la ventilation qui induisent respectivement le déplacement des particules et des solutés,

induits par I’activité des organismes (Kristensen et al., 2012).
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Figure 1.5: Schéma présentant la diversité des organismes et de leurs structures
biogénes dans les sédiments. 1 : Echinocardium cordatum, E. flavescens, Brissopsis
lyrifera; 2: Chaetopterus variopedatus ; 3: Callianassa subterranea ; 4 : Arctica
islandica ; 5 : Amphiura filiformis, A. chiajei, 6 : Gattyana cirrosa ; 7 : Glycera rouxii,
G. alba; 8: Nereis sp. & Nephtys sp.; 9: Notomastus latericeus ; 10 : Echiurus
echiurus. D’apres Riisgard & Larsen, 2005.
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Ce manuscrit s’intéresse plus particuliérement a la bioturbation de la macrofaune benthique, mais il ne
faut pas oublier qu’elle concerne 1’ensemble des compartiments biologiques vivant sur et dans les
sédiments, de la micro- a la mégafaune, invertébrés comme poissons, mais aussi les végétaux
notamment avec les plantes au travers de leurs racines. Par ailleurs, méme si I’on ne considére que la
macrofaune benthique, la diversité d’organismes est associée a une diversité de comportements et

donc de modes de bioturbation impactant différemment les sédiments (Figure 1.5).

I1.1.a. Le remaniement sédimentaire

. Définition et classification

Le remaniement sédimentaire correspond au mouvement des particules. Ce mouvement de
particules peut étre induit par le déplacement, la construction et la maintenance de structures
biogéniques, 1’ingestion et 1’égestion de particules. Ce mélange peut étre de nature locale, avec un
déplacement aléatoire des particules sur de trés courtes distances, ou de nature non-locale, avec un
déplacement des particules sur de plus longues distances (Meysman et al., 2003).

Suivant les especes, le comportement des organismes est différent, ce qui induit un
déplacement différent des particules. Il existe donc une classification des différents groupes
fonctionnels de bioturbation (Francois et al., 1997 ; Gerino et al., 2003 ; Solan & Wigham, 2005) :

(1) Le groupe fonctionnel des biodiffuseurs regroupe les organismes dont le comportement
induit un déplacement aléatoire et diffusif des particules sur de courtes distances (Figure
1.6A). Certains bivalves appartiennent a ce groupe tels que Ruditapes decussatus ou
Venerupis aurea (Francois et al., 1999). On y trouve également 1’amphipode Pontoporeia
hoyi (Robbins et al., 1979).

(2) Le groupe fonctionnel des diffuseurs a galeries, qui est une extension du groupe
fonctionnel des biodiffuseurs (Figure 1.6B). lls construisent des galeries et induisent un
déplacement diffusif des particules en surface. En revanche, la présence des galeries en
profondeur et les activités des organismes dans ces galeries induisent un transport non-
local des particules de la surface vers le fond. Les polychetes Hediste diversicolor et
Marenzelleria viridis en sont deux exemples (Francois et al., 2002 ; Quintana et al., 2007).

(3) Le groupe fonctionnel des convoyeurs vers le bas avec les organismes placés
verticalement dans le sédiment la téte vers le haut (Figure 1.6C). Ils se nourrissent de
particules en surface et rejettent leurs feces en profondeur dans le sédiment. Ils induisent
un transport non-local au travers du tube digestif de la surface vers la profondeur. Ce type
de transport des particules a été observé chez les Sipunculidés (Smith et al., 1986), chez le

polychete cirratulidé Cirriforma grandis (Shull & Yasuda, 2001).
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Figure 1.6 : Représentations schématiques des différents groupes fonctionnels de remaniement
sédimentaire (A a E), et de bioirrigation (F a H). A : biodiffuseurs, B : diffuseurs a galerie, C:
convoyeurs vers le bas, D : convoyeurs vers le haut, E : régénérateurs, F : lorsque la galerie est ouverte
aux deux extrémités, G : lorsque la galerie n’est ouverte qu’a une extrémité dans des sédiments non
perméables et H dans des sédiments perméables. Pour les schémas A a E, les fleches représentent les
déplacements de particules. Pour les schémas F a H, les fleches représentent les flux d’eau. D’aprés
Kristensen et al., 2012 et d’aprés Francois et al., 1997 pour les diffuseurs a galerie.
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(4) Le groupe fonctionnel des convoyeurs vers le haut regroupe les organismes placés
verticalement téte vers le bas dans le sédiment (Figure 1.6D). Leur comportement de
nutrition induit un transport non-local des particules vers la surface. En effet, ils se
nourrissent des particules en profondeur et rejettent leurs feces en surface aprés passage
dans le tube digestif. Le polychete Arenicola marina (e.g. Cadée, 1976 ; Volkenborn et al.,
2007 ; Valdemarsen et al., 2011), les polychetes de la famille des Maldanidés (Aller,
1982), ou encore les oligochétes tubificidés en eau douce (e.g. Pelegri & Blackburn, 1995)

en sont des exemples.

(5) Le groupe fonctionnel des régénérateurs regroupe les organismes qui excavent le sédiment
pour construire et maintenir leurs terriers (Figure 1.6E). Il y a donc d’abord un transport
des particules de la profondeur vers la surface lors de la construction des terriers, puis de
surface vers le fond lors de I’effondrement des structures. Les décapodes Uca spp. et

Ocypode spp. (Gardner et al., 1987 ; Kristensen et al., 2012) appartiennent a ce groupe.

Cette classification des groupes fonctionnels de bioturbation a été reprise par Kristensen et al.
en 2012, .en classant les diffuseurs a galerie comme sous-groupe des biodiffuseurs. Les groupes
fonctionnels ont été mis au point aprés avoir mesuré le remaniement sédimentaire de différentes
espéces (citées dans chaque groupe). Elle n’est donc pas définitive car certaines espéces n’ont jamais
été utilisées comme modele biologique et n’entrent potentiellement pas dans cette classification. Ceci

est le cas du polychete Melinna palmata que nous avons étudié.
o Quantification du remaniement sédimentaire

De nombreuses études sur différents modéles biologiques appartenant aux différents groupes
fonctionnels de bioturbation ont été effectuées, dont celles citées en exemple de chaque groupe, avec
des approches in situ et expérimentales. Il existe donc différentes méthodes de quantification du
remaniement sédimentaire adaptées aux différents groupes fonctionnels. On les divise en deux groupes
(Maire et al., 2008) :

(1) Les méthodes directes, qui permettent d’estimer la quantité de sédiment remanié dans le
temps, sur I’interface eau-sédiment. Parmi ces méthodes directes il existe une ancienne
méthode de prélévement direct des feces sur I’interface eau-sédiment (Davison, 1891 ;
Cadée, 1976). On trouve également le piégeage des particules rejetées sur ’interface eau-
sédiment qui peuvent ensuite étre quantifiees (Rhoads, 1963 ; Berkenbusch & Rowden,
1999). Le nivelage consiste a mesurer ’évolution dans le temps de la hauteur de
I’interface eau-sédiment due a ’accumulation de sédiment. Ce sédiment peut ensuite étre
collecté et pesé (Rhoads, 1967 ; Rowden et al., 1998). La microtopographie est le

prolongement de cette derniére méthode. Elle peut étre appliquée grace a I’utilisation d’un
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télémetre laser monté sur tables motorisées permettant le déplacement du laser en 2D sur
I’interface eau-sédiment (Maire et al., 2007b). Cette méthode a été développée dans ce
travail. Enfin, I’analyse d’image de surface est basée sur la comparaison d’images
successives de I’interface eau-sédiment permettant de quantifier la surface de sédiment
remanié (Hollertz & Duchéne, 2001).

(2) Les méthodes indirectes: ces méthodes permettent de mesurer le remaniement
sédimentaire vertical et sont basées sur l’utilisation de traceurs particulaires. Les
coefficients de remaniement sédimentaire sont ensuite obtenus par modélisation du
déplacement de ces traceurs (Wheatcroft et al., 1990). A partir de ce principe de base, de
nombreux types de traceurs peuvent étre utilisés : les radionucléides (Green et al., 2002) ;
la chlorophylle a (Sun et al., 1991) ; les microtectites (Glass, 1969) ; les isotopes marqués
(Blair et al., 1996 ; Sandnes et al., 2000) ; le sédiment enrichi en métal (Wheatcroft et al.,
1994) ; les billes de verre (Berg et al., 2001) ; les microtaggants, qui sont des billes de
plastique recouvertes de peinture (Wheatcroft, 1991) ; et enfin les luminophores, qui sont
des particules sédimentaires recouvertes de peinture fluorescente sous lumiere ultra-
violette (Mahaut & Graf, 1987).

11.1.b. La ventilation

La bioirrigation correspond au mouvement de 1’eau et des solutés entre 1’eau interstitielle et
I’eau surnageante (Rhoads, 1974). 1l s’agit, en plus de la diffusion passive au niveau de I’interface eau
sédiment, d’un flux actif d’eau et de solutés induit par les organismes (Figures 1.6 F, G et H). Ce flux
peut étre un résultat de la ventilation, qui permet I’entrée d’eau oxygénée dans la structure pour la
respiration de I’organisme (Riisgard & Larsen, 2005). Cette ventilation a été mesurée par Toulmond &
Dejours (1994) pour le polychéte Arenicola marina, avec des individus placés dans des tubes en verre
avec dans la partie caudale de 1’eau riche en oxygene, et dans la partie céphalique du tube une
microélectrode pour mesurer la concentration en oxygene. Dans le sédiment, ce polychete étant
positionné la téte vers le bas, il effectue des contractions péristaltiques du corps pour induire un flux
d’eau oxygénée vers ses branchies, eau qui percole ensuite dans le sable (Toulmond & Dejours, 1994 ;
Kristensen, 2001).

Ce flux peut également étre a des fins de nutrition, notamment dans le cas de suspensivores,
comme le polychéte Hediste diversicolor qui par des ondulations du corps induit un flux d’eau puis
inhale I’eau avec ses particules (Riisgard, 1991 ; Kristensen, 2001). Un exemple de galerie irriguée par
le polychéte Hediste diversicolor est présenté sur la figure 1.7. Les comportements a I’origine de ces
flux d’eau et de solutés n’étant pas continus, les flux d’eau et donc d’oxygéne ne le sont pas non plus,
ce qui est a 1’origine d’oscillations des conditions d’oxydo-réduction des sédiments périphériques

appelées oscillations redox. Ces oscillations ont été montrées de maniére expérimentale (Aller, 1994) ;
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avec différentes espéces comme le crustacé Callianassa subterranea qui ne bioirrigue que la moitié de
son réseau de galerie pendant 2,6 minutes toutes les 40 minutes, et le polychéte Lanice conchilega qui
par mouvement de piston bioirrigue son tube toutes les quatre minutes (Forster & Graf, 1995).

Figure 1.7 : Exemple d'une galerie irriguée par Hediste
diversicolor en beige dans du sédiment anoxique noir.

° Quantification

Pour mesurer le taux de bioirrigation, il existe différentes méthodes basées sur 1’utilisation de
traceurs dissous. De maniere générale, un traceur dissous et inerte est ajouté dans I’eau surnageante
d’une carotte composée a moitié de sédiment, ou les organismes sont places, et d’eau. La bioirrigation
des organismes induit un passage de 1’eau surnageante avec le traceur dissout dans 1’eau interstitielle.
Aprés un certain temps d’incubation défini, le sédiment est découpé en tranches et le traceur est dosé
dans I’eau porale de chaque tranche, ce qui permet d’obtenir un profil de distribution du traceur, puis
par modélisation un taux de bioirrigation (Aller, 1980 ; Christensen et al., 1984). Différents traceurs
dont les taux de réaction sont connus ont été utilisés : le rapport “?Rn/**°Ra, distribution de traceurs
radio-isotopiques comme le ’Na (Luedtke & Bender, 1979). Chacune de ces méthodes a ses limites et
ses contraintes d’utilisation, surtout pour ce qui est des traceurs radioactifs qui requiérent
d’importantes précautions d’emploi. Une alternative a ces traceurs contraignants est I’ion bromure Br
(Martin & Banta, 1992). Le brome, de numéro atomique 35, fait partie de la famille des halogénes. Cet
¢lément est présent dans 1’eau de mer a environ 0,7 mM. Le ratio Br/Cl" constant dans 1’eau de mer
indique qu’il s’agit d’un élément conservatif qui n’entre dans aucun cycle redox dans 1’eau de mer.
Enfin, lors de la diagénése précoce, il ne quitte pas I’eau interstitielle assez rapidement pour que sa
concentration diminue significativement. Toutes ces propriétés font de 1’ion bromure un bon traceur
pour la mesure du taux d’irrigation. Dans des méthodes plus récentes, le traceur inerte dissous utilisé

est la fluorescéine (Meysman et al., 2007 ; Na et al., 2008), traceur utilisé dans notre étude. Gréce a
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I’utilisation de la fluorescéine, il est possible de suivre en temps réel, en continu et a haute fréquence
la bioirrigation des individus dans I’eau surnageante. Cette méthode décrite dans le chapitre Il n’est
pas, contrairement aux méthodes citées ci-dessus, une méthode destructrice. Il est également possible
de quantifier directement la concentration d’oxygéne grace a l’utilisation d’optodes, comme par

exemple les optodes planaires (eg. Volkenborn et al., 2007).
I1.2.  Les facteurs qui influencent la bioturbation

I1.2.a. Facteurs biotiques

Etant donné les différences de comportement et les différences de type de bioturbation décrits
ci-dessus, la composition et la diversité en organismes bioturbateurs a un impact sur le type et
I’intensité du remaniement sédimentaire et de la bioirrigation. Les effets de la richesse spécifique et
des traits fonctionnels sur la bioturbation et ses conséquences ont été mis en évidence dans différents
types d’écosystémes marins en in situ ou ex-situ. Par exemple, Duchéne & Rosenberg (2001) ont suivi
I’activité sur l’interface eau-sédiment de 0,25 m2 de sédiment prélevés en Suede composés
d’organismes n’appartenant pas aux mémes groupes fonctionnels de bioturbation et un groupe
fonctionnel de nutrition tel que le déposivore de surface biodiffuseur Abra nitida, et le déposivore de
surface/suspensivore Amphiura filiformis. Ils ont pu montrer que via la diversité fonctionnelle,
I’interface eau-sédiment était entierement remaniée par les communautés benthiques, avec aprés 7h de
suivi 41% des 0,25 m? impactés par I’activité des différents organismes. Les effets de la richesse
spécifique et des traits fonctionnels ont aussi été étudiés de maniére expérimentale avec des
assemblages d’espéces. Norling et al. en 2007 ont sélectionné 9 especes dominantes de la mer
Baltique et du Skagerrak appartenant aux différents groupes fonctionnels de bioturbation différents
pour mesurer les effets sur les flux de nutriments a ’interface eau-sédiment. 1ls ont pu constater que la
présence de certaines espéces clés comme le crustacé Calocaris macandreae pouvaient avoir une
influence plus importante sur les flux d’oxygéne (de -9,3 mmol.m™?j* sans macrofaune a -36,9
mmol.m?j* avec Calocaris macandreae) et de nutriments & 1’interface eau-sédiment, que la richesse
spécifique ou la diversité fonctionnelle. D’autres travaux ont montré la diminution de I’intensité de
bioturbation induite par la perte de biodiversité, a partir de la modélisation des mesures in situ de la
zone de mélange biologique et des informations de composition, abondance, biomasse et groupe
fonctionnel de la macrofaune prélevée (Solan et al., 2004). Dans certaines études, ¢’est I’influence de
la taille, de la biomasse ou de la densité d’individus sur la bioturbation qui a été mise en avant.
Notamment, Sandness et al. (2000) ont pu conclure que c’est surtout la taille des organismes
bioturbateurs qui influence le taux de remaniement sédimentaire, par rapport a la densité. En revanche,
le taux de bioirrigation était quant a lui plus positivement corrélé a la densité d’individus qu’a leur

taille. La densité de population a tout de méme un effet sur le remaniement des particules comme cela
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a été montré pour le polychéte Hediste diverscolor avec une corrélation positive et significative entre
I’augmentation de la densité de 144 ind.m? & 1153 ind.m? et I’augmentation du remaniement
sédimentaire (D,) de 1,1+0,1 & 2,0+ 0,1 cm”an™. En revanche, le remaniement sédimentaire par
individu a diminué avec I’augmentation de la densité (Duport et al., 2006). Ce dernier résultat a
également été observé par Braeckman et al. (2010) pour un autre polychéte, Nephtys sp., mais pas
pour le bivalve Abra alba, dont le remaniement sédimentaire n’a pas été montré comme dépendant de
la densité de population. Pour le crustacé amphipode Corophium volutator, le remaniement
sédimentaire est plus important en condition de densité importante, avec 0,02 cm2j* avec
14 921 ind.m et 0,001 cm2.j™* avec 1989 ind.m™. Du fait de sa petite taille (> 7mm), De Backer et al.
(2011) suggerent que la densité de population est donc un paramétre clé qui détermine 1’impact de sa
bioturbation sur le fonctionnement de I’écosystéme. Caliman et al. (2012) se sont eux intéressés a
I’effet de la biomasse de la communauté, étant donné que ce facteur est directement impacté par la
perte de biodiversité. Ils ont pu constater que la bioturbation de la plus faible biomasse d’organismes
(150 mg poids frais) avait des conséquences moindres sur le fonctionnement de 1’écosysteme
(production de bactérioplancton par exemple) qu’avec les plus fortes biomasses (450 mg PF). La
relation D,=0,35xBiovolume a pu étre trouvée grace a la comparaison de ce coefficient pour
différentes espéces placées en mésocosmes dans des densités égales, mais dont le biovolume variait
(par exemple entre le polychéte Scalibregma inflatum dont le biovolume est 1,06 cm? et I’échinoderme
Echinocardium cordatum dont le biovolume est de 6,61 cm®) (Gilbert et al., 2007). Il y a donc un effet
reconnu de la structure de la communauté sur la bioturbation, et donc sur ce que cette bioturbation

influe, notamment les flux de nutriments issus de la minéralisation de la matiére organique.

11.2.b. Facteurs environnementaux

L’hypoxie a été étudiée comme facteur impactant la bioturbation, ce phénomene étant
grandissant avec le réchauffement climatique et les événements d’eutrophication des milieux cotiers.
L’hypoxie impacte directement a court terme en limitant ’activité de la faune, et indirectement a long
terme via les modifications de la communauté qu’elle entraine. Par exemple, Belley et al. (2010) ont
constaté la présence d’une communauté benthique dominée par des espéces de déposivores de surface
tolérantes aux faibles concentrations en oxygéne dans des zones hypoxiques. Ces espéces induisent
plus de traces d’activité sur I’interface eau-sédiment que les communautés de la zone oxique
composées de plus de suspensivores. En revanche, la densité de traces d’activités était plus faible en
zone anoxique. Ces modifications ont des conséquences sur le fonctionnement des écosystémes
comme Van Colen et al. (2012) ont pu le mettre en évidence, en montrant qu’aprés une phase
d’hypoxie, un changement du potentiel de bioturbation était associé¢ au changement des communautés,
avec le passage de communautés essentiellement constituées de déposivores de surface, puis de plus

en plus de convoyeurs et de régénérateurs, permettant au sédiment de retrouver ses propriétés et son
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fonctionnement biogéochimique d’origine, en permettant & nouveau 1’oxydation des composés réduits
accumulés lors de la période d’hypoxie (Middelburg & Levin, 2009). Plus récemment, toujours en lien
avec les changements globaux, I'impact des hautes concentrations en dioxyde de carbone et de
I’acidification sur l'activité a été mis en évidence. Par exemple, I’augmentation de la concentration en
dioxyde de carbone induit des modifications du comportement de crustacés, comme chez le bernard-
I’ermite, qui voit une diminution de sa capacité a détecter ses proies et sa nourriture, mais aussi ses
prédateurs (Briffa et al., 2012). Des modifications du comportement et de I’activité ont également été
observées pour un autre crustacé, Upogebia deltaura, caractérisés par une augmentation du temps
consacré au mouvement des pléiopodes (de 3,13% a 35,02%) et une diminution du temps a se déplacer
(de 19,56% a 5,34%), jusqu’a la mort des individus pour un pH de 6,71 (Donohue et al., 2012). Des
effets de I’acidification ont été montré sur la bioturbation de certains organismes comme 1’ophiure
Amphiura filiformis avec une profondeur maximale de mélange du sédiment trois a quatre fois plus
faible dans le sédiment acidifié que dans le sédiment contr6le (Murray et al., 2013). Ces changements
de comportement et la diminution de I’intensité de bioturbation permettent alors d’avoir des
conséquences sur le fonctionnement des écosystémes et notamment sur la régénération des nutriments.
Sur le long terme cela a pu étre constaté sur une expérimentation de plus de 500 jours effectuée avec le
polychete Alitta virens qui montre une diminution de la bioirrigation avec 1’augmentation de la
concentration en dioxyde de carbone (Godbold & Solan, 2013).

Des études ont également montré que les saisons, en lien avec la température, impactaient la
bioturbation de la macrofaune benthique. Par exemple, Braeckman et al. en 2010 ont pu observer leur
effet de la densité de population d'Abra alba sur le taux de remaniement sédimentaire décrit plus haut
de maniére significative en hiver, mais pas en été. Le remaniement sédimentaire du polychete
Neanthes virens est lui aussi affecté par les variations de température avec des transports biodiffusifs
(Dy) et bioadvectifs (Vy) plus faibles pour les températures basses que pour les températures estivales
(Ouellette et al., 2004). A plus petite échelle de temps que les saisons, les cycles de marées influencent
les comportements de certaines especes comme Hydrobia ulvae, qui a besoin d'un environnement
humide ou couvert d'eau pour étre actif et se déplacer (Orvain & Sauriau, 2002). La diminution nette
de l'activité pendant les périodes de marée basse a également été constatée pour le crustacé amphipode
Corophium volutator qui est inactif 70% du temps émergé (De Backer et al., 2011). Le comportement
et la bioturbation de la macrofaune des zones intertidales et subtidales peu profondes sont donc
influencés par les cycles tidaux, mais aussi par la photopériode. Grémare en 1988 a montré que le
polychete Eupolymnia nebulosa ne sortait de son tube que pendant les phases d'obscurité, avec un
temps actif supérieur & 50% a I'obscurité et inférieur sous lumiere ambiante. Pour le polychete Hediste
diversicolor qui lui ne vit pas dans un tube mais dans un réseau de galeries, le remaniement
sédimentaire était 30% plus faible lorsque les individus étaient placés constamment a I'obscurité ou

avec des cycles de 12h de lumiére et 12h d'obscurité (Lindqvist et al., 2013). Cet effet stimulateur ou
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inhibiteur de la photopériode est certainement lié aux stratégies écologiques des individus. Par
exemple, Eupolymnia nebulosa étant sédentaire, a I'inverse d'Hediste diversicolor, il est logique qu'a la
lumiére il soit moins actif hors du tube, évitant ainsi d'étre soumis a la prédation. Pour I'ensemble des
espéces citées, bien qu'elles appartiennent a différents groupes de bioturbation, I'activité prépondérante
et qui influence le remaniement sédimentaire est la nutrition. Il apparait alors logique que la quantité et
ou la qualité de la matiere organique influencent aussi le comportement et la bioturbation de la
macrofaune benthique. En 1998, Dauwe et al. ont montré a I'échelle de la communauté un mélange par
biodiffusion des particules plus important Ia ou la matiere organique était dite "de qualité
intermédiaire", par rapport a un site caractérisé par de la matiére organique dite "de meilleure qualité"
avec d'importants apports de matiére organique labile. Ces travaux ont été enrichis par les travaux de
Venturini et al. (2011) qui ont montré in situ des changements de structure fonctionnelle et de
potentiel de bioturbation des assemblages de polychétes dus a des apports durables de matiére
organique fraiche. A I'échelle individuelle, le bivalve Yoldia hyperborea est habitué a subir
d'importantes sédimentations de matiere organique en période printaniére et au contraire a étre dans un
sédiment a faible valeur nutritionnelle en hiver. Il a été observé que lors des apports de matiere
organique, son comportement de nutrition passe de déposivore de subsurface a suspensivore et
déposivore de surface, avec une remontée des individus dans le sédiment qui deviennent plus mobiles,
suggérant un remaniement plus important (Stead & Thompson, 2006). Dans le cas du polychéte
Hediste diversicolor, I'apport de nourriture effectué expérimentalement a permis d'obtenir un transport
non-local des particules plus de trois fois supérieur par rapport a la condition sans apport (Nogaro et
al., 2008).

Enfin, la présence de contaminants dans l'eau et/ou dans les sédiments peut impacter
également la bioturbation de la macrofaune. Par exemple, la contamination de sédiment au cuivre
(3,15 nm Cu.g™ poids sec) est & l'origine d'une période d'acclimatation pour le polychéte Hediste
diversicolor, caractérisée par un plus faible remaniement du sédiment jusqu'a 7 jours. Une fois le
polychéte adapté a la contamination, le remaniement du sédiment contaminé n'était plus différente de

celui dans le sédiment non contaminé (Fernandes et al., 2006).

11.3. Les effets de la bioturbation

En mélangeant les particules ainsi que de I’eau interstiticlle et des solutés du sédiment, la
bioturbation modifie la physique, la chimie et la biologie des sédiments. Ces modifications entrainent
notamment la création d’une mosaique d’habitats différents a I’échelle centimétrique. Les organismes
bioturbateurs peuvent étre qualifiés d’ingénieurs de 1’écosystéme dans le sens ou ils modifient les
propriétés physiques de leur environnement et la disponibilité des ressources pour les autres especes
(Jones et al., 1994 ; Gutiérrez et al., 2003, Mermillod-Blondin & Rosenberg, 2006).
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11.3.a. Conséquences sur les propriétés physiques du sédiment

Le déplacement des particules par la macrofaune benthique induit des modifications des
propriétés physiques du sédiment, qui different selon le mode de bioturbation (Rhoads & Boyer,
1982), comme par exemple la topographie de l'interface eau-sédiment, ou encore une diminution de la
propagation des ondes acoustiques avec l'augmentation du nombre de terriers d'Arenicola marina ou
de Corophium arenarium (Jones & Jago, 1993). Mais surtout, le mélange des particules impacte
I'érodabilité du sédiment, notamment en favorisant la remise en suspension des particules (Rhoads &
Young, 1970). Par exemple, un remaniement intensif des premiers centimétres d'un sédiment vaseux
par les déposivores de surface favorise la remise en suspension des particules a l'interface eau-
sédiment. Ceci a été montré in situ et de maniere expérimentale pour différentes espéces de bivalves
dont Nucula proxima (e.g. Rhoads & Young, 1970). Il a également été montré que le remaniement de
la coque Cerastoderma edule induisait une augmentation de la rugosité du sédiment de surface, ce qui
avait pour conséquence une érosion accrue du sédiment, avec un seuil critique d'érosion qui diminuait
de 26 2 8 cm.s™ pour 0 & 312 ind.m? (Ciutat et al., 2007).

Une couverture de microphytobenthos en phase exponentielle de croissance a la surface du
sédiment a pour effet de stabiliser le sédiment sous-jacent. En revanche, I’activité de la macrofaune
induit la remise en suspension de la chlorophylle a de ce tapis microphytobenthique, bien que
I’enrichissement en matiére organique d’origine microphytobenthique induit une baisse du taux de
remaniement sédimentaire d’Hydrobia ulvae (Orvain et al., 2004). A I’inverse, la macrofaune peut
aussi avoir un effet stabilisateur du sédiment, et non seulement induire une augmentation de
I'érodabilité. Ceci a été montré pour les espéces tubicoles comme Lanice conchilega qui induit une
augmentation de la rigidité du sédiment (Jones & Jago, 1993), comparable a ce que peuvent induire les
racines des herbiers (Brenchley, 1982). En revanche, pour le polychéte Owenia fusiformis, les
sédiments ou le polychéte est présent in situ sont stables, alors que de maniere expérimentale, une
augmentation de I'érodabilité a été constatée. Ceci suggére le couplage in situ des effets des tubes avec
ceux des tapis microbiens et de diatomées comme expliqué ci-dessus avec le microphytobenthos
(Eckman et al., 1981).

11.3.b. Conséquences sur les propriétés chimiques: processus de

minéralisation

La modification chimique majeure que la bioturbation induit dans les sédiments est la
transformation de la stratification verticale en deux dimensions des accepteurs terminaux d’électron et
des processus diagénétiques associés, décrits dans la partie 1.2 de ce chapitre, en une mosaique de

microenvironnements tridimensionnels qui évoluent avec le temps (Aller, 1988).
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D’apres Aller (1982), la macrofaune benthique influence cette distribution verticale de gquatre

maniéres :

EAU

SEDIMENT

o))

)

®)

(4)

Le sédiment est continuellement déplacé entre les différentes strates via les activités de
nutrition, de fouissage et de construction des structures, mettant en contact des composes
réduits et des composés oxydants et donc stimulant les processus d'oxydation.

Les terriers et les feces créent une mosaique de micro-environnements biogéochimiques
plutdt qu’une stratification verticale. Comme visible sur les figures 1.7 et 1.8, il peut y
avoir des zones oxiques entourées de sédiment anoxique, et a l'inverse des microniches
réduites, par exemple des feces, entourées de sédiment oxique.

En plus de la matiére organique qui se dépose sur l’interface, de nouveaux substrats
organiques sous forme de sécrétions de mucus sont apportés, pouvant également stimuler
I'activité de minéralisation et les flux de nutriments.

La nutrition et le remaniement influencent les populations microbiennes qui interviennent
dans les réactions, soit en les déplacant directement, soit en leur créant une mosaique de
microenvironnements, stimulant la diversité et les processus de minéralisation de la

matiére organique.

Figure 1.8 : Distribution théorique des accepteurs d'électrons dans les sédiments a 1’état d’équilibre (A),
et dans les sédiments bioturbés (B et C). D’apres Aller, 1982.

Ces déplacements de matiére organique particulaire et dissoute peuvent étre rapprochés du

comportement et des différentes activités de la macrofaune benthique dans les sédiments. Par exemple,

la nutrition est a l’origine de la consommation des microorganismes du sédiment et impacte

directement la minéralisation de la matiére et les flux de nutriments. Au contraire, I’excrétion et la
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sécrétion de mucus peuvent étre a 1’origine d’une stimulation de la croissance microbienne, et donc de
la minéralisation et des flux (Aller, 1994). L’ensemble des activités de la macrofaune et de leurs effets

sur le carbone organique sont décrits dans le tableau 1.2.

Tableau 1.2 : Synthese de l'effet des différentes activités de la macrofaune sur le carbone organique, d'apres
Aller, 1994

Activité de la macrofaune Effet

Manipulation des particules Exposition du substrat, zone d’interface agrandie, augmentation
de la décomposition

Broutage Consommation des microorganismes, stimulation de la
croissance bactérienne, augmentation de la minéralisation

Excrétion/sécrétion Présence de mucus, libération de nutriments, stimulation de la
croissance bactérienne, augmentation de la minéralisation

Construction/sécrétion Synthése de matiére structurante réfractaire (par exemple pour
les tubes), diminution de la minéralisation

Irrigation Approvisionnement en oxydants solubles, accumulation réduite

des métabolites, augmentation de 1’oxydation, augmentation de
la minéralisation

Transport des particules Transferts entre les zones redox, augmentation de 1’oxydation,
oscillations redox, augmentation minéralisation

La bioturbation n’a pas la méme intensité dans le temps, et notamment les flux d’eaux entrant
et sortant par ventilation. Par exemple, le polychéte Alitta virens est actif 5 a 10 minutes, puis reste
inactif pendant 20 a 30 minutes, alors qu'Arenicola marina a des cycles d’activité de 40 a 60 minutes
(Kristensen, 2001). Les phases d'activités induisent un flux d'eau surnageante riche en oxygene dans
les galeries ol l'oxygéne a été consommé biologiquement et chimiquement. Les parois passent donc
d'anoxiques a oxiques. Cette dynamique de I'oxygeéne se répéte a chaque cycle d'activité de la faune, et
est couplée a l'entrée d'autres solutés comme les nitrates, et a I'expulsion des métabolites réduits
accumulés lors des phases d'inactivité (Aller, 2001; Meile & Van Capellen 2003). On parle
d'oscillations redox pour décrire ces dynamiques (Aller, 1994). Ces oscillations sont limitées dans le
cas des espéces tubicoles car la présence de mucus utilisé pour la fabrication du tube réduit de trois a
huit fois la diffusion des solutés organiques et inorganiques au travers de ces structures (Hannides et
al., 2005).

La présence des terriers et des galeries a aussi pour conséquence daugmenter la surface
d'échange entre I'eau surnageante et le sédiment, impliquant des modifications des flux, celles-ci étant
dépendantes des organismes bioturbateurs considérés. Des travaux expérimentaux ont pu montrer
I’impact de certaines espéces bioturbatrices sur les flux de nutriments. Par exemple, Biles et al. (2002)
ont mesuré des flux de NH,4-N a I’interface eau-sédiment plus important en présence d’espéces créant
des terriers et des galeries comme Hediste diversicolor qu’en présence d’espéces ne remaniement que
peu le sédiment comme Cerastoderma edule. Ces résultats sont en accord avec ceux de Mermillod-

Blondin et al. (2004) qui ont constaté que C. edule ne permettait pas une augmentation importante des
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flux de sédiment et de la consommation d’oxygeéne comparé a C. volutator et H. diversicolor dont la
présence et ’activité ont permis de doubler les échanges de solutés et donc ont permis d’augmenter la
consommation d’oxygene et les flux de nutriments. Toujours de manicre expérimentale, Michaud et
al. (2006) ont compareé les flux de nutriments induits par la bioturbation de trois autres espéces : deux
biodiffuseurs, les bivalves Macoma balthica et Mya arenaria, et un diffuseur a galerie Alitta virens.
Comme dans I’étude précédente, les flux de nutriments étant plus faibles pour les bivalves avec par
exemple pour I’ammoniaque 0,023 % 0,057 pmol.h™>.mL™ pour M. balthica et 0,100 + 0,035 pmol.h
L mL* pour M. arenaria, que pour le diffuseur & galerie avec 0,227 + 0,055 umol.h™.mL™* pour N.
virens. En mer Baltique, les flux de nutriments ont été suivis pendant la recolonisation de la
macrofaune aprés une période d’anoxie. Les flux de phosphates a I’interface eau-sédiment ont
augmenté de 20% apres la colonisation de 1’amphipode Monoporeia affinis par rapport a la condition
anoxique, puis de 75% aprés la colonisation de Macoma balthica (Karlson, 2007). A 1’échelle des
communautés en milieu naturel, Braeckman et al. (2014) ont montré que suivant le type de sédiment :
vaseux cohésif a sédiments perméables, les caractéristiques structurales et fonctionnelles de la
macrofaune variaient, et donc le potentiel de bioturbation (BP.) varie également. Ceci s’est traduit par

des flux de nutriments différents entre les types de sédiment.

11.3.c. Conséquences sur les propriétés biologiques

Comme nous venons de le voir, la macrofaune benthique modifie 1’état physique et chimique
des sédiments. Elle modifie donc I’environnement des autres especes, quel que soit le compartiment
biologique considéré : micro-, méio- ou macrofaune. Par exemple, le polychéte Arenicola marina, du
fait de sa densité de population, de son remaniement sédimentaire et de sa ventilation, empéche
I’expansion de sédiments vaseux au détriment de sédiments sableux et limite les concentrations en
sulfure, ce qui facilite le développement d’autres organismes (Volkenborn & Reise, 2006 ;
Volkenborn et al., 2007).

Des effets antagonistes ont pu étre observés sur la macrofaune selon le type de bioturbation.
Siebert & Branch (2006) ont pu constater que 1’activité de Callianassa kraussi, diffuseur a galerie, lié
a Deffet structurant d’un herbier a Zostera capensis permettait indirectement le développement
d’Upogebia africana dans I’herbier. A I’inverse, Bernard et al. (2014) ont montré que la construction
de tubes par Melinna palmata accentuait 1’effet structurant de I’herbier a Zostera noltei et pouvait
limiter I’installation ou le déplacement d’espéces errantes. La présence de diverses espéces
bioturbatrices dans un systeme est également un facteur qui structure la faune et permet le maintien
d’une certaine diversité (Widdicombe et al., 2000).

La méiofaune (taille comprise entre 40 um et 1 mm) subit elle aussi les effets de la

bioturbation. Comme 1’a recensé Olafsson en 2003, 66 des 77 études sur les effets de la macrofaune
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sur les communautés de méiofaune ont montré I’influence des structures biogenes sur les assemblages
de méiofaune, avec un effet de stimulation de la densité et/ou de la diversité.

La bioturbation de la macrofaune a également des conséquences sur les microorganismes. Il a
en effet été montré qu’elle contrdle 1’abondance, la biomasse, la viabilité, la structure, la diversité et
I’activité des communautés bactériennes et archéennes (e.g. Dobbs & Guckerta & b, 1988 ;
Papaspyrou et al., 2005 & 2006 ; Laverock et al., 2014). Cette notion est développée plus loin, dans la
partie 111.2 de ce chapitre.

IIl.  Les communautés procaryotes de I’interface eau-sédiment controlées

par la bioturbation

I11.1. Les procaryotes dans les sédiments

Les procaryotes forment une biomasse cryptique, invisibles a I’ceil nu. On estime sur Terre a
4-6 x 10* le nombre de cellules procaryotes et & 350-550 pg la quantité de carbone que cela représente
(Forney et al., 2004). Le groupe paraphylétique des procaryotes regroupe deux clades formant les
domaines des bactéries et des archées. Ce n’est que depuis les avancées sur les techniques de biologie
moléculaire que la présence des archées dans les environnements autres qu’extrémes (terrestres
comme aquatiques) a été confirmée ; ce qui explique que la grande majorité des études de la diversité
microbienne ne porte jusqu’a présent que sur la diversité bactérienne. En milieu marin, les bactéries
sont plus abondantes dans les sédiments que dans la colonne d’eau avec en général entre 107 &
10° cell.mL™ dans I’eau (e.g. Andersen & Sgrensen, 1986) contre 10° & 10" cell.mL™ dans les
sédiments (e.g. Tso & Taghon, 1997). Il a été estimé que les bactéries des sédiments océaniques et
cotiers représentaient 76 % des bactéries totales trouvées sur Terre (Whitman et al., 1998 ; Solan &
Wigham, 2006). De plus, c’est dans les premiers millimétres des sédiments qu’elles sont les plus
abondantes et les plus actives par rapport aux zones plus profondes (Hines & Buck, 1982 ; Llobet-
Brossa et al., 1998).

Les procaryotes benthiques sont associés aux particules et a la matiére organique, comme
représenté sur la figure 1.9 (d’aprés Greenwood, 1968, repris par Aller, 1982). On trouve plus de 10°
bactéries par gramme de sédiment sec dans les premiers millimetres avec les abondances les plus
élevées dans les sédiments constitués de particules fines et avec une forte teneur en matiere organique,

pour une biomasse allant jusqu’a 26,8 g.m (Dale, 1974).
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Figure 1.9 : Représentation schématique des composantes
organiques et inorganiques des sédiments avec les bactéries
associées. D’apres Greenwood, 1968, repris par Aller, 1982.

La distribution des procaryotes dans la colonne sédimentaire dépend essentiellement de leur
métabolisme, c’est a dire le type de matieére organique utilisé comme donneur d’électron, et le type
d’accepteur d’électron utilisé dans la chaine respiratoire. Les différents groupes fonctionnels et
taxonomiques bactériens suivent donc le modeéle de stratification verticale biogéochimique de Froelich
et al. (1979) décrit dans la partie 1.2. de ce chapitre. Nous avons vu lors de la description des
mécanismes de dégradation de la matiére organique que la composition de cette matiére évoluait au fur
et @ mesure du temps et des différentes étapes. De ce fait, une succession temporelle s’ajoute a la
succession spatiale verticale des communautés bactériennes. Ce phénoméne a essentiellement été
étudié dans le cas de la décomposition des litiéres dans le sol (Dilly & Irmler, 1998 ; Torres et al.,
2005), et peu pour les macrophytes marins (Pellikaan, 1984 ; Peduzzi & Herndl, 1991). Au départ,
c’est la communauté épiphytique qui est retrouvée. Puis, la matiére est colonisée par les bactéries du
sédiment ou du sol (Dilly & Munch, 1996). Ensuite, la succession serait surtout liée a la disponibilité
de ’azote (Esperschiitz et al., 2013); avec d’abord les bactéries qui produisent des enzymes
cellulolytiques ou protéolytiques, puis avec petit a petit une augmentation du nombre de bactéries
nitrifiantes (Ruess & Ferris, 2004). La succession des communautés a également été mise en évidence
dans le cas du priming effect. En effet, cette stimulation de la minéralisation de la matiére plut6t
réfractaire par I’enrichissement en matiére organique fraiche serait due a la succession et a la
compétition des communautés bactériennes de stratégie r et de stratégie K (MacArthur & Wilson,
1967). En effet, les communautés ayant une stratégie r, les espéces opportunistes permettent la
dégradation de la matiére organique fraiche. Une fois le matériel frais dégrade, ce sont les strateges K,
espéces plus compétitives, qui dégradent le matériel restant. La dégradation de la matiére restante plus
réfractaire demande d’y allouer plus d’énergie, énergie utilisée pour la croissance dans le cas des

stratéges r (Fontaine et al., 2003).
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Les sédiments représentent donc un habitat complexe et dynamique pour les microorganismes
(Austin, 1988) car constitué¢ d’une phase minérale ou les procaryotes peuvent se fixer, d’une phase
aqueuse avec les éléments dissous, d’une phase organique qui peut étre dissoute ou particulaire, et des
organismes vivants (Mostajir et al., 2011). Le développement et la diversité des communautés
procaryotes des sédiments sont fonction entre autres de la granulométrie, avec une corrélation négative
entre la taille moyenne des particules du sédiment et le nombre de bactéries (Dale, 1974), mais aussi
des communautés bactériennes significativement associées aux différentes classes de tailles des
particules : 63 a 125 um ; 125 a 1000 pm et 1000 a 2000 um (Jackson & Weeks, 2008). Le potentiel
redox du sédiment est également un facteur structurant les communautés comme cela a été vérifié par
T-RFLP sur des communautés provenant de sédiment de trois états redox: oxydé (179 mV),
intermédiaire (-64 mV) et réduit (-337 mV) (Edlund et al., 2008). Cette diversité de composition des
communautés avec le potentiel redox du sédiment est a mettre en perspective des différents groupes
fonctionnels aux métabolismes respiratoires différents décrits dans la partie 1.2.c de ce chapitre. La
structure des communautés bactériennes est également corrélée a la teneur en carbone organique et a la
teneur en chlorophylle a comme cela a été montré dans des sédiments de la Mer Méditerranée par
Polymenakou et al. en 2005. Par ailleurs, comme nous avons pu le décrire dans la partie 1.2.c, via les
différents métabolismes procaryotes de respiration ou de fermentation, ce sont eux qui permettent le
recyclage de 99% de la matiere organique se déposant a l'interface eau-sédiment en nutriments

(Henrichs, 1992), leur conférant un role clé dans le fonctionnement des écosystémes.

I11.2. Relations entre macrofaune et bactéries : roles de la bioturbation

Comme les procaryotes, la distribution des communautés de macro-invertébrés benthigques
dépend des conditions environnementales. Ellingsen en 2002 a pu mettre en évidence que la
distribution des communautés de macrofaune était corrélée a la profondeur de la colonne d’eau, puis a
la taille des particules et a la teneur en silts. Ceci est appuyé par les travaux de Whitlatch (1981) qui
avait constaté la corrélation entre la richesse spécifique de la macrofaune avec la quantité de carbone
organique a ’interface eau-sédiment, qui constitue leur source de nourriture. Cette corrélation entre la
teneur en matiére organique et la macrofaune a d’ailleurs permis de mettre en place un classement des
espeéces de macrofaune benthique en fonction de leur sensibilité/tolérance a 1’enrichissement en
matiere organique, dans un cadre de contréle de la qualité des écosystéemes (Hily, 1984 ; Glémarec,
1986 ; Borja et al., 2000).

Des modifications de ces paramétres peuvent alors étre a 1’origine d’évolution des patrons de
distributions de I’un et de 1’autre des compartiments biologiques. Par exemple, Albertelli et al. (1999)
ont constaté une augmentation de la richesse spécifique et des densités de la macrofaune dans les
premiers kilometres (< 5 km et moins de 20 m de profondeur) de I’embouchure d’une riviére, puis une

diminution de la richesse et des abondances en s’¢loignant (autour de 6 km), jusqu’a plus de 100 m de
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profondeur, associé a une augmentation irréguliére des abondances et biomasses bactériennes de
I’embouchure vers le large. Cette différence d’évolution a été attribuée a une influence plus importante
de la qualité de la matiére organique pour la macrofaune, et & la quantité de matiére organique pour les
bactéries. En revanche, aucune étude n’a cherché a lier les patrons de diversité des deux
compartiments biologiques, le long d’'un méme gradient de conditions environnementales. C’est ce
lien entre diversité de la macrofaune benthique et diversité bactérienne que nous avons cherché a
mettre en évidence dans le chapitre V.

A T’échelle centimétrique, 1’effet de la bioturbation des organismes benthiques sur les
communautés procaryotes a été largement montré dans différents travaux. La bioturbation par la
macrofaune a des effets direct et indirect sur les communautés procaryotes des sediments.

Les procaryotes peuvent étre directement déplacés ou ingérés par les macroinvertébrés, ce qui induit
une baisse de la biomasse microbienne. Par exemple, le polychéte Nereis succinea consomme
annuellement 5,2 g.m™ de carbone microbien (Cammen, 1980). Ceci peut étre compensé par une
hausse de la production densité-dépendante. A 1’inverse, la macrofaune peut aussi stimuler la
croissance microbienne activement, par ce que 1’on appelle du « gardening ». Il s’agit en fait de la
création d’un environnement qui stimule la croissance des microorganismes dont les procaryotes dans
une zone ou I’individu peut ensuite les utiliser pour se nourrir. Hylleberg (1975) a mis en évidence ce
phénomeéne chez le polychéte Abarenicola pacifica dont la zone de nutrition, appelée « feeding
pocket », située & une dizaine de centimetres dans le sédiment et la zone de dépression qu’il crée sont
caractérisées par des abondances de microorganismes mais également de nématodes plus importantes
que dans le sédiment environnant. Ceci a pu étre corrélé aux fortes concentrations de nutriments que
I’on peut trouver dans cette zone, ainsi qu’a la présence d’oxygene induite par I’irrigation du
polychéte. De plus, I’auteur a pu montrer grace aux analyses du tube digestif que les microorganismes
de cette zone sont ingérés par le polychete et digérés. La macrofaune benthique au travers de sa
nutrition est a 1’origine de 1’excrétion de nutriments. Pennifold & Davis (2001) ont d’ailleurs montré
que I’excrétion pouvait compter pour 30% du phosphate et plus de 200% de I’ammonium mesuré dans
la colonne d’eau. Comme décrit pour le « gardening », ce processus stimule la croissance des
microorganismes et la formation de biofilms, au méme titre que la sécrétion de mucus qui tapisse les
terriers (Reichardt et al., 1991). Le passage dans le tube digestif des individus peut aussi influencer les
communautés bactériennes : (1) leur abondance et leur biomasse qui peut étre diminuée par la
digestion de certains individus ; (2) leur composition suivant les espéces qui ont été digérées, et
suivant celles propres a l'individu qui peuvent étre libérées. La biomasse totale et la biomasse viable
des bactéries des feces de I'entéropneuste Ptychodera bahamensis ont été déterminées comme étant
respectivement 30% et 49% plus faibles que dans la zone de dépression induite par la nutrition de
I’organisme (Dobbs & Guckert, 1988b). Dans le cas des feces du polychéte Arenicola marina, il a été

montré que les espéces sécrétant des exopolymeéres formant des capsules autour des cellules pouvaient
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étre, selon les souches bactériennes, protégées des enzymes digestives du polychéte (Plante, 2000) ;
les communautés bactériennes sont donc quantitativement et qualitativement impactées par le passage
dans le tube digestif (Plante & Shriver, 1998; Plante, 2000). L'ensemble de ces processus est présenté
sur la figure 1.10.
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Figure 1.10 : Schématisation du devenir des bactéries associees aux particules du sédiment qui sont ingérées, et
processus de modification des communautés le long du tube digestif. Modifié de Harris, 1993.

Les macroinvertébrés agissent également de facon indirecte sur les communautés procaryotes
en induisant des modifications des conditions géochimiques et une redistribution spatiale des
molécules oxydantes (Figure 1.8), mais aussi une hétérogénéité temporelle de ces zonations
géochimiques, les oscillations redox (Aller, 1994). 1l y a donc création de gradients et d’interfaces
entre les différentes zones géochimiques et comme nous avons pu le voir au début de ce chapitre
(partie 1.1), ces zones de gradient stimulent la diversité biologique. En 1969, Fenchel a pu constater
I’accumulation de microorganismes au niveau des discontinuités, c’est-a-dire des interfaces dans le
sédiment. La macrofaune peut donc induire des modifications de I’abondance, de la biomasse, de la
viabilité, de 1’activité et de la composition des communautés microbiennes.

A partir des mots clés « bioturbation effects/impacts ; bacterial/microbial » sur Google Scholar
entre octobre 2011 et octobre 2014, puis a partir des références citées dans les articles trouvés, nous
avons pu recenser plus de 30 études mettant en évidence le contrble des communautés bactériennes par
la bioturbation de la macrofaune benthique. Dans ces études, différents modéles biologiques de
bioturbation ont été utilisés, que ce soit en termes de groupe taxonomique avec des polychetes, des
bivalves ou des crustacés, qu’en termes de groupe fonctionnel de bioturbation avec des biodiffuseurs,
des diffuseurs a galeries ou des convoyeurs. Selon Kristensen et Kostka (2005), une des grandes
questions qui gouverne les travaux sur le controle des communautés microbiennes par la bioturbation

est de savoir si les communautés bactériennes des parois des terriers ont les mémes caractéristiques

» Page 38



» Chapitre | [Contexte bibliographique]

(abondance, biomasse, structure ou fonction) que les communautés de surface et de subsurface. En
termes d’abondance, le comptage direct des cellules bactériennes n’a pas montré de grande différence
entre les abondances des parois du terrier et les abondances du sédiment environnant. Au maximum,
un facteur deux a été mesuré pour les parois des galeries d’Hediste diversicolor (Lucas et al., 2003).
Une étude signale 9% de cellules bactériennes en plus dans les parois du terrier de Capitella capitata
que dans le sédiment autour (Alongi, 1985). D’autres exemples sont présentés dans le tableau 1.3 issu
de Kristensen & Kostka (2005).

Tableau 1.3 : Exemples de rapport entre les abondances totales, les abondances viables et les biomasses entre les
parois de terriers et le sédiment ambiant. D’aprés Kristensen & Kostka, 2005. Une valeur de rapport inférieure a
1 indique une déplétion dans les parois du terrier et une valeur supérieure a 1, un enrichissement.

Abondance Abondance

Espéce totale viable Biomasse = Référence

Polychétes

Capitella capitata 0,9 Alongi, 1985

Arenicola marina 1,3 12,2 Reichardt, 1988
Notomastus lobatus 57 Steward et al., 1996
Branchyoasicus americana 8,6 Steward et al., 1996
Amphicteis sp. 1,8 Aller & Aller, 1986
Bivalves

Arctica islandica 1,4 Bussman & Reichardt, 1991
Mya arenaria 1,7 10,0 Hansen et al., 1996
Crustacés

Biffarius arenosus 11 Bird et al., 2000
Callianassa trilobata 9,7 Dobbs & Guckert, 1988 a
Upogebia major 1,8 Kinoshita et al., 2003
Hémichordés

Balanoglossus aurantiacus 3,4 Steward et al., 1996

La bioturbation induit également une augmentation de 1’activité bactérienne. Ceci a été vérifié
pour le polychéte Arenicola marina avec une activité 5 fois plus importante sur les parois du terrier
(Reichardt, 1988), ou encore pour le bivalve Mya arenaria avec une activité 2,3 fois plus importante
(Hansen et al., 1996).

Concernant la structure des communautés bactériennes, des communautés différentes de celles
des sédiments oxique ou anoxique environnants ont pu étre observées. Notamment pour le polychéte
Hediste diversicolor, avec en plus de la présence de communautés différentes, une diversité plus
élevée sur les parois des galeries (Pischedda et al., 2011). Dans le cas du décapode Pestarella
tyrrhena, la composition des communautés bactériennes des parois du terriers était plus proche de la

communauté du sédiment environnant anoxique que de I’interface eau-sédiment (Papaspyrou et al.,
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2005). Laverock et al. (2010) ont trouvé que la composition des communautés bactériennes des
terriers de deux espéces de décapodes, Upogebia deltaura et Callianassa subterranea, était différente
des sédiments de surface et de subsurface avec une diversité plus importante, mais pas différente entre
les deux terriers. En revanche, Bertics & Ziebis (2009) ont trouvé des communautés bactériennes
différentes entre les terriers des crustacés Neotrypaea californiensis et Uca crenulata.

Les augmentations de la diversité bactérienne dans les sédiments bioturbés, observées
notamment par Laverock et al. (2010) et Pischedda et al. (2011), vont dans le sens de I’hypothése de
la perturbation intermédiaire (Widdicombe et al., 2000). Cette hypothése postule qu’un maximum de
diversité biologique est obtenu pour une fréquence et une taille de perturbation intermédiaires, la
bioturbation, pour des organismes sessiles (Connell, 1978). Par ailleurs, cette perturbation de
I'équilibre du sédiment que génere la bioturbation est un processus dynamique dans le temps.
L'augmentation de la diversité induite va donc également dans le sens de la théorie de I'équilibre
dynamique développée par Hutson (1979), statuant que la diversité correspond a la balance entre les
taux de croissance et les perturbations. Soltwedel et al. (2008) se sont intéressés a l'impact que peut
avoir une perturbation répétée sur la micro- et la méiofaune des sédiments. Ils ont en effet mesuré
I'impact d'une perturbation physique répétée des premiers centimetres de la colonne sédimentaire sur
la géochimie et sur la composition de la méiofaune et sur l'activité exo-enzymatique bactérienne. Pour
cela un dispositif a été mis en place permettant des perturbations plus ou moins uniformes sur un
diametre de 1 m, créant des conditions comparables aux perturbations induites par les communautés
naturelles aprées 1 a 2 mois. Apres 6,5 semaines de perturbations physiques répétées, l'activité
bactérienne a été impactée avec I'évolution de I’activité exo-enzymatique passant d'un gradient de
diminution avec la profondeur, vers un patron hétérogene de cette activité. La composition des
communautés de méiofaune a également été modifiée, avec des abondances relatives de nématodes qui

ont augmenté de 85 a 95%.

I111.3. Diversité des communautés procaryotes, notions d’espéce et d’OTU

C’est dans ce domaine que 1’évolution a été la plus importante, et ce grace au travail fondateur
de Carl Woese et Norman Pace sur les débuts de I’utilisation de la phylogénie moléculaire de I’ARN
16S pour caractériser et classer les communautés bactériennes et archéennes (Woese, 1987 ; Pace,
1997 ; Hugenholtz et al., 1998). Il est nécessaire pour comprendre ces techniques, mais aussi pour la
suite de la lecture du manuscrit de définir certaines notions, notamment concernant le concept
d’espéce et de diversité appliqués aux communautés microbiennes.

L’espéce est I'unité de base lorsque 1’on s’intéresse a la diversité. La définition classique de
I’espéce, ensemble d’organismes qui possédent des traits communs qui les différencient des autres
especes, et qui sont interféconds, ne s’applique pas aux procaryotes qui ont une grande plasticité

phénotypique, et surtout, une reproduction asexuée. Il existe donc d’autres critéres mis en place par les
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microbiologistes pour classer les microorganismes en tant qu’espéces. Deux microorganismes
procaryotes sont considérés comme appartenant a la méme espéce si leurs génomes s’hybrident a au
moins 70 % (Stackebrandt & Goebel, 1994). Avec un génome proche, on retrouve alors entre les
organismes des caractéres morphologiques et phénotypiques proches. Techniquement, pour arriver a
cette étape d’hybridation, il faut préalablement isoler les deux souches en culture (Rossell6-Mora &
Amann, 2001). Or, dans les écosystémes, seule une minorité de bactéries et d’archées peuvent étre
cultivées. Par exemple dans les sédiments, Amann et al. (1995) estiment que seulement 0,25 % des
bactéries dénombrées sont cultivables. Pour éviter cela et décrire le plus complétement possible, les
techniques de biologie moléculaire basées sur les genes ribosomaux ont été de plus en plus utilisées.
Ces techniques basées sur la détection de ’ARN 16S ont mis en évidence une diversité bactérienne et
archéenne justifiant de créer le concept d’espéce moléculaire : ensemble d’organismes présentant une
homologie supérieure a 97% sur la séquence de I’ARN 16S.

Le concept d’Operational Taxonomic Unit (OTU) dérive du concept d’espéce moléculaire. Il
s’agit de différencier les taxons en se basant sur le polymorphisme de taille ou de séquence des ADN
ribosomiques. Cependant, une espece comme décrite juste précédemment peut posséder plusieurs
opérons ribosomiques (Klappenbach et al., 2000). A I’inverse, une méme OTU peut étre trouvée chez
différentes especes (Ramette, 2009). L’ ARISA et la T-RFLP sont deux techniques utilisées dans notre
¢tude. La différenciation des especes ou des OTU suivant la technique de caractérisation est a I’origine

de la notion de diversité.

IV. Contexte et objectifs de la thése

Ce contexte bibliographique a permis de rappeler I'importance de I'interface eau-sédiment
dans le fonctionnement des écosystémes marins, et notamment cétiers. Il s'agit en effet d'une zone
stratégique car elle est le réceptacle ultime de la matiére organique autochtone et allochtone, et
également le siége d'intenses activités de minéralisation de cette matiere organique, notamment au
travers des communautés procaryotes benthiques. L'activité de la macrofaune présente dans le
sédiment induit des déplacements des particules et des solutés du sédiment, la bioturbation, qui va
alors perturber I'équilibre établi (stratification et succession verticales des communautés procaryotes et
des réactions biogéochimiques associées).

Ce qui ressort également de ce contexte bibliographique est que les travaux sur les effets de la
bioturbation de la macrofaune sur les communautés bactériennes, que ce soit leur abondance, leur
biomasse, leur viabilité, leur composition ou leur activité, sont bien documentées et intéressent la
communauté scientifique depuis de nombreuses années, que ce soit de maniére in situ, ex situ ou
expérimentale. Cependant, méme si tous ces travaux s’intéressent aux processus a « l’interface eau-
sédiment », c’est en régle générale plusieurs centimétres de sédiment qui sont concernés. Ces travaux

ont donc permis de montrer que les activités de la macrofaune benthique modifiaient spatialement et
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temporellement les conditions redox de la colonne sédimentaire sur quelques centimetres a plusieurs
dizaines de centimetres de profondeur, impliquant des modifications de la structure des communautés
de microorganismes, c'est-a-dire les effets indirects de la bioturbation sur les communautés
microbiennes.

Dans ce contexte d'interactions entre la macrofaune et les communautés procaryotes
benthiques, notre objectif premier a été de mieux comprendre les processus qui lient la macrofaune
benthique et les communautés procaryotes a I’interface eau-sédiment, selon deux approches : une
approche expérimentale, a I'échelle de I'individu, ciblant les effets de la bioturbation d'un polychéte,
Melinna palmata, sur les communautés bactériennes de l'interface eau-sédiment, et une approche in
situ a I'échelle des communautés de comparaison des patrons spatiaux de distribution de la macrofaune
et des bactéries benthiques.

Le premier objectif, développé dans la premiére partie du chapitre 111, a été de mettre en
évidence, décrire et valider I’utilisation comme modéle biologique de bioturbation, du polychéte
Melinna palmata. En effet, I'objectif était de nous démarquer des études existantes et de passer outre
les intermédiaires de stratification verticale et d’oscillations redox induits par les organismes utilisés
habituellement comme modeéles ; et cela afin de mesurer directement les effets de la bioturbation sur la
distribution des communautés bactériennes dans une zone d’intéret : les premiers millimétres oxiques
de I’interface eau-sédiment. Il s'agit d'une zone clé des cycles biogéochimiques car c'est dans les deux
premiers centimétres que la majeure partie du carbone organique est oxydée. Afin de mesurer lI'impact
de Melinna palmata sur les communautés bactériennes, des conditions expérimentales contrdlées ont
d( étre employées : obscurité et immersion constantes, a partir de sédiment et d'eau provenant du
milieu naturel. Or, s'agissant d'une espéce des zones cotiéres intertidales a subtidales peu profondes,
vivant dans des populations a fortes densités, le second objectif a été de reproduire différentes
conditions environnementales expérimentalement, de maniere & mesurer leurs conséquences sur
I'activité et la bioturbation de Melinna palmata. D’abord dans la seconde partie du chapitre 11, les
effets des cycles de marée et de photopériode ont été testés sur l'activité et la bioturbation de Melinna
palmata. Egalement, différentes densités de populations correspondant aux densités retrouvées dans le
bassin d'Arcachon ont été testées.

Dans 1’optique de complexifier et de tester d’autres facteurs pour nous rapprocher des
conditions environnementales, 1’effet de l'enrichissement de deux types de matiére organique a été
testé, a la fois sur la bioturbation de M. palmata, et sur la composition, 1’abondance et I’activité des
communautés bactériennes, dans le chapitre 1V.

Enfin, I’objectif pour le chapitre V a été de mettre en évidence les relations entre les deux
compartiments biologiques étudiés, la macrofaune et les bactéries, sous un autre angle de vue : (1) de
maniére in situ et non plus expérimentale et (2) en se plagant a 1’échelle de la communauté

macrobenthique et non plus a I’échelle de I’individu (Figure 1.13). Plus précisément, les patrons

» Page 42



» Chapitre | [Contexte bibliographique]

spatiaux de distribution de ces deux communautés ont été comparés le long d'un transect dans la
vasiére Ouest-Gironde, zone de transition entre I'embouchure de I'estuaire de la Gironde et l'océan
ouvert.

Pour atteindre ces objectifs, différentes techniques ont été utilisées parmi celles citées dans cet
état de I’art. Tout d’abord pour caractériser la bioturbation de Melinna palmata, des techniques de
mesure du comportement, du remaniement sédimentaire a I’interface eau-sédiment, et de la
bioirrigation. Egalement, des techniques de biologie moléculaire ont permis de mettre en évidence les
effets de cette espéce sur la diversité des communautés bactériennes de 1’interface eau-sédiment.
Enfin, la diversité p de communautés de macrofaune et de bactéries a été comparee a I’échelle d’un
écosysteme, la vasiére Ouest-Gironde. Les différents outils et méthodes utilisés sont décrits dans le
chapitre Il. Ce manuscrit se termine par une synthése générale, reprenant les différents résultats

obtenus au cours de ces trois années.

OBJECTIF GLOBAL
Comprendre le lien entre macrofaune et
bactéries benthiques et les interactions avec la
matiére organique a I’interface eau-sédiment

CHAPITRE I :

- CHAPITRE V :

I. Etude expérimentale des effets de la ) o ]
bioturbation de Melinna palmata sur la Comparaison in-situ des patrons spatiaux de
distribution des communautés bactériennes de distribution & P’échelle des communautes des
Pinterface eau-sédiment deux compartiments biologiques dans un site

L. caractérisé par un gradient de matiére
Il. Effets de la photopériode et des cycles de organique
marée sur la bioturbation de M. palmata
m
>
©
" COMMUNAUTES
MACROFAUNE : BACTERIENNES

BENTHIQUE BENTHIQUES

MATIERE ORGANIQUE

CHAPITRE IV :

Effets de I’apport de matiére organique de
natures différentes sur la bioturbation de M.
palmata et les communautés bactériennes a
Pinterface eau-sédiment

Figure 1.13 : Schéma synthétique des différents objectifs de la thése.
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CHAPITRE I

Matériel et méthodes
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Ce chapitre se divise en trois parties: la premiere partie est une description du modeéle
biologique de bioturbation utilisé, le polychéte Melinna palmata. La deuxiéme partie est une
description des sites de prélévement. Enfin, la troisieme partie regroupe les protocoles utilisés pour le
suivi de I’activité et de la bioturbation de M. palmata, pour 1’analyse des paramétres sédimentaires et

pour I’analyse des communautés procaryotes.

l. Organisme modéle : Melinna palmata Grube, 1870

I.1.  Description

Melinna palmata est un annélide polychéte de la famille des Ampharetidae. Il se compose de
16 segments thoraciques et de 60 segments abdominaux avec un corps effilé postérieurement. Le lobe
céphalique est trilobé, avec quelques taches oculaires de chaque coté. Deux groupes de quatre
branchies annelées partent sur la partie dorsale du second segment, réunies par une palmure pouvant
atteindre la moitié ou les deux tiers de la longueur des branchies. En arriére de ces branchies, deux
crétes latérales sont reliées par une membrane thoracique avec quatre a huit dents arrondies. Deux
crocs en forme de crochets partent de la face dorsale du quatrieme segment, entre les branchies et la
membrane. Dans la partie terminale, le pygidium est dépourvu de cirres. M. palmata mesure entre 15
et 30 mm de long pour 2 a 3 mm de diamétre. Sa chair est de couleur rose ou brunatre, avec parfois

des taches rouge sang (Fauvel, 1927 — Figure 11.1.).

1.2.  Ecologie

M. palmata vit dans un tube membraneux de 10 a 15 cm recouvert de vase agglomérée, dans les vases
et les sables vaseux (Fauvel, 1927), et est souvent retrouvée dans les herbiers de Zostera sp. (Fauvel,
1927 ; Holthe, 1986 ; Hayward & Ryland, 1990). Hily (1984) et Glémarec (1986) ont effectué un
classement des espéces benthigues en fonction de leur sensibilité/tolérance a un gradient de stress
environnemental. A partir de cette classification, Borja et al. (2000) ont classé M. palmata dans le
« groupe écologique 11 ». Les especes de ce groupe sont tolérantes aux exces de matiére organique.
On les trouve en conditions dites «normales », mais leurs populations sont stimulées par un
enrichissement en matiére organique. Cette espéce peut résister & des périodes d’hypoxie et a la
présence d’H,S, notamment liées a des blooms phytoplanctoniques (Dragoli, 1960 ; Gomoiu, 1982).
M. palmata appartient & la guilde trophique des SST : « Surface deposit feeding, Sessile, Tentaculate »
(Fauchald & Jumars, 1979). Ces organismes prélévent les particules sur I’interface eau-sédiment a
I’aide de tentacules buccaux rétractables. Des observations de zones induites par ’activité de M.
palmata sur I’interface eau-sédiment ont été faites des les années 1980, a partir de travaux sur
I’accumulation de cuivre par M. palmata comme mécanisme d’anti-prédation (Gibbs et al., 1981),

ainsi que dans une étude sur son impact sur la structure des communautés de méiofaune (Olafsson et
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al., 1990). Dans ces deux études, une zone de nutrition a été observée sur plusieurs centimétres autour
de I’ouverture du tube, avec la présence d’un cone fécal. Dans 1’étude d’Olafsson et al. (1990), ce cone

fécal a été décrit comme positionné a plusieurs centimetres de 1’ouverture du tube.

Figure 11.1 : Melinna palmata. (a) vue latérale entiére, (b) vue latérale de la partie antérieure,
(c) vue ventrale du pygidium, (d) vue dorsale de la partie antérieure. D’aprés Fauvel, 1927.
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1.3.  Distribution géographique

M. palmata a une large distribution, dite boréo-méditerranéenne (Grehan, 1991). Au Nord de
I’Europe, elle a été signalée jusque dans les eaux scandinaves (Holthe, 1986). Elle a également été
signalée autour de 1I’Angleterre et de 1’Irlande (Hayward & Ryland, 1990 ; Grehan, 1991). En France
elle a été signalée sur les cotes de la Manche (Dauvin et al., 2007) ; en Méditerranée sur les cotes
francaises avec en moyenne 25.5 + 7.8 ind.m’, ou encore dans le golfe de Tunis (Zaabi & Alfi, 2006) ;
et dans le golfe de Gascogne (e.g. Borja et al., 2000 ; Blanchet et al., 2004), de la Bretagne, avec en
moyenne a Brest (174.2 +29.5 ind.m™) jusqu’en Espagne (Cacabelos et al., 2011). Le tableau I1.1
résume les observations et les abondances de M. palmata sur les cotes frangaises. C’est dans le bassin
d’Arcachon qu’elle a été observée avec une abondance moyenne la plus élevée (443.8 + 70.9 ind.m™).
Dans le bassin d’Arcachon, elle a été retrouvée dans les zones sablo-vaseuses subtidales, intertidales,
de vases nues ou recouvertes d’herbiers a Zostera noltei ou a Zostera marina (Bachelet et al., 1996 ;
Blanchet et al., 2004 ; Massé, 2010 ; Bernard et al., 2014).

Tableau I1.1 : Résumé des observations de Melinna palmata sur les cotes francaises au 10.09.2014. D’aprés la
base de données RESOMAR  (REseau des  Stations et  Observatoires MARIns
http://resomar.cnrs.fr/bases/index.php).

Moyenne (ind.m?)

Localisations Dates Descripteurs

(£ es)
Bassin 1988 - 443.8 + 70.9 G. Bachelet, H. Blanchet, T. Do, A. Garcia, B.
d’Arcachon 2010 R Gouillieux, X. de Montaudouin, N. Lavesque
Banyuls-sur- 1967 - 105428 J.M. Amouroux, P. Bonifacio, M. Desmalades, A.
Mer 2011 DA Grémare, C. Labrune
Brest ;(?)(7): i 1742 +29.5 M. Glémarec, J. Grall, L. Gueérin, C. Hily, F. Le Loch
. 2003 - N. Desroy, J. Fournier, F. Gentil, T. Nebout, F. Olivier,
+
Dinard oo0g ~ 10>1%866 E. Thiébaut, J. Trigui
1995 ; . .
La Rochelle 2007 171+ 3.8 X. de Montaudouin, N. Lavesque, P.G. Sauriau
Marseille 1967 - G. Bellan, M. Bourcier, C. Falconetti, C. Febvre-
25578 Chevalier, C. Nodot, J. Picard, J.C. Romano, B.
1996 S
Tahvildari
1977 - . . . .,
Roscoff 2011 298.1 + 26.9 J.C. Dauvin, F. Gentil, C. Houbin, E. Thiébaut

1.4, Intéréts du modéle
Plusieurs arguments nous ont amené a utiliser Melinna palmata comme modele biologique :

(1) La distribution étendue de M. palmata dans 1’Atlantique Nord-Est et ses fortes densités
dans les milieux c6tiers en font une espéce dont il est important de comprendre le role

dans I’écosystéme.
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(2) Les travaux de Gibbs et al. (1981) et d’Olafsson et al. (1990) sur M. palmata ainsi que les
travaux de Warwick et al. (1986) sur Streblosoma bairdi et de Grémare (1988) sur
Eupolymnia nebulosa, d’autres polychétes de 1’ordre des Térébellidés comme M. palmata,
ont montré I’importance des espéces de cet ordre et de cette espéce en termes de
bioturbation et d’impact sur la méiofaune a I’interface eau-sédiment.

(3) Plus récemment, les travaux de Bernard et al. (2014) ont montré les conséquences des
fortes densités de M. palmata sur le remaniement sédimentaire a 1’échelle de la

communauté in situ.

Il.  Les écosystemes étudiés

11.1. Le bassin d’Arcachon

Le bassin d’Arcachon est une lagune semi-fermée de 174 km? sur la cote Atlantique frangaise.
Il s’agit d’une lagune macro-tidale soumise a des marées de type semi-diurne. La zone intertidale
représente presque les deux tiers de la lagune, soit 110 km2, recouverte en grande partie par des

herbiers a Zostera noltei (70 km?).

I1.1.a. Prélévement des Melinna palmata dans le bassin d’Arcachon et

maintenance au laboratoire

Le bassin d’Arcachon est donc un écosystéme caractéristique qui renferme une importante
population de Melinna palmata. C’est sur le site de Germanan, au centre du bassin d’Arcachon, que
les individus et le sédiment ont été prélevés (44°42°726°°N, 1°07'940°W ; Figure 11.2). 1l s’agit d’une
zone intertidale colonisée par un herbier a Zostera noltei avec des abondances importantes de M.
palmata, jusqu’a plus de 6000 ind.m™ (Bernard et al., 2014).

Pour chaque prélévement, effectué entre 2012 et 2014, du sédiment d’une zone de vase nue sans
herbier a été prélevé puis tamisé au laboratoire sur une maille de 1 mm, sans eau, pour récupérer le
sédiment défauné. Ce sédiment a ensuite été mis en stabulation au laboratoire, en eau de mer courante
jusqu’aux expérimentations. En paralléle, du sédiment de I’herbier a Zostera noltei a été prélevé. Il a
été tamisé sur 1 mm au laboratoire, afin de récupérer le refus de tamis contenant les organismes
benthiques. Les tubes de M. palmata ont été isolés des autres organismes ainsi que des feuilles et
racines de Z. noltei. Les tubes, contenant les individus, ont ensuite été placés en stabulation dans du
sédiment défauné, en eau de mer courante, jusqu’aux expérimentations. Ces individus de M. palmata
récoltés ont permis de réaliser quatre expérimentations différentes, présentées successivement dans les
chapitres 111 et 1V. La premiére a permis de valider I’utilisation de M. palmata comme modele

biologique pour 1’étude des effets de la bioturbation sur la diversité des communautés procaryotes.
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BAY OF BISCAY

Figure II.2 : Localisation du bassin d’Arcachon (A) et du site de prélévement Germanan (B) (d'aprés Bernard et
al., 2014) et photographies de la zone de vase nue (C) et de I’herbier a Zostera noltei (D) du site de Germanan..

Ensuite, les effets de trois facteurs (la densité de population, la photopériode et les cycles de marée)
sur ’activité et la bioturbation de M. palmata ont été testés. Enfin, le lien entre la bioturbation de M.
palmata et les communautés procaryotes a été approfondi en ajoutant les effets de I’enrichissement en

matiere organique. Les différentes conditions expérimentales sont décrites dans le tableau 11.2.
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Tableau 11.2 : Récapitulatif des différentes expérimentations sur l'activité et la bioturbation de Melinna palmata
et de ses effets sur les communautés procaryotes de I’interface eau-sediment

M. palmata Effets de la Effets de la L.
L. . . L. Effets de ’enrichissement
Expérimentations comme densité de photopériode et N .
X . ) en matiére organique
modele population de la marée
N° expérimentation 1 2 3 4
Chapitre I (partie I) 11 (partie I1) 11 (partie I1) v
Nombre d’aquariums 14 15 9 35

Nombre de réplicats
par condition 14 4 9 10
expérimentale

Nombre d’individus

. 1 1, 6,24 ou 95 1 1
par aquarium
E?u rées d’incubation 10 10 7 11322
(jours)
Température
moyenne de I’eau (°C) 16,0+ 1,8 12,3+0,8 153+1,2 16,6 + 1,7
(xET)

I.1.b. Caractérisation de la population de Melinna palmata de

Germanan, bassin d’Arcachon

Afin d’obtenir des caractéristiques de taille et de biomasse, des différents individus utilisés
pour les expérimentations, 343 individus de M. palmata ont été utilisés. Pour cela, les organismes ont
¢té sortis un a un de leur tube, puis mis une heure dans de 1’eau de mer filtrée pour qu’ils évacuent leur

contenu digestif, afin qu’il ne soit pas pris en compte dans la biomasse individuelle.

. Biomasse

La biomasse fraiche de 343 M. palmata a été déterminée apres I’heure de dépuration. Le
surplus d’eau a été enlevé en déposant délicatement 1’organisme sur du papier absorbant, puis les
individus pesés un a un. lls ont ensuite été placés 48h dans une étuve a 60°C puis pesés a nouveau
pour déterminer la biomasse séche. Enfin, les individus séchés ont été regroupés selon 1’aquarium d’ou

ils provenaient et ont été calcinés 4 h a 450°C pour obtenir le poids sec sans cendres.
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. Taille

Avant d’étre placés a 1’étuve, les individus ont été photographiés (Nikon ® D7000 Reflex 16.2
Mpixels, lens AF-S DX 18-105 mm) afin d’étre mesurés. Le logiciel Image J (National Institute of
Health, http://rsb.info.nih.gov/ij/) a été utilisé pour déterminer la longueur et la largeur des individus
photographiés.

I1.2. La vasiére Ouest-Gironde

I1.2.a. Description

La vasiére Ouest-Gironde est un systéme sedimentaire de 420 km? qui s’étend a 25 km de
I’embouchure de I’estuaire de la Gironde dans le golfe de Gascogne (Jouanneau et al., 1989 ; Figure
11.3). La vasiére résulte de 1’accumulation d’environ 50% des apports terrigénes provenant de
I’estuaire de la Gironde (Lesueur et al., 1989), soit environ 1,5 x 10° tonnes de particules par an
(Castaing & Jouanneau, 1987). Environ 35% de ce matériel est remis en suspension et dispersé vers le
sud-ouest par les courants. Des facteurs différents gouvernent les processus sédimentaires entre la
partie Est et la partie Ouest océanique de la vasiére, ce qui induit un gradient notamment de la taille
des particules de surface (Jouanneau et al., 1989). 1l y a également un gradient de carbone organique et
de labilité de la matiére croissant de I’Est vers 1’Ouest de la vasiére (Relexans et al., 1992).

P Ay Sy o oy
Wedtm sand [
B Fine sand

Il Very fine sand
Mud

o —
-1°50 -1°40 -1°30" -1°20' -1°10'

Figure 11.3: Situation géographique de la vasiére Ouest-Gironde et
localisation des trois stations échantillonnées E, C et W.
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11.2.b. Stratégie d’échantillonnage

Trois stations ont été échantillonnées en juillet 2010 lors de la campagne BIOMIN-1 a bord du
N/O Cotes de la Manche (programme LEFE CYBER « BIOMIN » : étude in situ de I’impact de la
diversité biologique sur la reminéralisation de la matiére organique a I’interface eau-sédiment ; porté
par A. Grémare et B. Deflandre). La station E était la station la plus & I’Est de la vasiére a 35 m de
profondeur, c’est-a-dire la plus proche de I’embouchure de I’estuaire de la Gironde (45°45'648°°N;
1°31'458°°0). La station C était au centre de la vasiére a 55 m de profondeur (45°40'962°°N;
1°41'508°°0). La station W était la plus a I’Ouest de la vasiére a 67 m de profondeur, ¢’est-a-dire dans
la partie la plus océanique (45°35'808°°N; 1°51'918°°0O) (Figure 11.3).

Les différents réplicats de carottes ont été prélevés a I’aide d’un carottier multitube (Oktopus
GmbH, Allemagne) avec 8 tubes en polycarbonate d’un diamétre intérieur de 95 mm. Trois carottes
ont été échantillonnées pour 1’analyse des communautés bactériennes. Les propriétés sédimentaires
(granulométrie, carbone et azote organiques particulaires, chlorophylle a et phéophytine a) ainsi que la
profondeur de pénétration de I’oxygéne ont été analyseées sur une quatriéme carotte.

Pour I’analyse des parametres sédimentaires, les carottes ont été découpées en 10 tranches : 0-

5 mm, 5-10 mm, 10-15 mm, 15-20 mm, 20-30 mm, 30-40 mm, 40-50 mm, 50-70 mm, 70-90 mm et
90-110 mm. Chaque tranche a été homogénéisée puis divisée pour les différentes analyses (cf.
paragraphe I11.4. et 111.6.).
Pour D’analyse de la composition des communautés bactériennes ainsi que pour |’abondance
procaryote, chacune des trois carottes a été découpée en 7 tranches : 0-5 mm, 5-10 mm, 10-20 mm, 20-
30 mm, 30-50 mm, 50-70 mm et 70-100 mm. Chaque tranche a été homogénéisée dans un récipient
stérile et avec une spatule stérile. Dans les quatre heures suivant le découpage des carottes, 1 g de
chaque tranche a été placé dans 2 mL de formaldéhyde dilué (concentration finale de 1,7%) pour le
dénombrement des cellules procaryotes par cytométrie en flux. Un autre gramme de sédiment a été
placé dans 1 ml de tampon de conservation (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM EDTA [pH 8.0], 1.5
NaCl et 1% [wt/vol] cetyltrimethylammonium bromide) (Zhou et al., 1996) pour I’analyse de la
composition des communautés bactériennes par ARISA. Les échantillons ont été placés a -80°C
jusqu’a leur traitement au laboratoire.

Pour la macrofaune benthique, le sédiment a été échantillonné a I’aide d’une benne Hamon
(0,25 m?). Trois réplicats de benne ont été effectués a chaque station. Le sédiment de chacune des
bennes a été tamisé sur une maille de 1 mm. Le refus de tamis a été fixé dans une solution de formol a
4%.

Les prélévements et traitements des carottes des bennes de sédiments sont synthétisés sur la

figure 11.4.
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Profils d’oxygéne '

Découpage des

»

Tamisage

carottes | 05mm |
< =
‘
m + formaldéhyde
70-100 mm A : H >
’Detfermmatlon a
'espéce Comptage
Biomasse
de la macrofaune
+formaldéhyde T tamponde
1.7% conservation
Abondance des Composition Granulométrie
cellules des COP & NOP
procaryotes par communautés Pigments
cytométrie en bactériennes
flux par ARISA

Figure 1.4 : Synthése de I’analyse sur les carottes de sédiment et la macrofaune prélevés dans la vasiére Ouest-
Gironde.
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I1l. Paramétres étudiés

I11.1. Macrofaune

Les organismes ont été triés, comptés et identifiés jusqu’au plus faible niveau taxonomique
possible. La biomasse de I’ensemble des organismes regroupés par embranchement a été déterminée

en poids sec sans cendres apres dessiccation 48 h a 60°C, puis aprés calcination pendant 4 h a 450°C.

I11.2.  Suivi du comportement

Les aquariums ont été éclairés sous lumiere infra-rouge, sauf dans le cas de mesures de ’effet
de la lumiere ou ils étaient sous lumiére ambiante. Une caméra peye (IDS peye UI-1580SE-C-HQ,
Stemmer Imaging, France) a été positionnée a environ 30 cm au-dessus de I’interface eau-sédiment.
Ce systeme était connecté a un ordinateur et piloté par le logiciel Obvious_MicroLum (développé par
Jean-Claude Duchéne, chargé de recherches, CNRS) pour prendre une photo de I’interface eau-
sédiment toutes les 10 s (Figure 11.5). Des séries de 11 a 24 h ont été lancées chaque jour. A la fin de
chaque série, les photos étaient assemblées sous le format vidéo « .AVI ».

Les vidéos ont ensuite été visionnées image par image pour déterminer les différents
comportements de M. palmata et le temps alloué a chacun de ces comportements. A 1’aide du logiciel
Obvious_AviExplore (développé par Jean-Claude Duchéne), I’intensité d’activité a été mesurée par

comparaison entre deux images consécutives du niveau de gris de chaque pixel.

Caméra eye

Lumiere infra-rouge

Zone filmée

Figure 11.5 : Dispositif de suivi du comportement de Melinna palmata a I'interface eau-
sédiment. D'aprés Maire et al., (2008).
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111.3. Quantification de la bioturbation

111.3.a. Remaniement sédimentaire

Les nombres de conditions et de réplicats utilisés pour mesurer le remaniement sédimentaire

sont détaillés ensuite dans chaque chapitre du manuscrit.

. Remaniement de la colonne sédimentaire

Pour vérifier I’absence de remaniement de la colonne sédimentaire par M. palmata, des
individus ont été placés dans des aquariums plats de 5 mm d’épaisseur. Environ 1,5g de traceurs
particulaires fluorescents, des luminophores (Ecotrace, Environmental Tracing ®, diamétre médian :
35 UM, Aexcitation = 365 nm) ont été déposés sur la surface du sédiment. Sous lumiere UV, une
photographie des aquariums a été prise toutes les 24 h pendant 15 jours. Les photographies ont ensuite
été analysées avec le logiciel Lumino (développé par Alicia Romero) pour compter les luminophores

en fonction de la profondeur.

o Surface de sédiment remanié par Melinna palmata

La surface de sédiment remanié a été calculée a partir de photographies (Nikon ® D7000
Reflex 16.2 Mpixels, lens AF-S DX 18-105 mm) prises sous lumiére ambiante a la fin des périodes
d’incubation. A 1’aide du logiciel image J (National Institute of Health, http://rsb.info.nih.goVv/ij/), la
surface de chaque zone issue du remaniement de M. palmata a été mesurée : le cone fécal et la zone de

prospection.

. Volume de sédiment remanié par Melinna palmata

Le volume de sédiment remanié a été mesuré par microtopographie (Figure 11.6). Un
télémetre laser (Sick OD80) fixé sur des translateurs motorisés (410XR Parker Hannifin precision
linear positioners) et relié a un ordinateur a été piloté par le logiciel Obvious_Topo (développé par
Jean-Claude Duchéne) pour scanner un carré de 5050 mm de [I’interface eau-sédiment. Une
microtopographie a été lancée entre chaque série de film. Chaque microtopographie a ensuite été

compareée a celle la précédant pour déterminer le volume de sédiment remanié par M. palmata.
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Translateurs motorisés

Télémeétre laser

Figure 11.6 : Dispositif de mesure de la microtopographie de l'interface eau-sédiment utilisé pour
déterminer le volume de sédiment remanié par M. palmata. Modifié de Maire et al., (2008).

I11.3.b.Bioirrigation par Melinna palmata

La bioirrigation de M. palmata a été quantifiée selon une approche fluorimétrique utilisant
comme traceur dissous de la fluorescéine, et comme outil de mesure des sondes fluorimétriques
(Massé, 2010).

o Dispositif expérimental

Six carottes de 40 cm de haut et 9,4 cm de diamétre interne ont été remplies de sédiment
préalablement tamisé sur 1 mm et placées en eau de mer courante (température : 13,9+ 0,8°C;
salinité : 32,6 £ 0,3). Apres 10 jours d’équilibration du sédiment, 18 individus ont été sortis de leur
tube un a un et répartis dans les différentes carottes comme précisé dans le tableau 11.3. Les individus
ont été déposés a I'interface eau-sédiment puis stabulés 10 jours pour qu’ils s’acclimatent (refassent
leur tube, s’enfoncent dans le sédiment). Par la suite, les carottes ont été installées dans un incubateur
a temperature fixée a 13,5°C (température de 1’eau surnageante), en prenant soin de ne pas perturber
I’interface eau-sédiment. Un léger bullage d’oxygene a été installé dans chaque carotte, puis une sonde
fluorimétrique (Cyclops™ submersible 7, Turner Design, Sunnyvale, California) a été immergée dans
I’eau surnageante de maniére a étre a 8 cm au-dessus de I’interface eau-sédiment, avec le faisceau
dirigé vers I’interface eau-sédiment. Les 6 sondes fluorimétriques ont été reliées a un datalogger (C6™
Multisensor Platform ; Turner Design, Sunnyvale, California), lui-méme connecté a un ordinateur

piloté par le logiciel C-soft manager (Figures 11.7 & 11.8).
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Tableau I1.3 : Récapitulatif du dispositif expérimental de quantification de la bioirrigation de M. palmata.

Carottes 1 2 3 4 5 6

Nombre d’individus 0 0 1 2 5 10

par carotte

Nombre d’individus 0 0 144 289 722 1443

par m2

Poids frais 0 0 53,7 43,7+158  43,6+14,6 29,17+17,1
(mg) (+ ET) | - T

o 1000 2000 2000 4000 5000 8000

Temps (seo)

Datalogger Modélisation et obtention du
coefficient de bioirrigation Q
(mL.h7?)

Sondes fluorimétriques

Figure 11.7 : Schéma synthétique de la méthode de quantification du taux de bioirrigation de Melinna
palmata, de la mesure a la modélisation.
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Figure 11.8 : Photographie du dispositif expérimental de mesure du taux de bioirrigation avec les sondes
fluorimétriques plongées dans 1’eau surnageante de carottes de sédiment contenant de la fluorescéine.

° Mesures

Aprés 48 h de stabilisation dans 1’incubateur, une solution de fluorescéine a été ajoutée dans
’eau surnageante de chaque carotte, afin d’obtenir une concentration finale de 10 pg.L™, et
homogénéisée délicatement. Une fois 1’eau surnageante homogénéisée, 1’enregistrement de la
fluorescence dans 1’eau a commencé. Pour cela, toutes les minutes pendant 72 h, un faisceau
d’excitation de 490 nm a ¢€té¢ émis par la sonde, qui recoit et mesure en retour la longueur d’onde
d’émission de la fluorescéine de 514 nm. Une décroissance de la fluorescence au cours du temps est
observée, car (1) la fluorescéine s’adsorbe a la matiére organique du sédiment, et (2) ’activité de
I’organisme induit un passage de ’eau surnageante avec la fluorescéine vers I’eau porale, ou la
fluorescence n’est plus détectée par les sondes. A la fin de I’incubation, du sédiment frais du premier
centimetre de la carotte a été prélevé, pesé, puis lyophilisé 48 h. Le sédiment sec a été pesé, ce qui a

permis de calculer la porosité selon la formule suivante (Berner, 1971), utilisée ensuite pour ajuster le

modele :
Meau
b = Peau
(Meau) + ((Msed) —_ (S X Meau))
Peau Psed

avec My, = poids frais — poids sec (g) ; peas = masse volumique de I’eau interstitielle (= 1,03 g.cm™) ;
psed = Masse volumique du sédiment (= 2,65 g.cm™) ; M, = masse d’eau pour le volume de sédiment

considéré (g) ; Mg = masse de sédiment pour le volume de sédiment considéré (g) ; S = salinité.
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. Modélisation

La décroissance de la fluorescence a été modélisée de maniére a obtenir un coefficient de
bioirrigation Q, exprimé en mL.h™, ce qui représente le flux d’eau échangé entre I’eau surnageante et

I’eau porale, et ce, selon les équations suivantes, d’aprés Na et al. (2008):
A A
Cow(t) = e Cow + (1 - E) cowe Bt

N V,
olA=—2_etB :i(1 +$)
pr"'MsKad Vow pr+MsKad

ol C,,, est exprimé en pg.L™, il s’agit de la concentration en fluorescéine et €9, la concentration
initiale ; V5, est le volume d’eau surnageante exprimé en mL, V;,, est le volume d’eau porale exprimé
en mL; M, correspond a la masse de sédiment exprimée en g et K,; correspond a la constante
d’adsorption de la fluorescéine a la matiére organique, exprimée en mL.gPS™.

La décroissance de la fluorescence dans I’eau surnageante peut se diviser en deux temps, avec
deux pentes de décroissance différentes, comme visible sur la figure 11.9. De ce fait, deux coefficients
de bioirrigation peuvent étre calculés, Q1 et Q2. Q1 correspond essentiellement a 1’adsorption de la
fluorescéine a la matiére organique de ’interface eau-sédiment ou de la paroi des terriers. Q2 est donc
le coefficient retenu comme étant le coefficient de bioirrigation induit par 1’organisme. Cette étape a
été réalisée a I’aide du logiciel MATLAB.
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Figure 11.9 : Exemple de décroissance de la fluorescence en deux temps dans de l'eau surnageante en
présence d'un organisme bioturbateur, Hediste diversicolor. Ql=coefficient de bioirrigation de la
premiére pente ; Q2 : coefficient de bioirrigation de la seconde pente.
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111.4. Mesure de la profondeur de pénétration de I’oxygéne

La profondeur de pénétration de 1’oxygeéne dans le sédiment a ét¢é mesurée de la méme
maniere, que ce soit dans les carottes prélevées dans la vasiére Ouest Gironde ou dans les aquariums
des expérimentations n°1 et n°4 (cf. tableau 11.2). Des micro-profils ont été réalisés a 1’aide de
microélectrodes (UNISENSE, A/S) de type Clark (Revsbech, 1989) d’un diametre de 100 um. Les
microélectrodes ont été placées sur un micromanipulateur motorisé (MC-232, UNISENSE) et reliées a
un oxymetre (OXY-METER, UNISENSE), tous deux pilotés par le logiciel SensorTrace PRO v3.0 de
chez Unisense. Le montage (cf. Figure 11.10) a été lancé et laissé 12 h avant chaque mesure pour que
les micro-électrodes se polarisent.

Les micro-profils ont ensuite été analysés avec le logiciel PRO2FLUX (Deflandre & Duchéne,
2010) pour obtenir les profondeurs de pénétration de 1’oxygéne en mm. Pour cela, les données de
température et de salinité étaient également nécessaires et mesurées a 1’aide d’un thermo-salinometre.

Dans le cas des expérimentations sur les relations entre la bioturbation de M. palmata et la
composition des communautés procaryotes, cette mesure a permis de cibler 1’é¢tude sur les sédiments

oxiques de I’interface pour s’affranchir de la distribution verticale des communautés procaryotes.

TET
Micromanipulateur relié
a un moteur controlé par

le logiciel
H g ~

microélectrodes |

n. ' =

) . A
/ aquarium ;
q -

Oxymetre relié
au logiciel

))

Figure 11.10 : Dispositif de mesure de la profondeur de pénétration de I'oxygene dans le sédiment a
I'aide de microélectrodes de type Clark.
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111.5. Préléevement du sédiment des zones de bioturbation

A la fin de chaque période d’incubation, une fois les profils d’oxygene effectués, le sédiment
des différentes zones a été prélevé. Une carotte de sédiment représentant I’ensemble de la colonne

sédimentaire de I’aquarium et non uniquement 1’interface eau-sédiment a aussi été prélevée pour :

(1) Les sédiments de I’expérimentation n°1 de validation de I’utilisation de M. palmata
comme modéle biologique pour [’étude des impacts de la bioturbation sur les
communautés procaryotes a I’interface eau-sédiment.

(2) Les sédiments de I’expérimentation n°4 sur les effets de la disponibilité et de la qualité de
la matiére organique sur le remaniement sédimentaire de M. palmata et les répercussions

sur les communautés procaryotes de I’interface eau-sédiment.

Pour cela, le sédiment est prélevé séparément a 1’aide d’une seringue et immédiatement homogénéisé
et aliquoté pour les différentes analyses : consommation biologique d’oxygene (expérimentation n°4),
propriétés sédimentaires, abondance de ’ADNr 16S bactérien (expérimentation n°4) et composition
des communautés procaryotes (expérimentations n° 1 et 4 - Figure 11.11) ; avec entre 250 pL et 1 mL
de sédiment suivant la quantité prélevée. Chaque aliquot a été pesé (sédiment frais). Une fois les
prélevements effectués, le sédiment a été tamisé pour récupérer les individus. Les individus ont été
isolés de leur tube sous loupe binoculaire pour déterminer la composition des communautés
procaryotes associées.

Pour les analyses des paramétres sédimentaires, les sédiments aliquotés ont été placés
directement a -80°C jusqu’aux analyses.

Pour les analyses de composition et d’abondance des communautés, le sédiment et les tubes de
M. palmata ont été placés dans les deux heures suivant les prélévements dans environ 1 mL de tampon
conservatif (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM EDTA [pH 8.0], 1.5 NaCl and 1% [wt/vol]
cetyltrimethylammonium bromide) (Zhou et al., 1996). Pour M. palmata, aprés une heure de
dépuration dans de I’eau de mer filtrée a 0,22 um et stérilisée, chaque individu a été placé dans un
tampon de broyage (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM Na EDTA [pH 8.0]), puis broyé (lame
OMNI TH). Ensuite, 400 uL de ce broyat a été placé dans 1 mL de tampon conservatif (100 mM Tris-
HCI [pH 8.0], 100 mM EDTA [pH 8.0], 1.5 NaCl and 1 % [wt/vol] cetyltrimethylammonium bromide)
(Zhou et al., 1996). Les échantillons ont ensuite été conservés a -80°C jusqu’a I’extraction de I’ADN
(cf. partie 1.8).
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Profils d’oxygéne

Prélevement du

oral: o ] tube et de
r'(; .evemte: : l 'individu par
sédiment des tamisage

zones de surface a
la seringue

Séparation des
individus de leur
tube

Expérimentation n°1 Expérimentation n°4

bi:::: r:eb:t?on Tube & individu bi:::: r:z:t?on Tube & individu
T-RFLP V (sans résultat) V (sans résultat) V (sans résultat) V (sans résultat)
gPCR v v
Respiration \'}
Granulométrie v v
COP et NOP v v
Pigments Vv Vv

Figure 11.11 : Synthese du protocole expérimental suivi a la fin des incubations de M. palmata en aquarium pour
les expérimentations 1 et 4. Le tableau recense les analyses effectuées sur le sédiment et sur les organismes et
leurs tubes.
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I11.6. Analyses des paramétres sédimentaires

I11.6.a. Carbone et azote organiques particulaires (COP et NOP)

Les aliquots de sédiment congelé ont tout d’abord été lyophilisés pendant 48h. Ensuite,

environ 10 mg de sédiment sec ont été placés dans une nacelle en étain pré-pesée, refermée par pliage,
puis pesée pour avoir le poids exact de sediment sec analysé.
Environ 10 mg du méme sédiment sec ont également été placés dans une nacelle en argent pré-pesée,
puis pesée afin d’avoir le poids sec exact de sédiment analysé, tout en laissant la nacelle ouverte. Deux
étapes de décarbonatation ont été réalisées sur ce sédiment: 2 x 100 uL d’HCI 0,2 N avec apres
chaque ajout un passage a 1’étuve a 60°C pour sécher le sédiment. Une fois le sédiment sec, les
nacelles en argent ont été refermées par pliage.

Le COP et le NOP ont été mesurés a ’aide de ’analyseur élémentaire ThermoFinnigan®
Flash elemental Analyser Series 1112 (Thermo Scientific, France). Aprés combustion en présence
d’oxygéne, I’hélium qui est le gaz vecteur permet le transport des gaz issus de la combustion le long
d’une colonne de réduction, puis le long d’une colonne chromatographique, et enfin devant un
détecteur. C’est la détection du N, aprés deux minutes d’analyse et du CO, aprés quatre minutes
d’analyse qui donne les teneurs en COP et NOP en pourcentages dans 1’échantillon. Cette technique
nécessite au préalable une calibration de I’analyseur, avant chaque série de mesure. Pour cela, une

gamme étalon d’un standard d’acétanilide (carbone : 71,09% et azote : 10,36%) est passée.

111.6.b.Pigments et phéopigments

Une partie des aliquots du sédiment frais de chaque zone a été pesée puis lyophilisée et pesée
sec. A partir de la différence entre les poids frais et poids sec, le pourcentage en eau du sédiment de
chaque zone a été calculé et utilisé pour 1’extraction des pigments. Les chlorophylles et phéophytines
a, b et ¢, ont été extraites a partir d’environ 400 mg de sédiment frais pesés précisement. A partir de ce
poids frais de sédiment (PF) et de la teneur en eau calculée au préalable (%), le volume d’eau (Veay)
a ajouter a été calculé pour avoir un volume d’extraction de 6 mL composé d’acétone a 90% :

— 6 _ <%eau

Veau

100

Une fois le volume d’eau calculé et ajouté, I’extrait a été complété avec de I’acétone 100%

)xPF

jusqu’a arriver a un volume final de 6 mL, tout en gardant les échantillons dans la glace et a
1I’obscurité pour ne pas dégrader les pigments. Aprés homogénéisation a 1’aide d’un vortex, 1’extrait a
¢été placé a I’obscurité a 4°C pendant 12 h, temps nécessaire a 1’extraction de la totalité des pigments.
Apres les 12 h d’extraction, les échantillons ont été homogénéisés a I’aide d’un vortex puis centrifugés

(4°C, 5 min, 3000 rpm). C’est le surnageant contenant les pigments qui a été dosé a I’aide d’un
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sprectrofluorimétre Perkin Elmer® (Courtaboeuf, France) selon la méthode de Neveux & Lantoine
(1993).

111.6.c. Granulométrie

D’autres aliquots de sédiment lyophilisé pendant 48 h ont été utilisés pour déterminer la
granulométrie du sédiment. Quelques milligrammes a grammes de sédiment ont été placés dans un
microgranulométre laser Malvern ® Master Sizer (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire,
England). Les particules sont mises en suspension dans de 1’eau puis mises en circulation dans un
canal jusqu’a les passer devant une cellule de mesure. Un faisceau laser traverse cette cellule, et c’est

la diffraction de la lumiére qui permet a I’appareil de calculer la taille des particules.

I11.7.  Analyse des communautés procaryotes de I’interface eau-sédiment

I11.7.a. Techniques d’études utilisées dans les travaux de relations entre

bioturbation et communautés procaryotes

De nombreuses techniques permettent de caractériser les communautés bactériennes et
archéennes, technigues qui ont beaucoup évolué notamment concernant la structure et la diversité des
communautés grace aux techniques de biologie moléculaire (Forney et al., 2004). Dans cette partie il
s’agit de décrire les différentes techniques d’études des communautés qui ont permis de mettre en

évidence le contréle des communautés bactériennes et archéennes par la bioturbation (Tableau 11.4).
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Tableau 11.4 : Techniques de caractérisation des abondances, biomasse et diversité bactérienne et archéenne
utilisées dans les études d’effets de la bioturbation sur les communautés procaryotes.

Parametre mesuré Techniques Références
Abondances totales o Comptage direct : microscopie a épifluorescence + acridine orange 1416
ou DAPI
o Acides gras 12
Abondances viables * Approche culturale >7
o Nombre le plus probable (NPP) 7,17
¢ Microscopie a épifluoresence avec sondes marquées spécifiques 9,;13;18
Abondances de génes e gPCR sur ARN16S bactérien et archéen 19-21
¢ Acides gras phospholipidiques 8,17 ;22-24
Biomasse totale o Estimation par mesure microscopique de la longueur et de la 6
largeur des cellules
Biomasse viable o Acides gras phospholipidiques 22-23
Production e Taux d’incorporation de thymidine marquée 2;5
o Hétérotrophe : incorporation et minéralisation de glucose et 5
d’acétate
o Sulfato-réduction : injection de sulfate marqué 17 ;25
¢ Enzymatique extracellulaire : avec utilisation de diacétate de 8
fluorescéine
Activité e Suivant métabolisme : plaques BIOLOG 9
o Systéme de transport d’électrons (ETSA) : réduction INT en INT- 1
Formazan
¢ Fixation d’azote : réduction d’acétyléne 25-27
o Dénitrification : inhibition par ’acétyléne 27
o Oxydation ammoniaque : accumulation des nitrites 20
e Consommation d’oxygeéne : titration par la méthode de Winkler 13
¢ Acides gras phospholipidiques 8;22-24
» « DGGE REtk
Composition et 19
diversité ¢ Clonage & Séquencage 12;28;29
¢ RISA et ARISA 16 ; 30-31
o T-RFLP 25;28

1: Aller & Yingst, 1985; 2: Alongi, 1985 ; 3: Aller & Aller, 1986 ; 4: Branch & Pringle, 1987 ; 5:
Reichardt, 1988 ; 6 : Grossman & Reichardt, 1991 ; 7 : Gofii-Urriza et al., 1999; 8: Bird et al., 2000; 9: Wilde
& Plante, 2002; 10: Andressen & Kristensen, 2002; 11: Kinoshita et al., 2003 ; 12 : Matsui et al., 2004 ; 13 :
Mermillod-Blondin et al., 2005 ; 14 : Papaspyrou et al. ? 2005 ; 15 : Papaspyrou et al., 2006 ; 16 : Bertics &
Ziebis, 2009 ; 17 : Hansen et al., 1996 ; 18 : Michaud et al., 2009 ; 19 : Gilbertson et al., 2012 ; 20 : Laverock
et al., 2013 ; 21 : Laverock et al., 2014 ; 22 : Dobbs & Guckert, 1988a ; 23 : Dobbs & Guckert, 1988b ; 24 :
Steward et al., 1996 ; 25 : Bertics & Ziebis, 2010 ; 26 : Bertics et al., 2010 ; 27 : Bertics et al., 2012 ; 28 :
Laverock et al., 2010 ; 29 : Pischedda et al., 2011 ; 30 : Grossi et al., 2006 ; 31 : Cuny et al., 2007.

» Page c6



» Chapitre Il [Matériel & méthodes]

Certaines techniques utilisées en écologie microbienne et également dans le cadre d’étude des
effets de la bioturbation sur la diversité bactérienne sont basées sur une approche culturale. Cependant,
moins de 1% des procaryotes présents dans I’environnement sont cultivables (Hugenholtz, 2002).

D’autres techniques, dont celles utilisées dans le cadre de cette thése, adoptent une approche
moléculaire. Dans 1’objectif d’obtenir la diversité de I’ensemble de la communauté, I’ADN
ribosomique est ciblé car il s’agit de génes conservés chez tous les étres vivants, présentant des
polymorphismes de taille et/ou de séquence entre les différentes espéces, ce qui permet de les
discriminer. Des génes spécifiques peuvent aussi €tre ciblés, permettant alors d’obtenir la diversité au
sein d’un groupe fonctionnel spécifique. Par exemple, dans le cas de Laverock et al. (2013), les
bactéries et les archées impliquées dans le cycle de 1’azote ont été ciblées via les génes amoA
(bactéries et archées oxydant I’ammoniaque), nirS (bactéries dénitrifiantes). Diverses méthodes

utilisent cette approche moléculaire :

(1) Méthodes d’empreinte moléculaire ou « fingerprinting ». Ces techniques permettent
d’obtenir la diversité de ’ensemble des communautés présentes dans les échantillons
traités, et sont surtout utilisées pour comparer la structure des communautés, c¢’est-a-dire
pour obtenir la diversité p.

a. Délectrophorése sur gel en gradient dénaturant (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis, DGGE). Cette technique se base sur le polymorphisme de
séquence d’ADN (ou d’ARN), et de leurs différentes propriétés de dénaturation
méme si ces séquences sont tres proches. La diversité est ensuite révélée par
migration sur gel.

b. P’analyse de I’espace intergénique ribosomal (Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis, RISA ; et Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis, ARISA). Il
s’agit d’une technique de fingerprinting, c’est-a-dire qui donne une empreinte
moléculaire des communautés étudiées. Elle permet donc de caractériser la
diversité B. Pour cela, elle se base sur le polymorphisme de taille de la séquence
intergénique ADNr 16S-23S appelée ITS. Dans le cas de I’ARISA, la phase
d’électrophorése ne se fait pas sur un gel classique d’agarose ou d’acrylamide
mais a 1’aide d’un séquenceur sur un gel en capillaire. La séquence est alors
marquée avec un fluorochrome via I’utilisation d’amorces marquées lors de
I’amplification par PCR.

c. [Ianalyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction terminaux
(Terminal-Restriction Length Polymorphism, T-RFLP). Il s’agit également d’une
méthode dite de fingerprinting qui permet d’obtenir la diversité . Dans ce cas,
c’est le polymorphisme de séquence de I’ADNr 16S qui est utilisé. Le fragment de

méme taille mais de séquences différentes est découpé au niveau d’une séquence

» Page 67



» Chapitre

Il [Matériel & méthodes]

)
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ciblée en fonction de I’enzyme de restriction utlilisée, Située a différents niveaux
sur le fragment. Des fragments de tailles différentes sont donc obtenus apres cette
étape de restriction et peuvent étre discriminés par électrophorése classique ou
capillaire.
Clonage et séquengage. Le geéne d’intérét (insert) est amplifié puis inséré dans un
plasmide, lui-méme cloné dans le génome d’une bactérie, en général Escherichia coli, qui
est ensuite mise en culture pour produire un grand nombre de copies de I’insert. Les clones
sont ensuite séquencés (Sanger et al., 1977). Aprés analyses de bioinformatique de
comparaison des séquences obtenues a des bases de données, les organismes peuvent étre
identifiés parfois jusqu’a I’espéce, et étre situés sur un arbre phylogénétique.
Approches de métagénomique. La métagénomique permet de caractériser la diversité de
communautés entieres, et ce grace a |’utilisation de techniques de séquencage dites a haut
débit couplées a de la bioinformatique (Hugenholtz & Tyson, 2008). Elles utilisent des
techniques de séquencage de plus en plus perfectionnées, permettant d’obtenir avec une
trés haute résolution des séquences redondantes que 1’on rassemble par bioinformatique
pour obtenir des génomes ou bien des séquences d’un gene cible, par exemple I’ARN 168S.
Le pyroséquencage est un exemple de technique de séquengage massif, qui peut générer

plus de 20 millions de paires de bases en 4 h (Margulies et al., 2005 ; Amend et al., 2010).

111.7.b.Mesures de la diversité

La diversité biologique correspond a la variabilité du monde vivant allant de la diversité

génétique au sein d’une méme espéce a la diversité écosystémique en passant par la diversité

spécifique (Magurran, 2004). Elle peut donc étre mesurée a différentes échelles avec la diversité a, la

diversité B et la diversité y (Whittaker, 1972) (Figure 11.12). Quelle que soit 1’échelle, si 1I’on souhaite

mesurer la diversité d’une communauté, la seule prise en compte du nombre d’especes ne suffit pas. Il

faut ajouter a la richesse spécifique 1’équitabilité, c’est-a-dire la répartition du nombre d’individus

pour chague espece.

La diversité a permet de mesurer la diversité locale, a ’intérieur d’un systéme délimité et

homogeéne. Deux indices sont couramment utilisés pour cela :

M)

)

L’indice de Shannon-Wiener H’ (Shannon, 1948), qui prend en compte a la fois le nombre

d’especes et I’abondance des individus. Il se calcule selon la formule suivante :

S
H' = —Zpilogpi
i=1

L’indice de Simpson A (Simpson, 1965) mesure la probabilité que deux individus pris au

hasard appartiennent a la méme espece. Il se calcule selon la formule suivante :
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ou p; = n; / Nj; avec n; le nombre d’individus de I’espéce i, N; le nombre total d’individus

toutes espéces confondues, et S la richesse spécifique.

Ecosysteme
= systemes 1+2+3

Habitat 2
= systéme 2
= aZ

Habitat 1
= systeme 1
= al

Habitat 3
= systeme 3
= a3

Figure 11.12 : Représentation schématique des trois échelles de la diversité
Ta, Bety.

La diversité B compare la diversité de plusieurs systemes différents. La caractérisation de la
diversitt B nécessite une approche multivariée, basée sur [utilisation d’indices de
similarité/dissimilarité. Ces indices permettent de mesurer la ressemblance de la composition
taxonomique des différents systemes. Parmi les nombreux indices existants, deux sont couramment
utilisés :

(1) L’indice de similarité de Bray-Curtis (Bray & Curtis, 1957) est le plus utilisé car il ne

dépend pas de I’unité de mesure, des taxons absents des deux échantillons. Il se mesure

Zf=1|Yij—yz'k|}

avec la formule suivante : BC = 100 — {1 -
Y i)

(2) L’indice de dissimilarité ou distance euclidienne se mesure suivant la formule suivante :

djk, = \/Zfﬂ()’ij - Yik) 2

avec yj; le nombre d’individus de I’espece i dans la communauté j, et y; le nombre d’individus

de I’espéce i dans la communauté k.
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La diversité y représente la diversité de I’écosystéme entier, c¢’est-a-dire de 1’ensemble des
systemes (Figure 11.12). Les métriques utilisées sont les mémes que pour la diversité o.

En milieu marin, ces indices de diversité sont surtout utilisés pour caractériser la diversité de
la macrofaune benthique, souvent dans un but d’évaluation de la qualité des écosystémes. Grace a
1I’évolution des techniques de biologie moléculaire, les communautés procaryotes de I’environnement
sont aujourd’hui accessibles. Les techniques d’acquisition de la diversité procaryote ne sont pas les
mémes que pour la macrofaune (génétique vs morphologique), in fine, les deux techniques permettent
d’obtenir les especes et leurs abondances pour la macrofaune, et les OTU et leurs abondances relatives
pour les procaryotes. Il est donc possible d’appliquer les mesures des différentes échelles de mesure de

la diversité décrites ici pour les communautés procaryotes (Hill et al., 2003).
o Approches adoptées dans cette étude

Ce sont des techniques d’empreintes moléculaires qui ont été adoptées dans ce travail.
L’ARISA a permis la caractérisation des communautés bactériennes, et la T-RFLP celle des
communautés archéennes. Ces deux méthodes ont été utilisées de nombreuses fois en écologie
microbienne (e.g. Fisher & Triplett, 1999 ; Ranjard et al., 2000 ; Fuhrman et al., 2008 ; Luna et al.,
2009 ; Collins et al., 2010 ; Jami et al., 2014). L’ARISA n’a pas été appliquée pour 1’étude de
communautés archéennes car certains taxons archéens n’ont pas d’ITS ; cette méthode n’est donc pas
la mieux adaptée a I’étude des communautés archéennes. En revanche, elle apparalt comme étant la
mieux adaptée a discriminer les différents taxons bactériens par rapport a la T-RFLP, comme l'a

montré une étude de comparaison des deux techniques (Danovaro et al., 2006).

I11.7.c. Analyse de la composition des communautés bactériennes par

ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis)

La composition des communautés bactériennes a été déterminée pour les sédiments et les
organismes prélevés pour les expérimentations n°1 et n°4, mais aussi sur les sédiments des carottes
prélevées dans la vasiére Ouest-Gironde. Seule I’étape de dosage de I’ADN différe avec d’une part
I’utilisation d’une technique de spectrophotométrie et d’autre part 1’utilisation d’une technique de

spectrofluorimétrie.

o Extraction et purification de ’ADN total

I Du sédiment
L’extraction de I’ADN total a été réalisée a partir de 700 pL d’échantillon conservé a -80°C et
décongelé. L’ADN total a été extrait et purifi¢é en couplant une méthode de broyage mécanique par

« bead beating » en utilisant un broyeur FastPrep (2x30 sec & 5,5 m.s™) et des tubes contenant une
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sphére de verre ainsi que des sphéres en silice et en céramique (FastPrep Automated Homogenizer et
Lysing Matrix E, MP Biomedicals, Illkrich, France), avec une méthode issue du kit d’extraction-
purification PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA)
contenant différentes solutions permettant de purifier I’ADN total du sédiment, des protéines et des
acides humiques. Enfin, une étape d’élution sur colonne avec de I’eau ultra-pure a permis d’obtenir

une solution pure d’ADN total. Ces différentes étapes sont schématisées sur la figure 11.13.

ii. De Melinna palmata

L’extraction de I’ADN total a été réalisée a partir de 700 pL d’échantillon décongelé. L’ ADN
total a été extrait et purifié en couplant une méthode de broyage mécanique par « bead beating » en
utilisant un broyeur FastPrep (40 sec & 6 m.s™) et des tubes contenant une sphére de zirconium et des
paillettes de grenat (FastPrep Automated Homogenizer et Lysing Matrix A, MP Biomedicals, Illkrich,
France), avec une méthode issue du kit d’extraction-purification QlIAamp DNA mini kit (QIAgen,
Courtaboeuf, France) contenant différentes solutions permettant de purifier I’ADN total des tissus et
des protéines. Enfin, une étape d’¢lution sur colonne avec de I’eau ultra-pure a permis d’obtenir une

solution pure d’ADN total. Ces différentes étapes sont schématisées sur la figure 11.13.

Extraction & purification ADN total

‘. Lyse mécanique +
lyse chimique

4 Purification:
* Acides humiques
- * Protéines

Figure 11.13 : Protocole expérimental d'extraction et de purification de I'ADN total du sédiment ou des
organismes.

Solution Elution sur |
pure d’ADN colonne

dosée

. Dosage de PADN

i.  Parspectrophotométrie
Un volume de 2 pL de solution d’ADN extrait et purifié est utilisé pour doser la quantité

d’ADN total de I’échantillon. Cette étape permet a la fois de calculer un rendement d’extraction, mais
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aussi de poursuivre les différentes étapes de I’analyse a partir d’une quantité fixée d’ADN (10 ng), et
ce pour I’ensemble des échantillons traités. Les 2 ul. de solution d’ADN sont déposés sur une
microplaque, puis la mesure de la concentration d’ADN se fait a 1’aide d’un spectrophotométre (Epoch
Microplate Spectrophotometer, Biotek instruments), qui mesure 1’absorbance de 1’échantillon a
260 nm et & 280 nm. L’absorbance a 260 nm permet a I’appareil de calculer la concentration en ng.pL’
1 4 partir de la loi de Beer Lambert: A=ex[x C ol A est ’absorbance, € est le coefficient
d’absorption moléculaire en L.mol™.cm™ qui est de 6200 L.mol™.cm™ pour de I’ADN double brin, | est
la longueur du trajet optique qui est de 0,5 cm dans le cas de notre spectrophotométre EPOCH. Enfin,
C est la concentration. De maniére générale, pour I=1cm, une unité d’absorbance correspond a
50 pg.mL™ & 260 nm. L’absorbance a 280 nm permet de calculer le ratio d’absorbance 260/280, qui
permet de déterminer la pureté de I’ADN vis-a-vis des protéines, plutdt utilisé dans le cas de dosage
d’ADN eucaryote.

L’utilisation de cet appareil ne nécessite pas de calibration avant chaque mesure. En revanche,
une solution standard d’ADN de thymus de veau & 1 mg.mL™ (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) a été diluée pour effectuer une gamme et vérifier la réponse de 1’appareil. Un blanc d’eau

ultra-pure (utilisée pour 1’élution de I’ADN) a quant & lui été passé avant chaque mesure.

ii.  Par spectrofluorimétrie

Un colorant fluorescent, le SYBR® Green | (Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) est mélangé a la solution d’ADN. Ce fluorochrome a la propriété de se fixer a I’ADN double
brin et d’émettre a 522 nm pour une longueur d’onde d’excitation de 492 nm. Cette méthode nécessite
1’obtention préalable d’une courbe d’étalonnage, effectuée avant chaque mesure a I’aide d’une solution
standard d’ADN de thymus de veau & 1 mg.mL™ (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)

Contrairement a [’étude expérimentale, un spectrofluorimetre (LS55, Perkin Elmer,
Courtaboeuf, France) couplé a du SYBR® Green | (Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise,
France) et a une solution standard d’ADN de thymus de veau & 1 mg.mL™ (Sigma Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) a été utilisé pour le dosage de I’ADN issu du sédiment de la vasiére Ouest-

Gironde.

iii.  Bilan des deux méthodes utilisées
La méthode par spectrophotométrie a été utilisée pour doser I’ensemble de I’ADN extrait des
sédiments et individus de la partie expérimentale de cette these. La méthode par spectrofluorimétrie a
été utilisée pour les sédiments de la vasiére Ouest-Gironde. Ces deux méthodes permettent d’obtenir
une valeur précise de la concentration d’ADN permettant de poursuivre les analyses comme souhaité a

partir de 10 ng.
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o Amplification de I’intergéne ADNr 16S-23S

L’amplification par PCR de I’espace intergénique ADNr 16S-23S a été effectuée en utilisant les
amorces bactériennes universelles marquées a I’extrémité 5’ avec un fluorochrome FAM : S-D-Bact-
1522-B-S-20 (5’-TGC GGC TGG ATC CCC TCC TT-3’) et L-D-Bact-132-a-A-18 primers (5’-CCG
GGT TTC CCC ATT CGG-3’) (Normand et al., 1996). Le mélange réactionnel final (25 pL) était
constitué de 1X de tampon PCR (Promega, Charbonniéres, France), 1.5 mM de MgCl,, 0.3 mg mL™*
de BSA (bovine serum albumine), 5 % de DMSO, 200 uM de chaque deoxynucleoside triphosphate
(Promega, Charbonniéres, France), 0.5 uM de chaque amorce (Invitrogen, Cergy Pontoise, France),
0.25 U de Taq polymerase (Promega) et de 10 ng de matrice d’ADN a 1 ng.uL™. L amplification a été
réalisée a I’aide d’un thermocycleur (Eppendorf AG, France). Aprés la dénaturation initiale a 94°C
pendant 5 min, 35 cycles de dénaturation (94°C, 1 min), hybridation (55°C, 1 min) et d’élongation
(72°C, 1 min) ont été réalisés, suivis d’une phase d’élongation finale (72°C, 10 min). Pour chaque
¢chantillon d’ADN, des triplicats d’amplification ont été effectués a partir de 3x10 ng de matrice

d’ADN. La démarche expérimentale est schématisée sur la figure 11.14.
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Amplification intergéne 16S-23S bactérien

g
Solution i
pure d’ADN

+

Mix réactionnel pour ARISA:

tampon, MgCl,, BSA, DMSO, ’
amorces®, dNTPs, Taq

polymérase \/

FAM*5’-TGC GGC TGG ATC CCC TCC TT-3’
5’-CCG GGT TTC CCC ATT CGG-3’

Gene ARNr 16S % Gene ARNr 23S

ITS bactérien
ciblé et amplifié

X35
4 )
94°C | 94°C
- 72°C| 72°C
5 min|1 min \ 55°C - -
1 min| 10 min \
1 min
\ _J

Dénaturation Hybridation Elongation

=> Obtention d’ITS de tailles différentes

Figure 11.14 : Protocole expérimental de I’amplification de I’'ITS (Intergenic
Transcribed Spacer) bactérien.

» Page 74



» Chapitre Il [Matériel & méthodes]

o Purification de ’ADN bactérien amplifié

Directement apres 1’amplification, les trois produits d’amplification ont été rassemblés puis
purifiés afin d’éliminer les différentes molécules ajoutés (amorces, dNTP...) avec le mélange
réactionnel de la PCR. Cette étape a été réalisée a 1’aide du kit QlAquick PCR Purification Kit
(QIAgen, Courtaboeuf, France) contenant des solutions de lavage des sels ajoutés pour I’amplification
et une colonne d’élution pour obtenir une solution pure d’ADN bactérien (Figure 11.15). Une fois les
produits d’amplification purifiés, ’ADN bactérien a été quantifié par spectrophotométrie ou

spectrofluorimétrie comme décrit précédemment.

Purification ADN bactérien

Solution
¥ = pure d’ITS
' | Ppurification » Elution sur » 16S-23S
\/ amplifiats colonne bactérien

dosée

Figure 11.15 : Protocole expérimental de purification de I’ADN bactérien.

o Electrophorése capillaire

Il s’agit de la derniére étape de I’ARISA, qui permet de discriminer les OTU (Operational
taxonomic Units), et donc d’obtenir I’empreinte moléculaire de la communauté.

Lors de I’amplification, des amorces marquées avec un fluorochrome ont été utilisées, I’ADN
amplifié est donc marqué par ce fluorochrome. L’ADN marqué est injecté dans un réseau de
capillaires remplis de gel d’agarose (un capillaire par échantillon). Grace a un courant électrique et a la
charge négative de I’ADN, ce dernier migre le long du capillaire et passe devant un fluorimétre qui
détecte ’amorce marquée par le fluorochrome : le temps de migration et ’intensité de fluorescence
sont enregistrés. On obtient donc un électrophérogramme ou arisogramme, ou le nombre de pics
correspond a la richesse en OTU, les différentes tailles donnent la composition en OTU, et I’intensité
de fluorescence donne 1’abondance relative de chaque OTU.

Le produit d’amplification (1,5 pL) ajusté par dilution & 10 ng.uL™ a été mélangé a 0,1 pL de
standard interne GeneScan 1200 LIZ (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et a 10 uL. d’Hi-Di
formamide (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Ce mélange a été dénaturé 4 min & 94°C et les
fragments ont été discriminés selon leur taille grace au séquenceur ABI3730XL (Capillary Genetic
Analyser, Applied Biosystems Ltd, Courtaboeuf, France) a la Plateforme Genome-Transcriptome

Pierroton (INRA, Bordeaux, France).
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Les électrophorégrammes obtenus par ARISA ont été analysés avec le logiciel Peak Scanner
(Applied Biosystems). Les pics inférieurs & 200 pb et supérieurs a 1200 pb ont été supprimés, car
considérés comme du bruit de fond. Ensuite, un « optimal divisor » (Od) a été calculé, permettant
d’enlever le bruit de fond de fluorescence entre 200 et 1200 pb et entre 35 et 600 pb, selon Osborne et
al. (2006). Les pics contribuant @ moins de 0,1 % (c’est-a-dire 1’Od) de I’ADN amplifié total
(déterminé par I’intensité de fluorescence relative) ont été éliminés car impossibles a distinguer de la
ligne de base. Les profils ont ensuite été alignés selon 1’algorithme « interactive binner » (Ramette,
2009 - http://www.ecology-research.com) sur le logiciel R (http://cran.r-project.org). Ceci permet
d’éliminer les décalages de pics a plus ou moins une base. On obtient alors une matrice d’abondance
relative (fluorescence) des différents ITS représentant les OTU (Operational Taxonomic Units).
L’ensemble de la démarche est présentée sur la figure 11.16.

Les ARISA issues des sédiments de la vasiere Ouest-Gironde ont été effectuées par Guillaume

Meisterhans dans le cadre de sa thése (Meisterhans, 2012).
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Electrophorése capillaire et traitement des données

ITS 165-23S Fragments d’ADN
bactérien 16S archéen

S

Migration sur gel
en capillaire

Intensité de Intensité de
fluorescence fluorescence
Temps de Temps de
migration migration
Traitement des 3
matrices LI
OTU/abondances - - "= %+
relatives 4

Figure I1.16 : Protocole expérimental de ’ARISA et de la T-RFLP, des solutions d’ADN bactérien et archéen
pures au traitement des matrices OTU/abondances relatives.

111.7.d.Composition des communautés archéennes par Terminal-
Restriction Length Polymorphism (T-RFLP)

Les communautés archéennes des différentes zones de bioturbation, des tubes et des individus
de M. palmata mais aussi de la vasiere Ouest-Gironde ont été analysées par T-RFLP (Terminal-
Restriction Length Polymorphism).
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. Amplification de ’ADNr16S archéen

Cette amplification a été effectuée selon le protocole de Gantner et al. (2011), a partir de la
méme solution d’ADN total extrait et purifié pour I’ARISA, comme décrit dans le paragraphe
précédent. Des amorces universelles archéennes ont été utilisées : 340F 5°-CCC TAY GGG GYG
CAS CAG-3’ marqué avec un fluorochrome FAM en 5°, 1000R 5°-GGC CAT GCA CYW CYT CTC-
3’. Le mélange réactionnel final (25 yL) était constitué de 1X de tampon PCR (Promega,
Charbonniéres, France), 2mM de MgCl,, 0.3 mg mL ™" de BSA (bovine serum albumine), 0,8 mM de
chaque deoxynucleoside triphosphate (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 0.5 uM de chaque amorce
(Promega, Charbonnieres, France), 0.8 U de Tag polymerase (Promega) et de 10 ng de matrice d’ADN
a1 ng.uL™. L’amplification a été réalisée a ’aide d’un thermocycleur (Eppendorf AG, France). Aprés
la dénaturation initiale & 98°C pendant 2 min, 30 cycles de dénaturation (95°C, 30 min), d’hybridation
(57°C, 30 sec) et d’¢longation (72°C, 90 sec) ont été réalisés, suivis d’une phase d’élongation finale
(72°C, 7 min). Pour chaque échantillon d’ADN, des triplicats d’amplification ont été effectués a partir
de 3x10 ng de matrice d’ADN. Le schéma de la démarche expérimentale est présenté sur la figure
11.17.

o Restriction enzymatique des fragments d’ADNr 16S

archéens amplifiés

Cette étape est spécifique de la T-RFLP et utilise le polymorphisme de séquence d’un

fragment d’ADN pour créer un polymorphisme de taille en coupant ce fragment d’ADN au niveau
d’une séquence précise définie par le choix d’une enzyme de restriction.
Chacun des réplicats d’amplification a été traité séparément afin d’avoir des triplicats de restriction
enzymatique. L’enzyme de restriction Alul (Promega, Charbonniéres-les-bains, France), qui a comme
motif de restriction AG ¥ CT sur un brin, et TC ¥ GA sur le brin complémentaire, a été utilisée d’aprés
Luna et al. (2009). Le volume réactionnel (20 ul) était composé lorsque cela était possible de 50 ng
d’ADN amplifié, sinon la quantité la plus élevée possible d’ADN, mais aussi de tampon, de BSA
acétylée et d’enzyme Alul. La digestion s’est faite a 37°C pendant 4 h, puis a été stoppée a 65°C
pendant 20 min (Figure 11.18).
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Amplification géne 16S archéen
Solution |

pure d’ADN

+

Mix réactionnel pour T-RFLP:' ‘;
tampon, MgCl,, BSA, { ’
amorces®, dNTPs, Taq '

polymérase \/

FAM*5’-CCC TAY GGG GYG CAS CAG-3’
5’-GGC CAT GCA CYW CYT CTC-3’

Géne ARNr 16S archéen
X30
4 )

98°C | 95°C

- 72°C | 72°C
2min(30s \ 57°C ,

90s | 7 min \
30s

Dénaturation Hybridation Elongation

=> Obtention de fragments de séquences
différentes

Figure 11.17 : Protocole expérimental d’amplification de I’ADNr 16S archéen.
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Restriction enzymatique

Alul

Enzyme de restriction Alul
coupe ADN a la séquence
7 “AG _roCT” sur un brin et”
Cj” GA” sur brin
complémentaire

=> Obtention de fragments de tailles différentes

Figure 11.18 : Protocole expérimental de la restriction enzymatique de 1’ADN
archéen avec I’enzyme de restriction Alul.

. Purification de ’ADNr 16S archéen amplifié

Directement apres 1I’amplification, les trois produits d’amplification ont ensuite été rassemblés
puis purifiés a 1’aide du kit QIAquick PCR Purification Kit (QIAgen, Courtaboeuf, France), pour
éliminer les différentes molécules ajoutées dans le mélange réactionnel de PCR (Figure 11.19). Un
autre kit de purification est nécessaire par rapport a I’ADN bactérien car les fragments obtenus sont de
plus petite taille. Une fois les produits d’amplification purifiés, I’ADN bactérien a été¢ quantifié par

spectrophotométrie ou spectrofluorimétrie comme décrit précédemment.

Purification ADN archéen Solution
1 _ pure de
i , Purification ] " fr’agments
| | amplifiats » Elution sur » JADN 165
\/ digérés colonne archéen
dosée

Figure 11.19 : Protocole expérimental de purification de I’ADNr 16S archéen amplifié.
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o Electrophorése capillaire

La restriction enzymatique ayant permis d’obtenir des fragments de taille différente selon les
OTU, le principe est le méme que pour I’ARISA, avec une discrimination des OTU en fonction de la
taille des fragments. En revanche, les fragments découpés étant plus petits que les ITS bactériens, le
marqueur de taille est différent. Il s’agit dans le cas de la T-RFLP de LIZ 600 (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France). Le reste du protocole reste le méme, comme cela est synthétisé sur la figure
11.16.

111.7.e. Traitement des électrophorégrammes

Les électrophorégrammes obtenus par ARISA et T-RFLP ont été analysés avec le logiciel
Peak Scanner (Applied Biosystems). Les pics inférieurs a 200 pb et supérieurs a 1200 pb pour
I’ARISA et les pics inférieurs a 35 pb et supérieurs a 600 pb pour la T-RFLP ont été supprimés, car
considérés comme du bruit de fond. Ensuite, un « optimal divisor » (Od) a été calculé, permettant
d’enlever le bruit de fond de fluorescence entre 200 et 1200 pb et entre 35 et 600 pb, selon Osborne et
al. (2006). Les pics contribuant @ moins de 0,1 % (c’est-a-dire 1’Od) de I’ADN amplifié¢ total
(déterminé par I’intensité de fluorescence relative) ont été éliminés car impossibles a distinguer de la
ligne de base. Les profils ont ensuite été alignés selon 1’algorithme « interactive binner » (Ramette,
2009 - http://www.ecology-research.com) sur le logiciel R (http://cran.r-project.org). Ceci permet
d’¢éliminer les décalages de pics & plus ou moins une base. On obtient alors une matrice d’abondance
relative (fluorescence) des différents ITS représentant les OTU. L’ensemble de la démarche est

présentée sur la figure 11.16.

I11.7.f. Abondances procaryotes

o Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est basée sur la fluorescence des cellules marquées au SYBR® Green,
apres excitation a 488 nm. Le SYBR ® Green s’intercale entre les bases nucléotidiques, ce qui les rend
fluorescentes. La distinction des cellules procaryotes se fait grace a leur propriété de diffusion du
faisceau lumineux a angle droit due a leur taille, mais aussi grace a leur fluorescence verte (FL1)
mesurée a 530 + 30 nm.

La premiére étape correspond a la désorption des cellules procaryotes du sédiment, selon le
protocole modifié de Duhamel & Jacquet (2006). Pour cela, 1’échantillon de sédiment a été mélangé a
du Tween 80 (concentration finale de 0,5%) et a du pyrophosphate de sodium (concentration finale de
0,1%). Ce mélange a été agité délicatement 30 min a 720 rpm puis passé 20 min dans un bain a ultra-
sons. La fraction contenant les cellules procaryotes a ensuite été purifiée par migration sur gradient de

densité Gentodenz (1,310 g.mL™) (Amalfatino & Fazi, 2008). Une fois récupérée, la fraction
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contenant les cellules a été stockée dans une solution a 3,7% de formaldéhyde, puis stockée a -80°C
jusqu’aux analyses. Avant passage dans le cytométre en flux, les fractions ont été diluées (1 : 100 v :
v) dans de I’eau de mer artificielle filtrée sur 0,22 pum, puis colorées pendant 10 min avec du SYBR®
Green | pour une concentration de 50puL.mL™ (Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
Un standard interne constitué d’une suspension de billes fluorescentes de 0,97 um de diamétre a été
passé avant chaque échantillon & faible flux, 10 pL.min™, pour avoir un nombre d’événements
inférieur a 500 par seconde (Amalfitano & Fazi, 2008).

Le logiciel CellQuest (Becton, Dickinson and company, Franklin lakes, NJ USA) a été utilisé
pour I’acquisition des données. Il fournit un nombre d’événements par minute, ¢’est-a-dire un nombre
de cellules procaryotes par minute. Ce comptage a ensuite été normalisé par rapport au flux du
cytomeétre, puis ramené au volume de sédiment considéreé initialement.

Cette technique de numération a été utilisée pour déterminer les abondances de cellules
procaryotes dans les sédiments de la vasiere Ouest-Gironde. Elles ont été effectuées a la Plateforme
Cytométrie-Imagerie (Observatoire Océanologique de Banyuls-sur-Mer) par Guillaume Meisterhans

dans le cadre de sa thése (Meisterhans, 2012).
o PCR quantitative en temps réels (QPCR)

La gPCR permet la quantification du nombre de copies d’ADN en méme temps que le
fragment est amplifié, grace a 1’utilisation d’un fluorochrome tel que le SYBR Green qui ne s’intercale
et ne fluoresce seulement qu’entre une séquence double brin. La fluorescence est mesurée a chaque
cycle et est fonction de la quantité de copies produites. Lorsque le cycle seuil (Ct) est obtenu, ¢’est-a-
dire lorsque la fluorescence est plus élevée que le bruit de fond pendant la phase exponentielle de
I’amplification, la concentration d’ADN est dés lors en relation avec le nombre de cycles. Grace a une
courbe standard d’étalonnage réalisée en triplicats pour chaque plaque d’échantillon passée, la
guantification est alors possible.

La premiére étape a consisté a préparer ce standard. Pour cela, un fragment d’ADN a été
inséré dans un vecteur, le plasmide pPGEM®-T (Promega, Charbonniéres, France). Une fois la ligation
de I’insert dans le plasmide effectuée (incubation une heure a température ambiante puis 12 h a 4°C), a
suivi I’étape de transformation bactérienne. Le mélange de ligation a été mis en présence de bactéries,
des Escherichia coli thermo-compétentes JM 109 (Promega, Charbonnieres, France) : 1 uL du
mélange de ligation a été mélangé & 50 pL de bactéries. Le tout a été mis a incuber 20 min dans la
glace, puis 45 sec a 42°C pour faire un choc thermique, ce qui fluidifie les membranes des bactéries et
permet I’insertion des plasmides. Ensuite, pour solidifier les membranes, le mélange a été incubé
2 min dans la glace. Enfin, du milieu de culture liquide a été ajouté et I’ensemble a été placé 1 h a
37°C, puis étalé sur milieu solide. La culture a été placée a 37°C pendant 12 h. Une dizaine de
colonies ont ensuite été récupérées et remises en culture, cette fois dans un milieu liquide, toujours a

37°C. Une amplification par PCR a été réalisée a partir de 5 uL de culture, puis une migration
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¢lectrophorétique sur gel d’agarose a été effectuée pour vérifier que le fragment a bien été intégré.
Cette étape de vérification validée, le plasmide a été extrait et purifié par lyse alcaline (Maniatis et al.,
1982). Cet ADN extrait et purifié en suspension dans de 1’eau ultra-pure avec de la RNase a été dose,
la concentration a été transformée en nombre de copies par unité de volume, puis une gamme de
dilution a été préparée : de 1x10° copies.uL™ & 1x10° copies.uL™. Cette gamme a été utilisée pour
réaliser des courbes standard a chaque passage d’échantillon.

L’abondance d’ADNr 16S bactérien des différentes zones de bioturbation et du tube de M.
palmata a été déterminée par PCR quantitative en temps-réel (QPCR), selon Lopez-Gutiérrez et al.
(2004). La démarche expérimentale est la méme que pour une PCR classique, sauf que la présence du
colorant permet la visualisation en temps réel de 1’amplification et la quantification du nombre de
copies. Pour cela, des amorces bactériennes universelles ont été utilisées, ciblant le géne codant pour
I’ARNr 16S : 341f (5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’) et 515r (5’-ATT CCG CGG CTG GCA-
3’). Le GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Charbinniéres, France) a été utilisé. Le milieu
réactionnel final (22 L) était constitué de 1X de la solution GoTag® gPCR Master Mix contenant les
dNTPs, la Tag polymérase et un colorant dSDNA-binding dans du tampon. Mais aussi d’eau ultra-pure
et des amorces & 3 UM. Une quantité de 5 ng de matrice d’ADN a été ajoutée a ce milieu réactionnel.
L’amplification a été réalisée avec le Mx3000P QPCR System (Stratagene, Agilent Technologies,
France). Aprés une phase de dénaturation initiale de 10 min a 95°C, 45 cycles de dénaturation (95°C,
30 sec), d’hybridation (50°C, 30 sec) et d’élongation (72°C, 30 sec) ont été effectués, suivis par 1 min
a 95°C, 30sec a 65°C, et 30 sec a 95°C. Cette quantification a été réalisée dans le cadre de la
plateforme de biologie moléculaire de la Station Marine d’Arcachon (responsables. P. Gonzalez et C.
Daffe).

. Bilan des deux méthodes

Ces deux techniques permettent d’approcher différemment 1’abondance microbienne. La
cytométrie en flux a ’avantage d’étre rapide et automatisée en milieu liquide. Elle permet d’obtenir un
nombre de cellules procaryotes par échantillon (Lemarchand et al., 2001). Dans le cas du sédiment,
elle s’avere moins rapide car nécessite une étape de désorption des biofilms bactériens associés aux
particules (Danovaro et al., 2001b). De plus, la distinction entre les abondances bactérienne et
archéenne ne peut étre obtenue. La PCR quantitative en temps réel est une approche moléculaire
moins rapide et automatisée que la cytométrie en flux. Elle nécessite en effet 1’extraction et la
purification préalable de I’ADN. En revanche, méme si dans notre étude nous avons ciblé le groupe
des bactéries dans leur ensemble, cette technique rend possible la détermination de 1’abondance d’un
groupe taxonomique ou fonctionnel précis, grace a 1’utilisation d’amorces ciblées. La qPCR permet
d’obtenir un nombre de géneS qui ne peut étre extrapolé a un nombre d’individus comme pour la
cytométrie. En effet, certains fragments d’ADN peuvent avoir plus ou moins d’affinité vis-a-vis des

amorces sélectionnées, leur nombre de copies peut alors étre sur- ou sous-estimé (Reysenbach et al.,
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1992 ; Acinas et al., 2005 ; Smith & Osborn, 2009), et un individu peut posséder plusieurs copies de
1I’opéron ciblé et donc son abondance est surestimée (Klappenbach et al., 2000).

Ces deux approches, bien qu’étant utilisées ici dans le méme objectif d’obtenir I’abondance
bactérienne et procaryote, n’aboutissent pas au méme type de résultats. Ces derniers ne sont donc pas
comparables. Ceci ne cause pas de probléme dans notre travail car chacune de ces deux techniques a
été employée dans deux parties distinctes de la thése ou les abondances ne nécessitent pas d’étre

compareées entre elles.

111.7.g. Consommation biologique d’oxygéne

. Principe de la méthode

La mesure de la concentration en oxygéne est basée sur 1’utilisation d’optodes mesurant la
concentration en oxygéne sans consommation de cet oxygéne, méthode développée par Pyroscience
(Allemagne). L’optode est une membrane sensible a I’oxygene, qui fluoresce de manicre
proportionnelle a la concentration en oxygéne. Une fibre optique (SPFIB-BARE, PyroScience, GmbH,
Allemagne) a été positionnée sur la paroi extérieure de 1’incubateur, le faisceau dirigé sur 1’optode
pour détecter cette fluorescence, en prenant une mesure par seconde. Cette fibre optique était reliée a
un datalogger qui récupére et interpréte le signal de la fibre optique (Firesting O,, PyroScience GmbH,
Allemagne), lui-méme relié a un ordinateur et piloté par le logiciel Firesting Logger pour suivre
I’évolution de la concentration d’oxygene au cours du temps dans les incubateurs. Des incubateurs de
4 mL (OXVIALA4, PyroScience GmbH, Allemagne) avec ’optode collée a I’intérieur (sous forme

d’une bandelette) ont été utilisés.
o Dispositif expérimental

Les incubateurs ont été placés dans un bac d’eau a 16,5 £ 1°C, dans une piece thermostatée et
a ’obscurité, la méme que celle ou étaient placés les aquariums. De plus, pour que le logiciel puisse
calculer la pression partielle d’oxygene, la pression atmosphérique a été rentrée dans le logiciel chaque
journée de mesure. Enfin, les incubateurs ont été placés sur des agitateurs magnétiques afin
d’homogénéiser constamment le sédiment pendant la mesure. Le montage mis en place est présenté

sur la figure 11.20.
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Figure 11.20 : Dispositif expérimental de mesure de la consommation biologique d’oxygéene a 1’aide d’optodes.

. Témoins de mesure
Sachant que :

(1) le sédiment préelevé provient de la couche oxique ;

(2) seuls quelques milligrammes sont nécessaires a la mesure ;

(3) le sédiment est dés son dépdt dans I’incubateur sous agitation pendant environ 2-3 minutes
en présence d’oxygeéne, avant méme d’avoir ajouté 1’eau pour compléter le volume, et
donc avant d’avoir fermé l’incubateur, 1’hypothése de travail selon laquelle seule la
consommation biologique est mesurée pendant 1’incubation et pas la consommation
biologique plus la consommation chimique a été émise. De plus, le sédiment ayant été
défaung, il ne peut y avoir de consommation d’oxygene induite par de la macrofaune. Il
s’agit donc d’une consommation biologique d’oxygene par les microorganismes et

éventuellement par de la méiofaune ;

il s’agit de confirmer I’absence de consommation chimique. Pour cela du sédiment de surface a été
prélevé, et divisé en trois: une partie a été traitte comme les échantillons, un autre aliquot a été
inactivé par ajout de chlorure mercurique (HgCl,), et un dernier a été inactivé par autoclavage (cf

Figure 11.21). La consommation d’oxygéne des deux sédiments inactifs étant nulle, il en a été déduit
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que la mesure de la diminution de la concentration d’oxygéne observée pour du sédiment frais
correspond uniquement a de la consommation biologique d’oxygéne, sans consommation chimique.
Les consommations d’oxygene calculées a partir des cinétiques de décroissance de la concentration
d’oxygéne correspondent donc a de la consommation biologique uniquement, aucune valeur de

consommation chimique n’a été Otée.

. Mesures des bioessais

Dans I’heure suivant les prélévements, la consommation biologique d’oxygene d’un aliquot de
500 ul environ de sédiment a été mesurée. Parfois, la quantité de sédiment prélevé a été trop faible
pour pouvoir effectuer cette mesure. Une fois les 500 uL placés dans I’incubateur sous agitation

magnétique, de ’eau de mer filtrée sur 0,22 pum et stérilisée par autoclavage a été ajoutée pour remplir

110
100 :
X 90 -
[}]
c
D
o
3 80
(o)
70 O sédiment autoclavé
sédiment frais
O sédiment + HgClo
60 T T T T T
0 100 200 300 400 500 60C

Temps (sec)

Figure 11.21 : Exemple de cinétique de décroissance de I’oxygéne de sédiment frais
(gris clair), de sédiment avec du chlorure mercurique (gris foncé) et de sédiment
autoclavé (noir).

compleétement I’incubateur. La mesure (pourcentage d’air saturé) commengait au moment ou
I’incubateur était fermé et durait 15 minutes avec un pas d’une seconde, toujours sous agitation
constante. A la fin, le sédiment a été récupéré puis rincé et lyophilisé pour avoir le poids sec de
sédiment incubé.

En parallele, d’autres aliquots de sédiment ont été prélevés puis autoclavés afin d’inactiver les

communautés vivantes. Ce sédiment inactif biologiquement a servi de blanc de mesure.

» Page 86



» Chapitre Il [Matériel & méthodes]

Comme précédemment, le sédiment a été récupére, rincé et lyophilisé une fois la mesure
effectuée. Le sédiment autoclavé pour certains échantillons a permis de vérifier a chaque journée de
mesure que la respiration du sédiment inactivé était bien nulle, comme mesuré pour les témoins de

mesure.
) Traitement des cinétiques obtenues

A la fin des mesures, un fichier contenant une valeur de pourcentage de pression partielle
d’oxygene (%a.s.) par seconde est obtenu. Ce pourcentage est transformé en concentration d’oxygeéne

(en umol.L™) grace a 1’équation suivante :

%a.s.
[0,] = 00 X C100(T, P, S)

ol Cygo est le coefficient de solubilité de I’oxygéne, exprimé en pmol.L™ qui est fonction de la
température (T), de la pression atmosphérique (P) et de la salinité (S).

Cette concentration est ensuite transformée en mg.L™ grice a I’équation suivante :

[0,1(mg.L™) = [0,](umol. L™1) X

1000

Enfin, cette concentration est ramenée a la quantité d’oxygene présente dans le volume
d’incubation, puis a la quantité de sédiment (en poids sec). A partir de ces valeurs en pgd’O,.gPS™,
une courbe est tracée en fonction du temps d’incubation (Figure 11.22 en haut), permettant de choisir
la pente maximale qui reflete les conditions initiales comme encadré sur la figure 11.22 en haut.
Ensuite, la plage de valeurs correspondante est sélectionnée afin de garder le plus grand nombre de
valeur, tout en restant dans la pente maximale linéaire initiale (Figure 11.22 en bas). La consommation
biologique d’oxygeéne correspond enfin a cette pente maximale de décroissance de I’oxygeéne en

fonction du temps, exprimée en pg0,.9'PS.sec™.
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Figure 11.22 : Exemple d’évolution de la concentration en oxygeéne mesurée a [’aide
des optodes.

IV. Traitement des données et analyses statistiques

IV.1. Comportement, remaniement sédimentaire et bioirrigation

La modélisation du coefficient de bioirrigation a été effectuée sur le logiciel MatLab

(MathWorks), grace a un module développé par Pascal Lecroart.
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L’effet des différents facteurs testés sur ces paramétres (densité de population, disponibilité de
la matiére organique...) a été testé par multivariate permutational ANOVA: PERMANOVA
(Anderson, 2001 ; McArdle & Anderson, 2001), a partir des matrices de similarité de Bray-Curtis, via
I’utilisation du logiciel PRIMER® v6.0 avec le supplément PERMANOVA+ (Clarke & Warwick,
2001 ; Anderson, 2006).

IV.2. Composition des communautés bactériennes

A partir de la matrice d’abondance relative des OTU obtenue, 1’indice de diversité de Simpson

a été calculé selon la formule suivante (Simpson, 1949) :

N 2
= (o6
< Nz
oU N; est I’abondance relative d’un OTU et Nt le nombre d’OTU total.
Ensuite, les similarités de Bray-Curtis ont été calculées pour établir une matrice de ressemblance selon

1I’équation suivante (Bray & Curtis, 1957) :

1 - (2|0TU; 4 — OTU; )
2(0TU;q + OTU; )

avec OTU;, I’abondance relative de I’OTU; dans I’échantillon a, et OTU;, ’abondance relative de

BC =100 X

I’OTU; dans I’échantillon b, via I’utilisation du logiciel PRIMER® v6.0 avec le supplément
PERMANOVA+ (Clarke & Warwick, 2001 ; Anderson, 2006). A partir de cette matrice, une MDS a
été effectuée pour représenter la structure des communautés. Les effets de la bioturbation de M.
palmata et de la disponibilitt en matiére organique ont ensuite été testés par multivariate
permutational ANOVA : PERMANOVA (Anderson, 2001 ; McArdle & Anderson, 2001).

IV.3. Composition des communautés de macrofaune benthique

A partir de la matrice d’abondance, le méme traitement a été effectué que pour la composition
des communautés bactériennes. Pour la représentation des communautés dans la vasiére Ouest
Gironde, un cluster a été réalisé, toujours a I’aide du logiciel PRIMER® v6.0 avec le supplément

PERMANOVA+ (Clarke & Warwick, 2001 ; Anderson, 2006).

IV.4. Paramétres sédimentaires, profondeur de pénétration de 1’oxygene,

abondance de ’ADNr 16S et consommation biologique d’oxygéne

Les effets de la bioturbation de M. palmata, de la disponibilité et de la qualité de la matiéere
organique et de la position dans la vasiére Ouest Gironde sur les propriétés sédimentaires ont été testés
par multivariate permutational ANOVA : PERMANOVA (Anderson, 2001 ; McArdle & Anderson,
2001), a partir des distances euclidiennes entre chaque échantillon pour les propriétés sédimentaires, et

a partir des similarités de Bray-Curtis pour les abondances et la consommation biologique d’oxygeéne.
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V. Tests de mise en évidence des communautés archéennes des
sédiments par T-RFLP

Le protocole de T-RFLP décrit dans Gantner et al. (2011), a été adapté et utilisé pour la
caractérisation des communautés archéennes des sédiments du bassin d’Arcachon (Meisterhans,
2012). Des études ont signalé des problémes d’amplification aspécifique en utilisant ce couple
d’amorces (La Riviére, 2013). De notre c6té, aucune amplification d’ADNr 16S archéen n’a pu étre
obtenue de maniere reproductible. Plusieurs hypothéses peuvent étre a ’origine de cette absence

d’amplification :

(1) Un probléme lors de la phase d’extraction et de la purification de I’ADN total : mauvais
rendement d’extraction (Smith & Osborn, 2008), présence d’inhibiteur(s) comme de
1’éthanol ou des acides humiques dans 1’éluat (Wilson, 1997, Schrader et al., 2012).

(2) Un probléme de conservation de I’extrait d’ADN.

(3) Une mauvaise concentration en chlorure de magnésium (MgCl,) dans le mélange
réactionnel : I’ion Mg*" provenant du MgCl, est un cofacteur essentiel de la Taq
polymérase. Une concentration trop élevée peut induire des amplifications aspécifiques, et
une concentration trop faible a un mauvais fonctionnement de 1’enzyme, et donc a de
mauvaises amplifications (Wilson, 1997)

(4) Une température d’hybridation trop élevée peut étre a 1’origine d’une mauvaise
hybridation des amorces sur les fragments a amplifier (Wilson, 1997). Au contraire, une
température trop faible ne permet pas une bonne spécificité d’hybridation, ce qui induit
des amplifications aspécifiques.

(5) Un probléme au niveau des amorces ou des différents produits du mélange réactionnel.

(6) L’absence ou la présence en trop faible abondance d’archées dans les échantillons.

La premiére hypothése a pu étre éliminée rapidement, étant donné que c’est a partir des
mémes éluats d’ADN total extrait que les intergénes ADNr16S-23S bactériens ont été effectués et
aucun probléme d’amplification n’a été identifié. Mais la conservation a été supérieure a un an dans
des congélateurs ayant subi des aléas électriques.

Les autres hypothéses ont été testées a partir d’échantillons ou la présence d’archées avait
préalablement été vérifiée, des controles positifs constitués d’ADN archéen acheté provenant de deux
entreprises : Halobacterium salinarum et Sulfolobus solfataricus (DSMZ, Braunschweig, Allemagne
pour un lot et LGC standards, Molsheim, France) ; un contréle négatif constitué d’un mélange d’ADN
bactérien de bivalves, et un témoin négatif constitué d’eau ultra-pure stérile, et ce avec deux jeux
d’amorces 340F/1000R (Invitrogen, Cergy Pontoise pour le lot n°1, France ; Eurogentec, Angers,
France pour le lot n°2). Lors d’une seule et unique amplification, ces échantillons, contrdle et le

témoin négatif ont été testés avec différents mélanges réactionnels (Tableau 11.5.), et a différentes
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températures d’hybridation, sélectionnées en fonction des températures d’hybridation fournies pour

chaque amorce.

Tableau 11.5: Composition des différents mélanges réactionnels préparés et des différentes températures
d’hybridations testées pour amplifier ’ADNr 16S archéen. Les températures correspondent aux températures
d’hybridation indiquées avec les certificats d’amorces

Meélange Mélange Mélange Mélange
réactionnel 1 réactionnel 2 réactionnel 3 réactionnel 4
Concentration
1,5 15 2 2
MgCl, (mM)
Lot d’amorces N°1 N°2 N°1 N°2
Ifl:"l‘:e,rjti’,re 340F : 52°C 340F : 62°C 340F : 52°C 340F : 62°C
ybridation 1000R : 47°C 1000R : 58°C 1000R : 47°C 1000R : 58°C

des amorces

Sur I’ensemble de la plaque (Figure 11.23), la présence d’un signal aprés amplification a été
testée sur 28 échantillons (avec un cercle creux sur le plan de plaque) par électrophorése sur gel
d’agarose (1% d’agarose dilué dans du TAE 1X). Tous les témoins et controles négatifs vérifiés
¢taient négatifs. Sur les 23 échantillons vérifiés restant, seuls cinq ont permis d’obtenir un signal aprés
électrophorése (avec un signe « + » sur le plan de plaque).

Comme observé avec nos échantillons, des amplifications aléatoires ont été obtenues, entre
53,6 et 59,2°C de température d’hybridation, validant la température moyenne de 57°C du protocole
de base. De plus, c’est majoritairement avec le mélange réactionnel n°3 (« Mix 3 » sur le plan de
plaque) que les amplifications ont fonctionné, ¢’est-a-dire avec le lot d’amorce utilisé habituellement
et la concentration en MgCl, du protocole initial, 2 mM.

Il conviendrait, au vu de ces résultats, de tester a partir de lots de produits réactionnels et de
contrdles neufs, chaque étape du protocole afin de comprendre comment et pourquoi nous avons pu
obtenir a la fois des signaux positifs et négatifs dans des conditions similaires et simultanées, a
I’échelle d’une plaque. Par manque de temps et de moyens, 1’analyse des communautés archéennes par

T-RFLP n’a pas pu étre développée dans cette these.
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Figure 11.23 : Plan de la plaque test effectuée pour amplifier I’ADNr16S archéen avec pour chaque puits le
mélange réactionnel, la provenance de I’ADN et la température d’hybridation appliquée a chaque colonne. Les
cercles creux représentent les échantillons dont I’amplification a été vérifiée par électrophorese, et la croix verte

‘ceux dont la réponse a été positive avec apparition d’une bande a 650 pb sur le gel de vérification.
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CHAPITRE I

Melinna palmata Grube 1870 : un
modele biologique pour ['étude du
controle des communautés bactériennes
de interface eau-sédiment par la

bioturbation
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Préambule

De nombreuses études ont mis en évidence le contréle des communautés bactériennes
(abondance, biomasse, viabilité, structure ou encore fonction) par la bioturbation induite par
invertébrés benthiques. Parmi les différents modéles d’invertébrés utilisés, qu’ils appartiennent au
groupe taxonomique des polychetes, des mollusques ou des crustacés, le point commun est le
remaniement sédimentaire en profondeur, avec souvent la construction de terriers ou de galeries
jusqu’a plusieurs centimétres en profondeur. La problématique récurrente est donc de savoir si les
communautés bactériennes de I’interface eau-sédiment ont les mémes propriétés que celles des parois
des terriers ou galeries creusés en profondeur dans le sédiment. Pour cela, la stratification verticale des
groupes fonctionnels bactériens dans les sédiments doit étre prise en compte, ainsi que les effets des
oscillations redox induites par 1’activité des invertébrés dans les structures biogenes. Cependant,
aucune étude ne s’est focalisée sur les premiers millimétres oxiques de I’interface eau-sediment. Dans
ce contexte, I’objectif de ce chapitre est double. Il s’agit, dans une premicre partie, de valider
I’utilisation de Melinna palmata pour étudier I’impact direct d’un invertébré benthique sur la structure
des communautés bactériennes aérobies des premiers millimétres oxiques de I’interface eau-sédiment.
Le but est de s’affranchir de la stratification verticale et des modifications que peuvent induire les
oscillations redox au travers des activités de la macrofaune dans la colonne sédimentaire. Dans une
seconde partie, la réponse des individus placés en conditions expérimentales a des facteurs controlant
leur activité (marée, photopériode, densité de populations) a été testée. L’objectif a été de mettre en
perspective les résultats obtenus dans la premiere partie de maniére expérimentale et controlée
(obscurité et immersion constantes) aux résultats obtenus dans le cas ou des facteurs
environnementaux de controle ont été soumis, afin de voir si nos résultats peuvent étre extrapolés au

milieu naturel.
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l. PARTIE 1 — Melinna palmata remanie les premiers millimétres et
structure les communautés bactériennes aérobies de D’interface eau-

sédiment

Melinna palmata bioturbation structures bacterial community composition at the sediment-

water interface

MASSE Cécile, GARABETIAN Frédéric, DEFLANDRE Bruno, COSTES Laurence, MESMER-
DUDONS Nathalie, DUCHENE Jean-Claude, GREMARE Antoine, CIUTAT Aurélie

UMR CNRS 5805 EPOC, Station marine d’Arcachon, Université de Bordeaux, France

1.1. Abstract

Sediment-water interface plays a key role in ecosystem functioning. Bioturbation by
macrofauna inhabiting this sediment is known to control bacterial communities of sediment. The aim
of this study was to describe the behaviour and the bioturbation of a species which disturbs essentially
the sediment water-interface, and to determine its effects on the bacterial community composition of
the sediment surface. The behaviour of the polychaete Melinna palmata was assessed by image
analysis and we found that it was active 89.5 + 2.40 % of the time on the sediment-water interface, and
reworked on average 49 + 14 cm? of the sediment-water interface. Image analyses coupled with the
use of thin aquaria demonstrated that this bioturbation mode did not belong to any existing functional
group of bioturbation. It reworked only the top millimetres of the sediment surface by exerting a non-
local transport of particles, which created three distinguishable zones easily collectables: undisturbed
sediment, a prospected area and a faecal mound whose sediment properties (size of particles, organic
matter contents and oxygen penetration depth) were significantly different. These results were
supported by the presence of different bacterial communities assessed by ARISA in each of the three
areas, differentiated by the feeding behaviour of M. palmata: prospection, ingestion and egestion of
some bacteria, and regular disturbance of the sediment surface. To our knowledge, this is the first
study on the impact of bioturbation by a macro-invertebrate on the distribution patterns of bacterial

community composition at the very oxic layer of the sediment-water interface.
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1.2. Introduction

Sediment water interface is the ultimate receptacle of marine or continental organic deposits. It
plays a key role in ecosystem functioning, being a hotspot of biogeochemical processes such as
nutrient recycling (Graf, 1989; Henrichs, 1992). These processes, catalyzed by prokaryotes, are most
efficient in the very sediment-water interface, under aerobic conditions (Glud et al., 2003; Pischedda
et al., 2008).

Macrofauna bioturbation induces a redistribution of sediment particles and/or pore-water, by
sediment reworking and bioirrigation respectively (Rhoads, 1974; Kristensen et al., 2012). Depending
on the behaviour of species, the mixing of particles is different. Five major functional groups of
sediment reworking have been described (Francois et al., 1997; Gerino et al., 2003, and Solan and
Whigam, 2006): the biodiffusors, the gallery diffusors, the upward conveyors, the downward
conveyors and the regenerators. It has been shown that bioturbation influences biogeochemical
processes at the sediment-water interface (e.g. Aller, 1994; Aller and Aller, 1998; Lohrer et al., 2005;
Furukawa, 2005) and exerts a control on bacterial communities either by transporting them with
particles or by changing their environment. Bioturbation affects bacterial abundance, biomass or
viability (e.g. Aller and Yingst, 1985; Reichardt, 1988), community structure (e.g. Bertics and Ziebis,
2009; Laverock et al., 2010) or functions (Bertics et al., 2010; Gilbertson et al., 2012).

There is a common feature between the different bioturbator models used to highlight this
control of bacterial communities by bioturbation: all the studied organisms are active within the
sediment thickness affecting the vertical organization of the sediment column. The addressed question
is whether the bacterial communities of the burrow wall in depth are the same than in the ambient oxic
and/or anoxic sediment (e.g. Papaspyrou et al., 2006; Laverock et al., 2010; Pischedda et al., 2011).
To answer this question, authors had to take into account the vertical stratification of sediments and
thus the vertical distribution of bacterial communities according to their metabolism (Froelich et al.,
1979; Burdige, 1993). Authors also had to take into account the redox oscillations induced by the non-
constant activity of macrofauna in the sediment, mainly the non-constant irrigation of the structures.
The aim of this study was to focus on the direct effect of bioturbation on the structure of bacterial
community composition, avoiding the influence of the vertical distribution of bacterial communities in
the sediment. For this we had to (1) select a new biological model which is active and induces
bioturbation only on the very sediment-water interface, and (2) validate this model by a preliminary
study of bioturbation effects on sediment properties and bacterial community composition of the very
sediment-water interface.

The polychaete Ampharetidae Melinna palmata was a good candidate. It has a large boreo-
mediterranean distribution (Grehan, 1991). The species occurs on the Atlantic coasts from Norway to
Morocco (Guillou and Hily, 1983; Grehan, 1991; Cacabelos et al., 2011), but also in the Black Sea,
the Sea of Azov, the Persian Gulf and the Mediterranean Sea (Holthe, 1986) for example in the gulf of

» Page 98



» Chapitre Il [Melinna palmata comme modele biologique]

Tunis (Zaabi and Alfi, 2006). It has been recorded all around the French coasts (RESOMAR — REseau
des Stations et Observatoires MARins — http://resomar.cnrs.fr/bases/index.php - on October 30, 2013;
Dauvin et al., 2003). In addition it could be found in high densities. More than 6000 individuals m™
were found in the Zostera noltei meadow of Germanan in Arcachon Bay (Bernard et al., 2014). As M.
palmata belongs to the feeding guild of the “SST: Surface deposit feeding Sessile Tentaculate” worms
(Fauchald and Jumars, 1979), an activity on the sediment-water interface was expected. This was
supported by the description of faecal mounds of M. palmata observed on the sediment surface on the
west coast of Scotland (Olafsson et al., 1990). To our knowledge, no study on the feeding behaviour
and the bioturbation of M. palmata has been conducted so far.

To fill this lack of information we first qualified and quantified the behaviours of M. palmata
on the sediment surface. For a better understanding of its feeding behaviour, a description of its
feeding organs had to be carried out. The bioturbation was then quantified, and its effect on sediment

properties and bacterial communities of the very sediment-water interface was assessed.
1.3.  Materials and Methods

.3.a. Organisms collection and maintenance

For the present study, all individuals of M. palmata were collected in Arcachon Bay between
April 2012 and February 2014, at the site “Germanan” (44°42°726°’N, 1°07°940°°W). Tubes of M.
palmata were isolated from the sediment by sieving on a 1 mm-mesh, and collected one by one. M.
palmata were carefully extracted from their tubes under binocular microscope. They were then
acclimatised in tanks containing 1 mm-sieved sediment from Germanan and continuous seawater flow

until the beginning of the experiments.

1.3.b. Experimental setups

Just before the experiments, the individuals of M. palmata were carefully removed from their
tube under binocular microscope. After a 10 days stabilisation period of the sediment, one M. palmata
was added at the centre of each aquarium. Then, another 10 days acclimatisation period allowed the
worms to build a new tube and burrow inside the sediment prior to the beginning of the experiments.
The experiments were performed in either small aquaria (11.5%17.5%6.5cm) or thin aquaria
(17x33%0.5 cm) filled with 1 mm - sieved sediment and placed under continuous filtered seawater
flow from Arcachon Bay. Incubations were all carried out in the dark and under continuous flow of
filtered seawater from Arcachon Bay (air temperature 18 + 2°C; seawater temperature 16.0 + 1.85 °C;
seawater salinity 31 + 1.7). The weights of the individuals used for experiments were 20.9 + 8.8 mg
WW (wet weight) for the bioturbation experiments and 41.5+ 16.5mg WW for the biological

description.
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1.3.c. Anatomy of Melinna palmata

M. palmata Grube, 1870 measures between 15 and 50 mm long for 2 to 3 mm wide. It has 16
thoracic and about 60 abdominal segments. The base of the two sets of four gills is implanted on the
dorsal part of the first segment. It lives in a cylindrical tube, membranous inside and coated by muddy
particles outside, both in intertidal and subtidal muddy bottoms and seagrass beds (Fauvel, 1927;
Hayward and Ryland, 1990; Rouse and Pleijel, 2001). It secondary production has been measured
around 0.42 g Cyr™ in Southampton waters (Oyenekan, 1988) and its life span estimated between 2
and 2.5 yr in the inner Galway Bay in Ireland (Grehan, 1991). Guillou and Hily (1983) highlighted its
high capacities of recolonisation in the harbour of Brest thanks to demographic strategies.

The anatomy of the feeding organs of M. palmata was studied by scanning electron
microscopy (SEM). The heads and tentacles of 15 individuals were fixed in 2.5 % glutaraldehyde with
0.4 M of cacodylate buffer and 7 % of NaCl for 24 h. They were then rinsed 3 x 30 min in a solution
containing 0.4 M of cacodylate and 4 % of NaCl. Samples were post-fixed with 2 % of osmium
tetroxide, 0.4 M of cacodylate and 10 % of NaCl. They were next dehydrated by incubations in
alcohol: 10 min in 50 % alcohol, 10 min in 70 %, 10 min in 90 %, 10 min in 95 %, 2 x 10 min in
absolute and 15 min in propylene oxide. Critical-point-dried reached, there were coated with gold and
observed with a Quanta 200 SEM (FEI Company, Mérignac, France), operated by the Bordeaux
Imaging Centre (microscopy pole, Bordeaux University). The number of tentacles of 10 individuals
was quantified with a stereomicroscope (SMZ25, Nikon ®). To ensure that tentacles were out of the
mouth and visible, individuals were beforehand left one hour in filtered (0.22 um) and sterilised

seawater.
1.3.d. Behaviour of Melinna palmata

Surface sediment was lighted with infrared light and a peye video captor (IDS peye Ul-
1580SE-C-HQ, Stemmer Imaging, France) was positioned at about 30 cm above the sediment water
interface. This system was connected to a computer and piloted by the acquisition software
Obvious_MicroLum (developed by Jean-Claude Duchéne). During periods of 12 to 24 h, the activity
of 14 M. palmata was monitored separately, based on a photo every 10 s assembled at the end in an
AV video format. AVI films were then used (1) to determine the different behaviours of M. palmata
viewing each film image by image, (2) to quantify the percentage of time allocated to each behaviour,
and (3) to quantify the intensity of each behaviour in cm?min™. For the latter, the software
Obvious_AviExplore (developed by Jean-Claude Duchéne) was used. It compares the grey level

differences between two consecutive images, pixel by pixel.
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1.3.e. Sediment reworking by Melinna palmata

Sediment reworking with depth induced by M. palmata was followed using a particulate-tracer
method in a thin aquarium (Maire et al., 2008). About 1.5 g of luminophores (Ecotrace, Environmental
Tracing ®, median diameter = 35 M, Aexcitation = 365 NM) were spread on the sediment-water interface
at the beginning of the experiment. Every 24 h during 15 days, a photography of one side of each
aquarium was taken (Nikon ® D7000 Reflex 16.2 Mpixels, lens AF-S DX 18-105 mm) under UV
light (A =302 nm) to discriminate luminophores from the surrounding sediment. Photographs were
then analysed using the software Lumino (developed by Alicia Romero) to count luminophores
depending on depth.

The surface of sediment reworked was quantified using photos (Nikon ® D7000 Reflex 16.2
Mpixels, lens AF-S DX 18-105 mm) taken every day under ambient light of the sediment-water
interface of each aquarium. The areas on the sediment water interface induced by the bioturbation of
M. palmata, the prospected area and the faecal mound surrounded by the undisturbed sediment, were
then calculated with the software Image J (National Institues of Health, http://rsh.info.nih.gov/ij/).

The volume of sediment reworked on the sediment-water interface was determined by
microtopography mapping, using a laser telemeter (Sick OD80) fixed on a set of motorised cross
tables (410XR Parker Hannifin precision linear positioners) connected to Vix500 Microstepper
Indexer Drives with XL PSU power supplies (Maire et al., 2008; Duchéne, 2012). This system was
connected to a computer and piloted by the software Obvious_Topo (developed by Jean-Claude
Duchéne). Data acquired in volts were transformed in mm by calibration with an object of known size.
Then the reworked sediment volume per unit of time was calculated comparing the values between

two consecutive microtopographies.

1.3.f. Measurements of sediment properties and bacterial community

composition of the sediment-water interface

Sampling procedure. Sediment from each area resulting from the bioturbation of M. palmata
was sampled: the prospected area, the faecal mound, and the undisturbed sediment. A core of
undisturbed sediment, the tube of Melinna palmata and the organism itself were also systematically
sampled. To this purpose, a pipette tip has been cut to to allow the passage of the largest particles and
fixed instead of the needle on a 10 mL syringe. Surface sediment of each area was aspirated with this
system, homogenised and divided for the different physico-chemical and bacterial analyses.

Sediment properties. Dissolved oxygen in the sediment was measured by microprofiles with
Clark-type sensors (Revsbech, 1989) from Unisense A/S with a tip diameter of 100 um. Depth
increment was 100 um thanks to the use of a motor controlled micromanipulator (MC-232, Unisense).
Sensors were connected to an OXY-METER (Unisense), connected itself to a computer and piloted by

the SensorTrace PRO v3.0 (Unisense A/S) software. Oxygen profiles were analysed using the
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PRO2FLUX software (Deflandre and Duchéne, 2010) to obtain the penetration depth and fluxes of
oxygen. Grain size of sediments from the prospected area, the faecal mound, the undisturbed sediment
and the undisturbed sediment column sediments was assessed using a Malvern® Master Sizer laser
microgranulometer (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, England). Chlorophylls a, b and ¢ and
phaeophytin a, b and ¢ were measured on a 6 mL 90 % acetone extract of around 400 mg of sediment
using a Perkin Elmer® spectrofluorometer (Courtaboeuf, France) according to Neveux and Lantoine
(1993) for sediments from the prospected area, the faecal mound, the undisturbed sediment and the
undisturbed sediment column. Particulate organic carbon (POC) and nitrogen (PON) of sediment and
tubes were measured using a ThermoFinnigan® Flash Elemental Analyser Series 1112 (Thermo
Scientific, France). POC was measured after decarbonation with HCI at 0.2 N.

Bacterial community composition. Bacterial community composition was characterized by
ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis), a PCR-based whole-community
fingerprinting method (Fisher and Triplett, 1999). Within two hours after collection, 0.465 = 0.003 g
of sediment of each zone and tubes of organisms were placed in preservative buffer (100 mM Tris-
HCI [pH 8.0], 100 mM EDTA [pH 8.0], 1.5 NaCl and 1 % [wt/vol] cetyltrimethylammonium bromide)
(Zhou et al., 1996). Samples were stored at -80°C until analysis. DNA extraction was realised on
700 uL of homogenised thawed sediment sample. DNA was extracted and purified coupling a bead
beating method (Lysing matrix E tubes) and Fast Prep (MP Biomedicals, Illkrich, France): two runs at
5.5 ms™ during 30 s with the use of an extraction kit UltraClean® Soil DNA Isolation Kits (MO BIO
Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA). The amount of extracted and purified DNA was quantified by
spectrophotometry with 2 pL of DNA solution, using an Epoch microplate spectrophotometer (Biotek
instruments). The bacterial community composition in and around M. palmata was also analysed.
After one hour of depuration of organisms in sterilised seawater, each organism was placed in a
grinding buffer (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM Na EDTA [pH 8.0]). Organisms were grinded
with a tissue homogenizer (blade OMNI TH) and 400 pL of the ground product were placed in 1 mL
of preservative buffer (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM EDTA [pH 8.0], 1.5 NaCl and 1 %
[wt/vol] cetyltrimethylammonium bromide) (Zhou et al., 1996). Samples were stored at -80°C until
analysis. DNA extraction was realised on 700 puL (5 mg) of homogenised thawed organism sample.
DNA was extracted and purified coupling a bead beating method (Lysing matrix A tubes and Fast
Prep (MP Biomedicals, Illkrich, France): 6 m s™ during 40 s) to the QlAamp DNA mini kit (QIAgen,
Courtaboeuf, France). The amount of extracted and purified DNA was quantified by
spectrophotometry with 2 pL of DNA solution using the Epoch microplate spectrophotometer (Biotek
instruments). DNA samples of sediment and organisms were then processed in the same manner. PCR
amplification of the 16S-23S rDNA intergenic spacer was carried out using 5’FAM labeled S-D-Bact-
1522-B-S-20 (5’-TGC GGC TGG ATC CCC TCC TT-3’) and L-D-Bact-132-a-A-18 primers (5’-CCG
GGT TTC CCC ATT CGG-3") (Normand et al., 1996). The final reaction mix (25 pl) consisted of 1X

PCR buffer (Promega, Charbonnieres, France), 1.5 mM MgCl,, 0.3 mg mL™ bovine serum albumine,
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5% DMSO, 200 uM of each deoxynucleoside triphosphate (Invitrogen, Cergy Pontoise, France),
0.5 uM of each primer (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 0.25 U of Tag polymerase (Promega) and
10 ng of template DNA at about 1 ng pL™. Amplification was performed with a Thermocycler
(Eppendorf AG, France). After an initial denaturation at 94°C for 5 min, 35 cycles of denaturation
(94°C, 1 min), annealing (55°C, 1 min) and extension (72°C, 1 min) were performed, followed by a
final extension (72°C, 10 min). For each extracted DNA sample, triplicate PCR assays were performed
using 3 x 10 ng of template DNA. Amplification products of the 3 assays were pooled and purified
using QIAquick PCR Purification Kit (QlAgen, Courtaboeuf, France). The purified amplification
products were then quantified using the spectrophotometric method previously described. Finally,
1.5 uL of amplification product adjusted by dilution to about 10 ng pL™ were mixed with 0.1 pL
GeneScan 1200 LIZ internal size standard (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and 10 pL Hi-
Di formamide (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). The mixture was denatured at 94°C for
4 min and fragments were discriminated using an ABI 3730XL automated sequencer (Applied
Biosystems Ltd, Courtaboeuf, France) operated by the Plateforme Genome-Transcriptome Pierroton
(INRA, Bordeaux, France).

The resulting electrophoregrams were analysed using the Applied Biosystems Peak Scanner
software. Peak sizes inferior to 200 bp and superior to 1200 bp were considered as background noise
and eliminated. Then, an “optimal divisor” (Od) was determined to remove fluorescence background
within remaining peaks (Osborne et al., 2006). Peaks contributing less than 0.1% (i.e. Od value) of the
total amplified DNA (as determined by relative fluorescence intensity) were indistinguishable from
baseline noise and eliminated from profiles. Binning was carried out under the R software (available
on http://cran.r-project.org) using the algorithm “Interactive binner” (available on http://www.ecology-
research.com), according to Ramette (2009). Finally, a matrix of relative abundances (fluorescence) of
the different ITS representing the operational taxonomic units OTU was generated. Bray-Curtis

similarities were then calculated using the following equation (1):

1-(X|0TU;q—0TU;p]|)
> (OTUi,a+0TUi,b)

BC =100 x 1)

where OTU;, is the relative abundance of OTU; in the sample a, and OTU;, is the relative abundance
of OTU; in the sample b.

Simpson’s diversity index was calculated from the relative abundances matrix, according to the

equation (2):

() e
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where N; is the relative abundance of one OTU or one species, and Ny is the total number of OTU.

1.3.9. Statistical analyses

Statistics were performed using the software PRIMER 6 (PRIMER-E, Ltd, Lutton, UK). The
5% significance level was considered for all tests. The importance of the time allocated to prospection
was tested using multivariate permutational ANOVAs (PERMANOVAs; Anderson 2001, McArdle
and Anderson, 2001), based on Euclidean distances without preliminary transformation of data.
Sediment properties were represented using a non-metric Multi-Dimensional Scaling (MDS) plot,
based on Euclidean distances, where the relevance of the graphical representation is given by a stress
value (a stress value lower than 0.2 indicates a good representation). The effect of the bioturbated zone
on these parameters was assessed using PERMANOVAs. To find the parameters contributing most to
the dissimilarity between two bioturbated zones, a SIMPER analysis was performed. Statistics of
bacterial community composition were based on Bray-Curtis similarity analyses (Clarke and Warwick,
2001). Similarity matrices were represented using a (MDS) plot where the relevance of the graphical
representation is given by a stress value (a stress value lower than 0.2 indicates a good representation).
Effect of the disturbed zone on bacterial community composition was assessed using PERMANOVA:s.
A BIOENV analysis was performed to discriminate sediment parameters that best explained the
bacterial community composition. It was based on the Bray-Curtis similarities of bacterial
communities' data (transformed by square root), and on the Euclidean distances of sediment properties
data (normalised).

1.4. Results

l.4.a. Anatomy of Melinna palmata

From 11 to 15 tentacles (12.6 + 1.3) were numerated on the 10 individuals of M. palmata.
Tentacles were implanted side by side around the upper lip of the mouth, as shown on Figure 111.1A.
A precise analysis of the structure of these feeding tentacles was performed using scanning electron
microscopy. When the tentacles were out of the mouth and contracted (Figure 111.1B), they measured
only a few millimetres as visible on Figure I11.1B. Tentacles had the shape of a gutter (Figure
I111.1C). The inside of the gutter was composed of numerous cilia (Figure 111.1D). The outer part was
folded into an accordion structure, with only a few
dispersed clumps of cilia (Figure 111.1E). A particular structure without cilia was visible at the tip of
the tentacles, possibly to prospect the sediment-water interface and select the particles to feed (Figure
HIL1F).
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L5 2%
C: Ektremity of a tentacle with the gutter and the F: Particular structure of the extremity of the
accordion structure on opposite side tentacle

Figure I11.1: Photographs of Melinna palmata obtained by scanning electron microscopy (B - F) and photography

of buccal cavity with tentacles of Melinna palmata obtained by stereomicroscopy (A). Gi: gills; T: tentacles; L.:
lip; Bc: buccal cavity; As: Accordion structure; Gu: gutter; Tip: tip of the tentacle; Ci: cilia.

at
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1.4.b. Behaviour of Melinna palmata

The behaviour of M. palmata was observed in a thin aquarium filled with agarose (n = 3
individuals). All the activities of M. palmata took place outside the tube on the sediment-water
interface during a 48-hour monitoring. The tentacles were never observed at the buried extremity of
the tube. For defecation, the worm bended its body in two to exit its pygidium out of the tube, and
deposited faecal pellets on the sediment water interface.

The behaviour of 14 individuals was monitored in top view, for a total of 512.8 hours of
monitoring. Results show that M. palmata was active 89.5 + 2.4 % of the time (Figure 111.2). The
remaining time, it was either immobile with gills out of the tube (7.0 £ 8.9 % of the total time), or
entirely hidden in the tube (3.5+ 3.6 % of the time). During the active and visible phase, four
behaviours were identified: (1) tentacles' prospection of the sediment-water interface (84.6 + 10.1 % of
the tim)e; (2) gills' movement at the outlet of the tube (3.3 £ 3.8 %); (3) maintenance of the tube
opening (1.2 + 1.2 %); (4) fast input and output of the head from the tube (0.4 £ 0.8 %), (Figure
111.2). M. palmata significantly allocated the major part of its time to prospect the sediment-water
interface (PERMANOVA p(perm) < 0.05).
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Figure 111.2: Histogram of the percentage (+ SD) of time allocated by Melinna
palmata to each behaviour.

Defecation occurred on average every 45.4 + 3.9 min, mainly during periods of prospection

but also sometimes during periods of other behaviours. The current activity was not stopped during
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defecation. Accumulation of faeces created the faecal mound. Depending on the individuals, the faecal
mound sometimes encircled the tube and sometimes was on one side only (Figure 111.3A and B).

The intensity of activity, for all behaviours, on the sediment surface could be calculated for 11
over 14 individuals depending on the images quality, with a total of 404.3 h monitored. It varied from
0.5 to 69.4 cm? h™ with a mean of 11.8 + 19.7 cm2 h™. The intensity of prospection only varied from
0.5 to 80.0 cm? h™ with a mean of 13.6 + 22.7 cm2h™.

Microtopography of the sediment water interface showed the volume of the prospected area
and the faecal mound (example on Figure II1.3E). The comparison of two consecutive
microtopographic maps was used to obtain a mean value of the sediment reworking by M. palmata,
without distinction of zones. It was 31.0 + 8.2 mm?® h™* with a minimum of 21 mm® h™* and a maximum
of 44 mm® h%, on a surface of 2500 mm2. This value of sediment reworking included both the digging
of the prospected area, the expansion of the faecal mound and the natural sedimentation of particles on
the sediment surface. The sediment reworking was also calculated in the different zones. In the
undisturbed sediment the average particle movement was 4.90 10 + 1.30 10° mm® h™. The average
sediment reworking calculated in the faecal mound and in the prospected area were 6.83 +5.07 mm?® h’
L and -4.58 + 7.14 mm® h* respectively.

Neither bioadvection nor biodiffusion were detected in the sediment column. Only conveying
of particles from the prospected area to the faecal mound was observed, putatively after a passage

through the gut.
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Figure I11.3: A and B: Pictures in plan view of disturbed sediment surface induced by two Melinna palmata; C
and D: Pictures of a cross sectional view in a thin aquarium with luminophores showing the advection of
sediment under ambient light at Toq and at Tsg; E: microtopography map (5 x 5cm) of the sediment-water
interface disturbed by an individual of M. palmata. Wa: water; Se: sediment column; Lu: luminophores; T: tube;
US: undisturbed sediment; PA: prospected area; FM: faecal mound; DL: deposit layer. The red arrow shows
large particles abandoned by tentacles.
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I.4.c. Physico-chemical and bacterial characteristics of the sediment-

water interface

Sediment characteristics. Oxygen penetration depth was significantly lower in the prospected
area (4.0 £ 0.1 cm) than in the faecal mound and the undisturbed sediment (7.2 £0.4 and 4.9+ 0.2 cm
respectively). It was significantly higher in the faecal mound than in the undisturbed sediment and the
prospected area (Figure 111.4A). Oxygen fluxes, calculated based on the Fick’s law, were low but
significantly different between the faecal mound (-4.17 +0.91 mmolO, m™? d™) and the prospected
area (-5.99+0.94 mmolO, m?d") on the one side, and in the undisturbed area
.72 + 1.63 mmolO, m? d*) on the other side (Figure 111.4B - PERMANOVA, p(perm) < 0.05).
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Figure 111.4: Oxygen penetration depth (A) and oxygen fluxes (B) in the three zones of surface sediments
measured with Clark-type sensors. Nyrospected area=19; Niaecal mound=9 and Nyngisturbed sedimeni=13. Error bars indicate
standard error.

The MDS with a stress of 0.02 showed distinct sediment clusters (Table 111.1; Figure 111.5 -
PERMANOVA with pairwise test; p(perm) < 0.05). Sediment of the undisturbed sediment column
was characterised by larger particles (32.4 = 2.5 um) whereas undisturbed sediment and faecal mound
were characterised by higher POC contents, 33.6 +3.9 and 28.7+3.7mgg" respectively. The

prospected area was intermediate between the depth and the surface sediment, based on the vectors
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defining correlations between variables plotted on this MDS. A SIMPER test showed that the POC
variable contributed to 59.2 % of the dissimilarity between the faecal mound and the prospected area,
to 62.8 % of the dissimilarity between the faecal mound and the undisturbed sediment, and to 64.3 %
of the dissimilarity between the prospected area and the undisturbed sediment. The median grain size
accounted for 57.6 % of the dissimilarity between the undisturbed sediment column and the faecal
mound, for 60.3 % with the prospected area, and for 49.3 % with the undisturbed sediment.

Table 111.1: Median + standard error of each sediment parameter in each bioturbated area: median grain size
(D50), chlorophylls and phaeophytins a, b and c, particulate organic carbon (POC) and nitrogen (PON).

Median + Std. dev.
Undisturbed

. Undisturbed Faecal prospected
sediment .
sediment mound area
column
D50 (um) 32.4+2.5 13.3+2.0 14.742.2 17.3+2.1
Chlorophyll a (ug/g DW) 0.1+0.6 1.3+1.5 1.0£1.1 0.9+1.2
Phaeophytin a (ug/g DW) 0.5+1.1 7.1+2.8 6.4+1.9 3.4+2.5
Chlorophyll b (ug/g DW) 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.1+0.8
Phaeophytin b (ug/g DW) 0.0+£0.2 0.8+0.3 0.9+0.3 0.6+0.6
Chlorophyll ¢ (ug/g DW) 0.0+0.1 0.2+0.1 0.2+0.1 0.1+0.1
Phaeophytin ¢ (ug/g DW) 0.3+0.2 0.0+2.1 0.0+0.5 1.0£1.1
POC (mg/g DW) 15.9+0.9 33.6+3.9 28.7+3.7 26.845.3
PON (mg/g DW) 1.6+£0.7 3.2+1.7 2.9+0.6 2.1+0.7
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. N
e "
nﬂ]ﬁamﬁw" A %
S %
f “\\\\Q\X\ "'l\.\ "
poroptyire N\ \ A\
f e N AL | &
XA | &
L x4 o
X; o ’/%;;an A q__h—___“lé:lﬁﬂ L 2 ’
POC! / ®
i, X A A /
% f-"f
\ A )
\ /,f
0 P

Figure 111.5: MDS plot based on Euclidean distances of the sediment parameters: median grain size (D50),
chlorophyll and phaeophytin a, b and c, particular organic carbon (POC) and nitrogen (PON) with their
projection; in the undisturbed sediment (black cross), in the faecal mound (grey circles), in the prospecting zone
(black triangles), and in the undisturbed sediment column (dark grey lozenges).
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Bacterial community composition. For all matrices (sediment, tubes and organisms), 317 OTU
were found, ranging from 200 to 1166 bp. In the undisturbed sediment column (n=25), corresponding
to the sediment from the sediment-water interface to the bottom of the aquarium, 192 OTU were found
ranging from 200 to 1034 bp. In the undisturbed sediment (n=30), 209 OTU were found, ranging from
200 to 1032 bp; in the faecal mound (n=32), 218 OTU from 200 to 1032 bp and in the prospected area
(n=36), 238 OTU from 200 to 166 bp. In the M. palmata tubes (n=10), 204 OTU were found ranging
from 200 to 1072 bp. In the M. palmata (n=8), 120 OTU were found ranging from 200 to 1028 bp.
Bacterial communities associated to M. palmata individuals significantly differed from the tube and
sediment communities (PERMANOVA, p(perm) <0.05 - Figure 111.6A). Bacterial communities
significantly different were observed in the undisturbed sediment column compared to the undisturbed
sediment from the surface, the prospected area and the faecal mound (PERMANOVA, p(perm) < 0.05
— Figure 111.6B). Bray-Curtis similarity for all matrices confounded was 51.5% for 73.5% in the
undisturbed sediment column, 61.2% in the undisturbed sediment, 66.2% in the faecal mound, 66.0 in
the prospected area, 63.6% in the M. palmata tubes, and 42.5% in the M. palmata individuals.

Particulate organic carbon, phaeophytin a and chlorophyll a were the three sediment properties

which best explained the bacterial community composition (BIOENV, p = 0.447; p=0.1 %). Note that
the sediment properties and the bacterial community composition were studied from the same
sediment samples.
Simpson’s diversity index was significantly higher in the organisms with 0.213 + 0.032 than in the
tubes with 0.052 + 0.006, the undisturbed sediment column with 0.062 £ 0.002, the undisturbed
sediment with 0.082 £ 0.008, the faecal mound with 0.060 + 0.002 and the prospected area with
0.049 £ 0.002. It was also significantly higher in the undisturbed sediment than in the undisturbed
sediment column, the prospected area, the faecal mound, the tube and the organisms. Finally, it was
significantly lower in the prospected area than in the two other surface sediment zones (Figure 111.7
and Table 111.2).

Table 111.2: p-values obtained by PERMANOVAs with pairwise comparison between the three zones of surface
sediments for the bacterial diversity; values in bold indicates a significant difference (p < 0.05).

Prospected Faecal Undisturbed Undisturbed

Simpson’s index ; sediment Tube Organism
area mound sediment
column
Prospected area
Faecal mound 0.007
Undisturbed
sediment 0.001 0.009
Undisturbed
sediment 0.001 0.393 0.021
column
Tube 0.561 0.104 0.015 0.03
Organism 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
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Figure 111.6 : MDS plot based on Bray-Curtis similarities of the relative abundances of bacterial OTU as
determined by ARISA; A: in the sediment without distinction of disturbed zones (grey squares), in the tube
(white circles), and in the organisms (black asterisks); and B: in the undisturbed sediment (black cross), in the
fecal mound (grey circles), in the prospecting area (black triangles), in the tube (white circles), and in the
undisturbed sediment column (dark grey lozenges).
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Figure 111.7: Boxplot of Simpson’s index indicating bacterial diversity in the prospected area (n=37), the faecal
mound (n=33), the undisturbed sediment (n=30), the undisturbed sediment coluln (n=25), the tube (n=10) and
the organisms (n=8). The boundary of the box closest to zero indicates the 25" percentile and the farthest to zero
the 75" percentile. Error bars indicate the 10™ and 90" percentiles. The entire line indicates the median and the
dotted line the mean. Black circles indicate outlying values.

1.5. Discussion

We proposed in this study the polychaete Melinna palmata as a new biological model to study
the effects of macrofauna bioturbation on the bacterial community composition at the sediment-water
interface.

On our experimental conditions, the sedentary polychaete M. palmata was active
89.5+2.40% of the time on the sediment-water interface, mainly to prospect using its ciliated
tentacles (84.6 £ 2.7 %). We propose that tentacle prospection is linked to nutrition, i.e. prospection
for food.

Observation of records has highlighted the ability of extension of the buccal tentacles during
food prospection. The description of these buccal tentacles, sometimes called palps in the literature,
was not accurate. Moreover, it did not explain how particles were transported to the mouth (Fauvel,
1927; Hayward and Ryland, 1990). Because of this lack of information, a description of the anterior
part of M. palmata was performed to get a better comprehension of the main behaviour on the

sediment-water interface: the prospection. Photographies obtained by stereomicroscopy and SEM
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(Figures 111.1A, C, D, E and F) coupled with observations of its behaviour has led to a better
understanding of the feeding mode consistent with Fauchald and Jumars (1979):

(1)  The upper lip is eversible to stretch out the tentacles as described for M. pacifica by Zhadan
and Tzetlin (2002). When this upper lip is everted (Figures I11.1A and G), tentacles stretched until
3.9 £ 0.2 cm on the sediment-water interface. Compared to a resting tentacle it is almost four times
longer. This extension is possible thanks to the structure in accordion of the outer part of the tentacle
(Figure 111.1E); this was not observed by Fauchald and Jumars (1979).

(2)  The tip of the tentacle (Figure Ill1.1F) prospects the sediment-water interface to select
particles. The selection of particles by deposit feeders was the subject of various studies, which
highlighted different theories: the probability of encounter particles which means a sampling of
largest particles because of a higher probability to encounter. This passive selection was observed for
the polychaete Polydora ligni (Taghon, 1982). Taghon et al., (1978) suggested an “optimal foraging”
of deposit feeders, with an active selection of smallest and energetically more valuable particles, to
maximize the energy gain. But in its following work (Taghon, 1982), he noted that in reality, this
perfect selection never occurred. The observation of records suggests that M. palmata does not select
actively the particles sampled with its tentacles because even fragments of several centimetres were
taken by tentacles.

(3)  Particles are transported to the lips along the gutter of cilia (Figures 111.1C and D), coated
with mucus (Jumars et al., 1982; Taghon, 1982; Grémare, 1988). Another selection, passive, is
possible during the passage along the tentacle, mainly depending on the adhesive strength of the
mucus: lower the mucus is adhesive, higher is the quantity of smaller and lighter particles selected
compared to large particles that fall (Jumars et al., 1982).

(4)  Particles are ingested. A third selection is possible at this fourth step, when the particles have
to pass through the mouth. In this case, the selection is more dependent on the size of the organism
than on the species (Whitlatch, 1974; Taghon, 1982). It was observed for M. palmata with a little
area around the opening of the tube with largest particles abandoned, as visible at the tip of the arrow
on Figure 111.3B. Moreover, these accumulated particles seem to be mineral particles, because of
their brightness (Figure 111.3B).

A common characteristic of deposit feeders is that the large amount of time allocated to
feeding behaviour is certainly a typical strategy, because they have to ingest a massive quantity of
sedimentary matter to extract a sufficient fraction of organic matter contained therein (Taghon, 1982;
Andersen and Kristensen, 2002).

The percentage of time activity on the sediment-water interface was higher than for other
deposit-feeders. The bivalve Abra ovata was on average active on the sediment surface 40.5 % of the

time, and Abra nitida 54.6 % (Grémare et al., 2004). For the terebellid polychaete Eupolymnia
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nebulosa, a maximum of 66.6 % was found by Grémare (1988), and an average of 74.2 % by Maire et
al., (2007a).

The feeding behaviour, gathering the prospection and the defecation, is important both in term
of time allocated and intensity. It is at the origin of a distinct horizontal zonation of the sediment
surface (Figures 111.3C and D). In the existing literature, the presence of a feeding area and a faecal
mound with undisturbed sediment around was also observed for the polychaete Streblosoma bairdi by
Warwick et al. (1986). Olafsson et al. (1990) observed also this for M. palmata, but with the feeding
area located between the tube and the faecal mound. On more than 40 individuals observed, the
authors never noted such a structuration of the prospected area and the faecal mound as we did here.
The surface of the disturbed zone was large, up to 71 cm? here. This value has to be put in perspective
with the small size of M. palmata. The reworking of the sediment-water interface was also important
in the three dimensions with the creation of the faecal mound of a few centimetres high, and the
digging of a few millimetres depth for the prospected area (Figure 111.3E). The handling rate of M.
palmata is lower than those measured for Abra ovata, with the same method: 907.7 mm?® h* maximum
(Maire et al., 2007b). The surface reworking by deposit-feeders has been shown to impact physical
properties of the sediment-water interface. By increasing water content and creating loose sediment
with faecal pellets, it causes instability of the sediment-water interface (Rhoads and Young, 1970),
especially in intertidal environments where these zones can be destroyed and rebuilt every low and
high tides. This surface activity can be called biogenic matrix. The bioturbation of the sediment
surface was associated with an absence of bioturbation out of the tube at depth as shown by the
absence of luminophores in the sediment column and the absence of bioirrigation.

This absence of bioturbation with depth suggests that the mucus with the sediment layers
constituent the tube create a barrier to particles and solutes exchanges, both laterally and vertically in
depth. As it was observed by Hannides et al. (2005), the diffusion of organic and inorganic solutes was
decreased by factors between three and eight fold across the mucus of different species whose the
polychaete Melinna cristata compared to ambient sediment. This matched with the lower in situ rates
of sediment reworking with depth highlighted by Bernard et al. (2014) when M. palmata was
abundant in the Arcachon bay. Authors explained the low sediment reworking by the network of tubes
created by M. palmata individuals which may have affected the movements of other species
(Brenchley, 1982). M. palmata does not correspond to any description of functional groups of
bioturbation presented by Francois et al. (1997), Gerino et al. (2003), Solam and Whigham (2005) and
Kristensen et al. (2012). Upward conveyors transport particles from depth to the sediment-water
interface; conversely downward conveyors transport particles from the sediment-water interface to
deeper sediments. Thus M. palmata cannot be qualified as upward or downward conveyor as specified
in Queirds et al. (2013). Regenerators transfer essentially particles from depth to the sediment surface,
and conversely when the structure collapses. The functional group that disturb only the sediment

surface are the epifaunal biodiffusors, but M. palmata does not belong to epifauna and does not
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perform biodiffusion of sediment particles. M. palmata performed a non-local transport of particles
only on the sediment-water interface, except during the passage in the gut because the body of the
organism is in the tube in the sediment column (Figure I11.4). With the presence of the tube and the
position of the gills in the overlying water, it is characterized by an absence of bioirrigation. Thus, this
species does not belong to any existing functional group of bioturbation. Because of the conveying of
particles on the sediment surface, we propose to name this new functional group of bioturbation

surface conveyor (Figure 111.8).

o e
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Figure 111.8: Schematic representation of particle reworking by Melinna palmata proposed as a new type of
functional group: surface conveyor. Sampled particles from the prospected area (dotted sediment surface) are
represented by dotted arrows, which pass in the tube via the gut and are egested (solid grey arrows) on the faecal
mound represented by grey triangles at the opening of the tube.

By exerting this interface sediment reworking mainly with its feeding behaviour, M. palmata
creates three distinct micro-habitats. They were characterized by different physico-chemical
properties, with an increase of oxygen penetration and a decrease of the incoming oxygen flux in the
faecal mound which could be explained by the creation of uncompact sediment (Rhoads and Young,
1970). Conversely the decrease in the prospected area could correspond to the disappearance of a first
thin layer of oxic sediment. With the decrease of organic contents in the bioturbated areas and the

decrease of small particles in the prospected area, the creation of these different physico-chemical

» Page 117



» Chapitre Il [Melinna palmata comme modele biologique]

micro-habitats could also be explained by the feeding behaviour (prospection and egestion). In the
prospected area, it just remained largest particles.

In these different micro-habitats, bacterial community composition obtained by ARISA was
different, and an increase of bacterial diversity, based on Simpson’s index, was observed on the
prospected area. An increase of meiofaunal diversity was observed in the feeding area of the
polychaete Streblosoma bairdi (Warwick et al., 1986). Olafsson et al. (1990) observed around tubes of
M. palmata a structuration of copepod abundance between the three zones, but not for the nematode
diversity and trophic structure. Consistent with the intermediate disturbance hypothesis (Grime, 1973),
the prospecting M. palmata likely enhanced the bacterial diversity in the prospected area. By removing
part of the bacterial biomass, M. palmata prospection forms a moderate disturbance that favours the
co-occurrence of new bacteria colonizing the sediment, and of old taxa that maintained themselves
despite grazing. This could cause modifications of biogeochemical processes as an increase of nutrient
recycling at the sediment-water interface, which is already a hotspot of these biogeochemical
processes (Graf, 1989; Henrichs 1992).

More than 30 studies have investigated the effect of macrofauna bioturbation on the bacterial
abundance, biomass, structure or activity (Table I11.3). A large number of species were used,
belonging to different functional groups of bioturbation. In most cases, comparisons were made with
depth, most of the time to compare bacterial abundance, structure or activity between burrow walls,
with ambient oxic and anoxic sediment (e.g. Dobbs and Guckert, 1988a; Laverock et al., 2010;
Pischedda et al., 2011). Gilbertson et al. (2012) worked on the sediment surface but without
distinction of zones. Dobbs and Guckert (1988b) and Wilde and Plante (2002) were the only ones to
distinguish faecal mounds with respectively feeding depressions (up to 5 cm deep) and ambient
surface sediments for two enteropneusts. Dobbs and Guckert (1988b) found no differences between
faecal mound and depressions of Ptychodera bahamensis in median grain size, percentages of silt-
clay, chlorophyll a and phaeophytin and meiofauna abundances, but viable microbial measures were
30 % lower in the faecal mounds than in the depression. Wilde and Plante (2002), with another
Enteropneust Balanoglossus aurantiacus, found differences in bacterial assemblages from the faecal

mound and the ambient sediment.
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Table 111.3: Summary of studies on impacts of macrofaunal bioturbation on microbial abundance, biomass, structure or activity with the biological model used and the
sediment sampling procedures. UC: upward conveyor; DC: downward conveyor; GD: gallery diffusor; B: biodiffusor; N: nitrogen; C: carbon; S: sulfur.

Study type Impact on bacterial Comparison with
. . Bioturbation
Biological model mode n Abundance surface References
Experimental . biomass Production  Activity  Structure depth
situ Sy only
viability
Polychaeta
Heteromastus filiformis ucC X X 1
Capitella capitata UC/DC X X X Tubes 2
Amphicteis sp. UC/DC X X X 3
Arenicola marina ucC X X X X X 4 5’12' 1,
Hediste diversicolor GD X X X N X X 8,10, 13, 14,
16, 17
Alitta virens GD X X X X X 13,15
Notomastus lobatus ucC X X X X 6
Branchyoqsmus uC X X X X 6
americana
Diopatra cuprea TD X X Tubes 9
Bivalvia
Macoma balthica B X X X 1,15
Tellina texana B X X X 1
Mya arenaria B X X X X 15, 19
Arctica atlantica B X X X 18
Cerastoderma edule B X X X X 7,8,10



Gastropoda

Hydrobia ulvae SB X X N X 17
Crustacea
Corophium volutator GD X X N X 8, 10, 17
Pestarella tyrrhena GD X X X X 20
Upogebia deltaura GD X X 21, 22, 23
Upogebia major GD X X X X 30
Uca crenulata X X X X 24
Neotrypaea californiensis GD X X Nand S X X 24, ?257 26,
Callianassa kraussi GD X X 31
Callianassa trilobata GD X X 29
Callianassa subterranea GD X X 21
Biffarius arenosus X X X X 28
Hemichordata
Balaglonossus uC X X c X 6, 32

aurantiacus
Ptychodera bahamensis ucC X X X X 33

1: Aller and Yingst, 1985; 2: Alongi, 1985; 3: Aller and Aller, 1986; 4: Reichardt, 1988; 5: Grossman and Reichardt, 1991; 6: Steward et al., 1996; 7: Gofii-Urriza et al.,
1999; 8: Mermillod-Blondin et al., 2004; 9: Matsui et al., 2004; 10: Mermillod-Blondin et al., 2005; 11: Grossi et al., 2006; 12: Andersen and Kristensen, 2002; 13:
Papaspyrou et al., 2006; 14: Cuny et al., 2007; 15: Michaud et al., 2009; 16: Pischedda et al., 2011; 17: Gilbertson et al., 2012; 18: Bussmann and Reichardt, 1991; 19:
Hansen et al., 1996; 20: Papaspyrou et al., 2005; 21: Laverock et al., 2010; 22: Laverock et al.,2014; 23: Laverock et al., 2013; 24: Bertics and Ziebis, 2009; 25: Bertics and
Ziebis 2010; 26: Bertics et al., 2010; 27: Bertics et al., 2012; 28: Bird et al., 2000; 29: Dobbs and Guckert 1988a; 30: Kinoshita et al., 2003; 31: Branch and Pringle, 1987; 32:
Wilde and Plante, 2002; 33: Dobbs and Guckert, 1988b.
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In the frame of our work, bacterial community composition was also different between sediment and
the organisms. This result could mean that M. palmata had its proper microbiota which differed from
the ambient sediment, despite the presence of the gut in the organisms during analysis. This was also
observed for other invertebrates as mussels (Frischer et al., 2000), sponges (Gerge et al., 2011) or
cockles (Meisterhans, 2012). The tube of M. palmata had a bacterial community composition
significantly different from the sediment and from organisms as visible on the MDS (Figure 111.6A).
Our results were in agreement with Matsui et al. (2004) who found that the sulfate-reducing bacteria
assemblage of the tube of the polychaete Diopatra cuprea was strongly influenced by the habitat, and
not by the organism.

1.6. Conclusion

Description of M. palmata, its behaviour and its bioturbation allowed finding an organism
which reworked the oxic layer of the very sediment-water interface, especially through its prospecting
behaviour. This mode of bioturbation does not correspond to any functional group of bioturbation
existing and has been called Surface conveyor. This surface conveying of particles induced the
creation of two different micro-habitats, supporting distinctive bacterial communities while remaining
in the oxic layer. The new structure of bacterial communities could be explained by a direct mixing by
M. palmata of bacteria associated to particles, with some OTU which can be ingested, egested or not,
from the gut or uncovered by prospection. But it can also be explained by an indirect reorganization of
communities because of the modifications of their habitat and because of the easiness and non-
destructive methods usable to sample the disturbed zones of the sediment-water interface. This
biological model could be used to study evolution of microbial community composition and functions

at more or less time scale, while avoiding the vertical stratification of microbial communities.
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Il. PARTIE 2 - Influence des cycles tidaux, de la photopériode et de la

densité de population sur ’activité de Melinna palmata

I1.1. Introduction

Melinna palmata est une espéce qui a une large distribution, boréo-méditerranéenne (Grehan,
1991), retrouvée dans les milieux cétiers a la fois en zone intertidale et en zone subtidale. Elle est donc
soumise a différents facteurs environnementaux tels que les cycles tidaux et nycthéméraux.
L’influence de la photopériode et de la marée sur I’activité a été montrée sur diverses especes de
différents groupes taxonomigues, notamment avec des études sur la chronobiologie des organismes
marins. Par exemple sur le polychéte Alitta virens ou les rythmes d’enfouissement ou de sortie des
galeries peuvent étre liés aux cycles de marée, aux cycles d’alternance jour/nuit ou encore aux phases
lunaires (Last et al., 2009). Pour le mollusque bivalve Crassostrea gigas, les rythmes d’ouverture et de
fermeture des valves sont principalement dus a une horloge circadienne, c’est-a-dire a I’alternance
jour/nuit (Mat et al., 2012). Par ailleurs, M. palmata peut étre trouvée avec des densités élevées :
jusqu’a 6745 + 2013 ind.m™ sur le site de prélévement Germanan dans le bassin d’Arcachon (Massé,
2010 ; Bernard et al., 2014). Des travaux ont montré I’importance et les conséquences de la densité de
population sur I’activité, la bioturbation avec par exemple une diminution du taux de remaniement
sédimentaire du polychéte Hediste diversicolor en fonction de sa densité de population de 0,5 cm2.an’
Lind™ pour 144 ind.m? & 0,24 cm2.an™.ind™ pour 1153 ind.m™ (Duport et al., 2006). Un impact sur les
processus biogéochimiques a I’interface eau-sédiment a également été mis en évidence, avec par
exemple une augmentation significative des flux d’ammonium en parallele de la densité d’Abra alba
(Braeckman et al., 2010).

On peut alors se demander si ces facteurs modifient I’activité de M. palmata par rapport aux
conditions expérimentales mises en ceuvre dans la premiére partie. Connaitre 1’éventuel impact des
cycles de marée et de photopériode ou encore de la densité d’individus a donc pour objectif de vérifier
et quantifier les éventuelles surestimations ou sous-estimations de I’impact de la bioturbation de M.
palmata sur I’interface eau-sédiment, mesuré a 1’obscurité et en immersion totales dans la partie
précédente.

Dans ce contexte, il s’agit ici de complexifier le systéme d’étude de la premiére partie et de se
rapprocher des conditions in situ pour voir si ’activit¢é de M. palmata observée précédemment est
impactée par (1) ’alternance jour/nuit, (2) les cycles tidaux, et (3) le couplage alternance jour/nuit et
cycles tidaux et (4) la densité de population.

Pour cela, une premiére série d’aquariums avec un individu dans chaque a été soumise a des
cycles artificiels de marée et d’alternance jour/nuit. Une seconde série était constituée d’aquariums

avec différentes densités de population. Ces densités correspondaient aux densités moyennes
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retrouvées sur le site de prélevement Germanan, dans la vase nue et dans 1’herbier. Pendant les

incubations, ’activité de M. palmata, la surface et le volume de sédiment remanié ont été mesures.

11.2.  Matériel et méthodes

I1.2.a. Caractérisation de la population de M. palmata de Germanan

Comme décrit dans la partie 11.1.b. du chapitre 11, les tailles et poids de 343 individus de M.
palmata provenant de Germanan, site de préléevement des individus pour les différentes

expéerimentations, ont été mesures.

11.2.b. Plans d'expériences

. Photopériode et cycles de marée
Quatre conditions expérimentales ont été testées sur 9 réplicats d'aquariums (Figure 111.9) afin
de déterminer l'influence de la photopériode et des cycles de marée sur l'activité et la bioturbation de

M. palmata :

(1) Condition témoin ou les individus ont été constamment a l'obscurité et immergés pendant
7 jours

(2) Condition photopériode ou les individus ont été pendant 7 jours soumis chaque jour a 12 h
de lumiére artificielle (de 8 h a 20 h) puis 12h d'obscurité (de 20 h a 8 h).

(3) Condition cycles de marée ou les individus ont été soumis 7 jours a des cycles de marée

semi-diurnes artificiels : deux marées hautes et deux marées basses par jour

(4) Condition photopériode + cycles de marée ou les individus ont été soumis a la fois a 12 h

de lumiére et 12 h d’obscurité et des cycles de marée : une marée haute et une marée basse
entre 8 h et 20 h et un autre cycle entre 20 h et 8 h.

Pour cela, neuf réplicats d’aquariums (dimension interne : 11,5x17,5%x6,5 cm) ont été remplis
avec du sédiment provenant de Germanan (cf. Figure 11.3) tamisé sur 1 mm, et placés en circuit d'eau
ouvert dans une piece thermostatée (température de ’eau : 15,3 + 1,2 °C ; salinité : 29,2 + 1,2). Apres
10 jours d’équilibration, un individu de M. palmata a été ajouté au centre de chaque aquarium. Les
individus ont été préalablement sortis de leur tube sous loupe binoculaire, pesés puis déposés
délicatement sur I’interface eau-sédiment. L’acclimatation a duré 10 jours, le temps qu’ils fabriquent
un nouveau tube et qu’ils s’enfoncent dans le sédiment. Ensuite, I’expérience a proprement parler a
commencé. Pendant les incubations, chaque aquarium a été pris quotidiennement en photo pour
mesurer la surface des zones de bioturbation. Dans la condition témoin, 6 réplicats d'individus ont été
filmés pour déterminer I’activité et ’intensité d’activité. Pendant la condition photopériode, 6

individus ont été suivis. Pendant la condition cycles de marée, quatre individus ont été filmés.
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Figure 111.9 : Dispositif expérimental mis en place pour suivre les effets de la photopériode et des cycles de

marée sur l'activité et la bioturbation de M. palmata.
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Enfin, pendant la condition photopériode + cycles de marée, 5 individus ont été filmés. Les
microtopographies ont été réalisées sur quatre aquariums pour déterminer le volume de sédiment

remanié pour chacune des conditions.

I1.2.c. Densité de population

Comme décrit précédemment, 15 aquariums ont été remplis de sédiment puis laissés 10 jours a
équilibrer en circuit ouvert (température de I'eau : 12,3 + 0,8°C; salinité : 26,7 £ 0,8). Les individus de

M. palmata ont ensuite été ajoutés selon quatre conditions de densité :

(1) trois réplicats d'aquariums pour la condition « faible densité » avec un individu par
aquarium, ce qui représente une densité de 50 ind.m?;

(2) quatre réplicats pour la condition «intermédiaire » avec 6 individus par aquarium,
correspondant & une densité de 296 ind.m?;

(3) quatre réplicats pour la condition «vase nue » avec 24 individus par aquarium. Cette
condition correspond & une densité de 1184 ind.m?, qui est la moyenne des densités
observées dans la vase nue du site de prélevement (Bernard et al., 2014).

(4) quatre réplicats pour la condition « herbier » avec 95 individus par aquarium, ce qui
correspond a la moyenne des densités observées dans I'herbier a Zostera noltei du site de
prélévement, c'est a dire 4731 ind.m? (Massé, 2010 ; Bernard et al., 2014).

Apreés 10 jours d'acclimatation, leur activité et le remaniement en surface induit ont été suivis
pendant 20 jours. Pendant les 20 jours d’incubation, une photographie de chaque aquarium a été prise
quotidiennement. Pour I’activité, deux individus de deux réplicats différents ont été filmés pour
50 ind.m?, 10 individus de quatre réplicats différents ont été filmés pour 296 ind.m?, 9 individus de
trois réplicats pour 1184 ind.m?et 19 individus de quatre réplicats pour la condition de densité
similaire & celle de I’herbier, 4731 ind.m™. Les microtopographies ont été réalisées sur un réplicat de
la condition faible densité, un réplicat pour 296 ind.m?, deux réplicats pour 1184 ind.m?, et trois

réplicats pour 4731 ind.m™. Le dispositif expérimental est présenté sur la figure 111.10.
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bioturbation de Melinna palmata
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11.2.d. Bioirrigation

La ventilation de M. palmata a également été mesurée, a partir de 6 carottes de sédiment avec
respectivement zéro (deux carottes contrdles), un, deux, cing et 10 individus. Ces densités
correspondent respectivement a 0, 144, 289, 722 et 1443 ind.m™. Le détail de la mesure et de la
modélisation qui suit cette mesure sont présentés dans la partie 111.3.b. du chapitre I1. La carotte avec
un individu n’a pas pu étre traitée, seuls les résultats pour zéro, deux, cinq et dix individus sont donc

présentés.
11.3. Résultats

I1.3.a. Biométrie de Melinna palmata

Le poids frais, le poids sec, la longueur et la largeur de 343 individus ont été mesurés. Les
individus, prélevés au hasard, pesaient en moyenne 30,0 + 10,7 mg PF (poids frais), 3,0 £ 1,2 mg PS
(poids sec) et 0,36 + 0,14 mg PSSC (poids sec sans cendres). Ils mesuraient 26,4 = 5,7 mm de long et
1,6 £ 0,6 mm de large. Le poids frais était corrélé positivement au poids sec (Spearman, p = 0,823 ;

p < 0,01) ainsi qu’a la longueur des individus (Spearman, p = 0,739 ; p < 0,01 — Figures 111.11).
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Figure 111.11 : Relation entre (A) poids frais et poids sec (R?2=0,68) et (B)
poids frais et longueur (R2 = 0,55) de 343 individus de Melinna palmata.

11.3.b. Activité

o Influence de la photopériode et des cycles de marée

En condition témoin, la majorité du temps a été allouée a la prospection avec 90,7 + 20,5 % du
temps. Les individus sont restés immobiles 3,6 + 8,8 % du temps, cachés 2,3 + 4,8 % du temps, et les
branchies mobiles 2,8 +6,8% du temps. Seulement 0,6 +1,1% du temps a été alloué a la
maintenance de I’ouverture du tube. Enfin, la téte entrait et sortait du tube 0,1 + 0,1 % du temps. Un
effet de la marée et de la photopériode sur le temps alloué a la prospection a été mesuré : le temps
alloué a la prospection était plus faible lorsque les M. palmata étaient a la lumiére avec 56,4 + 35,6 %
du temps pendant la condition « lumiere », et 78,9 + 25,1 % du temps pendant la condition « marée
haute + lumiere » (PERMANOVA, p(perm) < 0,05). Le temps de prospection était en revanche proche
de la condition témoin lorsque les individus étaient a 1’obscurité avec 89,1 + 14,4 % du temps pendant

la condition « marée » et 93,6 + 3,2 % du temps pendant la condition « marée + lumiére » (Figure
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111.12). Toutes conditions de marée et de lumiére confondues, le pourcentage total de temps de
prospection lorsque M. palmata était soumis a I’alternance jour/nuit et aux cycles tidaux était de
45,9 + 46,3 %.
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Figure 111.12 : Pourcentage de temps alloué a chaque activité en fonction de la condition de lumiére et de marée.
Témoin : n=6 individus ; lumiere : n=5 individus ; obscurité, n=2 individus ; marée haute : n=4 individus ; marée
basse : n=5 individus ; marée haute lumiére : n=4 individus ; marée haute obscurité : n=3 individus ; marée basse
lumiere : n=3 individus ; marée basse obscurité : n=3 individus.
Un des résultats inattendus de cette expérimentation est la possibilité d’égestion de M. palmata
a marée basse. Le nombre d’égestions par heure a varié entre 0,20 + 0,05 égestion.h™ & marée basse a
la lumiére et 1,89 + 0,18 égestion.h™ a marée haute a 1’obscurité. Il était significativement plus faible a
marée basse qu’a marée haute, en revanche aucun effet de la lumiére n’a été mis en évidence
(PERMANOVA — Figure 111.13A). Lorsque M. palmata était soumis a ’alternance jour/nuit et aux
marées, il était en moyenne de 1,3 + 0,8 égestion.h™.
C’est pour la condition témoin que Dintensité d’activité était la plus élevée avec

32,2+ 14,7 cm2h™, de maniére significative par rapport aux autres conditions (PERMANOVA,

p(perm) < 0,05), sauf lorsque les individus étaient & la lumiére avec 18,5+ 12,5 cm2h™ (Figure
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111.13B). Lorsque M. palmata était soumis a 1’alternance jour/nuit et aux marées, 1’intensité d’activité
moyenne était de 9,9 + 11,2 cm2.h™* (données marée haute lumiére, marée haute obscurité, marée basse

lumiére et marée basse obscurité moyennées).
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Figure 111.13 : (A) Nombre moyen d’égestions par heure et par individu ; (B) intensité d’activité par individu +
écart-type. Témoin : n=6; lumiére : n=5; obscurité, n=2; marée haute : n=4; marée basse : n=5; marée haute
lumiére : n=4; marée haute obscurité : n=3; marée basse lumiéere : n=3; marée basse obscurité : n=3. Les étoiles
indiquent une différence significative (PERMANOVA).
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o Influence de la densité de population

Quelle que soit la densité d'individus, les activités de M. palmata observées (Figure 111.14)
étaient les mémes que celles décrites dans la premiere partie de ce chapitre. La plus grande partie du
temps était alloué a la prospection, avec en moyenne 74,5 + 8,4 % du temps pour les individus seuls
(condition « faible densité », 50 ind.m?), 84,4 + 12,4 % du temps pour 296 ind.m?, 87,0 + 16,8 % du
temps pour 1184 ind.m, et 73,7 + 21,9 % du temps pour 4731 ind.m™. Il était significativement plus
faible pour a la fois la plus forte et la plus faible densité, que pour les deux densités intermédiaires
(PERMANOVA, p(perm) < 0,05).
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Figure 111.14 : Pourcentage de temps alloué aux différentes activités en fonction de la condition de densité de
population 50 ind.m?: n=2 ; 296 in.m?: n=10 ; 1184 ind.m™?: n=9 ; 4731 ind.m?: n=19.

Le nombre moyen d’égestions par heure était significativement plus faible pour la plus forte
densité (4731 ind.m™) avec 0,76 + 0,26 égestion.h™, que pour la plus faible densité avec 1,33 + 0,38
égestions.h™, que pour 296 ind.m? avec 1,22 + 0,42 égestions.h™, et que pour 1184 ind.m? avec
1,95 + 1,49 égestion.n™ (PERMANOVA, p(perm) < 0,05 — Figure 111.15A).

L’intensité d’activité était significativement plus élevée pour la densité maximale avec
116,3+ 74,1 cm2h™, que pour 296 ind.m? avec 23,1+ 14,1cm2h® et «faible densité » avec
8,0+ 9,8 cm2h™ (PERMANOVA, p(perm) <0,05). Pour 1184 ind.m? [’intensité d’activité était
proche de celle pour la densité maximale avec 108,3 + 954 cmz.h™ (données non montrées). En
ramenant les intensités pour un individu, il n’y a pas d’effet significatif de la densité de population
(PERMANOVA, p(perm) > 0,05), mais c’était pour la plus forte densité que I’intensité d’activité était

la plus faible avec 1,9+ 1,2cm2h™ puis pour 296 ind.m? avec 59+ 3,6cm2h™, puis pour
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1184 ind.m? avec 6,9 + 6,1 cm2.h™, et enfin I’intensité d’activité par individu était la plus élevée pour
la condition « faible densité » (50 ind.m?) avec 8,0 + 9,8 cmz.h™ (Figure 111.15B)
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Figure I11.15 : (A) Nombre moyen d’égestions par heure et (B) intensité
d’activité + écart-type. 50ind.m? : n=2; 296in.m? : n=10:
1184 ind.m? : n=9; 4731ind.m? : n=19. L’étoile signific une
différence significative (PERMANOVA).

11.3.c. Remaniement sédimentaire de I’interface eau-sédiment

. Influence de la lumiére et de la marée

Des exemples de zones de bioturbation d’un aquarium a marée haute et marée basse sont
visibles sur les photographies de la figure 111.16.
Concernant la surface de sédiment remanié,en condition témoin sans marée ni lumiére, les

cbnes fécaux mesuraient en moyenne 9,6 + 4,6 cm? et les zones de prospection 32,1 + 7,7 cm2. Apres 7

» Page 132



» Chapitre |l [Melinna palmata comme modele biologique]

jours sous influence des marées et de la photopériode, les cones fécaux mesuraient en moyenne
10,6 + 4,6 cm? et les zones de prospection 43,8 + 13,6 cm?. Avec seulement 1’influence des marées, les
cones fécaux mesuraient en moyenne 14,9 + 11,0 cm? et les zones de prospection 50,4 + 15,8 cm2.
Enfin, avec I’alternance jour/nuit sans marée, les cones fécaux mesuraient en moyenne 13,3 £5,0 cm?
et les zones de prospection 50,7 + 17,8 cm2. Aucune différence significative entre les tailles des cones
fécaux n'a été mesurée. En revanche, un effet de la photopériode ainsi que de la marée ont été mesurés
pour les zones de prospection, avec celles de la condition témoin qui étaient significativement plus
petites que pour les trois autres conditions (PERMANOVA, p(perm) < 0,05 — Figure 111.17).

Figure I11.16 : Photographie d’un méme aquarium : & gauche a marée haute et a droite a
marée basse. CF : cone fécal ; ZP : zone de prospection, ZNR : zone non remaniée.

Les résultats du volume de sédiment remanié ne sont pas présentés ici car ils ont été
surestimés par les marées, ne permettant pas d’isoler le remaniement sédimentaire de M. palmata.
Seules les valeurs de la condition témoin et les mesures de ’effet de la photopériode n’ont pas été
surestimées avec 65,5 + 26,6 mm®.h? pour 1’obscurité et I’immersion constantes, 76,0 + 3,9 mm3.ha
I’obscurité pendant les mesures des effets de la photopériode, et 93,8 + 23,2 mm3h™ & la lumiére.

Aucune différence significative entre ces trois valeurs de remaniement sédimentaire n'a été observée.
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Figure 111.17 : Surface des cbnes fécaux et des zones de prospection des aquariums
soumis aux différentes conditions de marée et de lumiére.

° Influence de la densité de population

Des exemples d’interfaces eau-sédiment de quatre aquariums correspondant aux quatre

densités sont présentés sur la figure 111.18.

Figure 111.18 : Photographies d'un aquarium de chaque condition de
densité de population : Témoin (A), intermédiaire (B), vase nue (C) et
herbier (D). ZNR : zone non remaniée, CF : cone fécal, ZP : zone de
prospection.
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Les surfaces totales de cones fécaux étaient significativement plus faibles pour 50 ind.m? avec
12,7+1,7cm?, 52,6+133cm? pour 296ind.m? 1035+245cm? pour 1184 ind.m? et
145,6 + 10,0 cm? pour 4731 ind.m?(PERMANOVA, p(perm) < 0,05). La surface totale de zone de
prospection était significativement plus faible pour la plus faible densité avec 25,1 + 17,1 cm? que
pour les trois autres conditions avec 68,8 = 24,9 cm? pour 296 ind.m? 86,9 +24,5cm? pour
1184 ind.m? et 55,7 + 10,0 cm? pour 4731 ind.m? (PERMANOVA, p(perm) > 0,05 — données non
montrées). Les surfaces individuelles étaient les plus élevées pour la condition avec 50 ind.m?. La
surface du cbne fécal comme de la zone de prospection a diminué avec 1’augmentation de la densité.
La surface du cone fécal a diminué a 8,8 2,2 cm2.ind.™ pour 296 ind.m?, & 4,3 +1,0 cm.ind.™ pour
1184 ind.m?, et & 1,5+ 0,1 cmind.™ pour 4731 ind.m™ La surface de la zone de prospection est
passée de 11,5+4,2cmzind. pour 296 ind.m? a 3,6+ 1,0cm2ind.® pour 1184 ind.m? et a
0,6 + 0,1 cm2.ind.™ pour 4731 ind.m2. Un effet de la densité a été mesuré, avec les surfaces des cones
fécaux et des zones de prospection individuelles significativement plus petites pour 1184 ind.m? et
pour 4731 ind.m que pour les deux autres densités (PERMANOVA, p(perm) < 0,05 — Figure 111.19).
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Figure 111.19 : Surfaces de la zone de prospection et du cone fécal en fonction de la densité de population.
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Un effet de la densité de population a été mesuré sur le volume de sédiment remanié, avec des
valeurs significativement plus élevées pour 296 ind.m? (284,6 mm®h™), que pour 50 ind.m? avec
103,4+ 61,6 mm>.h™ et pour la densité la plus élevée avec 52,2 +3,0 mm®h* (PERMANOVA,
p(perm) < 0,05). Ce volume remanié était intermédiaire pour 1184 ind.m? avec 206,6 + 121,2 mm®h™*
(non montré). Pour le remaniement individuel, un effet significatif de la densité a également pu étre
mesuré, mais les comparaisons deux a deux n’ont pas permis de discriminer les densités deux a deux.
C’est pour 296 ind.m? que le volume de sédiment remanié a été le plus important, avec 384,6 mm?®.h"
Lind™®, puis pour 50ind.m? avec 103,6 +61,6 mm>htind®, ensuite pour 1184 ind.m? avec
69,8 + 40,9 mm*.h™.ind™, et enfin pour 4731 ind.m™ avec 4,4 + 0,2 mm*.h™.ind™ (Figure 111.20).
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Figure 111.20 : Volume de sédiment remanié suivant la densité de population, par individu.

11.3.d. Bioirrigation de Melinna palmata

Le coefficient de bioirrigation Q1 correspondant a la pente maximale de décroissance de la
concentration en fluorescéine en début d’incubation était maximal pour 10 individus avec 1,43 mL.h™
et minimal pour deux individus avec 0,96 mL.h™. Cette valeur est supérieure au Q1 moyen des deux
carottes témoins : 1,21 + 0,70 mL.h™%. Le second coefficient de bioirrigation Q2 calculé a partir de la
seconde pente de décroissance (cf. partie 111.3.b. chapitre 1) a peu varié avec le nombre d’individus.
Il était maximal pour 5 individus avec 0,50 mL.h* et minimal pour deux individus avec 0,20 mL.h?,

ce qui est inférieur au Q2 moyen des deux carottes témoins avec 0,34 + 0,07 mL.h* (Figure 111.21).
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Figure 111.21 : Coefficients de bioirrigation mesurés pour différentes densités de Melinna palmata.

Coefficient de bioirrigation (mL.h™)

1443

I1.4. Discussion

I1.4.a. Les cycles tidaux et ’alternance jour/nuit influencent activité de

Melinna palmata

Un effet significatif de I’éclairement a pu étre mis en évidence sur le temps alloué¢ par M.
palmata a la prospection de I’interface eau-sédiment. Ce temps était en effet plus important a
I’obscurité qu’a la lumiére. Ceci s’est vérifié par rapport a la condition témoin, mais aussi avec une
photopériode, et photopériode avec des marées. La marée a également eu un effet significatif sur
I’activité des organismes. En effet, sans eau, M. palmata ne peut plus prospecter I’interface eau-
sédiment. Le temps moyen de prospection est donc passé de plus de 90 % sans lumiére et sans marée,
a 46 % avec une alternance jour/nuit et des cycles de marée. Grémare (1988) et Miron et al. (1991) ont
pu observer chez deux polychétes, respectivement Eupolymnia nebulosa et Alitta virens, que I’activité
de nutrition avait lieu quasi exclusivement a 1’obscurité. Au contraire, Lindqvist et al. (2013) ont
montré que Hediste diversicolor était environ 30% moins actif a 1’obscurité que sous un régime de
12 h de lumiére et 12 h d’obscurité. Des travaux sur I’activité du mollusque gastéropode Hydrobia
ulvae était plus actif lors des phases d’immersion (Little & Nix, 1976 ; Orvain & Sauriau, 2002). Dans
le bassin d’Arcachon, les densités les plus fortes recensées (Bernard et al., 2014) sont retrouvées dans
la zone intertidale, la ou les individus sont soumis aux cycles nycthéméraux et aux cycles de marée. Il

est donc important de prendre en compte I’impact de ces facteurs.
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Melinna palmata est également retrouvée en zone subtidale, comme par exemple en Manche
(Dauvin et al., 2007), dans le port de Brest (Guillou & Hily, 1983) ou dans le bassin d’Arcachon
(Bachelet et al., 1996), et jusqu’a plus de 380 m de profondeur au nord de 1’Europe (Holthe, 1986).
Des conditions sans marée et sans lumiére ne sont donc pas des conditions forcées qui modifient
complétement ’activité de M. palmata. En effet, malgré une modification des temps alloués aux
différentes activités, le patron des activités reste le méme : I’activité pour laquelle le plus de temps est
alloué reste la prospection. Nos observations montrent que la zone de prospection et le cone fécal
restent visibles suggérant un maintien des structures et donc des différences de propriétés
sédimentaires et de structure des communautés bactériennes.

En revanche, la marée influence également directement I’interface eau-sédiment et notamment sa
microtopographie. En effet, un facteur 20 a été mis en évidence entre le volume de sédiment remanié
uniquement par M. palmata (mesuré en condition de faible densité) avec 65,5 + 26,6 mm*.h™, et le
volume de sédiment remanié par M. palmata et par la marée avec jusqu’a 1427,4 + 801,7 mm3h™. Les
observations des films et les mesures des surfaces des zones de bioturbation ont montré que la marée
descendante avait tendance a étaler davantage les zones de bioturbation, et la marée montante a
remettre en suspension les particules avec une zone de prospection qui mesurait en moyenne
32,1+ 7,7 cm? en condition de faible densité et 50,7 + 17,8 cm? avec la photopériode et les cycles de
marée. Il a effectivement été montré que les déposivores de surface, en remaniant intensément les
premiers centimétres du sédiment, font que cette couche est plus facilement remise en suspension par
les courants de marée (Rhoads & Young, 1970). Il pourrait donc y avoir un effet direct sur la structure
des communautés bactériennes, avec 1’érosion des cellules bactériennes due aux courants, comme cela

a pu étre montré par Blanchard et al. (1997).

I11.4.b. Influence de la densité de population

Un effet de la densité de population sur I’activité de M. palmata a été observé. De 1 a
1184 ind.m™ (densité observée dans la vase nue), le temps moyen alloué & la prospection a augmenté
de 74,5+ 8,4% a 87,0 + 16,8%. Pour la plus forte densité observée dans 1’herbier (4371 ind.m™?), le
temps moyen alloué a la prospection était le méme que pour un individu seul avec 73,7 + 21,9%. Ceci
a également été observé pour ’activité d’égestion, avec le plus faible nombre d’égestions par heure
pour la plus forte densité (0,76 + 0,26 égestion.h™), ainsi que pour le volume de sédiment remanié
(52,2 + 3,0 mm*h?). Ce patron de diminution de I’activité individuelle avec I’augmentation de la
densité a été observé sur I’intensité du remaniement sédimentaire du diffuseur a galerie Hediste
diversicolor (Duport et al., 2006) et la bioturbation de Nephtys sp. (Braeckman et al., 2010).

Dans la condition «faible densité », avec un seul individu par aquarium, lorsque les
organismes ne prospectaient pas le sédiment, ils étaient majoritairement visibles mais immobiles.

Avec densité de I’herbier, les organismes étaient majoritairement cachés (11,6 + 12,6% du temps) dans
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leur tube et donc non visibles lorsqu’ils ne prospectaient pas. Ceci pourrait s’expliquer par la présence
d’un réseau de tubes complexe dans le sédiment (95 tubes dans 1,3 L de sédiment), qui nécessite
certainement plus d’entretien a ’intérieur du tube que lorsque 1’individu est seul ou que le réseau est
moins complexe. Les densités importantes d’espéces tubicoles, en induisant ces réseaux complexes de
tubes dans les sédiments influencent I’installation et le déplacement des autres espéces dans le
sédiment (Brenchley, 1982). Dans le bassin d’Arcachon, sur le site de Germanan ou les individus ont
été recoltés, les fortes abondances de M. palmata et le réseau de tubes associé sont corrélés aux faibles
intensités de remaniement sédimentaire en profondeur, montrant le role stabilisateur de cette espéce
(Bernard et al., 2014). Dans cette étude, 1’augmentation de la densité d’individus a induit une
augmentation de la surface totale des cones fécaux, et donc une diminution de la surface des zones de
prospection. Cependant ce résultat est associé a une diminution de la surface individuelle de ces deux
Zones.

L’ensemble de I’interface eau-sédiment étant soit de la zone de prospection soit du cone fécal
pour les deux plus fortes densités, les individus prospectaient donc indifféeremment des particules soit
de la zone de prospection, soit des cOnes fécaux voisins. Ceci n’a pas été observé dans le cas
d’individus isolés. 1l y a donc un changement de I’activité de prospection de M. palmata avec
I’augmentation de la densité. Des changements d’activité ont aussi été observés chez Alitta virens, et
I’hypothese du temps consacré a la consolidation des galeries a la place du temps de prospection a
également été émise (Miron et al., 1991).

Comme pour la marée et 1’alternance jour/nuit, malgré une diminution du temps alloué a la
prospection pour la plus forte densité de population, ce dernier reste tout de méme supérieur a 70 %.
Le patron d’activité de M. palmata n’est pas différent par rapport a 1’étude présentée en premiére
partie avec un individu par aquarium, constamment immergé et a I’obscurité. Les zones de prospection
et les cOnes fécaux restaient distincts sur D’interface eau-sédiment, mais le visionnage des
enregistrements a montré que certains individus de M. palmata pouvaient prospecter dans le céne fécal
d’un individu voisin lorsqu'ils ne pouvaient faire autrement. 1l est donc probable que les communautés
bactériennes de chacune des zones soient homogénéisées par ce phénomeéne, en raison d’un
déplacement plus diffus des particules dii au nombre important d’individus actifs.

Différentes densités de population ont également été testées pour la bioirrigation, proche de la
densité moyenne retrouvée dans la vase nue du site de Germanan (Bernard et al., 2014). Le coefficient
Q1 correspond aux premiéres minutes & heure(s) de I’expérimentation, il est donc plus lié a
I’adsorption de la fluorescéine sur les particules organiques a l’interface eau-sediment et dans les
parois du tube. C’est certainement pour cela que le coefficient Q1 est le plus élevé pour la densité
maximale : les tubes étant creux, de I’eau surnageante y entre et la fluorescéine peut s’adsorber sur les
parois riches en composés organiques (mucus). Le coefficient Q2 est calculé & partir de la pente une
fois que la fluorescéine est adsorbée. 11 s’agit donc d’une valeur représentant mieux la bioirrigation de

I’organisme. Quelle que soit la densité de population, le coefficient reste trés faible (Q2 entre
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0,2 mL.h™ pour deux individus et 0,5 mL.h™* pour cing individus), soit supérieur au coefficient Q2
témoin sans individu & 0,34 + 0,07 mL.h™, comparé a d’autres polychétes. Par exemple, lorsque
Hediste diversicolor est déposivore, son coefficient de bioirrigation individuel est de 1,3 mL.min™, et
lorsqu’il est suspensivore, de 3,1 mL.min™ (Christensen et al., 2000). Nos résultats sont également a
mettre en perspective de mesures de la bioirrigation faites dans I’herbier de Zostera noltei et dans la
vase nue de Germanan dans le bassin d’Arcachon, site de prélévement des individus et du sédiment. A
partir de la méme méthode, c’est-a-dire a partir de 1’utilisation de fluorescéine et de sondes
fluorimétriques, un coefficient de bioirrigation de 6,9 + 1,3 ml.h™ a été mesuré dans I’herbier, et de
3,2+ 0,9 ml.h dans la vase nue (Massé, 2010). Malgré les abondances élevées de M. palmata sur
Germanan, il semblerait que la présence d’autres especes de macrofaune mais aussi la présence de
I’herbier permettent 1’augmentation du coefficient de bioirrigation. En effet, la bioirrigation de M.
palmata pourrait étre considérée comme négligeable, étant donné que les valeurs sont proches voire
parfois inférieures aux valeurs des témoins sans individu.

Il est important de rappeler que les deux densités maximales correspondent aux densités de
population moyennes retrouvées sur Germanan, 1184 ind.m? dans la vase nue, et 3741 ind.m? dans
I’herbier. Les mesures d’activité et de bioturbation a ces densités sont donc les plus proches de 1'in
situ. Il ressort de I’ensemble de nos mesures que 1’augmentation de la densité de population limite le
remaniement individuel de la couche de surface. Mais a cela est couplé un mélange moins orienté des
particules que lorsqu’un individu est isolé. En effet des particules ingérées puis déposees sur le cone
fécal d’un individu peuvent a nouveau étre ingérées par un autre individu... etc. Ceci a donc
probablement des conséquences sur la composition des communautés bactériennes qui doivent étre

plus homogénes entre les différentes zones.

I11.  Conclusions et perspectives

La premiéere partie de ce travail a permis de montrer que M. palmata appartenait a un groupe
de bioturbation qui n’avait pas encore été décrit : convoyeur de surface. En effet, tout le sédiment est
prélevé en surface par prospection, puis, aprés passage dans le tube digestif, est déposé par égestion
toujours en surface. Il n’y a donc un remaniement que des premiers millimétres oxiques de I’interface
eau-sediment. Cette particularité fait de M. palmata un bon et innovant modele d’étude du contrdle de
la structure des communautés bactériennes par la bioturbation a la surface du sédiment. Il permet en
effet de s’affranchir de la diversité fonctionnelle et taxonomique des communautés bactériennes
induite par la stratification verticale des sédiments, et donc de déterminer directement 1’impact de
I’organisme bioturbateur sur la répartition des communautés bactériennes.

La seconde partie visait a tester ’influence de deux paramétres environnementaux : la lumiere
et la marée, ainsi que I’influence de la densité de population sur M. palmata. L’objectif était de

complexifier le systeme pour se rapprocher des conditions de vie du polychéte. Ce travail a montré une
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diminution du temps de prospection et donc du nombre d’égestions ainsi que de I’intensité d’activité
avec I’alternance jour/nuit et les cycles de marée par rapport a la condition d’obscurité totale sans
marée du dispositif expérimental de la premiére partie. Un effet similaire sur le temps de prospection
et le nombre d’égestions a été observé dans le cas de densités supérieures a 4000 ind.m™.

Malgré cela, aucun changement majeur de ’activité de M. palmata n’a été observé (diminution
ou augmentation drastique du temps alloué a une activité, apparition ou disparition d’activités), sauf
lorsque le polychéte était dans I’incapacité de prospecter lors des phases d’émersion. Ces résultats
confortent donc le bien fondé des expérimentations mises en place pour évaluer ’impact de la
bioturbation de M. palmata sur la composition des communautés a ’interface eau-sediment, méme si
les conditions expérimentales restent loin des conditions in situ. Par ailleurs, nous avons vu dans la
premiére partie que l’activité de prospection de M. palmata crée un milieu perturbé, la zone de
prospection. A cela s’ajoute les marées, la photopériode et la densité de population qui modulent cette
perturbation. Selon I’hypothése de perturbation intermédiaire (Grime, 1973), le niveau de perturbation
contrOlerait la structure des communautés procaryotes avec (1) dans un milieu perturbé des stratéges r
(MacArthur & Wilson, 1968) qui sont des especes colonisatrices, généralistes et a fort taux de
croissance, qui consomment la matiére organique la plus labile et les monomeres ; (2) dans un milieu
non perturbé, comme la zone non remaniée, des stratéges K (MacArthur & Wilson, 1968) qui sont des
especes compétitrices et spécialistes, qui produisent des exo-enzymes permettant la consommation de
matiére organique plus réfractaire comme les polymeéres ; (3) dans un milieu ou la perturbation est
intermédiaire, des espéces a stratégie r et des espeéces a stratégie K, ou la diversité est accrue. Pour
vérifier que I’activité de prospection de M. palmata, modulée par les cycles tidaux, la photopériode et
les fortes densités, contrble la diversité et la dégradation de la matiére organique dans une zone de
plusieurs dizaines de centimétres carrés autour de 1’individu, il faudrait mesurer les diversités
taxonomique, par exemple, avec des techniques de metabarcoding, et fonctionnelle, par exemple via
I’utilisation de plaques BIOLOG pour déterminer les profils métaboliques, ou encore par des mesures
de respiration ou de DNA-SIP, dans la zone de prospection d’aquariums au sein desquels 1’activité de

M. palmata serait modulée par les différents facteurs.
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CHAPITRE IV

L'enrichissement en matiere organique
particulaive simulant la production primaire
autochtone influence le lien entre Melinna

palmata et les bactéries aérobies du sédiment
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Préambule

La premiére partie de ce travail a montré 1’importance des processus de bioturbation sur la
composition des communautés bactériennes des premiers milliméetres oxiques de l’interface eau-
sédiment. Ceci s’est fait grace a 1’utilisation d’un nouveau modéle biologique, Melinna palmata, qui a
permi de relier le comportement du macroinvertébré au remaniement sédimentaire et au devenir de la
composition des communautés bactériennes, tout en restant dans les premiers millimetres oxiques de
l'interface eau-sédiment. Or, c'est précisément dans cette couche oxique que les processus de
minéralisation de la matiere organique sont les plus efficaces.

Dans ce chapitre IV, nous avons approfondi les processus de contrble des communautés
bactériennes par la bioturbation de M. palmata a l'interface eau sédiment, en intégrant la matiére
organique, parametre qui contréle le fonctionnement de cette interface dans les conditions naturelles.
Pour cela, les effets de I’enrichissement (avec ou sans apport de matiére organique) de deux types de
matiere organique de qualité différentes (plus ou moins labiles, cf. définitions chapitre 1) ont été testé
sur : (1) ’activité et le remaniement sédimentaire de M. palmata, (2) les propriétés physico-chimiques
de I’interface eau-sédiment, (3) la diversité bactérienne et 1’activité hétérotrophe, toujours au niveau
des premiers millimétres oxiques de I’interface eau-sédiment.

Une expérimentation a été conduite avec une condition contrdle sans enrichissement en
matiere organique, et deux conditions d’enrichissement avec deux types de matiére organique
différentes : des cellules phytoplanctoniques utilisées en mariculture pour leur qualité nutritive d’une
part, et des fragments de phanérogames marines caractéristiques de 1’habitat de M. palmata d’autre

part.
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l. Introduction

Les milieux coétiers, bien qu’ils ne représentent que 7 a 10% de la surface totale des océans,
supportent 25% de la production primaire océanique (Smith & Hollibaugh, 1993 ; Rabouille et al.,
2001). Cette production primaire est variée, avec des cellules phytoplanctoniques, du
microphytobenthos, des macroalgues ou encore des macrophytes (Bouillon & Boschker, 2006).
Suivant le type de producteur primaire, la proportion de molécules carbonées varie. En effet, le rapport
C/N/P établi par Redfield pour les cellules phytoplanctoniques est de 106/16/1 (Redfield et al., 1963),
alors que pour les phanérogames, le rapport médian établi a partir de 27 espéces différentes est de
474/24/1 (Duarte, 1990). Ce rapport est lié a une proportion de molécules carbonées telles que la
lignine ou la cellulose dans les végétaux supérieurs, comparés aux unicellulaires (planctoniques ou
benthiques) (Duarte, 1992 ; Enriquez et al., 1993). La matiére organique caractérisée par les plus
faibles rapports C/N peut étre qualifiée de labile, par rapport a la matiére dont le rapport C/N est plus
élevé, qualifiée de réfractaire. A ces différences de composition et de qualité de la matiére s’ajoute un
large spectre de taille des producteurs primaires. Cela va de la cellule phytoplanctonique de quelques
micromeétres aux macroalgues et végétaux supérieurs mesurant de quelques centimetres a quelques
metres comme par exemple les laminaires Laminaria digitata. Cette matiére se décompose ensuite sur
I’interface eau-sédiment, forme des fragments de plus en plus petits, et libere aussi des composés
organiques dissous. Ces fragments sont colonisés par les microorganismes qui minéralisent la matiere.
Ces étapes de fragmentation et de colonisation permettent d’augmenter la palatabilité et Ia
disponibilité de la matiere pour les herbivores, qui ne peuvent pour des raisons physiologiques
consommer de trop gros fragments (Pellikaan, 1984 ; Cebrian, 1999). Par ailleurs, les premiers
microorganismes colonisateurs favorisent la transformation des macromolécules complexes en
molécules plus petites via la sécrétion d’exoenzymes, permettant a d’autres microorganismes de
pouvoir les assimiler et les minéraliser. A cela s’ajoute de la matiére organique d’origine continentale
apportée par les fleuves, autour de 38,6 + 21,1 x10™ molC,g.an™ (Smith & Hollibaugh, 1993). Dans le
bassin d’Arcachon, site de cette étude, la matiere organique sédimentaire est composée en moyenne de
25% de phanérogames dégradées, 20% de phytoplancton, 19% de microphytobenthos, 19% de matiére
terrestre, et 17% de macroalgues (Dubois et al., 2012).

Ce mélange de matiére organique allant de la molécule plus ou moins complexe aux fragments

de plusieurs centimétres a plusieurs devenirs possibles :

(1) une partie est utilisée par les consommateurs primaires et les détritivores comme source de
nourriture. En particulier, les déposivores de surface qui se nourrissent de ce mélange de
matiere organique plus ou moins complexe juste déposé, voient leur comportement de
nutrition influencé lors d’un apport de matiére organique (Grémare et al., 2004). Les
déposivores doivent également s’adapter au large spectre de quantité et de qualité de leur

source de nourriture (Lopez & Levinton, 1987 ; Jumars & Wheatcroft, 1989 ; Kihslinger
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& Woodin, 2000). 1l a été montré que les détritus de phanérogames marines, qui ont plus
de macromolécules complexes telles que la cellulose (Duarte, 1992), sont peu consommés
par les organismes benthiques (e.g. Mateo et al., 2006 ; Lebreton et al., 2011), et
notamment les déposivores de surface, contrairement aux cellules phytoplanctoniques qui
ont une meilleure qualité nutritive telle que définie ci-dessus (Cammen, 1989 ; Jumars,
1993). A cela s’ajoute la sélection par la taille. En effet, en plus d’une possible sélection
par les appendices buccaux, la taille des organismes et de leur bouche limite I’ingestion
des fragments dont la taille est supérieure a la largeur de 1’organisme (Whitlach, 1974 ;
Taghon, 1982).

une autre grande partie est minéralisée en nutriments par les communautés microbiennes
(Canfield 1993 ; Kristensen & Holmer, 2001). Suivant la nature de la matiére, cette
minéralisation est précédée de différentes étapes de décomposition. Par exemple, comme
décrit en détail dans le chapitre I, les macrophytes constitués de feuilles de plusieurs
centimétres de long subissent d’abord une étape de solubilisation (leaching) des composés
les plus labiles avant d’étre colonisée par les microorganismes (champignons et bactéries),
qui permettent ensuite la fragmentation des feuilles, aidés par les macroinvertébrés et les
facteurs abiotiques tels que les courants (Pellikaan, 1984 ; Peduzzi & Herndl, 1991). Les
fragments et les composés issus de ces étapes de dégradation permettent de rendre
biodisponible la matiére pour les consommateurs secondaires et pour la minéralisation par
les microorganismes. Ces étapes ne sont en revanche pas nécessaires pour le
phytoplancton ou le microphytobenthos qui sont unicellulaires. Presque tous les
microorganismes aérobies possédent les enzymes capables d’effectuer une minéralisation
totale de substrats organiques (Kristensen & Holmer, 2001). Autrement, ce sont des
consortia et des successions de différents groupes fonctionnels bactériens qui permettent la
minéralisation. Canuel & Martens (1996) ont montré que les acides gras issus de matiere
phytoplanctonique avaient un taux de dégradation plus important que les acides gras issus
des plantes vasculaires, avec les plus forts taux dans les 2,5 premiers centimétres du
sédiment.

une troisiéme partie est enfouie dans les couches plus profondes des sédiments (Henrichs,
1992). Cela se produit en partie sous 1’action des invertébrés benthiques, via les processus
de bioturbation. De la matiére organique déposée en surface peut étre enfouie, ou de la
matiere organique enfouie peut étre remise dans les couches supérieures, voire étre remise
en suspension dans 1’eau surnageante par la bioturbation (Kristensen et al., 2012 ; Arndt et
al., 2013).

Le devenir de la matiére organique dans les sédiments est donc directement et indirectement

influencé par les invertébrés benthiques. Indirectement, car les microorganismes sont eux aussi une
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source de nourriture comme cela a été montré avec Nereis succinea (Cammen, 1980) ou avec des
déposivores de surface (Newell, 1965 ; Kemp, 1987), mais aussi directement, via la bioturbation. En
effet, la bioturbation de la macrofaune benthique contréle I’abondance ou la biomasse (Aller & Yingst,
1985 ; Reichardt, 1988), la structure (Bertics & Ziebis, 2009 ; Laverock et al., 2010) ou les activités
(Bertics et al., 2010 ; Gilbertson et al., 2012) des communautés bactériennes et donc les processus
biogéochimiques de décomposition de la matiere organique (Aller, 1994 ; Kristensen & Holmer,
2001 ; Fanjul et al., 2014).

Melinna palmata est un déposivore de surface que 1’on retrouve abondamment dans les
herbiers de Zostera spp. (Fauvel, 1927), par exemple jusqu’a plus de 6000 individus.m™ dans 1’herbier
a Zostera noltei du site de Germanan dans le bassin d’Arcachon (Bernard et al., 2014). Il s’agit d’une
espéce tolérante a 1’excés de matiére organique dont les populations sont stimulées par un
enrichissement en matiére organique (Guillou & Hily, 1983 ; Grehan, 1991 ; Borja et al., 2000). Nous
avons montré dans le chapitre Il que cette espéce est a ’origine de modifications de la composition
des communautés bactériennes dans la zone clé de minéralisation de la matiére organique en ne
remaniant que les premiers millimétres oxiques du sédiment. Les déposivores de surface en général
ont dii développer une stratégie de nutrition qui consiste a prélever et ingérer d’importants volumes de
sédiment pour récupérer au maximum la matieére organique. Les zones riches en matiére organique
forment des taches qui peuvent évoluer rapidement dans le temps et dans 1’espace. Les déposivores de
surface ont également la capacité de changer d'activité de nutrition suivant les conditions (Lopez &
Levinton, 1987 ; Mayer et al., 1993 ; Kihslinger & Woodin, 2000).

Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude a été double :

(1) Mettre en évidence ’effet de I’enrichissement et de la qualité de la matiére organique sur
les communautés bactériennes de la zone oxique de I’interface eau-sédiment.
(2) Vérifier si cet enrichissement influence I’activité et la bioturbation de M. palmata et donc

son impact sur les communautés bactériennes de I’interface eau-sédiment.

Pour cela, deux types de matiere organique de qualité différente ont été sélectionnées pour
simuler le devenir de la production primaire autochtone: la sédimentation de cellules
phytoplanctoniques et 1’accumulation de débris foliaires de phanérogames. Pour les cellules
phytoplanctoniques, une culture de Tetraselmis sp. a été utilisée pour sa valeur nutritionnelle élevée.
Elle est donc fréquemment utilisée en aquaculture (e.g. Robert et al., 2002). Sa haute valeur
nutritionnelle due a une composition riche en lipides associée a sa petite taille fait que I’enrichissement
en Tetraselmis sp. simule un apport de matiére organique moins riche en composés ligno-cellulosiques
et plus accessible a la dégradation et/ou & la consommation que les feuilles de phanérogames. 1l s’agit
de feuilles de Zostera noltei provenant du méme site de prélévement que les individus de M. palmata.
Les feuilles fraiches ont été broyées pour simuler les premiéres étapes de décomposition et de

fragmentation. En revanche, les fragments de plusieurs millimétres ont été autoclavés ; ils n’étaient
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donc pas colonisés par les microorganismes et peu dégradés, donc moins accessibles a la dégradation
et/ou a la consommation. Cet enrichissement correspond donc & un apport de matiere plus riche en
composeés ligno-cellulosiques, relativement a 1’apport de Tetraselmis sp.

Ces enrichissements ont été effectués en aquariums (n=35) avec un individu par aquarium pendant O,
11 ou 22 jours, dans des conditions de température et de lumiére contrélées. Les analyses de surface de
sédiment remanié, d’impact sur les propriétés sédimentaires (granulométrie, carbone et azote
organiques particulaires, pigments, phéopigments, profondeur de pénétration de I’oxygéne) et sur les
communautés bactériennes (QPCR, ARISA et consommation biologique d’oxygéne du sédiment) ont
quant a elles été effectuées pour I’ensemble des réplicats. Le comportement et le volume de sédiment
remanié a été suivi pour trois individus (un avec apport de Tetraselmis sp., un avec apport de Z. noltei,

et un contrdle sans enrichissement).
Il.  Expérimentation

I1.1.  Matiere organique apportée

I1.1.a. Tetraselmis sp.

Le genre Tetraselmis est composé d’espéces unicellulaireq flagellées. Les cellules sont
ovoides voire presque sphériques, et possédent quatre flagelles (Throndsen, 1996). Les cellules
mesurent quelques micromeétres de diamétre. Suivant les espéces, on trouve des cellules de Tetraselmis
dans les eaux européennes (e.g. Alvarez Cobelas & Gallardo, 1986) mais aussi d’Asie (e.g. Hori et al.,
1986) ou d’Amérique du Nord (Mathieson & Hehre, 1986). 1l s’agit d’une chlorophycée ; elle possede
donc des parois cellulaires pouvant contenir de la cellulose (Domozych et al., 2012). Cependant, il
s’agit d’une micro-algue largement utilisée en aquaculture pour ses qualités nutritionnelles. Les
différentes classes de cellules utilisées en mariculture dont plusieurs espéces du genre Tetraselmis sont
composeées de 6 a 52% de protéines, 5 a 23% de sucres et 7 a 23% de lipides (Brown 1997). Rappelons
que le rapport élémentaire du phytoplancton en général est de 106 atomes de carbone pour 16 atomes

d’azote et un atome de phosphore (Redfield et al., 1963) ce qui fait un rapport C/N de 6,625.
I1.1.b. Zostera noltei

Zostera noltei est une espéce de phanérogame marine de la famille des Zostéracées. Elle
posséde un systeme de racines et de rhizomes et des feuilles linéaires d’une vingtaine de centimétres
pour quelques millimétres de large (Cabioc’h et al., 2006). 11 s’agit d’une angiosperme, connue pour
contenir une proportion plus importante de polysaccharides telle que la cellulose ou la lignine (Dawes
et al., 1987 ; Duarte, 1992), avec par exemple les fibres de Zostera marina composées & 57% de
cellulose (Davies et al., 2007). La présence importante de cellulose ou de lignine chez les

angiospermes marines induit un rapport élémentaire plus riche en carbone avec 474 atomes de
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carbones pour 24 atomes d’azote et un atome de phosphore (Duarte, 1990), ce qui fait un rapport C/N
de 19,75. Dans le bassin d’Arcachon, I’herbier de Z. noltei contribue & 20% a la production primaire
totale, avec une production annuelle estimée entre 8880 et 12709 tC (Auby, 1991). A P’inverse des
cellules de Tetraselmis sp. utilisées en mariculture, les feuilles de Z. noltei fraiches sont peu
consommées car en plus d’une étape de fragmentation et de broyage mécanique pour leur ingestion,
leur assimilation nécessite d’avoir I’enzyme permettant de dégrader la cellulose, la cellulase, ce qui
n’est pas le cas pour tous les organismes. Les feuilles sont donc plus souvent consommées une fois

dégradées (Cebrian & Duarte, 1998).
Il.1.c. Préparation des rations

Il s’agissait d’apporter a M. palmata une ration journali¢re d’azote organique correspondant a
un rapport de Ration d’azote (g)/Biomasse d’azote (g) égal a 1 (Tenore & Chesney, 1985 ; Grémare et
al., 1989a). La biomasse d’azote de 21 M. palmata a donc été préalablement déterminé a I’aide d’un
analyseur ThermoFinnigan®Flash EA112. Pour cela, les individus ont été pesés pour obtenir le poids
frais, puis lyophilisés pendant 24 h et pesés pour obtenir le poids sec. Chaque individu lyophilisé a été
broyé, puis passé dans 1’analyseur.

Les feuilles de Z. noltei ont été prélevées sur le site de Germanan, découpées, placées dans de
I’eau de mer stérile (filtration sur 0,22 um + autoclavage), broyées, puis autoclavées. En paralléle, une
culture commerciale de Tetraselmis sp. (Marine-Life ®, ~ 2 000 000 cellules.ml™) a été autoclavée. La
biomasse d’azote de ces deux types de matieére organique a ensuite été évaluée, comme pour M.
palmata. Pour cela, cinq réplicats de culture et cing réplicats de broyat ont été pesés, lyophilisés, puis
a nouveau pesés pour déterminer le poids sec. Chaque réplicat a ensuite été passé a 1’analyseur.

La biomasse moyenne en azote organique d’un individu de M. palmata était de 0,47 mg, celle
de Tetraselmis sp. était de 0,073g d’N.gPS™, et celle de Z. noltei était de 0,041g d’N.gPS™. Des rations
de 0,47 mg d’azote organique de Tetraselmis sp. (1 mL) et de Z. noltei (1,5 mL) ont été aliquotées et
stockées a -20°C. Chaque jour, une ration a été décongelée pour chaque aquarium et déposée

délicatement dans 1’eau surnageante.
11.2.  Plan d’expérience

Trois conditions expérimentales ont été mises en place afin de tester les effets de
I’enrichissement et de la qualité de la matiere organique sur I’activité et la bioturbation de M. palmata

et sur les communautés procaryotes des premiers millimétres oxiques de 1’interface eau-sédiment :

(1) Une condition témoin sans enrichissement en matiere organique. Seule la matiére
organique provenant de 1’eau pompée dans le bassin d’ Arcachon a été apportée. Cette eau
est filtrée au moment de son pompage puis est stockée dans une cuve, ou les plus grosses

particules décantent avant d’étre redistribuées a I’ensemble des aquariums.
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(2) Une condition pour laquelle une ration de suspension de Tetraselmis sp. a été apportée
quotidiennement.
(3) Une condition pour laquelle une ration de feuilles Z. noltei broyées a été apportée

quotidiennement.

Pour ce faire, 35 aquariums (taille intérieure de 11,5x17,5x6,5 cm) ont été remplis avec du
sédiment provenant de Germanan tamisé sur 1 mm et placés en eau courante dans une piéce
thermostatée a 1’obscurité (température de 1’eau : 16,6 + 1,7 °C, salinité : 29,3 + 1,8 et température de
I’air : 18 £ 2 °C). Apres 10 jours d’équilibration du sédiment, un individu de M. palmata a été ajouté
au centre de chaque aquarium. Pour cela, les organismes ont été préalablement sortis de leur tube sous
loupe binoculaire, pesés, puis déposés un a un délicatement sur I’interface eau-sédiment.
L’acclimatation des 35 individus a duré 10 jours, le temps qu’ils fabriquent un nouveau tube et qu’ils
s’enfoncent dans le sédiment. Ces 35 aquariums ont été divisés de maniére a obtenir cinq réplicats
pour chacune des conditions de temps et d’enrichissement, comme présenté sur la figure 1V.1.

Aux temps Tgj, Ty et Ty, des profils d’oxygene ont été effectués dans les aquariums
concernés pour déterminer la profondeur de pénétration de 1’oxygene, selon le protocole décrit dans le
chapitre Il. Ensuite, une photographie de I’interface a été prise pour mesurer la surface de sédiment
remanié par chaque individu, puis 1’eau surnageante a été délicatement retirée a ’aide d’une seringue,
sans perturber I’interface eau-sédiment. Enfin, I’aquarium a été sacrifié car le sédiment de chaque zone
de bioturbation a été prélevé comme décrit dans la partie 111.5 du chapitre 1. Environ 2 gPF (poids
frais) de zone de prospection, 4 gPF de cone fécal et 20 gPF de zone non remaniée ont été prélevés
pour chacun des aquariums. Ce sédiment a ensuite été aliquoté pour les différentes analyses des
propriétés sédimentaires : teneurs en carbone et azote organiques particulaires, teneurs en pigments,
granulométrie ; mais aussi pour les différentes analyses des communautés procaryotes : composition
des communautés (ARISA et T-RFLP), abondances (qPCR) et consommation biologique d’oxygeéne.
Selon la quantité de sédiment, la priorité a été de garder le sédiment pour 1’analyse des communautés
procaryotes (entre 250 mg et 1 g) si possible. Pour les aliquots des autres analyses, entre 500 mget 1 g
ont été prélevés lorsque cela a été possible. Le reste de sédiment de I’aquarium a ensuite été tamisé
afin de récupérer 1’individu, qui a été sorti de son tube pour pouvoir analyser la composition des
communautés bactériennes associées a I’un et a I’autre séparément. Le prélévement de 15 aquariums
en une seule journée étant impossible, chaque réplicat (A & E) a été lancé avec quelques jours de

décalages, pour que les Tg;, T1yj et Toy; de prélévements de chaque réplicat ne se superposent pas.
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* Surface remaniée
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o Propriétés sédimentaires
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Figure 1V.1: Schéma et photographie présentant le plan expérimental avec les différentes conditions
d’enrichissement et de temps de prélévement, les différents paramétres mesurés et les réplicats (Rep).
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L’expérimentation a donc duré 56 jours au total. Le plan d’expérimentation est présenté sur la
figure IV.2.

Pendant les périodes d’incubations, c’est-a-dire entre Tg; et T,y activité et le volume de
sédiment remanié de trois individus ont été suivis. Un individu témoin (3 x11h avec une
microtopographie entre chaque film), un individu recevant quotidiennement une ration de suspension
Tetraselmis sp. (8 x 11 h avec une microtopographie entre chaque film), et un individu recevant
guotidiennement une ration de broyat de Z. noltei (4 x 11 h avec une microtopographie entre chaque
film). Le nombre de films n’est pas équivalent car il correspond au nombre de films ayant pu étre
analysés ; or plusieurs films de I’individu témoin n’ont pas pu étre traités. Les protocoles de suivi de

’activité et de microtopographie sont présentés dans la partie 111.3 du chapitre 1.
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sédiment, acclimatation des Melinna palmata, incubation et préléevements du sédiment pour les différents

Figure 1V.2 : Schéma de répartition dans le temps des différentes étapes de 1I’expérimentation : équilibration du
réplicats décrits sur la figure 1V.1.




» Chapitre IV [Effets de lenrichissement en matiere organique]

I1l. Résultats

111.1. Hypothéses posées pour I’analyse des résultats

A partir des observations faites pendant ’expérimentation et au cours de 1’analyse des
premiers résultats acquis aprés l’incubation, deux hypothéses simplificatrices de travail se sont

imposees :

(1) A partir de 11 jours, le systéme doit avoir atteint unéquilibre par rapport aux apports de
matiére organique et au remaniement sédimentaire induit par M. palmata. Pour cela, les
résultats des différents paramétres sédimentaires ainsi que la surface de sédiment remanié
ont été compares pour les aquariums dont le sédiment a été prélevé a T,y et ceux dont le
sédiment a éte prélevé a Ty,

(2) Les apports de Tetraselmis sp. et de Z. noltei doivent étre mesurables par des teneurs plus
élevées en pigments et en carbone et azote organiques. Pour cela, les zones non remaniées

par M. palmata ont été comparées en fonction de la nature de la matiére organique ajoutée.

Si ces deux hypotheses sont vérifiées, alors le design expérimental est validé car cela signifie
que l’enrichissement en matiére organique a bien affecté I’interface eau-sédiment, et que les
aquariums des temps Ty et Toy; peuvent étre regroupés. Ceci permettrait d’avoir 10 réplicats au lieu de
cing par condition d’enrichissement, de mieux tenir compte de la variabilité inter-individuelle et donc

de pouvoir plus facilement faire ressortir des tendances entre les conditions expérimentales.
I11.1.a. Les temps 11 et 22 jours correspondent a un état d’équilibre

L’évolution de la surface remaniée en fonction du temps présentée sur la figure 1.3 a montré
qu’il n’y avait plus d’évolution significative de la surface des zones de bioturbation apres 11 jours
d’incubation (PERMANOVA, p(perm) < 0,05). A la fin de la période d’acclimatation de 10 jours, T,
la surface du cone fécal était de 5,0 + 2,1 cm? et celle la zone de prospection de 11,8 + 5,4 cm2. Sans
ajout de matiére organique, la surface a augmenté a 13,6 +4,7cm? pour le cbne fécal et a
28,3 = 20,9 cm? pour la zone de prospection. Aprés 11 jours, leurs surfaces n’ont significativement pas
évolué avec 11,3 + 3,2 cm? pour le cone fécal et 23,2 + 6,6 cm? dans la zone de prospection a T, (22

jours d’incubations apres les 10 jours d’acclimatation) (PERMANOVA, p(perm > 0,05).
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Figure IV.3 : Surface remaniée du cone fécal (A) et de la zone de prospection (B) au début de
l'incubation (T¢;), aprés 11 jours d'incubation (T14;), et apres 22 jours d'incubation (T ;) pour
les conditions témoin, apport de Tetraselmis sp. et apport de Zostera noltei.

Ceci suggeére que la bioturbation de M. palmata a atteint I’équilibre a, ou avant, Tqy; et que
I’animal ne fait que maintenir les zones de bioturbation créées. Ceci étant vérifié, il faut ensuite
vérifier que les teneurs en COP, NOP, phéophytines a et b et granulométrie n’ont également pas
évolué de maniére significative entre Ty et Ty

Les teneurs en COP, NOP, les phéophytines a et b et la médiane de répartition de taille des
particules (D50) n’étaient pas différentes significativement entre T1y; et Ty quelle que soit la zone de
bioturbation et la matiere organique apportée (PERMANOVA, p(perm) < 0,05). L’évolution des
teneurs en COP et en phéophytine a est présentée sur la figure 1V.4, pour chacune des zones de
bioturbation, et chacune des conditions d’enrichissement. A Tyyj, un état d’équilibre est atteint entre le

remaniement sédimentaire de M. palmata, ’apport de matiére organique et sa dégradation. Cette
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premiére analyse des données aprés 11 et 22 jours d’expérimentation indique que des conditions

stationnaires sont obtenues aprés 11 jours (ou moins) d’expérience. Nous pouvons donc considérer les

aquariums analyses apres 11 et 22 jours comme des réplicats expérimentaux.
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Figure 1V.4 : Teneurs moyennes (+ écarts types) en carbone organique particulaire (A) dans la zone non
remaniée, (B) dans la zone de prospection, (C) dans le cone fécal et teneurs moyennes (+ écarts types) en
phéophytine a (D) dans la zone non remaniée, (E) dans la zone de prospection et (F) dans le cone fécal.
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I11.1.b.Modification des propriétés sédimentaires par apports de

phytoplancton ou de phanérogame

11 s’agit ici de vérifier que les apports de matiére organique de qualité différente ont induit une
modification mesurable des paramétres sédimentaires de 1’interface eau-sédiment. Pour cela, une
analyse en composantes principales (ACP ; Figure 1V.5) a été effectuée sur les différents paramétres
mesurés : COP, NOP, D50, chlorophylles a, b et ¢, phéophytines a, b et c et profondeur de pénétration
de I’oxygene. La premiére composante de 1’analyse explique 78,5 % de la variance totale et la seconde
15,1 %. C’est la premiére composante qui permet de discriminer les trois zones a I’interface eau-
sédiment. Les phéophytines a et b sont positivement corrélées a la premiere composante,
respectivement 81% et 58%. De plus, les trois sédiments non remaniés sont significativement
différents en terme de signature pigmentaire (PERMANOVA, p(perm) < 0,05). Les apports de cellules
phytoplanctoniques et de phanérogame marine ont un impact mesurable sur la signature pigmentaire
des sédiments. Comme on pouvait s’y attendre, les sédiments des aquariums subissant un apport
guotidien de matiére organique particulaire végétale se distinguent des sédiments de la condition

témoin. Ces différences sont observables a la surface des aquariums comme montré sur la figure 1V.6.
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Figure IV.5 : Analyse en composantes principales (ACP) des différents paramétres
sédimentaires en fonction du type d’apport (Tetraselmis sp., Zostera noltei, témoin). COP :
carbone organique particulaire, NOP : azote organique particulaire, D50 : médiane de taille des
particules.

Figure 1V.6 : photographies de I'interface eau-sédiment de trois aquariums (taille intérieure de 11,5x17,5 cm).
A gauche un aquarium témoin, au centre un aquarium apreés apport de Tetraselmis sp. et a droite un aquarium
apres apport de débris de Zostera noltei.
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I11.1.c. Hypothéses simplificatrices et validation du design expérimental

Les deux hypothéses de travail sont vérifiées, a savoir d’une part que le systéme est a
I’équilibre aux temps T35 €t Ty, d’incubation, et d’autre part que le dispositif expérimental est validé
car le sédiment des zones non remaniées par M. palmata a des propriétés différentes. Nous pouvons
maintenant nous intéresser aux deux objectifs de cette étude : (1) tester si I’apport journalier de
matiere organique de qualité différente a un effet sur I’activité et la bioturbation de M. palmata, et (2)
tester si cela a des conséquences sur I’abondance, la composition des communautés bactériennes, ainsi

que sur I’activité respiratoire hétérotrophe.

111.2. Effet de P’apport de deux types de matiére organique végétale sur

I’activité et la bioturbation de Melinna palmata
I11.2.a. Activité de Melinna palmata

L’observation image par image des 18 films de 11 h chacun, sur les trois individus suivis, a
permis de mettre en évidence sept activités, toutes conditions confondues: la prospection de
I’interface eau-sédiment, 1’égestion des feces, le mouvement des branchies a la sortie du tube, les
mouvements d’entrée et de sortie de la téte du tube, la maintenance de 1’ouverture du tube, branchies
visibles hors du tube et immobiles, et enfin lorsque 1’organisme est entiérement caché dans son tube.
Les pourcentages de temps alloués a chacun de ces comportements sont présentés sur la figure 1V.7.
Un graphique ne présentant que les activités visibles a I’interface eau-sédiment aurait pu étre présenté,
mais les pourcentages de temps immobile et ou dans le tube étant faibles, nous avons fait le choix de
tout présenter. Pour les trois conditions, le temps est majoritairement alloué a la prospection de
I’interface eau-sédiment avec 94,2 + 5,0 % pour I’individu témoin, 84,7 £ 15,4 % pour ’individu +T.
sp., et 90,8 + 9,3 % pour I’individu +Z.n. L’individu témoin qui n’a subi aucun apport de matiére
organique a alloué le plus de temps a la prospection. A I’inverse, I’individu ayant recu des apports
journaliers de Tetraselmis sp. est celui qui a alloué le moins de temps & prospecter la surface du
sédiment.

L’égestion des feces se faisait en méme temps que les autres activités, sans interruption de ces
derniers. Une fréquence d’égestion (min™) a été calculée pour les trois individus (Figure 1V.8A).
Cette fréquence était plus faible chez 1’individu témoin avec 0,03 = 0.00 min™ que chez I’individu
+Z.n avec 0,04 + 0,02 min™ et que chez I’individu +T.sp. avec 0,05 + 0,01 min™.

L’intensité d’activité la plus faible était pour I’individu +T. sp avec 5,3 + 3,2 cm2.h™. Elle était
plus élevée et proche pour les individus +Z.n et témoin avec respectivement 18,8 + 12 et
19,2 + 10,9 cm2.h™ (Figure 1V.8B).
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Figure V.7 : Pourcentage de temps alloué par Melinna palmata aux différents comportements en fonction de la
condition d’apport en matiére organique. Témoin : n=3 films, +T. sp. :n=8 films ; +Z.n : n=4 films ; pour un
individu de chaque condition.

111.2.b.Remaniement sédimentaire par Melinna palmata
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Figure 1V.8 : (A) Fréquences d'égestion (min™) et (B) intensité d’activité (cm*.h™) de Melinna palmata en fonction de la
condition d'enrichissement en matiére organique. Le trait plein dans la boite représente la médiane, le trait pointillé
représente la moyenne. Témoin : n=3, + T.sp. :n=8; + Z.n : n=4.

L’activité de prospection de I’interface eau-sédiment a été a 1’origine de la création d’une zone
distincte de la zone non remaniée, la zone de prospection. L’égestion a induit la création d’un cone
fécal, distinct de la zone non remaniée et de la zone de prospection. La surface et le volume de
sédiment remanié dans chacune de ces zones ont pu étre mesurés.

La surface de sédiment remanié est présentée sur la figure 1V.3. En regroupant les réplicats
des Tyyj et Ty, la surface du cone fécal était de 12,5 + 4,0 cm? pour la condition témoin, 9,8 + 4,6 cm?

pour la condition +T.sp, et 9,9 + 4,9 cm? pour la condition +Z.n. La surface de la zone de prospection
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était de 25,7 £ 14,9 cm? pour la condition témoin, de 15,9 + 8,7 cm?2 pour la condition +T. sp et de
17,0 £.8,9 cm? pour la condition +Z.n. Pour le céne fécal comme pour la zone de prospection, les
surfaces n’étaient pas significativement différentes en fonction des apports en matiére organique
(PERMANOVA, p(perm) > 0,05).

En comparant les microtopographies consécutives de I’interface eau-sédiment, le volume de
sédiment remanié dans chaque zone a pu étre calculé (Figure 1V.9). Pour I’individu témoin, le volume
de sédiment remanié a varié entre -10,7 et +15,7 mm®.h™" selon le jour dans la zone de prospection, et
entre +0,3 et +60,3 mm>.h™ dans le cone fécal. Pour I’individu +T. sp, le volume de sédiment
prospecté a varié entre -277,2 et +253,42 mm®.h™ dans la zone de prospection et entre -119,1 et +748,6
mm?®.h™ dans le cone fécal. Pour ’individu +Z.n, le volume de sédiment remanié a varié entre -76,6 et

+4,6 mm>.h! dans la zone de prospection, et entre -41,4 et +8,13 mm?®.h* dans le cone fécal.
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Figure 1V.9: Volume de sédiment remanié sur l'interface eau-sédiment dans la zone de prospection (A) et dans le
cone fécal (B). Témoin : n=5, + T.sp. : n=12, et + Z.n : n=7. Le trait plein dans la boite représente la médiane, le
trait pointillé représente la moyenne, les barres d’erreur représentent le 10°™ et le 90°™ percentile, et les points
représentent les valeurs extrémes.
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I11.3. Conséquences sur les propriétés du sédiment a I’interface

Une MDS (Figure 1V.10) a été réalisée a partir des différentes propriétés sedimentaires
mesurées dans les trois zones et pour chaque type d’apport (Tetraselmis sp., Z. noltei) et le témoin. Les
variables corrélées a plus de 50 % (corrélation de Spearman) ont été ajoutées dans le plan de la MDS
pour visualiser celles qui expliquent le mieux la structuration des trois zones et des trois conditions
d’apports organiques. La zone non remaniée ayant recu des apports de Tetraselmis sp. était
caractérisee par de fortes teneurs en phéophytines a, b et en chlorophylle b par rapport aux autres
zones de bioturbation et aux autres conditions d’apports. A 1’inverse, la zone de prospection, toutes
conditions d’apports confondues, était caractérisée par les plus faibles teneurs en composés
organiques : COP, NOP et pigments, mais aussi par la présence de particules moins fines que pour les
autres sédiments. Un effet des facteurs « zone de bioturbation » et « matiére organique » sur la
structure des propriétés sédimentaires a effectivement été vérifié statistiguement (PERMANOVA,
p(perm) < 0,05). Pour chaque type d’apport, Tetraselmis sp., Z. noltei et témoin, la zone de
prospection était significativement différente du céne fécal et de la zone non remaniée
(p(perm) < 0,05).

[Resemblance: D1 Euclidean distance]
2D Stress: 0,03

a-

® Zone de prospection
A Cone fécal
O Zone non remaniée

FigurelVV.10 : MDS des propriétés sédimentaires de la zone de prospection, du cdne fécal, de la zone non
remaniée, suivant la condition d’apport en matiére organique : témoin (C), Tetraselmis sp. (T), Zostera noltei
(Z.n). Les variables corrélées a plus de 50 % (Spearman) aux données sont représentées : les chlorophylles a et b,
les phéophytines a, b et ¢, la médiane de taille des particules (D50) et ’azote organique particulaire (NOP).
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En revanche, le cone fécal et la zone non remaniée n’étaient pas significativement différents
(p(perm) > 0,05). De plus, les zones de prospection et non remaniée étaient significativement
différentes entre les trois conditions d’apports (p(perm)<0,05). Le cone fécal aprés apports
journaliers de Tetraselmis sp. était significativement différent des autres (p(perm)<0,05); en
revanche, le cone fécal témoin n’était pas significativement différent du cone fécal apres apports de Z.
noltei (p(perm) > 0,05).

Les valeurs des teneurs en COP, NOP, pigments et phéopigments, de la médiane de taille des
particules ainsi que de la profondeur de pénétration de I’oxygéne des différentes zones de bioturbation
suivant le type d’apport sont présentées dans le tableau IV.1. Globalement, quelle que soit la
condition d’enrichissement, les teneurs en matiére organique ainsi qu’en pigments étaient proches,
voire similaires, dans la zone non remaniée et dans le cone fécal (27,5+5,8 mgCOP.g'PS et
27,7 + 8,6 mgCOP.g'PS respectivement, en condition témoin), et supérieures a celles de la zone de
prospection (par exemple 23,8 + 8,9 mgCOP.g™'PS pour la condition témoin). Pour la granulométrie, la
zone non remaniée était caractérisée par la présence des particules les plus fines (12,9 + 2,0 um pour la
condition témoin), contrairement a la zone de prospection ou les particules les plus grossiéres ont été
trouvées (22,6 +17,1 um en condition témoin). Dans le cdne fécal, la taille des particules était
intermédiaire (17,0 £ 1, 7 um pour la condition témoin). Enfin, pour la profondeur de pénétration de
I’oxygene, des patrons différents ont été observés entre les aquariums témoins et les aquariums avec
enrichissement en matiére organique. Pour la condition témoin, c’est dans la zone de prospection que
la profondeur de pénétration était la plus faible avec 3,6 £ 1,8 mm, et dans le cone fécal qu’elle était la
plus importante avec 4,9 £ 0,8 mm. En revanche, aprés enrichissement avec Tetraselmis sp. et Z.
noltei, ¢’est dans la zone de prospection que la profondeur de pénétration était la plus importante avec
6,9 £ 5,6 mm aprés apport de Tetraselmis sp. et 4,9 + 2,1 mm apres apport de Z. noltei, et dans le cone
fécal qu’elle était la plus faible avec 4,4 + 0,8 mm apres apport de Tetraselmis sp. et 4,2+ 1,1 mm

apres apport de Z. noltei.
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Tableau IV.1: Valeurs moyennes (+ écart-types) des teneurs en carbone organique particulaire (COP), en azote organique particulaire (NOP), en chlorophylles et

phéophytines a, b et ¢, de la mediane de taille des particules et de la profondeur de pénétration de I’oxygene. PS = poids sec.

COP (mg.g™*PS)
NOP (mg.g™*PS)
Chlorophylle a (ug.g™'PS)
Chlorophylle b (ug.g™PS)
Chlorophylle ¢ (ug.g™PS)
Phéophytine a (ug.g™*PS)
Phéophytine b (ug.g™*PS)
Phéophytine ¢ (ug.g™PS)

D50 (pm)

Profondeur de pénétration
de I'oxygene (mm)

Témoin + Tetraselmis sp. + Zostera noltei
Zone non Zone de Céne Zone non Zone de Cone fécal Zone non Zone de Cone
remaniée prospection fécal remaniée prospection remaniée prospection fécal
27,5+5,8 23,848,9 27,7+8,6 25,6+5,0 20,846,6 29,0+8,7 25,755 16,9+4,2 30,6+7,1
3,1+0,6 2,4+0,6 3,2+0,7 3,211 2,2+0,5 3,0£0,5 3,1+0,6 1,9+0,6 3,5+0,6
14,8+9,7 14,3£16,2 14,5442 34,4143 4 8,0£5,9 20,9+11,2 18,6£15,5 8,1+11,6 18,0£13,2
0,5+£0,4 0,3+0,3 0,2+0,2 3,218 1,3+2,1 3,817 2,929 0,3+£0,5 1,8+1,8
0,9+0,8 1,1+15 0,9+0,3 2,5%4,2 0,5+0,4 1,2+1,0 1,314 0,6+1,0 1,3+1,2
50,2+11,9 27,3+14,6 45,4+212 138,1+42,7 31,3+16,8 127,5+46,4 67,2+23,2 19,4+18,2 56,2+23,2
6,0£8,5 3,2+14 3,314 65,0+41,2 30,7+49,3 70,2+38,6 10,2+9,1 2,6£2,6 8,0+6,8
27,4117 11,5+6,8 24,1+14,0 32,5+9,0 9,9+7,2 19,7+7,8 19,8+8,5 7,147 19,249,0
12,9+2,0 22,6+17,1 17,0+£1,7 14,4+2,0 22,9+3,1 17,3£2,0 14,3+1,8 24,9+12 5 17,7£3,4
4,1+2,2 3,6£1,8 4,9+0,8 6,3+4,0 6,9+5,6 4,4+0,8 4,6+1,8 49421 42+1,1
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I11.4. Conséquences sur les communautés bactériennes benthiques de

Pinterface eau-sédiment
111.4.a. Abondance bactérienne

Les abondances bactériennes ont été obtenues en quantifiant le géne codant pour I’ARN
ribosomique 16S bactérien par PCR quantitative. Les facteurs zone de bioturbation et matiére
organique n’ont pas eu d’effet significatif sur les abondances d’ADNr 16S bactérien (PERMANOVA,
p(perm) > 0,05). Cependant, des tendances sont observables (Figure 1V.11): dans la zone non
remaniée, les abondances étaient plus faibles pour la condition témoin avec
1,37x10% + 1,17x10° copies.g™, que pour les conditions d’enrichissement en Tetraselmis sp. et en Z.
noltei avec respectivement 4,61x10° + 4,71x10° copies.g™ et 4,44x10°% + 5,16x10° copies.g™. Dans la
zone de prospection, c¢’est pour la condition d’enrichissement avec Tetraselmis sp. que 1’abondance
était la plus élevée avec 2,61x10°+ 543x10° copies.g” ; 1,82x10° + 1,11x10° copies.g™ pour la
condition témoin et 1,78x10°+ 1,37x10° copies.g” aprés apport de Z. noltei. Le méme patron
d’abondances a été observé dans le coéne fécal avec 2,71x10°+ 2,60x10% copies.g® pour
I’enrichissement avec Tetraselmis sp., 1,46 x10° + 6,41x10’ copies.g™ pour la condition témoin et
1,55 x10° + 1,06x10° copies.g™ aprés enrichissement en feuilles de Z. noltei. Au seuil de précision de
ces techniques, les écarts observés restent faibles (inférieurs a un log). On peut donc considérer les
abondances comme relativement homogeénes, autour de 10° copies.g™, quelle que soit la modalité, et

guelle que soit la zone de bioturbation.
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Figure IV.11 : Abondances bactériennes en nombres de copies de I’ADNr 16S bactérien dans
les trois zones de bioturbation et pour les trois conditions d’apport de matiére organique.
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I11.4.b.Composition des communautés bactériennes

) Sédiment vs organismes et leurs tubes

Un total de 436 OTU entre 200 et 1188 pb ont été mis en évidence sur I’ensemble des
sédiments, individus et tubes. 426 OTU de 200 & 1188 pb ont été trouvés dans les sédiments, 345 OTU
entre 200 et 1662 pb dans les tubes des M. palmata et 329 OTU entre 200 et 1048 pb dans les
organismes.

En termes de présence/absence, sur les 436 OTU, 68% étaient ubiquistes et présents dans les
trois matrices, 78 % présents dans le sédiment et dans les tubes, 73 % présents dans le sédiment et
dans les organismes, et 69 % présents a la fois dans les organismes et dans les tubes (Figure 1V.12).

La composition des communautés bactériennes des différentes matrices traitées est présentée
sur la MDS figure 1V.13, basée sur la similarité de Bray-Curtis de ’abondance relative de chaque
OTU. Toutes conditions d’apport en matiére organique confondues, les communautés bactériennes des
30 individus de M. palmata étaient significativement différentes de celles du sédiment (toutes zones de
bioturbation confondues) et de celles des tubes des organismes. De méme, les communautés
bactériennes des tubes et du sédiment étaient significativement différentes (PERMANOVA,
p(perm) < 0,05).

Sédiment

14 %

M. palmata

Figure 1V.12 : Pourcentage d'OTUs propres et/ou
communes a chaque matrice, basé sur la
présence/absence.
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[Resemblance: S17 Bray Curtis similarity |
2D Stress: 0,19
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Figure IV.13 : MDS basée sur les ressemblances de Bray-Curtis des abondances d’OTU pour chaque
échantillon des trois matrices : sédiment (losanges gris), Melinna palmata (astérisques noirs) et le tube
(cercles).

o Zone non remaniée vs zone de prospection et cone fécal

La composition des communautés bactériennes basee sur la ressemblance de Bray-Curtis des
abondances relatives pour chacune des zones et pour chaque type d’apport en matiére organique est
présentée sur la MDS figure 1V.14.

Pour la condition témoin sans enrichissement, 394 OTU de 200 a 1172 pb ont été trouvés : 339
OTU de 200 a 1166 pb dans la zone non remaniée, 348 OTU de 200 a 1172 pb dans le cone fécal, et
334 OTU entre 200 et 1158 pb dans la zone de prospection. En se basant sur la présence/absence des
OTU, 75 % des OTU étaient communs aux trois zones, 4% spécifiques a la zone non remaniée, 4 %
specifiques a la zone de prospection et 6 % spécifiques au cone fécal (Figure 1VV.16). En se basant sur
les abondances relatives, seules les communautés du cone fécal et de la zone de prospection étaient
significativement différentes entre elles (PERMANOVA, p(perm) < 0,05).

Lorsque Tetraselmis sp. a été ajoutée, 379 OTU de 200 & 1188 pb ont été identifiées au total :
325 OTU de 200 a 1068 pb dans la zone non remaniée, 335 OTU de 200 & 1174 pb dans le cone fécal,
et 340 OTU de 200 & 1188 pb dans la zone de prospection. 77 % des 379 OTU étaient communs aux
trois zones, 2 % spécifiques a la zone non remaniée, 4 % a la zone de prospection et 6 % au cone fécal
(Figure 1V.15). Les communautés de ces trois zones étaient significativement différentes entre elles
(PERMANOVA, p(perm) < 0,05).
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Aprés apport de Z. noltei, 368 OTU de 200 a 1172 pb ont été mis en évidence : 335 OTU entre
200 et 1162 pb dans la zone non remaniée, 328 OTU entre 200 et 1172 pb dans le cone fécal, et 333
OTU entre 200 et 1070 pb dans la zone de prospection. 80 % des 368 OTU étaient communs aux trois
zones, 2 % spécifiques a la zone non remaniée, 3 % a la zone de prospection et 4 % au cone fécal. Les
communautés de ces trois zones étaient significativement différentes entre elles (PERMANOVA,
p(perm) < 0.05).

Si la zone de bioturbation a un effet sur la composition des communautés bactériennes, un
effet de la matiére organique a également été mis en évidence (PERMANOVA, p(perm) < 0,05). En
effet, les communautés bactériennes de la zone non remaniée aprés apport de Tetraselmis sp. étaient
significativement différentes des communautés bactériennes aprés apport de Z. noltei ou sans apport
(PERMANOVA, p(perm) < 0,05 — Figure 1V.15). Ce méme résultat a été observé pour la zone de

prospection et pour le cdne fécal.

2D Stress: 0,19

o4

(O Zone de prospection
Cone fécal
[  Zone non remaniée

Figure IV.14 : MDS basée sur les ressemblances de Bray-Curtis des communautés bactériennes de chaque zone
de bioturbation pour les différents apports de matiere organique.
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Figure 1V.15 : Pourcentages d'OTU propres et/ou communes a chaque zone de bioturbation et communes a chaque
couple de zones pour les trois conditions d’apport en matiére organique.

) Matiére organique apportée

Dans la ration quotidienne de Tetraselmis sp., 91 OTU entre 200 et 864 pb ont été mises en
évidence, et 86 OTU entre 200 et 634 pb dans la ration de Z. noltei. Ces OTU ont été retrouvées en
grande majorité dans le sédiment, les organismes et les tubes des trois conditions (Tableau 1V.2).

Pour la condition témoin, 84 OTU étaient communes entre les organismes et le tube avec Z.
noltei et les 86 OTU déterminés dans Z. noltei ont été retrouvees dans les trois zones de surface.
Concernant les OTU trouvées dans les rations de Tetraselmis sp., il y avait entre 88 et 90 OTU sur les
91 qui ont été retrouvées dans les différentes zones de bioturbation, les organismes et les tubes.

Pour la condition d’apport de Tetraselmis sp., la totalité des OTU mises en évidence dans les
rations (Tetraselmis sp. comme Z. noltei) ont été retrouvées dans les zones non remaniées et de
prospection. Sur les 91 OTU, 90 OTU de Z. noltei ont été déterminées dans le céne fécal, et 85 sur 86
pour la ration de Tetraselmis sp. Dans les organismes et leur tube, 89 et 90 OTU étaient en commun
avec la ration de Tetraselmis sp., et 83 et 86 avec la ration de Z. noltei.

Pour la condition d’apport quotidien de Z. noltei, entre 88 et 90 OTU sur les 91 de la ration de
Tetraselmis sp. ont été trouvées dans les trois zones de bioturbation ainsi que dans les organismes et
leur tube. D’autre part, 85 et 86 OTU sur les 86 trouvées dans la ration de Z. noltei ont été également

observées dans les sédiments des trois zones de bioturbation, dans les organismes et dans leurs tubes.
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Tableau V.2 : Nombre d’OTU communs entre les différentes zones de bioturbation, les organismes et leurs
tubes avec les deux maticres végétales ajoutées. Le nombre total d’OTU pour Tetraselmis sp. est 91, et pour Z.
noltei 86.

Tetraselmis sp. Zostera noltei

ZNR 89 86
ZP 90 86
Témoin CF 90 86
M. palmata 89 84
Tubes 88 84
ZNR 91 86
ZP 91 86
+ Tetraselmis sp. CF 90 85
M. palmata 90 83
Tubes 89 86
ZNR 89 86
ZP 90 86
+ Zostera noltei CF 89 85
M. palmata 90 85
Tubes 88 86
. Diversité des communautés bactériennes

Pour la condition témoin, la diversité bactérienne mesurée par I’indice de Simpson (Figure
1V.16) était significativement plus faible pour M. palmata avec 0,07 + 0,02 que pour le sédiment et le
tube (PERMANOVA, p(perm) < 0,05) ou I’indice était le plus faible avec 0,04 + 0,01. Entre les trois
zones de I’interface eau-sédiment, c’est dans la zone non remanié que I’indice était le plus faible et
donc la diversité la plus élevée avec 0,05 + 0,01. Aprés ajout de Tetraselmis sp., ¢’est dans le cone
fécal que la diversité était la plus élevée avec 0,04 £ 0,01. Elle y était significativement plus élevée
que dans la zone de prospection (0,06 + 0,05) et que pour M. palmata ou I’indice était de 0,06 + 0,02
(PERMANOVA, p(perm) < 0,05). Aprés ajout de Z. noltei, c’est dans le tube que la diversité était la
plus élevée avec 0,04 + 0,01. Elle y était significativement plus élevée que pour M. palmata avec
0,07 £ 0,03 (PERMANOVA, p(perm) < 0,05).

Concernant I’effet du facteur matiére organique, il n’y a que pour le cone fécal qu’il y a eu
une différence significative, avec une diversité plus importante aprés apport de Tetraselmis sp. que
sans apport (PERMANOVA, p(perm) < 0,05).
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Figure 1V.16 : Indice de diversité de Simpson des zones de bioturbation, des organismes et de leurs
tubes suivant le type d’apport de matiére organique.

I11.4.c. Consommation biologique d’oxygéne

La figure 1V.17 montre que le facteur bioturbation ainsi que I’apport de matiére organique
n’ont pas d’effet significatif sur la consommation biologique d’oxygene du sédiment (PERMANOVA,
p(perm) > 0,05). Cependant des tendances sont a souligner. Pour la condition témoin, la plus forte
consommation d’oxygéne était dans la zone non remaniée avec -91,6 + 122,4 ng0,.g*PS.min, la plus
faible dans la zone de prospection avec -8,5% 4,0 ugO,.g*PS.min?, et une consommation
intermédiaire dans le cone fécal avec -33,3 + 27,6 ug0..g™*PS.min™. Aprés ajout de Tetraselmis sp.,
c’est dans le cone fécal que la consommation biologique d’oxygene était la plus importante avec
-116,8 + 81,4 pg0,.g'PS.min™, dans la zone de prospection qu’elle était également la plus faible avec
15,5 ug0,.g*PS.min?, et dans la zone non remaniée qu'elle était intermédiaire avec
-100,4 + 67,4 ug0,.g™PS.min™. Enfin, aprés ajout de Z. noltei, c’est dans la zone de prospection que la
consommation biologique d’oxygéne était la plus importante avec -362,7 = 290,5 pugO,.g™*PS.min™,
dans la zone non remaniée qu’elle était la plus faible avec -80,0 + 48,8 ug0O,.g"PS.min™, et dans le
cone fécal qu’elle était intermédiaire avec -207,8 + 205,3 pug0,.g™PS.min™.

Aucune corrélation significative n’a été trouvée entre la composition des communautés
bactériennes et les propriétés sédimentaires (BIOENV, p >5 %). De plus aucune corrélation n’a été
mise en évidence entre ’abondance bactérienne et la consommation biologique d’oxygéne, ainsi

qu’entre la composition des communautés et la consommation d’oxygéne (RELATE, p <5 %). En
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revanche, 1’abondance bactérienne est positivement corrélée a la composition des communautés

bactériennes (RELATE, p=0,98, p < 5 %).
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FigureIV.17: Consommation biologique d’oxygéne du sédiment mesurée dans les trois
zones de bioturbation et pour chacun des types d'apport en matiére organique.

IVV. Discussion

IV.1. Rappel des objectifs

Il est maintenant admis que la matiere organique, sa qualité et/ou sa quantité, influence a la
fois la macrofaune et les procaryotes, mais aussi que les deux compartiments biologiques influencent
le devenir de la matiére organique (e.g. Grémare et al., 1989a ; Albertelli et al., 1999 ; Fontaine et al.,
2003 ; Arndt et al., 2013). Cette étude avait pour objectif d’approfondir la compréhension du lien entre
la bioturbation de M. palmata et les communautés bactériennes oxiques de I’interface eau-sédiment en
ajoutant un facteur : I’enrichissement en matiére organique de deux qualités différentes. Cet objectif

peut se décliner sous la forme de trois interrogations :

(1) L’enrichissement en matiére organique particulaire détritique affecte-t-il Iactivité et la
bioturbation de M. palmata, I’abondance, la composition des communautés bactériennes et

la consommation biologique d’oxygéne ?
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(2) Deux types de matiere organique particulaire détritique ont-ils des effets sur ces mémes
descripteurs ?
(3) L’enrichissement en matiére organique particulaire détritique modifie-t-il les relations

entre la bioturbation et les communautés bactériennes a I’interface eau-sédiment ?

IV.2. Synthese des principaux résultats

L’apport de mati¢re organique particulaire issue de Tetraselmis sp. ou Z. noltei inactivée par
autoclavage affecte le comportement de M. palmata. Quand on lui apporte des cellules de Tetraselmis
sp., M. palmata ne consacre plus que 85 + 15% de son temps a prospecter, et ralentit sa fréquence de
défécation a 0,05 + 0,01 min™.

Sur le sédiment, I’impact de ces apports est particuliérement visible dans le cas des aquariums
enrichis avec Tetraselmis sp. Sa principale signature est I’accroissement des concentrations en
phéophytine a avec 50,2 + 11,9 pg.g™ PS dans le sédiment non remanié témoin et 138,1 + 42,7 pg.g
'PS dans le sédiment non remanié aprés apport de Tetraselmis sp., mais aussi en phéophytine b avec
6,0 8,5 ng.g™* PS dans le sédiment non remanié de la condition témoin et 65,0 + 41,2 ug.g™ PS dans
la zone non remaniée apres apport de Tetraselmis sp. (cf. Tableau IV.1 et Figure 1V.5).

Dans le temps, les conditions expérimentales que nous avons créées s’avérent stables et
permettent vraisemblablement d’atteindre en 11 jours ou moins un état stationnaire. En témoignent les
évolutions des différents paramétres sédimentaires mesurés avec par exemple le COP dans la zone non
remaniée qui était a 22,3 +7,0 mg.g"'PS & Ty;, & 29,5+ 5,9 mg.g'PS a Tyy; de la condition témoin,
27,2 + 4,6 mg.g"'PS a T, aprés apport de Tetraselmis sp., 26,4 + 5,2 mg.g'PS a T,y; aprés apport de Z.
noltei, 4 25,3 + 5,0 mg.g"PS & T pour la condition témoin, 24,0 + 5,0 mg.g'PS a T apreés apport de

Tetraselmis sp. et enfin & 24,9 + 6,1 mg.g™'PS & Ty aprés apport de Z. noltei.

IV.3. Hétérogénéité de Iinterface eau-sédiment sans apport de matiere

organique

Les différents paramétres sédimentaires mesurés (teneurs en matiére organique, en pigments et
phéopigments, granulométrie et profondeur de pénétration de I’oxygéne) ont permis de distinguer la
zone de prospection du cone fécal, ou de la zone non remaniée. En revanche, le cone fécal et la zone
non remaniée n’étaient pas significativement différents. La différence entre le cone fécal et la zone de
prospection concerne les communautés bactériennes, avec deux compositions significativement
différentes. Ni I’une ni ’autre n’étaient différentes de la zone non remaniée. De plus, une majorité des
OTU accueillies étaient communes aux trois zones de bioturbation (75%), et les abondances d’ADNr
16S étaient proches entre les trois zones, ne variant que de 1,37x10°+1,17x10° copies.g” a
1,82x10° + 1,11x108 copies.g™. La consommation biologique d’oxygéne était elle aussi proche entre

les trois zones, variant entre -8,5# 4,0 ugO,.g*PS.min® dans la zone de prospection a
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91,6+1224 ugOz.g'lPS.min'1 dans la zone non remaniée. Ce résultat est en accord avec Kristensen
& Kostka (2005) qui ont regroupé les résultats de plusieurs études concernant les effets de la
bioturbation sur I'abondance bactérienne, et ont pu conclure a un effet relativement modéré de la
construction de structures biogénes sur les abondances microbiennes. Par ailleurs, la technique de
gPCR ne reste qu’un indicateur de 1’abondance bactérienne. En effet, une bactérie peut avoir plusieurs
copies de 1’opéron ribosomique (1 a 15) (Klappenbach et al., 2000), son abondance est alors
surestimée. De plus, de I’ADNr 16S de reliquats bactériens peut étre amplifié et peut donc également
surestimer 1’abondance bactérienne réelle (Fogel et al., 1999 ; Ldépez-Gutiérez et al., 2004). Mais
aussi, malgré 1’absence d’apports de matiére végétale en condition témoin, des pigments ont été doseés,
provenant du microphytobenthos et/ou du dépot de matiére organique d’origine végétale provenant de
la source d’eau. Les plastes contenus dans cette matiére végétale sont de proches parents,
phylogénétiquement, des bactéries (Woese, 1987), ce qui peut avoir limité I’interprétation des patrons
de diversité des communautés bactériennes étant donné qu’elles ne sont pas les seules a avoir été
prises en compte lors des analyses (Shah, 1983).

En prospectant 19,2 + 10,9 cm2.h™ I’interface eau-sédiment 94,2 + 5,0% du temps, M. palmata
découvre régulierement une couche de sédiment caractérisée par des particules de plus grande taille et
des teneurs en phéophytines a, b et ¢ plus faibles. Les communautés bactériennes associées a ces
particules prospectées ont donc elles aussi été prospectées, ingérées et plus ou moins digérées puis
rejetées dans le cone fécal. De plus, en enlevant la premiére couche par prospection, M. palmata a
également découvert une couche de particules avec ses propres communautés aérobies associées. Ceci
correspond a un impact direct de déplacement des communautés bactériennes par I’activité et la
bioturbation de M. palmata. Enfin, comme nous 1’avons évoqué dans le chapitre 111, la prospection de
la surface du sédiment par M. palmata revét le caractére d’une perturbation. En effet, ces effets directs
de la bioturbation de M. palmata ont été particulierement bien mis en évidence dans 1’expérimentation
similaire a cette condition témoin présentée dans le chapitre Ill. Mais ici, les communautés
bactériennes de la zone de prospection et de la zone non remaniée n’étaient pas significativement
différentes, de méme que les abondances, ce qui pourrait étre dii soit a une activité d’une plus faible
intensité a I’échelle des 10 réplicats, soit a la prise en compte de I’ADN de plastes lors des ARISA qui
masquerait les patrons de distribution des communautés bactériennes. Concernant le cone fécal, il
semblerait que les particules prélevées avec la matiére organique et les communautés associées aient
été peu influencées par le passage dans le tube digestif de M. palmata, car ni les propriétés physico-
chimiques, ni les communautés bactériennes du cone fécal n’étaient différentes par rapport a la zone
non remaniée. Cette absence de différences physico-chimique et biologique entre les deux zones
pourrait étre expliquée par la présence non limitante de matiére organique notamment d’origine
végétale dans la zone non remaniée, impliquant que la différence induite par la digestion de M.
palmata ne peut étre détectée. Mais aussi, 1’observation de son activité a montré qu’elle ne prospectait

pas le cone fécal. Il y a donc les mémes particules et leurs communautés bactériennes associées qui se

» Page 173



» Chapitre IV [Effets de lenrichissement en matiere organique]

déposent d’une part sur la zone non remaniée et d’autre part sur le cone fécal. En revanche, le
sédiment et les communautés bactériennes y étaient différents de celle de la couche découverte dans la
zone de prospection, ce qui démontre un impact de la bioturbation et plus précisément du grazing sur
la distribution des communautés bactériennes. Ce n’est pas la premiére fois que I'impact de la
bioturbation de la macrofaune sur les communautés bactériennes a été démontré, mais avec des
espéces dont le mode de bioturbation était différent, par exemple avec Hediste diversicolor (Pischedda
et al., 2011), Upogebia deltaura (Laverock et al., 2010). Leur point commun étant la bioturbation en
profondeur dans la colonne sédimentaire, contrairement au convoyeur de surface M. palmata qui ne
remanie que les premiers millimetres de l'interface eau-sédiment. Finalement, ce qui distingue M.
palmata d’Hediste diversicolor ou d’Upogebia deltaura, ¢’est la nature de ’activité qui sous-tend le
remaniement sédimentaire. Les uns déplacent de grandes quantités de sédiment pour construire et
entretenir leurs galeries, tandis que M. palmata le fait pour se nourrir uniquement. En revanche, elle
ingére une grande quantit¢ de particules, pour n’en assimiler que peu, d’autant plus lorsque le
sédiment est riche en particules nutritives (Jumars & Wheatcroft, 1989).

Malgré un temps de prospection plus important de M. palmata par rapport a celui observé dans
le chapitre 111 (94,2 + 5,0% ici pour 84,6 £+ 2,7% dans le chapitre précédent) ou les conditions étaient
similaires, les conséquences sur la composition des communautés bactériennes ne sont pas aussi
marquées. Ceci peut venir du fait que pour les analyses des communautés bactériennes, 10 réplicats
d’aquariums ont été utilisés, alors que pour I’activit¢ de M. palmata, la variabilité inter-individuelle
n’a pas pu €tre prise en compte car un seul individu de chaque condition a été suivi. Le résultat de
I’activité d’un individu ne peut donc pas forcément expliquer les résultats basés sur 10 réplicats. Il est
probable que ce pourcentage de temps alloué a la prospection ait été surestimé. Plusieurs études de
suivi de D’activité et de la bioturbation d’autres espéces benthiques ont montré I’importance de la
variabilité inter-individuelle dans ce type de travaux (Grémare et al., 2004 ; Maire et al., 2006 ;
Bernard, 2013), avec par exemple pour le bivalve Abra ovata des temps d’activités pouvant varier
entre 0 et 90% d’un individu a I’autre, pourtant placés dans les mémes conditions. Le fait que le
pourcentage de temps de prospection ait été ici surestimé par la prise en compte d’un seul individu sur
10 est appuyé par les données de remaniement sédimentaire, basées elles sur 10 réplicats, qui montrent
un remaniement sédimentaire plus faible avec des cones fécaux et des zones de prospection plus petits
(respectivement 12+ 4cm? et 26+15 cm?) que lors de la premiere expérimentation avec
respectivement 21 £ 7 cm? et 28 + 10 cm? ou le pourcentage de temps de prospection était pourtant

plus faible.

IV.4. Hétérogénéité de I’interface eau-sediment apres enrichissement avec des

cellules phytoplanctoniques

L’enrichissement du systéme par apports quotidiens d’une suspension de cellules

phytoplanctoniques, Tetraselmis sp., a induit une modification significative des paramétres physico-
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chimiques du sédiment de surface non remanié par M. palmata au regard de la condition sans
enrichissement. Comme pour la condition témoin, les différents paramétres sédimentaires mesurés ont
permis de distinguer la zone de prospection du cone fécal de la zone non remaniée, mais le cone fécal
et la zone non remaniée n’étaient cependant pas différents. En revanche, les communautés
bactériennes étaient significativement différentes dans les trois zones, bien qu’il y ait 77% d’OTU
communes aux trois zones, mais également différentes de leur zone homologue sans apport de matiére
organique. Un autre fait important est que la majorité, voire I’ensemble, des OTU présentes dans les
rations de Tetraselmis sp. sont trouvées dans les trois zones de bioturbation ; respectivement 90 sur 91
dans le cone fécal et 91 sur 91 dans les zones de prospection et non remaniée. Les apports réalisés
pour simuler un apport nutritif ne se révelent donc pas sans ambiguité. Choisie pour leur
représentativité écologique, les matiéres organiques particulaires utilisées comme apports sont
d’origine végétale, et donc comme décrit dans la partie précédente, contiennent des plastes, c’est-a-
dire des structures phylogénétiqguement proches de cyanobactéries et donc des bactéries (Woese,
1987). Ni Tetraselmis sp., ni Z. noltei n’ont été produits, puis récoltés en condition axénique. Il est
aussi vraisemblable qu’une partie des OTU ne soit pas plastidiale mais bactérienne, provenant des
bactéries associées a Tetraselmis sp. ou Z. noltei. Il n’est donc pas étonnant de retrouver ce grand
nombre d’OTU en commun lorsque les échantillons sont analysés par ARISA. Par contre, il devient
délicat d’interpréter les patrons de diversité des sediments exposés a ces « apports d’OTU ». L’effet de
I’activité et de la bioturbation est le méme que pour la condition témoin, avec un déplacement des
particules et des bactéries associées par prospection, de la zone de prospection vers le cone fécal,
découvrant ainsi une couche de sédiment caractérisé par des particules plus grossieres, moins de
matiere organique, de pigments et de phéopigments, mais aussi des bactéries associées différentes.
Aucun effet significatif n’a par contre été décelé sur la consommation biologique d’oxygene.

Les résultats de distribution des communautés montrent un effet de I’enrichissement en
matiére organique sur les communautés bactériennes en lien avec la bioturbation. Malgré un plus
faible pourcentage de temps alloué a la prospection par rapport a la condition témoin (10% de moins),
on observe une plus faible intensité d’activité avec 5,3 + 3,2 cm2.h™, une fréquence d’égestion plus
élevée (0,05 + 0,01 min™) et de plus petites zones de bioturbation (9,8 + 4,6 cm? pour le cone fécal et
15,9 £8,7cm? pour la zone de prospection). Les communautés bactériennes sont donc mieux
différenciées entre les trois zones. Par contre, la consommation biologique d’oxygene et les
abondances ne présentent pas de différences significatives entre les différentes zones de bioturbation.
Ceci est couplé aux résultats d’activité de M. palmata qui ne semble pas étre stimulée. Ceci est
probablement di au fait que I’individu a moins besoin de prospecter I’interface eau-sédiment et a
besoin d’un plus faible taux d’assimilation si ce qu’il préleve est assez riche en particules nutritives.
Or, c’est pour ses qualités nutritives que Tetraselmis sp. est utilisée en mariculture (Montaini et al.,
1995 ; Brown 1997 ; Ponis et al., 2002), notamment pour sa teneur élevée en lipides qui peut

représenter jusqu’a 15% du poids sec de la cellule (Chisti, 2007). Les lipides sont effectivement
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considérés comme des biopolyméres simples a dégrader au regard de macromolécules plus complexes
telles que la cellulose (Danovaro et al., 2001a), présente en plus faible proportion chez les algues par
rapport aux phanérogames (Domozych et al., 2012). Cammen (1980) a montré que le taux d’ingestion
de Nereis succinea, qu’il a classé comme déposivore, est corrélé négativement a la teneur en matiére

organique de la source de nourriture.

IV.5. Hétérogénéité de I’interface eau-sédiment aprés enrichissement avec des

feuilles de phanérogame marine

Apreés apport de broyat de feuilles de Z. noltei, les parametres sédimentaires ont permis de
distinguer significativement la zone de prospection de la zone non remaniée et du céne fécal, mais pas
la zone non remaniée et le cone fécal. Comme aprés apport de Tetraselmis sp., les teneurs en carbone
et azote organiques particulaires, ainsi que les pigments et phéopigments étaient plus élevés et les
particules plus fines dans la zone non remaniée par rapport a la zone de prospection. Les valeurs des
parametres dans le cone fécal et dans la zone non remaniée étaient proches. Ces différences de
propriétés sédimentaires sont associées a des modifications du compartiment bactérien, avec la
présence de trois communautés distinctes dans les trois zones, malgré 80% d’OTU communes aux
trois zones. Comme précédemment, la majorité des OTU des sources de matiére organique apportées
sont également retrouvées dans les trois zones de bioturbation, jusqu’a la totalit¢ des OTU trouvées
dans Z. noltei (86 OTU), ce qui s’explique encore par la proximité phylogénétique des plastes avec les
bactéries ou par la présence des bactéries associées aux cultures de Tetraselmis sp. ou aux fragments
de Z. noltei. En revanche, ces différences de structure ne sont pas accompagnées de différences
d’abondances et de consommation biologique d’oxygéne. Le pic de consommation d’oxygeéne
induisant une moyenne a -362,7 + 290,5 pg0,.g PS.min™ pourrait étre di & des fragments colonisés
par les microorganismes qui ont pu se retrouver dans I’incubateur avec le sédiment lors des mesures de
la consommation d’oxygene et induire les fortes valeurs, comparés a une incubation sans débris de
feuille, la dégradation de la matiére organique étant a 1’origine d’une augmentation de [’activité
microbienne (e.g. Rice & Tenore, 1981 ; Gulis & Suberkropp, 2003). Par exemple, chez la
phanérogame marine Posidonia oceanica, la respiration hétérotrophe peut expliquer jusqu’a 40% de la
perte de poids de carbone lors de sa dégradation (Mateo & Romero, 1996). Cependant, seule une
valeur importante a été mesurée, méme avec apport de Tetraselmis sp.; nous ne pouvons donc
conclure a une augmentation de 1’activité microbienne dans notre étude.

Ces résultats confirment nos observations précédentes (cf. chapitre Il1) sur les effets de
I’activité et de la bioturbation de M. palmata sur les communautés procaryotes de I’interface eau-
sédiment. Cela se manifeste par la présence de communautés bactériennes différentes suivant les zones
de bioturbation. Entre les zones de prospection et non remaniée comme pour la condition témoin, et
également entre ces mémes zones et le cone fécal, comme aprés apport de Tetraselmis sp. Ceci est

aussi dii aux activités de prospection et d’égestion, qui déplacent les particules et les bactéries
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associées. Les temps de prospection, fréquence d’égestion et intensité d’activité étaient plus proches
de la condition témoin que de la condition + Tetraselmis sp., avec 90,8 + 9,3% de temps alloué a la
prospection, une fréquence d’égestion de 0,04 +0,02min?, et une intensit¢ d’activité de
18,8 + 12 cm®h™. En revanche, la taille des zones de bioturbation était plus proche de celles de la
condition avec enrichissement en Tetraselmis sp. avec le cone fécal a 9,9 +4,9 cm? et la zone de
prospection a 17,0 + 8,9 cm?. Ces résultats d’activité de M. palmata et de bioturbation montrent
I’impact de I’enrichissement et de la nature de la matiére organique. En effet, les phanérogames
marines surtout fraiches sont peu appréciées par les invertébrés benthiques (Kitting et al., 1984 ),
notamment en raison de la trop forte proportion de macromolécules carbonées complexes telles que la
cellulose, qui nécessite d’avoir certaines enzymes spécifiques comme la cellulase (Cebrian & Duarte,
1998). A ceci s’ajoute la question de sélection des particules déja discutée dans le chapitre 111 de ce
manuscrit. L’observation des enregistrements vidéo de M. palmata dans cette expérimentation ne
suggere pas de sélection des particules au niveau des tentacules. En effet, les fragments de plusieurs
millimeétres de Z. noltei étaient prélevés comme les autres particules. Cependant, étant de trop grande
taille pour le passage par la bouche de I’organisme, ils étaient laissés a c6té de I’ouverture du tube.
Deux hypothéses de sélection sont donc possibles: (1) il y a une sélection non pas par rapport a la
taille, par exemple comme ont pu le mettre en évidence Self & Jumars (1988), mais par rapport a la
palatabilité, étant donné que ces fragments étaient certainement colonisés par les microorganismes que
les déposivores de surface consomment (Newell, 1965 ; Cammen, 1980b ; Kihslinger & Woodin,
2000 ; Mahon & Dauer, 2005) ; (2) il n’y a aucune sélection, juste la limitation due a la taille de
I’animal et de sa bouche (Whitlatch, 1974 ; Fenchel, 1975 ; Taghon 1982 ; Hentschel, 1996).

IV.6. Comparaison des trois conditions

La relativement faible différence de temps alloué a la prospection entre les trois individus des
trois conditions peut s’expliquer de plusieurs maniéres. D’une part, par le manque de réplicats et la
variabilité inter-individuelle qui peut étre a 1’origine d’une sous- ou surestimation de ce temps et
d’autre part, du fait que les aquariums étaient en systéme ouvert, avec un apport constant d’eau de mer
prélevée dans le bassin d’Arcachon puis distribuée, aprés une phase de décantation dans un réservoir.
De plus, I’expérimentation a eu lieu au printemps, période de blooms phytoplanctoniques. L’individu
témoin n’était donc pas en conditions limitantes en termes de disponibilité de nourriture. Des études
d’impact de I’ajout de nourriture sur d’autres déposivores de surface ont montré qu’a plus petite
échelle de temps, jusqu’a quelques heures aprés 1’ajout de la matiére organique, I’activité de nutrition
est plus importante, puis ensuite diminue. Par exemple, Duchéne & Rosenberg (2001) ont montré que
la surface de recherche de nourriture de la macrofaune benthique pouvait presque doubler dans les
quatre heures suivant I’ajout de nourriture. Un temps moyen de prospection comme nous 1’avons

mesuré ici a donc pu masquer 1’effet a court terme de 1’ajout de matiére organique. Enfin, de maniere
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générale, les déposivores de surface prélévent d’importants volumes de sédiment et sont adaptés aux
changements de conditions, notamment vis-a-vis des « patchs » de nourriture qui évoluent (Lopez &
Levinton, 1987). Avec des temps de prospection éleves, comme montré ici avec M. palmata, nous
pouvons nous demander s’il est possible que le temps de prospection augmente encore.

Concernant les propriétés sédimentaires, un point commun entre les trois conditions
d’enrichissement a été que le cone fécal n’a jamais pu étre significativement distingué de la zone non
remaniée. Il est probable que le sédiment ingéré par M. palmata soit suffisamment riche en matiére
organique, méme sans apport, et que de ce fait, les féces rejetés contiennent encore une importante
quantité de matiere organique, bien que la différence ne soit pas détectable par nos mesures. Des
mesures des taux d’ingestion et d’assimilation pourraient confirmer cette hypothése, comme cela a été
fait avec le polychéte déposivore de surface a tentacules Eupolymnia nebulosa (Grémare et al.,
1989Db). Le cdne fécal supportait pourtant des communautés bactériennes significativement différentes.
Ceci est donc certainement lié directement & M. palmata et notamment a I’'impact que peut avoir le
passage dans son tube digestif. En effet, certaines bactéries peuvent étre digérées partiellement a
totalement, d’autres peuvent passer le tube digestif sans étre affectées, et d’autres peuvent voir leur
croissance stimulée (Dobbs & Guckert, 1988b ; Plante & Shriver, 1998).

Que ce soit pour les conditions d’enrichissement en Tetraselmis sp. ou en Z. noltei, le patron
de profondeur de pénétration de I’oxygene était inversé par rapport a la condition sans enrichissement.
Pour la condition témoin, la profondeur de pénétration avait tendance a étre plus faible dans la zone de
prospection et plus élevée dans le cone fécal par rapport a la zone non remaniée (différence non
significative). Ce résultat est conforté par les travaux du chapitre 111 dans lesquels cette tendance était
significative. A I’inverse, dans le cas ou de la matiére organique a été ajoutée, quelle que soit la qualité
de celle-ci, c’est dans la zone de prospection que la profondeur de pénétration était la plus importante
et dans le cone fécal qu’elle était la plus faible. Ce résultat suggére une plus forte consommation
d’oxygene, certainement due a une minéralisation aérobie de la matiére organique plus forte dans les
deux zones les plus riches en matiére organique, comme cela a pu étre observé aprées déposition de
blooms phytoplanctoniques sur des sédiments cétiers (Graf, 1992 ; Franco et al., 2009). Dans la zone
de prospection, cette couche de matiere organique a été ingérée par M. palmata, il y a donc moins de
matiére organique réduite a oxyder, 1’oxygene peut donc pénétrer plus en profondeur dans le sédiment.
Les conséquences de la minéralisation de la matieére organique sur la consommation d'oxygene
devaient étre mises en évidence avec les résultats de respirométrie. Toutes zones de bioturbation
confondues, la consommation biologique d'oxygene a [linterface eau-sédiment était de -
48,8 + 78,1 ug0,.g*PS.min™ pour la condition témoin, -98,3 + 72,2 ug0,.g*PS.min™ pour la
condition d'enrichissement en Tetraselmis sp. et -148,1 + 202,4 pgO,.g"PS.min™* pour la condition
d’apport en Z. noltei. Une tendance a une minéralisation plus importante lors d'apports n’a pas été
confirmée statistiquement. Le processus de stimulation de la minéralisation de la matiere organique

par l'apport de matiere organique fraiche est appelé priming effect (Fontaine et al., 2003 & 2004 ;
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Nugteren et al., 2009). Ce processus de Priming effect dans le sens d'une stimulation n'a pas toujours
été mis en évidence. Il arrive en effet qu'a l'inverse le taux de minéralisation diminue avec les apports
de matiere organique. Dans ce cas, on parle d'utilisation du substrat préférentiel, c'est-a-dire que les
communautés bactériennes minéralisent préférentiellement le substrat frais apporté par rapport a la
matiére organique déja présente. Ceci a été observé dans des sédiments provenant de la marge
continentale de I'Atlantique Nord-Est (Gontikaki et al., 2013). Dans notre étude, la matiére organique
a été préalablement stérilisée par autoclavage, il ne s'agissait donc probablement pas de matériel assez
frais permettant d'induire ce transfert de substrat par les communautés bactériennes. Une autre
explication serait que la dynamique des apports n’ait eu aucun impact sur les teneurs intrinséques en
matiére organique des sédiments étudiés. Certaines de nos mesurent valident cette explication (COP

par exemple), et d’autres la contredisent (phéophytine b par exemple).
V.  Conclusions et perspectives

Nous avons pu mettre en évidence que I'enrichissement en matiere organique, en modifiant les
conditions physico-chimiques des sédiments de surface non remaniés, induisait la présence de
communautés bactériennes différentes. Mais ces différences sont a prendre avec réserve du fait de
I’apport d’OTU via les apports de rations de mati¢re organique.

Une relative stabilité de la taille des zones de bioturbation, des volumes de sédiment remanié,
et des concentrations en pigments, carbone ou azote organiques particulaires. Au contraire, au niveau
des communautés bactériennes, des résultats contrastés ont été recueillis. Si la composition des
communautés bactériennes s’est avérée différente dans les aquariums enrichis, 77% d’OTU étaient
communes entre les zones apres apport de Tetraselmis sp. et 80% aprés apport de Z. noltei. Par
ailleurs, les abondances mais aussi la consommation biologique d’oxygéne n’étaient pas différentes
d’une modalité a I’autre. L’apport de matiére organique particulaire semble donc n’avoir eu un impact
que sur la diversité, et pas sur I’abondance, ni sur I’activité des microorganismes du sédiment.

Les communautés archéennes sont elles aussi impliquées dans la minéralisation de la matiére
organique. Lloyd et al. (2013) ont notamment montré les importantes abondances d‘archées benthiques
a I'échelle globale, et leur implication dans la minéralisation des protéines en milieu anoxique. Par
ailleurs, les communautés archéennes, sont au méme titre que les communautés bactériennes,
impactées directement (déplacements) et indirectement (modification des conditions biogéochimiques)
par la bioturbation (Laverock et al., 2013, 2014). Il serait donc intéressant de pouvoir compléter ce
travail en ajoutant les communautés archéennes, afin de tester les effets de la bioturbation et de
I'enrichissement en matiére organique sur les communautés procaryotes dans leur ensemble. Malgré la
présence averée d'archées dans les sédiments de surface du bassin d'Arcachon (Cifuentes et al., 2000 ;
Meisterhans, 2012), comme expliqué dans la partie V. du chapitre 11, aucune communauté archéenne

n'a pu étre déterminée a partir des ADN totaux, les mémes que ceux utilisés pour la détermination des
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communautés bactériennes. Il serait donc pertinent de trouver comment adapter le protocole de
maniere a compléter ce travail.

Enfin, ce travail pourrait étre approfondi en caractérisant de maniére beaucoup plus précise les
interactions entre la dégradation de la matiere organique et l'activité procaryote. La technique SIP
(Stable Isotope Probing) permet d'isoler les procaryotes actifs, qui ont assimilé le carbone issu de la
matiére organique. Pour cela, les cellules de Tetraselmis sp. et Z. noltei (comme toute autre source de
matiére organique) sont marquées avec du carbone 13. En I'assimilant, les procaryotes sont a leur tour
marqués au °C. L'ADN extrait des procaryotes actifs est alors plus dense que celui des procaryotes
inactifs, et peut étre isolé par ultracentrifugation et fractionnement sur gradient. Ensuite, les techniques
de caractérisation de la diversité procaryotes comme I'ARISA et la T-RFLP, mais aussi d'abondance
avec la gPCR, peuvent étre appliquées.

Plus globalement, nous pouvons conclure sur le fait que les interactions entre matiere
organique, microorganismes et macrofaune benthique sont complexes, chacun des compartiments
influengant les autres. La matiére organique qui se dépose a I’interface eau-sédiment est en partie
minéralisée par les communautés bactériennes qui sont alors stimulées. Cette stimulation peut se faire
au niveau de I’abondance ou de la biomasse, de la composition ou encore de I’activité, et différe
suivant la quantité et la qualité de la matiére organique. En paralléle, cette matiére organique est aussi
ingérée par les invertébrés benthiques, plus ou moins selon sa qualité. lls consomment donc également
les bactéries qui y sont associées. Cette consommation module donc les effets de 1’enrichissement. De
plus, les invertébrés benthiques, par leur activité de bioturbation, modifient les propriétés physico-
chimiques du sédiment, et donc influencent I’abondance, la biomasse, la diversité et 1’activité des

communautés bactériennes, et donc la minéralisation de la matiére organique.
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Préambule

Les expérimentations présentées dans les chapitres précédents ont montré qu’il existe un lien
entre les communautés de bactéries et la macrofaune a ’interface eau-sédiment. Cette démonstration
faite a I’échelle de I’individu et en conditions controlées présentait I’intérét de supprimer un grand
nombre de facteurs confondants. Nous avons par exemple constaté que la matiére organique, les cycles
tidaux et nycthéméraux pouvaient influencer I’activité et la bioturbation de la macrofaune et/ou la
composition des communautés bactériennes. Cependant, ces expérimentations restent éloignées de la
réalité écologique en termes d’échelle d’étude ou de complexité des processus pris en compte.

Le site de la vasiére Ouest-Gironde présentait une grande pertinence pour mettre en évidence
ce lien entre la macrofaune et les communautés bactériennes benthiques. 1l est en effet caractérisé par
un gradient Nord-est / Sud-ouest de particules de plus en plus fines en surface, et de matiére organique
de plus en plus fraiche. A cela s’ajoute une bioturbation de plus en plus intense (Jouanneau et al.,
1989). C’est d’ailleurs cette bioturbation qui a permis d’expliquer 1’absence de stratification verticale
des abondances de la méiofaune (Relexans et al., 1992). En revanche, les communautés d’invertébrés
benthiques n’avaient jamais été étudiées. De méme, les relations entre macrofaune et diversité

bactérienne n’ont jamais été étudié a cette échelle, ce que se propose de faire ce travail.
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l. Abstract

Changes in benthic bacterial and macrofaunal communities were simultaneously addressed
based on the sampling of three stations located in the eastern (E), central (C) and western (W) zones of
the West Gironde mud patch during the BIOMIN-1 cruise (July 2010). Except in the top centimetre
where a sandy layer was found in station E, the muddy sediments were coarser and richer in
photosynthetic pigments and particulate organic carbon and nitrogen in stations C and W as compared
to station E. Macrofaunal abundances, biomass and species richness decreased in the westward
direction. Benthic macrofaunal community composition significantly differed westward. Prokaryotic
cell densities increased from 1.7 + 1.2 x10’ cell gDW™ in station E to 2.9 + 1.4 x10’ cell gDW™* and
2.4 + 0.7 x10 cell gDW™ in stations C and W respectively. Bray-Curtis similarities based on ARISA
(Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) fingerprints discriminated bacterial community
composition in station E (less than 40% similarity with stations C or W) from communities in stations
C and W, the later sharing 57% similarity. Within the sediment column, prokaryotic cell density
decreased from the top to the bottom layer but no vertical stratification of bacterial community
composition was evidenced, suggesting bioturbation mediated sediment stratification disruption.
Along the studied transect, macrofaunal and bacterial communities showed similar patterns of
community changes, likely explained by fresh organic matter enrichment of the sediments in the
central and Western zone of the WGMP.

Keywords: Atlantic Ocean, West Gironde mud patch, benthos, bacterial community,

macrofauna
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1. Introduction

In soft bottom coastal sediments, bioturbation mediated interactions between benthic
macrofauna and microbial communities are critical for key biogeochemical processes including
organic matter remineralisation (Kristensen and Kostka, 2005; Solan and Wigham, 2005; Aller, 2014).
Bioturbation by engineer species of the benthic macrofauna induces the differentiation of biogenic
structures from the bulk sediment (Jones et al., 1994; Cardinale et al., 2004; Mermillod-Blondin and
Rosenberg, 2006). This affects microbial community density or biomass (Aller and Yingst, 1985;
Reichardt, 1989; Aller, 1994), composition (Marinelli et al., 2002; Bertics and Ziebis, 2009; Laverock
et al., 2010) or functions such as potential exoenzyme activity (Stief et al., 2004), nitrification and/or
denitrification (Svensson and Leonardson, 1996; Gilbert et al., 2003; Bertics et al., 2012), nitrogen
fixation (Bertics et al., 2010, 2012) or sulfate reduction (Bertics and Ziebis, 2010).

In the fields, community bioturbation potential may be calculated from the inventories of
macrofaunal species thanks to a functional classification of organism traits associated with sediment
mixing (Queiros et al. 2013). Besides, benthic macrofauna assemblages proved to be useful biological
indicators of the environmental status (Dauer, 1993; Borja et al., 2000). Along a gradient of organic
matter enrichment, oxygen depletion and/or physical disturbances, structural changes in benthic
macrofaunal communities follow a generalized successional model characterized by typical spatio-
temporal gradients in species richness, biomass and abundances (e.g. Pearson and Rosenberg, 1978;
Rosenberg, 2001). Variations in the spatial patterns of macrofaunal community composition relate to
the abiotic filter that structures communities at the regional and/or local scale and, therefore, reflect
changes in the benthic habitat (Pearson and Rosenberg, 1978; Dauer 1993; Borja et al., 2000; Grémare
et al., 2009).

To date, factors influencing the kilometre-scale distribution of bacterial communities
inhabiting marine sediments have been seldom addressed. Changes in macro- and meiofauna
community compositions were related to changes in bacterial biomass along a seaward transect in a
Mediterranean beach (Papageorgiou et al., 2007). Density and biomass of bacteria, meio- and
macrofauna also changed relatedly along a transect of quality and quantity of organic matter in the
North-West Mediterranean Sea (Albertelli et al., 1999) and in the deep Eurasian Arctic Ocean
(Kroncke et al., 2000). Water depth, sediment edaphic conditions and distance between sites explained
the spatial patterns of bacterial community composition in Mediterranean (Polymenakou et al., 2005;
Semprucci et al. 2010) and Pacific sediments (Hewson et al., 2007). Surprisingly, no study however
addressed the direct link between macrofauna and bacterial community composition. As mentioned
above, various studies showed that benthic macrofaunal species bioturbation can result in micro niche
differentiation and subsequent structural and compositional changes in sediment bacterial communities
at the centimetre scale of the burrow (Marinelli et al., 2002; Bertics and Ziebis, 2009; Laverock et al.,

2010). These studies were specifically based on laboratory experiments and in situ data is lacking. The
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link between the two benthic communities should thus be investigated under in situ conditions,
straight in the field.

The West Gironde mud patch (WGMP) is a 420 km? clay-silt sedimentary patch of ca. 4 m in
thickness, located on the French Atlantic coast, 25 km off the mouth of the Gironde Estuary in the Bay
of Biscay (Jouanneau et al., 1989). The WGMP results from trapping about 50% of the terrigenous
particle discharge from the Gironde Estuary (Lesueur et al., 1989), i.e. 1.5 x 10° tons of particles per
year (Castaing and Jouanneau, 1987). Sedimentary processes are different between the eastern and
western parts of the mud patch (Weber et al., 1991): in the western and deeper part, surficial sediments
are supplied with particulate organic matter (7.5 pm grain size mode particles) originating from the
Gironde estuary while in the inner eastern part, surficial sediments are supplied with an inorganic
sandy shelf deposit (50-60 um grain size mode micas). This difference induces a gradient in the
surficial sediment grain size in the WGMP with smaller particles in the western part (Jouanneau et al.,
1989). Moreover, the differentiated sedimentary processes result in an east-west increasing gradient in
organic carbon content and lability which was linked to micro-biomass respiratory activity, as
measured by ETS (Electron Transfer System) activities, but not to the meiofauna abundance (Relexans
etal., 1992). While sedimentary processes have been extensively studied in the WGMP (Jouanneau et
al., 1989; Lesueur et al., 1989, 2002; Weber et al., 1991; Gadel et al., 1997; Parra et al., 1999), the
associated biota was poorly investigated (Relexans et al., 1992) and the inventory of benthic
macrofauna community has never been achieved despite bioturbation was evidenced by core
radiography (Jouanneau et al., 1989).

In the present study, we hypothesized that (i) bioturbation mediated interactions between
benthic macrofaunal and bacterial communities and (ii) respective sensitivity of benthic macrofaunal
and bacterial communities to the gradient of organic matter would result in linked distribution patterns
of benthic macrofaunal and bacterial communities in the WGMP. Possible changes in benthic
macrofaunal and bacterial communities were simultaneously addressed in three stations of the
WGMP, along the putative organic carbon gradient. Benthic macrofaunal and bacterial community
compositions were respectively assessed based on either species identification or ARISA (Automated
Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) fingerprinting concomitantly with measurements of some

distinctive physicochemical parameters of the sediment.

I1l. Material and methods

I11.1. Sampling

Three stations were sampled in July 2010 on board of the RV Cétes de la Manche during the
BIOMIN-1 cruise: station E in the east of the WGMP (45°45'648N; 1°31'458W), station C in the
center (45°40'962N; 1°41'508W) and station W in the west (45°35°808N; 1°51°918W) (Fig. V.1).
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Figure V.1: Location of the stations sampled during the BIOMIN-1 cruise in July 2010, in the West
Gironde mud patch (Bay of Biscay, Atlantic Ocean).

Replicate cores were collected in each station using a multiple corer (Oktopus GmbH,
Germany) fitted with 8 polycarbonate tubes (inner diameter 95 mm). The corer allowed sampling of
the first two decimetres of sediment and the overlying bottom waters, with a comparatively
undisturbed sediment-water interface. Triplicate cores with undisturbed sediment-water interface were
used for bacterial community analysis. Sediment characteristics (median grain size, total organic
carbon and nitrogen contents, oxygen penetration depth, chlorophyll a and phaeophytin a) were
analyzed on a fourth single core with undisturbed sediment-water interface. Cores for sediment
analysis were sliced at 0-5 mm, 5-10 mm, 10-15 mm, 15-20 mm, 20-30 mm, 30-40 mm, 40-50 mm,
50-70 mm, 70-90 mm and 90-110 mm. Cores for bacterial composition analysis were sliced at 0-
5mm, 5-10 mm, 10-20 mm, 20-30 mm, 30-50 mm, 50-70 mm and 70-100 mm. For each slice,
sediment was collected in a sterile container and homogenized with a sterile spatula prior to aliquoting
for the various analyses. Within 2 hours after collection of every core slices, 1 g of sediment was
preserved in 2 mL of diluted formalin (final concentration 3.7%) for the later determination of
prokaryotic abundances. One g of sediment was preserved in 1 ml of preservative buffer (100 mM
Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM EDTA [pH 8.0], 1.5 NaCl and 1% [wt/vol] cetyltrimethylammonium
bromide) (Zhou et al., 1996) for later analysis of bacterial community composition. Samples were
stored at -80°C until treatment.

Benthic macrofauna was sampled with a Hamon grab (0.25 m?, 3 replicates). Sediment was
sieved through a 1-mm mesh and the remaining fraction was fixed in 4% formalin for later species

identification.
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I11.2. Sediment analyses

Median grain size (D50) was assessed using a Malvern® Master Sizer laser
microgranulometer (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, England). Organic carbon and nitrogen
contents were measured using a ThermoFinnigan® Flash Elemental Analyser Series 1112 (Thermo
Scientific, France). Chlorophyll a and phaeophytin a contents were measured on a 6 mL 90% acetone
extract from 400 mg of sediment using a Perkin Elmer® spectrofluorometer (Courtaboeuf, France)
according to Neveux and Lantoine (1993). Oxygen microprofiles were measured at in situ temperature
in a temperature-controlled incubator kept in darkness at 100 mm depth increments with Clark-type
sensors (Revsbech, 1989) manufactured by Unisense, Denmark (OX100). Microelectrodes were
connected to a high-sensitivity 4-ways picoammeter (Unisense, Denmark). Linear calibrations were
done between the bottom-water oxygen content, precisely determined by a Winkler titration and the
zero oxygen in the anoxic part of the sediment. Up to 15 steady-state profiles were randomly
performed in the collected sediment core from each site to account for spatial heterogeneities. The
position of the sediment-water interface was determined from a break in the oxygen-concentration
gradient. Oxygen penetration depths were calculated using the software PRO2FLUX (Deflandre and
Duchéne, 2010) providing 11 (stations E and W) and 7 (station C) oxygen penetration depth values per

core.

I11.3. Procaryotic abundances

Prokaryotic cells were desorbed from sediment particles using a protocol modified from
Duhamel and Jacquet (2006). Tween 80 (0.5% final) and sodium pyrophosphate (0.1% final) were
mixed with the sample by gentle shaking (30 min, 720 rpm) and then the suspension was sonicated
(ultrasonic bath, 20 min). Finally, cellular fraction containing prokaryotes was purified using a
migration on Gentodenz density gradient (1.310 g mL™) according to Amalfitano and Fazi (2008).
Cellular fractions were preserved in formalin (3.7% final) at -80°C until flow cytometry analysis at the
Plateforme  Cytométrie-Imagerie ~ (Observatoire ~ Océanologique  de  Banyuls-sur-Mer).
Extemporaneously, cellular fractions were diluted (1:100 v:v) in artificial filtered seawater (0.22 um
porosity filter) and were stained during 10 min with SYBR®Green | (50 pL mL™; 25 X; Molecular
Probes, Invitrogen Cergy Pontoise, France). Then a standard 0.97 um fluorescent bead suspension was
added as internal reference in each sample before running, under a low flow rate (10 pL min™),
allowing a single cell analysis (Amalfitano and Fazi, 2008). Data were acquired by CellQuest software
(Becton, Dickinson and company, Franklin Lakes, NJ USA). Cytogram analysis provided event
numbers, identified as prokaryotic cell numbers, during the counting time (1 min). Counts were
subsequently normalized to flow rate and to the mass of extracted sediment to calculate a density
number in cells per gram of sediment. Stained prokaryotic cells, excited at 488 nm, were discriminated

according to their right angle light scatter (SSC, related to cell size) and green fluorescence (FL1)
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emission measured at 530 + 30 nm. Photosynthetic prokaryotes were eliminated by discrimination on a
plot of FL1 versus red fluorescence (FL3) (Lebaron et al., 2002).

I11.4. Bacterial community composition

Bacterial community composition was characterized by ARISA (Automated Ribosomal
Intergenic Spacer Analysis), a PCR-based whole-community fingerprinting method (Fisher and
Triplett, 1999).

DNA extraction was realized on 700 puL of homogenized thawed sediment sample. DNA was

extracted and purified by coupling a bead beating method (Lysing matrix E tubes and Fast Prep; MP
Biomedicals, Illkirch, France: two runs at 5.5 ms™ during 30s) to the UltraClean® Soil DNA
Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA). The amount of extracted and purified
DNA was quantified by spectrofluorimetry (LS 55, Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) using
SYBR®Green | (Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise, France) and a standard DNA of calf
thymus solution at 1 mg mL™ (Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).
PCR amplification of the 16S-23S rDNA intergenic spacer was carried out using 5’FAM labeled S-D-
Bact-1522-B-S-20 (5’-TGC GGC TGG ATC CCC TCC TT-3’) and L-D-Bact-132-a-A-18 primers
(5’-CCG GGT TTC CCC ATT CGG-3’) (Normand et al., 1996). The final reaction mix (25 pl)
consisted of 1X PCR buffer (Promega, Charbonniéres, France), 1.5 mM MgCl,, 0.3 mg mL™* bovine
serum albumine, 5% DMSO, 200 uM of each deoxynucleoside triphosphate (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France), 0.5 uM of each primer (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 0.25 U of Taq
polymerase (Promega) and 10 ng of template DNA at about 1 ng uL™*. Amplification was performed in
a thermocycler (Eppendorf AG, France) consisting to an initial denaturation at 94°C for 5 min,
followed by 35 cycles of denaturation (94°C, 1 min), annealing (55°C, 1 min) and extension (72°C, 1
min) and a final extension (72°C, 10 min). For each extracted DNA sample, triplicate PCR assays were
performed using 3 x 10 ng of template DNA. Amplification products of the 3 assays were pooled and
purified using QIAquick PCR Purification Kit (QlAgen, Courtaboeuf, France). The purified
amplification products were then quantified using the spectrofluorimetric method previously described
for extracted DNA quantification. Finally, 2 uL of amplification product adjusted by dilution to about
10 ng pL™ were mixed with 0.5 uL GeneScan 1200 LIZ internal size standard (Applied Biosystems,
Courtaboeuf, France) and 9 uL Hi-Di formamide (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). The
mixture was denatured at 95°C for 3 min and fragments were discriminated using an ABI 3730XL
automated sequencer (Applied Biosystems Ltd, Courtaboeuf, France) operated by the Plateforme
Genome-Transcriptome Pierroton (INRA, Bordeaux, France).

The resulting electrophoregrams were analyzed using the Applied Biosystems Peak Scanner
software. Peak sizes inferior to 200 bp and superior to 1200 bp were eliminated, considered as
background noise. Then, an “optimal divisor” (Od) was determined to remove fluorescence

background within peaks between 200 and 1200 bp (Osborne et al., 2006). Consequently, peaks
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contributing less than 0.1% (i.e. Od value) of the total amplified DNA (as determined by relative
fluorescence intensity) were eliminated from profiles as being indistinguishable from baseline noise.
Binning was carried out under the R software (available on ) using the
algorithm “Interactive binner” (available on ), according to Ramette
(2009). Finally, a matrix of relative abundances (fluorescence) of the different Intergenic Transcribed
Spacers (ITS) representing the Operational Taxonomic Units (OTU) was generated.

Bray-Curtis similarities were calculated using equation (1):

1)

with OTU;, the relative abundance of OTU; in the sample a, and OTU;, the relative abundance of
OTU; in the sample b.

Simpson’s diversity index (Simpson, 1949) was calculated from relative abundances matrix, according

1—(Z|0TU;q—0TU;p|)
2(0TU;q+0TU;p)

BC =100 x

to equation (2):

) e

with N; the relative abundance of one OTU and Ny the total number of OTU.

I11.5. Benthic macrofauna

Organisms were sorted, counted and identified to the lowest possible taxonomic level.
Biomass was determined at the phylum level as ash-free dry weight (AFDW) after desiccation (60°C,
48 h) and calcination (450°C, 4 h). This allowed to assess benthic macrofauna abundance, biomass and
species richness. Bray-Curtis similarity and Simpson diversity indices were calculated according to
equations (1) and (2), respectively, replacing OTU by species.

The functional diversity of the benthic macrofaunal community was assessed by considering the score
of mobility in the sediment (M;) and sediment reworking (R;) for each taxa according to Queiros et al.
(2013). M; scores were 1 for organisms that lived in fixed tubes, 2 organisms with limited movement,
3 organisms with slow but free movement though the sediment matrix, 4 organisms with free
movement via burrow system. R; scores were 1 for epifauna, 2 for surficial modifiers, 3 for upward
and downward conveyors, 4 for biodiffusors and 5 for regenerators. Accordingly, in the present study,

taxa for which R; x M; > 12 were considered as potentially strong bioturbating taxa.

I11.6. Statistical analyses

Statistics on community composition were performed using the software PRIMER 6 (Clarke
and Warwick, 2001) and were based on Bray-Curtis similarity analyses (Clarke and Warwick, 2001).
Similarity matrices were represented using a Non-metric Multi-Dimensional Scaling (MDS) plot
where the relevance of the graphical representation is given by a stress value. A stress value lower

than 0.2 indicates a satisfactory representation. Combined effects of station and sediment depth on
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community composition were assessed using PERMANOVA (Anderson, 2001; McArdle and
Anderson, 2001). Similarity Percentage analysis (SIMPER) was performed to assess the contribution
of benthic macrofauna species to the intra-station similarity or to the inter-station dissimilarity. The
effect of station and sediment depth on the dispersion of community composition were tested using the
PERMDISP procedure (Anderson, 2006).

PERMANOVA was used to assess the combined effects of depth and station on chlorophyll a
and phaeophytin a contents, oxygen penetration depth, prokaryotic abundance, Simpson index, benthic
macrofaunal abundance and species richness. Similarity matrices were based on Bray-Curtis
similarities for community composition data and Euclidean distances for other data, according the
equation (3).

E= \/Z?=1(xij —xik)” 3)

The relationship between macrofaunal and bacterial communities’ composition was addressed
using a Mantel test (Mantel, 1967; RELATE on PRIMER-E, Ltd, Lutton, UK). Bray-Curtis similarity
matrices of bacterial and benthic macrofaunal communities were correlated by calculating a
Spearman’s rank coefficient. As uncoupled sampling operations (i.e. sediment cores for bacterial
community and grabs for benthic macrofaunal community) were to be correlated, a total of
216 = 3! x 3! x 3! combinations of core and grab pairs (i.e. 3! combinations of core and grab pairs per
station) was possible. The 216 combinations were exhaustively tested by means of the Mantel test and
the Holm-Bonferroni method (Holm, 1979) to correct the P-value for multiple comparisons was
applied.

The 5% significance level was considered for all tests.
IV. Results

IV.1. Sediment features

The eastern station E exhibited different sediment properties as compared to the central C and
western W stations (Fig. V.2). In station E, particles (D50) were coarser in the top 10 mm layer (D50 :
19 - 46um) than in the 10-100 mm layer of sediment (D50 < 8 - 11um; Fig. V.2A) and particulate
organic carbon and nitrogen content was lower in the top 10mm layer (carbon: 0.4 — 0.6%; nitrogen:
0.05 — 0.07%) than in the 10-100 mm layer (carbon: 0.7-1%; nitrogen: 0.10-0.12%; Fig. V.2B and C).
Conversely, in stations C and W, homogeneous values of median grain size, about 21 pm and 22 pm,
organic carbon, about 0.98% and 1.10% and nitrogen, about 0.12% and 0.14% were respectively
found along the sediment depth. As no replicates were available, statistical assessment of station and
depth related effects was not possible. In the whole surficial sediment column (0 - 100mm layer), the
respective particulate organic carbon and nitrogen content were increasing from station E (89 and 11
mg cm™) to stations C (108 and 11 mg cm™®) and W (132 and 16 mg cm).
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Station and sediment depth had a significant effect on the chlorophyll a and phaeophytin a vertical
profiles (Figs. V.2D and V.2E), with an interaction between these two factors (PERMANOVA,
P(perm) < 0.05). Both the chlorophyll a and phaeophytin a maxima sank from the top 5 mm layer in
station E to the 10 — 20mm subsurface layer in station C and W. The respective chlorophyll a and
phaeophytin a contents of the surficial sediment column (0 - 100mm layer), were lower in station E
(1.96 and 16.7 pg cm) than in station W (2.08 and 23.0 ug cm®) and station C (3.02 and 24.7ug cm’
%), the latter being the station where the highest pigment content was observed.

Oxygen penetration depth in the sediment (Fig. V.3) was significantly lower in station E

(0.29 £0.01 cm) than in stations C (0.39£0.08 cm) and W (0.37 £0.01 cm) (PERMANOVA,

P(perm) < 0.05).
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Both station and sediment depth had an effect on prokaryotic abundance (PERMANOVA,
P(perm) < 0.05) but no interaction was found between these two factors (PERMANOVA,
P(perm) > 0.05). Except in station W, prokaryotic abundance decreased with sediment depth from 3.6
and 5.5 x107 cells gDW™ of sediment in the 0 — 10mm layer to 1 and 1.5 x10" cells gDW™ of sediment
in the 80 — 110mm layer in station E and C, respectively (Fig. V.4). In the whole surficial sediment
column (0 - 100mm layer), the average prokaryotic cell number was slightly lower in station E
(9.8 x107 cells cm™) than in station W (2.1 x10° cells cm™) and station C (2.1 x10° cells cm™).

Abundance (x107 cell g'DW)

201,

40 |

60 1

Depth (mm)

80 |

Figure V.4: Prokaryotic abundances in different sediment layers in
stations E, C and W in the West Gironde mud patch. Horizontal bars
represent standard deviations.

IV.3. Bacterial community composition

Regardless of the sediment layers, a total of 306 OTU ranging from 200 to 1120 bp was detected
in the three studied stations (n = 60), with 274 OTU in station E (n = 20), 191 OTU in station C (n =
20) and 227 OTU in station W (n = 20). Fifty-two percent of the retrieved OTU were present in the
three stations. There was no significant effect of sediment depth on the bacterial community structure
(PERMANOVA, P(perm) > 0.05). Simpson’s diversity index ranged from 0.031 + 0.001 (station E,
30-50 mm) to 0.114 + 0.057 (station E, 20-30 mm), but did not significantly vary with respect to
sediment depth (PERMANOVA, P(perm) > 0.05). Bacterial community structures in stations E, C and
W were plotted on a two-dimensional MDS (stress: 0.12) (Fig. V.5). Bacterial communities from
station E were more dispersed and heterogeneous (intra-group Bray Curtis similarity = 38%) than
those from stations C and W (respective intra-group Bray Curtis similarity = 59 and 61%). The
bacterial community structure was significantly different among stations (PERMANOVA,

P(perm) < 0.05) with Bray-Curtis similarity of 36% between stations E and C, 34 % between stations
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E and W and 57% between stations C and W. Simpson’s diversity index was not significantly different
between the three stations (PERMANOVA, P(perm) > 0.05) with on average 0.056 + 0.011 in E,
0.042 £ 0.002 in C and 0.040 + 0.002 in W.

[Resemblance: S17 Bray Curtis similarity |

2D Stress:

%

e
L ]

Figure V.5: nMDS plot based on Bray-Curtis similarities of the relative abundances of
bacterial OTU as determined by ARISA at stations E (black dots), C (open dots) and W
(black triangles) in the West Gironde mud patch.

IV.4. Benthic macrofauna

In station E, macrofaunal community was composed by 1628 + 274 individuals m? belonging to
32 species (23.3 + 2.0 species grab™), for a total biomass of 4.7 + 0.7 gAFDW m™ (Fig. V.6 and Table
V.1). Four species (3 deposit feeders: Kurtiella bidentata, Amphiura filiformis, Owenia fusiformis and
one carnivore: Malmgrenia andreapolis) contributed to 90% of the intra-station Bray-Curtis similarity
which was 72.4% (SIMPER analysis). Among these species the bivalve mollusk Kurtiella bidentata
contributed to 66.8% of the intra-station similarity (SIMPER analysis). Seven species out of 32 (22%),
representing a 21% of relative abundance, were potentially strong bioturbating (i.e. Ry * M; > 12
according to Queiros et al. (2013).
In station C, macrofaunal community was composed by 328 + 104 individuals m?, belonging to
22 species (13.7 % 2.0 species grab™), for a total biomass of 3.5 + 1.7 gAFDW m (Fig. V.6 and Table
V.1). Six taxa/species (5 deposit feeders: Rissoidae, Scalibregma inflatum, Terebellides stroemii,
Amphiura filiformis, Hilbigneris gracilis and one carnivore: Nephtys incisa) contributed to 90% to the

intra-station similarity which was 40.1%. Among these taxa/species, the Rissoidae contributed to
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39.2% to this intra-station similarity (SIMPER analysis). Nine species out of 22 (41%), representing a
41% of relative abundance, were potentially strong bioturbating species.

In station W, macrofaunal community was composed by 119 + 15 individuals m?, belonging
to 21 species (12.0 + 1.2 species grab™), for a total biomass of 1.9 + 0.4 gAFDW m™ (Fig. V.6 and
Table V.1). Six deposit feeder taxa (Rissoidae, Oestergrenia digitata, Malmgrenia andreapolis,
Terebellides stroemii, Callianassa subterranea and Hilbigneris gracilis) contributed to 90% of the
intra-station similarity which was 54.8%. The Rissoidae accounted for 49.4% of this intra-station
similarity (SIMPER analysis). Nine species out of 21 (43%), representing a 33% of relative
abundance, were potentially strong bioturbating species.

Abundance, species richness, composition but not Simpson diversity index were significantly
different among the 3 stations (PERMANOVA, P(perm) < 0.05). Exhibiting the highest abundance,
biomass and species richness, station E contrasted with stations C and W which conversely clustered
(Fig. V.7). Nine species contributed to 90% to the average dissimilarity between E and either C or W.
Among them, Kurtiella bidentata characterizing station E mainly contributed (> 60%) to the inter-

station dissimilarity (SIMPER analysis).
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Figure V.6: Benthic macrofauna species richness (A), total abundances (B) and biomass (C) at
stations E, C and W in the West Gironde mud patch. Vertical bars = standard errors.
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Table V.1: Abundance (mean * standard error), mobility (Mi) and sediment reworking (Ri) of benthic
macrofauna taxa in stations E, C and W in the West Gironde mud patch. A: amphipods; An: anthozoans; B:
bivalves; C: cumaceans; D: decapods; G: gastropods; H: holothurians; O: ophiuroids; P: polychaetes; Ph:
phoronids. Mi: 1 for organisms that live in fixed tubes, 2 for limited movement, 3 for slow and free movement
through the sediment matrix and 4 for free movement via burrow system. Ri: 1 for epifauna, 2 for surficial
modifiers, 3 for conveyors and 4 for biodiffusors, from Queiros et al., 2013.

Species / Taxa E C w Mi Ri
Abra alba (B) 27+13 - - 2 2
Abra nitida (B) 13+13 - 13+13 2 2
Ampelisca spinipes (A) 427 £40.7 4023 13+13 1 2
Ampharete acutifrons (P) - 53%35 - 2 3
Amphiura filiformis (O) 2453 +35.0 9.3+1.3 - 3 4
Callianassa subterranea (D) 13+13 2.7+21. 53+13 4 4
Chaetozone sp. (P) - 13+13 - 2 2
Chamelea striatula (B) 13+13 - - 2 2
Corbula gibba (B) 8.0+4.0 2.7+13 - 2 2
Cylichna cylindracea (G) 93+13 - - 3 2
Diastylis bradyi (C) - - 13+13 3 2
Diastylis laevis (C) 16.0+6.1 - - 3 2
Edwardsia claparedii (An) - 18.7+14.8 - 2 2
Euclymene oerstedi (P) 6.7+35 - - 1 3
Euspira nitida (G) 13+13 - - 3 2
Glycera tridactyla (P) 80+23 - 2713 3 4
Heteromastus filiformis (P) 4023 - 2.7+27 2 3
Hilbigneris gracilis (P) 253%27 13.3+8.1 13.3+8.1 3 4
Kurtiella bidentata (B) 1028.7 +232.3 40+£23 - 2 2
Labioleanira yhleni (P) - 13+£13 13+£13 3 4
Lagis koreni (P) 80%46 - - 1 3
Leptopentacta elongata (H) i 13+13 - 3 2
Malmgrenia andreapolis (P) 36.0+£9.2 13+£13 53%1.3 3 4
Melinna palmata (P) 17.3+£6.7 2.7+27 - 1 3
Nemertea - 13+£13 - 3 4
Nephtys incisa (P) - 28.0+12.9 27+13 3 4
Nucula nucleus (B) 2.7+27 - - 3 2
Oestergrenia digitata (H) - 4023 120+0.0 3 2
Ophiura ophiura (O) 10.7+£5.8 - - 2 2
Owenia fusiformis (P) 28.0+23 - - 1 2
Paraonidae (P) 13+13 - 13+13 3 2
Phaxas pellucidus (B) 13+13 - - 2 2
Philocheras bispinosus (D) 4040 - 27+13 4 2
Pholoe baltica (P) 6.7+1.3 - - 2 2
Phoronis muelleri (Ph) 53%13 - - 1 2
Phyllodoce lineata (P) - - 13+£13 3 4
Prionospio malmgreni (P) 27+13 - - 2 3
Processa nouveli holthuisi (D) - 13+13 13+13 4 1
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Rissoidae (G) 187+7.1 102.7 +42.7 48.0+ 144 3 2
Scalibregma inflatum (P) 16.0+£8.3 89.3+47.3 4023 4 4
Spiophanes kroyeri (P) 13+13 2.7+27 13+13 1 3
Sternaspis scutata (P) - 6.7+4.8 27+13 3 4
Terebellides stroemii (P) - 240+10.1 53+1.3 1 3
Upogebia deltaura (D) 4.0+0.0 - - 4 3
Venus casina (B) 8.0+4.0 - 13+13 2 2
0—
204
S
= 401
=
)
L
E
) 60+
80+
______________ OE
1001 A\Y

® ® o O O @) A A A

Figure V.7: Dendrogram and associated SIMPROF of cluster analysis based on Bray-Curtis
similarities of the abundances of macrofaunal species at stations E (black dots), C (open
dots) and W (black triangles) in the West Gironde mud patch.

IV.5. Comparison of bacterial and macrofaunal communities

The concordance between the spatial changes in bacterial and macrofaunal community
composition was evaluated on 216 combinations (core x grab replicates) of bacteria and macrofauna
Bray-Curtis similarity matrices. No significant correlation between the bacteria and macrofauna
matrices was found using the Holm — Bonferroni method to correct the P-value for multiple
comparisons (Supplementary Table V.1). Prokaryotic and macrofaunal abundance showed opposite
trends with simultaneous increasing prokaryotic abundance and decreasing macrofaunal abundance
westward (see above). This trend could not be supported by correlation tests due to the low number of

abundance data (replicate x station).
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V. Discussion

V.1. The West Gironde mud patch sediments

The WGMP is a mud patch contrasting with the sandy soft bottom floor forming the south-eastern
shelf of the Bay of Biscay on the Atlantic French coast (Longere and Dorel, 1970). Within this mud
bank, previous studies have reported substantial differences in sediment composition from east to west
(Jouanneau et al., 1989; Weber et al., 1991, Relexans et al., 1992). According to Weber et al. (1991),
the WGMP surficial sediments in the eastern part are characterized by organic carbon poor and sandy-
silty sediments while those in the western part are temporarily enriched in chlorophyll a supplied by a
constant fine sedimentation of particles originating from the Gironde estuary. With the exception of
grain size, sediment data in the present study were in agreement with the former studies. The
occurrence of coarse sediment in the uppermost layer of the eastern station might be linked to an
episode of strong wind and heavy sea the day before sampling. This observation suggested that the
eastern station which is the shallowest and the closest to the estuarine mouth, was likely to be
markedly disturbed by hydrodynamics (tide, waves) as hypothesized by Jouanneau et al. (1989).
Besides, our data (particulate organic carbon and nitrogen, phaeophytin a and chlorophyll a) were
consistent with the assumption according to which sedimentary processes provided the central and
western zone of the WGMP with a fresh organic matter supply (Relexans et al., 1992). Moreover,
depth profiles of chlorophyll a and phaeophytin a concentrations in the sediments suggested the
occurrence of burial processes in the central and western stations in agreement with the hypothesis of
an enhanced bioturbation activity in the western zone of the WGMP (Jouanneau et al., 1989; Relexans
etal., 1992).

V.2. Benthic macrofauna

The present study is the first inventory of the WGMP macrofauna. Expectedly, the species which
most contributed to the WGMP intra-station similarity such as Amphiura filiformis or Terebellides
stroemii were also found in other mudflat systems of the Bay of Biscay (Glémarec, 1969; Le Loc’h et
al., 2008).

The macrofaunal community composition has long been used as an integrative descriptor of the
ecosystem status (e.g. Dauer, 1993; Borja et al., 2000; Grémare et al., 2009). In the present study, the
eastern part of the WGMP was dominated by species slightly stimulated by unbalance situation and
tolerant to excess organic matter (Kurtiella bidentata, Borja et al., 2000) whereas species indifferent to
organic carbon enrichment and usually present at low densities with non-significant variations with
time (Hilbigneris gracilis, Borja et al., 2000) dominated the central and western part of the WGMP. In

agreement with the organism-sediment successional paradigm (Pearson and Rosenberg, 1978; Rhoads

» Page 201



» Chapitre V [Comparaison des patrons spatiaux de distribution dans la vasiere Ouest-Gironde]

and Germano, 1986), the macrofauna data suggested that WGMP might be characterized by slightly
disturbed condition in its eastern part to more stable condition in the western part.

In the present study, changes in sediment grain-size, particulate organic carbon and nitrogen
content, chlorophyll a and phaeophytin a concentration, oxygen penetration depth were consistent
with changes in the benthic macrofauna composition, abundance and biomass. More precisely
macrofauna abundance and biomass decreased along the studied transect from East to West, seaward,
showing an opposite trend to sediment particulate organic carbon and nitrogen content, chlorophyll a
and phaeophytin a concentration. Seaward decrease of macrofauna abundance and biomass has been
previously explained by resource limitation linked to increasing water depth and distance from the
shore (e.g. Albertelli et al. 1999). Discrepancies between spatial patterns of meiofauna abundance and
chlorophyll a, particulate organic carbon, carbohydrates, proteins or lipids analyses have been
previously observed suggesting that other factors could control the biota in the WGMP (Relexans et
al., 1992). Divergent meio- and macrofaunal community patterns were observed in a Mediterranean
system (Papageorgiou et al., 2004) suggesting that the two benthic compartments could perform
differently.

Despite abundances, biomasses and species richness were higher in the eastern station than in
central and western stations, potentially strong bioturbating species (i.e. species with R; x M; > 12
according to Queiros et al. (2013)) represented a lower fraction of the community. Acknowledging the
limitation of this functional classification, the enhanced relative abundance of strong bioturbating
species in the central and western prospected zones was here interpreted as indication of a possible
enhanced bioturbation activity in the central and western part of the WGMP. This was consistent with
(i) observed changes in the maximum of chlorophyll a and phaeophytin a with sediment depth and (ii)
with previous radiographic investigations showing deeper biogenic structures in sediment cores
collected in the western WGMP as compared to cores collected in the eastern WGMP (Jouanneau et
al.,, 1989). A seasonal based inventory of the WGMP macrofauna including species biomass
measurement for the calculation of the community bioturbation potential would allow to confirm this

preliminary analysis.

V.3. Bacterial community

The ARISA fingerprinting method was successfully used at different spatial scales, from a few
millimetre to kilometre, to assess the dynamics of bacterial community composition in sediment (e.g.
Hewson and Fuhrman, 2006; Hewson et al., 2007; Fuhrman and Steele, 2008; Bertics and Ziebis,
2009). In the WGMP, we observed marked differences in bacterial community fingerprints from 20-
km distant stations suggesting spatial changes in the WGMP sediment bacterial community
composition. These spatial changes were consistent with spatial changes in the sediment particulate
organic carbon and nitrogen content, chlorophyll a and phaeophytin a concentrations and oxygen

penetration which relate to the availability of organic matter for bacteria in the sediments. As
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previously observed in the WGMP (Relexans et al., 1992), the prokaryotic abundance increased from
East to West, seaward. The highest values of prokaryotic abundance were thus observed in the central
and western part of the WGMP where the highest values of particulate organic carbon and nitrogen
content and/or chlorophyll a and phaeophytin a concentrations were recorded in agreement with
previous study reporting positive correlation between bacterial abundance and organic matter quality
(Albertelli et al., 1999). The availability of organic matter in the sediments likely controlled the
benthic bacterial community in the WGMP. Moreover, in agreement with a deterministic community
assembly mechanism (Nemergut et al., 2013), such distance dependent changes at the kilometre scale
(i.e. geographical patterns) were previously reported and interpreted as a local selection of dispersed
OTU by environmental conditions (Hewson et al., 2007). The WGMP is the receptacle of the Gironde
Estuary particles (Jouanneau et al., 1989; Weber et al., 1991; Relexans et al., 1992). Free and particle-
attached bacteria originating from the Gironde Estuary could settle in the WGMP sediments
emphasizing the role of dispersal (sensu Nemergut et al., 2013: “movement of organisms across space
[...] including the rate and the order in which taxa are added to communities”) for the WGMP
bacterial community. The observed patterns in bacterial community composition in the WGMP
sediments could thus also result from the gradual renewal of estuarine bacterial populations by marine
populations from East to West seaward. Additional information on the bacterial composition of the
Gironde Estuary sedimentary particles and further experiment dedicated to assess the temporal
dynamics of the sediment bacterial community composition would allow testing this hypothesis.

For the WGMP benthic bacterial community, the Simpson’s diversity index, ranging from 0.04 to
0.05, was close to values reported for so-called diversified and balanced communities in mats (Nbel
et al, 1999), Mediterranean plankton (Schauer et al., 2000) and phototrophic river biofilms (Lyautey et
al., 2003). In marine sediments, values up to 0.01 were however reported (Hewson et al., 2003; Zinger
et al., 2011). The use of pic relative intensity to calculate diversity indices is controversial due to
possible biases in PCR amplification (e.g. Wintzingerode et al., 1997) but the main limitation to an in-
deeper analysis of our data is the lack of replication in sampling preventing from considering e.g.

seasonal variations.

V.4. Linking bacterial and macrofaunal communities

In this study, we simultaneously addressed benthic bacterial and macrofaunal communities in a
well-defined marine ecosystem. We aimed to address the link between the two benthic communities
under in situ conditions, straight in the field. Changes concerned both the macrofaunal and bacterial
communities and differentiated the Eastern part of the WGMP from its central and Western part, in
agreement with the seaward modification of the sediment conditions shaped by sedimentary processes
off the mouth of the Gironde estuary. However, no significant correlation could be found due to the
structure of the dataset. Such a link was assessed at the centimetre scale of the burrows in various
conditions (e.g. Dobbs and Guckert, 1988; Papaspyrou et al., 2005; Bertics and Ziebis 2009;
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Pischedda et al., 2011). At a larger scale, a strong link between benthic macrofauna functional
diversity and biogeochemical cycling was reported in the fine sandy sediments of the North Sea
(Braeckman et al., 2014) and, obviously, bacteria should be involved. Community changes may
indicate that similar processes structure both communities of macro- and microorganisms and that the
two communities are interdependent (Horner-Devine et al., 2007). In the case of soft bottom sediment
communities examined in the present study none of these alternatives could be excluded. It would be
interesting to further investigate for any correlation with an extended set of sites in order to address the
co-occurrence of patterns. The planned analyses of interfacial fluxes assessed based on core
incubations performed during the BIOMIN-1 cruise will allow further investigations on the functional

implications of such community changes.

VI. Conclusion

With respect to the autecology of dominant species, the benthic macrofauna data suggested that
WGMP benthos might be characterized by a seaward gradient from disturbed in the eastern station, to
more stable condition in the western stations. Changes in species likely resulted in changes in the
functional diversity of the benthic macrofaunal community. Community composition of bacterial
assemblages indicated that surficial sediments were laterally structured, fitting with previous reports
on bacteria and meiofauna (Relexans et al., 1992). Such community patterns might have functional
implications and should control the ecosystemic services delivered by the WGMP benthic

communities in the Bay of Biscay.
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Supplementary figure V.1: Frequency of bacterial OTU detected in more than 10% of sediment samples from stations E, C and W at each sediment
depth (0 to 100 mm) in the West Gironde mud patch. OTU frequency is represented by shades of gray: white represents the absence in the three
replicates cores of the OTU, light gray 33%, medium gray 50% (for samples with only two replicates usable), dark gray 66% and black 100% of
occurence
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Supplementary table V.1: Table presenting the different permutations performed - between core replicates used
for the bacterial community composition (C1, C2 and C3), and grab replicates used for the macrofaunal
community composition (G1, G2 and G3) — for the procrustean analysis.

Permutations

Sample
statistic
(Rho)

Significance level of Adjusted p-value

sample statistic

(Holm-Bonferroni)

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G2; C2-G1; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G3; C2-G2; C3-G1)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

E (C2-G3; C3-G2; C1-G1)
C (C3-G3; C1-G2; C2-G1)
W (C2-G3; C3-G2; C1-G1)

E (C1-G1; C2-G3; C3-G2)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G3; C3-G2)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G2; C2-G3; C3-G1)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G3; C2-G1; C3-G2)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

E (C1-G2; C2-G3; C3-G1)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

10

E (C2-G2; C1-G1; C3-G3)
C (C1-G2; C2-G1; C3-G3)
W (C2-G1; C1-G2; C3-G3)

11

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G3; C3-G2)

12

E (C1-G1; C2-G3; C3-G2)
C (C1-G2; C2-G1; C3-G3)
W (C1-G3; C2-G2; C3-G1)

13

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G2; C2-G1; C3-G3)

0.808

0.809

0.81

0.804

0.816

0.814

0.827

0.798

0.774

0.782

0.79

0.779

0.781

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.0002

0.0002

0.0002

0.0002

0.0004

0.0006

0.0008

0.0009

0.001

3.3E-06

3.4E-06

3.5E-06

3.7E-06

7.6E-06

8.0E-06

8.3E-06

8.6E-06

1.8E-05

2.84E-05

4.0.E-05

4.7E-05

5.5E-05
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14

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G3; C2-G2; C3-Gl)

15

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G2; C2-G3; C3-G1)

16

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C2-G1; C3-G2; C1-G3)
W (C1-G2; C3-G1; C2-G3)

17

E (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G3; C2-G1; C3-G2)

18

E (C2-G3; C1-G2; C3-G1)
C (C2-G1; C1-G2; C3-G3)
W (C1-G2; C2-G3; C3-G1)

19

E (C1-G2; C1-G2; C3-G3)
C (C1-G2; C2-G3; C3-G1)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

20

E (C1-G2; C2-G1; C3-G3)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

21

E (C1-G2; C2-G1; C3-G3)
C (C1-G1; C3-G2; C2-G3)
W (C2-G3; C3-G1; C1-G2)

22

E (C1-G2; C2-G3; C3-G1)
C (C1-G3; C2-G1; C3-G2)
W (C1-G3; C2-G1; C3-G2)

23

E (C1-G3; C2-G1; C3-G2)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

24

E (C2-G1; C1-G3; C3-G2)
C (C3-G2; C1-G1; C2-G3)
W (C1-G3; C3-G1; C2-G2)

25

E (C3-G2; C2-G1; C1-G3)
C (C3-G1; C2-G2; C1-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

26

E (C1-G3; C2-G2; C3-G1)
C (C1-G1; C2-G2; C3-G3)
W (C1-G1; C2-G2; C3-G3)

27

E (C2-G1; C3-G2; C1-G3)
C (C2-G3; C3-G2; C1-G1)
W (C2-G1; C3-G2; C1-G3)

28

E (C3-G2; C1-G3; C2-G1)
C (C1-G3; C2-G1; C3-G2)
W (C2-G3; C3-G1; C1-G2)

29

E (C1-G3; C2-G2; C3-G1)

0.758

0.765

0.763

0.756

0.742

0.744

0.756

0.717

0.723

0.682

0.636

0.691

0.692

0.634

0.637

0.637

0.0017

0.0017

0.0028

0.0031

0.0035

0.0037

0.004

0.005

0.0052

0.0078

0.0085

0.0088

0.0089

0.0092

0.0093

0.0095

1.0E-04

1.0E-04

1.8E-04

2.2E-04

2.6E-04

3.1E-04

3.6E-04

5.0E-04

5.7E-04

9.8E-04

1.2E-03

1.4E-03

1.7E-03

2.3E-03

3.1E-03

4.7E-01
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C (C2-G1; C1-G2; C3-G3)
W (C1-G3; C3-G2; C2-G1)

30

E (C1-G3; C2-G1; C3-G2)
C (C1-G3; C2-G2; C3-G1) 0.651 0.0097
W (C1-G2; C2-G3; C3-G1)

9.7E-03
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Postambule

L’étude réalisée en 2010 dans la vasiére Ouest-Gironde a permis de retrouver une situation
tout a fait comparable a celle décrite par Jouanneau et al. en 1989, avec une sédimentation qui enrichi
la colonne sédimentaire en matiére organique fraiche, comme I’indiquent les concentrations plus
importantes de chlorophylle a au centre et a 1’Ouest sous les 15 premiers centimétres. De plus, la
partie Nord-Est de la vasiere est caractérisée par la présence de particules fines déposées il y a
3000 ans, qui subissent 1’érosion due a I’hydrodynamisme plus important.

Les traces importantes de bioturbation observées par Jouanneau et al. en 1989, surtout dans la
partie Sud-ouest de la vasiére, ont été reprises par Relexans et al. en 1992 pour expliquer I’absence de
stratification verticale de la méiofaune dans les sédiments de la vasiére Ouest-Gironde. Or 1’étude de
Relexans et al. (1992) qui est la seule étude réalisée jusque-la sur le biotope de la vasiére n’a pas
effectué et donc n’a pas pris en compte la distribution de la macrofaune benthique. Les résultats acquis
au cours de la campagne BIOMIN confirment et appuient les résultats de Jouanneau et al. (1989) et
Relexans et al. (1992) qu’il existe des communautés de macrofaune différentes de I’Est vers 1’Ouest,
accompagnées d’une diminution des abondances, de la biomasse et de la richesse spécifique, mais
aussi d’une évolution des groupes fonctionnel trophiques et de bioturbation.

Les communautés bactériennes dont les densités et la composition ont été mesurées
simultanément aux mémes stations présentent elles aussi une différenciation spatiale marquée avec des
communautés significativement différentes a I’Est, au centre et a 1’Ouest.

Méme si nous n’avons pas pu établir de fagon irréfutable que les patrons spatiaux sont liés,
nos données combinant de facon inédite macrofaune et bactéries suggérent un lien entre les deux
patrons de distribution des deux compartiments biologiques, avec 26 tests de corrélation significatifs
sur les 30 effectués. Il s’agit certainement du nombre de facteurs influencant les communautés dans le
milieu naturel qui modulent et interviennent dans le lien direct qu’il peut y avoir entre la macrofaune
et les communautés procaryotes, d’ou la nécessité de coupler les études in-situ aux études

expérimentales.
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» Synthese générale et perspectives

L’objectif principal de ce travail de thése a été de mesurer I'impact de la macrofaune
benthique sur les communautés procaryotes a ’interface eau-sediment et de mieux comprendre le(s)
mécanisme(s) qui lie(nt) directement ces deux compartiments biologiques. Cela s’est fait selon deux
approches (Figure 1.13) : (1) une approche mécaniste expérimentale a 1’échelle de I’individu, pour
caractériser les effets de la bioturbation sur les communautés procaryotes de I’interface eau sédiment
(chapitres 111 et 1V) ; (2) une approche globale in situ de comparaison des patrons de distribution des
communautés des deux compartiments (chapitre V).

l. Melinna palmata, un bon modéle biologique pour simplifier 1’étude

des effets de la bioturbation sur les communautés procaryotes benthiques

Pour approfondir et enrichir les travaux antérieurs sur les effets de la bioturbation sur les
communautés procaryotes a I’interface eau-sédiment, nous avons choisi d’explorer les caractéristiques
d’un organisme modele qui ne remanie que les premiers millimetres oxiques de la surface du
sédiment. Travailler a I’interface eau-sédiment simplifie la démarche intellectuelle en retirant les effets
de la variabilité spatiale et temporelle des conditions redox du sédiment, qui influencent directement
les communautés procaryotes du sédiment. Ce type d’organisme modéle permet donc de se focaliser
sur I’impact direct de la bioturbation sur la distribution des communautés procaryotes aérobies.
Différents arguments bibliographiques nous ont amené a choisir le polychéte de la famille des

Ampharetidae Melinna palmata :

(1) Son potentiel de bioturbation a I’interface eau-sédiment que nous avons pu interpréter a
partir des travaux de détermination des effets de M. palmata sur la distribution de la
méiofaune a I’interface eau-sédiment (Olafsson et al., 1990), et des observations de M.
palmata faites en aquarium dans le cadre de la recherche de producction de cuivre dans les
branchies par M. palmata comme mécanisme d’anti-prédation (Gibbs et al., 1981).

(2) Sa distribution étendue dans 1’ Atlantique Nord-Est et ses populations denses (e.g. Guillou
& Hily, 1983 ; Grehan, 1991).

(3) Son effet de limitation du remaniement sédimentaire de profondeur mis en avant en in situ
(Bernard et al., 2014).

La validité de ce choix a été confirmée par différentes expérimentations (chapitres 11 et 1V),
menées dans des aquariums plats dans du sédiment ou de la gélose, ou encore dans des aquariums
classiques pour caractériser au mieux I’activité de 1’animal, le remaniement sédimentaire qu’il
engendre ainsi que les flux de solutés (bioirrigation), a partir d’individus de M. palmata provenant du
site de Germanan dans le bassin d’Arcachon. L’ensemble a permis d’obtenir un état des lieux précis et
complet de sa bioturbation qui a permis le rattacher a un nouveau groupe fonctionnel de remaniement

sédimentaire.
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1.1. Son activité

Une premiére étape a consisté a situer I’activité de M. palmata par rapport aux deux

ouvertures de son tube: a I’interface eau-sédiment et dans la colonne sédimentaire. L’utilisation

d’aquariums plats a permis de confirmer que I’ensemble des activités de M. palmata (n=3 individus)

lorsqu’il n’est pas complétement dans son tube, a lieu & I’interface eau-sédiment. A partir de ce

résultat, les organismes ont été placés dans des aquariums « classiques » et filmés de dessus (Ngmoein=25

individus ; Nim.o.=2 iNdividus ; Nmarge+photoperiode=4 INAIVIAUS ; Ngensie=38 individus). Sept activités (dont

les résultats sont regroupés sur la figure récapitulative 1) ont pu étre distinguées sur I’ensemble des

films réalisés au cours de ces trois derniéres années :

M)
2

@)

(4)

®)

(6)

(")

La prospection de I’interface eau-sédiment par extension des tentacules buccaux.
L’égestion des feces. Pour cela, ’organisme se plie en deux dans son tube, sort son
pygidium hors du tube et dépose les féces sur le céne fécal. Une variation inter-
individuelle est notable pour cette activité. Parfois les individus déposent les feces
toujours au méme endroit, créant un cone fécal situé d’un seul cété du tube ; parfois les
féces sont déposés tout autour du tube, créant un cbne fécal en anneau autour du tube (cf.
Figure 111.3A et B).

Le mouvement des branchies a la sortie du tube, sans tentacules visibles. Cette activité est
probablement liée a la respiration de I’organisme.

Lorsque 1’organisme était immobile, les branchies sorties dans ’eau surnageante. Cette
activité doit également étre associée a la respiration de 1’organisme.

La maintenance de 1’ouverture du tube. En accumulant ses feces autour de la sortie du
tube, I’organisme rehausse ’interface eau-sédiment a cet endroit. 1l est donc nécessaire
pour I’individu d’agrandir au fur et & mesure son tube vers le haut. Il utilise pour cela les
particules qui se trouvent a proximité du tube et les agglomere avec ses tentacules en
tournant sur lui-méme pour faire le tour du tube.

Lorsque I’individu était entieérement caché dans son tube. Dans ce cas, il est probable qu’il
y ait des phases d’immobilité et des phases d’activitét comme par exemple de la
maintenance, mais cela n’a pas pu étre quantifié.

Les mouvements de la téte, qui sont des mouvements rapides, moins d’une minute. Si
I’individu a la téte visible, par exemple en prospection, il arrive qu’il rentre ses tentacules
et sa téte pour les ressortir aussitot. A I’inverse, lorsqu’il est caché dans son tube, il est
possible de voir la téte sortir puis rentrer aussitét. Cette augmentation des mouvements de

la téte visibles a la sortie du tube en périodes de marées basses est peut-étre
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Figure récapitulative 1 : Pourcentages de temps moyens (+ET) alloués par Melinna palmata aux différentes
activités (A) en conditions contréles (1 individu par aquarium, obscurité, immersion) ; (B) aprés apports de
Tetraselmis sp. d’une part et de Zostera noltei d’autre part ; (C) lorsque des cycles de marée et de photopériode
ont été appliqués ; (D) pour trois densités de populations différentes : 296, 1184 et 4731 ind.m™?. Eg = Temps

moyen (£ET) entre deux égestions.
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liée a la respiration de I’organisme, comme un moyen d’oxygéner 1’eau qui reste dans le

tube.

C’est le comportement de nutrition (prospection et égestion) qui est le plus régulier et
fréquent, et qui impacte le plus ’interface eau-sédiment. En effet, la majorité du temps est alloué a la
prospection de [I’interface eau-sédiment, quelles que soient les conditions testées (Figure
récapitulative 1). Dans les conditions témoins de chacune des expérimentations, ¢’est-a-dire dans des
conditions d’obscurité et d’immersion continues, le temps alloué a la prospection a été en moyenne de
86 £ 13%, et le temps entre deux égestions de 39 + 36 minutes (Figure récapitulative 1).

Le comportement de nutrition (prospection et égestion) n’a été que légérement influencé par
les différents facteurs testés. Il n’y a que lors de la condition avec les cycles de marée et la
photopériode ol le temps alloué a la prospection a été divisé par deux avec 46 +46%, le temps
d’immersion ayant été divisé par deux. Que ce soit lors de ’enrichissement en matieére organique ou
avec des densités élevées, les temps alloués a chaque activité restaient relativement proches de ceux
observés en condition témoin avec 85 * 15% du temps avec enrichissement en Tetraselmis sp.,
91 + 9% avec apport de Z. noltei, 84 + 12% du temps avec une densité de 296 ind.m?, 87 + 17 avec
une densité de 1184 ind.m?, 74 + 22% avec 4731 ind.m™ et 86 + 13% du temps pour la condition
témoin de toutes expérimentations confondues (cf. Figure récapitulative 1). En comparaison, des
changements d’activité de locomotion et de nutrition ont été observés chez Hediste diversicolor, qui
augmente la taille de sa zone de prospection plus loin autour de sa galerie lorsque les densités de
populations augmentent, associé a une augmentation du remaniement sédimentaire globale, et a une
diminution du remaniement sédimentaire par individu (Duport et al., 2006). Dans le cas du
gastéropode Hydrobia ulvae, comme pour M. palmata, I’activité est plus limitée pendant les périodes
émergées que pendant les périodes immergées car les organismes ont besoin d’une couche d’eau pour
pouvoir se déplacer, avec aussi une baisse de prospection lorsque le sédiment est enrichi en matiére
organique d’origine microphytobenthique, il s’agit de 1’ « optimum foraging hypothesis » (Orvain &
Sauriau, 2002). Enfin, pour le bivalve Abra ovata, I’enrichissement en matiére organique induit dans
les faibles proportions (0,7 et 1,4 mgC.m?) une augmentation significative du pourcentage de temps
actif d’environ 20% a 50% avec apport de 0,7 mgC.m? et de moins de 20% & environ 70% aprés
apport de 1,4 mgC.m? A D’inverse, il induit dans les fortes proportions (28,6 mgC.m?) une chute
drastique du pourcentage de temps actif d’environ 40% a moins de 10%. Chez Abra nitida, le
pourcentage de temps n’augmente significativement que pour la plus forte proportion
d’enrichissement, d’environ 20% a 60% (Grémare et al., 2004). Nos résultats suggérent donc que, lors
de la mise en évidence des effets de la bioturbation sur la composition des communautés bactériennes
aérobies a ’interface eau-sédiment (partie |1 du chapitre Ill), I’activité des organismes n’a été ni
stimulée ni inhibée par les conditions expérimentales, et que cela a bien permis de caractériser le

mécanisme d’impact direct de la bioturbation de M. palmata sur les communautés bactériennes de
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I’interface eau-sédiment, bien que ces facteurs aient des impacts significatifs sur 1’activité et la
bioturbation d’espéces benthiques appartenant a différents groupes taxonomiques et différents groupes

fonctionnels de bioturbation.

1.2.  Sabiologie liée au processus de prospection

Melinna palmata est un organisme de petite taille (quelques centimétres de long et quelques
millimétres de diamétre). De ce fait, I’analyse des images issues des enregistrements vidéos ne
permettait que de distinguer les différentes activités, mais pas d’expliquer ce processus clé de
prospection de la couche superficielle du sédiment. De plus, des descriptions issues de la littérature de
taxonomie (Fauvel, 1927 ; Hayward & Ryland, 1990 ; Holthe, 1986) des organismes benthiques
n’étaient pas toujours cohérentes avec nos observations et ont donc dues étre clarifiées. Par exemple,
Fauvel (1927) avait qualifié les tentacules buccaux de « peu nombreux, lisses, presque aussi longs et
aussi gros que les branchies ». Grace au couplage des techniques de microscopie électronique a
balayage et de stéréomicroscopie, en plus de la visualisation des enregistrements vidéo effectués dans
notre étude, nous avons pu constater que les tentacules ne sont de taille proche de la taille des
branchies que lorsqu’ils sont contractés et non utilisés. Autrement, ils peuvent s’étirer jusqu’a environ
5 centimetres (cf. la taille des zones de prospection). Par ailleurs, ils sont caractérisés par une partie
externe en accordéon qui est certainement a 1’origine de cette extension, et d’une partie interne creusée
en forme de gouttiére entiérement tapissée de cils, permettant le transfert des particules jusqu’a la
bouche. Enfin, une structure particuliére a été observée a I’extrémité des tentacules (Figure I1.1F), qui
est vraisemblablement le point de contact entre le tentacule et le sédiment, la ou le tentacule préléve
les particules. De la variabilité inter-individuelle a été observée au niveau morphologique, non pas en
ce qui concerne les structures citées ci-dessus, mais concernant le nombre de tentacules. En effet, le
nombre de tentacules varie entre 11 et 15 (n=10). De plus, différentes tailles des tentacules ont été
observées : une majorité inférieure a 5 mm, avec au milieu et sur les extrémités de la cavité buccale
des tentacules dont la taille était supérieure a 10 mm. Ce type de variabilité est commun chez les
polychetes Ampharetidae notamment chez le genre Melinnopsis (Hilbig, 2005). Malgré ces
différences, sur les enregistrements vidéo, jamais plus de 5 tentacules en méme temps n’ont été
détectés a prospecter le sédiment. Plusieurs hypothéses sont alors possibles : (1) les tentacules restants
ne sont utilisés que dans une situation de milieu trés pauvre en éléments organiques, ce qui n’a jamais
été le cas ; (2) ils flottent en suspension dans 1’eau pour récupérer des particules mais n’ont pas pu étre
détectés par la caméra du fait de leur taille ; (3) ils restent au niveau de la bouche (probablement les
plus petits) pour aider au transfert des particules. Filmer les individus a partir d’une loupe binoculaire
permettrait de sélectionner une de ces trois hypothéses et expliquer comment se répartit ’activité des

différents tentacules.

» Page 216



» Synthese générale et perspectives

Le couplage des informations d’activité et de biologie ameéne a une problématique récurrente
concernant les déposivores de surface : y a-t-il une sélection des particules ? Selon quels critéres ? Et a
quel(s) niveau(x) anatomique(s) le tri s’effectue-t-il ? La premiére sélection possible peut étre au
moment du prélévement de la particule par le tentacule. Certaines espéeces prospectent plutét les plus
grosses particules, ce qui pourrait étre lié a la probabilité de rencontre entre ces particules et le
tentacule (Whitlatch, 1974 ; Taghon, 1982). D’autres espéces sélectionnent plutét les petites
particules, par exemple entre 13 et 62 um pour le polychete Hobsonia florida, riches en matiére
organique (Taghon, 1982). Un effet de la forme a également été mis en évidence. Les particules rondes
et lisses seraient moins évidentes a attraper que les particules dont la surface est plus complexe (Guieb
et al., 2004). Concernant M. palmata, la sélection par la taille a ce niveau n’a pas été mise en évidence.
En effet, bien que seules les plus grosses particules restent dans la zone de prospection a la fin des
incubations, avec une médiane de répartition des tailles de 32,4 £ 2,5 um dans 1’expérimentation
présentée dans le chapitre 11l et 22,6 £ 17,1 um dans le chapitre 1V, lors de 1’observation des
enregistrements, les individus de M. palmata ont fréquemment prélevé avec leurs tentacules des
fragments de Z. noltei de plusieurs millimétres de long. Il pourrait donc s’agir d’une sélection en
fonction de la teneur en matiére organique (e.g. Mahon & Dauer, 2005), mais aucun débris
inorganique de la méme taille que ces fragments de feuilles de Z. noltei n’était présent dans le
sédiment pour confirmer ou infirmer cette hypothése. En revanche, une sélection des particules a pu
étre observée au niveau du passage dans la bouche. En effet, une zone de dépét des particules qui ont
été prélevées et déplacées le long du tentacule mais qui sont de trop grosse taille pour la bouche a pu
étre observée (Figure récapitulative 2). Cette sélection serait essentiellement physiologique et due a
la taille de 1’organisme (Fenchel, 1975; Taghon, 1982 ; Hentschel, 1996). Pour éclaircir les
interrogations restantes, il serait intéressant d’effectuer des expérimentations a partir de particules de
différentes couleurs appartenant a des classes de tailles différentes, en proportions connues. En filmant
les individus et a partir de I'analyse des images, il serait alors possible de calculer quelles tailles de
particules sont préférentiellement sélectionnées par les tentacules, et lesquelles sont ingérées ou
laissées de coté avant I’ingestion. Aprés un temps donné d’incubation, I’analyse d’image pourrait étre
complétée par la mesure de la proportion relative des particules de chaque classe de taille dans
chacune des zones de bioturbation. A partir de billes de verre de tailles connues, Grémare (1988) a pu
montrer que le polychete Eupolymnia nebulosa utilisait un grand nombre de particules supérieures a

2 mm pour fabriquer son tube, particules qui ne sont jamais ingérées par E. nebulosa.
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Figure récapitulative 2 : Photographie montrant le dép6t de fragments de
feuilles de Zostera noltei pris par les tentacules mais non sélectionnés au
niveau du passage dans la bouche (entouré en rouge).

1.3. Son remaniement sédimentaire

Les expérimentations en aquariums plats (5 individus), méme trés fins, n’ont montré aucun
échange particulaire entre I’interface eau-sédiment et les couches plus profondes du sédiment. En
effet, jamais un luminophore ajouté en surface n’a été retrouvé a la sortie du tube dans la colonne
sédimentaire, méme apres 20 jours de suivi. A ces résultats s’ajoutent les observations des films de M.
palmata (n=3 individus) placés dans des aquariums plats dans de la gélose, avec juste une fine couche
de sédiment en surface pour que les organismes puissent se nourrir. En effet, ces enregistrements
couplés aux suivis des luminophores en aquariums plats ont validé 1’hypothése de départ de cette
thése, selon laquelle la majorité des activités de M. palmata ont lieu a I’interface eau-sédiment ou dans
le tube (3 = 4% du temps en conditions témoins), induisant un remaniement sédimentaire uniquement
des premiers millimétres de 1’interface eau-sédiment, sans échanges entre la surface et le sédiment plus
profond. La quantification de son remaniement sédimentaire s’est donc faite selon des méthodes
directes de mesures de surface et de volume remani€, sur I’ensemble des aquariums suivis, soit 14
dans I’expérimentation de référence (partie | du chapitre 111), 9 pour la mesure des effets de la marée
et de la photopériode, 15 pour les effets de la densité (partie Il du chapitre I11) et 35 pour les effets
de D’enrichissement en matiére organique. La surface de sédiment remaniée mesurée via des
photographies a déja était utilisée mais couplée avec I’utilisation de luminophores (De Nadai-Monoury
et al., 2013). Dans leurs travaux, la surface remaniée est montée jusqu’a environ 600 cm2, mais dans le
cas d’un poisson mesurant en moyenne 10 cm, alors qu’au cours de nos différentes expérimentations,
les individus isolés dans les aquariums de M. palmata ont remanié en moyenne 49,1 + 14,3 cm? dans

I’expérimentation de référence (partie | du chapitre I11), 51,6 + 21,0 cm? lors de 1’expérimentation
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avec des cycles de marées et de photopériode, 37,7 = 15,4 cm?2 pour les individus témoins lors de
I’expérimentation sur les effets de la densité de population, et enfin 28,9 +13,0cm? lors de
I’expérimentation avec ajout de matiére organique. Un maximum de 112,6 cm? a été obtenu pour un
individu lors de I’expérimentation sur les effets de la photopériode et des cycles de marée (résultats
moyennés sur la figure récapitulative 3). Il est important de rappeler ici que ces surfaces de plusieurs
dizaines de cm? sont uniquement induites par la prospection par les tentacules, bien qu’ils ne mesurent
que quelques millimétres lorsqu’ils sont rétractés, le polychéte étant complétement sédentaire. Une
importante variabilité inter-individuelle a été observée comme 1’indiquent les écart-types. Concernant
les influences des différents facteurs testés, I’enrichissement en matiére organique induit une limite de
la surface prospectée, certainement car les organismes trouvent plus prés de leur tube assez de
COmMpOosés organiques pour se nourrir. Au contraire, la surface est [égerement plus élevée dans le cas de
la photopériode et des cycles de marée. Ceci pourrait étre di a la nécessité de prospecter le plus
possible et donc plus loin lors des phases de marée haute étant donné que les organismes passent

plusieurs heures sans pouvoir prospecter a marée basse.

1.4, Sa bioirrigation

Nos résultats ont montré que M. palmata est une espéce qui ne ventile. Ce résultat n’est pas
surprenant si 1’on compare son activité a celle d’espéces qui ventilent. En effet, le réle premier de la
ventilation est de faire entrer dans la structure (galerie ou terrier) de I’eau riche en oxygéne qui permet
de respirer. Les suspensivores créent également un courant d’eau dans leur terrier pour piéger les
particules en suspension dont ils se nourrissent (Riisgard, 1991 ; Aller, 2001). M. palmata a ses
branchies sorties prés de 90% du temps en immersion constante, sauf lorsqu’il est caché dans son tube.
M. palmata respire donc hors du tube. De plus, il ne s’agit pas d’un suspensivore. Il n’a donc pas
besoin d’irriguer son tube ni pour se nourrir, ni pour respirer. Par ailleurs, son tube ne faisant que
guelques millimétres de diamétre pour une dizaine de centimétres de long, et comme il est replié dans
la colonne sédimentaire comme s’il été fermé, méme une irrigation passive induite par les
mouvements du corps ne peut étre a 1’origine de coefficients de bioirrigation élevés. Alors que 10
individus de M. palmata induisent un coefficient de bioirrigation de 0,0071 mL.min™, un individu de
I’espéce Arenicola marina bioirrigue entre 1,7 et 2,2 mL.min™ (Kriiger, 1996). En plus de cette
absence de bioirrigation, le tube dans lequel se trouve M. palmata est membraneux. Or, il a été montré
que ce type de tube, fabriqué a partir de mucus et de particules agglomérées autour, était plus étanche
que des parois ou des galeries de terriers. En effet, la couche de mucus limite le transfert de 1’eau et
des solutés d’un facteur 3 a 8 par rapport a du sédiment sans tube membraneux (Hannides et al.,
2005).
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Figure récapitulative 3 : Remaniement sédimentaire de Melinna palmata (A) en condition témoin (1 individu par
aquarium, obscurité, immersion) ; (B) aprés apports de Tetraselmis sp. d’une part et de Zostera noltei d’autre part ;
(C) lorsque des cycles de marée et de photopériode ont été appliqués ; (D) pour trois densités de populations
différentes : 296, 1184 et 4731 ind.m™. S : surface ; Viemanic : Volume de sédiment remanié, H. : hauteur maximale
du cone fécal ; Hyn : profondeur de la zone de prospection.
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Il n’y a donc ni échange de particules, et des échanges restreints de solutés entre la surface et
le sédiment plus profond, ce qui est habituellement observé chez la plupart des espéces bioturbatrices
avec le coefficient de biodiffusion Dy et le coefficient de bioirrigation a (e.g. Mermillod-Blondin et
al., 2004). Et ce sont également ces échanges entre la surface et la profondeur qui permettent
d’expliquer les modifications biogéochimiques induites par la bioturbation. Dans le cas de M. palmata,
il semblerait au vu de nos résultats que la stratification verticale ne soit pas perturbée. Seuls les
premiers millimetres oxiques sont remaniés, zone clé dans le fonctionnement des écosystémes car lieu

de la plus grande part de la minéralisation de la matiére organique (Henrichs, 1992).

I.5.  Proposition d’un nouveau groupe fonctionnel de bioturbation : les

convoyeurs de surface

Les activités observées et le remaniement sédimentaire de surface mesuré de M. palmata ne
correspondent a aucun des groupes fonctionnels de bioturbation déja décrits (Francois et al. 1997 ;
Gerino et al. 2003 ; Solan & Whigam 2005 ; Kristensen et al. 2012). En effet, il ne peut étre classé
dans le groupe des biodiffuseurs car M. palmata n’induit pas de déplacement aléatoire et diffusif des
particules comme peuvent le faire certains bivalves (Francois et al., 1999). Il ne peut non plus étre
classé dans le groupe des diffuseurs a galerie comme peuvent 1’étre d’autres polychétes errants comme
par exemple Marenzelleria viridis (Quintana et al., 2007). L’absence de transfert des particules entre
les couches superficielles et les couches profondes du sédiment confirme qu’il ne s’agit pas non plus
d’un convoyeur classique, vers le haut ou vers le bas comme peuvent 1’étre les polychétes Arenicola
marina (Volkenborn et al., 2007) ou Cirriforma grandis (Schull & Yasuda, 2001). Enfin, il n’y a pas
de construction et d’entretien de terrier comme pour les espéces appartenant au groupe des
régénérateurs tels que le genre Uca (Gardner et al., 1987).

L’étude de la bioturbation de M. palmata nous a donc conduit a proposer un nouveau groupe
fonctionnel de remaniement sédimentaire, celui de convoyeur de surface. Ce groupe induit un
transport non-local des particules d’une zone de la surface du sédiment (zone de prospection), vers une
autre zone de la surface du sédiment (cone fécal), en passant par les tentacules buccaux puis le tube
digestif de 1’organisme.

Les organismes appartenant a ce groupe fonctionnel sont donc caractérisés par un
remaniement sédimentaire limité aux premiers millimétres de I’interface eau-sédiment, malgré le fait
qu’ils vivent dans un tube s’enfong¢ant sur une dizaine de centimetres dans la colonne sédimentaire. Ils
puisent des particules sur la surface du sédiment et induisent un transport non-local orienté de ces
particules sur une autre zone de la surface du sédiment. De plus, la présence d’un tube composé de
mucus et de particules agglomérées couplé a la sédentarité des organismes empéche le déplacement
des particules dans la colonne sédimentaire. 1ls sont également caractérises par une ventilation nulle. 1l

n’y a donc pas de transfert de matériel entre la surface et la profondeur du sédiment.
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Les quatre expérimentations présentées dans cette thése [(1) expérimentation de référence des effets de
M. palmata sur les communautés bactériennes de I’interface eau-sédiment présentée dans la premiére
partie du chapitre I11; (2) la mesure de I’'impact des cycles de marée et de photopériode sur 1’activité
de M. palmata ; (3) la mesure des effets des densités de population naturelles toujours sur I’activité de
M. palmata, toutes deux présentées dans la seconde partie du chapitre 111 ; (4) la mesure de I’impact
de D’enrichissement en matiére organique sur l’activit¢ de M. palmata et sur les communautés
bactériennes de I’interface eau-sédiment présentée dans le chapitre 1V] ont enrichi et expliquent les
travaux effectués in situ dans I’herbier de Germanan au cours de la thése de Guillaume Bernard
(2013). Ce travail avait permis de caractériser M. palmata comme étant une espéce importante dans les
processus de contréle du remaniement sédimentaire, et notamment concernant 1’absence d’une
composante verticale du remaniement sédimentaire lorsque M. palmata était dominante. Nous savons
maintenant que le remaniement sédimentaire de M. palmata ne s’effectue que selon une composante
horizontale, au niveau de I’interface eau-sédiment uniquement.

La description de ce nouveau groupe fonctionnel de bioturbation permet d’apporter une
approche innovante pour I’étude des effets de la bioturbation sur les communautés procaryotes par
rapport aux travaux cités dans les chapitres | (Tableau 1.4) et 11l (Tableau I11.4), ce qui rend
I’approche de I’étude différente. En effet, c’était a notre connaissance la premiere étude expérimentale
de comparaison des communautés de différentes zones de bioturbation provenant uniquement des

premiers millimétres de la zone oxique du sédiment.

Il.  La macrofaune benthique influence la distribution des communautés

bactériennes a I’interface eau-sédiment

I1.1. A Péchelle centimétrique de ’individu, cas de Melinna palmata

Le polychéte M. palmata, en raison de ses activités et de son remaniement sédimentaire décrit
ci-dessus, apparait comme étant le modele biologique adéquat pour 1’étude des effets directs de la
bioturbation sur les communautés procaryotes de la zone oxique de I’interface eau-sédiment a 1’échelle
de I’individu. En effet, il permet de travailler uniquement sur ’interface eau-sédiment, ce qui (1)
permet de mesurer I’impact direct de la bioturbation sans intermédiaires de modifications des
conditions redox; (2) permet de simplifier la démarche expérimentale avec le prélévement direct des
sédiments et des communautés associées, sans destruction de I’unité expérimentale comme lorsque du
sédiment plus profond doit étre prélevé.

Trois communautés bactériennes distinctes ont été mises en évidence : une communauté

associée a la zone non remaniée caractérisée par la présence de 274 + 92 OTU dont 6 + 3% étaient
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spécifiques a cette zone pour une similarité de Bray-Curtis de 57 £ 6% ; une communauté constituée
de 286 = 68 OTU associée a la zone de prospection avec 8 + 6% d’OTU spécifiques et une similarité
de Bray-Curtis de 57 £12% ; et enfin une troisieme communauté de 283 £ 92 OTU associée au cone
fécal avec 6 +1% d’OTU spécifiques avec une similarité de Bray-Curtis de 59 £10%. Il est important
de rappeler ici que ces trois zones, supportant trois communautés différentes proviennent des deux
premiers millimetres de la surface du sédiment. Or, la profondeur de pénétration moyenne de
I’oxygene en condition témoin lors de ces expérimentations a été de 5+ 2 mm dans la zone non
remaniée, 4 + 1 mm dans la zone de prospection et 6 + 2 mm dans le céne fécal. Nous avons donc bien
mis en évidence différentes communautés bactériennes au sein des communautés aérobies. A ces
différences de communautés s’ajoutent des modifications de la diversité (basée sur I’indice de
Simpson) plus élevée dans les zones bioturbées, et notamment dans la zone de prospection avec 5x10°
2+ 1x107 par rapport & 7x102 + 4x102 dans la zone non bioturbée. La présence de communautés
bactériennes distinctes et I’augmentation de la diversité ont été observées, par exemple le long des
parois du terrier d'Hediste diversicolor (Pischedda et al., 2011) ou encore des crustacés Neotrypaea
californiensis et Uca crenulata (Bertics & Ziebis, 2009). Dans ces cas d’étude, ce sont les
modifications des conditions géochimiques qui expliquent les résultats. Notamment, [’activité
périodique d’irrigation de ces espéces fait que les parois des terriers ne sont ni constamment oxiques
comme [’interface eau-sédiment, ni constamment anoxiques comme le sédiment environnant. Et ce
sont ces oscillations redox qui permettent d’expliquer en grande partie les modifications de
composition des communautés bactériennes. Ce sont donc essentiellement des effets indirects de la
bioturbation, au travers des modifications des conditions redox (spatiales et temporelles) liées a
I’enrichissement en matiére organique, qui sont mis en évidence, ce qui n’est pas le cas dans notre
étude de la surface oxique du sédiment. De plus, horizontalement, ces trois zones sont adjacentes sur
une distance de quelques centimetres, contrairement aux études sur les parois de terriers ou des patchs
de sédiment distants de plusieurs centimétres ont été prélevés.

En couplant ces résultats a ceux de 1’expérimentation sur les effets de 1’enrichissement en
matiére organique (chapitre 1V) et a la description précise de ’activité et de la bioturbation du
modele, cela permet d’expliquer exactement les mécanismes et les déplacements des communautés

bactériennes :

(1) La communauté bactérienne de la zone non remaniée correspond a la communauté aérobie
source, avec les bactéries associées aux particules du sédiment et aux particules fines qui
sédimentent. En conditions témoins, 274 £ 92 OTU y ont été trouvées, dont 6 + 1% étaient
spécifiques. Aprés apport de Tetraselmis sp., un plus grand nombre d’OTU a été trouvé,
325, mais avec seulement 2% qui étaient spécifiques. Apres apport de Z. noltei, 335 OTU
ont été mises en évidence, toujours entre 200 et 1200 pb, avec 2% spécifiques a cette zone

non remaniée (Figure récapitulative 4). Le plus grand nombre d’OTU en conditions
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d’enrichissement couplé a un plus faible pourcentage d’OTU spécifiques peut s’expliquer
par la présence d’OTU provenant des plastes des matiéres végétales ajoutées. En effet, les
chloroplastes étant le fruit d’une endosymbiose procaryote, ils possédent de I’ADN
bactérien (Shah, 1983 ; Margulis, 1993). Il est donc possible de co-amplifier les deux
ADN (Ghyselinck et al., 2013). Ces particules et donc les bactéries associées sont
prélevées via I’activité de prospection. Une partie de la communauté bactérienne est donc
otée de D’interface eau-sédiment, laissant apparaitre un sédiment dont les propriétés
différent, notamment en termes de teneur en composés organiques et de taille des
particules, avec en moyenne pour les sédiments témoins une médiane de taille des
particules de 13 +2 um dans la zone non remaniée pour 21 + 10 um dans la zone de
prospection, et avec une teneur en carbone organique particulaire de 31 + 5 mg.g™'PS dans
la zone non remaniée et 25 + 7 mg.g™PS. A ces particules sont associées des communautés
bactériennes différentes. Si I’on fait le bilan des deux expérimentations présentées dans les
chapitres 111 et 1V, 286 £ 68 OTU ont été mises en évidence dans la zone de prospection
dont 8 + 6% étaient spécifiques. Aprés apports quotidiens de Tetraselmis sp., 340 OTU
ont été déterminées dont 4% étaient spécifiques. Enfin, aprés apport de Z. noltei, 335 OTU
dont 3% spécifiques ont été mises en évidence (Figure récapitulative 4). Méme si la
profondeur de pénétration de 1’oxygéne indique que nous sommes toujours en présence de
bactéries aérobies, d’un point de vue phylogénétique, nous sommes en présence de
communautés différentes. Ceci s’explique par le fait que divers facteurs autres que les
conditions redox (Edlund et al., 2008) influencent la diversité des communautés
bactériennes (et procaryotes plus généralement). Par exemple, Bissett et al. (2007) ont
montré une modification des communautés bactériennes en fonction de la quantité de
matiere organique des sédiments. Or nous avons pu observer notamment dans le chapitre
111 des gradients de teneurs en matiére organique entre les trois zones. Les influences des
modifications de granulométrie et de matiére organique pourraient se coupler aux

déplacements directs induits par I’activité de M. palmata.
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Zone non remaniée

* Ab =5x108 + 5x10% ADNr 16S.g™* sdt
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Cone fécal

* Ab = 1x10% + 6x107 ADNr 16S.g* sdt

* Rory =283 £92 OTU / 6 + 1 % spécifiques
* Simg.. = 59+10%

¢ A=6%x102+ 1x1072

* CBO =-33 + 28 pg0,.g PS.min?

Communautés bactériennes
Condition témoin

3

Zone non remaniée

* Ab = 4x108 + 5x108 ADNr 16S.g™* sdt
* Ropy = 335 OTU / 2 % spécifiques

« Sim, . = 49,96

o A =5x102 + 2x102

* CBO =-80 + 49 pg0,.g™* PS.min!

Zone de prospection

* Ab = 2x10% + 1x10% ADNr 16S.g* sdt
* Rory =286 + 68 OTU / 8 + 6 % spécifiques
* Simg = 57+12%

e A=5%x102 £ 1x107

* CBO =-9 £4 pg0,.g PS.min!

Céne fécal

* Ab =2x10% + 1x10% ADNr 16S.g™* sdt
* Rory = 328 OTU / 4 % spécifiques

« Simy ¢ = 52,93%

* A=5%x102 +2x10?

* CBO =-208 + 205 pg0,.g* PS.min!

Zone de prospection

e Ab = 2x108 + 1x108 ADNr 16S.g™* sdt
* Rory =335 OTU / 3 % spécifiques

* Simg ¢ = 47,01%

* A=6%x102+2x10?

* CBO =-363+ 290 pgO0,.g* PS.min!

Figure récapitulative 4 : Récapitulatif des résultats de diversité bactérienne dans les trois zones de bioturbation
de surface concernant la condition controle et les conditions d’enrichissement en matiére Tetraselmis sp. et
Zostera noltei ; Ab : abondance bactérienne ; Roty : richesse d’OTU (spécifique) ; Simg.c: Similarité de Bray-
Curtis intra-zone ; A : indice de Simpson ; CBO : consommation biologique d’oxygene.

» Page 225



» Synthese générale et perspectives

)

©)

Une fois prospectées, les bactéries sont ingérées et passent le long du tube digestif.
Plusieurs voies de devenir des bactéries sont alors possibles : certaines bactéries sont
partiellement ou totalement digérées (Dobbs & Guckert, 1988b ; Plante & Shriver, 1998).
D’autres restent intactes (Plante, 2000) et d’autres peuvent trouver des conditions
favorables a leur développement dans le tube digestif et donc se multiplier (Plante et al.,
1989). Pour les organismes entiers, tube digestif compris, 225 + 148 OTU ont été mises en
évidence (Figure récapitulative 8). Mais les mesures faites au temps final ne permettent
pas de connaitre les cinétiques et le devenir des bactéries ingérées par M. palmata. En
comparaison, chez la coque, 284 OTU bactériennes ont été mises en évidence sur les
organismes entiers, et chez la palourde, une moyenne de 53 + 16 OTU par organe a été

trouvée (Meisterhans, 2012).

Ensuite, le processus d’égestion est a I’origine du dépdt des particules a nouveau sur
I’interface eau-sédiment, sur le céne fécal. Le passage dans le tube digestif peut expliquer
que certaines bactéries ont disparu entre le sédiment prospecté et le sédiment du céne
fécal, comme cité dans le paragraphe ci-dessus. En conditions témoins, un total de
274 + 92 OTU dont 6 + 3% spécifiques ont été observées. Apres apport de Tetraselmis sp.,
335 0TU dont 6% spécifiques ont été déterminées. Enfin, aprés apport de Z. noltei,
328 OTU dont 4% spécifiques ont été mises en évidence (Figures récapitulative 4). Des
bactéries spécifiques a cette zone peuvent également étre observées, qui peuvent provenir
de la flore de I’organisme (Grossi et al., 2006). Mais ce phénomeéne n’a pas été clairement
observé dans notre étude, avec moins de 1% d’OTU communes entre les OTU des
organismes et celles du cone fécal, et avec deux communautés significativement
différentes. Il est alors probable que le passage au travers du tube digestif ait induit une
sélection des bactéries (qui n’ont pas été digérées), conduisant a une modification de la
composition par rapport au sédiment avant ingestion. Dans le cas du sédiment enrichi par
apports de matiére organique particulaire végétale, comme pour les autres zones de
bioturbation, il y a également eu des apports d’OTU via les chloroplastes, ce qui peut
encore expliquer la richesse d’OTU plus élevée par rapport a la condition témoin. En effet,
les plastes étant issus de I'endosymbiose d'une cyanobactérie par un eucaryote primitif, des

séquences d’ADN communes sont retrouvées (Gould et al., 2008).

La zone de prospection est donc une zone constamment remaniée par M. palmata, jusqu’a

91% du temps ; elle peut donc s’apparenter a un milieu perturbé tel que décrit dans Grime (1973),

c’est-a-dire que la prospection des particules et des bactéries associées pour se nourrir induit

certainement une baisse de la biomasse bactérienne, permettant le développement de nouvelles

communautés. Ce processus étant régulier dans le temps, cette diminution de la biomasse suivie d'une

croissance de nouvelles communautés se répéte dans le temps. A cette perturbation est associée une
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richesse d'OTU plus importante (Figure récapitulative 4) et un indice de diversité de Simpson plus
faible, signifiant une diversité plus importante par rapport a la zone ne subissant pas de perturbation
(zone non remaniée). La bioturbation de Melinna palmata illustre donc I'hypothése de la perturbation
intermédiaire signifiant que " la diversité représente la balance entre le taux de croissance et la
perturbation " (Hutson, 1979), comme cela a pu étre décrit dans les écosystémes terrestres au niveau
de la végétation herbacée par Grime (1973), ou encore pour expliquer la diversité dans les foréts
tropicales ou les récifs coralliens par Connell (1978). Widdicombe et al. (2000) ont comparé les effets
de la bioturbation de quatre especes bioturbatrices différentes sur la structure et la diversité de la faune
associée pendant deux ans. lls ont pu montrer que les deux déposivores de sub-surface (Nuculoma
tenuis et Brissopsis lyrifera) considérés comme générant une perturbation intermédiaire par rapport
aux deux autres espéces, le bivalve Abra alba et le crustacé décapode Calocaris macandreae,
engendrent une diversité o et une diversité B pour la faune associée plus élevées que pour les autres
especes bioturbatrices.

Dans un systéme non perturbé, a un état stationnaire, ici la zone non remaniée, nous sommes
certainement en présence de bactéries a stratégie K (selon MacArthur & Wilson, 1967), c'est-a-dire en
présence d'espéces a faible taux de croissance, mais qui présentent des aptitudes compétitives et qui
ont la capacité d'exploiter des ressources variées grace a leur plasticité métabolique, ou au contraire
trés particulieres grace a des activités cellulolytiques ou lignolytiques. Dans un systéme perturbé, ce
sont au contraire des espéces opportunistes et a fort taux de croissance qui se développent, d'autant
plus dans le cas de perturbations répétées, c'est-a-dire des especes a stratégie r (selon MacArthur &
Wilson, 1967). Dans le cas de la perturbation intermédiaire, la présence de communautés bactériennes
a stratégie r avec des communautés a stratégie K induit une diversité plus élevée, permettant une
minéralisation plus compléte de I’ensemble de la matiére organique.

Les mesures que nous avons effectuées sont comme une image instantanée du systéme, alors
que ce systeme est continuellement perturbé par I'activité de M. palmata. Or, dans I'expérimentation
présentée dans le chapitre IV, aucune différence n'a été mesurée entre 11 et 22 jours d'incubation
(précédés de 10 jours d'équilibration du sédiment et de 10 jours d'acclimatation des individus), ce qui
suggére qu'un état d'équilibre dynamique a été atteint, 1ié a I’expérimentation. En effet, ceci ne serait
pas observé dans un milieu ou I’hydrodynamisme est plus important. Pourtant, comme décrit dans la
partie 1.2 du chapitre |, différentes communautés microbiennes se succédent au cours de la
dégradation des fragments végétaux, et notamment pour les phanérogames marines (Rice & Tenore,
1981 ; Pellikaan, 1984), de la décomposition des plus gros fragments de plusieurs centimétres, a la
minéralisation du carbone dissous (eg. Fukami et al., 1985 ; Biddanda & Pomeroy, 1988). Différentes
raisons peuvent expliquer cette absence d’évolution temporelle des communautés bactériennes : (1) de
nouveaux apports de matiére ont été effectués chaque jour, il est donc probable que différentes
successions bactériennes se superposaient, empéchant le suivi de 1’évolution des communautés. Pour

avoir la cinétique d'une succession, il aurait fallu ajouter une fois de la matiére organique, puis en
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prélever a différents temps, ¢’est-a-dire aux différents stades de sa décomposition. (2) Comme pour les
patrons spatiaux de distribution entre les différentes zones de bioturbation, il est probable que la
présence d’OTU provenant des plastes de la matiére organique apportée ait atténué la variabilité
temporelle des communautés bactériennes. (3) La fraction bactérienne des sédiments vaseux comme
sableux est majoritairement constituée de bactéries inactives, en dormance ou encore constituée de
nécromasse. Seulement 5% de la biomasse bactérienne est composée de bactéries vivantes et actives
(Lunaet al., 2002). L’ADN des bactéries en dormance et des bactéries mortes pouvant étre amplifié, il
a pu s’ajouter a I’ADN des plastes et atténuer encore les différences de composition des communautés
actives. D’autant plus que bien que le taux de croissance bactérien soit rapide, avec une production
bactérienne de carbone de 301,4 + 87,7 ngC.g.h™, et avec un taux de renouvellement moyen des
bactéries actives de 3,24 j* (Luna et al., 2002), le temps de renouvellement de la biomasse des
bactéries en dormance ou de la nécromasse peut étre plus élevé, jusqu’a plusieurs mois dans le cas de
sédiment cotiers (Luna et al., 2002). Cette valeur de renouvellement est variable en fonction du
systéme dans lequel on se trouve. Par exemple, en milieu profond, dans des sédiments datés a plus 35
millions d’années au large de ['upwelling du Pérou, le temps de renouvellement des cellules
végeétatives a été déterminé entre 0,2x10° et 4,0x10° ans , et celui de la nécromassse entre 0,4x10° et
4,0x10° ans (Lomstein et al., 2012). Ceci est & mettre en perspective des biais liés a la technique
d’ARISA. Des fragments extraits (issus de I’ADN des plastes, de bactéries mortes ou partiellement
digérées, ou encore de bactéries non actives) peuvent avoir plus ou moins d’affinité avec les amorces
lors de la phase d’amplification, et leur proportion dans 1’échantillon peut donc potentiellement étre
sur- ou sous-estimée (Acinas et al., 2005).

Cette étude a donc permis d’approfondir les connaissances sur les effets de la bioturbation de
la macrofaune sur le contr6le des communautés bactériennes grace a un dispositif expérimental et a un
modele biologique original et innovant par rapport aux autres études de ce type (e.g. Bertics & Ziebis,
2009 ; Laverock et al., 2010 ; Pischedda et al., 2011) :

(1) Etude focalisée sur les premiers millimétres de la zone oxique du sédiment.
(2) Suivi approfondi de I’activité et du remaniement sédimentaire du modéle biologique
permettant de relier directement les modifications de composition des communautés aux

activités de la macrofaune.

Dans le chapitre 1V, ce lien entre les deux compartiments biologiques a été approfondi en
ajoutant une troisiéme composante clé du fonctionnement des écosystémes a I’interface eau-sédiment,
la matiére organique. Ceci s’est fait via des enrichissements en matiere organique de deux natures : des
cellules phytoplanctoniques d’une part et des fragments de feuilles de phanérogame d’autre part.
L’activité¢ de M. palmata n’a été que peu affectée par I’enrichissement, bien que cette partie nécessite
d’étre approfondie en terme de nombre d’individus suivis en raison de la forte variabilité inter-

individuelle. Seule une tendance & un plus faible temps de prospection a été observée lorsque les
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cellules phytoplanctoniques ont été apportées, c’est-a-dire dans le cas ou de la matiére organique
facilement consommable (Brown, 1997) et de petite taille a été apportée. En revanche, I’apport de
matiere organique particulaire ainsi que la bioturbation ont influencé les propriétés physico-chimiques
et les communautés bactériennes de ’interface eau-sédiment, bien que cela ait été moins marqué que
lors de la premiére expérimentation. Plus d’OTU étaient communes entre les zones de bioturbation
(Figure récapitulative 4). Etant donné que les organismes n’étaient a la base pas en conditions
limitantes d’apports en matiére organique, un apport journalier de particules organiques pas toutes
ingérées et digérées a pu étre a 1’origine d’une couche de dépot relativement homogéne sur toutes les
zones de I’interface eau-sédiment, encore plus marquée que dans la condition témoin avec I'apport de
matiere organique dd a I'eau courante. Cette couche a pu étre prélevée et a pu atténuer les différences
entre chaque zone. D’autant plus que des fragments d’ADN provenant des chloroplastes ajoutés ont pu
étre analysés dans les trois zones, participant a limiter les différences entre les zones, avec entre 98 et
100% d’OTU communes entre le sédiment des zones de bioturbation et les rations apportées, et ce
méme dans le sédiment témoin (Tableau I1V.2). Le sédiment provenait du site de prélévement,
Germanan, ou la vase nue juxtapose un herbier et ou des macroalgues sont visibles sur ’interface eau-
sédiment, ou du microphytobenthos et des cellules sédimentées de phytoplancton sont certainement
présentes. De I’ADN de plastes était donc potentiellement présent dans le sédiment témoin et a été
analysé, de la méme maniére que lorsque de la matiére végétale a été artificiellement apportée. Par
ailleurs, aucun impact significatif n’a pu étre détecté sur les abondances d’ADNr 16S bactérien avec
I’abondance minimale dans la zone non remaniée témoin (1x10° + 1x10® ADNr 16S.g™) et maximale
dans la zone non remaniée aprés apport de Tetraselmis sp. (5x10° + 5x10° ADNr 16S.g™), et sur la
consommation biologique d’oxygéne avec une consommation minimale de -9 * 4 pgO,.g*PS.min™
dans la zone de prospection de la condition témoin et une consommation maximale de
-362,7 + 290,5 pg0,.g™*PS.min™ dans la zone de prospection aprés apport de Tetraselmis sp. (Figures
récapitulatives 4 et 5). Soit il n’y a effectivement pas d’effet significatif, soit la couche de dépot a

atténué le signal. Dans le cas ou il n’y aurait pas eu d’effet, cela peut s’expliquer par le faible

» Page 229



» Synthese générale et perspectives

Hypothése de sélection :
les + petites & les + riches
en MO
-1% avec Tetraselmis sp.
Prospection ¢ -4% avec des densités + élevées
86+13% -40% avec cycles de marée & de photopériode
+10% avec Z. noltei

Surface cone fécal : 15+7cm? Surface zone prospection : 28+11cm?
- 83% avec 1 densité +57% avec cycles de marée & de
-33% + MO photopériode
-27% avec cycles marée & -81% avec 1 densité
photopériode -43% + Tetraselmis sp.

-40% + Z. noltei

Hep = +11+2mm

Hzp = -2+0mm

PPO, zone de prospection :
¢ +Tetraselmis sp. = 4+1mm
* +Z noltei = 4+1mm
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-
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ZONE NON
REMANIEE

Activité

Remaniement de l'interface eau-sédiment

Conséguences sur les communautés bactériennes

Figure récapitulative 5 : Schéma en vue latérale et photographie en vue de dessus de la zonation de
Iinterface eau-sédiment induite par Melinna palmata et des effets des différents facteurs testés sur sa

bioturbation et les conséquences sur la diversité des communautés bactériennes.
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enrichissement en terme de carbone qui a été noté, car d’une part le sédiment n’était pas limitant en
carbone et azote organiques, et d’autre part, I’apport quotidien n’a finalement représenté en terme
d’azote organique particulaire que 0,12 mg NOP.g'PS de sédiment sur les 22 jours. En effet, dans la
zone non remaniée témoin, 27,5 + 5,8 mgCOP.g™'PS et 3,1 + 0,6 mgNOP.g™'PS ont été dosés, pour
25,6 + 5,0 mgCOP.g'PS et 3,2 + 1,1 mgNOP.g™'PS aprés apport de Tetraselmis sp. et pour 25,7 5,5
mgCOP.g™PS et 3,1 + 0,6 mgNOP.g™'PS aprés apport de Z. noltei. Il apparait donc logique que sans
enrichissement notable en carbone, source d’énergie des bactéries, les abondances et la consommation
d’oxygene n’aient pas été stimulées comme cela a pu étre constaté lors de blooms phytoplanctoniques
(e.g. Hoppe, 1981), ou lors des premiers stades de dégradation de phanérogames marines (Blum &
Mills, 1991). Par ailleurs, les temps de génération bactériens peuvent varier selon les conditions par
exemple de température (Price & Sower, 2004), mais sont en général de 1’ordre de la journée avec par
exemple un temps de doublement microbien (bactéries, microalgues et protozoaires) a |’interface eau-
sédiment de 26 h dans la baie de Kahana a Hawaii (Karl & Novitsky, 1988), ou encore de 0,004 et
1,3 pour les bactéries de sédiments cotiers et sablo-vaseux (Alongi, 1992). Dans notre étude, les
mesures de consommation biologique d’oxygene n’ont pas été faites juste apres les apports de matiére
organique mais entre 20 et plus de 24 h aprés le dernier ajout. 1l est probable que cela explique que
nous n’ayons pas observé d’augmentation de [’activité de consommation d’oxygene liée a
I’enrichissement car un état stationnaire était déja atteint. Des enrichissements du sédiment pendant les
mesures de la consommation d’oxygene, suivis d’une analyse des abondances bactériennes de ce
méme sediment, permettraient d’éclaircir cette hypothése.

Une méthode plus précise pour caractériser ’activité et 1’abondance procaryotes liées a la
dégradation de la matiére organique pourrait étre le DNA-SIP (Stable Isotope Probing), qui
permettrait d’obtenir la fraction d’ADN issue des procaryotes actifs dans la dégradation de la matiere
organique apportée (Radajewski et al., 2003 - méthode décrite en perspective dans la conclusion du
chapitre 1V), et non plus I’ADN total avec des fragments pouvant étre issus de procaryotes non actifs
voire en cours de dégradation. A partir de cet ADN, il serait alors possible par ARISA et T-RFLP de
caractériser la composition des communautés bactériennes et archéennes actives dans la dégradation
du composé organique apporté, ainsi que leur abondance, toujours par gPCR. Mais aussi, lI'application
de techniques de métagénomique permettrait de caractériser avec une trés haute résolution la diversité
taxonomique et fonctionnelle de ces bactéries actives, ou encore des techniques de transcriptomique.
L’ensemble des résultats expérimentaux sur M. palmata sont schématisés sur la figure récapitulative

5 et expliqués sur la figure récapitulative 6.

11.2. A Déchelle kilométrique de la communauté

En voyant ce lien direct entre les deux compartiments biologiques a 1’échelle de quelques

centimetres, on peut se demander si, et comment, cette relation évolue a 1’échelle de la communauté.
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Par exemple on peut s'interroger sur les patrons spatiaux de distribution des deux compartiments.

Evoluent-ils de maniére similaire ou non au sein d’un écosystéme ? En effet, les approches
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Figure récapitulative 6 : Schéma expliquant comment I’activit¢ de Melinna palmata modifie les communautés
bactériennes a I’interface eau-sédiment.
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expérimentales permettent d’expliquer les mécanismes mais par définition ne prennent pas en compte
I’ensemble des facteurs environnementaux influant ce mécanisme. En complément, les études in situ
permettent de vérifier les résultats obtenus expérimentalement. Il est donc nécessaire de coupler les
deux approches d’études pour avoir une vue d’ensemble, dans notre cas, du lien entre deux
compartiments biologiques, tous deux fortement impliqués dans le fonctionnement des écosystémes.

Des travaux ont montré comment la distribution des communautés de macrofaune était
influencée par les teneurs en matiere organique (Pearson & Rosenberg, 1978 ; Albertelli et al., 1999),
ou encore comment elle était corrélée a la taille des particules (Ellingsen, 2002 ; Dutertre et al., 2012)
dans le seédiment. En paralléle, ces mémes corrélations ont éte trouvées avec la distribution des
communautés bactériennes (Dale, 1974 ; Polymenakou et al., 2005 ; Jackson & Weeks, 2008). Nous
avons pu, dans I'étude de la vasiere Ouest-Gironde, montrer pour la premiere fois 1’évolution
simultanée des patrons de distribution des deux compartiments biologiques le long d’un méme
transect. Nous avons identifié des communautés de macrofaune et de bactéries significativement
différentes entre les parties Nord-Est et Sud-Ouest de la vasiéere (cf. Figures V.2 et V.5 et Figure
récapitulative 7). Etant donné les impacts de la bioturbation et des comportements de nutrition sur la
distribution des communautés décrites expérimentalement, la diversité fonctionnelle des espéces
trouvées dans la vasiére a été prise en compte en se basant sur la littérature. Ceci a permis de mettre en
évidence une évolution de la diversité fonctionnelle du Nord-Est vers le Sud-Ouest de la vasiére. Au
Nord-Est un grand nombre d’organismes influencent les premiers centimétres de la colonne
sédimentaire, des déposivores de surface ont été trouvés. A I’Ouest, bien que les bioturbateurs de
surface soient encore bien représentés, des abondances plus élevées d’espéces induisant un
remaniement plus profondément dans la colonne sédimentaire ont été trouvées : plus de carnivores en
termes de nutrition et plus de convoyeurs en termes de bioturbation. Ces résultats sont en accord avec
les suppositions de Jouanneau et al (1989) qui ont observé de trés nombreuses structures biogenes
jusqu’a une vingtaine de centimeétres au Sud-Ouest, et sur moins de 10 cm de profondeur au Nord-Est
et qui émettaient donc I'hypothese d'une bioturbation importante des sédiments de cette partie de la
vasiére Ouest-Gironde.

Des travaux d'écologie terrestre ont montré la sélection exercée par les plantes sur les
communautés bactériennes du sol (e.g. Smalla et al., 2001 ; Zak et al., 2003). Donc la bioturbation,
mais également les interactions entre espéces (cf. partie 111 de ce chapitre) suggérent la possibilité
qu'une partie de la variabilité des communautés procaryotes du sédiment soit influencée par la
structure des communautés de la macrofaune. Cependant, cette relation entre les deux compartiments
biologiques n’a malheureusement pas pu étre confirmé statistiquement, méme si 26 tests de corrélation
sur 30 sont significatifs (test de Mantel corrigé selon Holm-Bonferroni). Il est cependant important de
rappeler que les matrices de données n'étaient composées que de trois réplicats sur trois stations. Or un
faible nombre d'observations diminue la probabilité d'observer des différences, et nous avons quand

méme pu obtenir 26 tests significatifs.
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Figure récapitulative 7 : Schéma récapitulatif des differents résultats obtenus lors de la comparaison des
patrons spatiaux de distribution de la macrofaune et des bactéries dans la vasiére Ouest-Gironde. Ab :
Abondances ; Roty: richesse d’OTU, Simg.c: similarité de Bray-Curtis ; Rs: Richesse spécifique ; B :
biomasse ; Nut : nutrition ; bioT : bioturbation.
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Cependant, cette tendance couplée aux travaux de contrble des communautés bactériennes par
la bioturbation, mais aussi couplée a des travaux d’écologie terrestre sur la sélection des communautés
bactériennes du sol par les plantes, suggére que cette corrélation nécessite d’étre approfondie pour étre
confirmée. Pour cela, il faudrait effectuer le méme type de suivi dans plusieurs écosystéemes différents,
en augmentant I’effort d’échantillonnage : nombre de stations et nombre de réplicats. Il serait
également pertinent dans de futures études d’effectuer I’ensemble des analyses (bioturbation,
propriétés physico-chimiques du sédiment, détermination de la macrofaune et des communautés
procaryotes), a partir d’un seul et méme prélévement de sédiment, ce qui augmenterait le niveau de
précision de ce lien. A cela pourraient s’ajouter des approches expérimentales d’assemblages
d’espéces clés de ces écosystémes appartenant aux différents groupes fonctionnels de bioturbation,
afin de déterminer précisément 1’importance des différents facteurs biotiques et abiotiques qui
régissent cette relation, et si ces facteurs sont spécifiques a 1I’écosystéme.

Nous avons commencé avec ce travail a faire ce couplage entre les deux types d’approche
avec d’un c6té une étude in situ sur le lien entre macrofaune et bactéries dans les premiers centimétres
du sédiment qui a montré 1’évolution des communautés le long d’un gradient de matiére organique,
mais aussi le long d’un gradient d’intensité de bioturbation en fonction de la profondeur mesuré par
Jouanneau et al. (1989). Notamment, la station la plus a I’Est était caractérisée par de la bioturbation
seulement dans les premiers centimetres et par la présence d’espéces majoritairement déposivores de
surface, dont le polychéte M. palmata (17,3 + 6,7 ind.m™). A I’inverse, la station la plus a I’Ouest était
caractérisée par une bioturbation beaucoup plus profonde, jusqu’a 20 cm et aucun individu de M.
palmata n’a été trouvé. D’un autre c6té, nous avons pu expliquer expérimentalement les faibles
intensités de bioturbation en profondeur dans le sédiment mesurées en présence de M. palmata,
notamment lorsque les densités de populations sont importantes (chapitre 111, Bernard et al., 2014).
Mais aussi, nous avons pu souligner I’impact jusqu’a présent ignoré de sa bioturbation sur les

propriétés et les communautés bactériennes dans les premiers millimétres du sédiment.
I11. Les communautés associées a Melinna palmata et a son tube

Nous nous sommes principalement intéressés dans cette thése aux relations entre la
macrofaune benthique et les bactéries de son environnement proche, comment la macrofaune pouvait
influencer leur distribution. Mais les invertébrés marins sont eux-mémes les hotes d’une flore qui peut
étre diversifiée et abondante (Cavanaugh, 1994) qui peut étre transmise via la reproduction ou par
I’environnement et notamment via la nutrition (Dubilier et al., 2008). Des exemples de symbioses
entre invertébrés benthiques marins et microorganismes souvent étudiées sont les éponges (e.g. Taylor
et al., 2007 ; Webster & Blackall, 2009) ou encore les coraux (e.g. Knowlton & Rohwer, 2003 ;
Reshef et al., 2006; Lema et al., 2012). Nous avons ici mis en évidence des communautés

bactériennes propres a M. palmata (Figure récapitulative 8), différentes du sédiment environnant que
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I’organisme ingere (résultats présentés dans les chapitres 111 et 1V, sur 8 et 35 individus). Pourtant,
les individus ont seulement été laissés a dépurer et leur tube digestif n’a pas été disséqué. Il serait
intéressant d’approfondir ces résultats d’une part en caractérisant les communautés procaryotes dans
leur ensemble, mais aussi en déterminant les fonctions associées a ces procaryotes. Chez le corail,
certaines bactéries symbiotiques ont une fonction de protection de 1’hdte, soit indirectement en
occupant les niches libres, limitant I’installation dans ces niches de bactéries pathogenes (Mouchka et
al., 2010), soit directement en sécrétant des antibiotiques (e.g. Castro et al., 2002). Certaines peuvent
aussi étre qualifiées de probiotiques (Reshef et al., 2006). Les bactéries résidant dans 1’hémolymphe
de I’huitre Crassostrea gigas semblent limiter 1’établissement de pathogénes (Defer et al., 2013). On
définit I’hote plus tous les microorganismes qui lui sont associés d’holobionte, considéré comme étant
la véritable unité évolutive (Margulis, 1993 ; Rohwer et al., 2002), et on définit leur réle bénéfique
évitant ’installation de bactéries pathogenes de bouclier microbien.

Dans le cas de M. palmata, un intermédiaire entre 1’organisme et son environnement a
¢galement attiré notre attention, il s’agit de son tube. En effet, il est a la fois constitué de mucus
produit par 1’organisme, et de particules de sédiment environnant. De plus, une fois I’organisme
installé¢ dans son tube, il semble qu’il ne le quitte plus (observations de plusieurs dizaines d'individus
conservés une année en eau courante). A partir des mesures de bioturbation, nous avons pu conclure
sur le fait que ce tube est comme une barriére au passage des particules et des solutés. La recherche de
bactéries ayant une fonction de protection pour I’organisme serait donc intéressante, il pourrait lui
aussi jouer un role de bouclier microbien. Ceci est appuyé par le fait que des communautés
bactériennes associées au tube (275+ 100 OTU) étaient significativement différentes des
communautés bactériennes associées aux organismes (225 + 148 OTU) et au sediment environnant (cf.
les richesses d'OTU des différentes zones de bioturbation regroupés sur les figures récapitulative 4 et
8). Matsui et al. (2004) ont pu constater avec I’analyse de tubes du polychéte Diopatra cuprea que les
communautés de bactéries sulfato-réductrices étaient dépendantes du type de sédiment dans lequel le
polychéte s’était développé (vaseux ou sableux). Mais a notre connaissance, aucune étude n’a cherché
a caractériser les communautés procaryotes associées a ce type de structure en tant que bouclier

microbien.
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Figure récapitulative 8 : synthése des résultats de diversité bactérienne obtenus sur les tubes et sur les organismes
de M. palmata utilisés lors des expérimentations présentées dans les chapitres Il et IV. Ab: abondance
bactérienne ; Roty: richesse d’OTU (spécifique) ; Simg.c: Similarité de Bray-Curtis intra-zone ; A: indice de
Simpson

IV. Perspectives

Ce travail nous a permis d’explorer un nouveau modele expérimental pour 1’étude des effets
de la bioturbation sur la diversité des communautés procaryotes. Les informations que nous avons
acquises sur M. palmata, son comportement en aquarium, son impact sur la distribution spatiale des
communautés bactériennes a I’interface eau-sédiment nous aménent a préciser nos hypothéses. En
effet, la prospection de M. palmata modulée par les facteurs environnementaux (lumiére, marée...),
pourrait moduler la dégradation de la matiére organique en contrdlant la structure des populations
bactériennes et archéennes. En s’apparentant a une perturbation, cette activité de prospection peut
selon la théorie de la perturbation intermédiaire contréler la proportion de stratéges r (forte croissance,
consommation opportuniste de monomeres) et de stratéges K (croissance réduite, optimisation de
I’utilisation de divers substrats avec la production d’exo-enzymes) (Figure récapitulative 6).
Finalement, la perturbation induite par M. palmata impacterait la dégradation de la matiere organique
en jouant sur la diversité des substrats consommés, pris comme un trait fonctionnel de la communauté

procaryote (Community level metabolite profile).

A court terme, la premiére perspective est de comprendre et résoudre les problémes de
détection des communautés archéennes dans le sédiment, afin de compléter ce travail. En effet, les
communautés archéennes ont le méme réle clé de minéralisation de la matiere organique que les
bactéries, il serait donc pertinent de caractériser les effets de la bioturbation sur I’ensemble des
communautés procaryotes (bactériennes et archéennes), et notamment dans le cadre de leur activité de
mineéralisation (Jarrell et al., 2011 ; Lloyd et al., 2013). Par ailleurs, il serait pertinent d’approfondir
les informations obtenues concernant les communautés bactériennes en déterminant précisément les
groupes bactériens retrouvés dans les différentes zones de bioturbation et quels sont leurs fonctions et
leurs métabolismes. Les méthodes de métagénomique permettraient d’obtenir ce résultat avec une

haute résolution, comme par exemple par pyrosequencage (Margulies et al., 2005). Par ailleurs, la
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transcriptomique serait également un moyen d’enrichir ce travail car en se basant sur 1’étude des
ARNmM, elle permet de cibler les communautés procaryotes actives, mais aussi de cibler des fonctions
ciblées particuliéres.

De plus, l'effet de M. palmata sur les communautés procaryotes pourrait étre approfondi par la
comparaison des communautés des différentes zones de bioturbation, des tubes et des individus par
des prélévements in situ, et les résultats pourraient étre comparés entre populations provenant de sites
différents : populations intertidales vs subtidales, ou encore soumises a de la matieére organique en
quantité et de qualité différentes.

A plus long terme, de nouvelles expérimentations pourraient étre effectuées pour approfondir
les résultats obtenus au cours de cette thése sur le lien entre la macrofaune, sa bioturbation, et la
diversité et I’activité procaryote : a I’échelle de I’individu et de la population, la notion d’holobionte et
de bouclier microbien autour de M. palmata mais aussi autour de son tube pourraient étre
approfondies, en qualifiant les fonctions des bactéries et des archées associées a 1’organisme et au
tube. Notamment, vérifier la présence de procaryotes a caractere probiotique associés a M. palmata, et
vérifier si les procaryotes associés aux tubes ne participeraient pas a la protection de 1’organisme,
notamment via la sécrétion d’antibiotiques.

La relation entre les procaryotes, la macrofaune et la dégradation de la matiére organique
pourrait étre approfondi, la aussi en associant la notion de fonction des procaryotes présents par
séquencage, mais aussi en quantifiant plus précisément la fraction de procaryotes actifs dans la
dégradation de la matiére organique. Une technique développée précédemment permettrait d’associer
activité et fonction, la technique de DNA-SIP. Une composante temporelle pourrait également étre
ajoutée pour mettre en évidence les successions de communautés liées a la dégradation de la matiére
organique, mais aussi les évolutions des abondances et de 1’activité. En effet, travailler a la surface du
sédiment permet un prélevement plus simplifié que lorsqu’il faut prélever dans un terrier en
profondeur. De plus, la visualisation de I’activité de ’organisme permet de prélever du sédiment dont
on connait précisément les déplacements dans le temps.

A T’échelle des communautés, le lien entre les deux compartiments biologiques devrait étre
vérifié par rapport aux premiers résultats mis en évidence dans la vasiere Ouest-gironde. Pour cela, ce
type d’étude pourrait étre fait dans plusieurs autres écosystémes, de maniere encore plus précise, en
faisant les mesures des différents paramétres environnementaux (teneurs en matiére organique,
oxygene...) et biologiques (communautés procaryotes et macrofaune) a partir des mémes carottes de
prélevement. Mais aussi en y ajoutant des mesures expérimentales avec les espéces les plus
représentatives (abondance ou biomasse). Ceci permettrait d’avoir une meilleure résolution d’étude et
une meilleure compréhension des facteurs régissant ces liens, mais aussi de faire le transfert de ces

mesures vers des outils de modélisation.
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Résumé

Le lien entre la macrofaune et les communautés bactériennes benthiques a été déterminé selon
deux approches : (1) une approche expérimentale a 1’échelle de I’individu ciblée sur les effets de
I’activité et de la bioturbation du polychéte déposivore de surface Melinna palmata sur la distribution
des communautés bactériennes des premiers millimétres de 1’interface eau-sédiment ; (2) une approche
in situ a ’échelle de la communauté de mise en corrélation des patrons spatiaux de distribution des
communautés de macrofaune et de bactéries.

Melinna palmata appartient & un nouveau groupe fonctionnel de bioturbation décrit pour la
premicére fois, convoyeur de surface. L’utilisation de ce nouveau modéle biologique a permis de mettre
en évidence que les activités de prospection et d’égestions modifient significativement la distribution
des communautés bactériennes de la couche oxique de I’interface eau-sédiment. Ce lien est a la fois
influencé par I’apport de matiére organique de différentes qualités, et impacte la consommation et la
minéralisation de cette matiére organique.

Le lien entre les patrons spatiaux de distribution des communautés de macrofaune et de
bactéries a été étudié in situ, dans la vasiére Ouest-Gironde. Les deux compartiments ont évolué le
long d’un gradient avéré de teneur en maticre organique et de taille des particules dans cette vasiére.
La corrélation des matrices biologiques n’a cependant pas été statistiquement significative et nécessite
d’étre approfondi.

Mots clés : interface eau-sédiment, activité, bioturbation, composition des communautés
bactériennes

Abstract

The link between benthic macrofauna and bacterial communities was assessed with two
different approaches: (1) an experimental approach at the individual scale, focused on the effects of
behaviour and bioturbation of the deposit feeder polychaete Melinna palmata on the bacterial
community distribution on the very sediment-water interface; (2) an in situ approach at the scale of the
community, focused on the correlation between spatial distribution patterns of the two biological
compartments.

Melinna palmata belongs to a new functional group of bioturbation described for the first
time: surface conveyor. Its use allowed determining that prospection and egestion induced a
significant change of bacterial communities on the sediment-water interface. This link was influenced
by organic matter enrichment while influencing its fate.

In a second part, the link between spatial distribution patterns of the communities was
assessed in situ in the West-Gironde mud patch. Both macrofauna and bacteria changed along a
gradient of organic matter quantity and quality and of particles size described in this system. However,
the correlation between matrices was not statistically significant and needs to be more developed.

Key words: sediment-water interface, behaviour, bioturbation, bacterial community
composition



