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Résumé

Les communautés de poissons marins, essentielles au bon fonctionnement des écosystémes,
sont de plus en plus menacées par les pressions humaines : surpéche, dégradation des
habitats, pollutions et changement climatique. Dans ce contexte, des réserves marines sont
mises en place pour tenter de les protéger. Afin de mieux orienter la protection des espéces,
notamment les plus vulnérables, il faut mieux connaitre leur répartition spatiale et
bathymétrique, mais aussi leur niveau de coexistence avec les pressions humaines.
L'obtention de ces données est difficile avec les outils classiques tels que la plongée,
cantonnée aux zones superficielles ou la péche qui reste destructive et sélective sur les
especes. En alternative, le metabarcoding de ’ADN environnemental (ADNe), permet une
meilleure détection des espéces, méme les plus rares ou les plus furtives, et semble
particulierement adapté aux communautés des zones mésophotiques (30-150 metres de
profondeur) qui restent mal connues car relativement inaccessibles. Cette méthode consiste
a collecter et amplifier 'ADN laissé par les organismes dans leur environnement, puis a
I’assigner a des espéces connues par comparaison aux séquences d’une base de référence
génétique. Dans quelle mesure un échantillonnage de I’ADNe le long de gradients spatiaux,
bathymétriques et anthropiques va-t-il pouvoir alimenter des modeéles prédictifs
d’occurrence des especes et renseigner des plans de conservation pour la biodiversité

ichtyologique cétiere ? Telle est la question centrale de la these.

Le premier chapitre synthétise les connaissances actuelles sur la répartition spatiale et
bathymétrique des poissons marins a I'échelle mondiale, ainsi que la disponibilité des
séquences dans les bases de référence génétiques publiques. Seules 19% des 11 786 especes
marines étudiées sont couvertes par le marqueur teleo couramment utilisé pour la détection
des poissons. De ce fait, les possibilités d’utilisation des données ADNe restent limitées, car
81% des espéces ne peuvent pas étre identifiées. De plus, les espéces ne vivant qu’au-dela de

30m de profondeur sont moins couvertes par les bases de référence.

Le deuxiéme chapitre présente une modélisation visant a évaluer et comparer les effets
relatifs des réserves et du confinement sur les probabilités d’occurrence de 87 espéces de
poissons. Pour cela, un important travail de séquencage des espéces a été réalisé pour

compléter la base de référence des especes présentes en mer Méditerranée francaise. Au



cours des campagnes d’échantillonnage d’ADNe menées entre 2018 et 2022, des échantillons
ont été récoltés a l'intérieur et a I'extérieur de 11 réserves marines ou la péche est interdite,
dont 160 pendant le confinement du printemps 2020 lié a I'épidémie de COVID-19. Les
résultats montrent une augmentation de la probabilité d’occurrence dans les réserves pour
59% des especes. La probabilité d’occurrence a augmenté lors du confinement pour 62% des
espéces. La réponse a 'effet des réserves et du confinement est différente en fonction des
espéces, suggérant que la mise en place de grandes réserves avec moins de présence
humaine, en sus des réserves actuelles, sont nécessaires pour protéger I'ensemble de la

biodiversité ichtyologique.

Le troisieme chapitre présente des modeles de distribution d’espéces prenant en compte les
co-occurrences et les habitats cotiers méditerranéens. A partir de la distribution estimée de
120 especes, des zones a protéger en priorité le long des cotes méditerranéennes frangaises
ont pu étre identifiées pour atteindre les 30% de couverture en AMP préconisée d’ici 2030 et

optimiser la conservation de la biodiversité ichtyologique.

Dans cette thése, le couplage entre les données issues du metabarcoding de I’ADNe et la
modélisation a permis de décrire la répartition spatiale et bathymétrique des especes, évaluer

Iefficacité des mesures de protection et informer les futurs plans de conservation.

Mots-clés : Biodiversité marine, Réserves marines, Mer Méditerranée, ADNe,
Metabarcoding, Mésophotique, Confinement



Abstract

Marine fish communities, which are essential to the proper functioning of ecosystems, are
under increasing threat from human pressures: overfishing, habitat degradation, pollutions
and climate change. In this context, marine reserves are set up to try to protect them. In order
to better guide the protection of species, particularly the most vulnerable, we need to know
their spatial and bathymetric distribution, but also their level of coexistence with human
pressures. Obtaining this data is difficult with conventional tools such as diving, which is
limited to superficial areas, or fishing, which is destructive and selective for species.
Alternatively, the metabarcoding of environmental DNA (eDNA) allows better detection of
species, even the rarest or most elusive ones, and seems particularly suited to study
communities in mesophotic zones (30-150 meters deep) which remain poorly known because
of their relative inaccessibility. This method consists of collecting and amplifying the DNA left
by organisms in their environment, then assigning it to known species by comparison with
sequences in a genetic reference database. To what extent will eDNA sampling along spatial,
bathymetric and anthropogenic gradients be able to feed predictive models of species
occurrence and inform conservation plans for coastal ichthyological biodiversity? This is the

central question of the thesis.

The first chapter summarizes current knowledge of the spatial and bathymetric distribution
of marine fish at the global scale, as well as the availability of sequences in the public genetic
reference databases. Only 19% of the 11,786 marine species studied are covered by the teleo
marker commonly used for fish detection. As a result, the possibilities for using eDNA data
remain limited, as 81% of species cannot be identified. In addition, species living only at

depths greater than 30m are less well covered by reference databases.

The second chapter presents modeling aimed at evaluating and comparing the relative effects
of reserves and lockdown on the probabilities of occurrence of 87 fish species. To do this, a
major species sequencing project was carried out to complete the reference database of
species present in the French Mediterranean Sea. During the eDNA sampling campaigns
carried out between 2018 and 2022, samples were collected inside and outside 11 marine
reserves where fishing is banned, including 160 during the spring 2020 lockdown period linked

to the COVID-19 epidemic. The results show an increase in the probability of occurrence in



reserves for 59% of species. The probability of occurrence increased during lockdown for 62%
of species. The response to the effect of reserves and lockdown is different depending on the
species, suggesting that the establishment of large reserves with less human presence, in

addition to current reserves, are necessary to protect all species.

The third chapter presents species distribution models considering co-occurrences and
Mediterranean coastal habitats. Based on the estimated distribution of 120 species, priority
areas for conservation along the French Mediterranean coast have been identified to achieve
the recommended 30% MPA coverage by 2030 and optimize the conservation of

ichthyological biodiversity.

In this thesis, the combination of data from eDNA metabarcoding and modeling was used to
describe the spatial and bathymetric distribution of species, assess the effectiveness of

protection measures and inform future conservation plans.

Keywords: Marine Biodiversity, Marine Reserves, Mediterranean Sea, eDNA, Metabarcoding,
Mesophotic, Lockdown
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Introduction générale

1) Une biodiversité menacée

a) La biodiversité des poissons marins

Avec plus de 30 000 especes, les poissons représentent le groupe le plus diversifié des
vertébrés (Costello et al., 2015). Leur biomasse totale est estimée a 0,7 Gigatonnes (Bar-On
et al., 2018), ce qui équivaut a prés d’un tiers de la biomasse animale. Ils sont répartis en 2
classes principales : Les Actinoptérygiens (poissons osseux a nageoires rayonnées) et les
Chondrichtyens (poissons cartilagineux dont font partie les requins, les raies et les chimeéres).
Dans le milieu marin, 17 490 espéces d’Actinoptérygiens et 1 298 espéces de Chondrichtyens
ont été recensées (WoRMS, 2022) et de nombreuses autres espéces restent encore a

découvrir (Appeltans et al., 2012).

Les poissons marins présentent non seulement une importante richesse taxonomique
mais aussi une grande diversité de traits d’histoire de vie, de comportements et de régimes
alimentaires. lls sont présents dans la quasi-totalité des environnements marins, de
I’équateur jusqu’aux poles et des milieux cotiers jusqu’aux abysses (Nelson et al., 2016). lls
jouent un role essentiel dans I'équilibre et le bon fonctionnement des écosystéemes marins en
contribuant aux cycles des nutriments, au réseau trophique, et, pour certaines espéces, en

jouant le réle d’ingénieur des écosystemes (Villéger et al., 2017) (Figure 1.1.).

En plus de leur réle écologique primordial, ils revétent une importance particuliere
pour les sociétés humaines (Figure 1.1.) en assurant la sécurité alimentaire de nombreux pays
insulaires et cotiers (Charlton et al., 2016; Taylor et al., 2019). Environ 80 millions de tonnes
de poissons seraient péchées chaque année (FAO, 2022). Ils fournissent également d’autres
services écosystémiques comme, par exemple, la séquestration du carbone par les océans
(Mariani et al., 2020). De plus, la présence de certaines especes peut favoriser I'activité
économique touristique (plongée, snorkeling) dans certaines régions (Gonzales-Mantilla et

al., 2022).
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ECOSYSTEM SERVICES
FISH FUNCTION
ECOSYSTEM PROCESSES Maintenance of life cycle, habitat
\l and gene pool
Controlling food webs Mediati
- ediation of mass flows
Food acquisition Grazing on primary producers \
Predation on animals Regulating water conditions and
Food for top predators nutrient cycles
.| Ecosystem engineering Provisioning biomass for Human
Reproduction > Bioturbation of sediment —> e
y . nutrition
Bioerosion of substrate T 5
Commercial fisheries
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Nutrient excretion and egestion Cultural i
Mobili ! ultural services
ty Nutrient transport / Physical interaction (recreational
Decomposition of carcasses fishing, diving)
Entertainment (fishkeeping, movies,
photography)
Aesthetic experience (seascape,
paintings)

Figure 1.1. Liste non exhaustive des traits fonctionnels des poissons, des processus écosystémiques
dans lesquels ils sont impliqués, et des services écosystémiques qu’ils rendent. Figure adaptée de
Villéger et al. (2017)

Cependant, les communautés de poissons subissent un fort déclin d{, directement ou

indirectement, aux activités humaines (Christensen et al., 2014).

b) Les menaces pesant sur la biodiversité marine

La surpéche constitue la principale menace pesant sur la biodiversité marine, suivie
de la dégradation des habitats, des pollutions et du changement climatique (Luypaert et al.,

2020).

1. Lasurpéche

La péche en milieu marin est pratiquée depuis des milliers d’années par I’'Homme mais
cette activité n’avait que peu d’impact sur les écosystéemes. Ce n’est qu’a partir du siécle
dernier que la péche s’est industrialisée, conduisant a un important déclin de la biodiversité
marine (McCauley et al., 2015). Aujourd’hui, autour d’un tiers des stocks de péche (c’est-a-

dire la partie exploitable d’une population de poissons) est surexploité (FAO, 2022).
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Les raies et les requins sont particulierement impactés par la péche (Dulvy et al.,
2021). Leur croissance lente, I'age tardif a la premiere reproduction et le faible taux de
reproduction les rendent particulierement vulnérables (Worm et al., 2013). 37% des espéces
de Chondrichtyens sont classées comme menacées dans la liste rouge de [|'Union
Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN) en 2023 et certaines espéces se sont
méme éteintes localement. C'est le cas des poissons-scies (famille des Pristidae), une des
familles de poissons les plus menacées, dont plusieurs espéces ont subi des extinctions locales

dues, en grande partie, a la péche (Yan et al., 2021) (Figure 1.2.).

A Historical presence

Number of species
B4
[ K

2

1

0

Historically four
species in
Indonesia

B Extinctions

Figure 1.2. A) Distribution historique de la richesse en espéces de poissons-scies le long des cétes de 90
pays. B) Nombre d'espéces de poissons-scies s'étant éteintes le long des c6tes de chaque pays. Figure
extraite de Yan et al. (2021)

Les poissons osseux ne sont pas non plus épargnés (Palomares et al., 2020). A titre
d’exemple, la biomasse de thons et maquereaux (famille des Scombridae), espéces
hautement ciblées par la péche, a diminué de moitié en seulement 50 ans (Juan-Jorda et al.,

2011) (Figure 1.3.).
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Indien et Pacifique depuis 1954. Figure
extraite de Juan-Jordd et al. (2011)
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Certains types de péche industriel tel que les chaluts de fond ont un impact
environnemental extrémement lourd puisqu’ils induisent la destruction des habitats en
raclant les fonds marins (Das, 2018). De nombreuses techniques de péche, telles que le
chalutage, la senne, les filets dérivants et la palangre, ne sont pas assez sélectives et
engendrent des prises accessoires (capture d’especes non consommées, parfois classées

comme vulnérables) (Pérez Roda et al., 2019).

2. De multiples pressions anthropiques

En plus de la péche, la faune marine est affectée par de nombreuses autres pressions
anthropiques. Les habitats marins cotiers sont menacés par le développement des villes
cotieres (Lai et al., 2015). Les ancres de bateaux abiment les herbiers et les récifs coralliens

(Dapueto et al., 2022; Rani et al., 2020).

Les récifs coralliens, I'un des écosystemes abritant la plus grande richesse spécifique
au monde, sont grandement menacés par le réchauffement et I'acidification des océans
(Hoegh-Guldberg, 2011). Le réchauffement global des océans engendre une modification de

la distribution des especes. Les espéces ont tendance a migrer de I'équateur vers les poles


https://www.zotero.org/google-docs/?EjzUg9
https://www.zotero.org/google-docs/?XZLS6A
https://www.zotero.org/google-docs/?y6Augy
https://www.zotero.org/google-docs/?0bQf0W
https://www.zotero.org/google-docs/?U8eJts

Introduction générale

(Chaudhary et al., 2021) et certaines tendraient a descendre a plus grande profondeur

(Chaikin et al., 2022).

Des composés tels que les plastiques, les pesticides, I'azote et le phosphore, issus des
activités humaines comme [l'agriculture, polluent les océans. Les pesticides et les
microplastiques s'accumulent le long de la chaine trophique et peuvent affecter le
comportement, le développement ainsi que les fonctions reproductives et immunitaires des
poissons (Brodie et al., 2012; Hodkovicova et al., 2022). L’azote et le phosphore favorisent la
prolifération d’algues, ce qui déséquilibre les écosystémes (Monteil et al., 2020; Wang et al.,

2018).

Depuis la révolution industrielle, I'océan devient de plus en plus bruyant. Les sources
de bruits sont diverses : trafic maritime, sonars ou encore construction d’infrastructures
(Figure 1.4.B). Cette anthrophonie (sons produits par les activités humaines) a un fort impact
sur la faune marine ; sur les cétacés mais aussi sur les poissons (Figure 1.4.A) (Duarte et al.,
2021). Elle peut affecter le comportement, géner la communication intraspécifique, affecter
les processus physiologiques et augmenter le taux de mortalité (Buscaino et al., 2016; Di
Franco et al., 2020; Duarte et al., 2021) (Figure 1.4.C et D). A titre d’exemples, il a été montré
que sous l'effet du bruit engendré par les bateaux a moteurs, le poisson Demoiselle ambon
Pomacentrus amboinensis détecte moins facilement ses prédateurs (Simpson et al., 2016), la
nage des individus des bancs de Thon rouge de I’Atlantique Thunnus thynnus est moins bien
synchronisée (Sara et al., 2007) et les Corbs Sciaena umbra ont tendance a se cacher plus

souvent comme ils le feraient a I'arrivée d’un prédateur (La Manna et al., 2016).
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Figure 1.4. Synthese (issue d’une revue systématique de la littérature) des impacts négatifs de la

pollution sonore sur la faune marine. Nombre total d'études trouvées, par (A) taxons et par (B) source
de bruit. Les couleurs indiquent si un impact significatif a été trouvé (rouge), I'impact n’est pas
significatif (bleu) ou si aucun test statistique n’a été réalisé (gris). Les barres jaunes indiquent le nombre
d'études qui testent les effets des moyens mises en place pour atténuer le bruit telles que les rideaux
de bulles et la modification des types de moteurs. Les chiffres blancs indiquent le pourcentage d'études
avec un test statistique qui trouvent un effet significatif du bruit. (C) Nombre d’études cumulées
portant sur différents types d’effets des nuisances sonores sur la faune marine. (D) Pourcentage
d'études dans chaque sous-catégorie qui ont trouvé un effet significatif du bruit. Figure extraite de

Duarte et al. (2021).
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c) Les écosystémes marins profonds

Les écosystemes de la zone mésophotique, situés entre 30 et 150 metres de
profondeur, sont considérés comme des zones refuges pour les espéces lors des vagues de
chaleurs (Chaikin et al., 2022; Giraldo-Ospina et al., 2020) ou pour les espéces subissant de
fortes pressions de péche a faible profondeur (Lindfield et al., 2015). Cependant, la capacité
de ces zones a constituer des refuges reste limitée étant donné que toutes les espéces vivant
a faible profondeur ne sont pas capables d’y vivre. C’est par exemple le cas des especes
herbivores, qui, du fait de leur régime alimentaire, dépendent des écosystemes peu profonds
(Cure et al., 2021). Les communautés vivant dans les zones mésophotiques sont tres
différentes de celles vivant dans les 30 premiers meétres de profondeur (Loiseau et al., 2023;
Rocha et al., 2018). De plus, la zone mésophotique n’est pas non plus indemne des impacts
des activités humaines (péche, exploitation miniere, arrivée d’espéces invasives par exemple)

(Rocha et al., 2018; Soares et al., 2019).

Les écosystémes marins profonds (>200 m de profondeur), malgré leur apparente
inaccessibilité, sont aussi de plus en plus menacés par les activités humaines telles que les
exploitations miniéeres, les extractions d’hydrocarbures et la péche en eaux profondes
(Danovaro et al., 2020). Les especes de poissons vivant dans les zones profondes ont
généralement une croissance lente, une grande durée de vie, un age de maturité plus tardif
et une fécondité plus faible, ce qui les rend particulierement vulnérables (Drazen & Haedrich,

2012; Norse et al., 2012).

Les pressions humaines sont tres étendues géographiquement (Halpern et al., 2019)

et aussi présentes dans la quasi-totalité des gammes de profondeur.

d) Les Conséquences

La diminution des tailles de populations de poissons et les extinctions locales
perturbent les réseaux trophiques (McCauley et al., 2015). Le déclin des grands prédateurs

océaniques entraine un phénomeéne en cascade affectant les niveaux trophiques plus faibles,
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ce qui impacte I"équilibre de I'ensemble de I'écosysteme. Par exemple, la diminution des
populations de plusieurs espéeces de grands requins se nourrissant de raies a induit une
augmentation de la population de la raie Mourine américaine (Rhinoptera bonasus).
L'augmentation de I'abondance de cette raie a entrainé le déclin de la Pétoncle (Argopecten
irradians), 'une de ses proies bivalves (Myers et al., 2007). La diminution d’abondance des
espéces de bas niveaux trophiques telles que les anchois (famille des Engraulidae) et les
sardines (Sardina pilchardus) a également un effet non négligeable, puisque les espéces de
plus hauts niveaux trophiques en dépendent pour leur alimentation (Cury et al., 2011; Smith

etal., 2011).

Si 'abondance d’une espéce diminue de maniére importante, celle-ci ne peut plus
maintenir son role dans I'écosysteme (c’est-a-dire induire une extinction fonctionnelle)
(Pimiento et al., 2020). Ce phénomene a par exemple été observé chez le Poisson Perroquet
a bosse (Bolbometopon muricatum), que 'on trouve dans récifs coralliens indo-pacifique,
dont le role dans la bioérosion des récifs et le transport des sédiments a été localement
compromis par la forte diminution de sa population (Bellwood et al., 2011). Si une fonction
dans I'écosysteme n’est pas ou peu partagée entre les especes (c’est-a-dire lorsque la
redondance fonctionnelle est faible), la perte d’une seule espéce peut induire la perte totale

d’une fonction dans un écosystéme (Mouillot et al., 2014).
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2) Les Protections des écosystémes marins

a) Les mesures de protection

Différentes mesures ont été mises en place pour tenter de faire face au déclin de la
biodiversité marine. Certaines espéces qui connaissent une forte de diminution de leurs
populations ont été protégées localement et temporairement par des moratoires. C’est le cas
par exemple du Mérou brun (Epinephelus marginatus) dont les arrétés préfectoraux
n°2013357-0004 et n°2013357-0001 du 23 Décembre 2013 interdisent la chasse sous-marine
et la péche au moyen d’hamecons, lignes, palangres et palangrottes jusqu’a Décembre 2023
dans les eaux méditerranéennes francaises. Le Corb (Sciaena umbra) bénéficie de la méme
protection via les arrétés préfectoraux n°2013357-0002 et n°2013357-0007. Des quotas de
péche par zone et par espece tels que les “Totaux Admissibles de Captures” (TAC) fixés par
I’'Union Européenne sont définis et réévalués au cours du temps pour tenter de gérer plus
durablement les ressources halieutiques. Le chalutage au-dela de 800 metres de profondeur
est interdit depuis 2017 dans les eaux européennes (Réglement (UE) 2016/2336) dans le but

de préserver les écosystemes profonds.

Enfin, I'un des principaux outils déployés pour la protection des écosystéemes marins
sont les Aires Marines Protégées (AMPs) (Marcos et al., 2021). Une aire protégée est définie
par I'UICN comme “un espace géographique clairement défini, reconnu, dédié et géré, par
des moyens légaux ou d'autres moyens efficaces, pour assurer la conservation a long terme
de la nature ainsi que des services écosystémiques et valeurs culturelles qui y sont associés.”
(Dudley, 2013). Les objectifs d’Aichi, fixés en 2010 dans le cadre du traité international
“Convention sur la diversité biologique” (CBD), stipulaient qu’au moins 10% de la surface des
océans devrait étre protégé en 2020. Un objectif encore plus ambitieux a été fixé lors de la
COP15 de 2022 dans le cadre cette méme convention : 30% de la surface des océans devrait

étre protégé d’ici 2030 (CBD, 2022).
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b) La Répartition des aires marines protégées

Les objectifs fixés par la CBD sont encore loin d’étre atteints. Seulement 8,2% de la

surface des océans sont couverts par des AMPs en 2023 (Marine Protection Atlas, 2023).

La péche n’est pas interdite dans toutes les AMPs (Costello & Ballantine, 2015). Il
existe une grande diversité de types de protection. Une AMP peut contenir des zones de
protection partielle ol la péche est autorisée mais soumise a diverses réglementations, et des
zones de protection intégrale ol la péche est strictement interdite, appelées les zones de non-
prélevement. Seulement 2.9% de la surface des océans est fortement protégée en 2023

(Marine Protection Atlas, 2023) (Figure 1.4.).

Figure 1.4. Répartition des AMPs fortement protégées (2.9%) en 2023. Carte extraite de “Marine
Protection Atlas” (mpatlas.org)

Les aires marines protégées ne sont pas réparties équitablement entre toutes les
couches de profondeur. Les zones de faible profondeur sont, proportionnellement, plus

couvertes par des AMPs que les zones mésophotiques et aphotiques (Figure 1.5) (Biber et al.,
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2022). Par exemple, les écosystemes coralliens mésophotiques, abritant une biodiversité
riche et unique, sont encore trop peu couverts par des AMPs et insuffisamment pris en

compte dans les projets de conservation (Soares et al., 2020).
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Figure 1.5. Proportion de chaque profondeur protégée par des AMPs allant des catégories IUCN | (trés
fort niveau de protection) a VI (faible niveau de protection). Figure extraite de Biber et al. (2022)

c) Les bénéfices des aires marines protégées

Les zones de non-prélevement sont particulierement efficaces pour sauvegarder et
restaurer la biodiversité marine ainsi que le fonctionnement des écosystemes (Sala &

Giakoumi, 2018).

L'abondance et la biomasse de poissons y sont beaucoup plus élevées que dans les
zones péchées (Aburto-Oropeza et al., 2011; Campbell et al., 2018; Giakoumi et al., 2017). En
moyenne, les zones de non-prélevement possedent une biomasse de poissons 6,7 fois
supérieure aux zones non protégées qui leur sont adjacentes et 3,4 fois supérieure aux zones
de protection partielle (Sala & Giakoumi, 2018). Ces zones abritent souvent des individus de
grandes tailles appartement a des espéces ciblées par la péche, rarement observés dans les

zones péchées (Marshall et al., 2019).

La création de zones de non-prélévement peut étre bénéfique pour le secteur de la

péche car une partie des denses populations des aires protégées peuvent aller au-dela des
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limites des réserves. C'est ce que I'on appelle I'effet de “débordement” ou “spillover” (Di

Lorenzo et al., 2016; Medoff et al., 2022).

La richesse spécifique n’est pas toujours plus élevée dans les réserves que dans les
zones péchées (Boulanger et al., 2021; Dalongeville et al.,, 2022). La composition des
communautés de poissons peut par contre fortement varier en fonction du niveau de
protection (Loiseau et al., 2021). Les especes de grande taille et de haut niveau trophique,
souvent ciblées par la péche, bénéficient généralement fortement de |'effet des réserves
(Babcock et al., 2010; Rojo et al., 2021). Dans les zones péchées, la diminution des populations
d’especes de hauts niveaux trophiques induit la réduction de la pression de prédation sur
leurs proies. L'abondance et la richesse spécifique des espéces de bas niveau trophique
peuvent ainsi augmenter. Le rétablissement des populations d’espéces prédatrices dans les
réserves peut entrainer la diminution de I'abondance et de la richesse en espéces de bas

niveaux trophiques (Boulanger et al., 2021; Takashina et al., 2012).

d) Les Limites de la protection dans les réserves marines

Si les réserves marines offrent une protection par rapport a la péche et participent a
la protection des habitats, elles ne protégent malheureusement pas les écosystémes contre
toutes les perturbations anthropiques comme par exemple la pollution au plastique

(Bonanno, 2022) ou encore les impacts du changement climatique (Smith et al., 2023).

Les aires marines protégées sont affectées par la pollution sonore engendrée par le
passage des bateaux (Buscaino et al., 2016). Certaines réserves marines, comme celle de
Scandola en Corse par exemple, sont sur-fréquentées par les bateaux de tourisme
(Boudouresque et al., 2021), ce qui limite leur bénéfice. Certaines espéces telles que le requin
gris Carcharhinus amblyrhynchos ne sont efficacement protégées que par de grandes réserves
sans aucune présence humaine (Juhel et al., 2019). Or aujourd’hui, peu de réserves marines

sont réellement interdites d’acces.

Enfin, les zones de non-prélévement des réserves peuvent étre victimes de la péche

illégale (Harasti et al., 2019) et nécessitent donc une forte surveillance afin d’étre efficaces.
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3) La mer Méditerranée

a) Les pressions anthropiques en mer Méditerranée

La mer Méditerranée, sur laquelle porte mon travail de these, est considérée comme
un “point chaud” de biodiversité (Coll et al., 2010). Elle ne représente que 0,82% de la surface
océanique mais abrite 18% des espéeces marines connues (Bianchi & Morri, 2000). Pres de
10% des espéces de poissons qu’elle abrite ne vivent dans aucune autre mer ou océan, c'est-
a-dire gu’elles sont endémiques de Méditerranée (Lasram et al., 2010). Les cotes du Nord-
ouest sont particulierement riches en espéces de poissons (Figure 1.6.).
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Figure 1.6. Estimation de la richesse en espéces de poissons dans la mer Méditerranée (réalisés a partir
de dires d’experts). Figure extraite de Coll et al. (2010)

La Méditerranée est malheureusement fortement touchée par les activités humaines
(Micheli et al., 2013; Ramirez et al., 2018; Stock et al., 2018) (Figure 1.7.). Elle est I'une des
mers les plus impactées par la surpéche avec 75% de ses stocks de péches surexploités (FAO,
2020). Elle se réchauffe a un rythme deux a trois fois supérieur a la moyenne de I'ensemble
des régions océaniques mondiales (Marba et al., 2015). La densité de population humaine le
long de ses cOtes est trés élevée et elle fait partie d’'une des principales destinations

touristiques dans le monde (Coll et al., 2010). La pollution, telle que la pollution plastique, y
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est dramatiquement élevée (Hatzonikolakis et al., 2022). La pollution sonore y est également
trés marquée a cause des nombreux passages de bateaux de plaisance, de péche et de
commerce (Carrefio & Lloret, 2021; Di Franco et al., 2020). Les herbiers de posidonie, qui ont
un role crucial en tant que puits de carbone (Monnier et al., 2021) et d’habitat “nurserie”
(habitat dans lequel vont vivre les juvéniles) pour de nombreuses espéces de poissons, sont

arrachés par les ancres des navires (Dapueto et al., 2022).
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Figure 1.7. Impact humain calculé a partir de 22 facteurs de pressions anthropiques (facteurs liés a la
péche, au climat, aux pollutions). Figure extraite de Micheli et al. (2013)

b) Les aires marines protégées en Méditerranée

Des AMPs ont été mises en place dans le but de protéger la faune marine. L'effet
positif des AMPs en Méditerranée sur I'abondance des poissons a largement été démontré
(Guidetti et al., 2014; La Mesa et al., 2011), mais une augmentation de leur surface sera
nécessaire pour remplir les objectifs de la CBD au cours des prochaines années (CBD, 2022).
En effet, seule 6,01% de la surface de la mer Méditerranée est couverte par des AMPs et
seulement 0,23% est intégralement ou fortement protégée (péche interdite ou fortement
restreinte) (Claudet et al., 2020) (Figure 1.8). De plus, la plupart de ces réserves sont
fortement impactées par la pollution sonore induite par le passage de bateaux (Buscaino et
al., 2016).

Cette these va s’intéresser plus particulierement aux zones coOtieres

méditerranéennes francaises. A premiére vue, la France semble participer de maniere
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considérable a I'effort de protection de la biodiversité marine puisque 61,54% de la surface
de la Méditerranée francaise est couverte par des AMPs. Cependant, seulement une infime
proportion (0,11%) de la surface de la Méditerranée frangaise bénéficie d’'une protection
forte ou intégrale (Claudet et al., 2020) (Figure 1.8.B). La plupart des AMPs francaises ont
donc un niveau de protection faible (péche autorisée) ce qui en réduit considérablement leur

efficacité (Guidetti et al., 2014; Zupan et al., 2018).

Distribution of the different levels of protection in the Mediterranean Sea
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Figure 1.8. Distribution des différents niveaux de protection des aires marines protégées en mer
Meéditerranée. Proportion et distribution des différents niveaux de protection des AMPs (A) dans
I'ensemble de la mer Méditerranée, les pays de I'Union européenne et les pays non-membres de |I'Union
européenne ; (B) dans chaque pays (les pourcentages entre parenthéses indiquent la proportion

bénéficiant d’une protection forte ou intégrale) ; (C) dans les différentes écorégions. Figure extraite de
Claudet et al. (2020)
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4) Inventorier les communautés de poissons : un véritable défi

Le recensement et la surveillance de la biodiversité marine est indispensable pour

améliorer sa protection. Cela devient de plus en plus urgent dans le contexte de son déclin.

a) Les techniques conventionnelles

Pour étudier la biodiversité marine ichtyologique, plusieurs méthodes sont
couramment utilisées (Figure 1.9.). En zones peu profondes les inventaires sont souvent
réalisés en plongée sous-marine. Les plongeurs identifient et comptent les poissons observés

de part et d’autre d’un transect (Bosch et al., 2017) (Figure 1.9.A).

Une autre méthode couramment utilisée repose sur le déploiement de caméras. Les
caméras peuvent étre posées au fond et filmer quelques heures (Magneville et al., 2023)
(Figure 1.9.B) ou étre transportées par des plongeurs le long d’un transect (Goetze et al.,
2019). Des caméras appatées avec du poisson gras (BRUV ; Baited Remote Underwater Video)
peuvent aussi étre mises en place (Juhel et al., 2018) (Figure 1.9.C). Les dispositifs de caméras
stéréoscopiques permettent de mesurer la taille des individus filmés. Les caméras peuvent
étre utilisées pour étudier la biodiversité des écosystemes cotiers mais aussi des écosystemes
plus profonds inaccessibles en plongée sous-marine (Phillips et al., 2019). L’exploration des
zones profondes peut se faire grace a des caméras embarquées dans des véhicules sous-
marins téléopérés (ROV) (Figure 1.9.D) (Consoli et al., 2016) ou des véhicules sous-marins

autonomes (AUV).

Différentes méthodes de péche, telles que le chalutage de fond, sont utilisées a des

fins d’inventaire (Maureaud et al., 2021) (Figure 1.9.E).
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Figure 1.9. Illlustration non exhaustive des techniques de recensement de la biodiversité ichtyologique
en milieu marin. A) Plongée sous-marine B) Vidéos sous-marines C) Caméras stéréoscopiques appdtées
(BRUV) D) Véhicule sous-marin téléopéré (ROV) E) Péche au chalut. Crédits (A et B) A. Dalongeville, (C)
extrait de la thése de Cyrielle Jac, (D) extrait de Juhel et al. (2018) (E) FGBNMS/Schmahl

b) Les limites des techniques conventionnelles

Ces méthodes d’inventaires de la faune marine ont néanmoins des limites et peuvent

étre affectées par des biais de détection des espéces.

L’étendue des inventaires réalisés en plongée classique en circuit ouvert est fortement
limitée par les contraintes physiologiques humaines. Le temps d’observation est court et

seules les zones de faible profondeur peuvent étre inventoriées. Le développement de la
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plongée technique en recycleur avec des mélanges de gaz Trimix a permis d’augmenter le
temps et la profondeur des plongées et ainsi d’améliorer les connaissances sur les
écosystémes de la zone mésophotique (30-150m) encore largement méconnus (Pinheiro et
al., 2016; Rocha et al., 2018). Cependant, le déploiement de la plongée technique est
complexe. Outre le fait que les plongeurs doivent avoir un niveau de qualification trés élevé,
cette activité reste risquée et colteuse, ce qui limite son utilisation. Les inventaires réalisés
en plongée peuvent par ailleurs étre affectés par des biais de détection. Certaines especes, et
en particulier celles ciblées par la péche, peuvent étre méfiantes envers les plongeurs. Le
comportement d’évitement est encore plus marqué dans les zones ol la chasse sous-marine
est pratiquée (Guidetti et al., 2008). Les poissons peuvent aussi étre sensibles au bruit des
bulles relachées par les plongeurs en circuit ouvert, ce qui peut biaiser les inventaires. La
plongée en recycleur, plus silencieuse, est a privilégier car elle a moins d’effet sur le

comportement des poissons que la plongée classique en circuit ouvert (Lindfield et al., 2014).

Les suivis vidéos ont aussi leurs limites. Les caméras appatées sont efficaces pour la
détection des especes prédatrices mais pas pour celle des espéces herbivores ou
planctonivores (Whitmarsh et al., 2018). Le déploiement d’un ROV est coliteux et demande
une grande expertise pour le piloter (Sward et al., 2019). Certaines espéces peuvent aussi
avoir un comportement d’évitement, surtout si le dispositif est équipé de projecteurs
(Fitzpatrick et al., 2013). Enfin, identifier les espéces présentes dans les vidéos requiert
beaucoup de temps (Langlois et al., 2020). Le développement des techniques d'intelligence
artificielle pourrait permettre de réduire ce temps d’analyse dans les prochaines années

(Villon et al., 2018).

L'ensemble des techniques visuelles décrites précédemment (recensement en
plongée ou caméras) n’est pas adapté si la turbidité est trop forte (Figueroa-Pico et al., 2020).
De plus, les espéces se confondant dans leur environnement (espéces cryptobenthiques)
(Brandl et al., 2018), de petites tailles (Bozec et al., 2011), rares (Boussarie et al., 2018),
difficiles a différencier morphologiquement (espéces cryptiques) (Dornburg et al., 2016) ou
encore les individus dans leurs premiers stades de vie (Appleyard et al., 2022) sont mal

inventoriés avec ces méthodes.
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La péche telle que la péche au chalut est quant a elle une méthode destructrice ayant
un fort impact environnemental. Bien que I'ampleur de la péche scientifique soit mineure par
rapport a la péche commerciale, elle souléve a la fois des questions éthiques et de
préservation de I'’environnement (Trenkel et al., 2019). Cette méthode n’est pas non plus
indemne de biais de détection. Certaines espéces peuvent détecter le bruit émis par les engins

de péche et les éviter (De Robertis & Handegard, 2013).

Enfin, I'ensemble de ces méthodes nécessite une grande expertise en identification
taxonomique.

c) Le metabarcoding de ’ADN environnemental

Le metabarcoding de '’ADN environnemental est une méthode employée depuis
maintenant une dizaine d'années pour étudier les communautés de poissons dans le milieu
marin (Thomsen et al., 2012; Xiong et al., 2022). Elle consiste a récupérer I’ADN laissé par les
différentes espéces de poissons dans leur environnement (via leurs cellules épidermiques,
mucus ou féces par exemple), a amplifier cet ADN par PCR (Réaction en chaine par
polymérase) et a le séquencer. Les séquences sont ensuite comparées avec celles disponibles
dans une base de référence génétique pour pouvoir les assigner a des especes (Figure 1.10.).
Les différentes étapes de cette méthode seront détaillées dans le premier chapitre de cette

these.
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Figure 1.10. Schéma des principales étapes du metabarcoding de I’ADNe. Figure adaptée de (Keck et
al., 2017)

Le choix des amorces PCR en metabarcoding dépend du groupe taxonomique ciblé.
Les deux principaux marqueurs metabarcoding utilisés pour les poissons sont les marqueurs
mitochondriaux 12S teleo (Valentini et al., 2016) et MiFish (Miya et al., 2015). Un marqueur
metabarcoding idéal correspond a une séquence variable entre especes, flanquée de part et
d’autre par des régions conservées entre espéces (Figure 1.11.) (Taberlet et al., 2018). La
région centrale variable, appelée le barcode, est la séquence qui permet I'identification des
espéces. Les régions conservées servent a la fixation des amorces PCR sur les séguences des
especes du groupe taxonomique ciblé. Pour le metabarcoding de I'’ADNe, les séquences
courtes sont privilégiées car I’ADN se dégrade assez rapidement dans I'environnement
(Murakami et al., 2019; Ruppert et al., 2019). Les séquences de 'ADN mitochondrial sont
utilisées comme marqueur metabarcoding pour I’ADN environnemental car présentes en plus

grand nombre de copies que I’ADN nucléaire (Rees et al., 2014).
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Figure 1.11. Schéma de la structure d’un marqueur metabarcoding

Cette méthode en plein essor présente l'avantage d’étre non-destructrice,
relativement facile a mettre en place, et ne nécessite pas d’expertise taxonomique sauf pour
compléter les bases de référence génétiques. Elle compléte et surpasse souvent les méthodes
conventionnelles telles que le recensement visuel en plongée (Hsu et al., 2023; Rey et al.,
2023), les caméras appatées (Gold et al., 2023) ou encore la péche au chalut (Zhou et al.,
2022) dans la détection des espéces de poissons et permet ainsi une meilleure approximation
de la richesse spécifique. Le metabarcoding de '’ADNe permet une meilleure détection des
espéces difficiles a recenser avec les méthodes classiques telles que les espéeces rares (Pikitch,
2018), les chondrichtyens (Boussarie et al., 2018) (Figure 1.12.) et les espéces

cryptobenthiques (Boulanger et al., 2021; Juhel et al., 2022).
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Figure 1.12. Diagramme de Venn montrant les espéces de requin détectées en Nouvelle-Calédonie par
le metabarcoding de ’ADNe (n = 22 échantillons, S = 13 species), en plongée (Underwater Visual Census
;, UVC) (2578 plongées, S = 9 espéces) et avec I'aide de caméras appdtées (Baited Remote Underwater
Video ; BRUVS) (n = 385 vidéos, S = 9 espéces). Figure extraire de Boussarie et al. (2018).

Cette méthode est la plupart du temps déployée pour effectuer des inventaires des
communautés de poissons des zones peu profondes mais quelques études récentes ont
montré le grand potentiel que possede le metabarcoding de I’ADNe pour mieux connaitre les
communautés des zones mésophotiques (30-150m) et des zones de grandes profondeurs
(Canals et al., 2021; Juhel et al., 2020; McClenaghan et al., 2020; Muff et al., 2022). Le
metabarcoding de I'’ADNe est devenu un outil important pour I'étude des écosystémes

marins.
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5) Enjeux et objectifs de la these

Cette thése a pour objectif de répondre a des questions de conservation en utilisant

le metabarcoding de I’ADNe.

La principale limite de I'utilisation du metabarcoding de ’ADNe dans la réalisation des
inventaires reste le manque de séquences disponibles dans les bases de référence
génétiques. Si une espece n’a pas de séquence disponible pour le marqueur metabarcoding
utilisé, elle ne pourra pas étre identifiée. Certaines études ont donc eu recours aux Molecular
Operational Taxonomic Units (MOTUs) non assignés a des espéces pour pouvoir estimer la
richesse spécifique (Marques, Castagné, et al., 2021; Mathon et al., 2022). Néanmoins, il est
important de disposer d’'une base de référence génétique assez compléte pour pouvoir
répondre a des questions plus précises de conservation et mieux connaitre chaque espéce

pour mieux les protéger.

L'ambition générale de cette thése est de pouvoir obtenir trois informations clés pour
la conservation a partir des données de metabarcoding de I’ADNe :
e La distribution géographique et bathymétrique ainsi que la niche écologique de
chaque espece
o |'effet global que peuvent avoir les activités humaines sur chaque espece

e |'effet des réserves marines sur chaque espéce

J'ai tout d’abord réalisé une étude pour mesurer la disponibilité des séquences des
principaux marqueurs metabarcoding dans les bases de référence génétiques publiques et
synthétiser les connaissances actuelles sur la distribution spatiale et bathymétrique de
chaque espéce de poisson a |'échelle mondiale. J'ai ainsi pu explorer le pourcentage
d'espéces, dans chaque océan et chaque couche bathymétrique, ayant leurs séquences dans

les bases de référence génétiques.

Comme nous l'avons vu, la mer Méditerranée représente un fort enjeu de

conservation car :
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e Elle est un point chaud de biodiversité

e Elle est treés impactée par les activités humaines

e Elle reste encore insuffisamment couverte par les AMPs de forts niveaux de
protection.
Elle représente donc un modele d’étude intéressant pour appliquer la méthodologie

du metabarcoding de I’ADNe a des questions de conservation.

Un important travail a été réalisé au cours des derniéres années par le laboratoire du
CEFE pour compléter la base de référence génétique en collaboration avec 'UMR MARBEC.
La séquence du marqueur metabarcoding teleo (Valentini et al.,, 2016) est maintenant
disponible pour environ 81% des especes présentes le long des cotes méditerranéennes
francaises (Charbonnel et al., 2017). J’ai ainsi pu appliquer le metabarcoding de ’ADNe pour
tenter de répondre a des questions de conservation des écosystemes marins cotiers
méditerranéens francais :
(1) Quelle est I'efficacité des aires marines protégées dans la protection des différentes
espéces de poissons ?
(2) Quel est I'effet du dérangement (tel que la pollution sonore induite par les bateaux)
sur les différentes especes ?
(3) Quelle est la distribution des especes de poissons le long des cotes méditerranéennes
francaises ?
(4) Ou se situent les zones a protéger en priorité pour atteindre les objectifs de la

Convention sur la Diversité Biologique ?

Pour répondre a la premiére question, des échantillonnages d’ADNe ont été réalisés a
I'intérieur et a I'extérieur d’AMPs a fort niveau de protection (péche interdite).

Pour répondre a la deuxieme question, des échantillonnages d’ADNe ont été réalisés
pendant et hors de la période de confinement due a I'’épidémie de Covid-19. En effet, lors de
la période de confinement, I'activité humaine en mer, telle que la circulation des bateaux, a
fortement chuté, offrant une opportunité unique d’étudier la réponse des espéces a une
diminution temporaire des pressions humaines.

Enfin pour répondre aux deux dernieres questions, des modeles de distribution des

espéces ont été réalisés a partir de lI'ensemble des données d’ADNe récoltées en
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Méditerranée depuis 2018 par le laboratoire MARBEC. Les échantillonnages ont été réalisés
a plusieurs profondeurs, des premiers metres jusqu’a la zone mésophotique, tres importante

a prendre en compte dans les prochains programmes de conservation.

Ce travail est composé de quatre chapitres qui intégrent trois articles scientifiques
(Figure 1.13.). Un premier chapitre présente plus en détail les différentes étapes du
metabarcoding de I’ADNe ainsi que les missions d’échantillonnage auxquelles j'ai pu
participer dans le cadre de cette thése.

Le deuxieme chapitre présente les connaissances actuelles sur la distribution spatiale
et bathymétrique des espéces a I'échelle mondiale. Cet article met I'accent sur 'importance
de protéger les écosystéemes de I'ensemble des couches bathymétriques et pas seulement
ceux des 30 premiers metres. Elle met aussi en avant le grand potentiel du metabarcoding de
I’ADNe pour I'étude des écosystemes des zones mésophotiques et aphotiques dans les
prochaines années. Elle fait également un état des lieux de la disponibilité des séquences dans
les bases de référence génétiques publiques pour le metabarcoding de I’ADNe. Cet article a
été publié dans le journal Ecology and Evolution comme article de review. Les deux chapitres
suivants portent sur la conservation des écosystémes cotiers de la méditerranée francaise.

L’objectif du troisieme chapitre est double :

e évaluer I'impact de la péche en comparant la probabilité d'occurrence des
différentes especes de poisson a l'intérieur et a I'extérieur des réserves

e évaluer I'effet du dérangement et de la pollution sonore induite par le passage
des bateaux en comparant la probabilité d'occurrence des différentes espéces

de poisson pendant et hors confinement dii a I'épidémie de Covid-19.

Le quatrieme chapitre s’intéresse a connaitre la distribution des especes de poissons

le long de la cote méditerranéenne francaise grace au metabarcoding de I’ADNe pour pouvoir

évaluer les zones de fort intérét pour la conservation.
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Figure 1.13. Représentation schématique des théemes abordés dans les 4 chapitres de cette thése.
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1) Sites d’échantillonnage de I’ADNe

Un important travail d’échantillonnage d’ADNe a été réalisé depuis 2018 le long des
cOtes Méditerranéennes francaises par le laboratoire MARBEC en partenariat avec le CEFE,
I’'ETH, Androméde Océanologie et les réserves marines. Les 459 échantillons, analysés dans
les chapitres 3 et 4 de cette thése, ont été récoltés de 2018 a 2022. Des échantillonnages ont

pu étre réalisés dans 11 réserves marines (Figure 2.1.).

France

Roquebrune Cap Martin

Cap roux
Carry-le-Rouet
Calanques

Porquerolles Saint-Florent.

Cerbere-Banyuls

Les Moines Cerbicale

52

=
AY

Figure 2.1. Carte des échantillonnages d’ADNe réalisés entre 2018 et 2022 le long des cétes
méditerranéennes frangaises.

2) Méthode d’échantillonnage de ’'ADNe

30L d’eau de mer ont été pompés a un débit de 1L par minute grace a une pompe
péristaltique. Certains transects d’échantillonnages ont été réalisés en surface grace a des
pompes Athena® (Proactive Environmental Products LLC, Bradenton, Florida, USA)
positionnées sur le bateau tandis que d’autre ont été réalisés en profondeur grace a des

pompes submersibles (Subspace, Geneva, Switzerland) (Figure 2.2). Ces pompes ont été soit
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tractées a grande profondeur par un bateau soit utilisées par des plongeurs. L’eau passe par
un tuyau stérile équipé d’une crépine a son extrémité puis a travers une capsule de filtration
contenant une membrane d’une porosité de 2um (VigiDNA®, SPYGEN, le Bourget du Lac,
France) (Figure 2.2). Une fois la filtration terminée, la capsule de filtration est remplie avec la

solution tampon de conservation CL1 (VigiDNA ®, SPYGEN, le Bourget du Lac, France).
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Figure 2.2. Méthode d’échantillonnage de I’ADNe. A) Filtration d’eau en surface effectuée avec la
pompe péristaltique Athena®. B) Capsule de filtration utilisée. C) Filtration d’eau réalisée en plongée
sous-marine. D) La capsule est remplie aprés filtration avec la solution tampon de conservation.
Crédits : (C) R. Hocdé, (A, B et D) A. Duhamet.
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3) Missions d’échantillonnage
a) Calanques de Marseille

J'ai participé a six missions d’échantillonnage d’ADNe (octobre 2021, mars 2022, juin
2022, octobre 2022, janvier 2023 et juin 2023) aux Calanques de Marseille dans le cadre du
projet DEEP-HEART. Lors de ces missions, les pompes submersibles ont été utilisées pour
filtrer de I'’eau a 20m et 40m de profondeur a l'intérieur de la zone interdite a la péche du
parc national des Calanques (site « Moyade ») et a 20m et 80m de profondeur a |'extérieur

de cette zone (site « Impérial du large ») (Figure 2.3).

Figure 2.3. Sites d’échantillonnage de la mission aux Calanques de Marseille. A) Site Moyade situé a
I'intérieur de la réserve. B) Site Impérial du large situé a I’extérieur de la réserve. C) Carte présentant
les limites de la réserve et les sites d’échantillonnage. Crédits : (A, B) A. Duhamet
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Les plongées ont été réalisées avec des recycleurs et les pompes ont été fixées a des
scooters sous-marins. Deux plongeurs effectuent simultanément les filtrations afin d’avoir un
réplicat d’échantillonnage. Pour limiter le temps de filtration, chaque pompe a été équipée

de 2 tétes de pompes permettant de réaliser simultanément 2 filtrations de 15 minutes avec

un débit de 1 litre par minute (Figure 2.4).

=i 22T == 4l i

Figure 2.4. Mission d’échantillonnage d’ADNe aux Calanques de Marseille. A) Pompe submersible a
double téte fixée au scooter sous-marin. B) Début de la plongée. C) Filtration d’ADNe. Crédits : (A, B)
A. Duhamet, (C) R. Hocdé.

Ce suivi continuera au cours des prochaines années. Il permettra de comparer les
communautés de poissons aux différentes profondeurs selon le statut de protection. Il
permettra également d’évaluer I'effet saisonnier et annuel sur les communautés de poissons
a différentes profondeurs selon le statut de protection. Ce suivi pourrait permettre de
déterminer si la zone mésophotique joue ou non un réle de refuge pour la biodiversité

ichtyologique.
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J'ai utilisé les données d’échantillons de 20m et 40m de profondeur de la campagne
d’échantillonnage d’octobre 2021 dans le chapitre 3, et I'ensemble de ceux d’octobre 2021,
mars 2022 et juin 2022 dans le chapitre 4 de ma theése. Le séquencage des échantillons des

autres campagnes d’échantillonnage n’a pas pu étre réalisé dans le temps imparti de la these.

En juillet 2021, j’ai participé a une autre mission d’échantillonnage d’ADNe aux
Calanques de Marseille. Au cours de cette mission, un échantillonnage d’ADNe en surface a
été réalisé le long de Ille de Riou ainsi que des premiers tests du planeur sous-marin
SeaExplorer pour réaliser des échantillonnages d’ADNe en profondeur (Figure 2.5). Ce planeur
sous-marin a été développé par I'entreprise ALSEAMAR. Le planeur a réalisé une filtration
d’eau a 70m de profondeur. Je n’ai pas analysé les données d’échantillonnage d’ADNe issu de
la filtration d’eau du planeur sous-marin mais j’ai utilisé les données d’échantillonnage de

surface.

Figure 2.5. Planeur sous-marin SeaExplore utilisé pour réaliser un échantillonnage d’ADNe. Crédit A.
Duhamet

b) Réserve de Banyuls-Cerbére

J'ai participé a une mission d’échantillonnage d’ADNe dans la réserve marine de
Cerbére-Banyuls. Cette mission a été financée par I’Agence de I'eau Rhone Méditerranée
Corse. Elle a consisté en des filtrations d’eau réalisées simultanément en surface et en
plongée a 15m de profondeur (Figure 2.6). Ces filtrations ont été réalisées pendant 3 journées
en début de matinée et en fin d’aprés-midi. Cette mission avait deux objectifs principaux. Le

premier était de déterminer si I’heure de filtration influence la détection d’especes. Le
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deuxiéeme est de savoir si une filtration prés du substrat en plongée a 15m permettait une
meilleure détection des especes qu’une filtration effectuée depuis la surface. Je n’ai pas été

chargée de ces analyses mais j’ai inclus ces données dans les travaux de modélisation que j’ai

réalisés dans les chapitres 3 et 4 de ma these.

Figure 2.6. Mission d’échantillonnage dans la réserve marine de Cerbére-Banyuls. A) Cceur de la réserve
marine de Cerbére-Banyuls. B) Echantillonnage d’ADNe en plongée dans la réserve de Cerbére-Banyuls.
Crédits : (A) A. Duhamet, (B) A. Dalongeville.

4) Metabarcoding des échantillons d’ADNe

Les échantillons sont envoyés a I'entreprise Spygen qui effectue les traitements en
laboratoire. L’ADN est extrait des filtres dans une salle dédiée avec renouvellement d’air
fréquent, traitement UV et désinfection entre chaque manipulation pour éviter tout risque

de contamination.

L’ADN extrait est ensuite amplifié par réaction en chaine par polymérase (Polymerase
Chaine Reaction ; PCR) en utilisant les amorces teleo (Valentini et al., 2016) ciblant un
fragment d’une soixantaine de paires de base situé a la fin du géne mitochondrial 12S.
L’amorce « sens » Teleo-F est ACACCGCCCGTCACTCT et I'amorce « anti-sens » Teleo-R est
CTTCCGGTACACTTACCATG.

Les PCR sont constituées de plusieurs étapes :
1) Dénaturation a 95°C pendant 10 minutes

2) 50 cycles de 30 secondes a 95°C, 30 secondes a 55°C et 1 minutes a 72°C
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3) Elongation a 72°C pendant 7 minutes
12 PCR sont réalisées sur chaque échantillon afin de permettre la détection d’espéces rares.

Une étape de multiplexage est ensuite réalisée. Elle consiste a ajouter a chaque
séquence d’un réplicat PCR d’un échantillon une série de nucléotides unique et connue
appelée « étiquette » ou « tag ». Ces étiquettes permettront de pouvoir ré-assigner les

séquences a leur échantillon d’origine aprés le séquencage.

La préparation des librairies et le séquencgage sont ensuite effectués par I'entreprise
FASTERIS. Les librairies sont préparées par ligation des adaptateurs de séquencage et des
index de librairies (Bohmann et al., 2022). Un séquencage lllumina en «double lecture» («
paired-end ») est réalisé. C’est-a-dire que chaque amplicon est lu a la fois dans le sens 5’-3’ et

3’-5.

5) Analyses bio-informatiques

Plusieurs traitements bio-informatiques doivent étre réalisés pour obtenir une liste
d’especes au lieu d’échantillonnage a partir des données de séquencage d’ADNe. Voici les

différentes étapes réalisées :

1) Assemblage : Au cours de cette étape, les séquences « sens » et « anti-sens »
produites lors du ségquencage en «double lecture» (« paired-end ») sont

assemblées pour reconstituer le barcode.

2) Démultiplexage : Lors de cette étape, chaque séquence est assignée a un
échantillon grace a ses « étiquettes » et les étiquettes et amorces PCR sont

éliminées.

3) Dé-réplication : Dans cette étape, les séquences 100% identiques au sein d’un

échantillon sont comptées et une seule est conservée.

4) Nettoyage des erreurs : Cette étape consiste a détecter et éliminer les

séquences issues d’erreurs de PCR et de séquencage.
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5) Assignation taxonomique : Les séquences obtenues sont comparées a celles
présentes dans la base de référence afin de les assigner a un taxon. Si la base
de référence n’est pas compléte ou si une séquence correspond a plusieurs
espéces (c’est-a-dire que le marqueur n’est pas suffisamment résolutif),
I'algorithme du plus proche ancétre commun (Lower Common Ancestor, LCA,

Aho et al., 1976) assigne au rang taxonomique le plus précis (Genre, Famille).

Deux autres filtres sont réalisés sur les données afin de limiter les erreurs pouvant conduire a

des fausses présences d’espéces dans les échantillons :

- Les séquences issues d’'une mauvaise assignation a un échantillon au cours du
démultiplexage a cause du « tag-jump » (Schnell et al., 2015), c’est-a-dire a cause d’une

contamination des tags lors de la construction des librairies, sont éliminées.

- Lesséquences issues d’Index-hopping, c’est-a-dire de contaminations entre librairies

sont également éliminées.

- Les séquences en trop faible nombre sont éliminées. Dans les études présentées ici

le seuil a été fixé a 10 lectures (« reads »).

Ces analyses bio-informatiques ont été réalisées par Spygen.

6) Base de référence

Pour pouvoir assigner une séquence a une espece, une base de référence est
nécessaire. Or, les bases de références génétiques disponibles restent encore largement
incomplétes (Marques et al., 2021). Un important travail a été réalisé au cours des derniéres
années par le laboratoire du CEFE en collaboration avec différents partenaires pour
I’échantillonnage des tissus (ETH, MARBEC) pour compléter cette base de référence. Jai
personnellement participé a I’extraction et I'amplification des séquences des échantillons de
tissus de 30 especes de chondrichtyens. Les échantillons de tissus proviennent de spécimens
de I'aquarium de Valence en Espagne et ont été conservés dans de I’éthanol 96°. L'ADN a été
extrait avec le kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue (Figure 2.7. A). Aprés extraction, I’ADN a été
amplifié par PCR en utilisant I'amorces « sens » VO5F898 (AAACTCGTGCCAGCCACC) et

38


https://www.zotero.org/google-docs/?jP3A0e
https://www.zotero.org/google-docs/?UO0EEu

Chapitre 1 — Méthodes

I'amorce « antisens » teleo-R (CTTCCGGTACACTTACCATG) ciblant une région d’environ 700

paires de bases du géne mitochondrial 12S (Figure 2.7. B).

La qualité de l'extraction et de I'amplification est ensuite vérifiée grace a une
électrophorese sur gel d’agarose (Figure 2.7. C). Les échantillons sont ensuite séquencés par

la méthode de Sanger et les chromatogrammes sont analysés grace au logiciel Geneious ©.

| ——— ———————— e S e S e o e |

Figure 2.7. A) Extraction d’ADN, B) Thermocycleur utilisé pour amplifier '’ADN extrait, C) Electrophoreése
sur gel d’agarose. Crédits : (A) F. Pichot, (B et C) A. Duhamet.

7) Analyses de données

Dans le chapitre 2, j’ai étudié les patrons globaux de distribution géographique et
bathymétrique de 10 826 espéces d'actinoptérygiens et 960 especes de chondrichtyens en
utilisant les données provenant de Fishbase et OBIS (Ocean Biodiversity Information System).
J'ai ainsi pu estimer la richesse spécifique a chaque profondeur et dans chaque océan. Une
diversité B a également pu étre calculée entre couches bathymétriques. J'ai ensuite analysé
la disponibilité des séquences des marqueurs mitochondriaux 12S teleo (Valentini et al., 2016)
et MiFish-U/E (Miya et al., 2015) dans les bases de données génétiques publiques en réalisant

des PCR in silico avec I'outil ecoPCR du programme Obitools (Boyer et al., 2016).

Dans le chapitre 3 j’ai utilisé les échantillons d’ADNe collectés le long des cotes
méditerranéennes francaises de 2018 a 2021. J’ai employé des modeles linéaires généralisés
a effet mixte (GLMM) avec la fonction fitme du package R spaMM (Rousset & Ferdy, 2014)
afin de déterminer I'effet de la protection des réserves et du confinement Covid-19 du
printemps 2020 sur les différentes espéces de poissons. Ces modeles tiennent compte des

variables environnementales telles que le type et la diversité d’habitat, la profondeur, la
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distance a la cote, la température et la productivité primaire aux sites d’échantillonnage.
L’autocorrélation spatiale est prise en compte dans ces modeles en utilisant la fonction de

covariance de Matérn.

Dans le chapitre 4j’ai analysé les données d’échantillonnage d’ADNe réalisés le long
des cOtes méditerranéennes francaises de 2018 a 2022. J'ai modélisé la répartition de 120
espéces de poissons en utilisant un modele jSDM (joint Species Distribution Model) avec le
package sjSDM (Pichler & Hartig, 2021). Ce modele prend en compte les variables
environnementales telles que le type d’habitat et la profondeur tout en intégrant les
interactions entre espéces et I'autocorrélation spatiale. A partir de ces résultats de répartition
j/ai utilisé un algorithme implémenté dans le package prioritizr (Hanson et al.,, 2023)

permettant de déterminer les zones a inclure en priorité dans un plan de conservation.
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Chapitre 2

Répartition bathymétrique et spatiale des espéeces de
poissons a I’échelle mondiale et disponibilité des
séquences dans les bases génétiques publiques pour
le metabarcoding de ’ADNe

Baudroie commune Lophius piscatorius
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Préface

La distribution géographique et bathymétrique des espéces marines représente une
information clé pour la conservation des écosystemes puisque les efforts de protection
devraient couvrir la plupart des niches environnementales de chacune d’entre elles.
Cependant, la connaissance de cette distribution reste actuellement limitée. C’est
particulierement le cas pour les zones mésophotiques (30-150m) et les grands fonds marins
dont la biodiversité reste encore largement méconnue alors qu’ils sont de plus en plus
menacés par les pressions anthropiques et le changement climatique (Danovaro et al., 2020).
Ce manque de connaissance est principalement dd a leur inaccessibilité et au manque d’outils
de suivi des especes appropriés pour ces écosystémes. Le metabarcoding de I'’ADN
environnemental (ADNe) est une approche non invasive prometteuse pour étudier la
biodiversité des poissons marins. Elle présente un fort potentiel pour I'étude de la biodiversité
des poissons des milieux profonds (McClenaghan et al., 2020) car elle permet de surmonter
la plupart des difficultés inhérentes aux méthodes classiques. Cependant, I'une des
principales limites a I'application de cette méthode est le manque de séquences disponibles
dans les bases de données génétiques publiques qui réduit I'étendue des especes détectées

(Marques, Milhau, et al., 2021).

Ce chapitre vise a établir une synthése des connaissances actuelles de la distribution
géographique et bathymétrique de 10 826 especes d'actinoptérygiens et 960 espéeces de
chondrichtyens ainsi que leur statut de conservation et la disponibilité des séquences des
principaux marqueurs mitochondriaux 12S de metabarcoding de I’ADNe actuellement utilisés,
teleo (Valentini et al., 2016) et MiFish-U/E (Miya et al., 2015), dans les bases de données
génétiques publiques. La pertinence de ces marqueurs pour étudier les poissons des zones
profondes a également été testée au travers du décompte de mésappariements sur les

amorces PCR.

Les résultats révelent, et de maniére encore plus marquée chez les actinoptérygiens,
une importante diminution de la richesse spécifique avec I'augmentation de la profondeur
dans l'ensemble des mers et océans. La composition des communautés change
progressivement en fonction de la profondeur. A partir des analyses du nombre de

mésappariements sur les amorces, les marqueurs étudiés semblent pertinents pour la
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détection des especes des milieux profonds. Cependant, les espéces « endémiques des
profondeurs », c’est-a-dire celles qui ne remontent pas jusqu'a la couche de faible profondeur
(0-30 m), sont moins séquencées que les autres. De méme, les especes dont le statut de

conservation n’est pas connu sont peu couvertes par les bases génétiques publiques.

Cette étude souligne lI'importance de protéger les écosystemes des différentes
profondeurs et met en avant la nécessité d’augmenter I'effort de séquencage des espéces «
endémiques des profondeurs » et des espéces ayant un statut de conservation inconnu pour

améliorer leur suivi via le metabarcoding de I’ADNe.
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Abstract

The bathymetric and geographical distribution of marine species represent a key in-
formation in biodiversity conservation. Yet, deep-sea ecosystems are among the least
explored on Earth and are increasingly impacted by human activities. Environmental
DNA (eDNA) metabarcoding has emerged as a promising method to study fish bio-
diversity but applications to the deep-sea are still scarce. A major limitation in the
application of eDNA metabarcoding is the incompleteness of species sequences avail-
able in public genetic databases which reduces the extent of detected species. This
incompleteness by depth is still unknown. Here, we built the global bathymetric and
geographical distribution of 10,826 actinopterygian and 960 chondrichthyan fish spe-
cies. We assessed their genetic coverage by depth and by ocean for three main me-
tabarcoding markers used in the literature: teleo and MiFish-U/E. We also estimated
the number of primer mismatches per species amplified by in silico polymerase chain
reaction which influence the probability of species detection. Actinopterygians show
a stronger decrease in species richness with depth than Chondrichthyans. These rich-
ness gradients are accompanied by a continuous species turnover between depths.
Fish species coverage with the MiFish-U/E markers is higher than with teleo while
threatened species are more sequenced than the others. “Deep-endemic” species,
those not ascending to the shallow depth layer, are less sequenced than not threat-
ened species. The number of primer mismatches is not higher for deep-sea species
than for shallower ones. eDNA metabarcoding is promising for species detection in
the deep-sea to better account for the 3-dimensional structure of the ocean in marine
biodiversity monitoring and conservation. However, we argue that sequencing efforts
on “deep-endemic” species are needed.
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deep-sea, depth range, environmental DNA, genetic reference database, marine fishes,
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1 | INTRODUCTION

The deep-sea (>200m depth) represents the largest biome on
Earth (>65% of the Earth's surface, and >95% of the world's ocean
volume) but is also the least explored with many undescribed
species (Danovaro et al., 2020). Yet, despite the inherent diffi-
culty of accessing this environment, the deep-sea is increasingly
threatened by multiple direct and indirect anthropogenic threats
(Danovaro et al., 2020; Ramirez-Llodra et al., 2011) such as fish-
eries (Clark et al.,, 2016), climate change (Levin & Le Bris, 2015),
pollution (Jamieson et al., 2017), and hydrocarbon extraction or
mining (Gollner et al., 2017; Jones et al., 2017). For example, there
is a growing interest in harvesting the mineral deep-sea resources
to sustain “blue growth” and economic development (Wedding
et al., 2015). However, these ecosystems are particularly sensitive
to anthropogenic pressures (Niner et al., 2018). Indeed, the deep-
sea environment is considered as being largely pristine, slow to
recover and hosting a high number of rare and threatened species
(Niner et al., 2018; Sigwart et al., 2019). Anthropogenic pressures
jeopardize biodiversity and ecosystem services provided by the
deep-sea such as the regulation of greenhouse gases, sea surface
and atmospheric temperature or pollutants (Armstrong et al., 2012).
In this context, the diversity of deep benthic and pelagic biota may
experience a silent erosion with unknown consequences (Costello
et al., 2012; Danovaro et al., 2014; Webb et al., 2010).

Deep-sea ecosystem knowledge has been revolutionized by the
discovery of high productivity habitats, such as seamounts (Clark
et al, 2010) or chemosynthetic environments (Jannasch, 1985).
Recent investigations have revealed that deep-sea ecosystems are
richer in species and more structured than previously thought owing
to complex evolutionary history with multiple points of origin and
radiations that may have been influenced by fluctuation of oxygen
availability and temperature but also local patterns of oceanic cir-
culation and habitat complexity (Danovaro et al., 2014; McClain &
Hardy, 2010; Miller et al., 2022). Species composition varies widely
along the water column and some species only occur at particular
depths (Lesser et al., 2019; Macdonald et al., 2016; Stefanoudis,
Gress, et al., 2019; Stefanoudis, Rivers, et al., 2019). For exam-
ple, Lined hogfish (Bodianus leucosticticus) is a typical mesophotic
fish living between 50- and 75-m depth (Rocha et al., 2018). This
information is key in conservation, particularly for the design and
monitoring of Marine Protected Areas (MPAs) that should cover
most species habitats and environments (Hanson et al., 2020) be-
yond the basic target of spatial coverage (10% in 2020 and 30%
in 2030 for the marine realm) to safeguard or rebuild biodiversity
(Duarte et al., 2020). So, marine conservation planning urgently
needs to take into account the 3-dimensional nature of the oceans
and deep-sea ecosystems (Levin et al., 2017). However, even if we
have accumulated a large amount of knowledge on deep-sea eco-
systems in the last 130years (McClain & Hardy, 2010; Paulus, 2021),
we still misunderstand how their biodiversity is distributed due to
its inaccessibility and large water volume (Everett & Park, 2018;
Ramirez-Llodra et al., 2011). Indeed, visual surveys with cameras are

limited while fisheries data are often unreliable, biased, opportunis-
tic, and sometimes forbidden in the deep-sea (Rourke et al., 2022;
Wormuth & Roper, 1983). Rare, elusive and cryptobenthic species
are less detected than the others with these methods (Boussarie
et al., 2018; Bozec et al., 2011). Furthermore, the use of Remotely
Operated Vessels and Autonomous Underwater Vehicles in deep-
sea research remains too expensive and limited in space and time
(Canals et al., 2021). Thus, new methods are urgently needed to fill
this knowledge gap and monitor these deep-sea and mesophotic
ecosystems facing increasing disturbances (Paulus, 2021).
Environmental DNA metabarcoding has recently emerged as a
promising non-invasive approach to survey many marine taxa, com-
plementing and often outperforming traditional inventory methods
for detecting a wide breadth of species or Molecular Operational
Taxonomic Units (MOTUs; e.g., Boussarie et al., 2018; Miya, 2022;
Polanco Fernandez, Marques, et al., 2021). Traditional methods like
fishing nets and visual surveys are relevant to analyze fish size, ma-
turity stage, abundance and behavior (McLean et al., 2018), while
eDNA metabarcoding is complementary to these methods by im-
proving species detection (Paulus, 2021; Ruppert et al., 2019).
Environmental DNA (eDNA) is the DNA released by organisms in
their environment through their mucus, shed skins or feces. eDNA
is retrieved by water filtering and then analyzed using metabar-
coding. For that, eDNA is amplified by Polymerase Chain Reaction
(PCR) using markers designed to target different taxonomic groups
(Ficetola et al., 2008; Miya, 2022). The amplified DNA fragments
are sequenced and then assigned to species or taxa using avail-
able genetic databases (e.g., European Nucleotide Archive (ENA);
Taberlet et al., 2012). eDNA metabarcoding has high potential to
study and reveal deep-sea biodiversity since it overcomes most
difficulties inherent to classical methods (Brandt et al., 2021;
Govindarajan et al., 2021; McClenaghan et al., 2020). For example,
Visser et al. (2021) described deep-sea cephalopod communities
along the water column (between 50 and 1600m depth) around
Terceira Island using eDNA metabarcoding. Thomsen et al. (2016)
demonstrated that eDNA metabarcoding can efficiently detect ma-
rine fishes in deep oceanic habitats. Moreover, Canals et al. (2021)
used environmental DNA to assess fish species-specific vertical
distributions and movements through the water column such as the
diel migratory behavior of some mesopelagic species. However, the
major limitation to the large-scale application of eDNA inventories
is the incompleteness of species sequences available in public ge-
netic databases which reduces the breadth of detected taxa (Deiner
et al.,, 2017; Marques et al., 2021; Mathon et al., 2022; Ruppert
et al., 2019). These knowledge gaps are particularly striking in mega-
diverse regions such as the neotropics where even well-documented
taxa such as marine fishes are poorly documented in genetic ref-
erence databases (Juhel et al., 2020). This is a major concern since
fishes are among the most threatened vertebrates on Earth, partic-
ularly Chondrichthyes (Dulvy et al., 2021). Another limitation is the
affinity of primers to the target sequences. Some species are well
amplified by PCR with the selected metabarcoding markers while
others are unlikely to be amplified due to mismatches between
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primers and target sequences reducing their detection probability
(Elbrecht et al., 2018).

Thus, while the potential of deep-sea eDNA metabarcoding to
reveal new biodiversity patterns and refugia remains unachieved,
it has the potential to drive new management actions or MPA es-
tablishments to reach conservation targets (Maxwell et al., 2020).
Moreover, to our knowledge, neither the distribution of fish species
richness (Actinopterygii and Chondrichthyes) nor their turnover
according to depth (from shallow to bathypelagic layers) has ever
been assessed at global scale. Such differences can be estimated
through the number of species occupying a given depth (a-diversity)
but also by the turnover in species composition between depths (-
diversity; Mittelbach & McGill, 2019). Here we took advantage of
online resources such as FishBase (Froese & Pauly, 2022) and Ocean
Biogeographic Information and System (OBIS, 2018) to build a global
database of fish species depth range. Then, we assessed species ge-
netic coverage by depth and oceanic basin for the three principal
12S mitochondrial primer pairs used in the literature: teleo (Valentini
et al.,, 2016), MiFish-U and MiFish-E (Miya et al., 2015) which per-
form well to monitor fish biodiversity (Polanco Fernandez, Richards,
et al., 2021). The region targeted by the teleo primer pair is around
60bp in length and is located at the end of the 12S mtDNA (Valentini
et al., 2016). The region targeted by MiFish-U primer pair is around
170bp located at the beginning of the 12S mtDNA and is designed for
actinopterygian sequence amplification (Miya et al., 2015). MiFish-E
primer pair targets the same region as MiFish-U but is designed for
chondrichthyan sequence amplification (Miya et al., 2015). We com-
pleted this study by analyzing primer affinity through the number
of mismatches between each target sequence and the forward and
reverse primers of each metabarcoding marker.

2 | METHODS

2.1 | Geographic distribution, depth range and
IUCN status of marine fishes

Albouy et al. (2019) extracted the occurrence data (spanning the
period 1826-2013) of 12,865 marine actinopterygian species from
the OBIS database (https://obis.org) to construct their distribution
map. These spatial data were structured on a 1° global grid. For
Chondrichthyes, we used the Spatial Data & Mapping Resources of
the IUCN Red List (downloaded in September 2021) containing poly-
gons for 1127 marine Chondrichthyes species. We overlapped these
polygons with a 1° resolution spatial grid, allowing us to determine
species presence or absence in each 1° cell. We checked and up-
dated all fish names using the WoRMS website (https://www.marin
especies.org) as the unique reference.

We retrieved the depth range of these marine fish species from
FishBase (https://www.fishbase.se) in March 2022. Depth range was
fully documented on FishBase for 9083 of these actinopterygian
and 870 of these chondrichthyan species. To complete the minimum
or maximum depth for the remaining fish species, we collected their
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occurrences from the OBIS database and intersected these occur-
rences with the bathymetric grid (etopo 1; NOAA, 2009) to deter-
mine the 1% and 99% quantiles of the bathymetric distribution for
each species with at least 20 occurrences. We set these thresholds
to avoid extreme, and sometimes unrealistic, values which can bias
the estimation of species depth ranges.

Then, we applied different strategies to implement the miss-
ing depth range values. For demersal species, we considered 1%
and 99% quantiles as the maximum and minimum depth, respec-
tively. For bathydemersal species, we added the condition that the
minimum depth had to be equal or deeper than 200m. For reef-
associated species, we added the condition that the maximum depth
had to be equal or shallower than 200m. For bathypelagic species,
the minimum depth had to be equal or deeper than 1000 m. For
pelagic-oceanic and benthopelagic species, we considered that the
depth range is between the surface (0 m) and the 1% quantile. For
pelagic-neritic species, we added the condition that the maximum
depth range had to be equal or shallower than 200m. By applying
these rules, we completed the bathymetric information for 1743 ac-
tinopterygian and 90 chondrichthyan species.

We downloaded the species IUCN red list status in September
2021 using the R package “rredlist” (Chamberlain, 2018) to assess
the bathymetric distribution of threatened species and their genetic
sequence coverage for eDNA metabarcoding according to depth.
We grouped together Near Threatened, Vulnerable, Endangered
and Critically endangered in one category called Threatened/Near
Threatened (THR). Each species was assigned to one of these four
IUCN Red list categories: Data Deficient (DD; for which data are in-
sufficient to evaluate their conservation status), Not evaluated (NE),
Least Concern (LC) and THR. There are no NE Chondrichthyes in our
dataset because the Spatial Data & Mapping Resources of the [IUCN
Red List dataset only contains evaluated species.

2.2 | «a-and B-diversity

We estimated the number of species for each meter depth be-
tween O and 4000m to obtain a vertical gradient of a-diversity
for all Actinopterygii and Chondrichthyes but also for each ocean
(Figure S1). Next, we coupled this information with the IUCN Red
List to assess the proportion of THR, LC, NE and DD species by
depth. We partitioned the whole potential bathymetric range into
five depth layers to study fish species composition changes accord-
ing to depth: shallow (0-29 m), mesophotic (30-149 m), rariphotic
(150-299m; Baldwin et al., 2018), mesopelagic (300-999 m), and
bathypelagic (1000-4000 m) depth layers (Figure S2). The bathym-
etric depth range was chosen to match with both coastal and pelagic
environments.

We recorded the presence/absence of each species in each of
these depth layers. To investigate compositional change, we used the
two components of B-diversity: (i) species turnover, which represents
the replacement of species between depths and (ii) species nested-
ness, where depths with lower species richness would be subsets of
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those with higher species richness (Baselga, 2010). We calculated
the turnover and nestedness components of p-diversity by compar-
ing the species composition of each pair of bathymetric ranges (e.g.,
Rocha et al., 2018). We used the Simpson pairwise dissimilarity index
to calculate the turnover component and the nestedness-fraction of
the Sorensen pairwise dissimilarity with the R function beta.pair of
the “Betapart” package (Baselga & Orme, 2012).

2.3 | Species genetic sequence coverage

For the species genetic gap analysis, we considered 10,826
Actinopterygii species (61% of all marine Actinopterygii recorded
in WoRMS) and 960 Chondrichthyes species (74% of all marine
Chondrichthyes recorded in WoRMS) for which we have completed
spatial and bathymetric information.

We downloaded the public genetic reference database ENA
(Kanz et al., 2005) in June 2021 that we converted using obicon-
vert and extracted the sequences by in silico PCR using the ecoPCR
from Obitools toolkit (Boyer et al., 2016) for the three markers:
teleo (teleo forward primer—ACACCGCCCGTCACTCT, teleo re-
verse primer—CTTCCGGTACACTTACCATG; Valentini et al., 2016),
MiFish-U (MiFish-U forward primer—GTCGGTAAAACTCGTGC
CAGC, MiFish-U reverse primer—CATAGTGGGGTATCTAATCC
CAGTTTG) and MiFish-E (MiFish-E forward primer—GTTGGTAA
ATCTCGTGCCAGC, MiFish-E reverse primer—CATAGTGGGGTATC
TAATCCTAGTTTG; Miya et al., 2015) primer pairs. In silico PCRs
are simulated PCR based on primer affinity for sequences. We al-
lowed up to three mismatches on forward and reverse primers using
ecoPCR. With this approach, we can only extract sequences which
include the primer binding sites. Sequence entries which lack the
primer binding sites cannot be extracted which might lead to an un-
derestimation of species genetic coverage. To circumvent this issue,
we complemented the ecoPCR output from the ENA database with a
custom published database (Miya et al., 2020) for both MiFish-U and
-E markers since many sequences were available online and acces-
sible via BLAST but could not be extracted using ecoPCR due to the
lack of primer binding sites.

We then extracted the number of primer mismatches on each
primer for each sequence obtained, except those from the custom
MiFish database since primer sequences were not available. If there
was some variability in the number of mismatches between individ-
uals of the same species, we considered the one with the highest
number of mismatches in a conservative approach. We compared
all species amplified by the three primer pairs to fish checklists of
the Atlantic, Indian, Pacific and Polar oceans, but also Mediterranean
and Black seas and southeast Asia seas (Figure S1) to obtain the per-
centage of species sequenced by ocean or sea and depth (between
0 and 4000 m) for all primers. At each depth, we assessed the pro-
portion of species with 0, 1, 2 or 3 mismatches on the forward and/
or reverse primer teleo, MiFish-U and MiFish-E sequences amplified
by in silico PCRs to estimate primer affinity, which influences the

probability of sequence amplification.

Some species are “depth generalist”, i.e., they are recorded in the
surface as well as in deeper layers. Other species, coined as “deep-
endemic” species in our study, are the one that have never been re-
corded in the shallow depth layer. To evaluate the genetic coverage
of those “deep-endemic” species, we classified each species accord-
ing to their ability to ascend to a specific depth. This specific depth
represents the minimal depth at which a given species can live.

3 | RESULTS

3.1 | Global bathymetric distribution of fish species
At the global scale, the number of Actinopterygii species is highest
in the first 20 m where it reaches circa 6000 species and drops rap-
idly with increasing depth to reach around 300 species at 4000m
(Figure 1a). The number of Chondrichthyes also decreases with in-
creasing depth but more slowly (Figure 1b). At 1000m, four times
fewer actinopterygian species are recorded compared with the first
few meters. In comparison, only two times less chondrichthyan spe-
cies are recorded at 1000m compared with the first meters. This
pattern is shared by the different oceans and seas considered in our
study (Figure 1c,d). Yet, the decrease in fish species richness with
depth is less marked for the polar oceans and the Mediterranean
and Black seas. The difference in species richness between oceans is
greater for shallow waters than for deep waters (Figure 1c,d).

The proportion of Actinopterygian species classified as THR
from the IUCN red list is low at all depths (between 1% and 3% of
species), but the proportion of DD species and NE species is high,
with a maximum value of 40% at 250 m depth (Figure 1e). Contrary
to Actinopterygii, the proportion of THR Chondrichthyes is very high
while the proportion of DD species is low. The proportion of THR
species decreases continuously between shallow (65%) and 1000m
depth (25%; Figure 1f). Below 2500 m the number of Chondrichthyes
species is too low to make any interpretation.

This expected drop in species richness with increasing depth, which
explains the nestedness component of p-diversity, is accompanied by
a species turnover ranging between 0.13 and 0.59 for Actinopterygii
and between 0.08 and 0.8 for Chondrichthyes (Figure 2). The highest
turnover values between neighbor depth layers are observed between
the rariphotic and mesopelagic layers for both Actinopterygii and
Chondrichthyes but also between mesophotic and rariphotic layers for
Chondrichthyes, suggesting that the rariphotic layer acts as a major
boundary in the ocean. For Actinopterygii, shallow waters also host
a unique composition since species turnover with other depth layers
ranges between 0.2 and 0.59.

3.2 | Bathymetric distribution of species
genetic coverage

The diversity of marine fishes for which we have bathymetric and

geographical distribution is not well covered in public genetic
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FIGURE 1 Number of (a) actinopterygian species by depth in all the oceans, (b) chondrichthyan species by depth in all the oceans, (c)
actinopterygian species by depth and by ocean and (d) chondrichthyan species by depth and by ocean. (e) Proportion of THR, LC, DD and NE
actinopterygian species by depth. (f) Proportion of THR, LC, NE and DD chondrichthyan species by depth
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FIGURE 2 Species turnover (numbers in bold, Simpson pairwise dissimilarity) and nestedness components (numbers in brackets,
nestedness-fraction of the Sorensen pairwise dissimilarity) of p-diversity for (a) actinopterygii and (b) chondrichthyes between depth layers.
The diagonal contains the values of B-diversity components between neighbor depth layers.

databases with 34% (3678 species) and only 18% (1963 species) of
Actinopterygii covered by MiFish-U/E and teleo markers, respec-
tively. For Chondrichthyes, species coverage is 29% (282 species)
and 25% (237 species), respectively, for the MiFish-U/E and teleo
markers. Two times more Actinopterygii species have a sequence
available for MiFish compared with teleo in the public genetic
database. Across depths, this difference in species genetic cov-
erage remains similar: around 20% for teleo and 40% for MiFish
(Figure 3a). For chondrichthyan species, species genetic cover-
age also remains similar across depths until 2500 m (Figure 3b).
Across the oceans, species genetic coverage is weakly influenced
by depth except for the teleo marker and Actinopterygii in the
Mediterranean and Black Seas and polar oceans where species
genetic coverage decreases from 45% to 30% in the first 500m
(Figure 3c-f). The Atlantic Ocean has the lowest species genetic
coverage for Actinopterygii. At all depths, species genetic cover-
age is higher for THR species compared with DD, NE and LC spe-
cies (Figure 3g-j). For both Actinopterygii and Chondrichthyes, the
proportion of THR species with their sequence available increases
with depth. For example, the proportion of THR Actinopterygii
sequenced for the teleo marker increases from 35% in the first
meters to 60% at 500 m depth (Figure 3g) and from 48% in the first
meters to 75% at 1500 m depth for MiFish (Figure 3h).

Among Actinopterygii, 7954 species can ascend to the shallow
depth range, 1422 species to the mesophotic range, 574 species
to the rariphotic range, 672 species to the mesopelagic range and
204 species to the bathypelagic range. Among Chondrichthyes,
441 species can ascend to the shallow depth range, 174 species
to the mesophotic range, 127 species to the rariphotic range, 197
species to the mesopelagic range and 21 species to the bathype-
lagic range. The “deep-endemic” species (species not recorded in
the shallow depth layer but only in mesophotic, rariphotic, meso-
pelagic or bathypelagic layers) are less covered than those that
can ascend to the shallow depth range (0-30m; Figure 4). For
Actinopterygii, less than 10% of the 574 species occurring only
from rariphotic to deeper layers have a teleo marker sequence
available while more than 20% of the 7954 species that can as-
cend to the shallow depth range have a teleo sequence available
(Figure 4a).

For Actinopterygii, the number of mismatches on forward and re-
verse teleo primers is for almost all species sequenced with around 80%
species at all depths having O mismatch (Figure 5a,b). For MiFish-U, there
are few mismatches on the reverse primer for most species with around
90% having O mismatch at all depths but there are more mismatches on
the forward primer with around 70% of species having one mismatch
and 20% having two or three mismatches at all depths (Figure 5c¢,d).

FIGURE 3 Genetic database coverage across all depth layers. Proportion of (a) actinopterygian and (b) chondrichthyan species with teleo
or MiFish sequence available in the public genetic database. Proportion of (c) actinopterygian and (d) chondrichthyan species with teleo
sequence available in the public genetic database per ocean. Proportion of (e) actinopterygian and (f) chondrichthyan species with MiFish
sequence available in the public genetic database per ocean. Proportion of THR, LC, NE and DD (g) actinopterygian and (h) chondrichthyan
species by depth with teleo sequence available in the public genetic databases. Proportion of THR, LC, NE and DD (i) actinopterygian and (j)
chondrichthyan species by depth with MiFish sequence available in the public genetic databases
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FIGURE 4 Number of actinopterygian species that can ascend to the shallow, mesophotic, rariphotic, mesopelagic or bathypelagic depth
layer (number of species on right of the bars) and their coverage (x-axis) in the genetic reference database for the teleo (a) and MiFish (b)
markers. Number of chondrichthyan species that can ascend to the shallow, mesophotic, rariphotic, mesopelagic or bathypelagic depth layer
(number of species on right of the bars) and their coverage (x-axis) in the genetic reference database for the teleo (c) and MiFish (d) markers.

Actinopterygii species found at low depth do not display more primer
mismatches than their shallower counterparts for any marker.

For Chondrichthyes, almost all sequenced species have O mis-
match on the forward teleo primer while they have 0, 1, 2 or 3 mis-
matches on the reverse teleo primer (Figure 5e,f). The number of
mismatches on the reverse MiFish-E primer is 1 or 2 for almost all
sequenced species (Figure 5h) while it ranges between 0 and 3 for
most species with only O and 1 mismatch for the forward MiFish-E
primer. Deep chondrichthyan species do not have more primer mis-
matches than shallow species for all markers.

4 | DISCUSSION

Our species depth range analysis shows a strong decrease in spe-
cies richness with increasing depth. This is consistent with the

global pattern observed by Costello and Chaudhary (2017) on all
marine taxa combined. At smaller geographical and bathymetric
scale, this fish species richness pattern has also been observed
around the Bermuda archipelago (Stefanoudis, Gress, et al., 2019)
and in the Tsitsikamma National Park Marine Protected Area
(South Africa; Heyns-Veale et al., 2016). The strong decrease in ac-
tinopterygian and chondrichthyan species richness with increas-
ing depth (Figure 1a,b) can be explained by several phenomena.
Firstly, fish species' bathymetric fundamental niche is constrained
by their physiological ability to support abiotic conditions of the
deep-sea: low temperature, high pressure, scarce food, darkness
and low oxygen availability (Spence & Tingley, 2020; Treberg &
Speers-Roesch, 2016). Few species might be adapted to these
harsh conditions. Secondly, the deep ocean has been underex-
plored and is under-represented in global databases of marine
biological records (Webb et al., 2010). Many deep-sea species
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FIGURE 5 Number of primer mismatches for (a) teleo forward primer, (b) teleo reverse primer, (c) MiFish-U forward primer and (d)
MiFish-U reverse primer for Actinopterygii. Number of primer mismatches for (e) teleo forward primer, (f) teleo reverse primer, (g) MiFish-E
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have certainly not yet been discovered (Costello et al., 2012), and
the depth range of some known species may have been under-
estimated. Moreover, these fish biodiversity patterns are not ho-
mogenous among the oceans (Figure 1c¢,d). Difference in species
richness between oceans is much higher at shallow depth than in
deep waters. The decrease in fish richness with increasing depth
is steeper in the Pacific Ocean, Indian Ocean and seas of south-
ern Asia than in the Polar oceans and in the Mediterranean and
Black Seas. It can be partly explained by the development of a
complex mosaic of coral reef habitats in shallow waters of tropical
regions which has been a major driver of cladogenesis (Cowman
& Bellwood, 2011). For example, reef-associated Scaridae (89
species in our data set) and Chaetodontidae (122 species in our
data set) families have, respectively, 94% and 77% of their spe-
cies exclusively living in the first 100m. In addition to the high
diversification rate, large-scale spatial patterns of species richness
can be explained by the difference in time-for-speciation, related
to geological and colonization history (Miller et al., 2018). The
present-day actinopterygian species richness bathymetric gradi-
ent is the result of ancient diversification and colonization events
within deep-sea and shallow habitats over the past 200 million
years (Miller et al., 2022).

Conversely to Actinopterygii, Chondrichthyes species richness
is still high in the mesophotic and in the rariphotic zones until 400 m
depth (Figure 1b,d) but communities change gradually (Figure 2b).
As already described (Musick & Cotton, 2015; Priede et al., 2006;
Treberg & Speers-Roesch, 2016), we show that this taxonomic group
is almost absent in abyssal regions below 3000m and uncommon
below 2000m. To explain this observation, Priede et al. (2006)
suggest that even if they are well-adapted to life at high pressure,
Chondrichthyes are excluded from the abyss because of their high-
energy demand which cannot be sustained in abyssal conditions.
The proportion of threatened and near threatened chondrichthyan
species decreases with increasing depth, suggesting that either
deep-sea species have been up to now less impacted by human ac-
tivities or are just currently unknown to be impacted as the deep-sea
remains difficult to monitor and time series are lacking. A quarter
of all chondrichthyan species is nevertheless threatened or near
threatened at 1000m depth while deep-sea Chondrichthyes are
considered as highly vulnerable to fishing since having slow popula-
tion recovery rates (Simpfendorfer & Kyne, 2009). Deep-sea fishes
generally grow slowly, live longer and have later age at maturity
and a lower fecundity (Drazen & Haedrich, 2012). These life history
traits make them more vulnerable to human disturbances (Mindel
et al., 2018). This highlights the importance of protecting shallow
waters but also mesophotic and deep-sea layers which have unique
fish communities (Levin et al., 2017).

Beyond the level of a-diversity, the amount of species turnover
between adjacent depth layers, or p-diversity, is key to the resil-
ience of marine ecosystems owing to connectivity where refugia
can act as sources of individuals toward impacted layers (Bongaerts
et al., 2010). For instance, it has been shown that mesophotic coral
ecosystems can act as a refugia for some exploited species (Lindfield

et al., 2015). Chaikin et al. (2022) describe a deepening shift pat-
tern for Chondrichthyes but a depth range shrinkage when sea
surface temperature increases in the Mediterranean Sea, suggest-
ing a capacity of deep layers to act as refugia under ocean warm-
ing. However, the rapid diminution of Actinopterygian species
richness with increasing depth (Figure 1a,c) coupled to a gradual
species turnover across depths (Figure 2a) suggests a limited abil-
ity of mesophotic layers to act as refugia for many species. Rocha
et al. (2018) also refuted the mesophotic refugia hypothesis by re-
vealing, from in situ observations, distinct fish communities between
the mesophotic and shallow marine ecosystems near the Bahamas.
Specifically, the species turnover component of B-diversity calcu-
lated with the Jaccard's dissimilarity index between adjacent depth
ranges is comprised between 0.5 and 0.75. Yet, this unexpected high
species turnover may be partly explained by the lack of data and the
underestimation of a-diversity in the mesophotic reefs, particularly
for rare, elusive and cryptic species (Muff et al., 2022). For example,
Brandl et al. (2018) report that half of cryptic species are ignored in
classical surveys. So, species turnover may be underestimated in our
analysis because of uncertainty in our species depth ranges which
are based on records with potential outliers. So even if we removed
the 1% higher and lower recorded depths, we may still overesti-
mate depth range so underestimate p-diversity. Some species depth
ranges extracted from Fishbase might also be overestimated. Thus,
new sampling methods, able to assess more exhaustively fish ma-
rine biodiversity and to operate in the deep sea, are urgently needed
to better address the question of whether mesophotic ecosystems
can act as a refugia for shallow marine waters under threats. Yet,
our knowledge in geographic, depth range and conservation status
of fish species, which are of primary importance for marine conser-
vation, is still very incomplete, imprecise, and biased toward some
species groups (Menegotto & Rangel, 2018; Miqueleiz et al., 2020).
eDNA has been shown to fill biodiversity inventory gaps
for still poorly known habitats such as mesophotic ecosystems
(Muff et al., 2022), and species groups like cryptobenthic fishes
(Boulanger et al., 2021; Mathon et al., 2022). eDNA metabarcoding
is thus a promising tool to detect fish species occurrences in the
deep-sea (Canals et al., 2021). One of the principal limitations in the
use of eDNA metabarcoding for inventories is the incompleteness
of genetic reference databases. Global species genetic coverage
is low for fish species (Marques et al., 2021) but is weakly influ-
enced by depth for the teleo and MiFish-U/E markers (Figure 3c-f).
However, by distinguishing “deep-endemic” species from “depth
generalist” species we show that “deep-endemic” species are less
covered than those that can ascend to the shallow depth range
(0-30m; Figure 4) while eDNA could provide a relevant tool for
their monitoring. We thus need to focus our efforts on sequenc-
ing “deep-endemic” fish species. Our analysis also reveals that
THR species have a better genetic coverage than LC, DD and NE
species. The number of threatened species estimated by the [IUCN
Red List is likely underestimated. So, a lot of DD and NE species
might be threatened (Dulvy et al., 2021). We argue that an import-
ant sequencing effort should be dedicated to DD species and not
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yet evaluated species to improve their monitoring through eDNA
metabarcoding.

Beyond the incompleteness of genetic reference databases, some
species can be missed when applying eDNA metabarcoding due to
mismatches between primers and the target sequences (Elbrecht
et al., 2018). Our analysis on the number of primer mismatches for
MiFish-U/E and teleo metabarcoding primers demonstrates that
these primers are equally well-adapted for both shallow water and
deep-sea fish species detection (Figure 5). So, in theory, teleo and
MiFishU/E are valid markers to study deep-water fish communities
with eDNA metabarcoding. Our study only considers in silico PCR re-
sults to assess global species genetic coverage. However, some spe-
cies theoretically detected by in silico PCR may remain undetected
by real PCR even if they occur in the sampling site. For example,
four-armed frogfish (Tetrabrachium ocellatum) is unlikely to be ampli-
fied by real PCR with the teleo primer pair due to its high number of
mismatches (three mismatches on forward and three mismatches on
reverse primer). For this species, another primer pair such as Vert01
12S should be used (Riaz et al., 2011). Stat et al. (2017) highlight the
need to use multi-marker approaches to better evaluate biodiversity
through eDNA metabarcoding. Moreover, our approach did not in-
clude the mismatch position, which is important in the probability of
species sequence amplification beyond the number of mismatches.
Mismatches at the last two positions of the 3’ end of a primer are
known to be particularly detrimental to PCR amplification (Zhang
et al., 2020), so studies focusing on deep-water species should pay
a particular attention to the location of potential mismatches for the
primer pair chosen to identify any amplification bias toward their
group of interest. Another limitation for species assignment using
eDNA metabarcoding is the marker taxonomic resolution. Some
closely related species share the same marker sequence like Dentex
gibbosus, Pagrus auriga and Dentex dentex (Sparidae) which have all
the same teleo 12S sequence, preventing assignment at the spe-
cies level. Another limitation in the use of eDNA to study fish depth
distribution is the potential eDNA passive vertical transport which
remains understudied. There is some evidence suggesting that this
phenomenon is limited (Jeunen et al., 2020; Monuki et al., 2021).
However, Canals et al. (2021) have highlighted a vertical transport
of eDNA from upper to deeper layers through the sinking process of
organic matter (scales, feces, or corpses among others).

The future improvement in reference databases requires collab-
orating with aquariums and museums to sequence some fish species
like deep-sea fishes or rare species which are difficult to capture in
the wild. Extraction of ancient DNA from museum samples is chal-
lenging but the advances in this field are promising (Silva et al., 2019)
and initiatives such the one of Margaryan et al. (2020) for verte-
brates in Denmark open new perspectives for the development
of genetic databases. Currently, few studies (Gaither et al., 2018;
Tenggardjaja et al., 2014) have focused on the vertical connectiv-
ity of fish species and their potential ecotypes across depth which
is a key information in conservation. Collecting genetic samples of
fish individuals at different depths is often challenging and invasive.
The emergent field of eDNA-based population genetics could have
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a great potential to study fish population connectivity across depths
(Adams et al., 2019). For instance, eDNA has been recently used to
investigate diversity within populations of Striped red mullet (Mullus
surmuletus; e.g., Macé et al., 2022), or Blackfoot paua (Haliotis iris;
Adams et al., 2022), and to successfully estimate population genetic
differentiation like for the whale shark (Sigsgaard et al., 2016). Only
through standard, sustained and multi-objectives observations at
all depths we could get the insights needed to understand the fun-
damental ecological processes that govern the dynamics of marine
ecosystems, and design depth-specific strategies to effectively pro-
tect them in the future. eDNA has the potential to fulfill these re-
quirements by providing estimates of «- and p-diversity for species,
taxa, MOTUs and genes.
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Préface

Les réserves marines ou la péche est strictement interdite sont les principaux outils
utilisés pour sauvegarder la biodiversité marine (Sala & Giakoumi, 2018). Cependant leur effet
peut étre limité par les pressions anthropiques qui s’exercent autour d’elles (Cinner et al.,
2018), leur trop faible superficie, un manque de respect des regles de protection (Dureuil et
al., 2018; Harasti et al., 2019) ainsi que la pollution sonore et le dérangement induit par une
sur-fréquentation de ces zones (Buscaino et al., 2016; Williams et al., 2015). Au cours du
printemps 2020, un confinement lié a I’épidémie de Covid-19 a eu lieu en France. Il a engendré
une diminution temporaire (4 mois) de la présence des hommes en mer et sur les cotes. Ces
conditions offrent donc une occasion unique de comparer |'effet des réserves marines ou les
activités de péche sont interdites pendant une longue période mais dans une zone restreinte,
et I'effet d'une baisse temporaire mais généralisée des activités humaines et de la pollution
sonore sur les occurrences des espéces de poissons le long des cotes méditerranéennes

francaise.

J'ai modélisé I'effet de la protection des réserves et du confinement Covid-19 sur les
probabilités d’occurrence de 87 especes de poissons. Pour cela j'ai utilisé les données des 375
échantillons d’ADNe collectés de 2018 a 2021. Le laboratoire MARBEC a eu la chance de

pouvoir échantillonner ’ADNe durant la période de confinement (160 échantillons).

Les résultats révelent que 59% des especes répondent positivement a la protection
des réserves. 62% des especes répondent positivement au confinement Covid-19 mais il ne
s’agit pas exactement du méme assemblage d’especes. Toutes les especes ne réagissent pas
de la méme maniére a la protection des réserves et au confinement. Cette étude suggere que
la mise en place de plusieurs types de protection complémentaires dont de grandes réserves

interdites d’accés permettraient d’améliorer la protection d’un plus grand nombre d’espéces.

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, les bases de références génétiques
publiques sont encore largement incomplétes, ce qui limite I'utilisation du metabarcoding de
I’ADNe. Seules 55% des espéces de poissons vivant le long des cotes méditerranéennes
francaises ont leur séquence du marqueur metabarcoding teleo disponible dans les bases de

référence génétique publiques. Grace a I'important travail de séquencage réalisé par les
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laboratoires MARBEC, CEFE, et ETH, j’ai pu disposer d’une base de référence contenant les
séquences du marqueur metabarcoding teleo (Valentini et al., 2016) de 81% des especes de

poissons de cette région géographique (Charbonnel et al., 2017).
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The COVID-19 lockdown disentangles the relative influence of fisheries and

boat traffic on coastal fish occurrences
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Abstract

The Mediterranean Sea is a biodiversity hotspot threatened by overfishing, habitat
degradation and anthrophony. No-take marine reserves are the principal management tools
potentially safeguarding fish diversity against multiple threats. Yet, noise pollution induced
by the numerous ship passages and human pressure surrounding their boundaries may
affects their effectiveness. In spring 2020, a forced lockdown owing to the COVID-19
pandemic drastically reduced human presence on the French Mediterranean coast, offering
the unique opportunity to test fish species responses to boat traffic. Here we modeled the
difference in occurrence probability of 87 fish species inside and outside no-take marine
reserves but also during and outside the lockdown period using 375 environmental DNA
samples and their metabarcoding analysis. 59% of species have a higher probability of
occurrence inside no-take marine reserves than outside while 62% fish species are more
detected during the lockdown period than outside. Given the short period of this lockdown,
a higher probability of occurrence cannot result from population growth but is only due to
rapid changes in fish home range, behavior, or activity. Overall, this result suggests that
limiting human disturbances, beyond fishing pressure, can have a positive effect on coastal
marine biodiversity, additionally and complementary to standard no-take reserves. It also
highlights that the dual mandates of most marine reserves to conserve biodiversity and
promote recreational activities can be in conflict and pose a serious challenge to MPA

management in touristic places like the Mediterranean coast.

Keywords: Marine reserve, No-take, Mediterranean Sea, noise pollution, environmental

DNA metabarcoding, fish, IUCN
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Introduction

Marine biodiversity is primarily threatened by overexploitation and climate change
(Jaureguiberry et al., 2022) but also by habitat degradation (Yan et al., 2021) and anthrophony
(Duarte et al., 2021) with consequences on ecosystem functioning (Lefcheck et al., 2021) but
also human livelihood and wellbeing (Eddy et al., 2021). Marine Protected Areas (MPA), and
particularly no-take MPAs also called marine reserves (Costello 2015) where all kinds of
fishing activities are prohibited (Sala & Giakoumi, 2018), are the principal management tools
to halt marine biodiversity erosion and sustain services upon which billions of people depend
(Grorud-Colvert et al., 2021 ; Marcos et al., 2021). Yet, even if MPAs are widely recognized as
efficient management tools to support greater fish biomass (Campbell et al., 2018; Sanabria-
Fernandez et al., 2019), their effect on fish species richness is more nuanced (Loiseau et al.,
2021 ; Dalongeville et al., 2022), heterogeneous among species groups (Giakoumi et al., 2017;
Hadj-Hammou et al., 2021) and even counter-intuitive (Boulanger et al., 2021). Compensatory
processes may indeed shape the level of species richness, e.g., prey species may aggregate in
areas where human activities like fisheries target predators according to the mesopredator
release hypothesis (Bond et al., 2019). Thus, while a disturbance or MPA establishment may
have little impact on biodiversity, it can induce changes at the species level and modify
ecosystem functioning (Lefcheck et al., 2021). Thus, more species-specific investigations are
required to better understand the role of MPAs on fish conservation.

This absence of clear consensus may partly come from uncontrolled human pressure
either outside MPA boundaries (Cinner et al., 2018) or within their boundaries in case of low
compliance that decreases their effectiveness (Dureuil et al., 2018 ; Harasti et al., 2019).
Moreover, most MPA, including marine reserves, are not or weakly protected from many
threats (noise, collision) induced by the maritime transport and touristic activities (Buscaino
et al., 2016; Carreio & Lloret, 2021; Williams et al., 2015). Human-induced noise pollution is
known to have many detrimental effects on fish such as the disruption of intraspecific
communication, behavioral patterns and physiology (Di Franco et al., 2020). So, on the
balance, the relative influence of fisheries and boat traffic on fish occurrences is poorly known
since both effects cannot be disentangled in crowded coastal regions like the Mediterranean

Sea (Williams et al. 2022).
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In spring 2020, a forced lockdown owing to the COVID-19 pandemic drastically
reduced human presence on the coast and at sea since touristic activities were forbidden
while most beaches and coastlines were inaccessible to the public. During this period,
maritime traffic slowed down (March et al., 2021; Pita et al., 2022) and recreational fishing
activities halted while artisanal fisheries were limited owing to lower local market demand
(Spagnol et al., 2021). These exceptional conditions thus offered a unique opportunity to
compare and disentangle the effect of marine reserves, where fishing activities are prohibited
for a long time but in small areas, and the effect of COVID-19 lockdown, when boat traffic and
noise pollution temporary dropped over a large spatial scale along the Mediterranean coast,
on species-specific fish occurrences.

Since most fish species are hardly detectable on rocky shore habitats due to their
elusive, nocturnal or crypto-benthic behavior (Sigsgaard et al., 2020; Valdivia-Carrillo et al.,
2021), we used environmental DNA (eDNA) metabarcoding to census fish occurrences. eDNA
is released by living organisms in their environment via their shed skins, feces or mucus (Miya,
2022). Its collection by water filtering, sequencing and then analysis using a genetic reference
database allows this non-invasive approach to accurately detect most fish species (Polanco et
al., 2021) and revolutionize biomonitoring (Takahashi et al., 2023). Here, taking advantage of
an extensive fish eDNA survey along the Mediterranean coast before, during and after the
COVID-19 forced human lockdown but also inside and outside no-take marine reserves, we
aim at modelling and better understanding species-specific responses to protection and boat
traffic. We also propose new management strategies limiting noise disturbances, beyond

restrictions on fishing activities.

Methods

Study area and sampling design

We filtered 375 eDNA samples along the French Mediterranean coast from March 2018 to
October 2021 (Figure 1; Figure S1). One hundred and twelve of these eDNA samples were
collected inside 11 no-take marine reserves (Table S1) while 160 eDNA samples were
collected during the human-forced COVID-19 lockdown between May and June 2020 (Figure
1). Samples were collected at different depths ranging from 1 to 70 meters (Figure S2).

Samples consist of 30L of seawater filtered using peristaltic pumps, sterile tubes and a
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VigiDNA 0.2 pM cross-flow filtration capsules. Athena® peristaltic pumps (Proactive
Environmental Products LLC, Bradenton, Florida, USA; nominal flow of ~ 1.0 L/min) were used
to sample eDNA at 1m depth and submersible pumps (Subspace, Geneva, Switzerland;
nominal flow of ~ 1.0 L/min) were used to collect eDNA at greater depths (Muff et al., 2022).
The capsules were emptied of the remaining water and filled with 80 ml of CL1 lysis
conservation buffer just after the filtration (Polanco et al., 2021; Marques et al., 2021). Each
sample was collected using single use filtration equipment and disposable gloves to avoid
contaminations. The filtration capsules were stored at room temperature until DNA

extraction.
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Figure 1: Locations of eDNA samples collected along the French Mediterranean coast inside
(red dots) and outside (green diamonds) eleven no-take marine reserves during (a) and outside

(b) the COVID-19 human lockdown period (March-June 2020).

eDNA extraction and sequencing
eDNA extraction was carried out in a room of a dedicated DNA laboratory equipped with UV

treatment, positive air pressure and frequent air renewal following the protocol of Polanco
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et al. (2020). Decontamination procedures were performed before and after each extraction.
The amplification of eDNA was carried out using the teleost and elasmobranch specific teleo
primer pair (forward primer - ACACCGCCCGTCACTCT, reverse primer -
CTTCCGGTACACTTACCATG) targeting a roughly 60 bp region of the 12S mitochondrial rRNA
gene following the protocol described in Valentini et al. (2016). The PCR mixture was
denatured at 95 °C for 10 minutes, followed by 50 cycles of 30 seconds at 95 °C, 30 seconds
at 55 °Cand 1 minute at 72 °C, and a final elongation step at 72 °C for 7 minutes. Twelve PCRs
were conducted on each sample. The primers were 5'-labeled with an eight-nucleotide tag
unique to each PCR replicate and identical for the forward and reverse primers. After
amplification, the PCR products were titrated using capillary electrophoresis QlAxcel (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany). The PCR products are then purified using a MinElute PCR
purification kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and pooled in equal volumes to reach a
theoretical sequencing depth of 1,000,000 reads per sample. Fifty-six libraries were prepared
using the MetaFast protocol (Fasteris, Plan-les-Ouates, Switzerland). Paired-end sequencing
(2 x 125 bp) on eparated MiSeq runs was performed on 44 libraries (Illumina, San Diego, CA,
USA) using the MiSeq Flow Cell Kit Version3 (Illumina, San Diego, CA, USA). Twelve libraries
were sequenced using a NextSeq (2 x 150 bp+8) (lllumina) and the NextSeq Mid kit (Illumina).
DNA extraction and PCR negatives controls were systematically amplified (12 replicates) and

sequenced in parallel of the samples.

Bioinformatic analysis

Paired-end sequencing outputs were processed using the Obitools toolkit (Boyer et al., 2016)
as follows: reads were merged using illuminapairedend, demultiplexed using ngsfilter,
dereplicated using obiuniqg. Sequences shorter than 20 bp, with less than 10 reads and labelled
“internal” by the obiclean software were discarded. We accounted for index-hopping and tag-
jumps (Polanco Fernandez et al., 2020; Richards et al., 2021). Taxonomic assignments were
carried out using ecotag on both sequences retrieved from GenBank® release 247 publicly
available from ENA and those of our Mediterranean database comprising 222 species. With
this combination our reference database covers 81% of the regional fish species pool
(Charbonnel et al., 2017). Species assignments were only validated for 100% sequence match
over the entire sequence length. Sequences showing less than 98% similarity to the reference

databases were removed.

73


https://www.zotero.org/google-docs/?p4ChoV
https://www.zotero.org/google-docs/?5KkKAG
https://www.zotero.org/google-docs/?GC3F8d

Chapitre 3

Habitat and environmental covariates

A total of nine habitat and environmental covariates (Table 1) were extracted for each eDNA

sample to take into account the spatial and temporal variability between sampling sites and

periods in the statistical analyses. Values were extracted from the environmental raster in

each database using the exact_extract function of the R package exactextractr v4.0.2 (Baston,

2022).
Table 1: list and data sources of environmental and habitat variables
Category Variable Source
Habitat Principal habitat DONIA EXPERT
Medtrix platform
Number of different habitat
types https://medtrix.fr/portfolio page/doni
a-expert/

Accessibility | Mean distance to the nearest DONIA EXPERT (2023)

port Medtrix platform
https://medtrix.fr/portfolio _page/donia-
Mean distance to the coastline | expert/
Climate Mean sea surface temperature | MARS3D (Model for Applications at
the week of the survey (7 days | Regional Scales; Lazure & Dumas, 2008)
before sampling and day of
sampling) Model F2-MARS3D-MENOR1200
Spatial Resolution of 1.2 km.
Time-step of three hours.

Mean annual sea surface Bio-ORACLE (Assis et al., 2018;

temperature (period 2000- Tyberghein et al., 2012)

2014)
https://www.bio-oracle.org/
Spatial resolution of 5 arcmin
(approximately 9.2 km at the equator)

Bathymetry | Mean bathymetry Produced by multibeam echosounder

and downloaded from the MEDTRIX
platform:
https://medtrix.fr/portfolio_page/doni
a-expert/
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Productivity | Mean surface chlorophyll-a NASA Aqua MODIS (NASA Goddard
during the week of the survey Space Flight Center, 2018)

(8 days including sampling day)
https://modis.gsfc.nasa.gov/data/datap
rod/chlor a.php

Spatial resolution of 4 km

Mean annual surface Bio-ORACLE (Assis et al., 2018;
chlorophyll-a Tyberghein et al., 2012)

(period 2000-2014)
https://www.bio-oracle.org/

Spatial resolution of 5 arcmin
(approximately 9.2 km at the equator)

Given the strong correlation between the nine habitat and environmental covariates listed
above and sampling variables (sampling depth and method), we performed a Principal
Coordinates Analysis (PCoA) on these 11 variables using the pcoa() function in the ape R
package after calculating a ‘gower’ distance between eDNA samples. To determine the lower
dimensional space which represents correctly the initial space of covariates we used two
approaches (Mouillot et al., 2021): the AUC (Area Under the Curve) metric with a threshold
of 0.7 and the elbow inflection point. These methods allowed us to reduce the dimensionality
of the covariate dataset and construct the models with three independent synthetic
covariates which are PCoA axes. The AUC threshold method indicated that the first three axes
are needed to obtain a good positioning of eDNA samples in the multi-dimensional space
(AUC= 0.725) while the elbow inflection point method indicates that two axes are enough,

but we choose to conserve the first three axes (Figure S3).

Protection and lockdown effects on species occurrences

We performed Generalized Linear Mixed Models (GLMMs) with spatially autocorrelated
random effects to assess the lockdown and reserve effects on each species occurrence
probability using the fitme() function in the spaMM R package (Rousset & Ferdy, 2014) while
controlling for covariates by including the three first PCoA axes as fixed effects. Spatial
autocorrelation was taken into account thanks to the Matérn correlation function placed as

a random effect in the model. Each of the 87 species detected was modelled with a binomial
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response if present in at least 20 samples (5% of the samples). To evaluate model quality,
the AUC metric was used.

For each species, the occurrence probability predicted by the binomial GLMM inside reserves,
outside reserves, during lockdown and outside lockdown were extracted while controlling for
the other factors (i.e., at the means of the three PCoA axes). We then calculated the Risk Ratio
(RR), classically used in biomedical research as the relative risk of a clinical event among
people who are exposed to the risk factor compared to unexposed people (Ranganathan et

al., 2015), to assess the reserve and lockdown effects as follows:

Occurrence probability inside reserves

RR Reserve = — -
Occurrence probability outside reserves

Occurrence probability during lockdown

RR Lockdown = — -
Occurrence probability outside lockdown

If the reserve risk ratio is equal to 1, it means that the species has the same probability to be
present inside vs. outside marine reserves. If the risk ratio >1, it means that the species has a
higher probability to be present inside reserves than outside while if the risk <1 it means that
the species has a lower probability to be observed inside reserves than outside. If the
lockdown risk ratio is equal to 1, it means that the species has the same occurrence probability
during and outside lockdown. If the risk ratio >1, it means that the species has a higher
probability to be present during lockdown. We then compared the level of risk ratio between

reserve and lockdown over all fish species using the Wilcoxon test.

Influence of species traits on risk ratios

We then assessed the influence of species fishing vulnerability, IUCN Red List status and
vertical distribution (benthic —demersal - pelagic) on reserve and lockdown risk ratios. Species
IUCN Red List Status was downloaded in February 2023 using the R package rredlist (Gearty
et al., 2022). Critically Endangered, Endangered, Vulnerable species were classified in one
category called "endangered species". Near Threatened, Least Concern and Data Deficient
species were classified as ""non-endangered species'. The vulnerability of species to fishing

was extracted from FishBase (Cheung et al., 2005) while vertical distribution was extracted
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from Fishmed (Albouy et al., 2015). A Generalized Linear Model (GLM) was carried out to test

the influence of these traits on species reserve and lockdown risk ratios using a Gaussian link.

Results

Protection and lockdown effects on species occurrences

All binomial GLMMs had an AUC value higher than 0.7 suggesting that species occurrences
were accurately predicted using our set of covariates and space but also the reserve and
lockdown effects (Figure S4). Among the 87 species, 59 were very accurately predicted (AUC
>0.9).

Reserve increases the probability of occurrence for 59% of species, and COVID-19 lockdown
for 62% of species, compared to fished conditions without lockdown (Figure 2). Lockdown has
a slightly higher but not significant (Wilcoxon test p-value = 0.491) overall positive effect on
fish species occurrences (Median Risk Ratio of lockdown effect = 1.18) than protection
(Median Risk Ratio of Reserve Effect = 1.07) (Figure 2). It means that half of fish species have
at least 7% more chance to be detected inside than outside marine reserves and that half of
fish species have at least 18% more chance to be detected during than outside the lockdown
period. Thirty-three percent of species have an occurrence probability increasing by more
than 50% (RR > 1.5) during lockdown and 21% of species have an occurrence probability

increasing by more than 50% (RR > 1.5) inside no-take marine reserves compared to outside.
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Figure 2: Distribution of the Risk Ratio (RR) for the effect of no-take marine reserves (a) and
Covid-19 lockdown (b) on occurrences for 87 fish species. The RR Reserve corresponds to the
occurrence probability of a fish species inside reserves divided by its occurrence probability
outside reserves. The RR lockdown corresponds to the occurrence probability of a fish species
during lockdown divided by its occurrence probability outside lockdown. These occurrence
probabilities were estimated for each fish species using predictions of the binomial
Generalized Linear Mixed Models (GLMMs). The red line represents the median of the
distribution. The dotted line corresponds to a Risk Ratio of 1 so no effect of reserve or lockdown

on species-specific fish probability of occurrence.
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Among the 87 species, 33 species so 38% are more present both inside no-take marine
reserves and during the lockdown period than outside these conditions (Figure 3). An
archetypical species in this situation is the Brown meagre Sciaena umbra showing a risk ratio
of 2.31 for the reserve effect and of 2.28 for the lockdown effect. Yet, species benefiting from
reserve and lockdown effects are not always the same. Indeed, 21% of species only are more
present inside marine reserves than outside and 24% only more present during the COVID-19
lockdown period than outside (Figure 3; Figure S5). For instance, four out of the five
Elasmobranch species (Dasyatis pastinaca, Myliobatis aquila, Dasyatis tortonesei and
Dasyatis marmorata) show a higher occurrence probability inside reserves than outside.
While these vulnerable species also show a higher occurrence probability during the
lockdown period than outside, the reserve effect seems to be more beneficial to them than
the lockdown effect.

Moreover, 9 out of the 14 Sparidae species have a positive response to protection (risk ratio
> 1) like those of the Diplodus spp. and in particular the Zebra seabream Diplodus cervinus.
Among the Sparidae species responding positively to protection, seven also respond
positively to lockdown. Serranidae species show a positive response to protection (risk ratio
> 1). The Dusky grouper Epinephelus marginatus (Serranidae) has two times more chance to
be present inside than outside marine reserves (risk ratio = 2.08) but poorly responds to
lockdown (risk ratio = 1.07). Two species of the Serranus spp. present a highly positive
response to lockdown. Labridae species tend to show a slight response to protection but only
the Ornate wrasse Thalassoma pavo positively responds to lockdown (risk ratio = 2.19). Two
out of the four Mugilidae species (Chelon labrosus and Chelon ramada) present a positive
response to protection but only the Thinlip mulle Chelon ramada occurred more frequently
during lockdown (risk ratio = 1.37). The Ocean sunfish Mola mola (species of the Molidae
family) only shows a higher occurrence probability during lockdown (risk ratio = 1.3) but not
inside reserves (risk ratio = 0.75). Cryptobenthic species (Gobiidae, Blennidae and
Trypterigidae families) tend to react positively to lockdown (17 out of the 23 species so 74%)
but show a more balanced response to protection with only 13 out of the 23 species

responding positively.
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Figure 3: Fish species responses to no-take marine reserves and COVID-19 lockdown in terms
of Risk Ratios (RR). The Reserve RR corresponds to the occurrence probability of a fish species
inside reserves divided by its occurrence probability outside reserves. The Lockdown RR
corresponds to the occurrence probability of a fish species during lockdown divided by its
occurrence probability outside lockdown. These occurrence probabilities were estimated for
each fish species using predictions of the binomial Generalized Linear Mixed Models (GLMMs).
Colors correspond to taxonomic groups. The 20 families for which less than three species were

detected are not shown (Other Teleost families).

Influence of species traits on risk ratios

Overall, no significant effect (p-values > 0.05) of species fishing vulnerability, IUCN status and
vertical distribution (benthic/demersal/pelagic) was detected on their response to lockdown
using GLMs predicting species risk ratios. No significant effect (p-values > 0.05) of species
fishing vulnerability and vertical distribution was detected on reserve effect either. However,
a significant positive effect of species IUCN status was detected on risk ratio response to
protection (p-value = 0.004). Among the five species classified as threatened, three present a

higher probability of occurrence inside reserves than during lockdown (Dasyatis pastinaca,
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Myliobatis aquila and Epinephelus marginatus) while two present a higher probability of

occurrence during lockdown than inside reserves (Mola mola and Torpedo marmorata)

(Figure 4).
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Figure 4: Occurrence probability of five endangered Red-Listed fish species (a) Dusky grouper
(Epinephelus marginatus) (b) Ocean sunfish (Mola mola) (c) Common stingray (Dasyatis
Pastinaca) (d) Marbled electric ray (Torpedo marmorata) and (e) Common eagle ray
(Myliobatis aquila) inside marine reserves, during COVID-19 lockdown or outside marine

reserves without lockdown (None).
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Discussion

In our study, we used eDNA data collected from 2018 to 2021 along the French
Mediterranean coast to assess the relative effects of protection and COVID-19 lockdown on
the occurrence probability of 87 fish species while controlling for environmental, habitat and
sampling covariates but also spatial autocorrelation between sites. Our main finding is that
most species respond differently to no-take marine reserves and boat traffic during lockdown
(Figure 3). We highlight that 59% of species have a higher probability of occurrence inside no-
take marine reserves than outside, confirming their importance to safeguard marine fish
biodiversity (Sala & Giakoumi, 2018) but not for all species (Loiseau et al. 2021). For instance,
the endangered and emblematic Dusky grouper (Epinephelus marginatus) is more than twice
as likely to occur inside marine reserves compared to outside. This species is known to be
sedentary with a small home range and to be highly dependent on marine reserves (Hackradt
et al., 2014; Pastor et al., 2009). By contrast, its response to the reduction of boat traffic was
low (risk ratio = 1.07). The lockdown was probably too short in time to induce a change in the
density or home range of this highly territorial species. Our results also suggest that marine
reserves are efficient to protect two endangered elasmobranchs: the Common eagle ray
Myliobatis aquila and the Common stingray Dasyatis pastinaca. In the context of a marked
decrease in elasmobranch populations across the oceans (Dulvy et al., 2021) and the poor
protection offered by partially protected areas to elasmobranchs in the Mediterranean Sea
(Di Lorenzo et al., 2022), this result highlights the potential unique role of no-take marine
reserves to counteract the decline of such vulnerable species (Pacoureau et al., 2023), even
the actual sizes of no-takes zones studied are too small, in comparison to the large home
range of these species.

The COVID-19 lockdown, which severely decreased (-51%) the number of vessels in
spring 2020 in the Western Mediterranean Sea (March et al. 2021), promoted the occurrence
probability for 62% fish species which are more detected during this period than outside
(before and after), most of them (21 species) not benefiting from marine reserves (Figure 3).
Given the short period of this lockdown (4 months), a higher probability of occurrence cannot
result from population growth but is only due to rapid changes in home range, behavior, or

activity. Such sudden species responses to COVID-19 lockdowns for terrestrial vertebrates
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were already reported including inside the highly protected areas suggesting that even ‘low-
impact’ recreational activities may affect wildlife (Wilmers et al., 2021).

Overall, this result suggests that limiting human disturbances, beyond fishing
pressure, can have a positive effect on coastal marine biodiversity, additionally and
complementary to the reserve effect. Some species like the Ocean sunfish Mola mola and the
Bluefin Tuna Thunnus thynnus do not benefit from marine reserves but their occurrence
probability along the French coast increased during the lockdown with a risk ratio of 1.3 and
2.4, respectively. These two pelagic species, particularly vulnerable to fisheries, have a large
home range and are known to migrate over long distances in the high sea (Cermefio et al.,
2015; Pope et al., 2010). Coastal no-take marine reserves with too limited sizes are not
appropriate to safeguard these large home range species on the IUCN Red List. During the
lockdown, limiting human presence at sea and boat traffic, the decrease of fishing effort and
of noise pollution may have offered them favorable conditions to recolonize the coast.
Indeed, Sara et al. (2007) show that the schooling behavior and movement of Bluefin tunas
are affected by the noise of motorboats while Ocean sunfish perform vertical migrations and
float at the surface (Potter & Howell, 2011) so can be disturbed or even collide with boats
(Schoeman et al., 2020).

Some other species may have moved closer to the coast and live at a shallower depth
as human disturbances decrease (Weng et al., 2023). Indeed, anthropogenic noise may affect
fish species in many ways (Duarte et al., 2021; Di Franco et al., 2020). For example, noise
pollution induced by motorboats is known to increase hiding behavior of the Brown meagre
which is usually related to predation risk (La Manna et al., 2016). The noise of motorboats
also acts on the behavior of the Mediterranean Damselfish Chromis chromis by significantly
changing their daily foraging habits (Bracciali et al.,, 2012). Some fish species may have
therefore increased their overall activity during lockdown resulting in a higher detection
probability with eDNA metabarcoding as shown in experiments (Thalinger et al., 2021).

Some species have a higher occurrence probability both inside marine reserves and
during lockdown showing their high vulnerability to multiple forms of human pressure. This
is the case of the iconic Brown meagre. This near-threatened species had been particularly
affected by fishing activities and in particular by spearfishing leading to low abundance in
Mediterranean unprotected areas (Harmelin-Vivien et al., 2015). Since 2013, the Brown

meagre is protected in France against recreational fishing (spearfishing, hook). During the
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COVID-19 crisis, the sudden lockdown of recreational activities (boat traffic and poaching)
may partly explain the positive response of such species. We also reveal that the Marbled ray
Dasyatis marmorata has a higher probability of occurrence both inside marine reserves and
during lockdown. To our knowledge this species has never been observed along the French
Mediterranean coast (Pergent-Martini & Provost, 2022). This species may have expanded its
range and recently arrived along the French coast from Greece where the first record of this
species was noticed in 2019 (Chatzispyrou et al., 2020). Our detections were mainly located
in Corsica and the Banyuls marine reserve so the southern entries of the French
Mediterranean coast. Almost all the 57 detections of this ray were held from 2020 (only one
detection in 2018 and one detection in 2019). Yet, the Marbled ray presence needs to be
confirmed by visual observation.

Like every monitoring tool, eDNA metabarcoding has currently some limitations.
Behavioral and physiological effects on eDNA release need more investigations (Stewart,
2019). In addition, this method cannot provide information about the size, age, life history
stage, and sex of individuals (Miya, 2022) and is still debated about abundance estimates
(Sanchez et al., 2022). In our study we fail to find a significant correlation between species
vulnerability to fishing and a reserve effect on occurrence. Early life stages or residual
populations, often undetectable by standard surveys, may still occur in unprotected areas and
be detected by eDNA only (Boussarie et al., 2018 ; Dalongeville et al., 2022). Fish biomass
inside marine reserves is key to maintain reproduction capacity (Marshall et al., 2019) and to
spillover towards nearby fisheries (Di Lorenzo et al., 2016). So, underwater visual surveys
(Harmelin-Vivien et al., 1985; Edgar et al., 2020) and eDNA metabarcoding are necessary
complementary methods to monitor protection effectiveness and human impacts (Gold et al.,
2021; Mathon et al., 2022). For instance, under tourism shut down due to COVID-19 pandemic
restrictions, reef fish biomass increased in Hawaii (Weng et al., 2023), a pattern that may have
remained silent when using eDNA metabarcoding only and which suggests a major change in
ecosystem functioning.

Our study highlights the importance of no-take marine reserves in biodiversity
conservation but also their potential limited benefits for an unexpected high proportion of
species in terms of occurrence (41%). This result echoes previous findings showing the weak
or even inexistant effect of some marine protected areas on fish biodiversity (Sanabria-

Fernandez et al., 2019; Loiseau et al., 2021; Dalongeville et al., 2022) and that protected areas
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slow declines only for some lineages across the Tree of Life (Justin Nowakowski et al., 2023).
Our results ultimately reveal that French Mediterranean marine reserves are not protected
from other forms of disturbance such as noise pollution (Buscaino et al., 2016) produced by
touristic boats (La Manna et al., 2016) or even smaller motorboats (Nedelec et al., 2022). We
suggest that large no-entry marine reserves, which limit all human disturbances including
noise pollution over large areas, should be more efficient to protect more fish biodiversity.
For instance, grey reef sharks Carcharhinus amblyrhynchos in New-Caledonia are mainly
present and only abundant in large no-entry marine reserves (Juhel et al., 2019). As more
realistic alternatives, a regulation of visitors and recreational activities or the use of electric
boats and more silent boat propellers may be promoted inside marine reserves. At the
regional scale, a balanced mix of different protection types such as partially protected areas,
no-take marine reserves, and no-entry or ‘quiet’ marine reserves is certainly needed to
achieve the multiple objectives of protected areas which may appear antagonistic (Adams et
al., 2023), i.e., conserve biodiversity, host recreational activities and sustain local fisheries.
We are still far from this kind of regional design in the Mediterranean Sea since only 0.23% of
sea surface is highly or fully protected and only 0.06% is really fully protected (Claudet et al.
2020).
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Tables S1: Marine reserves and their characteristics

Site

Marine reserve
name

Year of
establishment

Size of the no-take
zone (ha)

Calvi

Cantonnement de
péche (established
and managed by
fishermen)

1978

1074

Saint-Florent

Cantonnement de
péche (established
and managed by
fishermen)

1977

1674

Les Moines

Natural reserve of
Bouches de
Bonifacio

1999

416

Cerbicale

Natural reserve of
Bouches de Bonifacio

1999

126

Lavezzi

Natural reserve of
Bouches de Bonifacio

1999

84

Cerbere-Banyuls

Natural Marine
reserve of Cerbére-
Banyuls

1974

65

Carry-le-Rouet

Cote Bleue Marine
Park

1982

85

Calanques

Calanques National
Park

2012

1007

Porquerolles

Port-Cros National
Park

2007

152

Cap Roux

Cantonnement de
péche (established
and managed by
fishermen)

2003

445

Roquebrune Cap
Martin

Cantonnement de
péche (established
and managed by
fishermen)

1988

45
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1.01
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Figure S3: Influence of the number of dimensions (number of retained PCoA axes) on the
quality (AUC) of the dimensional space summarizing environmental and methodological
variables. The 3 first axes of the PCoA were identified as the most parsimonious by the AUC

threshold and elbow-based methods (see Methods).
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Préface

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent, les aires marines protégées
(AMPs) et en particulier les réserves marines ou la péche est strictement interdite sont les
principaux outils utilisés pour sauvegarder la biodiversité marine. Les réserves présentes le
long des cotes Méditerranéennes francgaises, au-dela de ne pas étre indemnes de tous les
impacts humains tels que la pollution sonore, couvrent une trop faible surface (Claudet et al.,
2020). La convention sur la Diversité Biologique stipule que 30% de la surface des océans
devra étre protégé d’ici 2030 (CBD, 2022). L'étendue des réserves méditerranéennes
francgaises va donc devoir étre augmentée au cours des prochaines années ; d’autant plus que

cette région géographique est considérée comme « un point chaude » de biodiversité.

Pour savoir ou se situent les zones les plus importantes a protéger, il est nécessaire de
connaitre la distribution des espeéces et leur niche écologique. Le metabarcoding de I’ADNe,
de par son importante efficacité dans la détection des especes, est un outil intéressant a

utiliser pour affiner ces connaissances.

Ici, j’ai utilisé les résultats du metabarcoding de 459 échantillons d’ADNe collectés le
long des cotes méditerranéennes francaises entre 2018 et 2022 pour modéliser la distribution
de 120 espéces de poissons (112 especes de téléostéens et 8 espéces d’élasmobranches). Jai
ainsi pu déterminer les distributions de richesse spécifique a la fois pour les téléostéens et les

élasmobranches.

En utilisant un algorithme d’optimisation et en tenant compte des aires de distribution
prédites, j'ai cherché a déterminer ou il serait le plus important de placer les futurs AMPs
conformément a la CBD. Au moins 30% de |'aire de répartition de chaque espece (le long des
cOtes méditerranéennes francaises) pourrait étre protégé en mettant en place des réserves

sur 30% des eaux littorales frangaises.

Cette étude met en évidence que la zone mésophotique est encore insuffisamment
protégée et qu’il sera important de la prendre en compte dans les futurs programmes de

conservation.
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Abstract

The Mediterranean Sea is a biodiversity hotspot highly threatened by human activities such
as overfishing. However, this sea is still poorly protected, with only 6.01% of its surface
covered by Marine Protected Areas (MPAs) and only 0.23% covered by highly or fully
protected areas. New marine reserves need to be created to meet the Convention on
Biological Diversity's target of protecting 30% of marine areas by 2030. French Mediterranean
no-take marine reserves are mainly located in shallow water zones and poorly cover
mesophotic areas. As depth is a major structuring factor of marine biodiversity, it must be
taken into account in conservation planning. Here we applied a joint Species Distribution
Model on eDNA metabarcoding data to predict the geographic distribution of 120 fish species
from shallow to mesophotic depth layers along the french mediterranean coast. Species
richness hotspots were determined for elasmobranchs and teleosts. From these estimated
distributions, two alternative conservation solutions were proposed. These solutions would
make it possible to protect at least 30% of the estimated distribution of each species by
creating marine reserves on 30% of the studied area. These solutions would cover upper
mesophotic (30-60m) and middle mesophotic (60-90m) zones. Our study paves the way for
the use of eDNA metabarcoding data for species distribution modeling and conservation

planning.

Keywords: Marine Protected Area, Mediterranean Sea, Conservation planning,

Environmental DNA metabarcoding, Mesophotic, Fish, Species distribution Modeling
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Introduction

Marine biodiversity is under increasing threats from human activities and climate
change (Andrello et al., 2022; O’Hara et al., 2021). More particularly, overfishing and habitat
degradation have resulted in fish population declines and local species extirpations (Sherman
et al., 2023; Yan et al., 2021), impacting ecosystems functioning as well as food security,

socioeconomic outcomes and well-being for billions of people in the world (Eddy et al., 2021).

Marine protected areas (MPAs) have been created to safeguard marine biodiversity
and associated contributions to people. No-take marine reserves, i.e. fully protected areas
where all fishing activities are prohibited, are widely recognized as efficient to support greater
fish biomass inside their boundaries and fisheries yields outside by spillover (Campbell et al.,
2018; Marcos et al., 2021; Sala & Giakoumi, 2018; Vilas et al., 2020). However, only 8.2% of
the oceans are covered by MPAs and just 2.9% are fully or highly protected from fishing
impacts in 2023 (Marine Protection Atlas, 2023). Through the target 3 of the Convention on
Biological Diversity adopted during the COP15 in December 2022, governments are aiming to
protect 30% of the sea by 2030 (CBD, 2022). To identify areas of particular importance for
biodiversity, a major effort to census marine biodiversity must be carried out in order to

estimate the geographic distribution and the ecological niche of each species.

The three-dimensional nature of the marine environment is an inherent element of
complexity for setting spatial conservation plans (Levin et al., 2018; Venegas-Li et al., 2018).
Indeed, depth is a major structuring factor of marine biodiversity with deep environments
hosting vulnerable but also endemic species (Danovaro et al. 2014; Duhamet et al., 2023;
Fujiwara et al., 2022; Lesser et al., 2019; Rocha et al., 2018). In order to improve marine
conservation planning on anthropized coasts, biodiversity censuses must be carried out at

various depths and in different types of habitats.

Yet, marine fish species detection can be challenging, especially in mesophotic and
deep-sea zones (Duhamet et al., 2023). In addition, rare, elusive, highly mobile, nocturnal,

small or cryptobenthic species are especially difficult to detect with conventional methods
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like video or visual census (Boussarie et al., 2018; Rey et al., 2023). Environmental DNA (eDNA)
metabarcoding is a non-invasive method that is revolutionizing biomonitoring (Takahashi et
al., 2023). eDNA metabarcoding corresponds to the analysis of the DNA released by organisms
in their environment through their shed skins, mucus or feces. After collection, amplification
and sequencing, each DNA sequence is assigned to a species thanks to a reference genetic
database. It often outperforms conventional inventory methods for fish species detection
(Boussarie et al., 2018; Mathon et al., 2022; Polanco Fernandez, Marques et al., 2021) and is
particularly promising for mesophotic and deep-sea biodiversity inventories (Duhamet et al.,
2023; McClenaghan et al., 2020; Muff et al., 2022). Yet, the extent to which mesophotic eDNA
surveys can inform the tri-dimensional distribution of marine fishes and their conservation

through the implementation of no-take MPAs remains to be evaluated.

In this study we performed an extensive tri-dimensional eDNA survey in the
Mediterranean sea to support conservation planning in this biodiversity hotspot (Coll et al.,
2010) highly threatened by human activities (Micheli et al., 2013). This sea is poorly protected
since just 6.01% of its surface is covered by MPAs and only 0.23% covered by highly or fully
protected areas (Claudet et al., 2020). More precisely, we collected 459 eDNA samples along
the french mediterranean coast from 2018 to 2022, from shallow to mesophotic waters (until
120m depth), to estimate and model the geographic distribution of 120 fish species and

identify areas of high conservation interest for fish biodiversity.

Methods

Study area and sampling design

459 eDNA samples were collected along the French Mediterranean coast from March
2018 to June 2022 (Figure 1A). 326 samples were collected in shallow waters (less than 30
meters depth) and 133 in the mesophotic zone (between 30 and 120 meters depth) (Figure
1B). Athena® peristaltic pumps (Proactive Environmental Products LLC, Bradenton, Florida,
USA; nominal flow of ~ 1.0 L/min) were used to sample eDNA at 1m depth and submersible

pumps (Subspace, Geneva, Switzerland; nominal flow of ~ 1.0 L/min) (Muff et al., 2022) were
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used to sample eDNA at greater depths, close to the substrate to maximize demersal and

benthic species detection.
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Figure 1: A) Locations of eDNA samples collected along the French Mediterranean coast and

B) bathymetric distribution of the eDNA samples
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Samples consist of 30L of filtered seawater using pumps, sterile tubes and a VigiDNA
0.2 uM cross-flow filtration capsules (SPYGEN) (Polanco Fernandez, Richards et al., 2021). The
capsules were emptied of the remaining water and filled with 80 ml of CL1 conservation buffer
(SPYGEN) just after the filtration. To avoid contaminations, each sample was collected using
single use filtration equipment and disposable gloves. The filtration capsules were stored at

room temperature until DNA extraction.

eDNA extraction, amplification and sequencing

eDNA extraction was performed in a room of a dedicated DNA laboratory equipped
with positive air pressure, frequent air renewal and UV treatment following the protocol of
Polanco Fernandez, Richards et al. (2021). Decontamination procedures were performed
before and after each extraction. The amplification of eDNA was carried out using the teleost
and elasmobranch specific teleo primer pair (forward primer - ACACCGCCCGTCACTCT, reverse
primer - CTTCCGGTACACTTACCATG) targeting a roughly 60 bp region of the 12S mitochondrial
rRNA gene, following the protocol described in Valentini et al. (2016). The PCR mixture was
denatured at 95 °C for 10 minutes, followed by 50 cycles of 30 seconds at 95 °C, 30 seconds
at 55 °C and 1 minute at 72 °C, and a final elongation step at 72 °C for 7 minutes. 12 PCR
replicates were conducted on each sample. The primers were 5'-labeled with an eight-
nucleotide tag unique to each PCR replicate. This tag was identical for the forward and reverse
primers. After amplification, the PCR products were titrated using capillary electrophoresis
QlAxcel (Qiagen GmbH, Hilden, Germany). The PCR products are then purified using a
MinElute PCR purification kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and pooled in equal volumes
to reach a theoretical sequencing depth of 1,000,000 reads per sample. 56 libraries were
prepared using the MetaFast protocol (Fasteris, Plan-les-Ouates, Switzerland). Paired-end
sequencing (2 x 125 bp) was performed on 44 libraries on separated MiSeq runs (lllumina,
San Diego, CA, USA) using the MiSeq Flow Cell Kit Version3 (lllumina, San Diego, CA, USA).
Twelve libraries were sequenced using a NextSeq (2 x 150 bp+8) (lllumina) and the NextSeq
Mid kit (Illumina). DNA extraction and PCR negative controls were systematically amplified

(12 replicates) and sequenced in parallel of the samples.
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Bioinformatic analysis

Paired-end sequencing outputs were processed using the Obitools toolkit (Boyer et
al., 2016). Reads were merged using illuminapairedend, demultiplexed using ngsfilter, and
dereplicated using obiuniq. Sequences with less than 10 reads, shorter than 20 bp, and
labelled “internal” by obiclean software were discarded. We accounted for tag-jumps and
index-hopping (Polanco Ferndndez. et al., 2021). Taxonomic assignments were carried out
using ecotag on both sequences retrieved from our Mediterranean database comprising 222
species and those of GenBank® release 247. With this combination our reference database
covers 81% of the regional fish species pool (Charbonnel et al., 2017). Sequences showing less

than 98% similarity to the reference databases were removed.

Habitat and environmental variables

To model the distribution of each species in fish communities, five environmental
variables were extracted at each eDNA sampling point: depth, distance to the coastline,
marine habitats, sea surface temperature and primary productivity (chlorophyll-a

concentration).

Histolitt® coastline was used to calculate the distance between the sampling sites and
the coastline. Temperature and chlorophyll-a concentration were downloaded from bio-

oracle (Assis et al., 2018) https://www.bio-oracle.org/. Marine habitats data came from

DONIA EXPERT maps of the MEDTRIX platform (https://medtrix.fr/portfolio page/donia-

expert/) with a resolution of 500m x 500m. This dataset contains 10 habitats types:
coralligenous, infralittoral soft bottom, circalittoral soft bottom, Posidonia oceanica seagrass
meadow, dead mat of Posidonia oceanica, Cymodocea seagrass meadow, artificial habitats,

infralittoral algae, pebbles and rocky habitat.

Distance to the coast was extracted thanks to the function NNJoin (Nearest Neighbour

spatial Join) of the QGIS software.

Mean depth, mean temperature, mean chlorophyll-a concentration and proportion of

each habitat type were estimated in a buffer of 500m around each eDNA sampling point. The
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exact_extract function of R package exactextractr (v0.9.0) (Baston, 2022) was used to extract

these values from each environmental raster.

The mean values of the same variables were then extracted in each 1km x 1km cell

of a spatial grid along the French Mediterranean coast.
Species distribution modeling

A joint Species Distribution Model (jSDM) (Pichler & Hartig, 2021) was carried out
using the function sjSDM from the R package “sjSDM” (v1.0.5) to model the distribution of
each species along the french mediterranean coast. jSDM differs from classicals Species
Distribution Model (SDM) by integrating, in addition to environmental predictors, the
possibility of a residual species—species correlations. These species co-occurrence patterns
which are not explained by environmental predictors can be the result of biotic interactions
(e.g. mutualism, predation, competition) or missing environmental predictors that shape the
co-occurrence or co-absence of species (Bystrova et al., 2022; Pollock et al., 2014). Our jSDM
also takes into account spatial autocorrelation by integrating spatially structured residual

covariance. This jSDM is based on a multivariate probit model (MVP).

The 120 species detected in at least 10 samples were included in this model. Species
occurrences, environmental variables described above and spatial coordinates of each eDNA

sample were included in this model.

The model quality analysis was assessed using the AUC (Area Under the Curve) metric
based on the Receiver Operating Characteristic (ROC) curve for each species with the function
auc of the R package pROC (v1.18.0). ROC curve represents the true positive rate (Sensibility)
in function of false positive rate (1-Specificity). Therefore, the closer the AUC s to 1, the better
the model's discriminating power between presences and absences. AUC is often considered
good enough when it is equal to or greater than 0.7. (Mandrekar, 2010). We complemented
this model quality analysis by assessing the McFadden's Pseudo-R? for each species

(McFadden, 1973). This metric is calculated as follow:

_ LLpy,
LL

null
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Where LLsu is the log-likelihood of the full model with all variables and LL,ui the log-likelihood

of the null model which includes only the intercept (but no variables).

Goodness of fit of the model is usually considered as acceptable if McFadden's

Pseudo-R? is equal to or greater than 0.2 (McFadden, 1973).

We then partitioned the importance of each of the three components of the model
(environment, species association and spatial effect) in predicting species occurrences by
decomposing the McFadden's Pseudo-R? among the different components (i.e. goodness of

fits for each component) as in Leibold et al. (2022).

Predictions

The predict function of the R package sjSDM was used to predict the occurrence
probability of each fish species in each 1km x 1km cell of the spatial grid where we estimated
the habitat and environmental variables. The optimal threshold maximizing sensitivity and
specificity was then determined for each species. The occurrence probability data by cell were
then transformed in presence/absence data using this optimal threshold: occurrence
probabilities smaller than the threshold were assigned to species absences and occurrence

probabilities bigger than the threshold were assigned to presences.

Species richness by cell of the spatial grid were then determined by summing species

presences for teleosts and elasmobranchs.

Conservation planning

A spatial conservation prioritization was then performed by maximizing each species
protection while minimizing the surface area of reserves. For doing so, the spatial
prioritization package prioritizr (Hanson et al., 2023) was used, with the Gurobi optimizer, to
identify conservation priority areas along the french Mediterranean coast. A target of
protecting at least 30% of each species distribution in the studied area was set. An equal

conservation cost for all the cells in the presence/absence spatial grid was applied.

Existing no-take marine reserves were taken into account for spatial prioritization

using the add _locked _in_constraints factor in the prioritizr conservation planning problem
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formulation. The shapefile of no-take marine reserves was downloaded from Abecasis et al
(2022). This shapefile was stacked with the raster file of the presence/absence spatial grid to

determine which cells were included in existing no-take marine reserves.

Several more or less fragmented conservation scenarios were explored by changing
the boundary length modifier (BLM) value via the add_boundary_penalties factor in the
prioritizr conservation planning problem formulation. The higher the BLM value, the less
fragmented the proposed protected areas are. Five BLM values ranging from 10 to 1 were
computed (104,103,102, 102, 1). Since large marine reserves are known to be more efficient
to restore fish abundance and biomass (Claudet et al., 2008; Malcolm et al., 2016), we tried
to find the least fragmented solution that met the target of protecting at least 30% of the

predicted distribution of each species while not exceeding 30% of reserve coverage.
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Results

eDNA metabarcoding

Atotal of 277,214,408 sequences were recovered after bioinformatic filtering, with an
average of 602,640 sequences per eDNA sample. A total of 179 species were identified thanks
to eDNA metabarcoding. 120 species were detected in at least 10 samples (Figure S1). 27
species were detected on average in each eDNA sample. 79 sequences were not assigned to
a species because of a lack of taxonomic resolution (i.e., several species of the same family or

the same genus sharing the same sequence for the teleo metabarcoding marker).

Model quality

A jSDM was performed to model the distribution of these 120 species detected in at
least 10 eDNA samples. Both AUC and McFadden pseudo-R? metrics suggest that species
occurrences were accurately predicted by our jSDM model (Figure 2). Indeed, only 12 species
had an AUC lower than 0.7 and the mean AUC was 0.8. Only one species has a McFadden
pseudo-R? lower than 0.2 while the mean pseudo-R? was 0.45. These two model quality
evaluation metrics are strongly and positively correlated (Pearson correlation coefficient =

0.65, p-value=1.4 x 10'*°) (Figure S2).
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Figure 2: Model quality distribution across species based on the A) AUC metric and the B)
McFadden pseudo-R?

121



Chapitre 4

The relative influence of environment and species associations were high for most
species while space influence was relatively low (Figure 3). On average, environmental
variables contributed to 41% of the McFadden pseudo-R?, while species associations
contributed to 46% and space contributed to 13%.

Therefore, taking into account species associations (which can be the result of biotic
interactions or missing environmental variables) in addition to the environment greatly

improved the model's accuracy.

©
)

Space

Figure 3: Contribution of environment, species associations and space to McFadden pseudo-
R? of each species. Each dot corresponds to a fish species.

Fish species distributions

Then, species presences and absences were predicted in each 1km x 1km cell of the
spatial grid. This way, the geographic coverage of the 120 fish species was assessed (Figure
$3). Distribution areas ranged from 259 km? for the Steinitz's goby (Gammogobius Steinitz) to
6,584 km? for the Common pandora (Pagellus erythrinus). Mean distribution area was 2,613

km? (Figure S4).

122



Chapitre 4

Species richness patterns differed between teleost and elasmobranch. Teleost
richness hotspots (more than 60 species) were located near the coast between Marseille and
the Italian border and between Perpignan and the Spanish border (Figure 4A). For
elasmobranch, species richness was higher in the northern part of the Corsica island,

especially off the Cap Corse (Figure 4B).
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Figure 4: Fish species richness estimated from the joint Species Distribution Model for A)

teleost species and B) elasmobranch species.
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Existing no-take marine reserves

No-take marine reserves currently cover only a small part of the estimated geographic
area of each species (Figure 5A). 68% of the species are protected in less than 2% of their
range. Less than 0.5% of the predicted range of six of the eight elasmobranch is covered by

no-take marine reserves (Figure S5 A).

No-take marine reserves are not evenly distributed across the different depth layers,
(Figure 5B). They mainly cover shallow areas. More precisely, 1.54% of shallow areas (0-30m
depth) are covered by no-take marine reserves while only 0.68% of the middle mesophotic

areas (60-90m) are protected.
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Figure 5: A) Proportion of fish species distributions covered by the current no-take marine
reserves along the french mediterranean coast. B) Proportion of shallow (0-30m), Upper
mesophotic (30-60m), Middle mesophotic (60-90m) and Lower mesophotic (90-120m) zones
covered by the current no-take marine reserves along the french mediterranean coast.

Spatial conservation planning
Only the two first conservation solutions with BLM value of 10 and 103 did not

exceed 30% of protected areas and, therefore, were in accordance with the CBD target. The
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least fragmented solution is the one with a BLM value of 103 (Figure 6A). This conservation
solution covers 30% of the studied area and allows to protect at least 30% of each species’
estimated geographic distribution (Figure 6B), even for elasmobranch species (Figure S5 B).
Eighteen species would even have more than 35% of their range covered by no-take marine

reserves under this solution.

Unlike current no-take marine reserves, this conservation solution covers roughly the
same proportion of shallow, upper mesophotic and middle mesophotic zones (Figure 6C). This

suggests the importance of protecting mesophotic zones.

The alternative more fragmented conservation solution with the 104 BLM value covers
29% of the studied area (Figures S5 A). This solution also covers at least 30% of each species'
estimated geographic range (Figure S6 B) and covers a high proportion of upper and middle

mesophotic zones (Figure S6 C).
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Figure 6: Least fragmented conservation solution assessed through spatial conservation

prioritization (BLM = 1073). This solution meets the targets of protecting at least 30% of each
species predicted distribution by protecting 30% of the studied area. A) Protected areas (in

green) according to the conservation solution. B) Proportion of fish species distribution

covered by the conservation solution. C) Proportion of each bathymetric zone covered by the

conservation solution.
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Discussion

In this study, we used the metabarcoding of 459 eDNA samples collected from shallow
waters to the mesophotic zones to estimate the distribution of 120 fish species along the
french mediterranean coast. We can highlight some fish species richness hotspots. While
elasmobranch species richness was the highest in the northern part of Corsica with up to 8
species per 1km x 1km spatial unit (Figure 3B), teleost species richness hotspots were
predicted both between Marseille and the Italian border with up to 69 species, and between
Perpignan and the Spanish border with up to 80 species per 1km x 1km spatial unit (Figure
4A). The predicted species richness was certainly underestimated since (/) the distribution of
the 59 species detected in less than 10 samples was not modeled, (ii) 79 sequences were not
assigned to a species because of a lack of taxonomic resolution of the teleo metabarcoding
marker, and (iii) 19% of the regional fish species pool were not present in our reference

database and, therefore, were not detectable.

The accuracy of our jSDM model suggests that species distributions have been
correctly estimated. However, the western part of Corsica and the region located between
Perpignan and Marseille as well as lower mesophotic zones (90-120m) are still undersampled.
Completing eDNA sampling in these geographical and bathymetric zones could greatly
improve the quality of species distribution predictions by limiting extrapolation. In the jSDM,
the relative influence of species associations was globally as high as the influence of the
environmental predictors, suggesting that some environmental variables shaping species
distributions were missing (Figure 3). In fact, species associations can be the result of biotic
interactions but also missing environmental predictors that shape the co-occurrence or co-
absence of species (Bystrova et al., 2022; Pollock et al., 2014). Therefore, adding other
environmental predictors to our jSDM such as fine-scale habitat structure, ocean currents,
fishing pressure or main fishing methods locally used could decrease the influence of species
associations and improve model’s accuracy. The low influence of space suggests that latitude
and longitude do not shape fish species distribution beyond environmental variables. This can
be explained by the relatively restricted geographical area we have studied (Leibold et al.,

2022).
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Each species is protected in a small proportion of its modeled geographic range by
current marine reserves (Figure 5A). French Mediterranean reserves still only cover small
areas (Claudet et al.,, 2020) and are far from sufficient to meet the target set by the
Convention on Biological Diversity (CBD, 2022), i.e. 30% of protection. Furthermore, we can
notice that these reserves are mainly located in shallow water areas (Figure 5B) while
mesophotic areas benefit from very little protection. This observation is shared at the global
scale (Biber et al., 2022). As depth is an important driver structuring ecological communities
(Lesser et al., 2019; Rocha et al., 2018), marine reserves should cover ecosystems of all depths

in order to efficiently protect most species in the ocean (Levin et al., 2018).

Using fish species distributions estimated by applying the jSDM model with eDNA
data, a conservation solution that meets the objective of the Convention on the Biological
Diversity was proposed (CBD, 2022). This solution (Figure 6A) would allow to protect at least
30% of the estimated distribution of each species by creating marine reserves on 30% of the
studied area. It reveals that mesophotic areas have a high conservation interest for fish
species protection since the conservation solution plans to protect around 32% of upper
mesophotic (30-60m) and around 28% of the middle mesophotic zone (60-90m). The increase
of the depth range covered by each marine reserve would increase their efficiency as
described by Goetze et al. (2021) on the Australian coast. Protecting deeper ecosystems not
only maintains species mainly observed in mesophotic zones like the Blackbellied angler
(Lophius budegassa), but also species such as the Dusky grouper (Epinephelus marginatus)
whose larger adult individuals are known to live deeper than younger ones (Condini et al.,
2018; Sbragaglia et al., 2021). Under the climate change context, mesophotic zones can act
as refugia during marine heatwaves (Giraldo-Ospina et al., 2020), making their protection

even more crucial.

The conservation solution presented in the main manuscript (Figure 6A) is mainly
constituted by a few large marine reserves rather than many small ones (i.e., low
fragmentation). Large marine reserves are known to be more efficient to restore fish
abundance and biomass (Claudet et al., 2008; Malcolm et al., 2016) and are more effective

for the protection of highly mobile species like sharks (Dwyer et al., 2020). Yet, the low level
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of fragmentation induces that large areas would remain unprotected between these reserves.
High dispersion potential of teleost fish species, in particular during their pelagic larval stage
(Manel et al.,, 2019), could displace the benefit of marine reserves towards these large
unprotected areas through larval or adult spillover. De Leo & Micheli (2015) found that a few
large marine reserves are more effective at restoring overall fish biomass and are more
beneficial to the fishing sector than many small ones for species with long larval dispersion
distance (= 100 km). However, the creation of such large reserves could be challenging given
local socioeconomic constraints and recreational activities (Sbragaglia et al., 2023). So, a more

fragmented alternative solution was presented (Figure S6).

Here, the conservation solutions proposed only take into account biodiversity aspects
but not local socioeconomic constraints since we set the same conservation cost on all the
1km x 1km planning units. Some areas might be more difficult and costly to protect than
others. Prior to the creation of a marine reserve, transparent discussions with all stakeholders
must take place in order to find the most consensual solution that can both meet biodiversity
conservation objectives and be socially acceptable (Reimer et al., 2023; Voskamp et al., 2023).
Socio-economic constraints could be integrated into our spatial conservation prioritization by
setting different conservation costs in each planning unit, or excluding some of them by

integrating stakeholders in discussions.

In this study, we have estimated fish species distributions near the seafloor. Our
method is therefore more appropriate to study the distribution of demersal and benthic
species than pelagic ones (27 pelagic species in our dataset). Sampling eDNA along the water
column would enable us to estimate the three-dimension distribution of pelagic species
(Canals et al., 2021; Visser et al., 2021) and refine conservation plans by integrating the three-
dimensionality of the pelagic environment (Doxa et al., 2022; Venegas-Li et al., 2018). In
addition, the conservation solution was set up for fish species protection. Other taxa
distributions could be assessed using eDNA metabarcoding (Taberlet et al., 2018) and other

conservation solutions could be explored by integrating them.

Once created, new marine reserves need to be appropriately managed and monitored

over time. eDNA metabarcoding, by their non-destructive nature, high sensibility on species
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detection and relative ease of use, could improve marine reserve monitoring (Capurso et al.,

2023; McGeady et al., 2023).

Our study provides an innovative framework of species distribution modeling and
spatial conservation planning taking into account mesophotic areas thanks to eDNA
metabarcoding. To efficiently restore and protect all marine biodiversity, future conservation
planning will need to integrate multiple ecosystem types (Vozzo et al., 2023), from the

shallowest to the deepest.
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Figure S1: Number of detections for each of the 179 species identified through eDNA
metabarcoding
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Figure S3: Examples of fish distribution areas obtained for the: A) Brown meagre (Sciaena umbra), B)

Bluefin tuna (Thunnus thynnus), C) Common stingray (Dasyatis pastinaca), D) Ornate wrasse

(Thalassoma pavo)
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Figure S5: A) Proportion of Elasmobranch species distribution covered by the current no-take
marine reserves along the french mediterranean coast. B) Proportion of Elasmobranch species
distribution covered by the conservation solution (BLM = 103).
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green) according to the conservation solution. These protected areas covers 29% of the studied
zone B) Proportion of fish species distribution covered by the conservation solution. C)
Proportion of each bathymetric zone covered by the conservation solution.
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1) Syntheése

Avec I'ambition de déployer le metabarcoding de ’ADNe a des fins de conservation,
ce travail de these s’est intéressé aux thématiques suivantes : les bases de références
génétiques nécessaires pour assigner les séquences issues du metabarcoding de ’ADNe a des
especes, la distribution spatiale et bathymétrique des espeéces, I'efficacité des réserves
marines méditerranéennes francaises, les futurs plans de conservation, et |'effet des impacts
humains sur chacune des especes de poissons en méditerranée francaise.

Voici une synthese des principaux résultats obtenus pour chacune de ces thématiques.

a) Base de référence génétique

Pour pouvoir identifier les espéces a partir du metabarcoding de I’ADNe dans le cadre
de programmes de recherche et de conservation, il est nécessaire que leur séquence soit
présente dans une base de référence génétique. J'ai ainsi, dans le chapitre 2 de cette thése,
dressé un état des lieux de la disponibilité des séquences dans la base de référence génétique
publique pour les principaux marqueurs metabarcoding utilisés dans la détection des

poissons : teleo (Valentini et al., 2016) et MiFish-U/E (Miya et al., 2015).

Les résultats révelent qu’a I’échelle mondiale, seulement 19% des espéces de poissons
ont leur séquence du marqueur teleo disponible dans les bases de référence génétiques et
34% ont leur séquence du marqueur MiFish. Un important travail devra donc étre réalisé au

cours des prochaines années pour compléter les bases de référence génétiques publiques.

Les bases de référence sont encore plus incomplétes pour les espéces ne vivant que
dans les zones profondes, que nous appelons “endémique des profondeurs” (non présentes
dans les 30 premiers métres). Obtenir les séquences des especes “endémique des
profondeur” serait d’autant plus important qu’elles sont particulierement difficiles a recenser

par les méthodes d’inventaire classiques.
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Les especes dont le statut de conservation reste inconnu sont peu couvertes par les
bases de référence par rapport aux especes classées comme menacées. Séquencer ces
espéces pourrait permettre d’obtenir plus d’informations sur elles ainsi que sur leur statut de

conservation via le metabarcoding de I’ADNe.

Seules 55% des espéces de poissons vivant le long des cotes méditerranéennes
francaises ont leur séquence du marqueur metabarcoding teleo disponible dans les bases de
référence génétiques publiques. Un important travail a été réalisé par les laboratoires
MARBEC, CEFE et ETH pour compléter la base de référence des espéces de poissons vivant le
long des cotes méditerranéennes frangaises. Ceci a permis la création d’une nouvelle base de
référence contenant les séquences teleo de 81% des espéces de poissons vivant dans cette
zone géographique. J’ai ainsi pu assigner une grande partie des séquences d’ADNe collectées
au cours des campagnes d’échantillonnage réalisées le long des cotes méditerranéennes
francaises a I’échelle de I'espéce. Cela m’a permis d’utiliser, dans les chapitres 3 et 4 de cette
these, le metabarcoding de I'’ADNe pour respectivement évaluer l'effet des réserves
marine/des activités humaines sur la probabilité d’occurrence de chaque espéce, et modéliser

la distribution des espéces pour évaluer les zones de fort intérét pour la conservation.

b) Distribution spatiale et bathymétrique des espéces

Pour protéger efficacement les espéces il est nécessaire de pouvoir déterminer leur
distribution spatiale et bathymétrique. Dans le chapitre 2 de cette thése, une synthése des
connaissances de la répartition de 10 826 especes de téléostéens et 960 especes de
chondrichtyens a I’échelle globale a été réalisée a partir des données issues de fishbase,
d’OBIS, de I'étude réalisée par Albouy et al. (2019) et de la base de données de répartition
spatiale de I'UICN.

Ce travail a permis de déterminer les espéces présentes dans chacune des mers et
océans (Océan Atlantique, Océan Pacifique, Océan Indien, Océans polaires, Mers d’Asie du
Sud-Est, Mer Méditerranée et Mer Noire), de la surface jusqu’a 4000m de profondeur. Une

importante diminution de la richesse spécifique avec I'augmentation de la profondeur a été
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notée dans I'ensemble des mers et océans. A I'échelle globale, le nombre d’espéces de
téléostéens présentes a 1000m de profondeur est divisé par quatre par rapport au nombre
d’espéces vivant proche de la surface. Ce pattern est moins marqué chez les chondrichtyens
puisque seulement 2 fois moins d’espéces sont présentes a 1000m de profondeur comparé
aux premiers metres. De plus, la richesse spécifique pour ce groupe taxonomique reste haute

dans la zone mésophotique (30 - 150m de profondeur).

Méme si la richesse spécifique estimée diminue quand la profondeur augmente,
chaque couche bathymétrique nécessite d’étre protégée car les communautés changent avec
la profondeur comme I'a démontré I'indice de béta-diversité de Simpson. De plus, les milieux

profonds restent encore mal connus et la richesse spécifique est certainement sous-estimée.

Cet article met en avant I'intérét que représente I'utilisation de I’ADNe pour recenser
la biodiversité en milieu profond et pour améliorer nos connaissances sur la répartition

spatiale et bathymétrique de chaque espeéce.

Dans le chapitre 4 j'ai tenté de répondre a la question suivante : Quelle est la

distribution des espéeces de poissons le long des co6tes méditerranéennes francaises ?

Pour cela, jJai modélisé la répartition de 120 espéces de poissons grace au
metabarcoding de I'’ADNe collecté de 1 a 120m de profondeur le long des cotes
Méditerranéennes francaises entre 2018 et 2022. La répartition géographique de 8 espéces
d’élasmobranches et 112 especes de téléostéens a ainsi pu étre estimée. Plusieurs “points
chauds” de richesse spécifique ichtyologique ont pu étre identifiés :

e au large du cap Corse pour les Elasmobranches
e proche de la cOte entre Marseille et la frontiére italienne et entre Perpignan et

la frontiere espagnole pour les Téléostéens
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c) Aires marines protégées

Les Aires marines protégées, et en particulier les zones de non-prélévements ou toute
activité de péche est interdite, représentent I'un des principaux outils utilisés pour

sauvegarder la biodiversité marine (Sala & Giakoumi, 2018).

Dans le chapitre 3 de cette thése, j'ai tenté d’apporter une réponse a la question
suivante :
Quelle est I'efficacité des réserves marines méditerranéennes frangaises dans la protection

des différentes especes de poissons ?

Pour cela j’ai déterminé, a partir de données de metabarcoding d’ADNe, la probabilité
d’occurrence de 87 espéces de poissons a l'intérieur et a I'extérieur de 11 réserves marines
ou la péche est interdite. Les résultats confirment I'importance des réserves marines puisque
59% des especes, dont le Mérou brun (Epinephelus marginatus), le Sar tambour (Diplodus
cervinus), le Corb (Sciaena umbra) ou encore la Raie pastenague (Dasyatis pastinaca), ont une

probabilité d’occurrence plus forte a I'intérieur qu’a I'extérieur des réserves.

En revanche aucun effet bénéfique des réserves n’a été observé sur la probabilité de
présence de 41% des especes, telles que celles faisant partie de la famille des Scombridae par
exemple. La trop faible superficie des réserves actuelles ainsi que leur surfréquentation peut

limiter leur capacité de protection de certaines espéces.

Dans |'objectif d’améliorer la protection de la biodiversité marine, la Convention sur
la Diversité Biologique (CBD, 2022) stipule que 30% de la surface des océans devra étre
protégée d’ici 2030. Pour atteindre cet objectif, de nouvelles réserves marines devront étre
créées au cours des prochaines années. ldentifier des zones importantes pour la conservation

représente donc un enjeu majeur.

Dans le chapitre 4 j’ai tenté de répondre a la question suivante : OU se situent les zones
a protéger en priorité le long des cotes méditerranéennes francaises pour atteindre les
objectifs de la Convention sur la Diversité Biologique ?
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Pour pouvoir identifier ces zones, la répartition de 120 espéces a été modélisée a
partir de données de metabarcoding d’ADNe. Une solution de conservation permettant de
protéger 30% de l'aire de répartition estimée de chaque espéce par la mise en place de
grandes réserves couvrant 30% de la surface de la zone d’étude a été proposée.
Contrairement aux réserves marines méditerranéennes francaises actuelles qui ne protégent
presqu’exclusivement les zones peu profondes (<30m), les réserves marines proposées

couvriraient prés de 30% de la zone mésophotique allant de 30 a 90m de profondeur.

d) Impacts humains

Les activités humaines, au-dela de la péche, ont un fort impact sur les espéces. La
pollution sonore, induite entre autres par les bateaux a moteur, affecte fortement la
biodiversité marine (Duarte et al., 2021). La plupart des aires marines protégées de
Méditerranée, si elles permettent une protection contre la péche, ne sont en revanche pas
indemnes de la pollution sonore induite par leur surfréquentation (Boudouresque et al., 2021;

Buscaino et al., 2016).

Dans le Chapitre 3 de cette these j’ai tenté de répondre a la question suivante :
Quel est I'effet du dérangement (tel que la pollution sonore induite par le passage des

bateaux) sur les différentes espéces de poissons ?

Le confinement lié a I'épidémie de Covid-19 au printemps 2020 a donné une
opportunité unique d’étudier ce sujet puisque la présence de ’lhomme a drastiquement chuté

pendant 4 mois en mer Méditerranée.

J'ai déterminé, a partir de données de metabarcoding de I’ADNe collectées entre 0 et
70m de profondeur a moins de 5km de la cbte, la probabilité d’occurrence de 87 especes
pendant et hors de la période de confinement. Les résultats révelent que 62% des especes
ont davantage été détectées pendant le confinement dont 24% des espéces ne bénéficiant

pas de I'effet des réserves marines telles que le Thon rouge (Thunnus thynnus) ou le Poisson
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lune (Mola mola) par exemple. Ces résultats sont donc sans équivoque : les activités humaines
ont un impact notable sur de nombreuses espéces de poissons. Le confinement ayant eu lieu
sur une période courte, la réponse des especes doit étre principalement comportementale.
Certaines espéces, suite a la diminution globale des activité humaines, sont peut-étre
remontées a plus faible profondeur (Weng et al., 2023) et/ou sont revenues plus prés des
cOtes. Une augmentation de I'activité des poissons (plus de mouvements par exemple) en
I'absence de dérangement pourrait également expliquer leur détection plus importante via

I’ADNe au cours du confinement (Thalinger et al., 2021).

Les résultats suggerent que la mise en place de grandes réserves avec un acces limité

pourrait permettre d’améliorer la protection de nombreuses espéces.
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2) Limites

a) Informations sur les individus

Le metabarcoding de I’ADNe permet une excellente détection des espéces de poissons
mais ne permet de connaitre ni la taille, ni I’age, ni le sexe des individus. Or, ces informations
sont cruciales pour étudier la dynamique des populations et pour évaluer I'efficacité des

programmes de conservation.

Un individu ne joue pas le méme réle dans I’écosysteme en fonction de son stade de
vie. Les jeunes individus n’ont pas la méme place dans le réseau trophique que les adultes
(Navia et al., 2017) et, chez la quasi-totalité des especes de téléostéens, les individus changent
d’habitats entre leur stade larvaire, juvénile et adulte (Ong et al., 2015 ; Leis, 2006). En outre,
ce sont principalement les spécimens adultes de grande taille qui sont ciblés par la péche et

non pas les individus dans leurs premiers stades de vie (Marshall et al., 2019).

b) Evaluation de I'abondance
Pour déterminer I'état de santé d’une population dans un écosysteme, il est
nécessaire d’en estimer le nombre d’individus. Or, la détermination de I'abondance a partir
de ’ADNe se heurte a plusieurs obstacles :
e En fonction de leur mode de vie et de leur physiologie, toutes les especes ne
relarguent pas la méme quantité d’ADN dans leur environnement (Sassoubre
et al., 2016).
e L’activité des individus peut influencer la quantité d’ADN émise dans
I’environnement. Un individu effectuant beaucoup de mouvements relargue
plus d’ADN dans I’environnement (Thalinger et al., 2021).
e Les individus d’'une méme espéce ne relarguent pas la méme quantité d’ADN
dans leur environnement en fonction de leur stade de vie. Un individu juvénile
émet, proportionnellement a son poids, une plus grande quantité d’ADN dans

I’environnement qu’un individu adulte (Maruyama et al., 2014).
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e La persistance de I’ADNe, et donc sa concentration, peut étre influencée par
les variables environnementales telles que la température de I’'eau (Rourke et
al., 2022). L’ADN se dégrade moins rapidement dans une eau froide que dans

une eau chaude.

En outre, il est possible que le couple d’amorces PCR choisi pour réaliser le
metabarcoding de ’ADNe n’ait pas la méme affinité pour les séquences de chaque espéce. Le
nombre de mésappariements entre I'amorce et sa zone de fixation peut étre plus ou moins
grand en fonction des espéces. Pour une méme quantité d’ADN au départ, le nombre de
copies de séquences par espece, obtenu suite a la PCR, peut étre différent (Elbrecht & Leese,
2015). La PCR quantitative, espéce-spécifique (dont les amorces sont choisies pour amplifier
la séquence d’une seule espéce), est une méthode plus adaptée que le metabarcoding pour

guantifier 'ADN de I'espéce ciblée dans le milieu (Mauvisseau et al., 2017).

Bien que quelques études aient montré une corrélation positive entre la biomasse et
le nombre d’amplicons (Rourke et al.,, 2022), il reste actuellement délicat d’inférer

I’'abondance et la biomasse de chaque espéce a partir de données d’ADNe.

c) Résolution taxonomique

Les marqueurs metabarcoding utilisés sont courts et certaines especes proches
peuvent posséder exactement la méme séquence pour un marqueur metabarcoding donné.
Par exemple, comme indiqué dans I'article du chapitre 2 de cette thése, le Denté commun
Dentex dentex et le Denté bossu Dentex gibbosus partagent la méme séquence pour le
marqueur teleo. De méme, les espéces du genre Sebaste ou encore du genre Takifugu ne
peuvent pas étre identifiées en utilisant le marqueur metabarcoding MiFish-U (Yamamoto et
al., 2017). Lorsque les espéces possédant la méme séquence vivent dans la méme région
géographique, il est impossible de les différencier en utilisant seulement ce marqueur

metabarcoding et elles ne seront pas référencées dans les inventaires.
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d) Echantillonnage

Les échantillons d’ADNe analysés dans les chapitres 3 et 4 de cette thése ne sont pas
répartis de maniere homogene le long de la cote méditerranéenne frangaise. L'ouest de la
Corse et la zone se situant entre Marseille a Perpignan sont trop peu échantillonnés (Figure
3.1.A). De méme, le nombre d’échantillons ayant été prélevés au-dela de 60m de profondeur
est encore faible (38 échantillons) (Figure 3.1.B). Augmenter I’échantillonnage dans ces zones
géographiques et bathymétriques permettrait une meilleure modélisation de la distribution

des especes.
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Figure 3.1. A) Localisation des sites d’échantillonnage d’ADNe le long des cétes Méditerranéennes
francaises B) Profondeur auxquelles les échantillons d’ADNe ont été collectés. Les zones spatiales et

bathymétriques qui ont été sous-échantillonnées sont entourées en rouge. Figures extraites de I’article
du chapitre 4 de cette thése.

159



Discussion générale

3) Perspectives

a) Metabarcoding de ’'ADNe

Base de référence

Méme si la base de référence génétique comprend maintenant une importante partie
des espéces de poissons vivant pres des cotes méditerranéennes francaises, elle reste encore
largement incompléte a I"échelle globale pour les marqueurs metabarcoding les plus
communs (cf. chapitre 2). Pour pouvoir appliquer la technologie du metabarcoding de I’ADNe
a large échelle dans le cadre de programmes de recherche et de conservation, il sera
nécessaire de la compléter. Certaines espéces dont la séquence n’est pas présente dans la
base de référence sont rares ou vivent dans des environnements difficiles d’accés tels que les

milieux profonds. Obtenir des échantillons de tissus de ces espéces est donc compliqué.

En plus de la collecte d'échantillons de tissus a partir d’individus péchés,
I’échantillonnage de tissus de spécimens de muséums d’histoire naturelle et d’individus
provenant d’aquariums pourrait permettre d’enrichir plus rapidement la base de référence.
Ainsi, les échantillons de tissus des 30 espéces de chondrichtyens a partir desquels j'ai
effectué des extractions d’ADN (cf. chapitre 1) provenaient d’individus de I'aquarium de
Valence en Espagne. Le séquencage d’ADN provenant de spécimens de muséums d’histoire
naturelle est prometteur pour compléter la base de référence génétique (Margaryan et al.,
2020), bien que I'extraction de I’ADN ancien dégradé issu de ces spécimens reste encore un
défi technique (Silva et al., 2019). Une thése, portant sur la collecte d’échantillons dans les
aquariums et dans les musées pour compléter la base de référence génétique, a commencé

I'année derniére dans I'’équipe BEV du CEFE.
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Utilisation de plusieurs marqueurs metabarcoding

Dans cette thése, seul le marqueur metabarcoding teleo (Valentini et al., 2016) a été
utilisé pour réaliser les inventaires de biodiversité. Les échantillons d’ADNe analysés dans
cette these pourraient étre par la suite re-séquencés avec d’autres marqueurs
metabarcoding. L'application du marqueur MiFish-U (Miya et al., 2015), en complément de
teleo, pourrait permettre la détection de plus d’espéeces car chacun de ces marqueurs porte
un avantage : le couple d’amorces teleo permet d’amplifier plus de genres de poissons
différents tandis que MiFish-U a une meilleure résolution taxonomique (moins d’espéces

partagent la méme séquence pour ce barcode) (Polanco Fernandez. et al., 2021).

Le marqueur teleo ne cible que le groupe taxonomique des poissons et ne permet pas,
a lui seul, d’avoir une vision globale de la biodiversité (tous taxons confondus) au site
d’échantillonnage. Appliquer des marqueurs ciblant d’autres groupes taxonomiques, tels que
les mammiféres marins par exemple, pourrait étre envisagé (Stat et al., 2017 ; Taberlet et al.,

2018).

Echantillonnage d’ADNe en milieu profond

Dans cette these, les collectes d’ADNe ont été réalisées jusque dans la couche
mésophotique grace a des pompes péristaltiques étanches manipulées par des plongeurs (cf.
chapitre 1). Ces filtrations d’ADNe ont ainsi pu étre effectuées au plus prés du substrat, zone
ou une plus grande quantité d’ADNe est présente (Stauffer et al., 2021). Cependant, les
missions d’échantillonnages en plongée dans la zone mésophotique demandent de fortes
compétences techniques et beaucoup de logistique, ce qui limite leur mise en place. De plus,
réaliser des échantillonnage d’ADNe en plongée au-dela de la zone mésophotique reste
impossible. Le déploiement de véhicules sous-marins autonomes (AUV) (Truelove et al.,
2022), tel que le planeur sous-marin SeaExplorer (Figure 3.2. ; cf. Chapitre 1), pourrait faciliter

I’échantillonnage d’ADNe en milieu profond.
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Figure 3.2. Planeur sous-marin SeaExplorer. Crédits : Alseamar

b) Suivis temporels de la biodiversité

La réalisation de suivis temporels de la biodiversité marine avec le metabarcoding de
I’ADNe permettra d’améliorer nos connaissances sur la biologie des espéces et de mesurer

I’effet des perturbations anthropiques sur la biodiversité au cours du temps.

Migration nycthémérale

Effectuer des échantillonnages d’ADNe a différentes heures de la journée et de la nuit
pourra permettre d’améliorer nos connaissances sur la plus grande migration animale
journaliere au monde : la migration nycthémeérale, appelée aussi migration verticale (St. John
et al.,, 2016). Certains organismes marins vivant dans les milieux profonds en journée,
remontent a faible profondeur la nuit pour s’alimenter. Canals et al. (2021) ont pu détecter,
en effectuant des échantillonnages d’ADNe de la surface jusqu’a plus de 1000m de
profondeur le jour et la nuit, la migration nycthémeérale de poissons mésopélagiques tels que
le Maurolique de Miiller (Maurolicus muelleri) et le Poisson-lanterne glacial (Benthosema
glaciale). De méme, Easson et al. (2020) ont pu détecter la migration verticale d’organismes

planctoniques tels que les copépodes et les cténophores grace a I’ADNe.
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Saisonnalité

Le metabarcoding de I'’ADNe pourra aussi nous renseigner sur les modifications
saisonniéeres de la composition des communautés, et ainsi améliorer nos connaissances sur
les phénomeénes de migration de certaines especes (Agersnap et al., 2022 ; Sigsgaard et al.,
2017). Les missions d’échantillonnage d’ADNe aux Calanques de Marseilles, auxquelles j'ai
pris part au cours de ma thése, sont effectuées a chaque saison sur plusieurs années. Ce projet
de suivi temporel via le metabarcoding de I'’ADNe permettra donc d’observer les
modifications de la composition des communautés de poissons entre chaque saison a faible

profondeur et dans la zone mésophotique.

Changements de distribution des espéces

Les suivis réalisés au cours de plusieurs années pourront nous renseigner sur les
modifications d’aire de répartition des espéces en lien avec le changement climatique
(Lacoursiere-Roussel et al., 2018). L'arrivée d’une nouvelle espece dans un écosysteme peut

étre détectée de maniére précoce grace a I'analyse de ’ADNe (Holman et al., 2019).

¢) Evaluation des programmes de protection de la biodiversité

marine

AMPs a acces limité

Le bénéfice des AMPs sur la biodiversité peut se trouver diminué a cause de leur
surfréquentation (Boudouresque et al., 2021; Buscaino et al., 2016). Dans le chapitre 3 de
cette these, il a été noté que certaines espéces ne semblaient pas bénéficier de I'effet des
réserves mais ont été davantage détectées pendant la période du confinement Covid-19 ou
la présence humaine en mer a fortement diminué. Il a ainsi été suggéré que la mise en place
de réserves a I'accés limité en mer Méditerranée pourrait permettre d’améliorer la protection

de certaines espéces. Tester I'efficacité de telles réserves via le metabarcoding de I’ADNe
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serait donc particulierement intéressant. C'est pourquoi, une mission d’échantillonnage
d’ADNe a été réalisée en septembre 2023 par le laboratoire MARBEC dans la zone coeur de la
réserve a l'acces strictement réglementé de Montecristo (Italie). Cette réserve est fortement
surveillée. La baignade, la plongée, la péche et la navigation sont interdites en I'absence
d’autorisations spécifiques (pouvant étre délivrées dans le cadre de programmes de
recherche scientifique). Ce site est considéré comme I'un des plus préservés de méditerranée
(Roveta et al., 2020). Les résultats de cette campagne d’échantillonnage devraient étre

disponibles en 2024.

Restauration écologique

La dégradation des habitats marins représente une menace importante pour la
biodiversité marine (Luypaert et al., 2020). Dans ce contexte, des opérations de restauration
écologique sont menées telles que la replantation de mangroves, le repiquage d’herbier de
posidonie (par exemple le programme REPIC) ou encore la mise en place de récifs artificiels.
Le metabarcoding de '’ADNe pourrait étre un outil intéressant a déployer pour suivre et
évaluer I'effet de ces opérations de restauration écologiques sur la biodiversité au cours du
temps (par exemple mesurer la recolonisation d’un milieu par une espeéce) (Levy et al., 2023;

Wee et al., 2023).

d) Génétique des populations

Les analyses de données ADNe réalisées dans cette these nous ont permis d’obtenir
des informations sur la présence des espéces. En revanche, elles ne permettent pas de

connaitre la structure des populations au sein des espeéces.

Bien que l'utilisation de ’ADNe pour obtenir des informations intraspécifiques telles
que la diversité génétique ou la connectivité entre populations n’en soit qu’a ses débuts, elle
se révele prometteuse (Adams et al., 2019) méme si elle comporte des limites (Couton et al.,
2023). Traditionnellement, les études de génétique de population sont réalisées a partir

d’ADN extrait de tissus. Cependant la collecte de tissu, en plus d’étre une méthode invasive,
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requiert beaucoup de temps et peut étre complexe pour certaines espéeces : mobiles, rares,
cryptobenthiques, menacées ou vivant dans les milieux profonds par exemple (Andrello et al.,
2023). Comme indiqué dans le chapitre 2 de cette these, peu d’études ont investigué la
connectivité génétique verticale chez les poissons (Gaither et al., 2016; Tenggardjaja et al.,
2014). L'analyse intraspécifique de I’ADNe pourrait permettre de déceler |'existence de

potentiels écotypes en fonction de la profondeur.

Les données de connectivité génétique obtenues a partir de ’ADNe, au-dela d’avoir
un intérét en recherche fondamentale, pourraient étre prises en compte dans les plans de

conservation des espéces.

e) Approches pluridisciplinaires

Le metabarcoding de I'ADNe présente |'avantage de permettre une excellente
détection des espéces, mais a aussi, comme toute méthode, des inconvénients. Comme nous
I'avons vu, il ne permet pas d’obtenir d’informations sur la taille et le comportement des
individus. Dans le cadre de programme de recherche et de conservation, il est intéressant de
combiner plusieurs techniques complémentaires telles que la mise en place de caméras

stéréoscopiques et de metabarcoding de I’ADNe (Fujiwara et al., 2022).

Combiner plusieurs méthodes peut permettre de mieux comprendre des processus
écologiques complexes. Ainsi, Visser et al. (2021) ont pu étudier et mieux comprendre la
différenciation de niches entre la Baleine a bec de Cuvier (Ziphius cavirostris) et le Dauphin
de Risso (Grampus griseus) en combinant le metabarcoding de I’ADNe (pour connaitre la
répartition spatiale et bathymétrique de leurs proies) et le bio-logging (pour déterminer leurs

zones et périodes de chasse).
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4) Conclusion

Comme nous I'avons vu dans cette thése, les écosystéemes marins sont de plus en plus
menacés par les activités humaines. Dans ce contexte, il est urgent d’améliorer les
connaissances sur la biodiversité marine et de mettre en place des programmes de
conservation efficaces. Il est important de protéger I'ensemble des types d’écosystéemes,

profonds comme moins profonds.

Dans cette these, j’ai montré que le metabarcoding de I’ADNe peut étre utilisé pour
alimenter des modeles prédictifs d’occurrence des espéces et renseigner des plans de
conservation pour la biodiversité ichtyologique cotiere méditerranéenne. Cette méthode se
révele donc pertinente pour améliorer les connaissances sur les communautés de poissons
marins et représente un outil intéressant a mettre en place dans le cadre d’évaluations et de

planifications de projets de conservation.

Le futur de la biodiversité marine dépendra du degré de protection des océans qui

sera mis en place au cours des prochaines années (Figure 3.3.) (Grorud-Colvert et al., 2021).

Present
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Figure 3.3. Etat de la biodiversité marine en fonction du degré de protection des écosystémes marins.
lllustration extraite de Grorud-Colvert et al. (2021)
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