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Partie 1 : Introduction générale

1. La production primaire, un processus clé

La production primaire représente le stock de carbone organique produit par unité de
temps et de surface, suite a la fixation du carbone inorganique (dioxyde de carbone, CO,) via
la photosynthese (Falkowski and Raven 2007b).

La photosynthése est un processus bioénergétique qui permet aux photoautotrophes de
synthétiser de la matiere organique en utilisant I'énergie lumineuse. Deux types de
photosynthése peuvent étre distingués : 1’une Oxygénique et 1’autre anoxygénique. La
photosynthése anoxygénique, qui ne sera pas abordée dans ce manuscrit, est realisée par
différents types de bactéries anaérobies comme les bactéries pourpres qui oxydent le sulfure
d’hydrogéne en soufre. La photosynthese oxygénique est apparue chez les cyanobactéries il y
a 3 milliards d’années (Karl 2002), puis a été acquise par certains groupes eucaryotes suite a
des endosymbioses successives (Bhattacharya et al. 2004). La photosynthése oxygénique
nécessite la coopération de deux photosystémes (PS), nommeés PSII et PSI que I’on trouve dans
les membranes des thylakoides (Schubert et al. 1998). Chez les eucaryotes photosynthétiques,
les thylakoides sont localisés au sein des chloroplastes, organites cellulaires nés de
I’endosymbiose, ceinturés de deux, trois ou quatre membranes en fonction des lignées et du
degré d’endosymbiose (primaire, secondaire ou tertiaire). La membrane des thylakoides est le
support de complexes protéiques membranaires et des pigments (chlorophylles, caroténoides)
qui composent I’appareil photosynthétique. La photosynthese se déroule en deux phases. Lors
de la premiére phase dite « claire », 1I’énergie lumineuse est utilisée pour scinder les molécules
d’eau (H20) en oxygeéne (O2), en protons (H™) et en électrons (¢°) au niveau du PSII (Fig. 1).
Les H* sont utilisés dans la formation d’une coenzyme qui stocke I'énergie chimique, I’ATP
(Adénosine triphosphate), alors que les e parcourent une chaine de transfert entre les
photosystemes | et 1l aboutissant a la production d’une coenzyme réductrice, le NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit). Lors de la seconde phase, dite
« sombre », ces coenzymes sont alors utilisées pour I’absorption et la réduction du carbone.
L’aboutissement de ces deux étapes est la transformation du COz en glucose, indispensable a la
formation d’autres molécules organiques. Le principe de la photosynthése oxygenique peut

ainsi étre exprimé par 1’équation suivante :

6 CO2 + 6 H20 + énergie lumineuse — CsH1206 (glucose) + 6 O
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Figure 1. Représentation schématique de la section transversale d’une membrane photosynthétique (i.e.
thylakoide) montrant I'orientation et certains des principaux composants de I'appareil photosynthétique.
Le transport des électrons (e") est indiqué par des fleches rouges et le transport des protons (H*) par les fléches
violettes. Les électrons, extraits de 1’eau dans le photosystéme II (PSII), sont transférés au cytochrome bg/f (Cyt
be/F) et de 13, via la plastocyanine (PC) au photosystéme | (PSI), ou ils sont utilisés pour réduire NADP en NADPH.
Abréviation : LHC, antenne collectrice de la lumiére (fleches jaunes) ; RCII : centre réactionnel de la molécule
de chlorophylle a du PSII (P680) et du PSI (P700) ; Pheo, une molécule de phéophytine a ; Qaet Qg, des quinones
lidges; PQ, des plastoquinones libres; Fq, ferrédoxine ; FNR, ferrédoxine/NADP réductase ; Pi, phosphore
inorganique.

Cette synthese de molécule organique via la fixation de CO2 par les organismes
photosynthétiques, représente la source du carbone organique principale pour les organismes
hétérotrophes et place ces organismes autotrophes, a la base des réseaux trophiques. La
production primaire est donc un processus clé, dont une connaissance approfondie est
indispensable & la compréhension, 1’appréhension ainsi qu’au suivi du fonctionnement
trophique et des écosystéemes.

Dans les écosystemes aquatiques, les producteurs primaires réalisant la photosynthése
oxygenique sont représentés par des organismes multicellulaires tels que les angiospermes ou
les macroalgues, et des organismes unicellulaires, procaryotes (i.e. les cyanobactéries) et
eucaryotes (i.e. les microalgues). 1l est important de noter que le terme « algue » n’a aucune
réalité phylogénétique et que ce terme regroupe 1I’ensemble des organismes photosynthétiques
eucaryotes qui ont un appareil végétatif rudimentaire (thalle) ayant un besoin absolu d’eau pour
réaliser leur cycle de vie. Les algues sont ainsi taxonomiquement trés diversifiées et ont des
représentants au sein de nombreuses lignées eucaryotes (Fig. 2). Les organismes
photosynthétiques unicellulaires (cyanobactéries et microalgues) peuvent étre pélagiques et

former le phytoplancton ou benthiques et former le microphytobenthos. (Helbling and Villafafie

19



Partie 1 : Introduction générale

2009). Bien que le role du microphytobenthos ait été longtemps ignoré, I’importance de ce
compartiment a été amplement mise en évidence dans les zones néritiques. 1l apparaitrait que,
tout comme le phytoplancton, 90% de la production primaire réalisée par le microphytobenthos
est consommeée et soutient les réseaux trophiques (Cloern et al. 2014) contre seulement 24 a
44% pour celle des macrophytes (Underwood and Kromkamp 1999; Geider et al. 2001; Cloern
et al. 2014). Ainsi, au sein des écosystémes aquatiques les producteurs primaires produisent un
stock de carbone organique qui supporte 1’ensemble des réseaux trophiques incluant les
compartiments trophiques supérieurs d’intérét commercial. En effet, la croissance des poissons
ainsi que les activités de péche ou d’aquaculture sont étroitement corrélés a la biomasse et a la
production des organismes autotrophes (Nixon 1988; Caddy 2000; Nixon and Buckley 2002).
Compte tenu de D’incertitude concernant la réponse des écosystémes face a 1’inévitable
augmentation des pressions anthropiques et du changement climatique (Folke et al. 2002), il

apparait aujourd’hui indispensable d’améliorer notre compréhension des processus régulant la
production primaire.
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Figure 2. Arbre phylogénétique représentant la distribution des taxa de microalgues au sein des lignées
eucaryotes. Illustrations : (a) Chlorophyceae, (b) Pseudoscourfieldia sp, (c) Porphyridium cruentum, (d)
Gymnochlora dimorpha, (e) Dinoflagellés, (f) Odontella sp, (g) Bolidomonas pacifica, (h) Dictyocha sp, (i)
Aureococcus anophagefferens, (j) Heterosigma akashiwa, (k) Pinguiochrysis pyriformis, (I) Ochromonas sp, (m)

Nannochloropsis salina, (n) Calcidiscus sp, (0) Cryptomonas sp, (p) Euglenoides. Le symbole « ? » indique que
I’arbre n’est pas enraciné (d’aprés Not et al. 2012)
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La production primaire nette aquatique de la planéte a été estimée entre 40 et 60 PgC par
an (Behrenfeld et al. 2005; Falkowski and Raven 2007b), ce qui correspondrait a 1’équivalent
de la production terrestre estimée entre 56 et 59 PgC.an (Field et al. 1998; Geider et al. 2001).
Cependant, I’exactitude de ces données reste une question ouverte et il reste de considérables
incertitudes autant sur les méthodes d’estimations de la production primaire que sur les facteurs

physicochimiques et écologiques qui limitent celle-ci.
2. Méthodes d’estimations de la production primaire aquatique

Nos connaissances actuelles sur la production primaire aquatique sont principalement
basées sur des algorithmes qui reposent sur des mesures de la concentration en chlorophylle a
(chl @) a partir d’images satellites, dont ’emprise offre une vision de sa répartition spatiale
(Gaxiola-Castro et al. 1999; Platt et al. 2008; Tan and Shi 2009). Bien que ces méthodes
puissent étre validées au niveau des zones stables et homogeénes, elles ne permettent pas de
mesurer la production primaire au niveau des zones dynamiques telles que les cotes, les rivieres
ou les estuaires. En effet, la présence de matiéres en suspension (dissoutes et particulaires),
qu’elles soient organiques ou inorganiques, entrainent des erreurs dans 1’interprétation de la
couleur de I’eau. De plus, le fort degré d’hétérogénéité spatiale et temporelle des compartiments
de producteurs primaires dans ces zones peut engendrer des erreurs d’estimation en fonction
des échelles considérées (Shaffer and Onuf 1985; Underwood and Kromkamp 1999). En effet,
les images satellites représentent une image figée du compartiment des producteurs primaires
alors que celle-ci est la résultante de nombreux processus qui influencent la variabilité spatiale
et temporelle de la biomasse et du taux de croissance des organismes photosynthétiques a une
échelle trés fine (Cloern et al. 2014; Fig. 3).
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Figure 3. La productivité primaire est le produit de la biomasse des cellules photosynthétiques (régulée
notamment par son import et son export, sa mortalité par broutage ou sénescence, sa sédimentation en profondeur
ou la disponibilité des nutriments) par le taux de croissance de ces cellules (régulé par la lumiére, la température
et les concentrations en sels nutritifs de I’environnement). D’apres Cloern et al. (2014).
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Les mesures satellites n’étant pas adaptées aux observations cotieres (Moreno-Madrinan
and Fischer 2013), les mesures de production primaire dans ces environnements sont basées sur
des mesures directes. Deux méthodes traditionnelles de mesure directe ont éte developpées pour
estimer la production primaire. La plus utilisée est la méthode d’incorporation d’un isotope
radioactif du carbone, le *C, introduite par Steeman-Nielson (1952) et modifiée par Babin et
al. (1994). Pour pallier aux contraintes de radioprotection, un isotope stable du carbone, le **C
peut également étre utilisé. Cette méthode, décrite dans le chapitre 2, permet de mesurer
directement I’incorporation de carbone inorganique dans la matiére organique. Cependant, cette
méthode nécessite des temps d’incubation relativement longs pouvant atteindre plusieurs
heures. Une autre approche est basée sur le suivi de I’évolution de I’oxygéne produit lors du
processus de la photosynthese. Cependant, cette méthode nécessite également des temps
d’incubation longs et sa sensibilité s’est avérée faible. Elle est plus adaptée a des mesures en
laboratoire (Falkowski and Raven 2007b). Les longs temps d’incubation de ces deux méthodes
engendrent des données a faible fréquence d’acquisition et donc spatialement et temporellement
espacees, ne permettant pas d’appréhender les variations a court-terme des processus
photosynthétiques. De plus, ces méthodes semblent soumises a 1’« effet bouteille ». Ce
phénomene fait allusion a 1’évolution du milieu dans un environnement confiné tel que les
bouteilles d’incubation. En effet, pendant les heures d’incubation, des limitations peuvent se
créer et les populations bactériennes évoluent. Cela engendre un changement de la composition
de la population, une augmentation de la consommation par les bactéries et donc une dérive des
parameétres étudiés (Pernthaler and Amann 2005; Hammes et al. 2010).

A partir des années 1970-80, de nouvelles méthodes de mesure des processus
photosynthétiques ont été développées a partir de la fluorescence chlorophyllienne des cellules
photosynthétiques (Samuelsson and Oquist 1977; Cullen and Renger 1979; Vincent et al. 1984;
Falkowski et al. 1986; Schreiber et al. 1986). Pour comprendre le principe de la fluorescence,
il est nécessaire d’approfondir le processus de la photosynthése évoqué plus tét. Lorsque les
pigments chlorophylliens des centres réactionnels (RC) des photosystémes sont excités par les
photons, ils émettent des électrons pour revenir a leur état fondamental. En dehors de 1’émission
d’électrons, il existe deux autres voies de désexcitation, une partie de 1’énergie absorbée est
alors réémise sous forme de chaleur et de fluorescence (Fig. 4). L’émission et la variation de la
fluorescence proviennent essentiellement du PSII (Krause and Weis 1991). L’ensemble des
voies de désexcitation étant dépendantes, toute variation de la fluorescence traduit une variation
du transport des électrons. Lorsque les pigments sont a I’obscurité, on admet que les RC du

PSII sont ouverts. Lorsque la molécule de chl a « P680 », situé au centre du RC du PSII, est
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excitée par un photon, elle transmet un électron a un premier accepteur, la quinone A (Qa), qui
est réduite et le RC est alors fermé, il n’accepte plus d’électron. L’électron est ensuite transmis
au second accepteur, une quinone B (Qg), qui va ensuite rejoindre un pool de plastoquinones
qui seront utilisées pour la synthése d’ATP. Lorsque Qg est réduite, Qa est oxydée, le centre
réactionnel est a nouveau ouvert. La fermeture des centres va entrainer 1’augmentation de la
fluorescence, une fluorescence minimale (Fo) est ainsi mesurée lorsque tous les centres sont
ouverts et une fluorescence maximale (Fwm) lorsque tous les centres sont fermés (Kolber and
Falkowski 1993).

A. Centre réactionnel du PSII ouvert B. Centre réactionnel du PSII fermé
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Figure 4. Modeéle résumant les transferts d’énergie au niveau du PSII. La lumiere incidente (E) est absorbée
par les antennes collectrices (LHC) d’une chlorophylle avec une section d’absorption (cpsi) €t va migrer par
résonnance en excitant les molécules de cette chlorophylle (Chl*) jusqu’a un centre réactionnel (RC). Si le centre
réactionnel est ouvert (A), Peso Va étre oxydée (Peso*) et le premier accepteur d’électron (Qa) sera reduit (Qa).
Sous ces conditions, la fluorescence est minimale (Fo). Si au moment ou le photon est absorbé, Qa est réduit [i.e.
le RC est fermé (B)], I’énergie absorbée peut étre renvoyée sous forme de fluorescence, augmentant la fluorescence
jusqu’a un niveau maximal (Fum). La valeur de fluorescence F observée a un niveau d’irradiance E est une moyenne
de Fo et Fim pondérée par la fraction de RC ouverts et fermés et correspond au quenching photochimique (qp).
D’aprées Kolber & Falkowski (1993).

Deux méthodes sont couramment utilisées pour mesurer la fluorescence variable du PSII. La
différence entre ces deux méthodes porte sur la fréquence et I’intensité des flashs utilisés pour
fermer les RC du PSII (Kromkamp and Forster 2003) :

- Laméthode ST pour « Single Turnover », principalement utilisée dans les fluorimetres
de type « FRRF » (ex : Fast Repetition Rate Fluorometers Act2; Chelsea Instruments
Ltd., West Molesey, England), réduit progressivement le pool de Qa de Fo jusqu’a un
niveau Fm, a 1’aide d’une succession de flashs courts d’une durée de quelques
microsecondes (= 2 us) et d’intensité modérée.

- Laméthode MT pour « Multi-Turnover », principalement utilisée dans les fluorimetres
de type «PAM » (pour Pulse Amplitued Modulated ; Walz GmbH, Effeltrich,
Germany), utilise un flash plus long (= 600 ms) et plus puissant qui réduit les accepteurs
primaires, Qa, mais également les accepteurs secondaires, Qg, et le pool de

plastoquinones menant a un Fm plus important.
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Ces deux méthodes permettent d’estimer le rendement quantique maximal du PSII (Fv/Fwm) qui
traduit, en partie 1’état physiologique des organismes (Parkhill et al. 2001). Ce rendement
diminue avec I’augmentation des intensités lumineuses en raison de 1’équilibre qui s’instaure
entre 1’énergie allouée pour la photosynthése (i.e. quenching photochimique (ge)), et celle
allouée pour la dissipation de ’excés d’énergie (i.e. quenching non-photochimique (gn ou
NPQ)). Combinées avec des mesures de la « section d’absorption optique du PSII », le a*
(Dubinsky 1992) ou de la « section d’absorption fonctionnelle du PSII », le opsii, (Kolber et al.
1998), ces deux méthodes permettent de calculer un taux de transport d’¢lectrons (ETR ;
Electron Transport Rate) dont les détails de calculs sont donnés dans le chapitre 2. Le
développement constant de nouvelles générations de fluorimétres permet de combiner ces deux
méthodes de fluorescence et d’affiner les mesures d’ETR. Cependant, bien que ces méthodes
aient I’avantage d’étre flexibles, sensibles, non-invasives et permettent d’estimer les paramétres
photosynthétiques a haute fréquence, elles ne permettent pas de mesurer directement le carbone
fixé (Kolber and Falkowski 1993; Barranguet and Kromkamp 2000).

Le couplage des méthodes de mesure des parameétres photosynthétiques a partir de la
fluorescence avec les méthodes d’incorporation du carbone s’est avéré étre une alternative
intéressante pour estimer la production primaire a haute fréquence spatiale et temporelle. En
effet, ce couplage permet de connaitre le nombre d’électrons nécessaires a la fixation d’une
mole de carbone, @ec, et permet ainsi de transformer des données de fluorescence en terme de
carbone a haute fréquence spatiale et/ou temporelle (Barranguet and Kromkamp 2000;
Marchetti et al. 2006; Hancke et al. 2008b; Napoléon and Claquin 2012). Cependant, le e c est
spatialement et temporellement inconstant en raison des multiples facteurs physicochimiques
et écologiques qui vont influer la fixation de carbone et le flux d’électrons des microalgues
(Barranguet and Kromkamp 2000; Morris and Kromkamp 2003; Behrenfeld et al. 2004;
Napoléon et al. 2013b; Lawrenz et al. 2013)

3. Facteurs de régulation de la production primaire

En réponse aux changements physicochimiques de I’environnement (nutriments,
température, lumiére), les producteurs primaires vont subir des modifications physiologiques,
morphologiques et moléculaires qui vont affecter la photosynthese et par conséquent la
biomasse et la production. Ces variations de la production primaire engendrées par des criteres
physicochimiques peuvent se répercuter sur I’ensemble des compartiments du réseau trophique,

ce sont des cascades dites « bottom-up ».
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L ’énergie lumineuse

La lumicére est le facteur le plus déterminant pour les producteurs primaires. L’échelle
temporelle de variation de I’irradiance s’étend de la microseconde due aux mouvements des
vagues a l’interface air-eau, jusqu’aux variations des cycles climatiques en passant par les
variations saisonniéres et interannuelles de I’intensité lumineuse. Cependant, le niveau de
variation le plus important a une profondeur donnée reste le rythme circadien (Falkowski 1984)
qui influence fortement les processus photosynthétiques. En effet, quand les conditions sont
optimales en termes de température et de nutriments, la production primaire et les capacités
photosynthétiques sont directement liées a 1’intensité lumineuse incidente et a la photopériode
(Cole and Cloern 1987; Behrenfeld et al. 2004). Ainsi, les variations journalieres de la
production sont généralement expliquées par les variations de I’intensité lumineuse en lien avec
le rythme circadien (Prézelin 1992). A c6té du rythme circadien, I’hydrodynamisme qui définit
la profondeur critique (modele de Sverdrup (1952)) et la turbidité qui influence les propriétés
optiques de la colonne d’eau (Smith and Mobley 2008) sont les forgages clés qui vont contrdler
les paramétres photosynthétiques (Anning et al. 2000; Behrenfeld et al. 2002; Mangoni et al.
2009) par la mise en ceuvre des processus de photoacclimatation (Macintyre et al. 2002;
Behrenfeld et al. 2004; VVan De Poll et al. 2009).

La photoacclimatation est un processus qui permet aux organismes autotrophes de
modifier leur appareil photosynthétique et donc leur photosynthese pour s’acclimater aux
variations lumineuses (Dubinsky and Stambler 2009). Le mécanisme de régulation le plus
visible correspond a une modification de la concentration pigmentaire (Falkowski 1984;
Dubinsky et al. 1986; Falkowski and Raven 2007a). Ainsi, lors de 1’acclimatation aux fortes
intensités lumineuses, la concentration en chl a par cellule diminue alors que lors de
I’acclimatation aux faibles intensités, la concentration en chl a par cellule atteint son maximum.
Macintyre et al. (2002) ont pu observer un contenu en chl a 12 fois plus important chez la
chlorophycée Dunaliella sp., en passant des fortes aux faibles intensités lumineuses. Cependant,
aux faibles intensités, 1’augmentation du nombre de molécules de chl a est associée a une
réorganisation des membranes au niveau des thylakoides qui engendre un auto-ombrage des
chloroplastes entre les membranes et donc une diminution de la section d’absorption optique
(@*), phénomene appelé « package effect » (Falkowski and Raven 2007a; Dubinsky and
Stambler 2009).

Une autre source de variation de 1’absorption est une modification de la composition
pigmentaire. Les pigments microalgaux comprennent des groupes ayant des propriétés

chimiques et physiques difféerentes (Kirk, 1994). De facon générale, les pigments peuvent étre
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divisés en trois groupes : les chlorophylles a, b et ¢ (~10 sortes; Zapata et al. 2006), les
caroténoides (>30 sortes de caroténes et leurs dérivés oxygénés connus sous le nom de
xanthophylles ; Jeffrey & Vesk 1997) et 3 sortes de phycobiliprotéines (allophycocyanines,
phycocyanines et phycoérythrines ; Rowan 1989). Parmi ces pigments, un premier groupe est
représenté par les pigments accessoires photosynthétiques qui absorbent I'énergie a des
longueurs d’onde différentes de celles de la chl a, et qui transférent une partie de cette énergie
absorbée aux chl a, pour la photosynthese (Majchrowski and Osthowska 2000). Un second
groupe est représenté par des pigments accessoires non photosynthétiques dits
« photoprotecteurs » (Karentz 1994; Majchrowski and Osthowska 2000). Ces pigments sont
principalement des caroténoides qui absorbent 1’énergie des faibles longueurs d'onde (400-500
nm) et des ultraviolets (360-400 nm). Ils agissent comme des écrans solaires (Laurion et al.
2002) en fournissant une protection contre le stress photo-oxydatif qui pourrait étre induit par
ces faibles longueurs d’onde de forte énergie (Karentz 1994).

Deux autres réponses font partie des processus de photoacclimatation. D’une part, la capacité
des cellules a modifier la taille de leurs antennes collectrices et d’autre part, celle de modifier
le nombre de leurs photosystémes actifs, ces deux capacités n’étant pas forcément liées. Ainsi,
lors d’une acclimatation a de fortes intensités, la taille des antennes collectrices des
photosystemes peut étre diminuée et/ou le nombre des photosystémes actifs réduit. Ces deux
réponses se traduisent par une diminution de la section d’absorption optique (a*) ou
fonctionnelle (opsii) des photosystemes.

Un autre processus de photoacclimatation est la dispersion de I’excés d’énergie sous forme de
chaleur. Ce processus est réalisé par différents pigments qui different en fonction des phylums
comme la zéaxanthine via le cycle des xanthophylles pour les algues dites vertes, brunes et
quelques rouges (Demmig-Adams 1990; Gévaert et al. 2003), la diatoxanthine par les
diatomées et les dinoflagellés via le cycle diadinoxanthine-diatoxanthine (Lavaud et al. 2004),
ou via l’accumulation de zéaxanthine par les cyanobactéries et certaines algues rouges
((Demmig-Adams 1990). Dans le cadre du cycle des xanthophylles, sous fortes intensités, la
violaxanthine est transformée en zéaxanthine avec comme forme intermédiaire
I’anthéraxanthine. Dans cet état, la zéaxanthine étant instable, 1’énergiec absorbée est
principalement dirigée vers la dissipation thermique. En revanche, sous des intensités
lumineuses plus faibles, la violaxanthine est suffisamment stable pour transférer 1’énergie aux
chl a pour la photosynthése (Dubinsky and Stambler 2009).

Cependant, méme si ces différents processus de photoacclimatation permettent de limiter les

dommages au niveau de I’appareil photosynthétique lors de I’exposition aux fortes intensités
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lumineuses ou au contraire d’optimiser la photosynthése aux faibles intensités, ils sont couteux
en énergie et leur mise en place va donc avoir des conséquences sur la croissance des cellules.

Le microphytobenthos est soumis a d’autres types de variations de 1’intensité lumineuse,
en rapport direct avec les caractéristiques physiques du milieu benthique. Les zones intertidales,
tout particulierement, sont soumises aux périodes d’illuminations nycthémérales mais
également aux périodes d’immersion de la marée sur la zone intertidale. De plus, la lumiere
subit une atténuation importante dans le sédiment (Ploug et al. 1993) et la couche photique ne
dépasserait pas ~2 mm selon Paterson et al. (1998). Le microphytobenthos s’adapte donc a des
intensités trés fluctuantes d’autant plus que la nature du sédiment peut faire varier 1’atténuation
de la lumiére d’un facteur pouvant étre 3 fois plus important dans les sédiments cohésifs tels
que la vase par rapport au sable (Ploug et al. 1993; Kiihl et al. 1994). De la méme facon, la
concentration en chl a et la présence de biofilm a la surface du sédiment peut atténuer la
pénétration de la lumiere dans la couche euphotique (Ploug et al. 1993; Kuhl et al. 1994). Les
cellules photosynthétiques microphytobenthiques sont cependant capables de s’adapter aux
dépots frais de sediments, a I’'immersion et aux variations de 1’intensité lumineuse. Certaines
cellules, dites épipéliques sont capables de se déplacer pour éviter I’enfouissement qui limiterait
la photosynthése. D’autres, dites épipsammiques sont étroitement fixées aux particules
sédimentaires. Ainsi, la majorité des cellules épipéliques sont mobiles et présentent un rythme
de migration verticale lié aux cycles des marées et a la photopériode (Admiraal 1984; Serddio
et al. 1997; Kromkamp et al. 1998; Paterson et al. 1998; Underwood and Smith 1998;
Underwood and Kromkamp 1999). Ce processus propre aux cellules microphytobenthiques
peut étre considéré vis-a-vis de la lumiére comme un processus de photoacclimatation a part

entiére.

Les nutriments

Les nutriments sont essentiels au développement des producteurs primaires et leurs
limitations vont affecter a la fois la photosynthése et la biomasse de ces organismes. Il existe
deux grands groupes de nutriments, les macronutriments nécessaires en grande quantité et les
micronutriments indispensables au bon fonctionnement des cellules mais nécessaires en petite
quantité (Raven et al. 2007). Chez les algues, la plupart de ces nutriments sont considérés
comme des éléments essentiels pour tous les phylums. Cependant certains sont essentiels
uniquement pour une partie des groupes. Par exemple, la silice (Si), constituant le frustule des
diatomées est indispensable a ce groupe qui représente les plus importants producteurs

primaires marins (40% de la production nette marine (Nelson et al. 1995; Sarthou et al. 2005)).
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La limitation en sels nutritifs affecte les parametres photosynthétiques (Behrenfeld et
al. 2004; Mangoni et al. 2009; Napoléon et al. 2013b) en entrainant des altérations au niveau
de I’appareil photosynthétique et des capacités de photoacclimatation (Raven and Geider 2003).
Les limitations en azote et en phosphore vont affecter les capacités de photoacclimatation du
phytoplancton en affectant notamment la synthese protéique, les phospholipides des
membranes et les métabolismes énergétiques (Kolber et al. 1988; Geider et al. 1997; Guerrini
et al. 2000; Lynn et al. 2000; Young and Beardall 2003; Behrenfeld et al. 2004; Napoléon et
al. 2013b). La figure 5 tirée de Behrenfeld et al. (2004) résume comment la concentration en
sels nutritifs influence la régulation des premieres phases de la photosynthése notamment en
jouant sur les ratios NADPH (reductants) et ATP et les conséquences de ces régulations sur les
métabolismes du carbone et de I’azote. Selon ce schéma, proposé a la suite d’une importante
synthese de travaux, I'efficacité de l'utilisation de la lumiere par les pigments (a la longueur
spécifique d’absorption des pigments) est plus élevée dans des conditions de forte intensité
lumineuse et de forte concentration en sels nutritifs et plus basse sous faible lumiére dans des
conditions limitées en sels nutritifs. Dans les écosystemes eutrophes, riches en sels nutritifs, les
cellules phytoplanctoniques disposent ainsi des ressources néecessaires pour optimiser leur
efficacité et leur capacité photosynthétique ce qui explique les forts taux de croissance et

I’accumulation de biomasse qui sont observés dans ces écosystemes.
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Figure 5. Conceptualisation de I'influence de la lumiéere et des nutriments sur I'efficacité de I'utilisation de
la lumiére par les pigments. Dans chaque cadre, le pool de pigments représente la capacité de collecte de la
lumiere pour I'ensemble des unités photosynthétiques, qui varie en paralléle avec la somme du pouvoir réducteur
nécessaire & l'assimilation de I'azote (N), la fixation du carbone et la synthése de I'ATP. Une augmentation de la
lumiére diminue les besoins de la cellule en pigment pour une demande de pouvoir réducteur donnée, ce qui
augmente le rapport carbone/pigment. Une diminution des nutriments provoque une diminution du pouvoir
réducteur pour les trois voies de synthése mais la diminution de I’ATP est proportionnellement inférieure a la
diminution du N ou du C. D’aprées Behrenfeld et al. (2004).
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Le microphytobenthos, ne dépassant pas le bord du plateau continental, est moins
impacté par les limitations en nutriments que le phytoplancton. L’importance de cette limitation
va surtout dépendre du type de sédiment colonisé. En effet, les sédiments vaseux sont souvent
tres concentrés en nutriments dissous en comparaison aux sédiments sableux qui vont étre plus
oligotrophes (Admiraal 1984; Heip et al. 1995; Underwood and Kromkamp 1999). Ainsi, il
apparaitrait que les nutriments joueraient un role sur la production primaire et la biomasse du
microphytobenthos uniquement dans les environnements trés pauvres (concentrations en nitrate
dans le sédiment < 20 umol.L), ce qui est rarement le cas dans les zones néritiques
(Underwood and Kromkamp 1999).

Bien que les nutriments puissent jouer un réle déterminant sur la biomasse et la production
primaire, I’apport en nutriment ne suffit pas a caractériser des écosystemes comme productifs
ou non. En effet, lorsque les conditions de croissance en termes de nutriments sont optimales,
la croissance et la production peuvent étre limitées par d’autres facteurs environnementaux et

en particulier par la lumiére et la température.

Température

Bien que les optimums de températures changent en fonction des especes considéréees
et notamment de leurs origines, la température est également un facteur limitant pour la
production primaire, comme pour I’ensemble des réactions biochimiques (Raven and Geider
1988; Davison 1991; Claquin et al. 2008; Thorel et al. 2014). En effet, les microalgues montrent
une grande variété de réponses physiologiques en réponse aux variations de température
(Thompson 2006). En particulier aux faibles températures, la diminution de I’activité des
enzymes qui interviennent dans la photosynthese engendre un ralentissement de celle-ci et en
conséquence, limite la production primaire (Falkowski et al. 1992; Morgan-Kiss et al. 2006).

Les variations de température jouent un role particulierement important sur les taux de
photosynthése du microphytobenthos en zone intertidale. En effet, a 1’échelle saisonniére les
températures sur le sédiment peuvent varier entre 0 et 35 °C suivant la saison considerée et de
20 °C a I’échelle journaliere avec au cours des cycles de marée une variation pouvant atteindre
3 °C par heure lors de I’émersion (Underwood and Kromkamp 1999). Il a ainsi été montré une
forte relation entre la production microphytobenthique et la température (Blanchard et al. 1996).
Par ailleurs, la dessiccation des biofilms soumis a de fortes températures pourraient fortement
impacter la production par le microphytobenthos (Underwood and Kromkamp 1999). Il est ainsi
important de prendre en compte le facteur température lors de 1I’étude de la dynamique de

production d’un écosystéme, que ce soit a 1’échelle journaliere comme a 1’échelle saisonniére.

29



Partie 1 : Introduction générale

Consommateurs primaires

En addition aux cascades bottom-up, la dynamique de la production primaire peut
également étre affectée par des cascades dites « top-down ». Ces dernieres impliquent une
régulation des producteurs primaires par les compartiments trophiques supérieurs (Sommer and
Stibor 2002; Caraco et al. 2006; Sommer and Sommer 2006) ou encore par les virus (Fuhrman
1999). Ainsi les copépodes et le micro-zooplancton (flagellés et ciliés), principaux
consommateurs du phytoplancton ainsi que les brouteurs et les filtreurs, principaux
consommateurs du microphytobenthos, peuvent, s’ils se retrouvent en forte abondance, limiter
la croissance, diminuer la biomasse et donc réguler la production primaire. Il a également été
montré que les pathogénes viraux infectent un grand nombre de producteurs marins dont les
diatomées et les cyanobactéries. La présence de particules virales pourrait en effet, sous
certaines proportions, réduire la production primaire de 78% (Suttle et al. 1990). Ce résultat
montre que I’infection virale pourrait également étre un facteur de régulation important des

communautés phytoplanctoniques et de la production primaire dans les océans.

4. Diversité et capacité de production

Les especes n’ayant pas les mémes capacités d’acclimatation et de production, La
structure de la communauté phytoplanctonique peut également avoir un réle sur la dynamique
de la production primaire (C6té and Platt 1983; Videau et al. 1998; Duarte et al. 2006; Jouenne
et al. 2007; Mangoni et al. 2009; Claquin et al. 2010). Cependant la relation entre biodiversité
et production, ou biodiversité et productivité, est tres peu étudiée (Mittelbach et al. 2001;
Gamfeldt and Hillebrand 2011; Napoléon et al. 2014) et tres variable (Napoleon et al. 2012).
Des travaux ont montré une relation positive, négative, unimodale (en “cloche") ou encore une
absence de relation évidente entre biodiversité et productivité (Napoleon et al. 2012). Comme
expliqué dans Napoléon (2012), la relation positive, la plus souvent décrite dans la littérature
peut s’expliquer par les mécanismes suivants : (i) la probabilité qu’une espéce trés productive
soit présente augmente avec la diversité d’une communauté ; (ii) une complémentarité entre les
espéces peut s’opérer au sein des communautés phytoplanctoniques trés diversifiées (Tilman et
al. 1997; Loreau 1998). En revanche, les relations unimodales observées signifient que
d’importants niveaux de productivité sont associés a une faible richesse taxonomique. Cette
relation peut s’expliquer, dans les milieux trés productifs ou la ressource est limitante (Huston
and DeAngelis 1994; Duarte et al. 2006), par la dominance de certains taxa qui excluraient
certaines especes par compétition. L’absence d’un modele unique traduit une réalité écologique

ou révele la complexité des mécanismes sous-jacents et la difficulté a les caractériser. En effet,
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I’une des principales difficultés dans I’exploration de la relation diversité/productivité reste la
caractérisation de la biodiversiteé.
Historiquement, la diversité du phytoplancton eucaryote a été évaluée par identification au
microscope des caractéristiques morphologiques. Il est cependant admis que le nombre
d’espeéces décrites grace a ces observations sous-estime largement I'ampleur réelle de la
diversité du phytoplancton (Not et al. 2012). Au cours de la derniere décennie, I'évaluation de
la diversité environnementale a I'aide d'approches moléculaires a mis en évidence une diversité
massive non décrite, y compris de lignées entiéres (Massana and Pedrds-Alio 2008; Vaulot et
al. 2008), que ce soit pour les eucaryotes comme pour les procaryotes. La combinaison des
analyses phylogénétiques et morphologiques moléculaires ne cesse d’augmenter,
particulierement pour le phytoplancton de petite taille qui s’avere étre tres abondant (Fig. 6) et
pour lequel tres peu de caractéres morphologiques distinctifs sont disponibles (Not et al. 2012).
En effet, les cellules phytoplanctoniques ne sont pas seulement phylogénétiqguement tres
variées (Fig. 2), mais couvrent également une large gamme de taille intra- ou intergroupes. Ce
spectre de taille s’étend sur plus de trois ordres de grandeur, allant du pico-plancton (0,2 a 2
pm) au mésoplancton (0,2 & 2 mm) en passant par le nanoplancton (2.0 a 20 pum) et le
microplancton (20 a 200 um). Les cellules phytoplanctoniques sont principalement solitaires
mais de nombreuses especes (la plupart des espéces de diatomées, quelques dinoflagellés et
haptophytes) ont également la possibilité de former des chaines ou des colonies. Bien que des
exceptions existent, les plus grandes classes de taille du phytoplancton marin sont généralement
dominées par les diatomées et les dinoflagellés, tandis que les classes plus petites regroupent
des cyanobactéries et des nano et pico eucaryotes appartenant aux Cryptophytes et aux
« Prasinophycées » (groupe paraphylétique de Chlorophytes). En pratique, cette large gamme
de tailles impose de coupler différentes méthodologies d'observation (microscopie optique et
électronique, cytométrie en flux, outils moléculaires) pour caractériser la structure des
assemblages phytoplanctoniques. La taille des cellules affecte également de nombreuses
caractéristiques fonctionnelles du phytoplancton et la répartition dans les différentes classes
exerce un contrdle majeur sur les cycles biogéochimiques et les réseaux trophiques (Li 1994;
Worden et al. 2004; Vaulot et al. 2008). Par exemple, en raison de leur large rapport
surface/volume qui facilite I'absorption des nutriments, les petites cellules sont particuliérement
bien adaptées aux eaux stables et oligotrophes (pauvres en éléments nutritifs), alors que les
cellules plus grandes ont genéralement de meilleures aptitudes pour les milieux dynamiques et
eutrophes (Malone and Neale 1981; Cété and Platt 1983; Raven 1998; Montecino and Quiroz

2000; Jouenne et al. 2007). Parce que l'environnement marin présente des structures
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physicochimiques hétérogenes dans l'espace et le temps, la taille des cellules est une
caractéristique importante a considérer. De plus, cette répartition est un bon indicateur de la
modification des masses d’eau dans lesquelles se trouvent le phytoplancton (e.g. Thyssen et al.
2011). La variabilité de taille et de physiologie du phytoplancton est donc une variable
supplémentaire pouvant affecter la production primaire. Bien qu’il ait longtemps été admis que
la production en zones cotiéres était assurée par des cellules de grandes tailles, certaines études
mettent en avant les petites classes de taille. Par exemple, il a été montré, sur les cotes
chiliennes, que la production primaire des cellules de petites tailles (< 8 um) eétait
significativement supérieure a celle des cellules plus grandes (> 8 pum) et que la productivité
(i.e. P/B) est moitié moins importante lorsque 80% de la communauté phytoplanctonique est >
8 um que lorsque 50% de la communauteé est < 8 um (Montecino and Quiroz 2000).

Microplancton Nanoplancton Picoplancton

L 2 S T
70% 56% 42% 35% 28% 14% 0%

Figure 6. Pourcentages des différentes classes de taille de phytoplancton calculés selon le modéle présenté
par Brewin et al. (2010) avec des données de mai 2005. Les pixels gris clairs se réféerent a des pixels non
identifiés en raison de la couverture nuageuse ou des angles avec de la lumiere solaire élevés. Les pixels blancs
représentent des eaux cotieres et des eaux intérieures (<200 m de profondeur) ou l'algorithme s'est révélé surestimer
la chlorophylle en raison de la présence de matiére particulaire en suspension et/ou de matiére organique dissoute
colorée.

5. Excrétion d’exopolysaccharides : role et importance

Certains organismes dont les producteurs primaires et notamment les diatomées,
peuvent excréter de grandes quantités de carbone sous la forme de polysaccharides
extracellulaires dits EPS (pour « Extracellular Polymeric Substance »). En effet, une part non
négligeable du carbone fixé au cours des processus de photosynthése par les organismes
autotrophes n’est pas intégrée dans les composés structurels, fonctionnels ou de réserve des
cellules, mais est excrétée sous forme de substances dissoutes riches en polysaccharides
(Wotton 2004).
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Ces EPS jouent un rdle important pour les communautés microphytobenthiques. En
effet, la production d’EPS permet aux microalgues épipsammiques de rester accrochées aux
grains de sables et aux microalgues épipéliques de migrer dans les premiers millimétres du
sédiment pour mieux faire face a leurs besoins physiologiques (Underwood and Smith 1998).
Ces molécules sécrétées au niveau du raphé des diatomees, vont former un biofilm exogene qui
leur permet de se déplacer grace a des interactions ioniques. En plus de servir & la migration,
les EPS ont de multiples fonctions vitales pour les diatomées, en particulier en formant la
structure rigide d'un biofilm, les EPS permettant d’adhérer au substrat et évitant 1’érosion du
sédiment. De plus, la sécrétion d’EPS par le MPB a été montrée en réponse aux stress
environnementaux tel que le stress nutritif (Staats et al. 2000). Les EPS peuvent étre divisés en
deux fractions principales : la fraction colloidale et la fraction liée dont les compositions varient
en fonction de la nature du sédiment, de 1’age du biofilm et de son état physiologique (Fig. 7).
Les EPS colloidaux correspondent a la fraction qui est directement sécrétée dans le milieu, et
qui forme en grande partie le biofilm alors que les EPS liés sont attachées au frustule des
diatomées par des liaisons ioniques et jouent un role dans 1’adhésion et la protection. La capacité
de mobilite du microphytobenthos semblerait engendrer une trés forte productivité et une
photoinhibition presque nulle au sein de ces cellules microphytobenthiques (Kromkamp et al.
1998).

En dehors de leur réle dans la mobilité du microphytobenthos, les EPS jouent également
un role important dans le devenir de la production phytoplanctoniques. Pour ce compartiment,
les EPS sont représentés par une fraction soluble composée principalement de galactose et
d’acide glucuronique (De Brouwer et al. 2002), et d’une fraction particulaire sous la forme de
particules exopolymériques transparentes (TEP) principalement composées de fucose et de
rhamose (Fukao et al. 2009). Les secrétions d’EPS et de TEP par le phytoplancton jouent un
role important dans les processus d’agrégation, de sédimentation et dans les flux de carbone de
la colonne d’cau (e.g. Passow et al. 2001; Bhaskar & Bhosle 2005). De plus, leur production
permet la création de microenvironnements ou les cellules sont protégées des changements
rapides des conditions environnementales, des toxines, du broutage ou méme de la digestion
(Decho 2000). En dehors de la biomasse des producteurs primaires, les EPS représentent une
part non négligeable de la production primaire disponible pour les consommateurs qui soutient
les réseaux trophiques. Ainsi, I’étude de la dynamique des EPS est également indispensable a

I’appréhension et la compréhension des flux de carbone au sein d’un écosystéme.
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B-1,3-glucanes intracellulaires associés
aux cellules de la paroi cellulaire

EPS liés avec une teneur en glucose de plus de 80% dont la
production dépend de la lumiére. Présents naturellement dans
les biofilms et sur les cellules.

EPS colloidaux (au moins 7 types) dont la production ne
dépend pas de la lumiére. Produits en culture et
naturellement.

Exsudats de faible poids moléculaire. Ne se précipitent
pas par l'éthanol. Produits uniquement a la lumiére.
Rapidement utilisés.

Figure 7. Variété des EPS produits par les diatomées (Shniukova and Zolotareva 2015)

Ainsi, de nombreux facteurs extérieurs mais aussi intrinséques jouent un réle important
dans la dynamique de la production primaire phytoplanctonique et microphytobenthique.
L’impact de ces facteurs est cependant différent d’un systétme a un autre et d’une zone
géographique a l’autre. La production primaire a ainsi été étudiées dans de nombreux
écosystemes aquatiques différents tels que les lacs, les riviéres et les zones cétiéres (Gattuso et
al. 1998; Cloern et al. 2014) mais aussi les zones océaniques oligotrophes (Falkowski 1998).
Cependant la mesure de la production primaire peut s’avérer étre plus complexe dans certains
écosystéemes dynamiques tels que les estuaires (Underwood and Kromkamp 1999). Or, la
compréhension de la variabilité de la production primaire est une clé pour comprendre la
variabilité de ces écosystémes d’une importance capitale. Cette connaissance permet de mieux
appréhender le cycle des nutriments, du carbone et des métaux traces, la qualité de I'eau et de
I'nabitat, la production secondaire par les herbivores, les captures de poissons et les cultures de
crustacés (Cloern et al. 2014). D’autant plus que la valeur cumulative de tous ces services
écosystémiques est jugée comme étant la plus élevée dans les estuaires en comparaison a tous

les autres biomes (Costanza et al. 1997).
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6. La production primaire dans les estuaires

1.1. Importance des écosystemes estuariens

Différentes définitions d’un estuaire sont données dans la littérature. Globalement, un
estuaire est défini par la zone intermédiaire entre les eaux douces d’une riviere et les eaux salées
d’un océan ouvert, laquelle peut étre soumise aux oscillations des marées. Selon les critéres
retenus, (e.g. geomorphologiques, biologiques, paysagers, navigabilités), les limites de cette
zone different. Transversalement, un estuaire intégre les milieux adjacents, généralement des
zones humides. Longitudinalement, un estuaire est le plus souvent défini comme la zone
d’influence de la marée sur le cours d’eau et bien que I’onde de marée puisse se propager trés
en amont, c’est principalement la limite du front de salinité ou les eaux de mélange ont une
salinité de 1%o qui prédomine.

Malgré des définitions différentes suivant la thématique abordée, I’'importance majeure
de ces écosystémes estuariens fait I’'unanimité. En effet, de par leur position stratégique entre
la terre et la mer, les estuaires sont des environnements aux intéréts économiques importants.
En dehors de la péche, de nombreuses industries basent leur économie autour des estuaires,
notamment le transport et I’expédition via les ports et les chantiers navals, mais également les
entreprises en lien avec 1’aquaculture, la production d’énergie électrique, 1’exploitation du
pétrole et du gaz, les biotechnologies marines ou encore le tourisme. Ainsi les estuaires sont
parmi les écosystemes aquatiques les plus fortement impactés par les activités anthropiques
(Kennish et al. 2014). Sur le plan écologique, les estuaires sont d’une importance primordiale
pour de nombreux organismes estuariens, marins et terrestres (Ayadi et al. 2004). Bien que les
estuaires soient des écosystémes fragiles, ils sont néanmoins riches en biomasse et font partie
des écosystemes les plus productifs (Underwood and Kromkamp 1999; Cloern et al. 2014). De
plus, ils offrent de nombreux services écosystémiques en intervenant dans la stabilisation des
cotes, la detoxification des contaminants, la transformation et la régulation des nutriments mais
aussi les cycles biogéochimiques des substances comme la séquestration du carbone (Kennish
2016). La valeur cumulée de ces services, rapportée a la surface occupée, est jugée comme étant
la plus importante dans les estuaires en comparaison aux autres biomes, avec 22 832 $ ha/an
(Costanza et al. 1997).

Les écosystemes estuariens sont donc des zones aux forts intéréts a la fois écologiques
et économiques, mais subissent également de nombreuses pressions qui peuvent fortement
affecter ces fonctions (Viles and Spencer 1995). Au sein de ces systemes, les producteurs

primaires soutiennent 1’ensemble des réseaux trophiques et la dynamique de la production
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primaire est directement liée a la dynamique des estuaires. Or, les estuaires qui font partie des
écosystemes les plus dynamiques et les plus complexes, sont le siége de flux considérables de
matiére et d’énergie, ou se mélent une multitude de processus biogéochimiques, rendant

difficile et imprécise 1’estimation de la production primaire (Fig. 8).
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Figure 8. Ensemble des interactions et processus biogéochimiques au sein des écosystemes estuariens et a
leurs interfaces. Un grand nombre de processus physiques contribuent a la variabilité spatiale et temporelle du
systéme estuarien (apport fluvial, anthropiques, courants et amplitude de marée). Echanges eau douce/eau salée
avec les zones cotieres adjacentes. ROFI = Region of Freshwater Influence. D’aprés Statham (2012).

1.2. La production primaire dans les estuaires a travers le monde : estimation et
variabilité
Boynton et al. (1982) ont compilé les résultats obtenus dans 45 estuaires et ont pu
observer des productions primaires qui variaient entre 19 et 547 gC.m2.y’* avec une moyenne
de 190 gC.m2.yL. De leur coté, Underwood et Kromkamp (1999) ont présenté plusieurs valeurs
de la production primaire recueillies dans différents estuaires avec pour le compartiment
phytoplanctonique un minimum de 7 gC.m2.y’* (partie amont de Bristol Channel au Royaume-
Uni) et un maximum de 875 gC.m2y! (partie oligohaline de I’Escaut occidental :
« Westerschelde ») et pour le compartiment microphytobenthique des valeurs comprises entre
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29 gC.m2.y! dans I’estuaire de la mer Walden et 314 gC.m?2.y! dans I’Ems-Dollard tous deux
situés au Pays-Bas. Ces auteurs ont également montré la contribution relative des différents
compartiments de producteurs primaires dans la production autochtone des estuaires, ou le
microphytobenthos a été considéré comme ayant une contribution supérieure ou équivalente au
phytoplancton. Cloern et al. (2014) quant a eux, montrent des valeurs estimées de la production
primaire dans 131 écosystémes estuariens et cotiers, comprises entre -105 et 1890 gC.m2.y*
avec une moyenne de 225 gC.m2.y! sur 1148 mesures réalisées. Dans cette étude, les auteurs
mettent également en évidence une forte variabilité entre les zones échantillonnées concentrées
en Europe, en Amérique du Nord et autour de la mer Baltique en utilisant des méthodes
principalement basées sur I’incorporation de *C et des mesures d’O.. La recherche
bibliographique réalisée au cours de notre étude nous montre également une forte variabilité
dans les chiffres de production estimes et dans les méthodes de mesure et d’échantillonnage

employées.

La classification écologique des écosystemes marins est en partie basée sur les apports
de matiére organique dans un écosysteme. Ainsi, une classification des écosystéemes a été
proposée en fonction des valeurs de la production primaire annuelle (gC.m=2.an™ ; tab. 1) de ces
écosystemes (Nixon 1995). Il est cependant important de concevoir que dans les estuaires, une
partie de la production primaire est d’origine autochtone et qu’une autre partie, d’origine

allochtone, provenant des apports fluvial et océanique, vient renforcer celle-ci.

Tableau 1. Classification des écosystémes en fonction des apports de matiere organique (gC.m?2.an).

Classe Production (gC.m2.an?) Qualité de ’environnement
Oligotrophe <100 « Good » = bon
Meésotrophe 100 - 300 « Fair » = juste
Eutrophique 100 - 500 « Poor » = pauvre

Hypertrophique > 500 « Very Poor » = trés pauvre

Ainsi, un environnement dit « oligotrophe » est donc un environnement peu productif
(< 100 gC.m2.anY) alors qu’un écosystéme est dit « hypertrophique » lorsqu’il est trés productif
(> 500 gC.m?2.an). Cependant, la production n’est pas I’unique critére qui doit étre pris en
compte, notamment pour les estuaires. En effet, selon les indicateurs d’eutrophisation (Lemley
et al. 2015), un estuaire oligotrophe est défini par une faible biomasse phytoplanctonique
(< 5 pg.L ), une forte diversité de diatomées benthiques (entre 3 et 4.5 en indice de Shannon),
une faible concentration en azote (< 0.1 mg.L™), en phosphore (< 0.01 mg.L™) et une forte
concentration en oxygeéne dissout (> 5 mg.L™?), il est alors dit en « bon état ». A I’inverse, un

estuaire hypertrophique est défini par une forte biomasse phytoplanctonique (> 60 pg.L™), une
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faible diversité de diatomées benthiques (entre O et 1), de fortes concentrations en nitrates
(> 1 mg.L?) et en phosphates (> 0.1 mg.L™) et une concentration en oxygeéne trés basse, il est
alors classé en « tres pauvre ». Les estuaires dits « juste » ou « pauvre » étant des intermédiaires
aux deux autres. Un estuaire «pauvre» est également défini par une biomasse
microphytobenthique forte (> 100 mg.m?) (Lemley et al. 2015).

Ainsi, il apparait que la classification des estuaires ne peut étre généralisée en raison
d’une importante variabilité au niveau des différentes estimations de production primaire entre
les estuaires. L’une des sources de cette variabilité est représentée par les caractéristiques
bathymétriques, hydrographiques ou morphologiques propres a chaque estuaire mais également
par leur position géographique qui va notamment déterminer certains parametres influents tels
que la température ou I’intensité lumineuse. Il y a notamment des différences majeures entre
les estuaires tempérés et tropicaux pouvant contrdler les processus biogéochimiques le long des
gradients salins. Eyre & Balls (1999) qui ont réalises une étude comparative sur différents
estuaires tropicaux et tempérés ont listé ces principales différences : (i) les saisons en zone
tropicale, typiquement deux au lieu de quatre en zone tempérée, engendrent de fortes
précipitations et un ruissellement important lors de la mousson qui vont augmenter les
variations annuelles du temps de résidence et de la turbidité, modifier I’hydrologie estuarienne,
potentiellement diminuer la rétention des nutriments et engendrer un découplage benthos-
pelagos ; (ii) les différences en termes de végétation (mangroves) et d’activité anthropique
engendrent des variations importantes dans la disponibilité des nutriments avec de plus faibles
concentrations en azote et en phosphore souvent limitantes, et de fortes concentrations en silice
favorisant les diatomées ; (iii) la lumiére plus importante et moins variable ne limite pas la
photosynthese et les fortes températures augmentent 1’activité microbienne et 1’évaporation
conduisant a de fortes salinites.

A cette forte variabilité observée entre les différents estuaires a I’échelle mondiale, s’ajoute une
variabilité tres élevée au sein d’un méme estuaire, variabilité qui s’exprimera a différentes

échelles spatiales et temporelles suivant les facteurs forcants.

1.3.Variabilité intra-estuarienne

Comme 1’ont souligné Wolanski & Elliot (2015), il est impossible de comprendre la
structure écologique et le fonctionnement d’un estuaire sans comprendre les processus
physiques qui s’y exercent et notamment les dynamiques hydrologiques et s€dimentaires, qui

varient d’un estuaire a I’autre. De plus, il apparait que la majorité de la variation de la biomasse
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et de la production primaire dans les estuaires est due a des processus physiques (Sinclair et al.

1981).

De maniére geénérale, les deux forces essentielles qui dominent la dynamique
estuarienne sont les flux d’eaux douces dirigés vers 1’aval et les flux d’eaux salées liés a I’onde
de marée qui pénétre a I’intérieur de 1’estuaire (Fig. 9). Ces courants peuvent étre renforcés ou
minimisés par les conditions météorologiques telles que les précipitations, la houle, les ondes
de tempétes et les vents. Le mélange entre les eaux douces et salines n’est pas immédiat et une
stratification a lieu dans 1’estuaire avec ’cau salée, plus dense, en profondeur entrainant des
courants de densité entre les deux masses d’eau. Enfin, ce mélange entraine également des
courants verticaux dits résiduels, importants en termes de remise en suspension. L’ensemble
des courants engendrés par ces deux forces entraine une circulation hydrologique complexe

spécifique a la dynamique estuarienne qui joue un role direct et indirect sur la production

primaire (May et al. 2003).
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D’aprés Wolanski et al. (2004).
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Les apports du fleuve en nutriment

Les apports des fleuves en particules, en matiére organique et en nutriments liés a
1’érosion des bassin versants (Schlesinger and Melack 1981; Meybeck 1982; Mulholland and
Watts 1982), s’averent beaucoup plus importants dans les estuaires que dans n’importe quel
autre écosysteme (Howarth 1988) (Fig. 9) . Cet important apport en nutriments supporte une
forte biomasse chlorophyllienne pouvant aller jusqu’a des concentrations en chl a
occasionnellement exceptionnelles comme celles mesurées a la sortie de I’estuaire de la riviére
Tamagawa dans la baie de Tokyo avec 98.27 pg/L (Yamaguchi et al. 1991) ou encore dans
I’amont de I’estuaire de la riviére Swan a 1’ouest de 1’Australie ou des concentrations
supérieures a 100 pg/L ont été mesurées (Thompson 1998). De plus la sédimentation des
dérivés carbonés en lien avec les blooms phytoplanctoniques accélére 1’activité benthique et le
renouvellement des nutriments comme le montre Grenz et al. (2000) dans la baie de San
Francisco. Cependant, au cours d’épisodes d’étiage trés prononcé, les nutriments peuvent étre
limitants et ainsi des périodes de limitation par les nutriments ont été décrites dans quelques
estuaires tels que I’Escaut (« Schelde ») lors de certains blooms printaniers (Kromkamp and
Peene 1999) ou celui de la riviere Colne au Royaume-Uni (Kocum et al. 2002). Sur les zones
intertidales, la disponibilité en nutriments est plus importante dans les zones de sédiments fins
(vasieres) que dans les zones de sédiments plus grossiers (sable) lesquels sont rarement remis
en suspension (Admiraal 1984; De Jong and De Jonge 1995; Heip et al. 1995). De plus, il
apparait que le microphytobenthos est rarement limité en nutriments du fait de sa capacité a
incorporer les nutriments lors de ses phases de migration (Underwood and Kromkamp 1999;
Longphuirt et al. 2009; Leynaert et al. 2011).

Turbidité et matiere en suspension

La quantité de particules dans la colonne d’eau gardée en suspension par les courants
est a I’origine d’une turbidité importante de la colonne d’eau et cette derniere varie énormément
en fonction des courants (May et al. 2003). Généralement, elle diminue de 1’amont vers 1’aval
avec la sédimentation des particules au sein de I’estuaire. Ainsi, la majorité des particules est
donc retenue dans ’estuaire comme dans 1’estuaire de 1’Escaut ol plus de 79% des matiéres en
suspensions (MES) n’atteignent pas 1’océan (Wollast and Peters 1978). La turbidité étant un
facteur important de variation de la luminosité incidente dans la colonne d’eau, elle limite la
photosynthése et 1’incorporation des nutriments (Cole et al. 1992; Irigoien and Castel 1997;
May et al. 2003). Ainsi, lorsque le taux de nutriments est important, la production est

directement liée a la disponibilité de la lumiere (Cloern et al. 1983). La luminosité dans la
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colonne d’eau peut étre insuffisante pour assurer une forte production malgré le fort taux de
nutriments dans de nombreux estuaires (Kocum et al. 2002; Gazeau et al. 2005) et peut méme
devenir négative si la respiration excéde la production (Garnier et al. 2001a). Sur les zones
intertidales, 1’eau turbide des estuaires empéche généralement la pénétration de la lumiére lors
de I’'immersion. De ce fait, de fortes concentrations chlorophylliennes (Wiltshire et al. 1997) et
de trés fortes densités de cellules microphytobenthiques, allant jusqu’a 10* ou 10° cellules.cm™?,
sont retrouvées lors de la courte période d’émersion diurne (Underwood et al. 1998).
Cependant, si la lumicre est trop forte a cette période, les cellules s’accumulent a I’aube ou au
crépuscule et restent en profondeur lors du zénith (Jonsson et al. 1994; Underwood et al. 1999).

Le maximum de turbidit¢ apparait a I’amont des estuaires a I’interface eaux
douces/salées (Fig. 7) (Uncles and Stephens 1993). Cette zone de turbidité maximale (MTZ
pour « Maximum Turbidity Zone ») présente des turbidités décuplées par rapport aux autres
zones de ’estuaire (Wollast and Peters 1978). La MTZ qui se déplace en fonction des courants
longitudinaux et verticaux mais également latéralement, présente cependant une forte activité
en raison de la fixation de bactéries hétérotrophes sur les particules comme dans 1’estuaire de
’Escaut ou la valeur de production bactérienne peut atteindre 3000 mgC.m2.d* (Goosen et al.
1997).

Malgré les importants apports en nutriments qui peuvent engendrer une importante
biomasse et une forte production en amont comme dans 1’estuaire de la Neuse (Mallin et al.
1993), la forte turbidité associée au flux de la riviere a généralement un effet négatif sur la
biomasse et la production. Ainsi, une plus forte production est mesurée en aval des estuaires, la
ou la turbidité est moindre alors qu’une faible production est observée en amont comme décrit
par exemple dans 1’estuaire de la riviére Norman au Nord de 1’ Australie (Burford et al. 2012;
Reynolds 2012).

Temps de résidence

Le temps de résidence des masses d’eau varie en fonction de la morphologie des
estuaires, de I’intensité du débit fluvial et des cycles de marée. Spécifiquement dans les
estuaires, le temps de résidence des particules en suspension est quant a lui trés variable. Tout
d’abord, il est important de prendre en compte le piégeage des particules au sein de la MTZ
dont la durée varie en fonction des courants. Ensuite, une partie importante des particules est
définitivement retenue dans les estuaires et participe a son colmatage, pouvant engendrer une
réduction du volume de I’estuaire. En fonction de leur taux de sédimentation, ces particules

sont donc retenues sur I’ensemble du gradient spatial de I’estuaire. L expulsion des particules
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en suspension en dehors des estuaires se produit ainsi principalement lors des forts debits
fluviaux qui peuvent déplacer la MTZ en aval de I’estuaire mais ces conditions ne sont réunies
que quelques fois dans I’année. Ainsi compte tenu de ces différents devenirs, le renouvellement
du stock de matiéres en suspension présent dans un estuaire peut varier considérablement en
fonction des estuaires et le temps de résidence des particules peut atteindre plusieurs annees.
De plus, les vents, formateurs de vagues, peuvent également influencer le temps de résidence,
au méme titre que 1’intensité du débit fluvial (Lucas et al. 2009). Le phytoplancton dans ces
systemes trés dynamiques se comporte en partie de la méme fagcon que les particules de taille
¢équivalente. Cependant la capacité d’acclimatation du phytoplancton ou les capacités natatoires
de certains groupes (i.e. Cryptophytes) peuvent influencer les caractéristiques de flottabilité et
donc le devenir des cellules. Toutefois, I’intensité des forces physiques qui s’appliquent aux

habitats pélagiques dans les estuaires limite 1’efficacité de ces stratégies.

Les apports marins

Tout comme le débit fluvial, I’intensité des marées peut casser la stratification des
masses d’eaux, augmenter la concentration en MES et diminuer la luminosité. Dans ces
conditions, la biomasse et la production a court-terme du phytoplancton peuvent diminuer
rapidement (Cloern 1996). Ceci a notamment été observé dans 1’estuaire du saint Laurent au
Canada (Sinclair et al. 1981). De plus, I'océan cotier peut également étre une source
supplémentaire de nutriments en particulier dans les zones d’upwelling (Fig. 9). C’est le cas par
exemple, dans la baie de Coos en Oregon (Hessing-Lewis et al. 2015) et plus globalement sur
I’ensemble de la cote NO américaine (PNW) (Hickey and Banas 2003; Davis et al. 2014). Ainsi
la production peut devenir extrémement forte au cours de la saison estivale lorsque I’'upwelling
est présent, comparée a celle mesurée au printemps lors de la relaxation de 1’'upwelling
(Figueiras et al. 2002). Les apports marins peuvent également étre une source de biomasse
phytoplanctonique provenant des eaux du large transportées dans les estuaires (Martin et al.
2007). Cet apport peut ainsi étre une source supplémentaire de carbone organique qui va
soutenir les réseaux trophiques locaux (Smith and Hollibaugh 1997).

Les mouvements de la marée vont également influencer les zones intertidales des
estuaires. Ainsi, la biomasse microphytobenthique semble étre plus importante en haut d’estran
(Brotas and Catarino 1995; Santos et al. 1997) sGrement d0 & des teneurs en eau moins
importantes, une remise en suspension moins fréquente ne limitant pas la pénétration de la
lumiére et des périodes d’émersion plus longues (Guarini et al. 1998; Underwood and
Kromkamp 1999).
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La salinité

La rencontre des eaux marines et des eaux douces est a I’origine de 1’établissement d’un
gradient horizontal et d’un gradient vertical de salinité. Ces deux gradients vont jouer un role
important sur la dynamique des producteurs primaires. La stratification des eaux et la
dynamique du gradient vont étre définies par I’importance du mélange des eaux, rythmé par
I’intensité des marées et du débit du fleuve, mais également par les caractéristiques
morphologiques de chaque estuaire. La salinité va ainsi principalement influencer la répartition
des especes photosynthétiqgues et une succession graduelle entre des populations
phytoplanctoniques d’eaux douces, d’eaux salées et les populations méso- et poly-halines dites
estuariennes, sera observee le long du gradient de salinité (Kromkamp and Peene 1999). En
effet, les especes perdent une partie de leur compétitivité du fait d’'une augmentation de la
demande énergétique lors de la mise en place des mécanismes d’osmorégulation et
généralement, les conditions hyper ou hypo-osmotiques vont induire chez ces espéces : (i) une
inhibition de la photosynthése (Guillard and Ryther 1962; Olsen and Paasche 1986) ; (ii) une
augmentation de la respiration et (iii) déclencher les processus de photoinhibition dont la
dynamique va dépendre du degré de mélange des masses d’eau. Ainsi, les communautés d’eaux
douces sont souvent composées de chlorophycées (Gosselain et al. 1994; Muylaert et al. 2009),
les communautés cotieres sont composees principalement de diatomées marines et de
dinoflagellés, principalement aux saisons printaniére et estivale, et les communautés
estuariennes sont quant a elles plutdt composees d’espéces avec de larges gammes
d’acclimatation a la salinité (Muylaert et al. 2009). Ces communautés provenant a la fois des
eaux douces et des eaux salées deviennent ainsi plus compétitrices que les autres avec le
mélange des eaux. Les zones de transition entre deux biomes telles que les estuaires sont ainsi
souvent caractérisées par des changements prononcés dans la composition et la diversité des
communautés et peuvent étre définies comme des écotones ou des écoclines (Van Der Maarel
1990). Un écotone est defini comme une zone dynamique avec un changement rapide de
I'environnement caractérisé par des communautés différentes de celles des deux biomes
adjacents tandis qu'une écocline définit une zone avec des gradients de variables
environnementales caractérisées par un continuum d'assemblages le long de ces gradients. Bien
que les estuaires aient souvent été définis comme des écotones, depuis le début du XXle siécle,
plusieurs etudes les ont définis comme des écoclines (Attrill and Rundle 2002; Cortelezzi et al.
2007; Muylaert et al. 2009). Les forts gradients qui s'appliquent dans les estuaires
(principalement la salinité, la turbidité et les nutriments) constituent des forces sélectives

d'espéces et provoquent des successions temporelles et spéciales du phytoplancton. En effet,
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ces facteurs influent sur la biomasse du phytoplancton et peuvent changer la structure de la
communauté (Trigueros and Orive 2000; Lionard et al. 2008; Muylaert et al. 2009; Vigil et al.
2009). La diversité des communautés de producteurs primaires apparait donc comme étant

également une variable importante pouvant influencer la production primaire estuarienne.

Structure des communautés phytoplanctoniques estuariennes

Les gradients thermiques, halins ou nutritifs constituent des zones hautement
dynamiques ou se produisent de profonds changements écologiques (e.g. Bouvier & Giorgio
2002; Schapira et al. 2009; Schapira et al. 2010). Ces gradients sont nombreux en milieux
estuariens et peuvent jouer un réle primordial sur la répartition des différentes classes de taille
du phytoplancton et sur leurs contributions respectives a la production primaire totale (e.g. Liu
et al. 2004; Gaulke et al. 2010; Ribalet et al. 2010; Mitbavkar et al. 2012). Ces changements
au sein de la communauté phytoplanctonique peuvent avoir de lourdes conséquences sur
I’ensemble du réseau trophique pélagique des estuaires et sur les cycles biogéochimiques. La
matiere organique issue des producteurs primaires autochtones non transmise vers les niveaux
trophiques supérieurs va alimenter la boucle microbienne. Cette matiére fraiche, plus labile que
la matiéere détritique allochtone, va permettre le développement de certaines communautés
bactériennes différentes de celles qui se développent sur la matiére détritique.

Les études précédentes réalisées en estuaires, bien que peu nombreuses et restreintes
aux grands estuaires nous montrent une dynamique de la diversité phytoplanctonique qui
different en fonction de chaque estuaire en raison de la grande variabilité au niveau de la
dynamique des processus physicochimiques (Lancelot and Muylaert 2012). Les analyses de
diversité souvent réalisées dans des zones restreintes des estuaires (e.g. MTZ) semblent
principalement basées sur des approches par microscopie optique (Jouenne et al. 2007) et par
analyse pigmentaire (HPLC) alors que les approches par biologie moléculaire restent tres rares
(Bazin et al. 2014) (Fig. 10).

Plusieurs études mettent également en évidence le réle des petites classes de taille de
phytoplancton et en particulier des Cyanobactéries du genre Synechococcus dans différents
types d’écosystémes estuariens : Baie de Chesapeake (Ray et al. 1989; Affronti and Marshall
1993; Wang et al. 2011), estuaire de Southampton (Iriarte 1993; Iriarte and Purdie 1994), les
Baies de Blanes (Agawin et al. 1998), de San Francisco (Ning et al. 2000), de Pensacola
(Murrell and Lores 2004) et de I’estuaire de Changjiang (Pan et al. 2007). Au vu de ces résultats,
il apparait donc indispensable d’améliorer nos connaissances sur la dynamique et le rdle

fonctionnel du pico- et nanophytoplancton au sein des écosystéemes estuariens. Ceci étant
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nécessaire a une meilleure estimation du réle de la production primaire autochtone sur

I’ensemble des écosystémes estuariens.

L’ensemble de ces caractéristiques propres aux estuaires, s’ajoute donc aux autres
facteurs environnementaux et biologiques limitants pour la production primaire. En effet, la
température va également jouer un réle important dans les estuaires comme, par exemple, dans
les estuaires du Taggus (Gameiro et al. 2011), de Rhode (Gallegos 2012) ou de Neuse (Peierls
et al. 2012). L’augmentation de la biomasse chlorophyllienne se répercute sur les
compartiments supérieurs du réseau trophique par ’augmentation de la biomasse des
consommateurs tels que les copépodes (Kiorboe and Nielsen 1994) ou les mollusques bivalves
(Beukema and Cadee 1991) qui peuvent cependant devenir eux-mémes des régulateurs top-

down importants de la production primaire (Meeuwig 1999) dans les estuaires.
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Figure 10. Schématisation du nombre d’études de la diversité réalisées par approche moléculaire. Les zones
estuariennes ont été encadrées en rouge. D’aprés Zinger et al. (2012).

En raison des nombreux gradients spatiaux qui s’exercent au sein d’un estuaire (salinité,
turbidité, nutriments), la variabilité spatiale de la production primaire au sein des estuaires est
donc trés importante. Ainsi entre plusieurs sites spatialement distincts, les valeurs de production
peuvent étre treés variables comme dans I’estuaire de I’Escaut en 1991 ou la production variait
entre 78 et 493 gC.m2.an (Kromkamp et al. 1995). Les mesures mono-site ne permettent donc

pas d’estimer la dynamique de la production primaire a I’échelle des écosystéemes dynamiques
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tels que les estuaires (Jassby et al. 2002) et la méthode d’échantillonnage peut s’avérer étre
également une source de variabilité importante entre les valeurs de la production primaire des

différents estuaires étudiés.

L’ensemble des études réalisées en estuaire a ainsi permis la caractérisation approfondie
du fonctionnement de ces écosystémes. Cependant, ces études sont le plus souvent restreintes
aux grands estuaires mondiaux qui ont longtemps eu le monopole des investigations tels que
les estuaires de I’Escaut (Belgique/ Pays-Bas), de I’Elbe (Allemagne), de Delaware ou de la
Neuse, ainsi que les baies de Chesapeake ou de San Francisco. Ainsi, notre connaissance de la
production primaire dans les écosystemes estuariens est biaisée par la forte concentration
d’échantillonnages principalement basés en mer Baltique et au niveau des cOtes Nord-
Américaines (Cloern et al. 2014). Les études scientifiques dans de nombreux estuaires de moins
grandes envergures ou aux enjeux economiques moins importants restent fragmentaires voire
inexistantes. C’est le cas de I’estuaire de Seine ou trés peu d’études ont été réalisées autant sur
le compartiment pélagique que sur le compartiment benthique. Ainsi, a I’heure actuelle, la
dynamique spatiale et temporelle de la production primaire dans cet estuaire reste a explorer.
Par ailleurs, bien que des études ont été réalisées sur la diversité et les flux de matiére en Seine
(Billen et al. 2001; Garnier et al. 2001b; Billen and Garnier 2007; Némery and Garnier 2007),
peu de données sont disponibles pour I’estuaire, voir aucune. Ces données étant pourtant
essentielles a la compréhension et a la gestion de cet écosystéme aux forts intéréts économiques

et écologiques.

7. L’estuaire de Seine

Territoire économique et écologique

Le bassin versant de Seine occupe 78 600 km?, soit 12% du territoire de la France. Cet
espace héberge environ 17,5 millions de personnes, notamment I'agglomération parisienne,
I'une des plus grandes mégalopoles européennes soit 26% de la population francaise (2011). Il
contribue pour 50% du trafic fluvial francais, 40% de 1’activité¢ économique et 30% de I’activité
agricole nationale. Le réseau hydrographique de Seine, utilisé et aménagé depuis des siecles,
n’a plus rien de naturel. Barrages, digues, ecluses ont accompagné le développement de la
navigation et contribué au contrdle des crues pour prévenir les inondations. La qualité de I’eau
est donc tributaire des activités humaines. Dans les parties amont du bassin, I’activité agricole

est a I’origine d’une pollution par les engrais et pesticides. A 1’aval des grandes agglomérations,
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les rejets des stations d’épuration et les eaux pluviales ruisselant sur les surfaces
imperméabilisées (voirie, batiments...) restent des sources de polluants domestiques et urbains
en dépit de la construction de stations d’épuration et de bassins de décantation. L’activité
industrielle est, enfin, une autre source de contamination de 1’eau par les hydrocarbures, métaux
lourds, et autres polluants émergeants, sans oublier la pollution thermique.

L’estuaire de Seine correspond aux 160 derniers kilometres du fleuve et est délimité par
le barrage de Poses en amont, qui constitue un obstacle infranchissable pour les marées, et par
la partie orientale de la baie de Seine en aval (Fig. 11). La limite entre eau saumatre et eau
douce, variable, se situe aux environs de Vieux-Port. Il peut étre délimité en trois zones :
I’estuaire aval (estuaire marin, bas estuaire ; eau salée), de la baie de Seine & Honfleur (PK
355) ; ’estuaire moyen (mélange eaux douce, eau salée ; sicge du bouchon vaseux), de Honfleur
jusqu’a Vieux-Port (PK 324) et I’estuaire amont (estuaire fluvial, haut estuaire ; eau douces),
de Vieux-Port au barrage de Poses, a 160 km du Havre (PK 202).

Le réseau urbain de [Destuaire est structuré autour de deux communautés
d’agglomération, celle du Havre (250 000 habitants pour 17 communes) et celle de Rouen,
Elbeuf, Austreberthe (pres de 500 000 habitants pour 71 communes). La Seine et son estuaire
représente un territoire économique majeur pour la France notamment par ses deux ports
maritimes : Le Grand Port Maritime du Havre (GPMH) et le Grand Port Maritime de Rouen
(GPMR). Cependant, gérer l'estuaire de facon intégrée et durable en tenant compte des
développements économiques et sociaux et de la préservation de la biodiversité et des paysages
reste un débat constant. Le mangue de connaissances scientifiques relatives au fonctionnement
de l'estuaire de Seine, les préoccupations environnementales sur cet espace a fort intérét
économique mais aussi patrimonial et sa lente dégradation ont conduit a la mise en place de
nombreux aménagements et de programmes de recherche comme le GIP Seine-Aval. Depuis,
un accroissement significatif des connaissances sur l'estuaire de Seine a pu étre observé et I'état
de I'estuaire s'est notablement amélioré au cours des dernieres décennies : anoxies plus réduites
en durée et en extension, réduction des phosphores et des contaminations métalliques,

amélioration de la qualité des eaux, etc.

47



Partie 1 : Introduction générale

Caudebec-en-Caux |
LE HAVRE
@ e 4

I Tancarville
ﬁ\'\ > '7
b\ —— y/ "
pk340
i T

L Le Trait % Duc_laiv

\
pk300

pk320 Heurteauville
D

* petiville ROUEN

Pk280
Bardouville
.

Tpk270

. »
Fatouville * Vieux-Port d 4 '\pmo
Val-de'l-Leux pIzso -.
ph290 !
v
pk260
s Oissel
.
/' Pk230
N r'- pk210 . Poses
‘ pk220 ’/ - e
- -
>
Realisation : GIP Seine-Aval, 2015 = I Vasiéres intertidales
Source des données : IGN, GPMH, GPMR, SANDRE, GIP Seine-Aval 0 5 10 Km
Estuaire aval 6&.9‘ o
& &

(‘ou ma,rin)l ( § Estuaire moyen * Estuaire amont (ou fluvial) i Q‘{F
Eau H )l
(salée’ | < Gradient de salinité )I( Eau douce -

< Influence de la marée )l
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Dynamique hydrologique et apports fluviaux

Le débit moyen de la riviére a Poses est de 436 m®. s avec une période de fort débit de
décembre & avril atteignant 1200 & 2500 m3.s™ et une période de faible débit avec environ
250 m3.st (Données GIP Seine-Aval, 2008; 2011). La salinité varie, dans la partie oligohaline
de 0,5a5; dans la partie mésohaline, de 5 a 18 ; dans la partie polyhaline de 18 a 30 et dans la
partie euhaline, elle est supérieure a 30. L'estuaire de Seine est de type macrotidal, avec une
amplitude de marée allant de 3 a 7 m a Honfleur et de 1 a 2 m a Poses. Le temps de séjour
moyen dans I'estuaire varie entre 18 jours pour un débit de 200 m3.s* & Poses et 5 jours pour un
débit de 1000 m3s? (Brenon and Hir 1999; Even et al. 2007). Les courants de marée, quant a
eux, atteignent 2,5 m.s™! et sont orientés vers le large avec une composante Nord. La marée
dans I'estuaire de Seine se caractérise par une tenue du plein a marée haute de plus de deux
heures et met en moyenne six heures a se propager de I’embouchure de Seine jusqu’a Rouen
(fig. 11) en raison de la déformation de I’onde de marée pendant la propagation dans les zones
peu profondes (Brenon and Hir 1999; Wang et al. 2002). Le flot est asymeétrique en faveur du
jusant et cette asymétrie augmente au fur et a mesure que la marée se propage en amont de

I'estuaire.
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Figure 12. Courbe de marée dans I’estuaire de Seine le 20 mars 2010 pour un débit a Poses de 397 m3.s™ et un
coefficient de marée de 83. Les courbes marégraphiques présentées correspondent a la hauteur d’eau mesurée par
les marégraphes situés en différents points de 1’estuaire de Seine. Données GIP-Seine-Aval (2012).

A I’échelle saisonniére, la température de I'eau oscille entre 25 °C en été et 7 °C en hiver
avec des différences inférieures a 1 °C le long du profil longitudinal et un faible gradient vertical
(Data GIP Seine-Aval, 2008 ; 2011). La zone de turbidité maximale (MTZ), contenant jusqu'a
2 g.L de matiére en suspension, est le plus souvent située entre Honfleur et Tancarville, mais
peut se déplacer en amont en fonction de I'intensité de la marée et de la décharge de la riviere.
Pendant les inondations hivernales, la MTZ peut étre évacuée dans la baie de Seine (Etcheber
et al. 2007; Garnier et al. 2010).

Les nutriments retrouvés au niveau de 1’estuaire ont pour origine principale les activités
anthropiques. En effet, les apports en azote et en phosphore résultent principalement des
activités agricoles (lessivage, élevages), des rejets industriels et urbains. La silice provient
essentiellement de I’altération des roches et n’est que faiblement influencée par ’activité
humaine (Meybeck 1998; Aminot and Kérouel 2004). Les ortho-phosphates (PO.s*) et
I’ammonium (NH4") sont issus de la dégradation de la matiere organique (MO) dans les stations
d’épurations ou dans le milieu. Les rejets sont principalement issus de 1’agglomération
parisienne. Les POs* sont en partie adsorbés par les MES, leurs concentrations varient a
I’échelle annuelle et saisonniére en fonction du débit, suivant une loi de dilution. Depuis les
années 1990, les concentrations en NH4* et PO4> ont notablement diminuées du fait de
I’amélioration des traitements (Data GIP Seine-Aval, 2008 ; 2011). L’ammonium présente les
concentrations les plus élevées et subit une decroissance le long du fleuve via le processus de
nitrification (oxydation de I’ammonium [NH4*] en nitrites [NO2] puis en nitrates [NO3]). Le

nitrate est la forme azotée dominante dans 1’estuaire et se dilue au niveau de I’estuaire aval. Les

49



Partie 1 : Introduction générale

concentrations en nitrates sont plus élevées par fort débit en raison du lessivage (Mignolet et
al. 2007) et suivent une évolution opposée aux PO4> avec un accroissement continu depuis les
années 1990 pouvant également étre dii a I’amélioration de l’oxygénation, réduisant la
dénitrification. La silice subit des variations au printemps et a 1’automne suite a son utilisation
par les diatomées mais les concentrations semblent rester stables a 1’échelle interannuelle. La
MTZ piege les MES et participe ainsi a la dégradation des éléments nutritifs avec 40% de
dégradation du flux azoté en situation séche et 12% en situation humide, les flux de phosphore
sont quant a eux tres faiblement réduits (<10%) (Billen and Garnier 2007), régulant ainsi les
risques d’eutrophisation. L’eutrophisation, qui peut étre definie d’aprés I’ESCO (Expertise
Scientifique Collective — Eutrophisation, 2017) comme un « Syndrome d'un écosystéme
aquatique associé a la surproduction de matieres organiques induit par des apports
anthropiques en phosphore et en azote », favorise, par ces apports, le développement du
phytoplancton dont certaines espéces toxiques comme Alexandrium sp, Dinophysis sp, et
Pseudo-nitzschia australis sont fréquemment observées dans le panache de Seine (REPHY-
IFREMER). Il est & noter qu’aucun événement toxique & PSP (Alexandrium) n’a été observé
dans I’estuaire et la baie de Seine alors que des interdictions de péche frappent fréquemment la
baie de Seine a cause d’événements toxiques a DSP ou ASP (Dinophysis sp et Pseudo-nitzschia
spp). Au cours de la derniére décennie, le passage d’un milieu limité en azote a un milieu limité
en phosphore, di au traitement des orthophosphates, a cependant diminué les risques
d’eutrophisation (Data GIP Seine-Aval, 2008 ; 2011) mais des dystrophies sont fréqguemment

présentes en baie de Seine (Thorel et al. 2014).

Patrimoine biologique et réseau trophique

A notre connaissance, les derniéres mesures de production primaire sur la Seine et son
estuaire ont été réalisées en 1996 pour le compartiment phytoplanctonique (Videau et al. 1998)
et en 2003 pour le microphytobenthos sur 2 stations de la vasiére nord a 1’entrée de 1’estuaire
(Spilmont et al. 2006). Aucune étude ne s’est intéressée a la dynamique du micro-phytoplancton
dans I’estuaire de Seine. De plus, la distribution des communautés pico- et nano-
phytoplanctoniques, ainsi que leurs contributions relatives a la production primaire et a la
biomasse totale dans les différentes zones de ’estuaire de Seine est encore a explorer. Bien
qu’un suivi de différents paramétres physicochimiques (hydrographie, nutriments,
contaminants) et biologique (chl a) soit réalisé depuis plusieurs années par des remontées

régulieres du fleuve de Seine dans le cadre du suivi de la qualité des eaux (Agence de I'Eau
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Seine-Normandie (AESN)- Banque Qualit'eau), la zone estuarienne étudiée se résume a deux
stations, situées aux limites amont et aval, échantillonnées mensuellement de mars a octobre.
Ces résultats, bases sur la chl a, spatialement éloignés et temporellement incomplets ne
permettent cependant pas d’appréhender la variation spatiale et temporelle de la production
primaire dans D’estuaire pourtant indispensable. En effet, comme nous I’avons vu
précédemment, la chl a n’est pas un bon indicateur de la productivité d’un systéme et la haute
résolution spatiale et temporelle des mesures est nécessaire pour appréhender la variabilité de
la production primaire.

En revanche, la dynamique du phytoplancton dans la riviere de Seine a fait 1’objet de
nombreuses études (Billen et al. 2001, 2007). La croissance printaniére, dominée par les
diatomées, démarre au printemps dans les cours d’eau d’ordre 6 (nombre de Strahler).
L’importance des apports en azote (N) et phosphore (P) engendre des biomasses dépassant les
100pg.L? de chl a au printemps dans les cours d’eau d’ordre 6 et 7. Plus tard, avec
I’augmentation de la température, les chlorophycées prennent le relai des diatomées et les
facteurs de contrdle biologiques (zooplancton, filtreurs, virus, etc.) se mettent en place,
entrainant une chute abrupte de la biomasse algale. Cette chute qui s’observe dans les cours
d’eau d’ordre 6 peut étre suivie d une reprise de la croissance algale en aval (cours d’eau d’ordre
7&8 et estuaire). L’estuaire regoit a partir du printemps et parfois tout I’été¢ des biomasses
algales considérables produites dans les rivieres d’ordre 6. L’accroissement de la turbidité et de
la profondeur limite 1’éclairement et diminue la photosynthése, le ratio
production/consommation diminue alors brutalement (Data GIP Seine-Aval, 2008 ; 2011). De
plus, 1’accroissement des processus de lyse et de broutage en zone portuaire diminue la
biomasse (Akopian et al. 1999). Aprés Tancarville, ’accroissement de la salinité achéve de
lyser les algues dulgaquicoles. L’eutrophisation de 1’estuaire entraine cependant un
accroissement de la biomasse algale apportée par le fleuve. On connait le démarrage printanier
des diatomées (notamment Skeletonema costatum) et la floraison estivale des dinoflagellés
(Gymnodinium spp.) avec une quasi-exclusion mutuelle entre les deux genres (Data GIP Seine-
Aval, 2008 ; 2011).

En ce qui concerne les bactéries, leur production serait comprise entre 1 et 2,5 ugC/I/h
entre Tancarville et Honfleur. Le zooplancton a également été étudi¢ dans 1’estuaire de Seine
et le copépode Eurytemora affinis (Poppe, 1880) apparait comme étant la composante majeure
du mésozooplancton estuarien et présente de fortes abondances dans la zone oligohaline (<18)
de I’estuaire (jusqu’a 200 000 ind.m™) mais peut étre observé dans la zone mésohaline. Il

présente trois périodes d’abondance maximale : février — mars, & la mi-avril et fin mai. 1l se
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nourrit principalement du phytoplancton d’origine fluviale.

Il existe plusieurs paradoxes au sein de 1’estuaire, notamment I’extréme abondance de
la biomasse des premiers maillons des chaines trophiques et le fait qu’ils soient soumis a des
apports tres élevés de contaminants. Mais également entre 1’abondance des proies disponibles
et la pauvreté de ’ichtyofaune. Les causes synergiques seraient : la destruction des habitats,
I’apparition d’obstacles sur les voies de migrations, la dégradation de la qualité de I’eau, la

pression de péche, la réduction des vasiéres, la chenalisation ou encore les dragages.

8. Problématique et objectifs

Les apports anthropiques, provenant de 1’ensemble du bassin versant, font de 1’estuaire
de Seine un systéeme fortement eutrophisé (Billen et al. 2001) ou la richesse biologique est
importante et qui génére une forte productivité. Cette production primaire, qui peut avoir une
origine allochtone ou autochtone est cependant mal évaluée dans ’estuaire de Seine.
L’estuaire de Seine étant un systéme macrotidal, la production primaire doit étre considérée au
niveau planctonique et benthique. L’efficacité du transfert de la production primaire autochtone
vers les niveaux trophiques supérieurs et le devenir de cette matiére organique va dépendre de
la qualité de cette matiere en terme de digestibilité ou de dégradabilité (McCallister et al. 2006).
La taille des particules (microalgues, débris de macroalgues) va également jouer un role
prédominant dans les propriétés de transfert de cette matiere vers les niveaux trophiques
supérieurs (Barnes et al. 2011). La qualité de la matiére et la taille des microalgues sont
largement dépendantes du phylum, de la classe voire de 1’espece considérée. Ainsi la diversité
des assemblages est une information essentielle pour comprendre le fonctionnement écologique
de I’estuaire mais également pour mieux appréhender la potentialité du transfert trophique.

Le but de cette étude est de se focaliser sur le compartiment des producteurs primaires
en évaluant la dynamique spatiale et temporelle de la production primaire et de la biodiversité
aI’échelle de I’estuaire de Seine en considérant le phytoplancton et le microphytobenthos. L’ un
de nos objectifs est notamment de pouvoir accéder a des mesures de production primaire
phytoplanctonique a une haute résolution spatiale.

Afin de pouvoir estimer la production primaire de 1’estuaire de Seine, plusieurs
campagnes d’échantillonnages ont été réalisées a haute résolution spatiale le long du gradient
salin de I’estuaire de Seine et temporelle au cours de I’année 2015 aux échelles saisonnicre et
journaliére. Afin d’obtenir une estimation a haute résolution, les parametres photosynthétiques

ont été mesureés a haute fréquence a 1’aide de la technologie PAM sur chacun des compartiments
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phytoplanctonique et microphytobenthique. Pour le phytoplancton, ces mesures ont été
couplées a des mesures traditionnelles d’incorporation de carbone (**C) a basse fréquence afin
d’estimer la dynamique de production en terme de carbone (Napoléon and Claquin 2012). Dans
le but de comprendre la variabilit¢é annuelle de cette production, les paramétres
physicochimiques, la diversité phytoplanctonique et le compartiment pico- et nano-
phytoplanctonique rarement étudié en zone estuarienne, ont également été mesurés. Enfin, la
dynamique de la production primaire excrétée sous forme de TEP et d’EPS a également été
étudiée pour chacun des compartiments planctonique et microphytobenthique. D’autre part, en
laboratoire, des expériences visant a améliorer la précision des estimations de la production
primaire ont été réalisees.

La seconde partie de ce manuscrit présente 1’ensemble des stratégies d’échantillonnage
et des méthodes qui ont été utilisées au cours de cette étude. Les parties 3 a 5 présentent les
publications scientifiques qui ont été rédigées au cours de cette étude. Enfin, la sixieme partie
reprend les conclusions obtenues lors de cette étude dans une discussion générale visant a
définir la dynamique spatiale et temporelle de la production primaire de 1’estuaire de Seine.
Dans cette derniére partie, les valeurs de production, la dynamique des producteurs primaires
et les méthodes utilisées ont ainsi été comparées avec les autres études realisées dans ces
écosystemes spécifiques.

La troisieme partie correspond a I’étude du compartiment phytoplanctonique. Le
premier article vise a étudier en laboratoire la dynamique journaliére de la relation ETR/C en
fonction du cycle nycthémeéral de la lumiére en utilisant différentes méthodes de mesure. En
effet, afin de répondre aux objectifs présentés ci-dessus, notre méthode d’estimation de la
production primaire nécessitait de pouvoir appréhender la dynamique journaliere du ¢ec. Par
ailleurs, les différentes méthodes utilisées pour estimer les parametres photosynthétiques
peuvent influencer 1’estimation de ce parametre (Lawrenz et al. 2013). Pour cette raison, I'ETR
a été estimé en utilisant deux méthodes différentes afin de comprendre I’impact de la méthode
sur la dynamique du @ec. Le second article a pour objectif d’étudier la dynamique annuelle de
la production primaire phytoplanctonique de 1’estuaire de Seine. Cet article présente ainsi les
parameétres physicochimiques et biologiques obtenus lors des campagnes in situ le long du
gradient salin de I’estuaire. Aprés avoir décrit 1’évolution de la capacité photosynthétique du
phytoplancton a haute fréquence et compris la fagon dont elle est controlée, les données d’ETR
obtenues a haute fréquence ont été converties en carbone. Pour cela, un modeéle statistique
prenant en compte les variables environnementales a été déterminé et a permis d’estimer la

production primaire phytoplanctonique annuelle de I’estuaire de Seine.
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La quatrieme partie correspond a 1’étude de la dynamique des excrétions de carbone
sous forme de polysaccharides (EPS et TEP) réalisées par les producteurs primaires. Ainsi, le
premier article étudie au cours d’un cycle tidal, le lien entre les paramétres photosynthétiques
et la dynamique des TEP et EPS. L’objectif de cette étude étant d’estimer si la distribution et la
variabilité journaliére de ces polysaccharides dans ’estuaire de Seine est contrdlée par les
paramétres physiques, chimiques ou biologiques. Parallelement, la contribution des
compartiments phytoplanctoniques et microphytobenthiques dans le pool d’EPS disponible
dans ’estuaire a été estimée. Le second article a pour objectif d’étudier le lien qu’il pourrait
exister entre la dynamique saisonniere des TEP et EPS et la diversité du phytoplancton en
considérant les différentes classes de taille de ce compartiment.

La cinquiéme partie, quant a elle, correspond a [’étude du compartiment
microphytobenthique. Le premier article correspond a une étude méthodologique qui a pour
objectif d’étudier la variation de I’atténuation de la lumiére dans le sédiment en considérant les
différents mélanges sablo-vaseux pouvant étre observés sur une zone intertidale. Cette étude a
permis de développer un outil opérationnel de correction de données in situ en fonction de la
répartition de la chlorophylle et des paramétres sédimentaires de 1’environnement du
microphytobenthos. Le second article de cette partie a pour objectif d’étudier la dynamique du
compartiment microphytobenthique et présente les parameétres physiques, chimiques et
biologiques obtenus lors des campagnes in situ sur les zones intertidales de 1’estuaire. Apres
avoir décrit I’évolution de la capacité photosynthétique du compartiment microphytobenthique
sur les différentes vasieres de I’estuaire et compris les différents facteurs qui ’influence, la
production primaire microphytobenthique a été estimée pour les deux périodes productives de

ce compartiment.
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Partie 2 : Matériel et Méthodes
A. Etudes in situ
1. Site d’étude

L’ensemble des connaissances sur 1’estuaire de Seine nécessaire pour cette étude a eté

présenté chapitre 1.

2. Compartiment phytoplanctonique

2.1. Stratégie d’échantillonnage
Deux stratégies d’échantillonnage ont été mises en place en 2015 afin d’étudier la variation
spatiale et temporelle de la production primaire phytoplanctonique :

e Un échantillonnage mensuel au cours de 1’année 2015, sur un réseau de 8 stations
réparties le long du gradient salin de I’estuaire (Tab. 2 ; fig. 13) afin d’appréhender les
dynamiques spatiale et saisonniére du phytoplancton (biomasse, production primaire,
excrétion, diversité).

e Un échantillonnage toutes les heures au cours d’un cycle de marée (i.e. 12 heures), en
point fixe, sur 3 stations contrastées en termes de salinité : « La Carosse », « Fatouville »
et « Tancarville » (Tab. 2 ; fig. 13), au cours des périodes de crue (février 2015) et
d’étiage (juillet 2015) afin d’appréhender la dynamique temporelle, & court terme, du
phytoplancton (biomasse, productivité et excrétion) a deux saisons contrastées.
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(points noirs ; stations 1 & 8) échantillonnées en transect (ligne pointillée) et les campagnes journaliéres (points
rouges avec 1 : La Carosse, 2 : Fatouville et 3 : Tancarville) échantillonnées au cours d’un cycle de marée.
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Tableau 2. Coordonnées géographiques des stations d’échantillonnage.

Echantillonnage Label Latitude Longitude
Mensuel - Sl 49°26.015° N 0°06.754’ E
Toute I’année 2015 S2 49°25.817° N 0°11.018° E

S3 49°25.779° N 0°16.454° E
S4 49°25.876° N 0°18.284° E
S5 49°26.368° N 0°27.845’ E
S6 49°27.327° N 0°25.585 E
S7 49°28.369° N 0°27.845’ E
S8 49°28.987° N 0°31.015° E
Journalier - La Carosse 49°29.110° N 0°01.600° E
Au cours d’un Fatouville 49°26.202° N 0°19.274’ E
cycle de marée Tancarville 49°28.472° N 0°28.241’ E

Les campagnes mensuelles d’échantillonnage ont été réalisées de janvier a décembre

2015 a bord du NO « Delphy », du laboratoire Ifremer LER-N. Chaque mois, un transect le

long des 8 stations a été réalisé. Afin d’échantillonner une masse d’eau stable tout au long du

transect, les échantillonnages ont été réalisés en journée, avec un coefficient de marée autour

de 90 (Tab. 2) et pendant 1’étale de marée haute. En effet, ’estuaire de Seine a la particularité

de présenter une tenue du plein a marée haute qui dure plus de deux heures. Les mesures ont

ainsi été realisées en profitant de cette tenue du plein.

Les campagnes journaliéres ont été réalisées en février et juillet 2015 a bord du NO «

Cotes de la Manche », CNRS-INSU. Pour chaque campagne, les préléevements et mesures ont

également été réalisés sous des conditions de marée moyenne (coefficient = 90; tab. 3).

Tableau 3. Dates d’échantillonnage et coefficients de marée lors des campagnes PROUESSE et SUSPENS-

SYNAPSES.

Echantillonnage Date Coefficient de marée
Mensuel - Janvier 19/01/2015 80
Toute I’année 2015 Février 18/02/2015 92

Mars 05/03/2015 82

Avril 16/04/2015 80

Mai 13/05/2015 56

Juin 15/06/2015 87

Juillet 15/07/2015 80

Ao(t 28/08/2015 86

Septembre 17/09/2015 75

Octobre 12/10/2015 81

Novembre 23/11/2015 77

Décembre 10/12/2015 75

Journalier - Crue La Carosse 03/02/2015 79
Au cours d’un Hiver Fatouville 04/02/2015 84
cycle de marée Tancarville 05/02/2015 86
Etiage La Carosse 18/07/2015 86

Eté Fatouville 16/07/2015 84

Tancarville 17/07/2015 85
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Campagnes mensuelles

Les prélevements d'eau ont été effectués en surface sur toutes les stations a I'aide d’une
pompe et en profondeur (1 métre au-dessus du fond) sur les stations S2, S4, S6 et S8 a l'aide
d'une bouteille Niskin. Tous les prélévements d’eau ont été pré-filtrés sur une soie de 500 um
afin d’¢liminer les plus gros débris avant d’étre conditionnés pour les différentes analyses.
Suivant les paramétres étudiés, les échantillons ont été conditionnés a bord (i.e. sels nutritifs,
cytométrie, flores phytoplanctoniques) ou de retour au laboratoire (i.e. filtration). Le transport
des échantillons d’eau a été réalisé dans des bidons opaques de 5L, maintenus au frais durant le
transport.
Ainsi, les préléevements ont permis de mesurer différents parametres physicochimiques (sels
nutritifs (DIN, P, Si) et matiére en suspension (MES)), et biologiques (biomasse
chlorophyllienne, polysaccharides, diversité phytoplanctonique). Les mesures de production
primaire, basées sur ’incorporation de carbone (*3C), ont été réalisées pour les stations 2, 4, 6
et 8 et ont servi a calibrer les mesures de PAM a hautes fréquences. Des profils verticaux en
profondeur des autres parametres physicochimiques ont été réalisés sur chaque station avec une
sonde multi-paramétres de type Seabird SBE 19plus-V2®. De la station 1 & 8, les paramétres
photosynthétiques ont été mesurés en continu, au niveau de la surface, a 1’aide de la version en
« flux continu » (FT) du WATER-PAM (Waltz, Effeltrich, Germany). Pour cela un systeme de
prélévement par pompe installé sur le N.O. « Delphy », a permis d’obtenir une mesure toutes

les 5 minutes.

Campagnes journalieres

Les préléevements ont été réalisés toutes les heures pendant 12 heures aux deux
profondeurs a 1’aide d‘une bouteille Niskin. Tous les prélévements d’eau ont été préfiltrés sur
une soie de 500 um afin d’éliminer les plus gros débris avant d’étre filtrés et conditionnés
directement a bord du navire. Ainsi, les prélevements ont permis de mesurer différents
paramétres physicochimiques (sels nutritifs (DIN, P, Si) et MES) et biologiques (biomasse
chlorophyllienne, polysaccharides). Chaque heure, des profils verticaux ont également été
réalisées a chaque station a 1’aide d’une sonde multi-parametres de type Seabird SBE
19plus-V2®. Les paramétres photosynthétiques ont été mesurés en continu, au niveau de la
surface, a I’aide de la version en « flux continu » (FT) du WATER-PAM (Waltz, Effeltrich,
Germany). Pour cela un systéme de prélévement a été couplé a la pompe du thermo-salinomeétre
(Seabird) sur le NO « Cotes de la Manche », ce qui a permis d’obtenir une mesure toutes les 5

minutes.
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2.2. Parametres physicochimiques
Lumiére et débit de la Seine
Les données de rayonnement solaire global (mesurés en Joules.cm?.h?) ont été
récupérées via la station météorologique de la ville de Bernieres/mer (49.332 °N ; 0.422 °W)
pour chaque tranche horaire de 1’année 2015.Les données ont été exprimées en
umol de photon.m™.s™ pour une longueur d’onde de 440 nm. Les débits utilisés dans cette étude
sont mesurés quotidiennement a Poses (m?/s) et fournis par le GIP Seine-Aval.

Sels nutritifs

L’eau de mer a été filtrée directement apreés le prélévement a la sortie de la bouteille
Niskin sur une soie de 100 pm pour le dosage des nitrates (NOgz), nitrites (NO), de
I’ammonium (NH4") et des phosphates (PO*) puis avec une préfiltration supplémentaire sur
une membrane de type SFCA-GF de 0,45 um pour le dosage des silicates (Si(OH)s). A
I’exception des silicates conservés a 4°C, les autres échantillons ont été congelés a -20°C
jusqu’a I’analyse. Aprés décongélation, les sels nutritifs ont été dosés au LER-N (Ifremer) grace
a un auto-analyseur en flux continu (SEAL® AA3) suivant des protocoles standards (Aminot
and Kérouel 2007). Le dosage des nutriments dans les eaux salines et eaux saumatres fait partie
de la portée d’accréditation du LER-N (section Essais, accréditation n° 1-2048, portée
disponible sur le site www.cofrac.fr). des domaines d’étalonnage et de limites de quantification
de présence, ou non, de blanc optique et/ou d’un effet de sel et d’incertitudes de mesures
(Tableau 4) ont été définis pour chaque nutriment. Les concentrations en sels nutritifs ont été

exprimées en umol.

Tableau 4. Incertitudes et limites de quantification pour I’analyse des différents sels nutritifs (umol) : nitrates
(NO3-), nitrites (NO7"), ammonium (NH,*), phosphates (PO,*) et silicates (Si(OH)4). Les limites de quantification
ont été établies pour les différents domaines de concentration.

NOs NO, NH4Jr P043' Si(OH)4_
Incertitudes 3% 4,9% 10,1% 4,4% 0,7%
Limites de quantification 0,10 0,02 0,10 0,04 0,2

0,60 0,05 0,30 n.a. 1,0

Matiere en suspension

Des echantillons de 250 a 500 ml d’eau ont été filtrés sur des filtres GF/F (Porosité =
0,7 um) pré-calcinés 4h a 450°C et pré-pesés sur une balance de précision. Chaque filtre a
ensuite été rincé avec de I’eau distillée afin d’éliminer les particules de sels. Les filtres ont

ensuite été séchés pendant 24h a 50°C puis peses sur la méme balance de précision que pour le
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pré-pesage. La différence entre la masse du filtre apres et avant filtration, permet d’estimer la

concentration de matiére en suspension (MES) exprimée en g.L ™.

2.3. Parametres biologiques

Biomasse chlorophyllienne

La biomasse phytoplanctonique a été estimée par dosage de la chlorophylle a (chl a).
Afin d'estimer la biomasse des différentes classes de taille du phytoplancton, 250 a 500 ml
d’eau de mer ont été filtrés sur des filtres GF/F d'une porosité de 0,7 um pour 1’estimation de
chl a totale et sur des filtres polycarbonate Isopore d'une porosité de 10 um pour 1’estimation
de chl a dans la fraction supérieure & 10 um. Les filtres ont ensuite été conserves au noir et a -
20°C jusqu’a I’analyse.
Pour I’analyse, les filtres ont été plongés dans de 1’acétone a 90% puis broyés et placés pendant
une nuit a 4°C afin d’extraire les pigments chlorophylliens. Aprés centrifugation, la
fluorescence de la chl a extraite a été mesurée dans le surnageant avant et apreés acidification
(10 uL de HCI, 0,3 M pour 1 ml d'acétone) grace a un fluorimétre (Turner Design TD-700®)
suivant la méthode de Lorenzen (1966). Par différence entre la chl a totale et la chl a >10 pum,
la concentration en chlorophylle des cellules de taille < 10um a été calculée. Ainsi pour chaque
station, trois concentrations en chl a différentes sont disponibles: (i) chl a totale, (ii) chl a
>10 um (i.e. biomasse du microphytoplancton) et (iii) chl a < 10 pum (i.e. biomasse du pico- et
nanophytoplancton). Ces dosages ont été effectués a la station marine du CREC de I’Université

de Caen au sein de l'unité BOREA. Les données de chl a ont été exprimées en pg.L™.

Polysaccharides

La concentration en particules exopolymériques transparentes (TEP) a été déterminée
en utilisant la méthode colorimétrique décrite par Claquin et al. (2008) adaptée de Passow &
Alldredge (1995). Ainsi, des échantillons de 15 a 50 ml ont été filtrés sur des filtres a membrane
polycarbonate Isopore de 0.4 um (Millipore) et stockés a -20 ° C jusqu'a I'analyse. Les particules
retenues sur les filtres ont été colorées avec 5 ml de bleu Alcian 0.02% (Sigma) dans de I'acide
acetique 0.06% (pH 2.5). Aprés centrifugation a 3500 g pendant 30 minutes, les surnageants
ont éte jetés, les filtres rinces avec 5 ml d'eau MilliQ et centrifugés a nouveau. L’opération de
rincage a été réitérée jusqu'a ce que tout I'excés de colorant soit complétement éliminé du culot.
Aprés une nuit de séchage dans un stérilisateur a 50 ° C, 6 ml de H2SO4 a 80% ont été ajoutés

et incubé durant 2 heures. L'absorbance du surnageant a été mesurée a l'aide d'un spectromeétre
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a 787 nm. L'absorption au bleu Alcian a été étalonnée a l'aide d'une solution de gomme de
Xanthane (XG). Les concentrations de TEP ont été exprimées en ugXGeq.L™.

La teneur en exopolysaccharides solubles dit « colloidaux » (S-EPS) a été mesurée a
I'aide de la méthode de Dubois (Dubois et al. 1956; Orvain et al. 2014), le glucose étant le
standard. Ainsi, apres une filtration de 10 a 50 ml sur filtre GF/F, les filtrats ont été considérés
comme contenant les S-EPS. Les S-EPS de haut et de bas poids moléculaire ont été séparés en
incubant les échantillons dans de I'éthanol a 70% pendant 16 heures & -20 ° C. Les échantillons
ont été centrifugés a 3500 g, a 4 ° C pendant 30 min. les surnageants contenant les S-EPS de
faible poids moléculaire ont éte jetés et les culots contenant les S-EPS de haut poids moléculaire
ont été sechés a 50 °C pendant une nuit. Les échantillons secs ont été remis en suspension dans
1 ml d'eau distillée, puis 50 ul de phénol a 5% et 250 pl d'acide sulfurique ont été ajoutés a
50 pl de I'extrait et vortexés. L'absorbance a été lue aprés 30 min avec un lecteur de plaque
FlexStation (Molecular Devices) a 485 nm. Une gamme d’étalonnage a été préalablement
réalisée en utilisant une solution de glucose (G) comme référence et les concentrations de

S-EPS ont été exprimées en pgGeq.L™.

2.4.Parametres photosynthétiques

Fluorescence modulée PAM-Walz

Pour I'estimation a haute fréquence de la productivité primaire, I'efficacité de conversion
d'énergie maximale (ou efficacité quantique de la séparation de charge du photosystéeme Il
(PSI) (Fv/Fm)) a été mesurée a des intervalles de 5 minutes a l'aide de la version en flux (FT)
du WATER-PAM (Waltz, Effeltrich, Allemagne) (Schreiber et al. 1986). L'eau en sub-surface
a été prélevée via une pompe menant a une chambre noire isolée thermiquement. Apres
5 minutes d'acclimatation au noir, ce qui était suffisant pour I'oxydation du groupe de Quinone
A (Qa) dans cet environnement trés turbide, un sous-échantillon a été automatiquement
transféré dans la chambre de mesure. L'échantillon a été excité par une lumiére bleue de faible
intensité (1 umol photons.m?2.s%, 470 nm, fréquence 0.6 kHz) pour enregistrer la fluorescence
minimale (Fo). La fluorescence maximale (Fm) a eté obtenue lors d'une impulsion de lumiere
saturante (0,6 s, 1700 pmol photons.m2.st, 470 nm) permettant de réduire tout le pool de Qa

(Fig. 14). Ainsi, Fv/Fwm a été calculé selon I'équation suivante (Genty et al. 1989):

Fy _ (Fy —Fy)
Fu  Fu
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Consécutivement, les echantillons ont été exposés a neuf irradiances (E). Les gammes
de variations ont été adaptées au cours de la saison : (i) de 0 a 469 umol de photons.m?2.s* de
janvier a juillet et au cours de la campagne journaliére hivernale et (ii) de 0 a
1541 pmol de photons.m™.st d'ao(it & décembre et au cours de la campagne journaliére estivale.
Chaque irradiance été séparée par un temps de 30 s par rapport aux autres. Ainsi, la fluorescence
a I'état stable (Fs) et la fluorescence maximale (Fm ') ont été mesurées pour chaque palier
lumineux. L'efficacité quantique du PSII pour chaque irradiance a été déterminée comme suit
(Genty et al. 1989):

AF  (Fy' —Fy)
Fu' Fu'

Le taux relatif de transport d'électrons (rETR, umol electron.m?.s%) a été calculé pour
chaque irradiance. Le rETR est une mesure du taux de transport linéaire d'électrons par le PSI|,
qui est corrélée avec la performance photosynthétique globale du phytoplancton (Juneau and
Harrison 2005) :

AF
tETR(E) = — X E
M

F,

Fluorescence

Obs T LS LA, i _ Obs S

30s

Temps
Figure 14. Principe de la fluorescence modulée « PAM ». Sous une trés faible lumiére détectrice (LD), I’activité
photosynthétique est insignifiante. Le premier accepteur d’électron du PSII, Qa, est alors complétement oxydé, la
fluorescence émise est par conséquent minimale. Ce niveau de fluorescence obtenu aprés un passage a 1’obscurité
est appelé le niveau minimum de fluorescence Fo. Ensuite un flash lumineux de haute intensité est émis. Le PSII
est saturé, Qa est completement réduit. La fluorescence atteint alors un maximum (Fm). Une gamme de lumiére
actinique (LA1, LA2 etc.) d’intensités croissantes est appliquée sur 1’échantillon. Chaque intensité lumineuse (flux
de photons) est appliquée pendant 30 secondes dans cette étude. Pour chaque intensité, une fluorescence de base
stable Fs est atteinte. Toutes les 30 secondes un flash de lumiére saturante (LS) est émis et Fy’ est alors déterminée.
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En parallele, au cours des campagnes mensuelles et pour chaque point
d’échantillonnage, ainsi qu’a chaque heure lors des campagnes journalieres, un échantillon de
sub-surface (-1m) et un de fond (+1m) ont été prélevés et adaptés au noir pendant 5 min. Chaque
échantillon a ensuite été introduit dans la version cuvette du WATER-PAM (Waltz, Effeltrich,
Allemagne) et les Fv/Fm ont été calculés comme décrit ci-dessus.

Un autre sous-échantillon adapté au noir a été placé dans un MULTI-COLOR-PAM
pour I'estimation de la section transversale d'absorption fonctionnelle du PSII & 440 nm (opsiia40
exprimée en m?). Ce fluorimétre permet d'analyser la cinétique de la fluorescence O-11 a une
longueur d’onde choisie (dans cette étude 440 nm) en utilisant une routine d’ajustement du
programme PamWin-3 basée sur le modele de Lavergne & Trissl (1995) étendu pour tenir
compte de la ré-oxydation de Qa (Schreiber et al. 2012). Cette méthode permet d'estimer la
constante de temps de réduction de Qa pendant I'élévation O-l1 (t; ms) et ainsi de calculer

opsiiaao (M2) comme suit:
1
TXLxI
Ou : L est la constante d'Avogadro et | est le taux de fluorescence des photons de la lumiere

OPSligqq =

entrainant I'élévation O-11 (E; pmol photons.m?.s?).
En suivant Schreiber et al. (2011), le taux de transport d'électrons (ETR(II);

Electron.(PSIL.s)?) a ensuite été calculé selon 1’équation:
rETR X OpsII XL
Fy/Fm

Avec rETR (moles d’électrons.m?.s™) et Fv/Fum calculé comme précédemment, L la constante

ETR(II) =

d'Avogadro en mol™ et opsiaso €n m2. ETR(II) a d'abord été exprimé en électron.(PSIl.s™) -1
puis en mmol d'électrons.mgchl.h selon I'équation:

[ETR(I)] x [PSII] x 36.10°
[chla] x L

ETR(I]) =

OU [ETR(IN] est exprimé en électron.(PSIl.s?)?, [chl a] représente la concentration en
chlorophylle a exprimée en mg.ml et [PSII] représente la concentration des centres

réactionnels des PSII (en PSII.mlI-1) a été obtenu comme suit:

PSI[ = [chla] X L
[PSIT] = 900 x 1000

OU [chl a] est exprimé en g.ml et en supposant un poids moléculaire de 900 g.mol™ par chl a
et une taille d'unité photosynthetique de 1000 molécules de chl a par chaine de transport
d’¢électrons (Schreiber et al. 2011).
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Incorporation de carbone marqué (*3C)

Un photosynthetron (modifié de Babin et al. 1994) a éte utilisé pour réaliser les
incubations de 13C sur les échantillons prélevés aux sites 2, 4, 6 et 8 des campagnes mensuelles.
Un tube fluorescent modulable en forme de U (OSRAM, DULUX L, 2G11, 55W / 12 -950,
LUMILUX DE LUXE, lumiére de jour) a produit la lumiére. La température dans le
photosynthetron a été maintenue in situ par un circuit d'eau de mer équipé d'un refroidisseur
d'eau (AQUAVIE ICE 400).

Au total, 1100 ml de chaque échantillon ont été inoculés avec du NaH13COz (98 atome %,
Sigma) correspondant a un enrichissement d'environ 15% du carbone inorganique dissous déja
présent dans I'eau de mer. L'eau de mer inoculée a été partagée entre 16 flasques de culture
(62 ml) placés dans le photosynthetron. L'intensité lumineuse a été mesurée dans chaque
flasque en utilisant un capteur quantique micro-sphérique (US-SQS; Walz) connecté a un
enregistreur de données LI-COR 1400. L'un des flacons a été conserve dans le noir pour estimer
I'incorporation du carbone inorganique non-photosynthétique. Apres trois heures d'incubation,
chaque flasque a été filtrée sur des filtres GF/F pré-brilés de 25 mm (450 ° C, 12 h) et ils ont
été conserveés a -20 ° C jusqu'a I'analyse. Pour éliminer les carbonates, des filtres ont été exposés
a du HCI fumant pendant 4 heures, puis séchés a 50 ° C pendant 12 heures. La concentration
de carbone organique particulaire (POC) et le ratio isotopique de 3C a *2C ont été déterminés
a l'aide d'un analyseur élémentaire (EA 3000, Eurovector) combiné a un spectrophotometre de
masse (IsoPrime, Elementar).

Le taux de fixation du carbone (Pobs) a été calculé selon Hama et al. (1983) et la valeur de
I'incorporation dans l'obscurité a été soustraite de toutes les données. Pobs a été exprimé en

mmol C.mgchl at.h™,

Courbes P vs E

Chaque série de rETR, ETR(II) et Pobs a été tracée en fonction de I’irradiance (E). Pour
estimer les parametres photosynthétiques, le modele mécanique de Eilers & Peeters (1988) a
été appliqué a ces courbes a l'aide de SigmaPlot 12.0 (Logiciel Systat Inc., Chicago, USA):

X(E) = GEE+bE+ O

Ou X(E) représente soit rETR(E), ETR(II)(E) ou Pons(E). La capacité photosynthetique
maximale a été calculée avec les coefficients a, b et ¢ extraits de 1’équation de 1’ajustement

comme suit :
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1
Hmax = (b +2,/ac)
Ou Xmax correspond a la capacité photosynthétique maximale mesurée avec la méthode PAM
(fETRmax en unité relative ou ETR(I1)max en mmol d'électrons.mgchl™.h") ou mesurée avec la
méthode d’incorporation du 3C (Pmaxen mmol C.mgchl at.ht). L’efficacité photosynthétique
(o) a été calculee :

o=

alr

Ou a est I’efficacité photosynthétique mesurée soit avec la méthode PAM (en unité relative ou
en mmol délectrons.mgchl™.ht.(umol de photons.m?s?)?) ou avec la méthode

d’incorporation de 3C (mmol C.mgchl a*.h.(umol de photons.m2.s)1).

Nombre d’électrons nécessaire a la fixation d 'une mole de carbone (¢e.c.)

Afin d’étudier la relation entre les deux paramétres, les valeurs de Pmax Ont été tracées
en fonction des valeurs d’ETR(ID)max. La quantité ¢ec. (mol d’électrons.mol de C?), qui
correspond a la pente initiale de la relation (Barranguet and Kromkamp 2000; Napoléon et al.

2013b), a été estimée pour chaque station et chaque période d’échantillonnage.

2.5. Diversité phytoplanctoniques

Micro-phytoplancton

Des échantillons d’eau de 250 ml ont été prélevés en surface lors des campagnes
mensuelles sur les stations 1, 3, 5 et 7. 1l ont été conservés dans une solution de Lugol (2%) a
I’obscurité et a 4°C pour I’identification et I’énumération des espéces phytoplanctoniques selon
la technique Utermohl (Lund et al. 1958). Au laboratoire 10 ml de I’échantillon ont été mis a
décanter dans des cellules de comptage pendant 24h. L’identification et 1’énumération ont
ensuite été réalisées sous microscope inversé a contraste de phase. L’identification est réalisée
jusqu’au plus bas niveau taxonomique possible. Ces analyses ont été réalisées au laboratoire

Ifremer LER-N par les analystes en charge du REPHY.

Nano- et picophytoplancton

Chaque prélévement a été réalisé en triplicat. Un volume de 1 ml d’eau a été fixé avec
du glutaraldéhyde (0,25%). Aprées 15 minutes dans le noir a 4°C, les échantillons sont plongés
dans I’azote liquide. De retour au laboratoire, ils sont stockés a -80°C jusqu’a ’analyse (Vaulot

et al. 1989; Olson et al. 1993). Les analyses ont été réalisées au plateau de cytométrie en flux
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de la structure fédérative 146 ICORE. L’appareil utilisé est un cytométre en flux Gallios
(Beckman Coulter®). Aprés décongélation a température ambiante, une solution en
concentration connue de billes en latex auto-fluorescentes de 1 um de diametre (A = 485 nm) a
été ajoutée a chaque échantillon comme référence de taille et de fluorescence. Trois blancs
d’eau de mer filtrée sur 0.2 um ont été analysés lors de chaque session de cytométrie afin
d’évaluer le bruit de fond li¢ a I’appareil. Pour chaque échantillon les paramétres de taille et de
forme des cellules (i.e. forward scatter FS et side scatter SC) ont été enregistrés ainsi que leurs
caractéristiques de fluorescence intrinséques dans le rouge (FL4 ; A=695 nm) et dans 1’orange
(FL3; 2=620 nm). Les différentes populations de pico- et nanophytoplancton ont été

discriminées d’aprés leur taille et leur contenu pigmentaire (e.g. Marie et al. 1999).

Biologie moléculaire

Chaque prélevement a été réalisé en triplicat. Un volume de 25 ml d’eau a été filtré
successivement sur des filtres polycarbonate Isopore d'une porosité de 5 um et 0.2 um pour
I’analyse des cellules eucaryotes (18S) et procaryotes (16S) respectivement. Les filtres ont
immédiatement été introduits dans des cryotubes et conservés a -20°C jusqu’a I’extraction. Les
ADN ont été extraits a partir des filtres correspondant a chaque échantillon en utilisant le kit
PowerBiofilm DNA Isolation et les instructions du fabricant (MO BI10O). Pour la préparation des
banques d’ADN du 18S et du 16S, les amplifications ont été réalisées avec des amorces
comportant 8 bases a leurs extrémités 5’ suivi par 2 a 4 bases aléatoires. Les amorces utilisées
pour I’amplification des régions de I’ADN ribosomal 18S et 16S sont données dans le tableau
5. La premiére étape de PCR a été réalisée a partir de 1ul d’ADN (5-10 ng) selon le mélange
réactionnel suivant : 1,00 uL ADN ; 1,00 pL Forward Primer (10 uM) ; 1,00 pL Reverse Primer
(10 pM) ; 0.75 pL DMSO ; 0,25 pL BSA (10x) ; 8,50 pL H20, et 12.50 pL PCR Master Mix
2x (KAPA2G Robust HotStart DNA polymerase ReadyMix, KAP, Biosystems).

Le programme d’amplification utilisé a été : 95°C pendant 5 min, 30 cycles (95°C pendant
15 sec, 52°C pendant 15 sec, et 72°C pendant 30 sec) et 72°C pendant 3 min. Les produits de
PCR ont été vérifiés sur gel d’agarose, purifiés grace au kit Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter) puis quantifiés en utilisant le kit Qubit dSDNA HS assay. lls ont ensuite été
normalisés puis rassemblés. Les banques ont été préparées en utilisant 1ug d’ADN des pools et
le kit Illumina TruSeq DNA PCR-Free Library Preparation. Les recommandations du fabricant
ont été suivies a I’exception de I’utilisation d’un mixte End-Repair différent afin d’éviter la
formation de chimeres. Les banques ont finalement été quantifiées par PCR et séquencées selon

le kit M1Seq 2x300 paired-end run, toujours selon les recommandations d’Illumina.
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Tableau 5. Amorces utilisées pour ’amplification des différentes régions de I’ADN ribosomal (18S et 16S).
Région de I’ADN ribosomal Amorces utilisées pour I’amplification
185 0067a_deg - (AAGCCATGCATGYCTAAGTATMA)
NSR399 - (TCTCAGGCTCCYTCTCCGQG)
515 F/ - (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA)
926 R - (CCGYCAATTYMTTTRAGTTT)

16S

Les amplicons ont été analyses en utilisant le logiciel mothur v.1.36.1 (Schloss et al
2009). Les lectures ont été traitées en utilisant principalement la procédure standard décrite par
Schloss et al (2009) pour les données de type MiSq Illlumina (Kozich et al 2013). Dans un
premier temps les contigs ont été assemblés permettant 1’obtention de séquences « pairées ».
Les séquences des codes-barres et amorces ainsi que les séquences de faible qualité ont été
retirées (Taille minimale de 350 paires de base (pb), taille maximale de 460 pb, et élimination
de toute les séquences contenant des bases ambigués et/ou comprenant des homopolymeres
supérieurs a 8pb). Les séquences ont alors été alignées en utilisant le dépdt 119 de la banque de
références SILVA (Quast et al 2013) et des pré-clusters ont été réalisés (pre.cluster, diffs=1).
Les singletons ont été exclus, ainsi que les chimeres en utilisant la commande : chimera.uchime
mothur. Les séquences ont été classifiées en utilisant 1’algorithme k-nearest neighbour (knn)
présent dans mothur, et la méthode de recherche d’homologie BLASTN toujours en utilisant le
dépot 119. La classification des séquences a été réalisée en utilisant 1’algorithme knn dont la
méthode est plus optimale que celles plus généralement utilisées de type Bayesian (Wang et al
2007). Apres classification, les séquences ne correspondant pas aux jeux de données
(eucaryotes ou procaryotes) ont été enlevées. Pour tenir compte des différences de profondeur
de séquencage, 7004 séquences (pour le jeu de donnée 16S) et 20624 (pour le 18S), ont été
aléatoirement sélectionnées pour chaque échantillon. Les Unité Taxonomique Opérationnelles
(OTUs) ont été réalisées en utilisant 1’algorithme average neighbour. Les OTUs ont été définies
comme correspondant a 97% de similarité que ce soit pour les données 16S et 18S. Apres sous-
échantillonnage les données correspondent a 1 029 588 seéquences pour le 16S et 3 052 352
séquences pour le 18S ; elles ont été rassemblées en 11 546 OTUs pour le 16S et 9 487 OTUs
pour le 18S. Ces séquences ont finalement été classifiées en utilisant 1’algorithme knn présent
dans mothur et la méthode BLASTN et les banques SILVA pour le 16S et PR2 (Guillou et al
2013) pour le 18S.
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3. Compartiment microphytobenthique

3.1. Stratégie d’échantillonnage
Afin d’étudier la variation des paramétres photosynthétiques du compartiment
microphytobenthique, deux campagnes d’échantillonnage des vasiéres de 1’estuaire de Seine
ont été réalisées au cours des mois de septembre/octobre 2014 et avril 2015 en association avec
le projet GIP Seine-Aval 5 : « BARBES — Coordination F. Orvain (UMR BOREA)». Lors de
ces campagnes, 15 stations (9 sur la vasiére Nord nommeées de A a | ; 3 sur la vasiere du chenal
environnemental nommées de K a M et 3 sur la vasiere Sud nommées de N a P) ont été

échantillonnées (Fig. 15). Les coordonnées des différents sites sont données ci-dessous (tab. 6).
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Figure 15. Localisation des stations d’échantillonnage sur ’estuaire de Seine pour les campagnes d’étude du
microphytobenthos en association avec le projet GIP Seine-Aval 5: « BARBES ». Avec en Vasiére Nord, 9 sites
nommés de A a |, en vasiére Sud 3 sites nommés de N & P et au niveau du chenal environnemental 3 sites nommeés de
KaM.

Tableau 6. Coordonnées géographiques des sites d’échantillonnage des campagnes d’étude sur le microphytobenthos
en association avec le projet GIPSA BARBES.

Sites Longitude Latitude Sites Longitude Latitude
Wgs84 Wgs84 Wgs84 Wgs84

A 0.2004 49.4516 | 0.2668 49.4412
B 0.2004 49.4506 K 0.2836 49.4416
C 0.2004 49.4482 L 0.2836 49.4401
D 0.2174 49.4491 M 0.3003 49.4391
E 0.2174 49.4483 N 0.1672 49.4162
F 0.2172 49.4462 O 0.2001 49.4267
G 0.267 49.4436 P 0.2003 49.4235
H 0.2668 49.4408 - - -
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A chaque station, trois carottes (20 cm de diametre x 1 cm de profondeur) ont été
prélevées pour mesurer les paramétres sédimentaires (i.e. granulométrie, teneur en eau, densité
sédimentaire, masse volumique et coefficient d’atténuation spécifique de la lumiére par le
sédiment) et biologiques (i.e. teneur en chlorophylle a et polysaccharides et matiére organique).
Apreés avoir été soigneusement homogeénéisé, différent volumes de substrat ont été préleveés
pour chaque paramétre a l'aide de seringues coupées et répartis dans différents tubes puis
conservés a -20 °C jusqu’a I’analyse. Les parameétres photosynthétiques ont été mesurés, en
triplicat, par fluorescence modulée, a I’aide d’un fluorimétre de type Fiber-PAM, comprenant
une unité de controle PAM et une unité de détection WATER-EDF (Walz, Effeltrich,
Allemagne). La distance entre la sonde a fibre optique et la surface du sédiment a été maintenue
constante & 2 mm pour toutes les mesures. De plus, un anneau de 4 cm de diametre a été utilisé
pour isoler I'échantillon de la lumiére naturelle et pour contrdler I'adaptation au noir et le niveau
d'irradiation imposé lors de la mesure de la courbe. Cette configuration a été maintenue a l'aide
d'un porte-burette fixé sur une base enterrée dans le sédiment. Tres proche des mesures PAM,
trois micro-carottes (2 centimetres de profondeur et 1,2 cm de diamétre) ont été prélevées et
immédiatement congelées a l'aide d'azote liquide sur le terrain. De retour au laboratoire les

micro-carottes ont été conservées dans un congelateur a -80 ° C.

3.2. Parametres sédimentaires

Teneur en eau, densité sédimentaire et masse volumique

La teneur en eau (w ; %) a été déterminée en pourcentage d’eau par rapport au sédiment
sec total. Le poids de I'eau a été calculé par la différence de poids avant et apreés le séchage des
échantillons a 60 ° C pendant 3 jours dans une étuve. Le poids de sel a également été pris en
compte a partir du volume d’eau déduit. La teneur en matiére organique (%) a ensuite été
obtenue comme perte par calcination de I'échantillon sec a 450 ° C pendant 4 h. La densité
séche du sédiment (Csed ; kg.m®) a ainsi été estimée a partir de la teneur en eau (w ; %) selon

la formule :

. Ys X 1000
sed — ( W

m) X Vs + 1000

OU vy, est la densité de grain initialement supposée a 2650 kg.m. La masse volumique (kg.L"
1Y aensuite été estimée a partir de la teneur en eau et de la densité sédimentaire selon la formule
suivante :
Csed + 707 X Csed
1000
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Granulométrie du sédiment

Pour déterminer la taille des particules, les sédiments issus de la calcination de la matiére
organique ont été baignés dans du peroxyde d'’hydrogéne a 6% pendant 48 heures pour éliminer
définitivement toute trace de matiere organique. La distribution granulométrique a ensuite été
mesurée avec un analyseur de taille de particules LS Coulter sur les sous-échantillons. La
fraction de sédiments vaseux a été estimée comme le pourcentage de particules < 63 um et la
médiane de la taille du sédiment a été estimée a partir d'un histogramme en pourcentage

cumulatif.

Coefficient d'atténuation de la lumiere

Pour estimer l'atténuation de la lumiére avec la profondeur dans le sédiment, un
coefficient d'atténuation de la lumiére (k¢; mm™) a été calculé en utilisant I'équation fournie par
Forster & Kromkamp (2004). Cette équation tient compte de la proportion de sédiment sec
(PSed) dans chaque intervalle de profondeur ; la valeur d'atténuation spécifique K ged); la
proportion de la teneur en pigments chlorophyllien (PChl) et le coefficient d'atténuation

spécifique de la chlorophylle, K dchy, comme suit:
Kagziy = (PSedy; X K*dseqy) + (PChl; X K*dcy)

PChl a été calculé a chaque section a partir de la concentration cumulée de chl a

(mg.m2) de la surface jusqu’a la profondeur de la section considérée (zi) suivant I'équation:

Chl a(z;) cumulée
2.9

PChl(Zl) =

Ou z; correspond a la profondeur de la section en pm, en supposant une concentration en chl
par zone de 29 mg.m pour une profondeur de 10 um (Forster and Kromkamp 2004), soit
2.9 mg.m pour une profondeur de 1 mm. Les valeurs de chl a cumulées (mg.m) ont été
calculées directement a partir de la teneur en chl a de chaque intervalle des profils verticaux
(ng.gDW1). La conversion de pg.gDW™ en mg.m était basée sur la masse volumique (g.cm?)
et la profondeur de la section (mm). Par la suite, les fractions PSed;i ont été calculées suivant
la relation: PSed;i = 1 - Pchlzi.
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La valeur de référence pour le coefficient d'atténuation spécifique de la chlorophylle de
0.02 m2.mgchl a! (Forster and Kromkamp 2004) a été utilisée pour estimer le coefficient
d'atténuation intégré en profondeur, K qcny et une valeur de 58 m™ a été obtenu (K"a(chry = 2,9
mgchl a.m?.um™ x 0.02 m2.mgchl a* = 58 mm™).

De méme, la valeur de référence pour le coefficient d'atténuation spécifique des
sédiments de 0,011 m2.mgDW permet d'obtenir une valeur de 2 mm pour K”4(seq) €n I'absence
de chl a (Forster and Kromkamp 2004). Cependant, dans un contexte de mélange sablo-vaseux,
la valeur de K"q(seq) peut changer avec la composition granulométrique des sédiments (Kiihl and
Jargensen 1994) et induire des changements dans les valeurs de kq. De la méme maniére qu'il a
été nécessaire de tenir compte de la variation de la chl a avec la profondeur en utilisant les
micros-profiles, il apparait nécessaire de tenir compte de la variation de la composition des
sédiments dans I’évaluation du kq. Ainsi, afin d'estimer le coefficient d'atténuation intégrée en
profondeur (K dseqy en mm™) pour chaque échantillon, I'absorbance a été lue sur des plaques
multi-puits (96) pour la méme longueur d'onde que le Fiber-PAM (460 nm) en utilisant un
lecteur de microplaques fluorescents FlexStation ™ (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA). Pour chacune des 15 stations, 9 puits avec 200 pl d’eau milliQ ont été remplis avec les
sédiments secs de chaque triplicat pour obtenir différentes épaisseurs de sédiments (25, 50, 75,
100, 125, 150, 200 et 400 um). k q(seq) @ €té déterminé comme égal au coefficient a de I'équation

d’ajustement :

y — e—ax
Ou y est la lumiére absorbée et x I'épaisseur de sédiment calculée en utilisant le poids (mg) et

la densité séche (g.cm3) de I'échantillon.

3.3. Parametres biologiques

Dosage de la chlorophylle a

Environ 1.5 ml de sédiment ont été lyophilisés et une fraction d’environ 1 g de sédiments
a été pesée pour chaque réplica. Les pigments ont été extraits dans 10 ml d'acétone a 90% en
rotation verticale continue (12 tour/min) pendant 1h dans 1’obscurité et a 4°C. Les échantillons
ont ensuite été placés pendant 18h dans l'obscurité a 4 °C. Aprés centrifugation (4 °C, 2000g,
5 min), la fluorescence du surnageant a été mesurée a l'aide d'un fluorimetre TurnerTD-700
(440 nm) avant et apres acidification (10 pL de HCI, 0,3 M pour 1 ml d'acétone). Les valeurs
de chl a (en pg.gDW™) et la fraction des phéopigments (exprimés en pourcentage des pigments
totaux) ont ensuite été calculées a l'aide de la méthode de Lorenzen (1966) et convertis en

mg.m en utilisant la densité séche du sédiment et sur la base de la profondeur de 1 cm
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échantillonnée, pour tenir compte des effets de dilution de la chl a liés au compactage lors de

I'exposition a marée basse (Perkins et al. 2003; Jesus et al. 2006).

Profils verticaux de la chlorophylle a

Afin d'acceder a la répartition verticale de la biomasse en chl a, les micro-carottes ont
étée découpées en utilisant un microtome de congélation (-25°C) lors des deux semaines qui ont
suivi 1'échantillonnage. Chaque section tranchée (200 pum) du sédiment a été placée dans un
tube Eppendorf pré-pesé et lyophilisée. La masse séche a ensuite été mesurée avant 1’analyse
de chl a. Les valeurs en chl a ont été obtenues selon la méthode de Welschmeyer (1994) a I’aide
d’un fluorimétre TD-700 (Turner Designs, Californie, Etats-Unis). Les intervalles considérés
étaient de 0-200, 200-400, 400-600, 600-800, 800-1000, 1800-2000, 2800-3000, 3800-4000,
5800-6000, 7800-8000 et 9800-10000 pm.

Polysaccharides

Les EPS ont été extraits a partir de 5 ml de sédiments frais placées dans des tubes de
centrifugation de 15 ml avec 5 ml d'eau de mer artificielle filtrée a 0,2 pm et stérilisée (Orvain
et al. 2014). Les analyses ont été réalisées immediatement de retour du terrain pour éviter toute
perturbation cellulaire et contamination des extraits (Chiovitti et al. 2004; Takahashi et al.
2009). Aprés 1 heure d'incubation dans I'eau de mer artificielle, les tubes ont été mélangés et
centrifugés (4 °C, 3000 g, 10 min). Les surnageants contenant la fraction colloidale (S-EPS)
ont été recueillis dans un nouveau tube de centrifugation et conservés a -20 °C jusqu'a une
analyse plus approfondie. En plus des S-EPS, nous avons choisi d'extraire les EPS liés (B-EPS)
a partir du culot de la derniére centrifugation, en utilisant 5 ml d'eau de mer artificielle et ~ 1 g
de résine cationique activée (Dowex Marathon C, Na +, Sigma-Aldrich). Méme si cette
procédure est reconnue pour extraire seulement de petites proportions du volume total d’EPS
liés (Pierre et al. 2012), elles peuvent étre strictement considérées comme des EPS purs,
contrairement aux extractions avec de 1’eau distillée, dont la majorité de l'extraction sera
composée de composés internes (Takahashi et al. 2009). Aprés la remise en suspension, les
tubes ont été agités doucement pendant 1 heure a 4 ° C au noir, puis centrifugés (4 °C, 3000 g,
10 min). Les surnageants ont été recueillis et maintenus congelés (-20 ° C) pour une analyse
plus poussée des B-EPS. Pour chaque fraction EPS (S-EPS et B-EPS), les EPS de haut et de
bas poids moléculaire ont été extraits en incubant les échantillons dans I'éthanol (concentration
finale 70%) pendant 16h a -20 °C. Aprés centrifugation (4 °C, 3000 g, 30 min), les EPS de bas
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poids moléculaire retenus dans le surnageant ont éeté jetés et le culot contenant les EPS de haut
poids moléculaire a été séchée a 60 °C dans un bain sec sous débit d'air (de 6 a 48 h selon la
fraction). Les échantillons secs ont été remis en suspension dans 1 ml d'eau distillée, puis 50 pl
de phénol a 5% et 250 pl d'acide sulfurique ont été ajoutés a 50 pl de l'extrait et vortexés.
L'absorption a été lue apres 30 min avec un lecteur de plaque FlexStation ™ (Molecular
Devices) a 485 nm. Une courbe d’étalonnage avait été préalablement réalisée a partir d’une
solution de glucose (G) (Dubois et al. 1956). Le contenu en protéines a également été mesuré
en utilisant du sérum d'albumine de bovin (Sigma-Aldrich) (Bradford 1976). Sur des plaques
multi-puits (96 puits), 160ul d'échantillon ont été homogénéisés avec 40ul de réactif de dosage
de Bradford (Bio-Rad). L'absorbance a été lue pour une longueur d'onde de 600 nm a I'aide d'un
bio-luminometre (Mithras LB940 Berthold Technologies). Chaque concentration d'EPS a
d'abord été exprimée en fonction du volume de sédiments frais et a ensuite été convertie en

concentration en utilisant la masse volumique.

3.4. Parametres photosynthétique

Fluorescence PAM

La méthode de fluorescence PAM, décrite préecédemment, a permis d’estimer le
rendement de fluorescence initiale (Fv/Fm = (Fm - Fo)/Fm) qui correspond & l'efficacité
maximale du rendement quantique du PSII (Van Kooten and Snel 1990). Aprés une adaptation
au noir de 5 min, I'échantillon a été excité par une lumiere de mesure basse fréquence (1 umol de
photons.m2.s%, 460 nm, fréquence 0,6 kHz) pour accéder au niveau initial de fluorescence, Fo.
La fluorescence maximale (Fwm) a été obtenue lors d'une impulsion de lumiére saturante (0,6 s,
2 500 umol de photons.m™.s%, 460nm), permettant aux pools de quinone A (Qa), de quinone B
(Qs) et une partie de la plastoquinone (PQ) d’étre réduits. Par la suite, chaque échantillon a été
exposé a neuf irradiations (I: de 0 a 929 umol photons.m™2.s%) pendant 30 secondes a chaque
étape. Pour chaque niveau d'exposition a la lumiére une fluorescence a I'état stationnaire (Fs) et
une nouvelle fluorescence maximale (Fm') ont été mesurées et un rendement de fluorescence
variable (AF/Fm = (Fm'-Fs)/Fm') calculé. Ensuite, le taux de transport relatif des électrons a été
calculé en utilisant I'équation : rfETR = AF/F x E. L'extinction non photochimique de la

fluorescence a également été estimée avec I'équation : NPQ = (Fm- Fm')/Fm'.
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B. Etude en laboratoire

1. Organismes et conditions de culture

Trois especes de diatomées (Bacillariophyceae) marines cosmopolites ont été étudiees:

- Thalassiosira pseudonana (Hasle et Heimdal, CCMP H1), qui est une diatomée
centrique couramment utilisee comme modele pour les études sur la physiologie des
diatomées.

- Skeletonema marinoi (Sarno et Zingone, isolés en Manche), centrique également et
particulierement abondante pendant les blooms printaniers.

- Pseudo-nitzschia australis (Frenguelli, isolée en Manche), diatomée pennée qui produit
de I'acide domoique, responsable de phénomene d'« intoxication par les mollusques »

provoquant le syndrome ASP (Amnesic Shellfish Poisoning) (Fritz et al. 1992).

Pour chaque espece, des cultures semi-continues de 2.5 L ont été réalisées en triplicat
dans des ballons en Pyrex stériles de 4 L en utilisant de I'eau de mer naturelle filtrée et stérilisée,
enrichie en nutriments par un milieu « f/2 » (Guillard and Ryther 1962). Les cultures ont été
maintenues dans un incubateur (Snijders Scientific, Pays-Bas) a 18 °C avec un cycle d'intensité
lumineuse sigmoidal et une photopériode lumiére/obscurité de 12/12h. L'intensité lumineuse,
fournie par les néons, variait étape par étape de 0 pmol de photons.m?.s™ la nuit a 175 pmol de
photons.m2.s & 14 heures.

Quotidiennement, lors de la croissance des cultures, les ballons ont été mélangés toutes
les quatre heures de jour par agitation manuelle et I'intégrité des cellules a été vérifiée au
microscope. L'efficacité de conversion d'énergie maximale (Y (I1)max) a également été estimée
pour évaluer I'état physiologique des cellules. La biomasse a été estimée par des mesures de chl
a in vivo a l'aide d'un fluorimétre TD-700 (Turner Designs, Californie, Etats-Unis) et des
dilutions ont été effectuees pour maintenir les cultures en croissance exponentielle maximale.
Il a été supposé que les cultures étaient a I'état d'équilibre lorsque le taux de croissance quotidien
et le Y (I1)max restaient inchangés pendant cing jours consécutifs (Claquin et al. 2008). Lorsque
I'état d'équilibre a éte atteint, les expériences ont été realisees. Les concentrations en chl a, la
section d'absorption spécifique de la chlorophylle (a*) et les parameétres photosynthétiques ont
été mesurés chaque heure pendant le cycle de lumiére et des expériences d'incorporation de *C

ont été effectuées trois fois par jour, a 9h30, 14h et 19h30.
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2. Parameétres biologiques

Afin de mesurer la concentration en chl a, des triplicats de 10 ml de chacune des cultures
ont été centrifugés a température ambiante (10 min ; 4000 rpm), puis 10 ml d’acétone a 90%
ont été ajoutés a chacun des culots. Apres 12 h a 4°C et a ’obscurité, les échantillons ont été
centrifugés (5 min ; 4000 g ; 4°C) et la concentration en chl a mesurée dans le surnageant a
I’aide d’un fluorimétre TD-700 (Turner Designs, Sunnyvale, Californie, USA) suivant la
méthode de Welschmeyer (1994). La concentration en chl a a été exprimée en pg.L ™.

Le coefficient d’absorption spécifique de la chlorophylle (a* ; m2.mgchl a) a été obtenu
en mesurant la densité optique in vivo de la culture a 1’aide d’un spectrophotométre (Ultrospec
1000) et calculé selon 1’équation de Dubinsky et al. (1986):

, A x100 xIn(10)
4= [chla]
Ou A est la densité optique moyenne entre 400 et 700nm et [chl a] la concentration en chl a

exprimée en mg.m=,
3. Parametres photosynthétiques

Les parametres photosynthétiques ont été mesurés selon la méthode de fluorescence
modulée PAM, a I’aide d’un Multi-Color PAM (Walz, Effeltrich, Germany) (Schreiber et al.
2011). Ainsi, l'absorption fonctionnelle du PSII & 440 nm (opsiss0; NM2) a été mesurée en
triplicat pour chaque culture comme décrit précédemment section A.2.4.

Le dispositif Multi-Color-PAM permet également d'estimer I'efficacité de conversion
d'énergie maximale, ou l'efficacité quantique de la séparation de charge PSII (Y (I1)max). Apres
10 minutes d'acclimatation au noir pour permettre I'oxydation du pool d'accepteurs d'électrons,
un sous-échantillon de 3 ml a été transféré dans la chambre de mesure. L'échantillon a été excité
par une lumiére de mesure a basse fréquence (1 pmol photons.m™2.s™, 440 nm) pour accéder au
niveau de fluorescence minimale (Fo). La fluorescence maximale (Fm) a été obtenue pendant
une impulsion de lumiére saturante (2 500 pmol de photons.m?.s%, 440nm), ce qui permet de
réduire les pools de Qa, de Qg et une partie de la plastoquinone (PQ). Y(I)max a été calculé
selon I'équation suivante (Schreiber et al. 2012):

Fy Fu—Fp

Y(II =—=
( )maX FM FM
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Apres avoir estimé Y (1) max, les échantillons ont été exposés a neuf niveaux d'irradiance
(E) de 0 a 966 umol de photons.m™2.s* séparés de 55 secondes. La fluorescence a I'état
d'équilibre (Fs) et la fluorescence maximale (Fm ) ont été mesurées et Y(II) a été determiné
pour chaque irradiance a l'aide de I'équation Y (II) = (Fm'-Fs)/Fm' (Schreiber et al. 2012). Par la
suite, IETR (umole-.m2.s%) a été calculé pour chaque irradiance (E) suivant I’équation rETR(E)
= Y(IlI) x E. Des courbes P-E (décrites précédemment section A.2.4 des études in situ) ont
ensuite été réalisée a I’aide du logiciel SigmaPlot pour estimer les parameétres rETRmax (umole-
.m2s1) et o (umole-.Lt.ht.(mmol photons.m2.s1)?).

Deux méthodes de calcul ont été utilisées pour estimer le taux de transfert absolu des
électrons (ETR ; mmole”.mgchl a.h). Dans un premier temps, ETR a été estimé en utilisant
les valeurs de a* (Napoléon et al. 2013a) et nommé ETR?" suivant 1’équation :

ETR? (E) = rETR(E) X a* X fAQpg; X 3.6
Ou FAQrsi est la fraction de photons absorbée par le PSII, supposant que 74% des photons
absorbés sont alloués a la photochimie au niveau du PSII (Johnsen and Sakshaug 2007;
Napoléon et al. 2013a). Dans un deuxiéme temps, ETR a été estimé en utilisant les valeurs de
opsiiaso (NM2) et nommé ETR(II) en suivant les équations de Schreiber et al. (2011) décrites
précédemment section A.2.4.

La méthode d’incorporation de carbone marqué (**C) a également été utilisée afin
d’estimer les parameétres photosynthétiques. Cette méthode est bien décrite en section A.2.4. Le
taux de fixation du carbone (Pobs) a ainsi été calculé selon Hama et al. (1983) et Poys exprimé
en mmol C.mgchl at.h?,

Les valeurs de Pops Ont ensuite été tracées en fonction de chaque valeur d'ETR (ETR(II)
et ETR*) et gec. qui correspond a la pente initiale de la relation (Barranguet and Kromkamp
2000; Napoléon et al. 2013b), a €té estimée pour chaque culture.
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Electron requirements for carbon incorporation

along diel light cycle in three marine diatom species

This article is under review in “Photosynthesis research”

Jérdme Morelle and Pascal Claquin

Abstract

Diatoms account for about 40% of primary production in highly productive ecosystems. The
development of a new generation of fluorometers has made it possible to improve estimation
of the electron transport rate from photosystem II, which, when coupled with the carbon
incorporation rate enables estimation of the electrons required for carbon fixation. The aim of
this study was to investigate the daily dynamics of these electron requirements as a function of
the diel light cycle in three relevant diatom species and to apprehend if the method of estimating
the electron transport rate can lead to different pictures of the dynamics. The results confirmed
the species dependent capacity for photoacclimation under increasing light levels. Despite daily
variations in the photosynthetic parameters, the results of this study underline the low daily
variability of the electron requirements estimated using functional absorption of the
photosystem 1l compared to an estimation based on a specific absorption cross-section of
chlorophyll a. The stability of the electron requirements throughout the day shows it is possible
to estimate high-frequency primary production by using autonomous variable fluorescence
measurements from ships-of-opportunity or moorings, without taking potential daily variation
in this parameter into consideration. The electron requirements obtained ranged from 3.44 to
6.19 mol electron.molC™?, confirming the low electron requirements of diatoms to perform
photosynthesis, and pointing to a potential additional source of energy for carbon fixation, as
recently described in literature for this class.
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1. Introduction

Because primary production sustains each group in the marine food web (Pauly and
Christensen 1995), accurate estimation of its short-term dynamics is a key to capturing,
understanding, and managing marine ecosystems (Cloern et al. 2014). The main method
traditionally used to estimate primary production is carbon (**C or *C) incorporation (Babin et
al. 1994; Cloern et al. 2014). The disadvantage of this method is the long incubation time,
which prevents the estimation of high frequency primary production at spatial and temporal
scales. An alternative rapid, and automatic way of obtaining high frequency measurements is
fluorometry, which is based on variations in the fluorescence of photosystem Il (PSII). This
flexible, sensitive and non-invasive method (Kromkamp and Forster 2003) enables access to
the photosynthetic rate but not to production in terms of fixed carbon (Kolber and Falkowski
1993; Barranguet and Kromkamp 2000). Two principal fluorescence-based methods are
currently used, the single-turnover method (ST) and the multi-turnover method (MT)
(Kromkamp and Forster 2003). The ST method progressively reduces the first stable acceptor,
Qa. This method makes it possible to calculate the functional absorption of the PSII (opsi) and
to determine a fluorescence-based photosynthetic rate that can be used to estimate a
fluorescence-based carbon fixation rate (Kolber and Falkowski 1993). The MT method
classically used in pulse amplitude modulated (PAM) fluorometry, can reduce the total set of
electron acceptors. When combined with estimation of the specific absorption of the
chlorophyll pigment (a*), the MT method enabled estimation of the electron transport rate
(ETR) (Barranguet and Kromkamp 2000; Napoléon and Claquin 2012). The development of
new generations of fluorometers makes it possible to merge some of the advantages of the two
fluorescence methods and to refine and improve the estimation of the ETR (Schreiber et al.
2012). In order to calculate high frequency carbon incorporation, the ETR values can be plotted
against the carbon incorporation rate determined using *¥*“C methods to estimate the electrons
needed to fix a mole of carbon (pe,c) (Kolber and Falkowski 1993; Barranguet and Kromkamp
2000; Kromkamp and Forster 2003; Juneau and Harrison 2005; Marchetti et al. 2006; Hancke
et al. 2008b, 2015; Napoléon and Claquin 2012; Napoléon et al. 2013a; Zhu et al. 2016;
Schuback et al. 2017). However, this parameter does not remain spatially and temporally
constant due to the many physical, chemical and biological factor that influence both carbon
fixation and electron fluxes, for example, temperature (Morris and Kromkamp 2003), the
concentration of nutrients (Napoléon et al. 2013b) or species composition (Behrenfeld et al.

2004). However, the main parameter that influences primary production is the irradiance level.
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There are many different time scales of variations in light intensities ranging from variations
due to waves at the air-water interface to variations in the light regime at seasonal scale. The
most important level of variation in irradiance is the light-dark rhythm (Falkowski 1984), which
strongly influences daily primary production rates. The diel variations in primary production
can generally be explained by the circadian rhythms (Prézelin 1992) and species composition
(Litchman 1998; Huisman et al. 2004). However, at a high level of irradiance, photoacclimation
has been shown to be the main process affecting the photosynthetic device and can greatly affect
the daily primary production dynamics (Macintyre et al. 2002; Behrenfeld et al. 2004; VVan De
Poll et al. 2009).

Although some authors have investigated ETR/C relationships and ¢e,c dynamics, none
have studied daily variations in @e,c that could influence estimations of daily primary production
using variable fluorescence techniques. This point is particularly important in the context of
achieving independent estimations of primary production based on ETR estimation from ships-
of-opportunity or moorings (Lawrenz et al. 2013; Napoléon & Claquin 2012; Silsbe et al. 2015;
Houliez et al. 2017; Claquin et al. in prep). The aim of this study was to investigate the daily
dynamics of ETR/C relationships and @ec as a function of the diel light cycle considering
photosynthetic parameters dynamics in order to better apprehend daily variations in primary
production. Furthermore, the different methods currently used to estimate ETR can influence
the estimation of @ec (Lawrenz et al. 2013). For that reason, ETR was estimated using two
different methods based on the same rETR measurements. On the one hand using a*
(Barranguet and Kromkamp 2000; Morris and Kromkamp 2003; Napoléon and Claquin 2012;
Napoléon et al. 2013b), and on the other hand, using opsi (Schreiber et al. 2012). In addition
to comparing the two methods of estimation, our aim was to understand if the methods produce
different pictures of @ec daily dynamics. The study was conducted on three species belonging
to the same phylum, the diatom species (Bacillariophyceae), which is one of the most important
groups of primary producers (Armbrust 2009) in marine ecosystems (Nelson et al. 1995; Geider
etal. 2001) and which plays a major role in exporting organic carbon (Buesseler 1998; Ducklow
et al. 2001; Henson et al. 2012).
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2. Methods

2.1.Culture conditions

Three cosmopolitan marine diatom species (Bacillariophyceae) were investigated in this
study: two centric diatoms, Thalassiosira pseudonana (Hasle and Heimdal, CCMP H1), which
is @ model for diatom physiology studies, Skeletonema marinoi (Sarno & Zingone, isolated in
the English Channel), which is particularly abundant during spring blooms, and the pennate
diatom Pseudo-nitzschia australis (Frenguelli, isolated in the English Channel), which
produces Domoic acid, which is responsible for amnesic shellfish poisoning (Thorel et al.
2014).

For each species, semi-continuous cultures (2.5L) were performed in triplicate in sterile
4 L Pyrex flasks using autoclaved and filtered natural poor seawater enriched in nutrients with
f/2-medium (Guillard and Ryther 1962). The cultures were maintained in an incubator (Snijders
Scientific, Netherlands) at 18°C with a step-by-step sinusoidal light intensity cycle and a 12:12-
h light/dark photoperiod. The light intensity, provided by daylight fluorescent lamps, was varied
step by step from 0 to 175 pumol photons.m?.s* at 2 pm.

Each day of culture growth, cultures were manually mixed by gentle swirling every four
hours during the light cycle and the integrity of the cells was checked under the microscope.
Maximum energy conversion efficiency (Y (11)max) was also estimated to check the healthy state
of the cells. Biomass was estimated by in vivo chl a measurements using a turner TD-700
fluorometer (Turner Designs, California USA) and dilutions were performed to maintain
maximum exponential growth. Experiments were started when the cells kept their growth rate
constant for 5 consecutive days (Claquin et al. 2008). Chlorophyll a (chl a) concentrations,
chlorophyll-specific absorption cross sections, and photosynthetic parameters were measured
at hourly intervals during the light cycle and *3C incubation experiments were performed three
times a day, at 8:30 am, at 2 pm and at 7:30 pm (i.e. 0.5; 6; and 11.5 hours after dawn
respectively).

2.2.Chlorophyll parameters
To measure the chl a concentration, 10 mL of each culture were centrifuged for 10
minutes at 4000 rpm. Pigments were extracted by adding 90% acetone (v/v) to the pellet, which
was stored for 12 hours in the dark at 4°C. After centrifugation at 4000 rpm for 5 min at 4°C,
the concentration of chl a was measured in the supernatant using a Turner TD-700 fluorometer

(Turner Designs, Sunnyvale, California, USA) and is expressed in pg.L™ (Welschmeyer 1994).

85



Partie 3 : Dynamique de la production primaire phytoplanctonique

The chlorophyll-specific absorption cross section (a*; m2.mgChl a') was obtained by
measuring the in vivo optical density of the cultures in a spectrophotometer (Ultrospec 1000)
by using Shibata method. The a* was calculated using the average optical density between 400
nm and 700 nm (Aao0-700) and the concentration of chl a (mg.m3) according to the equation of

Dubinsky et al. (1986) specific to concentrated suspension cultures:

x _ A X100x1In(10)

[Chl ] 1)

2.3.Photosynthesis and primary production measurements
2.3.1. Multi-Color-PAM Fluorometry
The Multi-Color-PAM fluorometer (Walz, Effeltrich, Germany; Schreiber et al. 2011)
makes it possible to analyze the kinetics of the O-I; fluorescence rise at 440 nm by using the
fitting routine of the PamWin-3 program based on the reversible radical pair model of PSII of
Lavergne & Trissl (1995) extended to account for Qa-reoxidation (Schreiber et al. 2012). This
ST method enables estimation of the constant time of Qa-reduction during the Oy rise (t; ms)

and calculation of the functional absorption of the PSII (opsiia40; NM2) as follows:

1
TXLXI

)

Where L is Avogadro’s constant and I is the photon fluence rate of the light driving the O-I;

OPSligqg =
rise (E; umol quanta.m?2.s™).

The Multi-Color-PAM device also enables estimation of the maximum energy
conversion efficiency, or quantum efficiency of PSII charge separation (Y (Il)max: fluorescence
ratio). After 10 minutes of dark acclimation to allow oxidation of the electron acceptor pool, a
3-ml sub-sample was transferred into the measuring chamber. The sample was excited by a low
frequency measuring light (1 umol photons.m?2.s%; A = 440 nm) to access the quasi-dark level
of fluorescence yield (Fo). Maximum fluorescence (Fm) was obtained during a saturating light
pulse (2500 umol photons.m?2.st; A = 440nm), making it possible to reduce the pools of
Quinone A (Qa), Quinone B (Qg) and part of the plastoquinone (PQ). After subtraction of the
blank fluorescence measured on culture medium filtered through a GF/F glass-fiber filter,

Y (I1)max Was calculated according to the following equation (Schreiber et al. 2012):

F Fm—F
Y(ID pax = % =-M_0 )

Fm
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Thus, Y (I1)max variations are due to Fo and/or Fm dynamics (eg. 2). However, the level of Fo and
Fm can depend on chl a concentration or/and opsias0 (Oxborough et al. 2012). In order to identify
the role of these parameters in Y (I)max variations, the values of Fo and Fm were divided by the

concentration of chl a and the opsja40 :

Fo (or Fym)
[Chl a] (4)
Fo (Or FM) (5)

[Chl a]x OPSII440

After Y (Il)max Was estimated, the samples were exposed to fourteen increasing levels of
blue light (E ; X = 440 nm) from 0 to 966 pumol photons.m.s with 55 seconds at each step (E
=0; 12; 23; 24; 48; 77; 109; 158; 224; 309; 445; 598; 766 ; 966 umol photons.m2.s™). Steady
state fluorescence (Fs) and maximum fluorescence (Fm’) were measured and Y(II) for each
irradiance was determined using eq.6 (Schreiber et al. 2012). Subsequently, the relative electron
transport rate (rETR ; pmole-.m2.s?) which represents the rate of linear electron transport
through PSII and is correlated with the overall photosynthetic performance of the phytoplankton

(Juneau and Harrison 2005) was calculated for each irradiance following eq.7:

Y(ID) = FMF—D;FS (6)
rETR(E) = Y(II) X E (7

The rETR(E) values were plotted against light (E) and the mechanistic model of Eilers
& Peeters (1988) was applied (eg. 8) using SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc. Chicago, USA)
to fit the data and extract the equation coefficients (a, b and c) to calculate the maximum
photosynthetic capacity (rETRmax, imole-.m2.s?; eq.9) and the photosynthetic efficiency (a,
umole-.Lt.ht.(umol photons.m2.s1); eq.10):

E
X(E) = aE2+bE+c (8)
1
I'ETRmaX = m (9)
=1
a=- (10)
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2.3.2. Calculation of the electron transport rate
Two methods of calculation were used to estimate the absolute ETR from PSII. First,
the ETR (mmole~.mgchl a*.h'!) was estimated using the a* (m2.mgChl a!) values (Napoléon et
al. 2013a), and called ETR¥":

ETR? (E) = rETR(E) x a* x fAQpg; X 3.6 (11)
Where fAQpsii is the fraction of absorbed quanta to PSII assuming that, for diatoms, 74% of the
absorbed photons were allocated to photoreactions in the PSII (Johnsen and Sakshaug 2007;
Napoléon et al. 2013a).

Second, the ETR was estimated using the opsiaso Vvalues (nm?), converted in

mmole.mgchl a.h' according to Schreiber et al. (2011) and named ETR(II):

rETR(E) X opsir [PSII] x 36.10°
Y(IDmax [chla]

ETR(II) = (12)

Where [chl a] is the chl a concentration expressed in mg.ml™and [PSI1] is the concentration of

the PSII reaction centers in PSIl.mI™* obtained as follows:

__ [chla]xL
" 900 x1000

[PSII] (13)
Where [chl a] is expressed in g.ml™ assuming a molecular weight of 900 g.mol™* per chl and a
photosynthetic unit size of 1000 molecules of chl per electron transport chain (Schreiber et al.

2011).

2.3.3. 8Cincubation

For each replication, a volume of 650 ml was inoculated with NaH**CO3 (98 atom 9%,
Sigma-Aldrich) corresponding to 15% enrichment of the dissolved inorganic carbon present.
The homogenized enrichment was shared between ten 62 ml culture flasks including a dark
flask used to estimate incorporation of non-photosynthetic carbon. All the flasks were placed
in a photosynthetron (modified from Babin et al. (1994)) maintained at 18°C by a water circuit
and illuminated by a U shaped dimmable fluorescent tube (OSRAM, DULUX L, 2G11,
55W/12-950, daylight). Each 62ml flask was illuminated with constant light for 90min before
collection. The light intensity in each flask was measured using a micro-spherical quantum
sensor (US-SQS; Walz) connected to a LI-COR 1400 data logger. Irradiance varied from one
flask to another with values of 0; 24; 36; 54; 80; 122; 285; 426; 608; and
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848 umol photons.m2.s™* respectively. After incubation, each flask was filtered on GF/F filters
pre-combusted at 450°C for four hours and stored at -20°C until analysis. Before analyses,
filters were exposed to fuming HCL for four hours and dried at 50°C for 12 hours to remove
carbohydrates. After being placed in tin capsules, the samples were conserved at 50°C until
measurement.

The isotopic ratio of *C to 2C and the concentration of particulate organic carbon
(POC) were determined using an EA 300 elemental analyzer (Eutovector, Milan, Italy)
combined with a mass spectrophotometer (IsoPrime, Elementar). After the dark incorporation
value was subtracted, the carbon fixation rates (P": mmolC.mgchl a*.h'!) were calculated

according to Hama et al. (1983).

2.3.4. Electrons required for C fixation (ge,c)
The PC" values were plotted against each ETR value (ETR(II) and ETR¥) and gec,
which corresponds to the initial slope of the relationship (Barranguet and Kromkamp 2000;
Napoléon et al. 2013b), was estimated for each species in the triplicate cultures, at the three

different times during the light period.

2.4.Data analyses
In order to investigate the significant effect of the diel cycle on biological (a*, chl a)
and photosynthetic (Y (I1)max, opsil, ETR® max, ETR(Imax, P“"max, ®ec) parameters, repeated
measures analysis of variance (RM ANOVA) were performed followed by Holm-Sidak
pairwise comparison tests using SigmaPlot 11.0 (Systat Software). Previously, the presence of
outliers, non-normality of residuals, and the lack of homoscedasticity were tested using Shapiro
and Bartlett tests, respectively. Differences were considered significant when the p-value was

less than 0.05. All plots were performed using SigmaPlot 11.0 (Systat Software).

3. Results

3.1.Chl a and absorption cross section
Chl a concentrations showed significant increasing trends as the sampling day advanced
with values ranging from 133.4 to 238.8 pg.L* for T. pseudonana, from 261.2 to 347.1 pg.L*t
for S. marinoi and from 43.1 to 55.3 pg.L? for P. australis. The values of a* (Fig. 16.A)
decreased as the day advanced from 0.010 to 0.003 m2.mgchl a* for T. pseudonana, from 0.038

to 0.030 m2.mgchl a* for P. australis and remained almost constant for S. marinoi at 0.0055
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m2.mgchl a. The opsiaso (Fig 16.B) showed no significant differences over the course of the
day for T. pseudonana with a daily mean value of 2.98 + 0.28 nm?. For S. marinoi, the lowest
value (1.71 + 0.20 nm?) recorded at 2 pm differed significantly from the other values recorded
during the day (2.44 + 0.17 nm?). For P. australis, values ranged between 2.64 + 0.55 and 4.16
+ 1.05 nm?and no significant differences were observed (RM ANOVA, p=0.185).
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Figure 16. Daily dynamics of (A) specific absorption of the chlorophyll pigment (a*; m2.mgChl a') and (B)
functional absorption cross-section of the PSII (6PSII, nm?) in the three species studied. The white circle
represents T.pseudonana, the black circle represents S.marinoi, and the black triangle represents P.australis. The
grey bar plot represents irradiance dynamics (umol photons.m2.s2) over the course of the day (times).

3.2.Quantum efficiency of PSII charge separation

Y(IDmax (Fig. 17) showed high values ranging between 0.621 and 0.668 for T.
pseudonana, between 0.502 and 0.636 for S. marinoi, and between 0.652 and 0.680 for P.
australis. For T. pseudonana, significantly lower values were recorded after 2 pm than before.
For S. marinoi, a significant decrease was measured from 11:30 am to 2 pm followed by a
significant increase from 2 pm to 4:30 pm. For P. australis, despite limited variability, values
increased in the morning from 7:30 am to 12:30 pm, decreased significantly between 12:30 pm
and 2 pm, and no differences were recorded between 2:00 pm and 8:30 pm. The dynamics of
Fwm and Fo were then investigated in order to explain the variations in Y (Imax (eg. 4&5). For T.
pseudonana, the significant decrease observed in Y (I1)max at 2:00 pm was also observed for (Fo
(or Fm))/chl a (Fig. 17-A) and for (Fo (or Fam))/(chl a.opsiiaa0) but the variation in Fm was greater
(Fig. 17-B). Thus, the Y (I)max can be attributed a marked decrease in Fm independently of
biomass or functional absorption of the PSII. For S. marinoi, the significant lowest value of
Y(Il)max Observed at 2 pm was also observed for Fm/chl a (Fig. 17-C) but not for
Fm/(chl a.opsiigo) (Fig. 17-D). This variation is therefore mainly linked to opsiaao dynamics. For
P. australis, the slight decrease observed after 2:00 pm for Y (I1)max was associated with a slight
increase in Fm/chl a (Fig. 17-E) while Fm/(chl a.opsiias0) remained stable (Fig. 17-F). Thus, the

Y (Il)max variation can be induced by the observed increase in opsigo (Fig. 1-B).
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Figure 17. Dynamics of Y(IDmax (fluorescence ratio), Fm (or Fo)/chl a (left panel), and Fwm
(or Fo)/(chl a.ersiisa0) (right panel) for each studied species studied: T.pseudonana (A&B), S. marinoi (C&D)
and P. australis (E&F). The black circle represents Fy and the white circle Fo. The grey bar plot shows irradiance
(umol photons.m2.st) dynamics over the course of the day (times).
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3.3.Photosynthetic parameters

The photosynthetic efficiency of the PSII electron transport (a; pmole-.L™1.h™.(umol
photons.m2.s1)1) showed different trends between species and methods (Fig. 18). The o®*
values (Fig. 18-A) were higher than the a(II) values (Fig. 18-B) especially for P. australis. For
T. pseudonana, the values of a®" were significantly lower after 2 pm than before (RM ANOVA
p <0.001; Holm-Sidak pairwise comparison) while values of a(II) did not differ (RM ANOVA,;
p=0.059). For S.marinoi, a®" and o(II) values remained stable throughout the day despite the
weak yet significant variations observed at 2 pm, 7:30 pm and 8:30 pm in both parameters (RM
ANOVA, p < 0.001; Holm-Sidak pairwise comparison). For P. australis, high variability
between replicates resulted in no significant differences for o® (RM ANOVA, p = 0.195) and
a(Il) (RM ANOVA, p = 0.048) values.
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Figure 18. Dynamics of the photosynthetic efficiency of the PSII (a; rel. unit) calculated using (A) a* (a®)
and (B) opsiiaso (a(ID)) for each species studied. The black circle represents S.marinoi, the white circle represents
T.pseudonana and the black triangle represents P.australis. The grey bar plot shows irradiance (umol photons.m-
251 dynamics over the course of the day (times).

The maximum electron transport rate (ETRmax; mmole~mgchl a*.h') differed as a
function of the method of calculation used, and mean values ranged between 0.49 and 10.26
mmole”.mgchl a.h™ for ETR* nax (Fig. 19-A) and between 0.45 and 1.39 mmole".mgchl a.h"
Lfor ETR(I1)max (Fig. 19-B). An increase in ETRmax Values was observed in each species at the
beginning of the day until reaching a maximum, whose timing and value differed as a function
of the method and species (table 7). After this maximum value, a decrease in ETRmax values
was observed. Comparison between the two ETRmax estimations showed higher values for
ETR™ max than for ETR(I)max. The discrepancy between the two ETR estimations is species
dependent (table 1), the weakest relationships were observed for S. marinoi, and the biggest
differences between ETR values were observed for P. australis with respectively a maximum
value of ETR(I)max of 1.19 mmole”.mgchl a.h"* and maximum value of ETR¥ max of 10.26

mmole”.mgchl a.h,
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Table 7. Linear regression and Spearman correlation between the two ETR estimations using a* (ETR® max)
and opsias (ETR(11)max) for each species studied. The correlation coefficient, the p-value and the headcount (n)
are given for each analysis. The maximum values of each ETR are given with the recording time. The plot
represents the ETR(11)max Values (Y axis) as a function of the ETR* nax values (X axis) fitted to the linear regression
whose equation is given.

T. pseudonana | Maximum ETR® max = 2.94 mmole~.mgchl at.h" ; recording time: 9:30 am
Maximum ETR(I1)max = 1.39 mmole~.mgchl a*.h" ; recording time: 11:30 am
Linear regression : ETR(I1)max = 0.42 + 0.14 X ETR* max

R?=10.70 ; p-value < 0.001; n=39

Spearman correlation coefficient: 0.84

p-value <0.001; n =39

S. marinoi Maximum ETR* max = 1.46 mmole.mgchl a.h-; recording time: 9:30 am

Maximum ETR(I1)max = 0.86 mmole~.mgchl a*.h"; recording time: 9:30 am
Linear regression : ETR(II)max = 0.76 + 0.21 X ETR* max i S
R? = 0.06; p-value < 0.001; n=38 Ry
Spearman correlation coefficient: 0.27 /
p-value > 0.05; n =38 '

P. australis Maximum ETR®max = 10.26 mmole~.mgchl a1.h"; recording time: 9:30 am
Maximum ETR(I)max = 1.19 mmole~.mgchl a1.h"; recording time: 5:30 pm
Linear regression: ETR(I1)max = 0.49 + 0.06 X ETR* max

R? = 0.30; p-value < 0.001; n=39

Spearman correlation coefficient: 0.48

p-value <0.01; n =39
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Figure 19. Dynamics of the maximum electron transport rate (ETRmax; relative unit) calculated using (A)
a* (ETR* max) and (B) opsiias (ETR(I1)max) for each species studied: Thalassiosira pseudonana (empty circles);
Skeletonema marinoi (black circles) and Pseudo-nitzschia australis (black triangles). The grey bar plot shows
irradiance (umol photons.m.s%) dynamics over the course of the day (times).

3.4.Electron requirements for carbon fixation (@e,c)

Pchl(E) values were plotted against ETR(E) values and strong linear regressions were
found (Fig. 5). R2 of the linear regressions were always higher than 0.89 for both ETR(E). ¢e,C.
values ranged between 3.06 and 6.74 mol electrons.molC-1 using ETR(II) and between 1.69
and 43.20 mol electrons.molC-1 using ETRa* (Tab. 8). The ¢e,C. values by comparing the
three times of sampling did not significantly differ over the course of the day when estimated
using ETR(II) (Tab. 9). Conversely, the @e,C. values for T. pseudonana and P.australis did
significantly differ when estimated using ETRa* with for T. pseudonana, each hour different
from the others and for P. australis, H1 (8:30 am) different from H2 and H3 which do not differ
(Tab. 9).
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Table 8. Hourly and daily @e,C. values (mean + SD) estimated from the linear regressions (y = ax + b)
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between ETR(E) (mmole-.mgChl a*.h'!) and P"(E) (mmolC.mgChl a1.h™") for each species studied (three
replicates per species). With y = ETR(E) (ETR(Il) or ETR®), x = P*"(E) and R2 the correlation coefficient of
the relationship all replicates pooled.

P vs. ETR® P vs. ETR(II)
Species Tlggof @ecC. R? QecC. R?
8:30 am 8.85+1.0 0.99 3.24 +0.21 0.99
T pseudonana 2pm 4.64 +0.95 0.99 3.93+0.45 0.99
P 7:30 pm 2.16+0.74 0.96 3.52 +0.47 0.96
Daily 5.21 +3.03 - 3.56 £ 0.45 -
8:30 am 6.80 + 0.07 0.98 485+0.21 0.98
S. marinoi 2pm 6.44 + 1.64 0.98 412 +0.70 0.98
’ 7:30 pm 6.04 + 0.39 0.99 491 +£0.39 0.99
Daily 6.43 £ 0.91 - 4.62 + 0.56 -
8:30 am 39.74 £ 4.02 0.99 577+1.01 0.99
P. australis 2pm 22.63 £ 0.37 0.99 412 +0.50 0.99
’ 7:30 pm 18.19 +£2.92 0.92 3.69+0.74 0.92
Daily 26.86 + 10.17 - 453+1.16 -
i Thalassiosira pseudonana i
A B
%,
g
v //‘?/EI & -
2 1 /// . .. ) /-”/ .y
o “ee e .
z - o g
// /,,’. - 7 S
14 FoeTs M
- . . Ty
~ /.’ . . & it -
e e e
0+ . : ’ : 0
— Skeletonema marinoi I S
:": C D oy ~
y C
= & &
: 7 =
I o ! 2
3 1 y@g v cﬁ//o‘: g
g V’;/’/' vv;#/‘ ;
= SO e s
— vvg v?‘? =
E el ) ?f Ué
& u
m 0 0 I
" Pseudo-nitzschia australis 5 ~
1 E F
¥
-
wZ ’//j‘ 1
v 1.//. /,l":,r..
g
Vé‘; [y
: . . 0
0.3 0.4 0.50 0.1 0.2 03 04 0.5

Figure 20. Linear relationship between ETR(E) (ETR(Il) or ETR¥;

P'YE) (mmolC.mgchla! h!)

mmole~.mgChl a*.h*) and P(E)

(mmolC.mgChl a1.h'?) for each species studied: (T. pseudonana (A & B), S. marinoi (C & D) and P. australis (E
& F)) at each sampling time (9:30 am: white triangle; 2:00 pm: black circles; 7:30 pm: black triangles).

94




Partie 3 : Dynamique de la production primaire phytoplanctonique

Table 9. Results of the one way Repeated Measures Analysis of Variance (RM ANOVA) for the @e,C. values
which were estimated from the linear regressions between ETR(E) (ETR(I) or ETR?") and P"/(E) for each species
studied (three replicates per species). The difference was considered as significant when p-value < 0.05. If
difference was significant, an all pairwise multiple comparison procedure was performed using the Holm-Sidak
method. The differences between sampling times (H1, H2 or H3) are given by a group name (a, b or ¢) in exponent.

ETR* ETR(II)
Species p-value Holm-Sidak method p-value Holm-Sidak method
T. pseudonana <0.001 H12 - H2 - H3° 0.237 not signifiant
S. marinoi 0.713 not signifiant 0.228 not signifiant
P. australis < 0.001 H12 - H2 - H3P 0.102 not signifiant

4. Discussion

4.1.Physiological responses to the light regime

Variations in phytoplankton productivity and associated physiological responses are
known to occur at short time scales (Falkowski 1984; Greene et al. 1994; Maclintyre and Cullen
1996; Jouenne et al. 2005; Lavaud 2007). For diatoms, the degree of variability in
photosynthesis appears to be particularly pronounced and it is assumed that diel oscillation in
photosynthesis are not clock-controlled but regulated by diel variations in environmental light
(Prézelin 1992; Dimier et al. 2007, 2009; Lavaud et al. 2007; Key et al. 2010; Wu et al. 2012).
In this study, our photosynthetic parameters showed no parallel changes with the irradiance
level. Indeed, despite an increasing trend in photosynthetic parameters (ETR(I1)max, o, Y (IT)max)
in the morning correlated with the irradiance level, the highest values were not correlated with
the maximum intensity (Figs. 3&4; Table 1). The relationship between light and photosynthesis
is clearly described: at the lowest light levels, photosynthesis is a linear function of irradiance
while with increasing light, photosynthesis becomes light-saturated and remains unchanged
unless photoinhibition occurs, which leads to a decrease in photosynthetic capacity (Behrenfeld
et al. 2004). In T. pseudonana and S. marinoi, the highest values in the morning were followed
by decreasing values at the highest intensity. This result suggests activation of a
photoacclimation process leading to reorganization and/or to a reduction in pigment content
under excessive light intensity to protect cells against possible damage to the photosynthetic
units, and can cause a slight decrease in photosynthetic efficiency (Macintyre et al. 2002;
Dubinsky and Stambler 2009). As samples were adapted to the dark, any modulation of Y (11)max
values was caused by an increase in non-photochemical quenching (gn) which may have two
explanations: (i) a transitional variation corresponding to the reorganization of PSII antennae
to increase the dissipation of energy and (ii) the alteration of photosystems corresponding to
damage to the PSII reaction centers (Kolber and Falkowski 1993). The first reason could thus

be illustrated by the variation in opsias0 While the second reason will be independent. As
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observed in T. pseudonana in this study, Y (Il)max dynamics was independent from opsiis40 as
illustrated by the decrease in Fo/(chl a.opsias0) in comparison with Fo/chl a. At 2 pm, the
decrease in Y(I)max is due to a decrease in Fm/chl a while Fo/chl a which remains constant and
can be explain by short-term photoacclimation as regulation of the xanthophyll cycle. After 2
pm, the decrease in Fo/(chl a.opsiias0) Which represents the concentration of active reaction
centers (Oxborough et al. 2012) could illustrate some damage in the photosystems. However,
due to the relatively low irradiance applied (175 pmol photons.m2.s?), this hypothesis is
debatable and the decrease observed in Fo/(chl a.opsias0) could be induce by some other
photoacclimation processes like a down regulation of the photosynthesis. In S. marinoi, Y (I1max
dynamics was linked to opsiaso Values and could be explained by reorganization of the PSII
antennas. This observation is in agreement with the work of Weis & Berry (1987) who showed
that an increase in gn could be induced by a decrease in opsy. In P. australis, ETR(I1)max
remained constant when the light levels were high. A decrease in light absorption illustrated by
a* values was offset by an increase in cpsiis40 Values which appears to allow constant electron
transport inside the PSII. Thus, in contrast to T. pseudonana, which appears to have suffered
damage to photosystems during high light intensity, S. marinoi and P. australis appear to have
regulated their absorption of energy used for photosynthesis by modulating cpsiia40 either to
optimize photosynthesis like P.australis or to prevent damage to PSII like S. marinoi. These
results confirm the species-dependent capacities and the different strategies used for

photoacclimation in the same phylum.

4.2 . Dynamics of @e.c

In this study, rETR values were used to estimate ETR using two commonly used
methods, ETR® (Barranguet and Kromkamp 2000; Morris and Kromkamp 2003; Napoléon and
Claquin 2012; Napoléon et al. 2013b) and ETR(II) (Schreiber et al. 2012, Morelle et al, in
prep). ETR¥ values were higher than ETR(II) and the results obtained using the two methods
were weakly correlated (table 1). This result can be easily explained as due to a* estimation
which corresponds to an average of total pigment absorption including non-photosynthetic and
photo-protective pigments but also including a “package effect” (Fujiki and Taguchi 2002;
Johnsen and Sakshaug 2007). While ETR(II) is based on opsy measurements at a narrow
waveband (440 nm in the present study) which does not represent the whole photosynthetic
active radiation spectrum (Schreiber et al. 2012). Both the approaches present some biases
which can lead to a weak correlations between the two ETR estimates as a function of the

species (present study), of pigment phytoplankton groups (Johnsen and Sakshaug 2007) and of
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growth conditions (Hancke et al. 2008a; Napoléon et al. 2013b). Here, we used the two
approaches to evaluate the discrepancy between g c. estimations and to assess the impact of the
method on the characterization of ¢ec. daily dynamics. In the three species studied, a linear
relationship was obtained between ETR and P" values in agreement with the results of previous
studies (Napoléon et al. 2013b; Lawrenz et al. 2013), which confirms that it is possible to
accurately estimate primary productivity using variable fluorescence measurements
(Barranguet and Kromkamp 2000; Napoléon and Claquin 2012). Our results showed that the
method used greatly influences @e,c estimations and it is consequently important to consider
which method was used before comparing studies or @ec estimations in different locations and
conditions.

Considerable spatial and temporal variability of @ec values is reported in the literature
(Lawrenz et al. 2013; Napoléon & Claquin 2012; Hancke et al. 2015). At time scales, it is
accepted that @ec. variability is influenced by the seasonal dynamics of environmental
parameters (light, nutrients, temperature, etc.) and the species composition of phytoplankton
assemblages. At the daily scale, our results showed that @e,c from ETR* variability was higher
between triplicates at the same sampling time than over the course of the day, as shown by the
high standard deviations (Table 8). Thus, daily estimation of the primary production using the
ETR® will have to take into consideration the large variability and the weak repetitiveness in
the resulting values. The variation in ETR(II) was better correlated with P resulting in less
variable estimations of @e,c Values over the course of the day with notable repetition between
replicates (Table 8). For the estimation of daily primary production, it therefore appears that
the @ec values obtained using the ETR(I1) method are better suited to transforming variable
fluorescence data into carbon rate units without needing to take any daily variations into
consideration. This result means it could be possible to estimate high frequency primary
production using autonomous variable fluorescence measurements from ships-of-opportunity
or moorings (Napoléon and Claquin 2012; Lawrenz et al. 2013; Silsbe et al. 2015; Houliez et
al. 2017, Claquin et al, in prep) without taking a potential daily variation in @ec into
consideration. However, in this work, cultures grown in controlled environments which are far
from in situ conditions encountered by phytoplankton communities like the potential nutrient
deprivations or the biotic/abiotic stresses for instance. Therefore, further investigations are
needed to validate our finding for field application. Anyway, low frequency @ec calibrations
are still necessary as a function of water masses and seasons.

The @ec. values obtained in this study with ETR(II), which ranged from 3.06 to

6.74 mol electron.molC™* were in the range defined in several studies referenced by Lawrenz et
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al. (2013) at between 1.15 and 54.2 mol electron.molC? with a mean of
10.9 mol electron.molC?, and similar to the values found by Hancke et al. (2008) in
monocultures of different phytoplankton species ranging from 3.6 to 6.2 mol electron.molC™*
or to other estimations of @ec. obtained from PAM measurements (Hancke et al. 2015 and
citations therein). However, our values were low compared to a large number of @e,c. estimated
in situ which, for example, ranged between 15.9 and 35.7 for deep alpine lake phytoplankton
(Kaiblinger and Dokulil 2006) or for nutrient limited cultures of phytoplankton, ranged between
9.17 and 125 (Napoléon et al. 2013b). The primary sources of @e,c. Variation are variations in
environmental parameters which lead to high values of @ec. including salinity, temperature
(Morris and Kromkamp 2003), nutrient limitations (Babin et al. 1996), a shift in community
composition or light stress (Napoléon & Claquin, 2012; Lawrenz et al. 2013). Under optimal
growth conditions, the value of @ec. would be between 4 and 6 moles (Lawrenz et al. 2013)
which is in agreement with the results obtained in the present study. Values of ¢ec. < 4 appear
to be physically impossible and could be due to methodological or calculation errors that could
lead to underestimations of up to 53% (Lawrenz et al. 2013) but the present study was
conducted under controlled conditions and methodological errors are thus assumed to be low.
It therefore appears that an additional source of energy used can be suspected in the fixation of
carbon. It was recently shown that diatoms are able to optimize their photosynthesis through
the exchange of energy between plasmids and mitochondria (Bailleul et al. 2015). Indeed, when
the ATP:NADPH ratio generated by a linear electron flow is insufficient to fuel CO2 imports
into the plasmid and assimilation by the Calvin cycle, diatoms are able to produced additional
ATP via alternative pathways, particularly through extensive energy exchanges between
plastids and mitochondria. This process could explain our values of @e,c. <4 mol electron.molC”
Lfor T. pseudonana, particularly since this activity has already been demonstrated in this species
(Bailleul et al. 2015). These results also confirm the low electron cost to diatoms of performing

photosynthesis under non-limiting nutrient conditions (Napoleon et al. 2013Db).
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Abstract

Phytoplankton primary production varies considerably with environmental parameters
especially in dynamic ecosystems like estuaries. The aim of this study was to investigate short-
term primary production along the salinity gradient of a temperate estuary over the course of
one year. The combination of carbon incorporation and fluorescence methods enabled primary
production estimation at short spatial and temporal scales. The electron requirement for carbon
fixation was investigated in relation with physical-chemical parameters to accurately estimate
primary production at high frequency. These results combined with the variability of the photic
layer allowed the annual estimation of primary production along the estuary. Phytoplankton
dynamics was closely related to salinity and turbidity gradients, which strongly influenced cells
physiology and photoacclimation. The number of electrons required to fix one mol of carbon
(C) was ranged between 1.6 and 25 mol electron.molC* with a mean annual value of 8 + 5 mol
electron.molC™. This optimum value suggests that in nutrient replete conditions like estuaries,
alternative electron flows are low while electrons transfer from photosystem Il to carbon
fixation is highly efficient. A statistical model was used to improve the estimation of primary
production from electron transport rate as a function of significant environmental parameters.
Based on this model, daily carbon production in the Seine estuary (France) was estimated by
considering light and photic zone variability. A mean annual daily primary production of 0.12
+ 0.18 gC.m2.d! with a maximum of 1.18 gC.m2.d"! in summer was estimated which lead to
an annual mean of 64.75 gC.m2y™. This approach should be applied more frequently in
dynamic ecosystems such as estuaries or coastal waters to accurately estimate primary

production in those valuable ecosystems.
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1. Introduction

Phytoplankton primary production (PPP) is one of the most important process in aquatic
ecosystems which is at the base of the marine trophic network (Pauly and Christensen 1995;
Chen and Borges 2009; Cloern et al. 2014). It is therefore essential to accurately estimate the
PPP to understand, apprehend and manage the ecosystems. However, PPP varies considerably
with environmental parameters (Cloern 1996; Pannard et al. 2008), including light availability
(Falkowski and Raven 1997; Anning et al. 2000; Macintyre et al. 2002), nutrient concentrations
(Dortch and Whitledge 1992; Lohrenz et al. 1999; Tillmann et al. 2000; Claquin et al. 2010)
and temperature (Davison 1991; Falkowski and Raven 1997; Shaw and Purdie 2001; Claquin
et al. 2008). The most commonly used methods for in situ estimation of PPP are carbon isotopes
(**C or *3C) incorporation (Babin et al. 1994; Cloern et al. 2014) methods. Carbon isotopes
methods are sensitive but the long incubation periods required are a disadvantage for accurate
estimations at small spatial and temporal scales. The PAM (Pulse amplitude modulated)
fluorometer method based on variations in the fluorescence emitted by the photosystem Il
(PSII) during photosynthesis allows rapid measurements of photosynthetic parameters (Parkhill
etal. 2001; Kromkamp and Forster 2003; Napoléon and Claquin 2012). In contrast to the carbon
incorporation method, which gives the rate of photosynthetic carbon incorporated, the PAM
method gives access to the electron transport rate (ETR) from the PSII (Kolber and Falkowski
1993; Barranguet and Kromkamp 2000). The combination of these both methods allows to
estimate PPP at small spatial and temporal scales as a function of the environmental parameters
(Napoléon and Claquin 2012; Lawrenz et al. 2013; Hancke et al. 2015). Indeed, previous
studies have shown that the estimation of the PPP was as accurate using the fluorescent
approach than other traditional incubation methods such as carbon isotopes incorporation or
oxygen measurements if the number of electrons required to fix one mol of carbon is known
(Hartig et al. 1998; Barranguet and Kromkamp 2000; Kromkamp and Forster 2003; Morris and
Kromkamp 2003).

The variability of environmental factors that could influence PPP is particularly high in
dynamic ecosystems such as estuaries (Underwood and Kromkamp 1999; Cloern et al. 2014).
These dynamic ecosystems are characterized by high variability at seasonal and tidal scales.
Located at the interface between land and sea, estuaries are influenced by the freshwater
outflow from the river and the marine water inflow from the tide. These ecosystems are known
to play therefore important role in biogeochemical cycles (Chen and Borges 2009). Along the

estuaries, PPP is affected by several gradients (i.e. salinity, turbidity, nutrient concentrations
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and light availability) caused by the dilution of the marine water brought by the tide with fresh
water from the river (Kimmerer et al. 2012). PPP is usually the lowest within the maximum
turbidity zone (MTZ) created by tidal asymmetries in particle transport brought about by the
effect of gravitational circulation on tidal flows (Sanford et al. 2001) which induce low light
penetration, salt stress and cell lysis (Goosen et al. 1999). Despite the large number of studies
on temporal variations of PPP in estuaries, very few studies have been conducted at small spatial
and temporal scales (Parizzi et al. 2016) and many large estuaries are still poorly studied. This
is the case of the Seine estuary, which represents the largest outflow into the English Channel.
Thus, the aims of this study were: (1) to investigate monthly the time and space dynamics of
photosynthetic parameters along the estuary by using high frequency measurements during one
year and identify the main factors controlling those parameters, (2) to explore the relationships
between ETR and C fixation as a function of environmental factors, (3) to apply the multi-
factorial relationships obtained on the whole ETR data set in order to estimate PPP from daily

to annual scale.

2. Methods
2.1.Study site
The Seine River and its estuary drains a watershed covering 76,260 km?. After Paris,
the river flows northwest and drains its water into the English Channel. Located 202 km from
Paris (the kilometric scale of the Seine River is set at 0 km in the center of Paris), the weir at
Poses (Fig. 21) represents the upper limit of the tidal propagation in the Seine estuary. The
annual average river discharge at Poses is 436 m3.s! with a flood period extending from
December to April when the discharge reaches 1200-2500 m3.s* and a low-flow period with a
discharge of around 250 m3s™ (Data GIP Seine-Aval, 2008; 2011). In the oligohaline part,
salinity ranges from 0.5 to 5; in the mesohaline part salinity ranges from 5 to 18; in the
polyhaline part from 18 to 30; and in the euhaline part salinity is above 30. The Seine estuary
is a macrotidal type estuary, with a tidal amplitude ranging from 3-7 m at Honfleur and 1-2 m
at Poses. The mean residence time in the estuary varies between 17-18 days for a discharge of
200 m3s* at Poses and between 5-7 days for a discharge of 1000 m3s™ (Brenon and Hir 1999;
Even et al. 2007). The tide in the Seine estuary is characterized by flattening at high tide lasting
more than 2 hours due to the deformation of the tidal wave during the propagation at shallow
depths (Brenon and Hir 1999; Wang et al. 2002). The flow is asymmetric in favor of the flood
and this trend increases as the tide propagates up the estuary. Seasonally, water temperature

ranges between 25 °C in summer and 7 °C in winter with differences of less than 1 °C along
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the longitudinal profile and a weak vertical gradient (Data GIP Seine-Aval, 2008; 2011). The
MTZ, containing up to 2 g L of suspended particulate matter (SPM), is most often located
between Honfleur and Tancarville, but can move upstream depending on the intensity of the
tide and river discharge. During winter flood events, the MTZ can be flushed out into the Seine
Bay (Etcheber et al. 2007; Garnier et al. 2010).
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Figure 21. Map of the Seine estuary (Longitude: 0.2327, latitude: 49.4326 (WGS84) - Normandy, France)
showing the study area. Poses is the upper limit of tidal propagation. The sampling transect from site 1 to site 8
followed the salinity gradient from the euhaline zone (Site 1) to the oligohaline zone (site 8). The sites were
sampled monthly throughout 2015

2.2.Sampling strategy

Sampling was conducted monthly from January to December 2015 onboard the Ifremer
ship “Delphy” at eight sampling sites scattered along the salinity gradient (Fig 1). The sites
were distributed from the euhaline zone (site 1) to the oligohaline zone (site 8). In order to
sample a steady waterbody along the estuary, sampling was performed every month in spring
tides conditions (tidal coefficient 90) during daylight and during the flattening of the high tide,
which, in these conditions, lasts up to three hours along the Seine estuary. Photosynthetic
parameters were measured at high frequency at five minute intervals in sub-surface water using
the PAM method providing almost 40 distinct measurements along the salinity gradient.
Vertical salinity profiles (measured using the Practical Salinity Unit; PSU), turbidity (measured
using the Nephelometric Turbidity Unit; NTU) and temperature (°C) were recorded at each site
with a SBE 19-plusVD CTD (Seabird) from the sub-surface down to 1 m above the water-
sediment interface (WSI). At each sampling site, water was sampled from the sub-surface (i.e.
1 m) with a pump for analysis of the physical-chemical (nutrients, SPM) and biological

parameters (chl a, Fv:Fm). At sites 2, 4, 6 & 8, sampling was also conducted from 1 m above
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the WSI with a 5 L Niskin bottle and at these sites, a part of the water samples from sub-surface

was used to estimate primary production using the 3C incorporation method.

2.3.Physical-chemical parameters
2.3.1. Nutrients
To determine the concentration of nutrients (PO4*, NOz, NO2, NH4" and Si(OH)a4), 100

ml water samples were pre-filtered at 48 pum directly from the Niskin bottle. For the
determination of concentrations of silicate (Si(OH), ), water samples were subsequently filtered
through a 0.45 pum acetate cellulose membrane and stored at 4 °C until analysis. For the
determination of dissolved inorganic nitrogen (i.e. DIN=NO3;+ NO; + NHj) and phosphate
concentrations (PO3™), water samples were immediately stored at -20 °C. The samples were
analyzed within one month after field collection with an auto-analyzer (Technicon III)
following standard protocols (Aminot and Kérouel 2007; Hydes et al. 2010). The limits of
quantification were 0.2 uM for silicate, 0.1 uM for nitrate, 0.02 uM for nitrite, 0.04 uM for
phosphate and 0.1 uM for ammonia.

2.3.2. Suspended particulate matter
Suspended particulate matter (SPM) was filtered following the method of Aminot &
Chaussepied (1983). The concentration of SPM in each sample was obtained after filtration
(filtrated volume ranging from 0.1 to 1 L depending on turbidity) and drying for 24 h at 50 °C
on pre-weighed calcined (i.e. 6 h; 450 °C) GF/F filters (47 mm, 0.7 um). Filters were rinsed
with distilled water to remove any remaining salt. This strategy ensured a precision of 0.0001

g.L* for the lowest SPM concentrations (Verney et al. 2009).

2.4.Biomass measurements
Phytoplankton biomass was assessed based on chlorophyll a (chl a) concentrations.
Samples (30-500 ml) were filtered in triplicate through glass-fiber filters (Whatman, GF/F, 47
mm, 0.7 um) and immediately frozen (-20 °C) until analysis. In the laboratory, pigments were
extracted in 10 mL of 90% (v/v) acetone for 12 h in the dark at 4 °C. After centrifugation at
2000 g for 10 minutes at 4 °C, the concentration of chl a were measured on extracts according
to the fluorometric method of Lorenzen (1966) using a Turner Trilogy fluorometer (Turner

Designs, Sunnyvale, California, USA).
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2.5.Estimation of primary production
2.5.1. PAM fluorometry
For the high-frequency estimation of primary production, the maximum energy conversion
efficiency (or quantum efficiency of photosystem Il (PSIl) charge separation (Fv:Fm)) was
measured at 5 minute intervals using the flow through (FT) version of the WATER PAM
(Waltz, Effeltrich, Germany) (Schreiber et al, 1986). Sub-surface water was collected through
a pipe leading to a thermally insulated dark reserve that maintained the sample at the in situ
temperature. After 5 min of dark acclimation, which was sufficient for the oxidation of the
Quinone A (Qa) pool in this highly turbid environment, a sub-sample was automatically
transferred into the measuring chamber. The sample was excited by a weak blue light (1
pumol.m2.s7%, 470 nm, frequency 0.6 kHz) to record the minimum fluorescence (Fo). Maximum
fluorescence (Fm) was obtained during a saturating light pulse (0.6 s, 1700 umol.m 2.5, 470
nm) allowing all the Quinone A (Qa) pool to be reduced. Fv:Fwm was calculated according to the

following equation (Genty et al. 1989):

F_V — (FM_FO) (1)

Fm Fm

Consecutively, samples were exposed to nine irradiances (E) from 0 to 469 pmol
photon.m2.s7* from January to July and from 0 to 1541 from August to December for 30 s for
each light step. Steady state fluorescence (Fs) and maximum fluorescence (Fm') were measured.
The effective quantum efficiency of PSII for each irradiance was determined as follows (Genty
et al. 1989):

ﬂ — (FM’_FS) (2)

Fum' Fum'

The relative electron transport rate (rETR, pmol electron.m2.st) was calculated for each
irradiance. rETR is a measure of the rate of linear electron transport through PSII, which is
correlated with the overall photosynthetic performance of the phytoplankton (Juneau and
Harrison 2005) :

rETR(E) = FATF x E (3)
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At each site, a sample of both sub-surface water and water at the WSI were taken and dark
adapted for 5 min. A sub-sample was inserted into the measuring chamber of the cuvette version
of the WATER PAM (Waltz, Effeltrich, Germany) and rETR versus E curves were performed
as described above. Another dark adapted sub-sample was placed in a multi-color PAM for
estimation of the opsii the functional absorption cross-section of PSII (expressed in m?) by the
pump-and-probe method by gradually increasing the intensity of the pump flash and following
the flash-intensity saturation curve of variable fluorescence.

According to Schreiber et al. (2011), the maximum electron transport rate (ETR(I1)max;

electron.(PSI1.s) ) was calculated as follows:

ETR(H) max = rETRmax Xopsyy XL (4)

FV:FM

With rETRmax in mol electron.m2.s™t and Fy:Fwm calculated above, L the Avogadro’s constant in
mol™ and opsii in M2, ETR(I1)max Was first expressed in electron.(PSI1.s). Second, ETR(I1)max
was expressed in mmol electron.mgchl™.h*! according to the equation:

[ETR(IDmax] X [PSII] x 36.10°
[chla] x L (5)

ETR(ID max, =

, where [ETR(Imax] is expressed in electron.(PSll.s™)?, 36x10° the factor to change from
seconds to hours and from mol to mmol, [chl a] the chlorophyll concentration is expressed in
mg.mlt and [PSII] the concentration of PSII reaction centers in PSIL.ml? was obtained as

follows:

[chl a]xL
900 xX1000 (6)

where [chl a] is expressed in g.mI™ assuming a molecular weight of 900 g.mol™ per chl and a

[PSII] =

photosynthetic unit size of 1000 molecules of chl per electron transport chain (Schreiber et al.
2011).

2.5.2. 3C Incorporation
A photosynthetron (modified by Babin et al. (1994)) was used to incubate *C on the
samples taken at sites 2, 4, 6 and 8. A U-shaped dimmable fluorescent tube (OSRAM, DULUX
L, 2G11, 55W/12-950, LUMILUX DE LUXE, daylight) produced the light, and the
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temperature in the photosynthetron was maintained at the in situ temperature by a seawater
circuit equipped with a water chiller (AQUAVIE ICE 400). A total of 1100 ml of seawater was
inoculated with NaH'3COs (98 atom %, Sigma) corresponding to an enrichment of about 15%
of the dissolved inorganic carbon already present in the seawater. The inoculated seawater was
shared among 16 culture flasks (62 ml) placed in the photosynthetron. Light intensity was
measured in each flask using a micro-spherical quantum sensor (US-SQS; Walz) connected to
a LI-COR 1400 data logger. One of the flasks was kept in the dark to estimate incorporation of
non-photosynthetic inorganic carbon. After 3 hours of incubation, each flask was filtered onto
25 mm pre-combusted (450 °C, 12 h) GF/F filters and stored at -20 °C until analysis. To remove
carbonates, filters were exposed to fuming HCI for 4 hours and then dried at 50 °C for 12 hours.
The concentration of particulate organic carbon (POC) and the isotopic ratio of $3C to 12C were
determined using an elemental analyzer (EA 3000, Eurovector) combined with a mass
spectrophotometer (IsoPrime, Elementar). As already discussed in previous studies (Lawrenz
et al. 2013; Milligan et al. 2014; Hancke et al. 2015) concerning GPP (Gross Primary
Production) and NPP (Net Primary Production) estimations, it is still debated about *C or *C
incubation of few hours. We assumed that under non limiting nutrient conditions, 3 hours of
incubation time tend to an estimation of GPP. The carbon fixation rate (Pobs) Was calculated
according to Hama et al. (1983). The value for incorporation in the dark was subtracted from

all data and Pops is expressed in mmol C.L1.h™,

25.3. Pvs. Ecurves
Each ETR(II) and Poss series were plotted against light (E). To estimate photosynthetic
parameters, the mechanistic model of Eilers & Peeters (1988) was applied to these plot using
SigmaPlot 12.0 (Systat Software):

E

X(E) - (aE2+bE+c)

()
, Where X represents either ETR(II) or Poss. Thereby the maximum photosynthetic capacity

(ETR(I)max Or Pmax) and the low maximum light utilization efficiency (a) were calculated as

follows:

1
Xmax = 512725 (8)
=1 (©)
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2.5.4. Estimation of the annual primary production
Carbon incorporation (Pmax) was plotted against ETR(Il)max to investigate the
relationship between the two parameters. The electron requirement for C fixation (@ec)
dynamics characterized by the slopes of the relationships (Napoléon et al. 2013b; Lawrenz et
al. 2013) was also expressed. Successive multiple regressions were performed to identify the
best relationship to estimate Pmax as a function of ETR(I1)max but also as a function of the other
physical-chemical parameters (temperature, salinity, DIN, P, Si and SPM) and this relationship
was used to estimate simulated carbon incorporation P™Mye (MgC.m23.h%) and o™ (mgC.m-
3.h.(umol photon.m=2.s1) 1), The parameter Ex was calculated as Ex = rETRmax/o and used to
estimate a(IT) from ETR(I))max and o™ from PSMpax.

Finally, primary production was estimated for each site for the whole study year. PP
was estimated for each hour of daylight (E) of the year using the Webb model (Webb et al.
1974) and integrated with the depth of the photic zone as follows:

Bz

(_ O(Sim X )

PP (mgC.m™2.h™") = 2 x fzii:(jOS PSim s (1—e PRI )dz (10)

, Where z is the depth, i the number of replicates, and n the maximum depth of the photic zone.
PSIMax (M@C.m3.hY) and o™ (rel.unit) are the values previously calculated for each sampling
month. Ez is the irradiance (umol photon.m2.s?) at depth zi calculated at 0.01 m intervals along
the photic layer, which, in this study extended from 0 to 3.5 m (i =35 and n = 3.5), using the
Beer-Lambert law as follows:

E, = 0.94 X (E,, x e kdx#) (11)

, Where Ezo is the incident light at the surface obtained from the nearest national weather station
(18 miles; 29 km), 0.94 is the percentage of light penetration into the water. kq is the coefficient
of light attenuation in the photic zone, which varied in space and over time at each site. The
different values of kq were estimated for each site and each month using the linear relationship
found between turbidity (NTU) and the light attenuation coefficients (kq) obtained with the
PAR and the depth on the SBE profiles recorded during the sampling campaigns in the Seine
estuary: kg = 0.1107 x Turbidity + 0.588 (R2 = 0.923). For turbidity ranging from 4.88 to 93.31,
the corresponding kq ranged from 1.13 to 10.92 mm™. P:B ratio (mgC.mgchl a™.d!) was also

estimated using these PP estimations.
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2.6.Data analysis

Multivariate analyses
To resolve the spatial and temporal variability of the physicochemical parameters,
partial triadic analyses (PTA) were performed on the data set using the ADE-4 package (Chessel
et al. 2004; Dray and Dufour 2007) with R software. Data were organized in sub-matrices for
each site. The interstructure of the PTA consisted in comparing the structure shared between
sub-matrices and in identifying sites with similar temporal structure. The second step consisted
in constructing a compromise that enabled us to build a common temporal typology between
matrices. The relationship between physical, chemical, biological and photosynthetic
parameters was investigated by principal component analyses (PCA) using the ADE-4 package
in R software. PCA was performed of the group of sites shown by PTA to have a similar annual

structure.

Univariate analyses

In a complementary way, the linear dependence between parameters was established by
linear regressions performed on R software and by calculation of Person correlation coefficient.
All plots of the parameters dynamics were created using the SigmaPlot 12.0 software. The
illustrative plots performed on the different parameters by taking into account the spatial and
the temporal dynamics were previously smooth using the non-parametric method of local
regression (“Loess”). To identify the physical-chemical parameters that significantly drive the
ETR/P relationship, multiple regressions with temperature, salinity, nutrients concentrations

(DIN, P and Si) and SPM were performed using a upward step-by-step method on R software.

3. Results

3.1.Dynamics of hydrological parameters
The dynamics of the physical and chemical parameters (irradiance, river flow, temperature,
salinity, nutrients, turbidity and SPM) are characteristics for the Northern European estuaries
and are therefore described in supplementary material (Fig S1 to S4). In order to investigate the
seasonal pattern and the functioning of the estuary in a special context, a partial triadic analysis
(PTA) was performed on physical and chemical parameters from sub-surface and deep waters.
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Interstructure analyses of the PTA

In the interstructure analysis of the PTA, the two first eigenvectors represent
respectively 78.25% and 10.38% of total inertia of the sub-surface waters (Fig. 22-A) and
respectively 72.12% and 17.17% of total inertia of the bottom waters (Fig. 22-D). Projection of
the sites on the first axis revealed the common temporal pattern among sites (Fig. 22-B&E), in
agreement with the high vector correlation coefficients (RV-coefficient) calculated (Table 1).
Projection of the sites on the second axis divided the sampling transect into two zones and four
distinct areas (Fig. 22-B) in agreement with Ward's clustering method (Fig. 22-C): (i) area 1
(Site 1&2) and area 2 (Site 3&4) grouped in zone A (Downstream), (ii) area 3 (Site 5&6) and
area 4 (Site 7&8) grouped in zone B (Upstream).
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Figure 22. Interstructure analysis of the partial triadic analysis (PTA) performed on physical-chemical
parameters in the sub-surface layer: (A) Histogram of eigenvalues based on the diagonalization of the RV
matrix, (B) ordination of the sites given by the two first eigenvectors of the vector correlation matrix and (C) tree
topology obtained by Ward’s clustering method and for the bottom layer: (D) Histogram of eigenvalues based
on the diagonalization of the RV matrix and (E) ordination of the sites given by the two first eigenvectors of the
vector correlation matrix

The weight values were similar for all the sites, showing that any site had a particular temporal
pattern (Table 10). Thus, the Seine estuary can be divided in two zones as a function of the
dynamics of the physical-chemical parameters: (i) a downstream zone (zone A) stretching from
longitude 0.11 (site 1) to longitude 0.30 (site 4) and characterized by high salinity, and (ii) an
upstream zone (zone B) stretching from longitude 0.36 (site 5) to longitude 0.51 (site 8),
characterized by lower salinity and higher turbidity. Zone A thus combined a polyhaline
(salinity >18) with a mesohaline area and zone B combined a mesohaline with an oligohaline

area (salinity < 5).
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Table 10. Matrix of the RV-coefficients between the sub-matrix and the weight of each sub-matrix in the
construction of the compromise

Sites | 1 2 3 4 5 6 7 8 Wet'gh
Surface
1 | 1.00 0.33
2 | 089  1.00 0.35
3 | 082 090 1.00 0.38
4 | 076 086 095  1.00 0.38
5 | 069 078 08 090  1.00 0.38
6 | 062 069 080 08 094  1.00 0.37
7 | 055 061 072 08 089 092 100 0.35
8 | 044 051 057 060 063 060 067 100 | 028
Bottom
2 1.00 0.50
4 0.76 1.00 0.49
6 0.62 0.56 1.00 0.52
8 0.50 0.51 0.80 1.00 | 049

Compromise analyses

In the compromise analysis of the PTA, for sub-surface waters the two first eigenvectors
represented 53.84% and 34.63% of total inertia (Fig. 23-A) and for bottom parameters 63.30%
and 28.79% of total inertia (Fig. 23-D), providing an accurate summary of the common
temporal trend among sites over the sampling year. Compromise analysis revealed a clear
seasonal pattern in the physical-chemical parameters both in the sub-surface and deep waters
(Fig. 23-B, C, E and F). The period from January to March was characterized by high DIN and
Si concentrations, related to high river flow in winter. The increase in temperature in April was
followed by an increase in salinity (related to the decrease in river flow) and in surface
irradiance in May. The increase in phosphate concentrations between September and October
was associated with the increase in SPM concentrations and turbidity. This period was also
characterized by a decrease in irradiance and temperature, and in salinity in relation with the

increase in river flow.
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Figure 23. Compromise analysis of the partial triadic analysis (PTA) performed on physical-chemical
parameters in the sub-surface waters: Histogram of eigenvalues (A), projection of the variables (B) and the
sampling dates (C) in the plane defined by the two first axes and for bottom waters: Histogram of eigenvalues
(D), projection of the variables (E) and the sampling dates (F) in the plane defined by the two first axes

The dynamics of the physical and chemical parameters are given in supplementary
material. The highest SPM and turbidity values were recorded near the limit of salt water
intrusion in the upper part of the estuary that defined the MTZ. Its position is consequently
influenced at daily and seasonal scales by variations of the tide and of the river flow. Since
sampling was always carried out during spring tides, the localization of the MTZ, was only
controlled by the Seine river flow. Consequently, the MTZ was located downstream of zone B
during the high-flow period and upstream during the low-flow period. Within both zones, high
DIN and Si concentrations were negatively related to salinity and positively with river flow,
suggesting a strong control by freshwater outputs. Indeed, in the Seine river, a large part of the
DIN pool originates from agricultural and industrial activities and urban discharges along its
watershed (Garnier et al. 2010), while Si is weakly influenced by human activities (Sferratore

et al. 2006; Aminot and Kérouel 2007). Despite the decrease in P in the Seine River in the last
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few years, due to the improved waste water treatment plants and the massive introduction of
detergents without phosphates, high concentrations were nevertheless measured throughout the
estuary (Némery and Garnier 2007; Passy et al. 2016). In this study, P concentrations varied
differently than DIN and Si in the two zones: P was positively linked with turbidity and SPM
in zone A, whereas in the zone B, P concentrations were positively linked with salinity and
negatively related to the Seine river flow. P is adsorbed onto suspended particles in the low-
salinity and high turbidity part of estuaries, which can be explained by non-biological buffering
mechanisms (Morris et al. 1981; Sharp et al. 1982; Némery and Garnier 2007). The positive
relationship with SPM and turbidity in zone A together with the negative relationship with river
flow in zone B, suggest the adsorption of P within the MTZ. The pool of P is then exported
downstream by the SPM. The inverse relationship observed between P and river flow in zone

B could be due to an accumulation of P during the low flow periods.

3.2.Phytoplankton biomass and photosynthetic parameters

The chlorophyll a concentrations ranged from 0.2 to 15.9 pg.L™. In sub-surface
(Fig. 24A), high concentrations of chl a were recorded from May to September, and during this
period, chl a concentrations were increasing from upstream to downstream. The highest
phytoplankton biomass in sub-surface (15.9 pg.L™) was measured at site 2 in July and the
lowest (0.2 pg.L™?) at site 4 in January. Close to the WSI (Fig. 24B), despite the surprising high
values recorded in winter (> 10 pg.L™?) in zone B, the same gradient than in sub-surface was
observed in summer but with lower values: the highest value measured in July was 8.6 pug.L™
at site 2. The lowest value (0.4 pg.L ™) was measured in zone A during January.

The effective quantum efficiency of PSII (Fv:Fwm), which represents the physiological
state of the cells, showed distinctive dynamics in sub-surface in comparison with the bottom
waters. In sub-surface (Fig. 24C), Fv:Fm were high in winter and spring with the highest value
(0.67) measured in March at site 1. In contrast, the lowest value (< 0.01) was measured during
summer (July) at site 8. In the upstream part of the estuary (Zone B), Fv:Fm were low with
values remaining frequently below 0.20. Close to the WSI (Fig. 24D), the highest value (0.64)
was measured at site 2 in May and the lowest (< 0.01) at site 8 in August. Fv:Fm ratios close to
the WSI showed high values in Zone A, with an average of 0.41 during the year, while in Zone
B the Fv:Fwm ratios remained low with an average of 0.16 during the studied period.

The high values of chl a observed close to the WSI in winter were associated to very
low values of Fv:Fm which indicates that this biomass is rather freshwater chlorophyll detrital

matter than living phytoplankton.
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Figure 24. Variations in biomass (chl a concentration; ug.L ™) and the effective quantum efficiency of PSII
(Fv:Fwm; relunit) representing the physiological state of the cells in the Seine estuary from January to

December, 2015. The sub-surface layer (1 m) is shown in the left panel and the bottom layer (1 m above the WSI)
in the right panel

The maximum light utilization efficiency (a(Il); mgC.m=.h™.(umol photon m?s1)?),
were highly variable in space and time (Fig. 25). In January, low values (i.e. < 0.008 mgC.m"
3.hL.(umol photon m2s™)) were recorded throughout the salinity gradient and within the MTZ
area from January to March and from August to December. In May at longitude 0.4, a zone
with values < 0.008 was also recorded. Higher a(II) were observed during the rest of the year,
with the highest values (> 0.012 mgC.m3h™.(umol photon m?s')?) measured in the
polyhaline zone (longitude < 0.2) between February and October. From February to December,

a spatial gradient appeared to mirror the salinity gradient with decreasing values from
downstream to upstream.
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Figure 25. Variations in the low maximum light utilization efficiency (a(Il); mgC.m=.h.(umol photon m-
251 1) in the Seine estuary from January to December, 2015. This parameter was measured at high frequency
in the sub-surface layer of water all along the sampling transect at monthly intervals

The dynamics of ETR(I)max (Fig. 26) showed low values (i.e. <2 mmol electron.mgchl
! h') throughout the salinity gradient in winter (January and February). ETR(I1)max Started to
increase from March, firstly in the downstream part of the estuary and throughout the salinity
gradient afterwards. The highest values were recored from June to October throughout the
salinity gradient. ETR(Il)max Were particularly high in the polyhaline zone with a maximum
value of 10.8 mmol electron.mgchl.ht at site 2 in June. During this period of high ETR(I1)max,
values gradually increased from upstream to downstream.
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Figure 26. Variations in the maximum electron transport rate (ETR(I1)max; mmol electron.mgchl.h1) in
the Seine estuary from January to December, 2015. The ETR(Il)max Was measured at five minute intervals in
the sub-surface layer of water all along the sampling transect at monthly intervals
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3.3.Estimation of ¢ec and of primary production

The combined PAM and carbon incorporation method was used to investigate the
relationship between Pmax et ETR(11)max measurements, and Pmax Values were plotted against the
ETR(I1max values (Napoléon and Claquin 2012; Lawrenz et al. 2013). The electron requirement
for C fixation (@e,c; mol electron.molC™?), defined by the slope of the relationship between P
and ETR, varied spatially and temporally ranging from 1.6 to 25 mol electron.molC* (Fig.27).
A marked seasonal pattern was observed, characterized by high values (> 15 mol electron.molC"
1y throughout the salinity gradient in January and only in the downstream part in February and
March (e.g. 25 mol electron.molC™ at site 2 in March). High values were also estimated
upstream during the summer (22.2 mol electron.molC™ at site 8 in July). ¢ec values < 4 mol
electron.molC™* were recorded twice: 1.6 mol electron.molC™* at site 6 in May and 1.9 mol
electron.molC at site 8 in December. The mean @e,c value was 7.95 + 4.94 mol electron.molC
1
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Figure 27. Dynamics of electron requirements for C fixation (¢ec) in the Seine estuary from January to
December, 2015

To identify the physical-chemical parameters that drive this relationship between P and
ETR(I1), multiple regressions with temperature, salinity, nutrients concentrations (DIN, P and
Si) and SPM were performed using an upward step-by-step method. A significant negative
coefficient with DIN concentrations and a significant positive coefficient with temperature were
observed. These two parameters were used to estimate the Pmax dynamics (p< 0.0001; R? = 0.59)
by using ETR(I)max according to the following equation:

Pom = 043 —1.19.107% x ETR(I)__ —9.75.10™* x [DIN] + 1.29.107* x Temperature
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A carbon incorporation at high frequency (PS™max) and a maximum light utilization efficiency
(asim = ratio Ek / PS™nax) were then estimated for each value of ETR(I)max. For each site, these
values of PS™Mnax and osim Were used to estimate PPP at each hour of daylight (E) throughout the
year by using a depth integrated equation of light penetration as a function of turbidity
(equations 10&11).

The dynamics of annual PPP showed high variability that differed at each time scale: at
the hourly scale, values reached 110.4 mgC.m=.h%, at the daily scale, values reached 1.2 gC.m"
2.d%, and at the monthly scale values reached 26.1 gC.m2.month™* at site 2 in July (Table 11;
Fig. 28). When considering all the sites, the highest PPP were observed in July, with a mean of
13.2 gC.m2m™. Annual PPP was minimum at site 6 with a value of 17.3 gC.m?2.y?* and
maximum at site 2 with a value of 81.5 gC.m2.y,

Table 11. Estimation of phytoplankton primary production (gC.m2.m™) for each month (from January to
December) and at each site (from 1 to 8). The minimum and maximum daily PP (gC.m2.d%) are given and an

annual PP (in gC.m2.y?! and in tC.y*) was calculated for each site (bottom row). A mean PP (gC.m2.m™) was
calculated for each month (last column on the right) and on average for the estuary (last cell on the bottom right)

Site 1 2 3 4 5 6 7 8 Mean (gC.m?)
January 0.27 0.22 0.11 0.05 0.01 0.03 0.02 0.09 0.10

February 153 1.06 0.72 0.38 0.37 0.37 0.44 0.27 0.64

March 1.39 0.83 0.43 0.29 0.30 0.32 0.35 0.37 0.54

April 747 5.61 2.35 2.09 0.87 0.33 0.15 0.88 247

May 15.14 9.78 4.65 2.79 1.87 1.89 3.24 4.43 5.47

June 10.72 10.82 8.10 9.18 4.87 5.38 2.65 3.66 6.92

July 18.95 26.09 21.64 17.43 11.00 4.93 2.76 2.43 13.15

August 8.58 19.87 7.56 8.34 8.76 2.05 6.66 3.06 8.11
September 3.33 3.46 3.01 2.66 1.12 1.12 0.93 1.14 2.10

October 2.57 2.60 1.01 1.49 1.60 0.70 0.36 1.32 1.45
November 1.99 0.87 0.82 0.84 0.21 0.05 0.01 0.89 0.71
December 0.19 0.32 0.28 0.15 0.16 0.11 0.06 0.02 0.16

Max PP (gC.m2.d™) 0.83 1.18 0.94 0.77 0.49 0.23 0.28 0.17

Min PP (gC.m2.d") 2 33 23 g 2 54 9 2

Annual PP (gC.m2y%) | 72.13 81.53 50.68 45.68 31.16 17.26 17.62 18.54

Surface (km) 44.38 23.07 9.81 4.27 3.79 261 2.26 2.96

Annual PP (tC.y™) 3200 1881.3 49715 19526 11815  45.09 39.84 54.92 64.75 gC.m2.y*

A representative area (in km?) was attributed to each site as a function of the water cover at
high tide. Primary production values are expressed in tC.yr for each of these areas. Results
revealed the prime role played by the mouth of the estuary (represented by site 1). Despite the
better production capacity per m? at site 2, the area represented by site 1 (44.38 km?) led a
higher carbon production with 3200 tC.yr. When primary production was weighted as a
function of the surface area of each site, the mean value for the annual PP in the Seine estuary
in 2015 was 64.75 gC.m2.y*.
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Figure 28. Dynamics of daily phytoplankton primary production (left; mgC.m=2.d) and P:B ratio (right;
mgC.mgchl a*.d?) along the Seine estuary from “Le Havre” (longitude 0.09) to “Tancarville” (Longitude 0.51)
in 2015. PP was estimated as a function of hourly irradiance and integrated over depth

The measured P:B ratio in sub-surface varied between 1 and 7.4 mgC.mgchl a.h'* with
a mean value of 4.2 mgC.mgchl a.h’. The spatial gradient of P:B ratio (mgC.mgchl a.d?)
integrated along the photic layer showed higher values downstream than upstream (Fig. 28).
The maximum P:B ratio (19.6 mgC.mgchl a.d!) was recorded in the mouth of the estuary in

spring. In summer, the highest values were observed in the mesohaline part of the estuary.

3.4.Principal Component Analyses

Two principal component analyses (PCA) were performed to investigate the
relationship between physical-chemical and biological parameters in the sub-surface waters
(Fig. 29-A&B) and bottom waters (Fig. 29-C&D), the data sets representing the two zones
defined by the PTA performed on physical-chemical parameters (Fig. 22). In zone A and zone
B, the two first axes of the PCAs explained respectively 71.93% and 71.04% of the total inertia
for sub-surface waters, and 76.17% and 76.33% of the total inertia for bottom waters. Analyses
were thus based on these two axes.

For both zones (A and B), the parameters that contributed the most to axis 1 were
salinity and temperature in one direction, and Si, DIN and flow in the other direction for sub-
surface waters. Regarding the second axis, the parameters that contributed the most were
irradiance in one direction and turbidity and the SPM concentrations in the other direction.
Despite their low contribution, chl a concentrations were positively linked with temperature in
both zones. Daily phytoplankton primary production (dPPP) and P:B ratio were positively
linked with irradiance and temperature and negatively linked with turbidity. The P

concentration varied between the two zones and was related to turbidity in zone A and to salinity
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in zone B. The variations in Fv:Fm and asim Were poorly explained by the physical-chemical

parameters tested in both PCA.

A—Zone A ~ [Tepm B-Zone B SPM
Surface — ™~ Surface 7

(T X
/ E! N\ /N
‘

\\\
/ N\
\ / \ e
) /;{ Sahmty 41.07% \\
o S -\
g s{ch]g [ — Tempetalure ‘ E‘,/?—j/
\ 7 \

e L
Flow [~ \
E i Y Eigenvalues
\ igenvalues \ \ ‘
. Irradiance
L - =
26.82% | |[E T —— 29, 97%—|__/
C—Zone A — D—Zone B — [T T~
Bottom Flow \ Eigenvalues | gottom SPM
Turbidity
/
\ l\
\ Clla
/ //,,@\
Fy/Fum 54.38% T |
I - ——
m/ .
y \
* Temperature
Eigenvalues
[sPu]

24. 4W 21 95% | B

Figure 29. Principal component analysis factor loading plot in the plane defined by the two axes for sub-surface
waters. (A) zone A (sites 1 to 4) and (B) zone B (sites 5 to 8) and for bottom waters with (D) zone A and (E) zone
B. White labels show active variables and grey labels illustrative variables

In the bottom waters in zone A, the parameters that contributed the most to axis 1 were
salinity and temperature in one direction and Si and DIN in the other direction. The parameters
that contributed the most to axis 2 were the river flow in one direction, and SPM concentrations
in the other. Despite their limited contributions, chl a concentrations and Fv:Fm were positively
linked with salinity. In Zone B, the parameters that contributed the most to axis 1 were salinity
and P concentration in one direction and the river flow in the other direction. The parameters

that contributed most to axis 2 were SPM and turbidity in one direction and temperature in the
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other direction. The biological parameters contributed more than in zone A, and chl a

concentrations were positively linked with turbidity and Fv:Fm positively linked with flow.

4. Discussion

4.1.Phytoplankton biomass and the dynamics of photosynthetic parameters

Nutrient concentrations were very high throughout the year and were not limiting for
phytoplankton growth. Despite a negative relationship between chl a and the concentrations of
nutrients (DIN and Si), the role of phytoplankton consumption on nutrient dynamics may have
been weak in regards to the importance of nutrients fluxes which are mostly controlled by
hydrodynamics (Kromkamp and Peene 2005). Classically, the dynamics of chl a in nutrient-
rich estuaries is mostly controlled by light availability, which varies with incident solar
irradiance in the photic layers modulated by turbidity. The spatial dynamics of chl a can be
explained by the higher light availability downstream and osmotic stress in the most upstream
part of the estuary which can lead to growth limitation and cell stress (Lionard et al. 2005;
Servais and Garnier 2006; Hernando et al. 2015). This stress is confirmed by the low annual
values of Fv:Fm ratios (< 0.2) observed upstream. However, the presence of cyanobacteria in
this part of the estuary (data not shown) could also explain the low level of Fv:Fwm ratios. Fv:Fm
ratios of cyanobacteria are known to be poorly estimated by PAM methods because of the
contribution of phycobilisoms auto-fluorescence to Fo background and to states transition
processes which lead to a rearrangements of photosynthesis apparatus with a transfer of light-
harvesting antenna between both photosystems (PSI and PSII) (Campbell et al. 1998). The
slightly higher Fv:Fwm ratios observed from January to April could also be attributed to
freshwater species adapted to low salinity, low temperature and high turbidity as reported by
Malpezzi et al. (2013) in the Chesapeake bay. In zone A (downstream part), Fv:Fwm ratios in
sub-surface waters were higher in winter (> 0.4) than in summer (< 0.4) and inversely related
to the concentrations of chl a (Masojidek et al. 2001; Macintyre et al. 2002; Suggett et al. 2004).
The successive stress undergone in this zone could have led to a reduction in Fv:Fm values
especially with the high level of irradiance in summer. These reduction of Fv:Fm can be due to
photoprotection mechanisms or to alteration of PSII. As widely described, high irradiance may
lead to a reduction of Fv:Fw in sub-surface waters (Holm-Hansen et al. 2000; Shelly et al. 2003)
due to the activation of short-term photoprotection mechanisms, such as xanthophyll cycling,
which increases non-photochemical quenching to protect cells against high levels of irradiance

(Dubinsky and Stambler 2009; Goss and Jakob 2010). Moreover, the sub-surface layer can be
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defined as a fluctuating light environment caused by longitudinal and vertical mixing. In this
type of environment, Alderkamp et al. (2010) have shown that phytoplankton cells need to
balance their photosynthetic machinery to maximize photoprotection at high irradiance and
photosynthetic efficiency at low irradiance. However, in estuary acclimation to low light is
mainly require which induces a reduction in photo-protective pigment content, leading to
potential damage of photosystems when cells are exposed to high light on surface during
summer. Despite the low values of Fv:Fm in summer in the downstream part, high values of a
and ETR(I)max were measured allowing phytoplankton growth and high chl a concentration.
This discrepancy between a, ETR(II)max and Fv:Fm levels can be due to state transition
mechanisms of cyanobacteria as previously described. These pattern were also observed
upstream of the MTZ in the very low salinity zone. Despite low chl a concentrations, the high
photosynthetic values revealed a non-negligible capacity of the freshwater phytoplankton to
contribute to photosynthesis in the estuary.

Regarding, the WSI values, high Fv:Fm ratios was not expected because of the high level of
detritic matter in this water layer. This result suggests that a large part of the phytoplankton

biomass close to the WSI was composed of healthy cells.

4.2.Carbon and ETR relationship

The relation between ETR and carbon fixation was used to estimate carbon
incorporation at high spatial frequency. The dynamics of the @ec sShowed strong temporal and
spatial variability ranging between 1.56 and 24.98 mol electron.molC* with a mean value of
7.95 + 4.94 mol electron.molC* over the course of the sampling year. Under optimal growth
conditions, the value of @ec. is comprised between 4 and 6 moles and values lower than 4 are
rather caused by the methods artefacts (Lawrenz et al. 2013). Only two of our values were lower
than 2 mol electron.molC* and the rest of values recorded in this study are in agreement with
the previous statement (Hancke et al. 2015). Environmental variations are the primary source
of variations in electron transport and carbon fixation which can induce high values of @e c. such
as temperature (Morris and Kromkamp 2003), nutrient limitations (Babin et al. 1996; Napoléon
et al. 2013b; Lawrenz et al. 2013; Schuback et al. 2015) or light stress (Napoléon and Claquin
2012; Zhu et al. 2016). The phytoplankton community assemblage can also influence the @ec.
values, however, this factor was not considered in the present study but will be investigated in
a future work. In this study, the average values of @ec. Were lower than those observed in
previous studies (Kaiblinger and Dokulil 2006; Napoléon et al. 2013b) despite high

environmental pressures. We assume that the average value of 7.95 mol electrons.molC can
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be explained by high nutrient level over the year. Napoléon et al. (2013b) observed a large
increase of the @e,c. under nutrient limitation, up to 125 mol electron.molC, therefore nutrient
limitation largely control the ETR/C relationship. Thus, in optimal nutrient conditions, even in
stressful ecosystem as an estuary, the photosynthetic apparatus appears to be able to cope with
environmental variations with ease.

Regarding metabolic regulation, the ¢ec values are due to alternative electron flow
pathways (AEF) between PSII and C fixation which therefore influence the ETR(I1) max/Pmax
relationship. Such AEF (i.e. Mehler reaction, electron flow around PSI or/and PSII,
photorespiration) modulate the ATP:NADPH ratio as a function of the metabolic demand to
optimize photosynthetic performance and growth (Endo and Asada 2008; Nogales et al. 2011,
Johnson and Alric 2013). Thus, the more AEF is important in comparison to LEF (linear
electron flow), the more @ec. is high and will potentially bias the estimation of carbon
incorporation using the ETR(Il)max measurements.

In this context, it is still important to investigate the variation in the ETR(I1)max/Pmax
relationship (i.e @ec.) as a function of environmental parameters. In our study, a statistic
relationship was determined considering the temperature and the DIN as significant
environmental parameters influencing the estimation of the C incorporation using ETR
measurements. This was in agreement with previous studies that have explored such a statistical
relationships between ETR and C fixation which underlined the importance of temperature,

nutrients and light (Napoléon and Claquin 2012; Lawrenz et al. 2013).

4.3.Phytoplankton primary production along the Seine Estuary

Estimated daily carbon production in the Seine estuary reached 1.18 gC.m2.d* in
summer with an annual mean of 0.12 gC.m2.d%. Logically, primary production was higher in
summer when river flow and turbidity are lower and when temperature and irradiance level are
higher. These values are in agreement with some studies carried out worldwide in temperate
estuaries, which reached 4.2 gC.m=2.d"! in the Delaware (Pennock and Sharp 1986 and citations
therein), up to 1.7 gC.m2.d! in the Chesapeake (Magnien et al. 1992) in the east coast of the
USA, up to 2.9 gC.m2.d "t in the Schelde in Europe (van Spaendonk et al. 1993 and citations
therein), up to 1.17 gC.m2.d? in the Lena in Russia (Sorokin and Sorokin 1996), and up to 2
gC.m2.d?in the Chanchiang in China (Ning et al. 1988).

In order to understand variations in photosynthetic performance in space and over
time, phytoplankton P:B ratio was investigated. The values were in accordance with previous

studies performed English Channel coastal systems (Jouenne et al. 2007; Pannard et al. 2008;
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Napoléon and Claquin 2012). The P:B ratio showed a seasonal pattern with low values under a
temperature of 10 °C and high values in spring and summer especially in zone A. The weak
P:B ratio in zone B could be explained by turbidity, especially from July when levels increased
up to 120 NTU. During the spring bloom, induced by increasing temperature and irradiance
levels (Hunter-Cevera et al. 2016), P:B ratio was higher inside the estuary in summer. Usually
in coastal waters, the consumption of nutrients in spring becomes limiting in summer and results
in lower P:B ratio (Napoleon et al. 2012; Napoléon et al. 2013a). In the Seine estuary, in
summer, P:B ratio was higher inside the estuary than nearby coastal waters. This result pointed
out an important autochthonous PPP in summer induced by the tradeoff between nutrient and
light availability which support estuarine food web in addition to input from the coastal water

during the flow.

4.4.Estimation of annual phytoplankton primary production in the Seine estuary

As a function of the sampling site, the annual PPP ranged between 17.26 and 81.53
gC.m2.y. By taking each surface area into account, annual PPP represented a total of 6 032
tC.yr'! and a mean annual PPP of 64.75 gC.m2.y’1. This annual PPP is low compared with the
range of annual PPP reported for 45 estuaries by Boynton et al. (1982) varying from 19 to 547
gC.m2y?! with a mean of 190 gC.m=2y?! or for the 1148 measurements recorded in 131
estuarine and coastal ecosystems (estuaries, fjords, bays and lagoons) reported by Cloern et al.
(2014), which ranged from -105 to 1890 gC.m2.y! with a mean of 225 gC.m2.y™. In this
context, and according to the classification of Nixon (1995), the Seine estuary can be classified
as an oligotrophic system (< 100 gC. m2.y™1). A wide range of variability within or between
ecosystems and estuaries, sampling effort and methods may explain this range. Some
environmental dynamics like temperature or the level of irradiance are determined by the
geographic location or by bathymetric, hydrodynamic or morphologic characteristics. We must
therefore be wary when comparing the various estuarine systems. In the Seine estuary, the low
PPP value is due to the intense turbidity. It is also important to note that we focused the sampling
strategy on salinity gradient without considering the upper freshwater part of the estuary. PPP
of this upper part can be high (Descy et al. 2016) and can considerably contribute to the
estuarine trophic network in terms of POC (Etcheber et al. 2007). Sampling effort also explain
a large part of the discrepancy of annual PPP estimations between worldwide estuaries. Some
authors based their annual estimation on few sites (Vegter 1977; Mallin et al. 1993) or made
over a period of a couple of months in spring or summer (Smith and Kemp 1995) and

extrapolates their results over a year. In the present study, the spatial variability was taken into
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account with high frequency measurements distributed all along the salinity gradient even in
the less productive areas (MTZ) and during the less productive season (winter). Indeed, in our
study, the four most downstream areas (1 to 4) produced 5239 tC during the six more productive
months (from April to September), which represent 87% of the total annual PPP. In the present
study, such approach would have led to an overestimation of more than 50% of the mean annual
PPP per m?. This estimation method would led to change the classification of this estuary into
mesotrophic. This trivial example highlights the limit of this type of classification strongly

related to sampling strategy and effort.

5. Conclusion

The measurement and estimation methods presented in this paper improved the
phytoplankton primary production estimation along the salinity gradient of a temperate estuary.
The combination of high frequency and traditional methods in relation with the environment
dynamics has shown the possibility of making accurate estimation of PPP at small-scale in these
highly dynamic systems, and could be applied more frequently in valuable ecosystems such as
estuaries or coastal waters to apprehend their functioning. We pointed out a quite low variability
of the @ec because of nutrient replete conditions which allow to used variable fluorescence
technics (PAM, FRRT) to get accurate PPP in estuaries. Phytoplankton biodiversity analysis
was also performed during this study, therefore the relationship between biodiversity,

community structures and PPP will be explored in complement to this work.
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Supplementary material

Hydrological parameters

The Seine River flow decreased progressively from January to July 2015 with the
maximum values reaching 1240 m3s™? in February and May (Fig. 10). Between July and
November, the flow was around 500 m3.s?, and the minimum value (155 m®.s) was observed
at the beginning of August. An increase in flow was recorded at the end of November.

The irradiance level was affected by a typical seasonal trend, with the highest value
(1.13 x 108 pmol photons.m=.d™) observed in June (Fig. S1).
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Figure S 1. Daily irradiance level (grey — umol photons.m2.d"t) and river flow (black — m3.s%) in the Seine estuary during
the sampling year (2015).

Water temperature followed a typical seasonal pattern over the course of the year (Fig.
S2). The highest temperature (21.89 °C) was measured in sub-surface water in July and the
lowest (5.12 °C) was measured close to the WSI in February in the oligohaline zone. Close to
the WSI, the temperature was more heterogeneous with patches of cold or warm water. An
inversion of the temperature gradient was observed over the course of the year in sub-surface,
with temperature increasing from downstream to upstream in winter, and inversely in summer.

Salinity showed a dilution gradient in sub-surface from downstream to upstream (Fig.
11). While a similar gradient was observed close to the WSI, it was more disparate and patches
of fresh or salty water were observed. The highest salinity value (29.9) was measured close to
the WSI at site 2 in November.
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Figure S 2 Salinity (PSU) and temperature (°C) of the Seine estuary from January to December, 2015. The sub-
surface layer (1 m) is shown in the left panel and the bottom layer (1 m above the WSI) in the right panel.

The highest concentrations of SPM were measured in winter in both sub-surface and
bottom waters (Fig. 12). In sub-surface waters, the concentrations were often homogeneous
along the salinity gradient. Some patches of higher concentration were observed close to the
WSI out of the MTZ. The MTZ was located at site 8 from January to February, and at site 5
from November to December, with values with values higher than 0.1 g.L™? in sub-surface.
Close to the WSI, SPM concentrations were higher (> 0.2 g.L™) especially in the MTZ, with a
maxima of 2.7 g.L observed in December at site 8. A correlation was found between SPM
concentrations and turbidity (Person correlation coefficient: 0.58, p < 0.001, n=148) throughout
the salinity gradient and over the entire studied period. Turbidity (Fig. 12) presented a clear
gradient in the sub-surface water with an increase in turbidity values from downstream to
upstream and confirmed the position of the MTZ previously defined with SPM concentrations.

126



Partie 3 : Dynamique de la production primaire phytoplanctonique

Land. ‘

SUSPENDED PARTICULATE MATTER

T [ I |
Upstream. 02,7 .~ J 057’ 21
2 o :
! i -
f i r y 1 ~
05 /f ’{ _IJ 04; \\
Pamny e 7 I £
% / 0.1/ 02 Ly 0e
W i Y 044 v 3 I S o' |
' - - .t o =
0.4 | / o) Y LT
z K b - 02 At
© - | \ Y - z\ _
= ‘ - e T
2 L 015 07 0.2 7]
0.3 0.05 N |
= N, ~. | 0.31 |
3 y / N R I
, 0, [ € . T ¥
0.2 ! ‘ 02 0.2 ,’
f/ 4
v { \
/ 0.2 \
Downstream. [ . ‘ _ |
Sea. Feb. April Aug. Oct. Dec. Feb. April June Aug Oct. Dec.
Land. | TURBIDITY
Upstream. (.5 | | \\ 051 & D I .
AT L
oy M ) N N .
g, 3 / = P o faan
—_ < i L A, - [ L
= K . Y b ;o et
o4 N N 1 LR 60 1| 0
Y \\ \ \\ | } ! (IR v ! ST
0 20, Y \ 044 L \\\‘ ] I‘SD \ [
. 4 n | -
% N 111 ,;lf\f\ < R ge—
o ! Yoo ABED S v ok T
N 1 { \ - / Vs PN
Z03 L B e N A
= \ L y ~a ~ Il 1_: bloht i
& h l\‘5(?()3 T80 n 80
5 5, N \\ i z“‘ﬁ) [/ 0w | |\ I 40 L ! ‘\
— b e Y M A
Y qagh 2 Col iy
] 1 W i ’j | A (I T
0.2 Y e LRI N LT T
h ‘\“‘\/‘)j L ! - I8l \\ 3
v \ SN el 80 A0
N -~ -
Downstream 20— ;02440 / 49‘1 | I )
. ; i ! ] 1 Lot S |
Sea. Feb. April June Aug. Oct. Dec. Feb. April Tune Aug. Oct. Dec.

Figure S 3. Suspended particulate matter (g.L?) and turbidity (NTU) in the Seine estuary from January to
December, 2015. The sub-surface layer (1 m) is shown in the left panel and the bottom layer (1 m above the WSI)

in the right panel.

The concentrations of DIN and silicates were higher in sub-surface waters than in close
to the WSI throughout the salinity gradient and over the entire studied period (Fig. 13). The
highest values were always observed in the MTZ especially during the flood period (up to 482
umol.L? for nitrates and 165.5 umol.L™ for silicates). The lowest concentration of DIN (40.9
umol.L ) was measured close to the WSI in August and the lowest concentrations of silicates
(17 umol.L™Y) in May, both at site 2. In sub-surface waters, a clear pattern of dilution was
observed for DIN concentrations with a decrease in [DIN] values from upstream to downstream.
Close to the WSI, the concentrations of DIN were more disparate along the salinity gradient,
despite a dilution being observed from upstream to downstream. The dilution pattern of the
silicates was similar to the DIN pattern at both depth (Person correlation coefficient: 0.88, p <
0.001, n=148). Phosphate concentrations followed a different pattern characterized by weak
differences between sub-surface and bottom waters throughout the salinity gradient (Fig. 5).
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The highest values (> 4 pmol.L™?) were observed upstream close to the WSI at sites 7, 8 & 9 in
August, and the lowest value (0.6 pmol.Lt) was measured close to the WSI at site 2 in May. In
March, a patch of freshwater was observed close to the WSI at site 3 (longitude 0.27),

characterized by low salinity, high turbidity and high concentrations of nutrients.
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Figure S 4. Variations in nutrient concentrations (DIN (NOs + NO2 + NH."), silicates (Si(OH).) and
phosphates (PO,*) in umol.L™?) in the Seine estuary from January to December, 2015. The sub-surface layer
(1 m) is shown in the left panel and the bottom layer (1 m above the WSI) in the right panel.
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Dynamics of phytoplankton productivity and
exopolysaccharides (EPS and TEP) pools in the
Seine Estuary (France, Normandy) over tidal cycles
and over two contrasting seasons
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Jérdme Morelle; Mathilde Schapira and Pascal Claquin

Abstract

Exopolysaccharides (EPS) play an important role in the carbon flux and may be directly linked
to phytoplankton and microphytobenthos production, most notably in estuarine systems.
However the temporal and spatial dynamics of estuarine EPS are still not well understood, nor
how primary productivity triggers this variability at these different scales. The aim of this study
was to investigate the primary productivity of phytoplankton and EPS dynamics in the Seine
estuary over a tidal cycle in three different haline zones over two contrasted seasons. The other
objectives was to investigate the origin of pools of soluble carbohydrates (S-EPS) and
transparent exopolymeric particles (TEP) in phytoplankton, microphytobenthos or other
compartments. High frequency measurements of productivity were made in winter and summer
2015. Physical and chemical parameters, biomass and EPS were measured at hourly intervals
in sub-surface waters and just above the water sediment-interface. Our results confirmed that
high frequency measurements improve the accuracy of primary productivity estimations and
associated carbon fluxes in estuaries. The photosynthetic parameters were shown to be strongly
controlled by salinity and by the concentrations of suspended particle matter at the smallest
temporal and at spatial scales. At these scales, our results showed an inverse relationship
between EPS concentrations and biomass and productivity, and a positive relationship with
sediment resuspension. Additionally, the distribution of EPS appears to be linked to
hydrodynamics with the tide at daily scale and with the winter at seasonal scale. At spatial scale,
the maximum turbidity zone played an important role in the distribution of TEP. Our results
suggest that, in the Seine estuary, between 9% and 33% of the S-EPS pool in the water column
can be attributed to phytoplankton excretion, while only 0.4% to 1.6% (up to 6.14% in
exceptional conditions) originates from the microphytobenthos compartments. Most EPS was
attributed to remobilization of detrital carbon pools in the maximum turbidity zone and in the

sediment or allochthonous origin.
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1. Introduction

Located at the interface between the land and marine environments, estuaries provide
economic, cultural and ecological benefits to communities (Viles and Spencer 1995; Higgins et
al. 2010; Barbier and Hacker 2011). Estuaries are strategic areas for human activities but are
also vital for wildlife, as they provide a wide variety of habitats for nesting and feeding (Ayadi
et al. 2004; Kaiser 2011). Long-term management of estuarine ecosystems is currently seriously
threatened by anthropogenic pressure and climate change (Porter et al. 2013), and requires a
better understanding of the structure and function of the organisms at the base of the food web.
The estuarine food web is based on organic matter, which can be of autochthonous or
allochthonous origin. Primary production by microalgae (i.e. phytoplankton and
microphytobenthos) accounts for a large proportion of autochthonous production in many
estuaries (Underwood and Kromkamp 1999; Cloern et al. 2014). Primary production in
estuaries varies considerably in space and over time, making it difficult to scale up
measurements (Shaffer and Onuf 1985). Indeed, estuaries are unique aquatic environments that
receive inputs derived from freshwater outflows from rivers and mechanical energy from tides
(Cloern 1991; Statham 2012). In addition to processes in open oceans that explain their
variability, in estuaries, primary producer dynamics is the result of many processes on land, in
the atmosphere, in the ocean and in the underlying sediments (Cloern 1996; Morse et al. 2014).
Many of these processes fluctuate over a wide range of timescales and the geographical position
of each estuary characterizes the relative strength of these processes operating at annual,
seasonal, monthly, daily and even at event timescales (Cloern and Jassby 2010; Parizzi et al.
2016).

Apart from photosynthesis of organic matter, a significant proportion of primary
production is released as extracellular polysaccharides (EPS) (Passow 2002). EPS are mainly
made up of a free fraction of soluble carbohydrates (S-EPS) (Underwood et al. 1995) composed
of galactose and glucuronic acid (De Brouwer et al. 2002), but also of a particle fraction in the
form of transparent exopolymer particles (TEP), mainly composed of fucose and rhamnose
(Fukao et al. 2009). These exopolymers play an important role in aggregation processes,
particle sedimentation and carbon fluxes in aquatic ecosystems (e.g. Passow et al. 2001;
Bhaskar & Bhosle 2005). Moreover, the production of EPS allows the creation of
microenvironments in which cells are protected from rapidly changing environmental
conditions, toxins, grazing, and even digestion (Decho 2000). In estuarine systems, EPS have
been shown to account for a large proportion of the colloidal organic carbon pool in the water

column (Annane et al. 2015) and high concentrations of TEP have been found in the maximum
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turbidity zone (MTZ) of estuaries where suspended particle matter (SPM) accumulates
(Malpezzi et al. 2013). However, most research on EPS in estuaries has focused on their
production by microphytobenthic communities and only a few authors have studied EPS and
TEP dynamics in the estuarine water column (Wetz et al. 2009; Annane et al. 2015). As a result,
the link between phytoplankton primary production and the concentration of exopolymers in
estuaries remains to be explored.

In estuaries, in addition to temperature and light, factors that potentially control primary
production are forced by tide variability and also by river runoff and nutrient inputs (Sun et al.
2012). At a small scale, tidal regimes play a fundamental role in phytoplankton dynamics, as
the movement of water masses causes notable variations in salinity, and in SPM and nutrient
concentrations (Monbet 1992; Jouenne et al. 2007; Gameiro and Brotas 2010). Moreover, a
strong salinity gradient in the estuary can profoundly influence the distribution, dynamics and
production of phytoplankton, which include riverine, coastal and estuarine taxa (Muylaert et al.
2009). At seasonal scales, in temperate estuaries, phytoplankton dynamics are characterized by
higher freshwater species biomass during the high flow period (i.e. winter) and high neritic
diatom biomass during the low flow period (i.e. summer) (Cloern et al. 1985; Alpine and Cloern
1992). In sum, phytoplankton productivity can vary considerably over a wide range of scales,
which, in turn, can strongly affect the biogeochemical functioning of the estuary. Despite the
need to better understand the dynamics of phytoplankton and primary production at these
different scales, only a few studies have addressed the variability of phytoplankton primary
production over a tidal cycle (Cloern 1991; Desmit et al. 2005). In this context, it is vital to
investigate the factors that control photosynthetic processes and carbon excretion by
phytoplankton in estuaries.

Assessing small-scale temporal variability, such as the variability expected over a tidal
cycle, requires high frequency measurements. The Pulse Amplitude Modulated (PAM)
fluorometry method, based on the measurement of variation in fluorescence of the photosystem
I1 (PSII), provides high frequency measurements of photosynthetic parameters (Kromkamp and
Forster 2003). While this method does not directly measure the incorporation of photosynthetic
carbon (Kolber and Falkowski 1993; Barranguet and Kromkamp 2000), it enables monitoring
of the dynamics of photosynthetic parameters directly linked to carbon incorporation (Claquin
et al. 2004; Napoleon et al. 2012).

The present study was conducted along the macro-tidal part of the Seine estuary, which
forms the biggest outflow into the English Channel. Given the variability of physical forcing in

estuaries, the aim of this work was to investigate the dynamics of EPS (S-EPS and TEP) in the
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water column and phytoplankton primary productivity at appropriate temporal scales. Our
specific objectives were to (1) study the relationships between short-term EPS dynamics and
phytoplankton primary productivity over tidal cycles, (2) assess their variability along the
salinity gradient, (3) explore these relationships over two contrasted seasons: high flow/winter
(February) and low flow/summer (July) and, finally (4) to estimate the potential relative
contribution of autochthonous phytoplankton primary production and microphytobenthic
productive mudflats, to the EPS pool in a temperate estuary.

2. Methods

2.1. Study site

The Seine River and its estuary drain an area of 76,260 km?2. After Paris, the river flows
northwest and drains into the English Channel. Located 202 km from Paris (the kilometric scale
of the Seine River is set at 0 km in the center of Paris), the weir at Poses represents the upper
limit of tidal propagation of the Seine estuary (Fig. 1). The annual mean discharge of the river
measured at Poses is 436 m*/s. During the sampling year, the high flow period extending from
January to May with a mean discharge of 750 m®/s and values reaching 1,240 m®/s and a mean
discharge of 245 m®s during low flow period (Data GIP Seine-Aval, 2008; 2011). Salinity
ranges between (i) 0.5 and 5 in the oligohaline part; (ii) 5 and 18 in the mesohaline part; (iii) 18
and 30 in the polyhaline part, and (iv) higher than 30 in the euhaline part of the Seine estuary.
The Seine estuary is a macrotidal estuary, whose tidal amplitude ranges from 3 to 7 m at
Honfleur and from 1 to 2 m at Poses. The mean residence time in the estuary ranges from 17 to
18 days for a discharge of 200 m®/s at Poses and from 5 to 7 days for a discharge of 1,000 m%/s
(Brenon and Hir 1999; Even et al. 2007). The tide in the Seine estuary is characterized by
flattening at high tide that lasts for more than 2 hours due to the deformation of the tidal wave
during propagation at shallow depths (Brenon and Hir 1999; Wang et al. 2002). The flow is
asymmetric in favor of the flood and this trend increases when the tide propagates up the estuary
(Le Hir et al. 2001a). Water temperatures range from 25 °C in summer to 7 °C in winter with
differences of less than 1 °C along the longitudinal axis and a weak vertical gradient (Data GIP
Seine-Aval, 2008; 2011). The estuary is characterized by the formation of a maximum turbidity
zone (MTZ) containing up to 2 g/L of SPM, usually located between Honfleur and Tancarville.
However, depending on the intensity of the tide and river discharge, the MTZ may move
upstream, and, during winter flood events, the MTZ may be flushed out into the Seine Bay
(Etcheber et al. 2007; Garnier et al. 2010).

135



Partie 4 : Dynamique des exopolysaccharides en estuaire

2.2. Sampling strategy
Water column sampling

Sampling was conducted in February (winter — high flow period) and July (summer —
low flow period) 2015 onboard the vessel “Cotes de la Manche”. During both periods, sampling
was conducted under similar tidal conditions (i.e. the tidal range and the highest tidal elevation
during daylight were similar), at three sites distributed along the salinity gradient (Fig. 30): in
the euhaline part at the river plume (La Carosse - sampled on February 3 and July 18), in the
mesohaline zone (Fatouville - sampled on February 4 and July 20) and in the oligohaline zone
(Tancarville - sampled on February 5 and July 17). Sampling was conducted during daylight
over a tidal cycle (i.e. 12 hours) at each of the three sites and during both campaigns.
Photosynthetic parameters were measured in the surface water at five-minute intervals (i.e. 12
measurements/hour). Vertical salinity (Practical Salinity Scale), turbidity (Nephelometric
Turbidity Unit) and temperature (°C) profiles were performed hourly with a SBE 19-plusVD
CTD (Seabird) from the sub-surface to 1 m above the water-sediment interface (WSI). Water
was sampled from the sub-surface (i.e. 1 m) and 1 m above the WSI using a 5 L-Niskin bottle
at hourly intervals to measure hydrological (i.e. nutrients, suspended particular matter) and

biological (i.e. chlorophyll a, EPS concentrations) parameters.
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Figure 30. Study area, the Seine Estuary, Normandy, France (49°26'09"'N; 0°16'28"E). Location of the 3
sampling sites (white stars): (i) La Carosse (49°28°985”N; 0°01°807”E), located in the euhaline zone and sampled
on February 3 and July 18, (ii) Fatouville (49°26°202”N; 0°19°274”E), located in the polyhaline zone and sampled
on February 4 and July 20, (iii) Tancarville (49°24°444”N; 0°28°200”E), located in the oligohaline zone and
sampled on February 5 and July. Black dots represent major cities along the Seine Estuary.

Intertidal sediment sampling
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Two other campaigns were conducted in September, 2014 and in April, 2015 at 15 sites
distributed throughout the Seine estuary mudflats (the labels and coordinates are provided in
the results section - Tab. 2) to access the microphytobenthos dynamics (Morelle et al, in prep).
Each site was sampled during the emersion period (more than one hour after the beginning of
the exposure period and more than one hour before the return flow) and three replicated squares
(1 x 1 m) were chosen randomly at each site. In each square, three cores (20 cm diameter x 1
cm deep) were taken. After being carefully homogenized, the volume of substratum was
determined by using cut syringes, split into flasks for analyses. The concentrations of the EPS

in the samples were measured.

2.3. High-frequency measurements
2.3.1. Photosynthetic parameters

In order to acquire high-frequency estimations of primary productivity, the maximum energy
conversion efficiency (or the quantum efficiency of photosystem Il (PSIl) charge separation,
Fv/Fm) was measured at 5-minute intervals using the flow through version of the WATER PAM
(Waltz, Effeltrich, Germany) (Schreiber et al. 1986). Water collected from the sub-surface was
conducted through a pipe to a thermally insulated dark reserve that maintained the sample close
to the in situ temperature. After 5 min of dark acclimation, which was sufficient for the
oxidation of the Quinone A (Qa) pool in this highly turbid environment, a sub-sample was
automatically transferred into the measuring chamber. The sample was excited by a weak blue
light (1 umol photon.m 2.s7%, 470 nm, frequency 0.6 kHz) to record the minimum fluorescence
(Fo). The maximum fluorescence (Fwm) was obtained during a saturating light pulse (0.6 s, up to
4000 umol photon.m™2.s, 470 nm), allowing all the Qa pool to be reduced. Fv/Fm was

calculated according to the following equation (Genty et al. 1989):

Fv _ (Fm—Fo)
il (1)

Samples were exposed to nine consecutive irradiances (E) ranging from 0 to 469 pmol
photon.m2.s7% in winter and from 0 to 1 541 in summer, for a period of 30 s for each light step.
These different light ranges were chosen to properly estimate the photosynthetic parameters.
Steady state fluorescence (Fs) and maximum fluorescence (Fm’) were measured. The effective
quantum efficiency of PSII for each irradiance was determined as follows (Genty et al. 1989) :

ﬂ — (FM,_FS) (2)

Fum' Fum'
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The relative electron transport rate (rETR, umol electron/m?/s) was calculated for each
irradiance. rETR is a measure of the rate of linear electron transport through PSII, which is
correlated with the overall photosynthetic performance of the phytoplankton (Juneau and
Harrison 2005):

rETR(E) =

o XE (3)
M

F
Samples were removed from the Niskin bottle in sub-surface water and close to the WSI at

hourly intervals. A sub-sample was placed in the measuring chamber of the cuvette version of
the WATER PAM (Waltz, Effeltrich, Germany) and Fv/Fm was measured as described above.

2.3.2. P versus E curves

To estimate the photosynthetic parameters, the rETR values were plotted against E and the
mechanistic model developed by Eilers & Peeters (1988) was applied to fit the data using
SigmaPlot (Systat Software) according to the equation (4) with a, b and ¢ initially set to 3x10°
; 0.06 and 111 respectively:

E
I‘ETR(E) = m (4)

After 200 iterations of fit per curve, the best a, b and ¢ parameters were estimated by the
software for each rETR/E curve and the maximum photosynthetic capacity rETRmax was
calculated as follows:

1
I‘ETRmaX = (b+2—\/a_c) (5)

2.4. Discrete measurements
2.4.1. Nutrients

To determine nutrient concentrations (PO4+%, NOs,, NO2", NH4* and Si(OH)a), 100 ml water
samples were pre-filtered through a 48 um Nylon Mesh (Sefar Nitex 03-48/31-102 cm; Open
area %: 30) directly from the Niskin bottle in order to already eliminate a major part of the

particles (Aminot and Kérouel 2004, 2007). For the measurement of silicate concentrations
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(Si(OH),), water samples were subsequently filtered through 0.45 um acetate cellulose
membrane and stored at 4 °C until analysis. For the measurement of dissolved inorganic
nitrogen (i.e. DIN = NOj + NOj + NH) and phosphate concentrations (P03 ™), water samples
were stored directly at -20 °C. Samples were analyzed within one month after field collection
with an auto-analyzer (Technicon 1) following standard protocols (Aminot and Kérouel 2007;
Hydes et al. 2010). The limits of quantification were 0.2 uM for silicates, 0.1 uM for nitrates,
0.02 uM for nitrites, 0.04 uM for phosphates and 0.1 uM for ammonia.

2.4.2. Suspended particulate matter

Surface and bottom water samples were collected from the Niskin bottle at hourly
intervals over the 12 h tidal cycle. Before the field campaign, Whatman GF/F glass microfiber
0.7 um filters were prepared and rinsed using the vacuum filtration system, dried at 50 °C for
24 h, and pre-weighed. A known volume of the sampled water was filtered through the prepared
filters using a glass tank on a filter ramp connected to a pump. Filters were rinsed with distilled
water to remove any remaining salt. The concentration of total suspended solids (g/L) was then
calculated by gravimetric determination after air-drying the filters for 24 h at 50 °C and
weighing on a high precision Sartorius scale. This method ensured a precision of 0.0001 g/L

for the lowest SPM concentrations (Verney et al. 2009).

2.4.3. Phytoplankton biomass

Phytoplankton biomass was assessed through chlorophyll a (chl a) concentrations. Samples
(30 to 500 ml) were filtered in triplicate, through glass fiber filters (Whatman GF/F: 0.7 um
pore size and 47 mm diameter) and immediately frozen at -20 °C until analysis. In the
laboratory, pigments were extracted in 10 mL of 90% (v/v) acetone, for 12 h at 4 °C in the dark.
After centrifugation (3000 g, 4 °C, 10 minutes), the chl a concentration (ug/L) was measured
on extracts according to the fluorometric method of Lorenzen (1966) and using a Turner Trilogy

fluorometer (Turner Designs, Sunnyvale, California, USA).

2.4.4. Extracellular polymeric substances
Water column pools
The concentration of TEP was determined using the colorimetric method described by
Claquin et al. (2008) adapted from Passow and Alldredge (1995). Briefly, 15 to 50 ml samples
were filtered onto 0.4 um polycarbonate Isopore membrane filters (Millipore) and stored at -20
°C until analysis. Particles retained on the filters were stained with 5 ml of 0.02% Alcian blue
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(Sigma) in 0.06% acetic acid (pH 2.5). After centrifugation at 3500 g for 30 min, the
supernatants were removed and the filters were centrifuged several times with 5 ml of MilliQ
water until all excess dye was completely removed from the pellet. After one night of drying in
a sterilizer at 50 °C, 6 ml of 80% H>SO4 were added and 2 hours later the absorption of the
supernatant was measured using a spectrometer at 787 nm. Alcian blue absorption was
calibrated using a solution of Xanthan gum (XG) as a standard. TEP concentrations are
expressed in pgXGeg/L. Subsequently, to estimate the TEP pool in the water column, the TEP
concentrations were converted into carbon (mgC/L) using a coefficient of 0.70 (Engel and
Passow 2001; Claquin et al. 2008).

Carbohydrate content was measured using Dubois’s method (Dubois et al. 1956).
Briefly, the filtrates of TEP filters were considered as colloidal EPS (S-EPS). High and low
molecular weight EPS was extracted by incubating the samples in ethanol (70% f.c.) for 16
hours at —20 °C. Samples were centrifuged at 3000 g, for 30 min at 4 °C. Low molecular weight
EPS was collected in the supernatant and discarded. The pellet containing high molecular
weight EPS was dried at 50 °C overnight. The dried samples were re-suspended in 1 ml distilled
water. Next, 50 pL of 5% phenol and 250 pL sulfuric acid were added to 50 pL of the extract,
and vortexed. Absorption was read after 30 min with a FlexStation plate reader (Molecular
Devices) at 485 nm, using glucose (G) as a standard for the calibration curve. S-EPS

concentrations are expressed in pgGeq/L.

Intertidal sediment pools

Fresh sediments were treated immediately on return to the laboratory to avoid any cell
disruption or contamination of EPS extracts by chrysolaminarin stored in the vacuoles
(Chiovitti et al. 2004; Takahashi et al. 2009). Following Orvain et al. (2014),
microphytobenthic EPS was extracted from 5 ml of fresh sediment placed in 15 ml
centrifugation tubes with 5 ml of 0.2 um filtered and sterilized artificial sea water. After one
hour of incubation in artificial seawater, tubes were mixed and centrifuged at 4 °C, 3000 g for
10 min. Supernatants containing the colloidal fraction were collected in a new centrifugation
tube and stored frozen (—20 °C) until analysis. The method described above for phytoplanktonic
S-EPS was used. Each EPS concentration was first expressed as a function of the volume of
fresh sediment (mgGeq/L) and was then converted into contents (mgGeq/gDW) by using the
volumetric mass (in g/L) and into surface units (mgGeg/m?) by using the dry bulk density (in

kg/m®) and considering a core depth of 1 cm. The chl a data, which were also measured during
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these campaigns using the Lorenzen method (1966), were used to express the S-EPS:chl a ratio

in mgGeg/mgchl a.

2.5. Data analysis

P-E curves & Spearman correlations were performed using the SigmaPlot (Systat software) and
linear & multiple regressions using the R software (R Development Core Team) to investigate
correlations between parameters at each site, in the two seasons, and at both depths. Significant
correlations were accepted when the p-value was < 0.05. A principal component analysis (PCA)
was performed using the “FactoMineR” package in R on data collected from the sub-surface
and close to the WSI at hourly intervals at the three sampling sites in the two sampling periods.
The data were not transformed before analyses.

3. Results

3.1. Spatial and temporal dynamics of the water column along the salinity gradient

The temperature, salinity and nutrient dynamics are characteristic of North European
estuaries (Fig. S5 & S6). The main points regarding these parameters are the higher temperature
(> 18 °C) and the lower river flow in summer (< 226 m3/s) versus winter (temperature < 7°C
and flow > 1110 m%/s). In both seasons, the salinity gradient ranged between 0.01 and 32.37,
extended upstream up to Tancarville in summer and up to Fatouville in winter. In summer,
despite the low river flow, nutrient concentrations remained high (between 9.17 and 413.54 uM
for [DIN], between 5.22 and 160.20 uM for [Si] and, between 0.36 and 4.17 uM for [P]) and
were not limiting for phytoplankton growth during this period. [DIN] and [Si], were closely
linked to freshwater inputs and decreased from upstream to downstream. In contrast, [P] was
positively correlated with the tidal height and the highest concentrations were recorded in the
mesohaline part of the estuary.

The highest SPM concentrations were recorded close to the WSI, at Fatouville during
winter, and at Tancarville during summer (Tab. 12). The sampling site La Carosse displayed
characteristics of marine waters with very low SPM concentrations. At Fatouville in winter,
peaks of SPM were recorded close to the WSI at the beginning of the high tide and during the
ebb (fig. S7), whereas very low SPM concentrations were observed during the high tide slack.
A very similar pattern was observed in summer, with high SPM concentrations recorded close
to the WSI at the beginning of the high tide and at low tide. At Tancarville, a peak was recorded

at both depths during the ebb in winter, and during low tide in summer. These observations
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suggest that SPM concentrations were closely linked to resuspension of bottom sediments
triggered by tidal currents rather than to inputs from the watershed. Nevertheless, the pattern of
variation in SPM concentrations in surface was closely linked to the dynamics of SPM observed
close to the WSI. This observation suggests that resuspension of sediment by tidal currents has
an impact on the entire water column. Our results also suggest that the MTZ was located

between Fatouville and Tancarville in winter, and upstream from Tancarville in summer.

Table 12. Minimum and maximum values of the sampling parameters recorded at each of the three sites (La
Carosse (LC), Fatouville (Fat.) and Tancarville (Tan.)) in sub-surface (1 m below the surface (S)) and close to the
bottom (1 m above the water sediment interface (B)) in February (winter) and in July (summer) 2015. The S-EPS
concentrations are expressed in glucose equivalent (mgGeq) and the TEP concentrations in Xanthan gum
equivalent (mgXGeq).

Sites  S/B SPM Chla Fv/Fm rETRmax TEP TEP:Chl a (x10%) EPS EPS:Chl a
g/L pg/L ratio umol e-/m?/s  mgXGeg/L  mgXGeg/mgchla mgGeg/L  mgGeg/mgchl a
Winter
LC S 0.01/0.11 0.49/1.01 0.26/0.60 3.52/29.95 0.87/5.90 1.46/8.00 3.06/4.85 3.66/8.14
B 0.02/0.08 0.59/0.98 0.24/0.62 - 4.76/9.65 5.51/15.84 4.23/7.53 4.93/12.81
Fat S 0.03/1.77 0.97/255 0.18/0.27  11.69/47.82 7.57/26.94 6.22/14.33 3.20/5.56 1.51/4.99
' B 0.08/2.81 1.40/27.20 0.16/0.25 - 14.08/68.69 2.53/16.14 3.78/6.53 0.22/3.63
Tan S 0.03/0.22 1.00/2.27 0.26/0.41  20.11/40.87 2.52/6.82 1.50/3.42 3.10/6.64 1.84/4.69
" B 0.07/0.44 1.44/2.40 0.23/0.42 - 2.63/8.38 1.60/4.48 4.23/7.64 2.10/4.75
Summer
LC S 0.00/0.02 5.71/17.37 0.09/0.51 120.81/231.03  0.52/1.27 0.03/0.18 0.85/3.54 0.13/0.60
B 0.01/0.05 1.17/4.61 0.31/0.50 - 0.66/3.40 0.16/1.05 1.20/3.63 0.45/1.78
Fat S 0.02/0.43 1.84/54.57 0.15/0.37 55.84/314.65 1.00/8.58 0.02/2.99 1.67/3.92 0.04/8.59
' B 0.02/0.94 3.33/11.72 0.10/0.37 - 1.13/14.10 0.17/2.59 1.38/4.87 0.17/1.16
Tan S 0.03/1.03 1.80/16.12 0.09/0.25 49.56/278.75  1.53/30.59 0.37/2.06 1.42/5.15 0.12/1.30
" B 0.11/2.00 2.88/21.45 0.12/0.33 - 2.68/32.06 0.49/5.19 0.91/6.77 0.08/2.17

3.2. Discrete measurements of chl a biomass and photosynthetic parameters

The chl a concentrations were low in winter (Tab. 12) with minor variations at La
Carosse and Tancarville (Fig. 31). Only three peaks were recorded close to the WSI at
Fatouville associated with SPM dynamics (during the flood, the high tide slack and the ebb). In
summer, at La Carosse, an increase was recorded during the flood at both depths but the increase
was bigger at the surface. At Fatouville, chl a concentrations were low close to the WSI except
for a peak at low tide slack. In surface waters, values were low at low tide slack but increased
considerably from the flood to the high tide slack. At Tancarville, the chl a concentrations
decreased during the flow and increased during the ebb at both depths.

At La Carosse, despite low chl a in winter, Fv/Fm values were high (Tab. 12). The
highest Fv/Fm values were recorded at both depths during tide slack. However, marked
variations were recorded over the tidal cycle (Fig. 2), two reductions were recorded during the
flood and during the ebb at both depths. At Fatouville, Fv/Fm values were low and remained

constant throughout the day. At Tancarville, two reductions were recorded, one during the flow
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and the other at the beginning of the ebb. Despite the high chl a concentrations in summer,

Fv/Fm were lower than in winter. At La Carosse, at both depths, Fv/Fm increased during the

flood, decreased during high tide and increased during the ebb. At Fatouville, Fv/Fm were

closely linked to the dynamics of the tide characterized by a decreasing trend during the ebb

followed by an increase with the flow to reach maximum values during high tide. At

Tancarville, Fv/Fwm values were very low with high variability over the tidal cycle.
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Figure 31. Phytoplankton biomass ([chl a], pg/L - triangles) and Fv/Fwm (relative units - circles) measured over
a tidal cycle at the three sampling sites (La Carosse, Fatouville and Tancarville), in winter (left panel) and in
summer (right panel). Values measured 1 m below the surface are represented by empty circles and values
measured 1 m above the water sediment interface (WSI) by black dots. The dashed lines represent tidal height (m)
measured 1 m above the WSI (cf. Fig. 32).
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3.3. High frequency measurements of photosynthetic parameters
Primary productivity estimated using high frequency rETRmax (Umol electron/m?/s)
measurements showed a high degree of variability at very small temporal scale (5 min)

compared with hourly observations (Fig. 32). In winter, productivity values were low (Tab. 12).
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Figure 32. High frequency measurements of the maximum rate of electron transport (rETRmax; pmol
electron/m?/s — solid line) measured over a tidal cycle at the three sampling sites (La Carosse, Fatouville and
Tancarville), in winter (left panel) and in summer (right panel). The dots represent values during low frequency
sampling. The dashed lines represent tidal height (m) measured 1 m above the water sediment interface.
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At La Carosse, rETRmax decreased during the flow, increased during high tide and decreased at
the beginning of the ebb followed by marked variability of the values. At Fatouville, FETRmax
increased during the flow, when currents were at their maximum, and decreased during tide
slacks. At Tancarville, despite the high degree of variability, the rETRmax remained close to a
mean value of 30.16 + 6.42 umol electron/m?/s. In summer, rETRmax Values were higher than
in winter throughout the salinity gradient (Tab. 12). At La Carosse, the dynamics of
phytoplankton productivity increased from low tide to half the flow. Thereafter a decrease was
observed during the high tide before a slight increase at the beginning of the ebb. At Fatouville,
productivity mirrored tidal dynamics but with a time lag of approximately three hours. At
Tancarville, an increase in productivity from the morning low tide to high tide was followed by

a decrease from high tide to the evening low tide.

3.4. Extracellular polymeric substances.
3.4.1 Transparent exopolymeric particles (TEP)

At each site, TEP concentrations ([TEP], mgXGeq/L) were higher close to the WSI than
in sub-surface waters (Tab. 12) and [TEP] peaks were mostly recorded during flows (Fig. 33).
In winter, at La Carosse, three peaks were recorded close to the WSI: two during the high tide,
mirroring the tide dynamics, and one at the end of the ebb. In sub-surface waters, a peak was
recorded at the beginning of the flow and an increasing trend was recorded during the ebb. At
Fatouville, high variability was observed close to the WSI with values increasing both during
the flow and the ebb. At the surface, the same dynamics were observed but with lower values.
At Tancarville, some [TEP] peaks were also observed during the flow and the ebb at both
depths. During summer, [TEP] variations at La Carosse were weak despite two small peaks
close to the WSI recorded during the flow. Upstream, at Fatouville and Tancarville, high peaks
were recorded during low tide at both depths, small peaks were also recorded at high tide at
both these sites. Thus, during the campaigns, it appears that between 0.36 and 48.08 mgC/L and
a mean of 5.89 mgC/L were available for the trophic network in the form of TEP.

The TEP:chl a ratios were higher in winter than in summer (Tab. 12). Some decreasing
trends in the TEP:chl a ratio were recorded at high tide slacks in the sub-surface water at La
Carosse in both seasons and in summer at Fatouville at both depths with an inverse dynamics
with respect to the tide (Fig. S8). Some negative peaks were also recorded at the end of the high

tide slacks.
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Figure 33. Concentrations of transparent exopolymeric substances ([TEP]; mgXGeg/L; mean + standard
error) over a tidal cycle at the three sampling sites La Carosse, Fatouville & Tancarville, in winter (left panel)
and in summer (right panel). Values recorded 1 m below the surface are represented by empty circles and values
measured 1 m above the WSI by black dots. The dashed lines represent the tidal height (m).

3.4.2 Soluble carbohydrates (S-EPS)
Water column pools

Despite high variability, the S-EPS concentrations ([S-EPS]) were higher close to the
WSI than in sub-surface waters and in winter than in summer (Tab. 12). Some peaks were
recorded at both depths mainly during the reverse flows (before and after the tide slacks) (Fig.
34). The highest peaks and the highest variability were observed close to the WSI. In winter,
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high variability was recorded at Fatouville during the ebb. In summer, at La Carosse, highly
variable values were recorded during low tide especially in sub-surface waters whereas inverse
patterns were observed at the two sampling depths. At Fatouville, [S-EPS], the same patterns
were observed at both depths with decreasing values at slack tides and peaks during the flows.
At Tancarville, [S-EPS] were characterized by a marked increase close to the WSI at high tide

and high variability during the ebb.
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Figure 34. Concentrations of soluble extracellular polymeric substances ([S-EPS]; mgGeqg/L; mean +

standard error) over a tidal cycle at the three sampling sites La Carosse, Fatouville & Tancarville, in winter

(left panel) and in summer (right panel). Values recorded 1 m below the surface are represented by empty circles
and values measured 1 m above the WSI by black dots. The dashed lines represent the tidal height (m).
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EPS:chl a ratios presented some peaks at both depths (Fig. S9). In winter at La Carosse, a strong
peak was observed close to the WSI at the end of the ebb. In summer, the highest values were
recorded close to the WSI during the ebb. In winter at Fatouville, EPS:chl a ratios in sub-surface
waters increased during the high tide and were variable at the beginning of the ebb, while close
to the WSI, some peaks were recorded during the tide slacks and the ebb. In summer, a strong
peak was recorded in sub-surface waters during the flow, followed by a marked decrease during
the high tide slack. Close to the WSI, a peak was recorded at the end of the ebb. In winter at
Tancarville, an increase in the EPS:chl a ratio was recorded at the end of the ebb close to the
WSI. In summer, values were low at both depths during the low tide and the flow. Two peaks
were recorded close to the WSI during the high tide slack and the ebb and one peak was
recorded in sub-surface waters at high tide.

Intertidal sediment pools

S-EPS concentrations on the Seine estuary mudflats also displayed high variability
among the 15 sites sampled (Tab. 13; Morelle et al, in prep). Values ranged between 61.02 and
526.04 mgGeg/m? also varied between seasons with a higher mean value in September (310.81
+129.61 mgGeg/m?) than in April (157.06 + 66.16 mgGeg/m?). In contrast, the EPS:chl a ratios
were often higher in April (19.74 + 24.08 mgGeqg/mgchl a) than in September (9.50 + 8.93
mgGeg/mgchl a).

Table 13. Variations in mass of soluble extracellular polymeric substances per m? (mgEPS/m?) and in
EPS:chl a ratios (mgEPS/mgchl a) at the 15 sites sampled on the Seine estuary mudflats (Morelle et al, in
prep.). The S-EPS concentrations are expressed in glucose equivalent (mgGeq) and the TEP concentrations in
Xanthan gum equivalent (mgXGeq).

September, 2014 April, 2015
Site Longitude  Latitude EPS:chl a EPS EPS:chl a EPS
(Wgs84) (Wgs84) (mgGeqg/mgchl a) (mgGeqg/m?) (mgGeqg/mgchl a) (mgGeqg/m?)
(0] 0.2001 49.4267 1.33 87.10 33.52 149.82
C 0.2004 49.4482 33.91 480.45 NA NA
N 0.1672 49.4162 10.78 377.18 33.78 284.73
E 0.2174 49.4483 1.55 264.12 4.31 91.02
P 0.2003 49.4235 5.83 197.33 92.56 149.01
B 0.2004 49.4506 5.45 409.84 11.62 227.14
F 0.2172 49.4462 6.95 437.90 4,99 129.03
H 0.2668 49.4408 7.19 181.99 36.78 118.06
G 0.267 49.4436 5.09 264.04 6.08 132.67
1 0.2668 49.4412 4.49 171.85 17.16 268.40
A 0.2004 49.4516 5.87 445.43 8.47 170.39
D 0.2174 49.4491 4.32 292.04 3.23 61.02
L 0.2836 49.4401 23.56 526.04 6.05 118.53
M 0.3003 49.4391 8.59 221.22 5.28 99.91
K 0.2836 49.4416 17.58 305.66 12.50 199.08
9.50 + 8.93 310.81 +129.61 19.74 + 24.09 157.06 + 66.16
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3.5. Relationships between biological parameters and environmental variables

Principal component analyses (PCA) were performed on the data set to explore the
relationships between biological and abiotic parameters (Fig. 35). The 1% and 2" components
explained 65.26% of the total inertia while the 1% and the 3" dimensions explained 59.40% of
total inertia (Tab. 14). The first principal components (PC1; 41% of variance) formed a typical
estuarine axis with parameters related to the inflow of marine waters such as salinity (32%) on
the left hand side of axis 1, and parameters related to freshwater inputs, such as Si (23%) and
DIN (33%) concentrations on the right hand side of axis 1. The second principal component
(PC2; 24%) was strongly influenced by factors related to seasonal changes such as PAR (38%)
and temperature (48%). The third principal components (PC3; 18%) was related to P
concentrations (58) and SPM (21%). The chl a concentrations (chl a) were positively correlated
with temperature (Spearman correlation coefficient (SCC): 0.59; p< 0.001; n=150) and PAR
(SCC: 0.42; p< 0.001; n=150). In the same way, productivity was positively correlated with
temperature (SCC: 0.60; p< 0.001; n=75) and PAR (SCC: 0.66; p< 0.001; n=75). Indeed, the
high temperatures and high solar irradiance in summer provide the best environmental growth
conditions for phytoplankton. The chl a was negatively correlated with P concentration (SCC:
-0.20; p< 0.05; n=150) as confirmed by their position in the 15/3™ dimensions of the PCA (Fig.
6). Fv/Fm was positively correlated with salinity (SCC: 0.22; p< 0.01; n=150), and negatively
correlated with temperature (SCC: -0.27; p< 0.01; n=150), and SPM (SCC: -0.15; p=0.06;
n=150) concentrations. [TEP] were positively correlated with SPM (SCC: 0.17; p< 0.05;
n=150). The [S-EPS], S-EPS:chl a and TEP:chl a ratios were negatively correlated with
temperature, PAR, chl a and productivity (SCCs: < -0.44; p< 0.001; n=150).

Table 14. Eigenvalues, total variance and cumulative variance of the three factors of the principal
component analysis.

Factor I 1 1
Eigenvalues 2.90 1.67 1.26
Total variance (%) 4144  23.82 17.96

Total variance (cumulative %) 41.44  65.26 83.22
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Figure 35. Representation of Principal Component Analysis (PCA) using the abiotic parameters (PAR (J/cm?);
temperature (°C), salinity (PSU), SPM (g/L) and nutrients (umol/L): DIN, P and Si) and as qualitative variables
the biological parameters (chl a (ug/L), Fv/Fm (rel.unit), Transparent exopolymeric particles (TEP) &
exopolymeric substances (EPS) concentrations (mgXGeg/L and mgEPS/L) and TEP & EPS per chl a unit
(mgXGeg/mgchl a and mgEPS/mgchl a) as quantitative variables. Dimensions 1 & 2 (65.26%) in the left panel
and the dimensions 1 & 3 (59.40%) in the right panel.

4. Discussion

4.1. Dynamics of biological parameters in the Seine estuary in relation with
environmental parameters

Our study revealed high variability of photosynthetic parameters in the estuary, where
small-scale variability (i.e. 5 minutes) can be greater than variability at tidal scale (Fig. 35).
Less frequent measurements could thus easily result in over- or underestimation of these
parameters, thereby highlighting the complexity of estimating primary productivity in these
dynamic ecosystems. Moreover, variability appeared to be higher and more frequent before or
after the low or the high tide at which time turbulence and the concentrations of SPM generally
reach maximum levels thereby preventing light from penetrating and hence preventing
photosynthesis.

Even though variations in nutrient concentrations are known to play a major role in
phytoplankton dynamics in many ecosystems, in many estuaries, it has been shown that
nutrients do not control phytoplankton growth because they are largely in excess (Kromkamp
et al. 1995; Cai et al. 2004). However, in this study, P concentrations were negatively correlated
with phytoplankton biomass and productivity (Fig. 35). This could be the result of the
consumption of P by phytoplankton but P concentrations within the estuary (> 0.62 umol/L for

all the samples) remained higher than those usually observed during the same period in the
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Seine Bay (i.e. < 0.04 uM) where phytoplankton grow easily. Moreover, previous studies have
shown that P does not limit phytoplankton growth in the Seine estuary (Némery and Garnier
2007; Passy et al. 2016). Phosphate has a strong affinity for sorption and desorption reactions
with SPM, which create high fluxes and is an important source of dissolved P in the MTZ
(Némery and Garnier 2007). Therefore, this negative relationship may rather be related to a
positive relationship between P and SPM that reduces light penetration into the water column,
and consequently results in low phytoplankton biomass and productivity. Thus, like in many
temperate estuaries, phytoplankton productivity in the Seine estuary is mainly controlled by
light availability.

The physiological status of the cells (Fv/Fm) was low within the MTZ during both study
periods (Tab. 12). This could be explained by the intense resuspension of dead cells and SPM
in this area, which reduced light penetration, especially during the flow and ebb. Additionally,
the physiological changes in the phytoplankton caused by the contrast between freshwater
outflow and marine water inflow have been shown to cause physiological stress and cell lysis
(Lionard et al. 2005; Servais and Garnier 2006; Hernando et al. 2015). However, despite weak
Fv/Fm, phytoplankton productivity levels in the MTZ (Fatouville in winter and Tancarville in
summer) were in the same order of magnitude as those measured at the two other sites in the
same season (Tab. 12). This result shows that photosynthetic activity of living cells is possible
in the MTZ despite the high level of stress. More surprisingly, Fv/Fwm values were higher close
to the WSI than in sub-surface waters. These results suggest that, despite the high
concentrations of SPM close to the WSI and the subsequent reduction in light penetration into
the water column, phytoplankton cells were able to survive and even to maintain a high
physiological status. The deep water layer corresponds to marine water with a residence time
ranging from 5 to 18 days (Brenon and Hir 1999; Even et al. 2007). This observation suggests
that these photosynthetic cells are able to rapidly return to a high productive status as soon as
they access light. This result further implies that organic matter in the bottom layer of the Seine
Estuary is probably not only composed of detrital matter but also of living phytoplankton cells.
This observation may have major implications for trophic transfer between pelagic and benthic
organisms in this part of the estuary.

In winter, at spatial scale, phytoplankton biomass and productivity were higher in the
oligohaline zone (Tancarville) than in the euhaline zone (La Carosse) (Tab. 12). The winter
season involves an increase in freshwater discharge and can increase phytoplankton growth, as
already observed in the Godavari estuary (Sarma et al. 2009) and in the Chesapeake estuary
(Adolf et al. 2006). The higher productivity observed at Fatouville (MTZ) at low tide rather
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than at high tide (Fig. 32) suggests higher primary productivity in fresh waters than in saline
waters during this period. Different community composition in these distinct water masses
could explain this result. Indeed, in winter, high primary production in freshwater has been
reported in other estuarine systems (Servais and Garnier 2006; Lehman 2007) where it was
attributed to specific freshwater phytoplankton communities (Malpezzi et al. 2013). The
presence of cyanobacteria in the outer part of estuary could also explain the low level of primary
productivity measured in the oligohaline zone of the estuary in winter: cyanobacteria display
lower productivity than eukaryotic phytoplankton (Masojidek et al. 2001; Macintyre et al.
2002). PAM measurements may have underestimated cyanobacteria productivity, as the blue
light used in the present study is weakly absorbed by the prokaryotic fraction of the
phytoplankton (Glover et al. 1985; Suggett et al. 2004). In addition, the Fv/Fwm is known to be
poorly estimated in cyanobacteria because of the state transition processes (Campbell et al.
1998).

In summer, the low discharge enables upstream migration of marine and estuarine
species (Josselyn and West 1985), which could explain the high phytoplankton biomass
observed close to the WSI at Fatouville and Tancarville (Tab. 12). The high phytoplankton
growth rate observed in the Seine river plume led to an increase in productivity at La Carosse
at the beginning of the flow (Fig. 32). During the ebb, a decrease in productivity was observed,
possibly the consequence of the increase in SPM and the subsequent reduction in light
penetration, or potential damage to phytoplankton cells caused by the mechanical stress
associated with strong hydrodynamics, as previously shown in other estuarine systems (Cloern
et al. 1985; Servais and Garnier 2006). The highest primary productivity in summer was
observed at Fatouville in the mesohaline zone (Tab. 12). At this site, primary productivity
increased with the flow and decreased with the ebb (Fig. 32). This result suggests that
phytoplankton growth occurred in the polyhaline zone between La Carosse and Fatouville
where the concentrations of nutrients were still high and light still available, but not in the other

Zones.

4.2. Dynamics of EPS in the Seine estuary in relation with environmental parameters

It has already been shown that in very dynamic zones like estuaries, the distribution of TEP
may be mainly controlled by environmental processes (Malpezzi et al. 2013). In the literature,
TEP production has been frequently associated with nutrient stress (Corzo et al. 2000; Passow
2002). However, the estuarine systems are not nutrient limited, but high values of [TEP] were

recorded (Tab. 12). This result confirms that TEP production can be high in nutrient replete
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conditions as already reported (Claquin et al. 2008; Pedrotti et al. 2010). Thus in the present
study, it is possible that the [TEP] dynamics were not associated with nutrient limitation as
often cited in the literature but with other processes such as temperature (Claquin et al. 2008)
or turbulence intensity (Pedrotti et al. 2010).

The [TEP] measured in the Seine estuary during this survey (0.52 - 68.7 mgXGeq/L; Tab. 12)
was higher than those reported in the literature, which never exceeded 11 mgXGeqg/L (Passow
2002), 2.82 mgXGeqg/L (Malpezzi et al. 2013), 14.8 mgXGeg/L (Radi¢ et al. 2005) or
1.54 mgXGeg/L (Annane et al. 2015). Villacorte et al. (2015) investigated the difference in
measurements in TEP (> 0.4 um) and TEP with TEPprecusors (<0.4 pm) and showed that [TEP]
could represent about 11% of [TEP+TEPprecusors]. The high SPM concentrations (up to 2 g/L;
Tab. 12) in some samples could have allowed the retention of the TEPprecursors ON the filters
thereby partly explaining the very high values observed along the Seine estuary.

However, the positive relationship observed between [TEP] and SPM is in agreement with
the widely described role of TEP and EPS in particle aggregation and sedimentation processes
(Passow 2002; Thornton 2002). In estuaries, very high TEP concentrations have also been
measured in association with SPM in the MTZ and shown to account for a significant proportion
of the POC in MTZ (Malpezzi et al. 2013; Annane et al. 2015). Indeed, because of their sticky
properties (Engel 2000; Passow 2002), TEP, associated with a strong salinity gradient and
turbulence, promote the aggregation and sedimentation of organic and mineral particles
especially within the MTZ and hence influence the dynamics of POM and SPM in the estuary.
These processes could explain the distribution of TEP at spatial scale with high concentrations
recorded in the MTZ (Tab. 12). In addition, the mixing of freshwater and seawater affects the
concentration of some ions and cations responsible for salinity, which could play a major role
in the crosslinking of polysaccharides to form gel-like particles such as TEP (Bar-Zeev et al.
2015). This form of TEP formation could reinforce the high [TEP] recorded in the estuary and
explain part of the positive relationship with SPM associated with a negative relationship with
salinity (Fig. 35). Indeed, due to stratification, the mixing of fresh and salt water is particularly
intense in the low salinity zone that promotes TEP at MTZ level.

At the daily scale, the high concentrations of TEP in the Seine estuary were mainly linked to
tidal flows and mainly recorded within the Seine river plume or the MTZ (Fig. 33), which are
both subject to high levels of turbulence leading to resuspension of exopolysaccharide-rich
particles from the sediment. At the seasonal scale, the highest concentrations of TEP were
recorded during the winter period throughout the salinity gradient (Tab. 12). This seasonal

dynamics could be related to higher hydrodynamics in winter, triggered by the combination of
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strong currents along the estuary during this high flow period and the frequent stormy and
windy conditions in this season. These strong hydrodynamics cause higher levels of sediment
resuspension from the WSI in winter than in summer.

The S-EPS distribution in the Seine estuary could also be linked to environmental
processes. At daily scale, no clear pattern emerged from the S-EPS concentration due to the
high variability of the values measured (Fig. 34). However, some peaks were observable both
in sub-surface waters and close to the WSI especially at the beginning or end of the flows. This
observation suggests that the distribution of S-EPS could also be related to resuspension
especially before or after tide slacks. At the seasonal scale, the S-EPS were also higher in winter
and highest close to the WSI (Tab. 12) thus possibly reinforcing the influence of environmental
parameters on S-EPS distribution in the Seine estuary. However, at spatial scale, the
concentrations of S-EPS were not linked to the MTZ, like the TEP concentrations, and no
relationship was observed with the SPM concentration. This observation suggests that the
adsorption characteristics of those S-EPS were lower than TEP. In comparison with TEP, S-
EPS easily dissolves in water so their adsorption in the water column could be limited and their
concentration more closely linked to biological parameters (De Brouwer et al. 2002). Despite
the fact that environmental processes play an important role in distributions of both TEP and S-
EPS in the Seine estuary, these processes are mainly produced by biological organisms and the
concentrations of those polysaccharides in relation to biological parameters remain to be

investigated.

4.3. Dynamics of EPS in the Seine estuary in relation with biological parameters

The TEP is mainly produced by phytoplankton and significant correlations between TEP
concentrations and phytoplankton dynamics have already been described (Hong 1997;
Beauvais et al. 2003; Radi¢ et al. 2005; Wurl and Holmes 2008; Klein et al. 2011).
Nevertheless, some studies found no direct correlation between the TEP fraction and chl a
(Garcia 2002; Corzo et al. 2005). In the present study, a negative correlation was found between
TEP and chl a (Fig. 35). Our results are comparable with those of Chowdhury et al. (2016) and
Klein et al. (2011), who reported low concentrations of TEP during maximum abundance of
phytoplankton and higher concentrations during phytoplankton senescence which, in estuaries,
is especially important in the MTZ. Moreover, our TEP:chl a ratios were inversely correlated
with chl a and productivity. This observation suggests that the stress generated in the estuary
leads to high levels of TEP excretion by the phytoplankton. This hypothesis is supported by the

negative correlation between [TEP] and Fv/Fm. However, the TEP:chl a ratios observed in this
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study (Tab. 12) are also high in comparison with those previously reported in the literature
(Passow 2002; Klein et al. 2011). Therefore, the [TEP] may not be only linked to phytoplankton
production. However, the TEP:chl a ratios observed in this study (Tab. 12) are also high in
comparison with those previously reported in the literature (Passow 2002; Klein et al. 2011).
Therefore, the [TEP] may not be only linked to phytoplankton production. In strong
hydrodynamic conditions, the high [TEP] in the MTZ may also be attributed to the microbial
loop activity. Indeed, it has been shown that the POM from the MTZ is biodegraded by highly
active heterotrophic bacteria that can also release TEP into the water column (Azam et al. 1983;
Middelburg and Herman 2007; Malpezzi et al. 2013). Moreover, significant quantities of TEP
could be derived from allochthonous inputs of organic matter that include high concentrations
of detrital material and heterotrophic bacteria (Heip et al. 1995).

S-EPS produced by phytoplankton are known to protect cells against digestive enzymes,
toxic substances (Wotton 2004), and osmotic stress (Liu and Buskey 2000), which is a major
constraint in estuaries. Additionally, S-EPS can be produced by phytoplankton in aiding in
flotation process through their threads and by reducing density (Wotton 2004). These potential
roles of S-EPS could explain the high concentrations observed in this study (Tab. 12) especially
during flows (Fig. 34). In addition to chl | dynamics, changes in carbon excretion and
photosynthetic parameters can may also be due to different phytoplankton assemblages
combined with water mass dynamics (Klein et al. 2011). However, no relationship was found
with the Fv/Fwm, and S-EPS concentrations were negatively correlated with chl a concentrations
and productivity, which confirm results of previous studies (Passow 2002; Klein et al. 2011)
showing that, in contrast to TEP, a large proportion of the S-EPS pools were not related to

phytoplankton dynamics.

4.4. Potential contribution of allochthonous primary producers to the S-EPS pool

Both groups of phototrophic microorganisms (phytoplankton and microphytobenthos)
excrete S-EPS for different reasons and in different ways. Due to the key roles played by EPS
in epipelic diatom dynamics in mobility and substratum adhesion, the S-EPS dynamics in
ecosystems have often been linked with microphytobenthos cells. However, in the Seine estuary
the surface of mudflat during low tide represents only 7.21% of the estuarine surface and no
subtidal microphytobenthos community exists because of the high level of turbidity and the
depth (up to 18 m). Additionally, the mudflat is a plane system and microphytobenthos are

especially active during emersion during the daylight period whereas the pelagic system is
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volumetric: in the Seine estuary for a mudflat surface of 7.6x10° m?, the water volume is
930x10° m® (on average between low and high tides).

We estimated potential S-EPS production by the microphytobenthic compartment using the
data we sampled in the intertidal zones (Morelle et al, in prep) and a microphytobenthic EPS
production coefficient estimated at 1.8 mgGeg/mgchl a/h (Wolfstein et al. 2002). Assuming a
tidal emersion during daylight of 6 hours per day and a maximum residence time of 18 days in
the Seine estuary (Brenon and Hir 1999; Even et al. 2007), the S-EPS pool originating from
microphytobenthos represents 0.055 + 0.054 mgGeq/L in the water column. The percentage of
S-EPS originating from microphytobenthos production could represent an average of 1.61% of
the mean S-EPS pool measured during this survey. In the same way, we estimated potential
phytoplankton S-EPS production using a production coefficient 40% lower than
microphytobenthos production (Goto et al. 1999), i.e. 1.08 mgGeg/mgchl a/h. The S-EPS pool
originating from phytoplankton represent 1.15 + 1.54 mgGeg/L in the water column. On
average, the percentage of EPS originating from phytoplankton production could represent
33.62% of the mean S-EPS pool measured during this survey. However, we used a maximum
residence time of 18 days whereas in reality, the residence time ranged between 5 and 18 days.
If we used the minimum residence time of 5 days, the percentage would be 9.34% for the
phytoplankton and 0.44% for the microphytobenthos. In addition, if we consider that, in
exceptional conditions, all the S-EPS pool present on mudflats could be re-suspended in the
water column each day, considering 5 to 18 days residence time, the percentage of S-EPS from
microphytobenthos production could represent from 1.70 to 6.14% of the mean S-EPS pool
measured in the water column. Thus, we suggest that part of [S-EPS] in the Seine estuary is not
directly linked to primary producers. In addition to hydrodynamic processes of remobilization
from sediments and upstream inputs, other organisms such as zoo-plankton, zoo-benthos, and
especially bacteria could contribute significantly to the S-EPS pool. Further studies are

therefore needed to understand the origin of the S-EPS in highly hydrodynamic estuaries.

5. Conclusion
High frequency analysis of the photosynthetic parameters of phytoplankton revealed the
presence of living cells with good physiological status in the bottom water layers pointing to a
role for this fraction in the autochthonous production of this estuary. This finding has major
implications for trophic transfer between pelagic and benthic organisms, which plays a key role

in the nursery and feeding function of these ecosystems.
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We also showed that EPS are not only linked to primary production processes but rather
to stress levels (salinity, turbidity, temperature or hydrodynamics), demonstrating that healthy
phytoplankton produce less EPS than stressed or senescent cells. EPS distributions especially
TEP are thus mainly linked to hydrodynamic processes such as MTZ formation or sediment
resuspension. Our estimation of the relative contribution of primary producers (phytoplankton
and microphytobenthos) to S-EPS production show that the mudflats contribute less than 6%
to the S-EPS pool in the water column, while phytoplankton produce up to 33%. The origin of
a large proportion of the S-EPS in the water column thus remains unknown and further
investigation is needed into potential secondary production of S-EPS by zoobenthos,

zooplankton and heterotrophic microbial communities.
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Figure S 5. Temperature (°C; triangles) and salinity (circles) over a tidal cycle at the three sampling sites
“La Carosse”, “Fatouville” & “Tancarville”, in winter (left panel) and in summer (right panel). Sub-surface (1 m)
values are represented by empty symbols and values measured close to the bottom (1 m above the WSI) by black
symbols. Dotted lines represent the tidal height (1 m above the WSI) in the legend it should be Time (UT)
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Figure S 6. Nutrient dynamics (umol/L) with the dissolved inorganic nitrogen (DIN=NO3;+NO;+NH.";
circles), phosphate (PO.*; squares) and silicate (Si(OH)s; triangles) measured over a tidal cycle at the three
sampling sites (“La Carosse”, “Fatouville” and “Tancarville”), in winter (left panel) and in summer (right
panel). Sub-surface values (1 m below the surface) are represented by open symbols and values measured close to
the bottom (1 m above the WSI) by black symbols. Dotted lines represent the tidal height (i.e.1 m above the WSI).
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Figure S 7. Suspended Particle Matter (SPM: g/L) measured over a tidal cycle at the three sampling sites
(La Carosse, Fatouville and Tancarville), in winter (left panel) and in summer (right panel). Values recorded 1
m below the surface are represented by empty symbols and values measured close to the bottom (1 m above the
water sediment interface) by black symbols. The dashed lines represent the tidal height (m).
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Figure S 8. TEP:chl a ratios (mgXGeqg/mg chl a; mean * standard error) over a tidal cycle at the three sampling
sites shown in logarithmic scale (log10) La Carosse, Fatouville & Tancarville, in winter (left panel) and in
summer (right panel). Values recorded 1 m below the surface are represented by empty symbols and values
measured 1 m above the WSI by black symbols. The dashed lines represent the tidal height (m).
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Figure S 9. Variations in S-EPS:chl a ratios (mgGeqg/mg chl a; mean + standard error)) over a tidal cycle at the
three sampling sites La Carosse, Fatouville & Tancarville, in winter (left panel) and in summer (right panel).

Values recorded 1 m below the surface are represented by empty symbols and values measured 1 m above the WSI
by black symbols. The dashed lines represent tidal height measured 1 m above the WSI.
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Dynamics of TEP and EPS pools and phytoplankton
community structure along the salinity gradient of a

temperate estuary (Seine, France)

This article has been submitted to “Estuarine Coastal and Shelf Science”

Jérdbme Morelle, Mathilde Schapira, Sylvaine Francoise, Gaélle Courtay & Pascal Claquin

Abstract

In parallel to phytoplankton community dynamics, transparent exopolymeric particles (TEP)
and exopolymeric substances (EPS) were investigated along the salinity gradient of a temperate
estuary (Seine estuary, Normandy, France) over the course of a year. The phytoplankton
community was mainly dominated by marine diatom species (especially Skeletonema sp.,
Nitzschia sp., and Paralia sulcata) associated with a spring bloom of pico-eukaryotes and the
development of Cryptophyceae in summer. The decreases in species richness and salinity were
correlated along the estuary and a significant exponential relationship between species richness
and primary production was identified. Concentrations of TEP and EPS (soluble and bound)
are highly dynamic in this estuary and can reach respectively 69 mgC.L™, and 33 mgC.L*. TEP
distribution was mainly related to physical factors (hydrodynamics, MTZ formation and
sediment resuspension) probably produced by stressed or dying phytoplankton, while EPS
appeared to be excreted during the phytoplankton spring bloom. Soluble and bound EPS appear
to be related to Skeletonema sp. and Cryptophyceae occurrences. This paper presents the
dynamic pattern of these carbon pools, which play an important role in the trophic network and

influence the flocculation processes involved in the fate of both organic and inorganic matter.
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1. Introduction

Estuaries are transitional zones between two aquatic biomes: a freshwater biome in a
river and a marine biome along a coast or in a bay. Transitional zones between two biomes are
often characterized by pronounced changes in community composition and diversity, and, as
such, can be defined as ecotones or ecoclines (Van Der Maarel 1990). An ecotone is defined as
a dynamic zone where rapid environmental changes occur and is characterized by unique
communities that differ from the communities inhabiting the two adjacent biomes. In contrast,
an ecocline is defined as a zone with gradual changes in environmental conditions and where a
continuum of assemblages is observed along the gradients. While estuaries have traditionally
been defined as ecotones, since the beginning of the 21% century several studies have defined
them as ecoclines (Attrill and Rundle 2002; Cortelezzi et al. 2007; Muylaert et al. 2009). The
strong gradients occurring in estuaries (mainly in salinity, turbidity and nutrients) are selective
forces of species and drive temporal and spatial successions of phytoplankton. These factors
are known to influence both phytoplankton biomass and community structure (Trigueros and
Orive 2000; Lionard et al. 2008; Muylaert et al. 2009; Vigil et al. 2009). These types of changes
could have a strong impact on the marine system and on the stoichiometry, carbon storage and
biogeochemistry (Marinov et al. 2010).

The carbon pool in estuaries mainly originates from phytoplanktonic and
microphytobenthic primary production (Cloern et al. 2014) and is available in the form of
cellular biomass and exopolymeric substances (EPS). Excretion of EPS by phytoplankton
(Decho 1990; Alldredge et al. 1993; Passow and Alldredge 1994) creates a great carbon reserve
and is an important component of the carbon budget. These fibrillary polymers may coagulate
to form larger particles, called transparent exopolymeric substances (TEP). The abiotic
formation of TEP from colloidal precursors depends on environmental conditions such as
turbulence, ion density, and the concentration of inorganic colloids, as well as on the types and
concentrations of the precursors present (Passow 2002). Some of these substances are degraded
by microbial and bacterial respiration, resulting in the release of carbon in the form of CO;
(Passow 2002). The other part migrates to deep layers as aggregates and, if not re-suspended,
is involved in carbon sequestration (Legendre and Rivkin 2002). Annane et al. (2015) suggest
that the carbon available from phytoplankton biomass and TEP are major contributors to the
carbon pool in the Lower St Laurent estuary. EPS thus play a major role in aggregation
processes, particle sedimentation and carbon fluxes in aquatic ecosystems (e.g. Passow et al.
2001; Bhaskar & Bhosle 2005). The production of EPS enables the creation of
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microenvironments in which cells are protected from rapidly changing environmental
conditions, toxins, grazing, and even digestion (Decho 2000). In estuarine systems, EPS have
been shown to account for a large proportion of the colloidal organic carbon pool in the water
column (Annane et al. 2015) and high concentrations of TEP have been found in the maximum
turbidity zone (MTZ) of estuaries where suspended particle matter (SPM) accumulates
(Malpezzi et al. 2013). However, although estuaries may present very high concentration of
TEP, it is regularly reported that no direct correlation can be found with the phytoplankton
dynamics such as the concentration of chlorophyll a (chl a) or primary productivity (Garcia
2002; Corzo et al. 2005; Klein et al. 2011; Chowdhury et al. 2016).

As in addition to primary production, estuaries are important ecosystems in terms of
carbon sequestration and export (Cai 2011), a greater knowledge of EPS dynamics is an
absolute prerequisite for a better understanding of carbon fluxes in these transitional zones.
However, most research on EPS in estuaries to date has focused on their production by
microphytobenthic communities and only a few authors have studied EPS and TEP dynamics
in the estuarine water column (Wetz et al. 2009; Annane et al. 2015). As the different
phytoplankton groups and species do not have the same rates of polysaccharide production, chl
a concentration, sinking rate or photosynthetic efficiency, spatial and temporal variations in
phytoplankton size and community structure could explain the previously described absence of
correlation between EPS and phytoplankton dynamics (Garcia 2002; Corzo et al. 2005; Klein
et al. 2011; Chowdhury et al. 2016). It is thus important to consider the influence of the
succession of different phytoplankton communities in relation with the TEP and EPS
distribution in estuaries.

In this context, the aim of this study was to investigate the seasonal dynamics of
exopolysaccharides (EPS and TEP), phytoplankton community structure and size class
distribution in a temperate estuary (Seine, Normandy, France) in order to study, in addition to
physical and chemical variability, how spatial and temporal changes in phytoplankton
communities could trigger EPS and TEP dynamics along the salinity gradient.

2. Methods

2.1.Study site
The Seine River and its estuary drains a watershed covering 76,260 km?. After Paris,
the river flows northwest and drains into the English Channel (Fig. 36). Located 202 km from

Paris (the kilometric scale of the Seine River is set at 0 km in the center of Paris), the weir at
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Poses (Fig. 36) represents the upper limit of the tidal propagation in the Seine estuary. The
annual average river discharge at Poses is 436 m3.s® with a flood period extending from
December to April when the discharge reaches 1 200-2 500 m®.s™ and a low-flow period with
a discharge around 250 m3.s? (Data GIP Seine-Aval, 2008; 2011). In the oligohaline part,
salinity ranges from 0.5 to 5; in the mesohaline part salinity ranges from 5 to 18; in the
polyhaline part from 18 to 30; and in the euhaline part, salinity is above 30. The Seine estuary
is a macrotidal estuary, with a tidal amplitude ranging from 3-7 m at Honfleur and 1-2 m at
Poses (Fig. 36). The mean residence time in the estuary varies between 17-18 days for a
discharge of 200 m3®s* at Poses and between 5-7 days for a discharge of 1 000 m3s™ (Brenon
and Hir 1999; Even et al. 2007). The tide in the Seine estuary is characterized by flattening at
high tide lasting more than 2 hours due to the deformation of the tidal wave during the
propagation at shallow depths (Brenon and Hir 1999; Wang et al. 2002). The flow is
asymmetric in favor of the flood and this trend increases as the tide propagates up the estuary.
Seasonally, water temperature ranges between 25 °C in summer and 7 °C in winter with
differences of less than 1 °C along the longitudinal profile and a weak vertical gradient (Data
GIP Seine-Aval, 2008; 2011). The turbidity maximum zone (TMZ), containing up to 2 g L™ of
SPM, is most often located between Honfleur and Tancarville, but can move upstream
depending on the intensity of the tide and on river discharge. During winter flood events, the
MTZ can be flushed out into the Seine Bay (Etcheber et al. 2007; Garnier et al. 2010).
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Figure 36. Map of the Seine estuary (Longitude: 0.2327, latitude: 49.4326 (WGS84) - Normandy, France)
showing the study area. Poses is the upper limit of tidal propagation. The sampling transect from site 1 to site 8
followed the salinity gradient from the euhaline zone (Site 1- L: 0.1116, I: 49.4335) to the oligohaline zone (site 8
- L:0.5149, I: 49.4841). The sites were sampled monthly throughout 2015.
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2.2.Sampling strategy

Sampling was conducted monthly from January to December 2015 onboard the Ifremer
ship “Delphy” at eight sampling sites distributed along the salinity gradient (Fig 36) from the
euhaline zone (site 1) to the oligohaline zone (site 8). In order to sample a steady waterbody
along the estuary, sampling was performed every month in spring tide conditions (tidal
coefficient 90) during daylight and during flattening of the high tide, which, in these conditions,
lasts up to three hours. At each sampling site, water was sampled with a pump from the sub-
surface (i.e. at a depth of 1 m) and with a Niskin bottle at the water-sediment interface (WSI)
(i.,e. 1 m above) for analysis of the physical-chemical (SPM, nutrients) and biological
parameters (chl a, exopolysaccharides and community structure). Vertical salinity profiles
(measured using the practical salinity unit; PSU), turbidity (measured using the nephelometric
turbidity unit; NTU) and temperature (°C) were recorded at each site with a SBE 19-plusVD
CTD (Seabird) from the sub-surface down to 1 m above the water-sediment interface (WSI).
The physical-chemical parameters are described and interpreted in a previous paper (Morelle
et al. submitted).

2.3.Phytoplankton biomass

Phytoplankton biomass was assessed based on chlorophyll a (chl a) concentrations.
Samples (30-500 ml) were filtered in triplicate through glass-fiber filters (Whatman, GF/F,
0.7um) to determine the total chl a concentration and through polycarbonate filters (Millipore,
10 pm) to determine the phytoplankton biomass of the >10 um size fraction. The phytoplankton
biomass of the <10 um size fraction was calculated as the difference between the total and >10
pm chl a concentrations. Filters were immediately frozen (-20 °C) until analysis. In the
laboratory, pigments were extracted in 10 mL of 90% (v/v) acetone at 4 °C for 12 h in the dark.
After centrifugation at 2000 g at 4 °C for 10 minutes the concentration of chl a with
acidification (HCI 0.1 M) was measured on extracts following the fluorometric method of
Lorenzen (1966) using a Turner Trilogy fluorometer (Turner Designs, Sunnyvale, California,
USA).

2.4.Phytoplankton identification and enumeration
2.4.1. Micro-phytoplankton
At sites 1, 3, 5, and 7: 250 ml of sub-surface water were sampled, preserved in Lugol
iodine solution (2% f.c.) and stored at 4 °C in the dark until identification and enumeration of

micro-phytoplankton species according to the Utermohl method (Lund et al. 1958). Briefly, 10
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ml of sample were left to settle in counting cells for 24 hours. Identification and quantification
were then carried out under an inverted microscope with contrast phase optics. ldentification

was done to the lowest possible taxonomic level.

2.4.2. Pico- and nano-phytoplankton

Water samples (1 ml) were collected in triplicate, fixed with 0.25% (f.c.) of
glutaraldehyde, maintained at 4 °C for 15 minutes in the dark before being deep-frozen in liquid
nitrogen (Vaulot et al. 1989; Olson et al. 1993). Back in the laboratory, samples were stored at
-80 °C for less than 6 months before analysis by flow cytometry (FCM). Analyses were carried
out on a Gallios flow cytometer (Beckman Coulter®) at the FCM facilities of the structure
fédérative ICORE 146. After being quick thawed, pico- and nano-phytoplankton cells were
distinguished and enumerated by FCM according to their specific auto-fluorescence and light
scatter properties (Marie et al. 1999; Pan et al. 2005). The forward-angle light scatter (FSC),
right-angle light scatter (SSC), and both red (FL4; A = 695 nm) and orange (FL3; A = 620 nm)
fluorescence of each sample were recorded. Fluorescent beads (diameter 1 um) (Molecular
Probes, Eugene, Oregon) were added as internal standard to all samples. The concentrations of
beads were estimated after each FCM session under epifluorescence microscopy to ensure
reliability of this concentration, and all FCM parameters were normalized to it and to
fluorescence. Synechococcus sp., autotrophic pico-eukaryotic cells and Cryptophyceae were
distinguished by side-angle light scatter (SSC) versus orange fluorescence (from phycoerythrin)
and red fluorescence (from chlorophyll), according to standard protocols (Marie et al. 1999;
Pan et al. 2005). The pico- and nano-phytoplankton was identified and abundance was
measured at the different sites from January to September 2015. Due to conservation problems,
samples collected from October to December could not be rigorously exploited. The different
subpopulations were distinguished based on their fluorescence and size. To our knowledge,

these are the first observations of pico- and nano-phytoplankton cells in the Seine estuary.

2.5.Exopolysaccharide analysis
2.5.1. Exopolysaccharides (EPS)

Carbohydrate contents were measured following Dubois’s method (Dubois et al. 1956;
Orvain et al. 2014), with glucose as the standard. Briefly, 10 to 50 ml of each sample were
filtered onto Whatman GF/F glass fiber filters. The filtrates were considered as colloidal EPS
(S-EPS) and stored at -20 °C. In addition to S-EPS, bound EPS (B-EPS) were extracted from

the filters. For that purpose, the filters were placed in 15 ml centrifugation tubes with 12 ml of
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0.2 um filtered and sterilized artificial sea water (ASW) and ~1 g of activated cationic resin
(Dowex Marathon C, Na*; Sigma-Aldrich). The tubes were agitated gently for 1 hour at 4 °C
in the dark and then centrifuged at 3000 g at 4 °C for 10 min. The supernatants were collected
and stored at -20 °C for further analysis of B-EPS. After the supernatants were thawed at room
temperature, high and low molecular weight EPS was extracted by incubating 3 ml of each
sample in 7 ml ethanol (70 % f.c.) at —20 °C for 16 hours. The samples were centrifuged at
3000 g at 4 °C for 30 min and the supernatants containing low molecular weight EPS were
discarded. The pellet containing high molecular weight EPS was dried at 50 °C overnight. The
dried samples were re-suspended in 3 ml distilled water. To estimate carbohydrate contents, 50
pL of 5% phenol and 250 pL sulfuric acid were added to 50 pL of the extract, and vortexed.
After 30 min, absorption was read with a FlexStation plate reader (Molecular Devices) at 485
nm, using glucose as standard for the calibration curve. EPS concentrations were estimated for
each site and are expressed in pgGeq.L™ . These concentrations were then converted into carbon
using a coefficient of 0.4 corresponding to the carbon mass coefficient in one molecule of

glucose.

2.5.2. Transparent exopolymeric particles (TEP)

The concentration of TEP was determined using the colorimetric method described by
Claquin et al. (2008) and adapted from Passow and Alldredge (1995). Briefly, 15 to 50 ml
samples were filtered onto 0.4 um polycarbonate Isopore membrane filters (Millipore) and
stored at -20 °C until analysis. Particles retained on the filters were stained with 5 ml of 0.02 %
Alcian blue (Sigma) in 0.06% acetic acid (pH 2.5). After centrifugation at 3500 g for 30 min,
the supernatant was removed and the filter was rinsed with 5 ml of MilliQ water and centrifuged
several times until all excess dye was completely removed from the pellet. After one night of
drying in a sterilizer at 50 °C, 6 ml of 80% H2SO4 were added and 2 hours later the absorbance
of the supernatant was measured at 787 nm using a spectrometer. Alcian blue absorbance was
calibrated using a solution of Xanthan Gum (XG). TEP concentrations are expressed in
HgXGeqg/L. The concentrations were then converted into carbon using a coefficient of 0.7
(Engel and Passow 2001; Claquin et al. 2008).

2.6. Data analysis

The plots were performed for each parameter studied by taking the spatial and temporal

dynamics into account using SigmaPlot software (v.12.5). Correlations between EPS and the
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other parameters studied were tested by calculating Spearman’s correlation coefficient using

SigmaPlot software (v.12.5).

3. Results
3.1. Dynamics of the size fractionated phytoplankton biomass
The total chl a concentrations in the sub-surface layer ranged from 0.2 to 15.9 pug.L™. A
decreasing trend was observed from downstream to upstream from April to October (Fig. 37).
Close to the WSI, values ranged between 0.4 to 21.8 pg.L™* and despite the surprisingly high
values recorded in winter (> 10 pg.L™) in the oligohaline zone, the same gradient was observed

as in the sub-surface layer (Fig. 38).
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Figure 37. Variations in the parameters in the sub-surface layer (1 m under the surface) of the Seine estuary
from January to December, 2015. With total, small cell and large cell chl a concentrations (ugchl a.L?); S-EPS,
B-EPS (mgG.L?) and TEP concentrations (mgXGeq.L™); Synechococcus, Pico-eukaryotes, Cryptophyceae,
diatom and dinoflagellate abundance (cells.L™). The dinoflagellate:diatom abundance ratio is also given. Values
were previously smoothed using the Loess non-parametric regression method.
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Figure 38. Variations in the parameters close to the water/sediment interface (1 m above the sediment) in
the Seine estuary from January to December, 2015. With total, small cell and large cell chl a concentrations
(ugehl a.L); S-EPS, B-EPS (mgG.L?') and TEP concentrations (mgXGeq.L™?); and Synechococcus, Pico-
eukaryotes, and Cryptophyceae abundances (cells.L™?). Values were previously smoothed using the Loess non-
parametric regression method.

High concentrations of small cells (<10 um) were recorded from June to September in
the downstream part, the highest value (9.6 pg.L™?) being recorded at site 2 in July. Close to the
WSI, high concentrations were recorded from May to September with the highest value (5.05
ug.L 1) recorded at site 4 in June. In winter, the highest value (6.9 pg.L™) was recorded in the
oligohaline zone (site 8) in December.

High concentrations of large cells (> 10 um) were recorded from April to October, the
highest value (7.63 pg.L™) being recorded at the limit of the bay at site 1 in July. Close to the
WSI, high concentrations were observed from March to September, with the highest value (6.34
ug.L 1) recorded at site 8 in July. In winter, the highest value (16.5 pg.L™) was recorded in the
oligohaline zone (site 8) in October.

Micro-phytoplankton assemblages
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Over the course of the year, 39 distinct taxonomic units of diatoms were observed, 13
distinct taxonomic units of dinoflagellates, and six other taxonomic units of algae, representing
a species richness of 58 taxonomic units identified in the Seine estuary. Most were identified at
the downstream sites (1 & 3) in spring and summer (Table 15).

Table 15. Presence and absence of the diatoms, dinoflagellates and other algal group taxa observed by optic
microscopy from January to December 2015 in the sub-surface layer at sites 1, 3, 5 and 7. XXX represent
unidentified taxonomic units.

Biddulphiales 1 1 11 11 1 11
Thalassiosiraceae sp. 1 1
asterionella sp. 11
Cerataulina 1 1
Chaetoceros 1 1 1 11 111 1
Detonula sp 1 1 1
Ditylum sp. 1 11 1 11 11 11
Lauderia sp 1 1
Leptocylindrus sp 1 1 1 1 1
Licmophora sp. 1 1
Naviculaceae sp. 1 1 1 1 1 1 11
Nitzschia sp. 111 111 11 111 111 111 11111 1 111
Odontella sp. 1 1 1
Coscinodiscus sp. 1
Actinoptychus sp
Plagiogramma sp. 1 1
Pleurosigma sp 11 1 1 11 11 11 1
Gyrosigma sp 11 1 1 11 11 11 1
Pseudonitzschia sp 11 1 1
Raphoneis sp. 1 1
Skeletonema sp. 111 111111 11 1 111 11 1 11 111
Guinardia delicatula 1 11 1 1 1
Guinardia flaccida 1
Lauderia annulata 1
Dactyliosolen fragilissima 1
Lithodismium undulatum 1 11
Paralia sulcata 1111 1111 11 11 11 1 1 1
Rhizosolenia imbricata 111 11 11 11 1 1 1
Rhizosolenia setigera 1 1
Thalasionema nitzschioides 1 1 1 1 1 1
Thalassiosira levanderi 1
Thalassiosira gravida 1
Thalassiosira rotula 1
Eucampia zodiacus 11 1
Meuniera membranacea
Brockmanniella brockmannii
Asterionellopsis glacialis 11 111 1
Bacillaria paxilifera 1 1 1

XXX 1 11 1 1] 1 111 1

Protoperidinium sp
Peridinium sp 1
Scripsiella sp. 11
Gonyaulax sp. 1 11 1
Alexandrium sp. 1
Prorocentrum sp 1 1
Gymnodiniaceae
Gyrodinium sp 1
Akashiwo sp
Torodinium sp 1 1 1
Dinophysis sp 1
Heterocapsa triquetra 11 1
XXX 1 1 11 1

B R e e
e
B
-
-
N I
[
-
-
B R e e

PR PR e

Euglenaceae 1 1 11 11

Scenedesmus sp 1
ulothrix 1 1
Dictyocha sp 1 1
Pediastrum sp 1
Ciliates 11 1 1
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The high turbidity and the high SPM concentrations in the samples prevented more precise
exploitation of this method. The mean species richness per site was 5.56 for diatoms, 1.58 for
dinoflagellates, 0.44 for eukaryotes and 7.58 for all taxonomic units taken together. The most
frequent diatoms in the 48 samples were Nitzschia sp., observed in 32 samples; Skeletonema
sp., observed in 25 samples; Paralia sulcata, observed in 23 samples; and Rhizosolenia sp.,
observed in 22 samples. The most frequent dinoflagellates were Scripsiella sp., observed in 14
samples and Prorocentrum sp., observed in 11 samples (Table 15). Despite being the most
frequently observed over the course of the year, the four diatoms species cited earlier were also
predominant in some samples (not enumerated) with in winter a majority of Paralia sulcata
and Asterionelopsis glacialis; in spring and summer, a majority of Skeletonema sp., Nitzschia
sp., and Chaetoceros sp., and in October, a majority of Rhizosolenia imbricata. Some
indeterminate centric diatoms were also frequently observed (in 20 samples) from May to
December in the oligohaline part of the estuary. The gradient in species richness was positively
correlated with the salinity gradient (p < 0.001) with an average of 11 different taxonomic units
per month observed at site 1, nine at site 3, six at site 5, and four at site 7 (Table 15). Thus,
diatoms dominated the community with a mean of 85% of diatom cells per sample.

Per sample, between 400 and 108 400 cells.L* were estimated for diatoms, up to 15 400
cells.L™ for dinoflagellates, and up to 6 700 cells.L™* for the other eukaryote taxonomic units.
Both the lowest and the highest values for diatoms were observed in May, at sites 1 and 7,
respectively. The absence of dinoflagellates was often observed in the oligohaline part (sites 5
and 7) while high dinoflagellate abundance was observed in spring and summer in the
polyhaline part with the highest value at site 5 in September. Dinoflagellates were more
abundant than diatoms in spring and summer (Fig. 37).

3.2. Pico- and nano-phytoplankton communities

Two different populations of Cyanobacteria belonging to the genus Synechococcus were
observed. These two populations, Syn_1 and Syn_2, could be distinguished from one another
by their orange fluorescence, which is linked to their phycoerythrin content: population Syn_1
had higher phycoerythrin content than population Syn 2 (Fig. 39-A). While Syn 1 was
observed over the entire study period, Syn_2 was only observed in April and from July to
September (data not shown). These two Synechococcus-like populations were only observed in
the downstream part of the estuary (Fig.37 & Fig. 38) with the highest abundance
(1.5 x10* cells.L™ in the sub-surface layer and 2.5 x10* cells.L* close to the WSI) observed in

January at site 1. While two sub-populations of pico-eukaryotes were distinguished, the
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difference in SSC and FL4 was not significant and consequently only one population of pico-
eukaryotes corresponding to the sum of Pic-Euk_1 and Pico-Euk_2 abundances is discussed
hereafter (Fig. 39-B). Pico-eukaryote cells were present throughout the year, except in July, and
all along the salinity gradient. The highest pico-eukaryote abundance (3.4 x10*cells.L™ at both
depths) was observed downstream (at sites 1 & 2) in April close to the WSI and in May in the
sub-surface layer (Fig. 37 & 38). Pico-eukaryote abundances decreased from downstream to
upstream over the course of the year.
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Figure 39. Cytometric signatures of the different populations observed in 2015 along the Seine estuary. A
1 um self-fluorescent latex marble was added to each sample as a size and fluorescence reference. The graphs
show the FL3 median (phycoerythrin), FL4 median (chlorophyll) and SSC median (size). With the two
Synechococcus populations (A), the two pico-eukaryote populations that were not significantly differentiated (B)
and the six Cryptophyceae populations (C).

Regarding nano-phytoplankton, six different populations of Cryptophyceae were
identified. These six different populations were distinguished based on their specific
fluorescence in the FLA and FL4 channels (Fig. 39-C). The sub-population crypto_3 was

present in the Seine estuary throughout the year except in May. The five other sub-populations
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of Cryptophyceae were recorded sporadically along the salinity gradient in spring and summer.
Abundances decreased from downstream to upstream over the course of the year. The highest
values (3.0 x10* cells.L™ in the sub-surface layer and 2.6 x10* cells.L* close to the WSI) were

measured downstream at site 2 in June and July (Fig. 37 & 38).

3.3. EPS concentrations

As a function of the different EPS, the S-EPS in the sub-surface layer, ranged between
0 and 39.54 mgGeq.L* which represents ~73% of the total EPS pool with the highest value
recorded at site 5 in June, while B-EPS values ranged between 0.24 and 14.18 mgGeq.L™*
representing ~27% of the total EPS pool with the highest value recorded at site 3 in June. High
values were recorded from March to July with the highest values recorded in the polyhaline
zone (sites 2 to 7) while low values were recorded at all the sites during the rest of the year
(Fig. 37). S-EPS and B-EPS were significantly correlated with the phytoplankton dynamics
(Table 16). Close to the WSI, S-EPS values ranged between 0 and 74.32 mgGeq.L™? and
represented ~ 67.75% of the total EPS pool with the highest value recorded at site 2 in May,
while B-EPS values ranged between 0.23 and 17.11 mgGeq.L ™t and represented ~32.25% of the
total EPS pool with the highest value recorded at site 4 in June. Distribution was similar with
high values recorded from March to July in the downstream zone while low values were
recorded at all the sites during the rest of the year (Fig. 38). The carbon pool available from
EPS in the Seine estuary was between 0.1 and 5.7 mgC.L in the sub-surface layer and between
0.1 and 33.2 mgC.L™ close to the WSI.

3.4. TEP concentrations

TEP concentrations ([TEP]) showed high spatial and temporal variability at both depths
(Fig. 37). In the sub-surface layer, values ranged between 2.21 and 16.48 mgXGeq.L* with a
mean of 6.32 mgXGeq.L™. The highest values were recorded in February at site 4 and the lowest
value was recorded in May at site 1. High values were recorded from January to April and from
October to December, while low values were recorded from April to October (Fig. 37). Close
to the WSI, values ranged between 3.11 and 98.20 mgXGeqg.L™ with a mean of 15.93
mgXGeq.L (Fig. 38). The highest value was recorded in December at site 8 and the lowest in
May at site 2. Distribution was more variable with some patches. High values (> 20 mgXGeq.L
1y were recorded in the low salinity zone (at sites 6 & 8) from September to December and at
site 8 in July and August, and low values in summer. At both depths, [TEP] were positively

correlated with turbidity and SPM values and negatively correlated with biological parameters
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(Table 16). The available carbon pool from TEP in the Seine estuary ranged between 1.55 and
11.5 mgC.L in the sub-surface layer and between 2.2 and 68.7 mgC.L™ close to the WSI.

Table 16. Spearman correlation coefficients obtained between the exopolysaccharides (TEP, S-EPS and B-EPS)
and the biological, physical and chemical parameters (n=96 in the sub-surface layer, and n=48 close to the WSI),
the pico/nano abundances (Synechococcus, Pico-eukaryotes and Cryptophyceae; n=72 in the sub-surface layer and
n=48 close to the WSI) and the diatom and dinoflagellate abundances (n=48 in the sub-surface layer only). The
coefficients were considered significant when the p-value was < 0.03, if not, it was noted “NS”).

Sub-surface layer Water sediment interface
Parameters TEP S-EPS B-EPS TEP S-EPS B-EPS
Temperature -0.69 0.46 0.24 -0.35 0.35 NS
Salinity -0.22 NS NS -0.46 NS NS
Irradiance -0.60 0.52 0.62 - - -
Turbidity 0.81 -0.46 -0.35 0.67 NS NS
SPM 0.50 -0.51 -0.56 0.77 -0.58 -0.56
DIN 0.36 -0.20 NS 0.54 NS NS
P NS NS -0.21 0.61 -0.32 -0.35
Si 0.42 -0.38 -0.19 0.54 NS NS
Fv/Fm NS NS NS -0.53 NS NS
Large Chl a -0.36 0.29 0.23 0.33 NS NS
Small Chl a -0.50 0.29 0.25 NS NS NS
Total Chl a -0.52 0.34 0.28 NS NS NS
TEP - -0.57 -0.40 - -0.60 -0.54
S-EPS -0.57 - 0.81 -0.60 - 0.93
B-EPS -0.40 0.81 - -0.54 0.93 -
Synechococcus Ab. NS NS NS NS NS NS
Pico-eukaryote Ab. -0.42 NS NS NS NS NS
Cryptophyceae Ab. NS 0.23 NS -0.43 0.33 NS
Diatom Ab. -0.31 0.28 0.28 - - -
Dinoflagellate Ab. -0.36 0.28 NS - - -

4. Discussion
4.1.Phytoplankton taxonomic composition and spatial and temporal dynamics

The stable hydrographical features that prevailed in spring and summer (higher
temperatures, higher light availability, lower flow, and lower turbidity than in winter) resulted
in denser phytoplankton biomass. The high flow and resulting currents and the reduction in
salinity, low light availability with high turbidity in winter drastically reduced population
density and production. In this way, the annual cycle of phytoplankton in the Seine estuary is
typical of temperate ecosystems.

The high density of phytoplankton in terms of chl a coincides with high species richness
and high primary production (PP) and productivity values (Morelle et al. submitted). The Seine
estuary thus seems to have a high PP with high species richness in the phytoplankton
community (p < 0.001; Fig. 40).
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Figure 40. Primary production as a function of the species richness of the Seine estuary. All the spatial (sites
1, 3,5 & 7) and temporal (from January to December) data were used in this plot. Species richness was calculated
as a function of the microscopic observations made in this study (table 15) and expressed in logio+1. The primary
production data (gC.m2.d?) are detailed in Morelle et al. (submitted). The dynamic fit was performed on
SigmaPlot 12.5 after 200 iterations of fits and the final equation was PP = e>5*SR (p < 0.001; R?=0.35).

The richness and the abundance of phytoplankton decreased from downstream to upstream,
possibly due to the decrease in salinity. Indeed, in the Seine estuary, most of the spatial structure
of phytoplankton abundance, composition, or production can easily be linked with the dynamics
of the environmental variables, particularly salinity. This hypothesis is in accordance with the
large number of phytoplankton originate from high salinity water identified during this study.
The Seine estuary thus appears to be mainly inhabited by marine phytoplankton whose species
richness and abundance decreases with the salinity gradient. This distribution pattern appears
to be closely linked to the ecocline concept proposed by Attrill & Rundle (2002) and already
reported in the Schelde estuary (Muylaert et al. 2009). The low frequency of freshwater species
can be linked to the limits of our sampling strategy, which was applied along the salinity
gradient up to the MTZ. It is widely accepted that freshwater species, which are mainly of
riverine origin, cannot survive in the MTZ. Thus, a succession of phytoplankton species
acclimated to low light are observed in the MTZ. These species are able to grow in highly turbid
environments by reducing dark respiration rates, and increasing accessory pigments and
chlorophyll a cell content to increase the efficiency of their light harvesting complex (Muylaert
et al. 2000a). Moreover, in the Seine estuary, the copepod Eurytemora affinis (Poppe, 1880) is
widely distributed in the oligohaline part of the estuary (up to 2 x10° ind.m3) and mainly feeds
on phytoplankton of river origin (Cailleaud et al. 2007). Thus, if the estuary is represented by

a two-ecocline model, the marine ecocline was observed, and the freshwater ecocline is located
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further upstream beyond the MTZ. This supports the view expressed by Cloern & Dufford
(2005) that the pelagic ecosystem of an estuary is an open system in which immigration and
dispersal sustain community diversity.

The dinoflagellate assemblages were characterized by a few species: a spring peak
(April-May) was dominated by Gonyaulax sp. and a summer peak (July to September) by
Scripsiella sp., and Prorocentrum sp.. Apart from these two peaks, dinoflagellates were sparse
in the water column. In the present study, diatoms formed the main component of the
phytoplankton population, which could be due to their tolerance of the dynamic environmental
conditions and euryhaline nature. Along the estuarine salinity gradient and over the course of
the year, phytoplankton in both zones (downstream and upstream) were mainly dominated by
Skeletonema sp., Nitzschia sp., and Paralia sulcata. These estuarine assemblages have already
been described in the Pearl River estuary (Huang et al. 2004). Indeed, Skeletonema sp and
Nitzschia sp are euryhaline and eurythermal species that can grow rapidly under eutrophic
conditions (Huang et al. 2004). Neither was it not surprising to find P. sulcata as a dominant
species because this diatom is widely distributed and is often found in temperate brackish to
marine planktonic and benthic waters, in both littoral and sublittoral zones (McQuoid and
Nordberg 2003). The high vertical mixing and resuspension in estuaries creates conditions that
favor the occurrence of P. sulcata, especially because this species has a competitive advantage
in low light conditions (Hobson and McQuoid 1997). Some other species were often observed
in the downstream zone like Dytilum sp, Rhizoslenia sp, and Chaetoceros sp, which are known
to be typical species of clear coastal or estuarine waters (Muylaert et al. 2000a, 2009). It thus
appears that the typical estuarine gradients (salinity, turbidity) play a fundamental role in the
phytoplankton species community favoring the most competitive species under changes in
salinity and light availability.

Because of their high surface to volume ratio, small cells grow much more efficiently
than large cells in low light conditions (Kiorboe 1993) and are thus expected to be frequent in
turbid systems like estuaries. In our study, no clear differences were found between the size-
fractionated measurements, although observations of micro-phytoplankton revealed the
predominance of large chain-forming diatoms. However, this study also provided observations
of pico-nano phytoplankton in the Seine estuary and revealed high abundances of up to 50.103
cells.Lt with a mean of 13.102 cells.L ™ over the course of the year. Such high abundances could
have a strong impact on the knowledge of the trophic network and on the carbon flow in
estuarine systems. Spatially, abundances of pico-nano phytoplankton decreased from

downstream to upstream probably due to the decrease in salinity and in light availability, which
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create conditions that are not optimal for the growth of photosynthetic organisms. A clear
seasonal succession was observed for pico-nano phytoplankton with dominance of
Synechococcus in winter (January to March), then dominance of pico-eukaryotes in spring
(April to June), and dominance of Cryptophyceae in summer (July to September). The low
abundance of Synechococcus could be explained by the fact that this cyanobacteria develops
preferentially in the upper part of well-lit euphotic zones, which is not the case in an ecosystem
as dynamic and turbid as an estuary (Partensky et al. 1999). The dominance of pico-eukaryotes
in spring is in accordance with the results of previous studies that demonstrated the halotolerant
capacities of these organisms (Schapira et al. 2010). The dominance of Cryptophyceae is not
surprising in an estuary given its competitive abilities. Indeed, Cryptophyceae thrive in all kinds
of marine, brackish, freshwater habitats (Klaveness 1988) and due to an either red or blue
phycobiliprotein as a light harvesting complex for photosynthesis Cryptophyceae can
acclimatize to low intensity light (Hammer et al. 2002). The presence of pico- and nano-
phytoplankton in the Seine estuary highlighted the significant contribution of these small cells
to the biomass and hence to estuarine primary production and should thus be further explored.

4.2. TEP dynamics and distribution in relation with biological, physical and
chemical processes

The seasonal and spatial distribution of TEP is in accordance with our previous results
at daily scale in the Seine estuary (Morelle et al. 2017), which showed that the TEP were
inversely correlated with phytoplankton dynamics, and closely linked to resuspension
processes. In this study, the TEP concentration was higher close to the WSI (mean of 16
mgXGeq.L™) than in the sub-surface layer (mean of 6.4 mgXGeq.L?), and in winter (from
October to April: mean of 20 mgXGeq.L™ close to the WSI and 8 mgXGeq.L in the sub-
surface layer) than in summer (from May to September: mean of 4.2 mgXGeq.L™? at both
depths). It is assumed that diatoms are the main source of TEP precursors and that their
production ability depends on the composition of the community (Passow and Alldredge 1994;
Passow 2002). However, our results differ from those obtained by Annane et al. (2015), who
showed than Skeletonema sp., Thalassiosira sp., and Chaetoceros sp. were the main source of
TEP in the St. Lawrence estuary. In the present study, these three genera were observed in the
Seine estuary throughout the year (Table 15) but their occurrence was not correlated with TEP
concentrations. Our results showed that the species most present at high TEP concentrations
were Paralia sulcata, Rhizosolenia imbricata and Nitzschia sp.. However, these species were

also present during periods with lower TEP concentrations, which allows us to hypothesize that
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the occurrence of species known to be large producers of TEP is not sufficient to explain the
TEP dynamics in an ecosystem as dynamic as an estuary. This hypothesis is reinforced by the
positive relationship we found between [TEP] and [Si] and the negative relationship with
diatom abundance (Table 16). In this study, our results rather confirm that, in the Seine estuary,
healthy phytoplankton produce less than stressed or dying phytoplankton as already
demonstrated in both field and laboratory studies (Liu and Buskey 2000; Ramaiah et al. 2001;
Klein et al. 2011; Chowdhury et al. 2016), confirmed by the negative relationship between
[TEP] and Fv/Fm (Table 16). This study also confirms the previously demonstrated strong
relationship between TEP, SPM and turbulence (Beauvais et al. 2006; Malpezzi et al. 2013).

In addition to confirming that TEP was inversely correlated with phytoplankton
dynamics (chl a biomass, production, productivity, and community structure) and positively
correlated with SPM and turbidity at a smaller spatial and seasonal scale, this study showed
than the TEP dynamics cannot be related to the pico- and nano-phytoplankton populations
identified in the Seine estuary. The high TEP concentrations in relation with the sediment
resuspension confirm their important role played in the sedimentation processes and the high
proportion of the carbon pool available in the form of TEP which, in this study, represented
between 1.5 and 69 mgC.L™.

4.3.EPS dynamics and distribution in relation with biological, physical and
chemical processes

In contrast to the distribution of TEP, EPS distribution enabled us to make additional
observations compared with our previous results at daily scale in the Seine estuary (Morelle et
al. 2017). Indeed, the daily scale used in the winter and summer season showed values lower
than 10 mgGeq.L? but in this study, an increase in EPS concentrations in the Seine estuary
from April to July with values higher than 10 mgGeq.L? (up to 51.5 mgGeq.L? in the sub-
surface layer and 83 mgGeq.L? close to the WSI, S-EPS and B-EPS taken together) was
observed. Our results revealed a significant negative relationship between [TEP] and [S-EPS]
or [B-EPS] (Table 16) suggesting that different factors influence their production. The
production of carbohydrates by phytoplankton is known to be highly variable and to depend on
the species, growth stage and environmental conditions (Alldredge 1999; Penna et al. 1999).
Phosphorus limitation (Alcoverro et al. 2000; Staats et al. 2000) and, for some species, nitrogen
limitation (Granum et al. 2002) can cause an increase in photosynthetic extracellular release. In
this study, the most frequent species observed during the increase in EPS were Skeletonema sp,

present from February to August, and Nitzschia sp present throughout the year. Therefore,
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Skeletonema sp, which is known to produce large quantities of EPS (Urbani et al. 2005) could
be responsible for the spring increase in EPS. Moreover, previous studies showed that a
reduction in inorganic phosphorus content triggers the production of polysaccharides by
different species, particularly Skeletonema sp (Shniukova and Zolotareva 2015). This result is
in agreement with a decrease in P concentration from April to July in the downstream zone of
the Seine estuary (Morelle et al. submitted) reinforced by the negative relationship with P
concentration and the positive relationship with diatoms observed for S-EPS or B-EPS
concentrations (Table 16). However, the positive relationship between S-EPS and
Cryptophyceae abundance observed at both depths also suggests a contribution of pico/nano-
phytoplankton to the pools of soluble carbohydrates measured. This hypothesis should be tested
by an in vitro study on the possible production and excretion of EPS by Cryptophyceae. The
concentrations of EPS measured in this study also confirmed the large proportion of the carbon
pool available in the form of EPS which represented up to 30 mgC.L™* from S-EPS and up to 7
mgC.L™* from B-EPS.

5. Conclusion
This is the first description of the structure of the phytoplankton community along the salinity
gradient of the Seine estuary, and revealed the notable contribution of marine species, thus
confirming the ecocline concept. Moreover, the pico/nano-phytoplankton analysis suggested a
potential contribution of this compartment to primary production. Our results confirm the
importance of the TEP and EPS forms in the carbon pool available for the trophic network,
since up to 69 mgC.L™ from TEP, up to 30 mgC.L™ from S-EPS, and up to 7 mgC.L™* from B-
EPS were measured. Different dynamics between carbon excreted pools (TEP, EPS) were
identified: TEP distribution was mainly related to physical factors (hydrodynamics, MTZ
formation and sediment resuspension) and appears to be produced by stressed or dying
phytoplankton, while EPS appears to be excreted during the phytoplankton spring bloom.
Soluble and bound EPS appears to be related to the occurrence of Skeletonema sp and
Cryptophyceae. A significant relationship between primary production and species richness
was observed in this work, but further investigations are required to propose more general

concepts regarding the relationship between community structure and carbon fluxes.
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Improvement of PAM fluorescence data analysis for
microphytobenthos by integrating light attenuation
Induced by sediment grain-size and vertical
distribution of microalgal biomass

This article is under review in “Journal of Experimental Marine Biology and Ecology”
Jérbme Morelle, Francis Orvain & Pascal Claquin

Abstract

The intertidal mudflats are among the most productive ecosystems and the microphytobenthic
(MPB) biofilms play the main role in primary production rates. However, the primary
production of MPB biofilms inhabiting intertidal sediments varies at short spatial and temporal
scales. Thereby, accurate measurements require rapid and non-intrusive methods as the PAM
fluorescence method. However, the effect of light attenuation on irradiance and fluorescence
signal in the photic layer of the sediment should be taken into account by using measurements
of granulometry and sediment chl a concentration, in order to obtain the inherent
photobiological parameters of MPB, whatever their vertical position in the photic layer. We
propose a correction model in order to readjust photosynthetic parameters after "depth-
resolving™ and "depth-integrating™ both irradiance and fluorescence from PAM measurements.
This paper is using the previous models developed by Kihl & Jargensen (1992); Serddio (2004)
and Forster & Kromkamp (2004) by integrating the chl a distribution profiles and the sediment
granulometry (from pure sand to pure mud) in order to provide a new tool (proposed as an e-
document) to apply this model on further field measurements and improve adjustments of the
inherent photosynthetic parameters (rETRmax, o and Iopt). The sensitivity of the model to the
variable sediment granulometry and the shape of the chl a profile was evaluated in theoretical
study cases using a typical fluorescence data set from PAM measurements. Our results
confirmed that the chl a profile play a prime key role on the significance of the light attenuation
with depth but also that it is important to take into account the variability in sediment
granulometry when a light attenuation coefficient is estimated. Indeed, we have shown that,
depending on the specific attenuation coefficient of the sediment particles considered, the
underestimation of the photosynthetic parameters, even with the same chl a profile, is higher in
muddy environment than in sandy environment with, in our study case, differences reaching

3.42 % for rETRmax, 20.05 % for a and 71.14 % for Iopt. Thus, sediment granulometry analysis
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and chl a profile measurements could be systematically quantified in future studies and put in
relationship with the light attenuation coefficient in order to apply more robust "depth-resolved”
and "depth-integrated” corrections in a wide range of situations. This study should be helpful
for future studies to estimate the inherent photosynthetic parameters by avoiding their

systematic underestimation, especially in environments containing fine particles.

1. Introduction

The littoral areas of lakes and coastal seas form one of the most productive ecosystems
in the world, and their production far exceeds that of open oceans (Geider et al. 2001). One of
the main primary producers is the microalgae which colonizes all sorts of substrates within the
euphotic zones of these aquatic systems (Underwood and Kromkamp 1999; Aberle-Malzahn
2004). Microphytobenthic communities that include assemblages of diatoms, green algae, and
cyanobacteria (Admiraal et al. 1985) have great ecological implications in coastal and estuarine
ecosystems: as ecosystem engineers (Sutherland et al. 1998; Tolhurst et al. 2006; Lubarsky et
al. 2010), as trophic support for benthic fauna locally (Herman et al. 2000), but also after
exports to adjacent habitats of intertidal mudflats (Ubertini et al. 2012; Kang et al. 2015). The
importance of microphytobenthic primary production (PP) is similar to that of phytoplankton
(Underwood and Kromkamp 1999) where most production (~90%) is consumed or recycled to
maintain local heterotrophic metabolism (Cloern et al. 2014). Moreover, many authors consider
that productivity and biomass of microphytobenthos (MPB) are higher than those of
phytoplankton on intertidal mudflats (De Jonge and Van Beuselom 1992; Lucas and Holligan
1999; Guarini et al. 2000; Kang et al. 2015).

However, the primary production and standing stocks of MPB biofilms inhabiting
intertidal sediments vary at several spatial and temporal scales (Blanchard et al. 2001; Orvain
et al. 2012). Changes can vary at time scales from the order of the hour but also with tidal
rhythm and daylight photoperiod, spring/neap cycles and seasonal cycles (Taylor 1964;
Pinckney and Zingmark 1991; Blanchard et al. 2001). Primary production also exhibits a high
degree of spatial variability from (i) high-resolution patchy distribution related to the intrinsic
autoecology of biofilms (Weerman et al. 2011) and benthic fluxes regulated by the macrofauna
of the biogeochemical components affecting organic matter and the release of nutrients (Thrush
et al. 2013) to (ii) mesoscale patterns related to the morphodynamics of estuarine landscapes

and tidal bars and flats (Fagherazzi et al. 2014) and (iii) wide-scale changes related to sediment
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composition, salinity, nutrient inputs related to river flows (Benyoucef et al. 2014) and shear
stress (Fagherazzi et al. 2014).

The light is the prime factor influencing primary production (Underwood and
Kromkamp 1999). There are major spatial and temporal gradients in the availability of light in
MPB habitats controlling primary production. Steep gradients of irradiance occur across the
sediment surface bed, depending on the grain-size (Kuhl et al. 1994) but also the proportion of
silt and sand. Intertidal sites are subject to varying patterns of diel lightning periods mediated
by periods of tidal immersion (Underwood and Kromkamp 1999; Jesus et al. 2006). Such
changes are accompanied by a variation in the spectral quality of light in sediments (Kuhl and
Jorgensen 1992). Irradiance is further modified by an increased attenuation of light at depth due
to the presence of microalgal biofilms in the surface layers of the sediments (Ploug et al. 1993;
Kuhl and Jgrgensen 1994). However, the majority of epipelic microphytobenthos are mobile
and have a vertical rhythmic migration linked to both the diel and tidal cycles (Taylor 1964;
Baillie and Welsh 1980; Edgar and Pickett-Heaps 1984; Mitbavkar and Anil 2004). In intertidal
sediments, this motility is a strategy developed by MPB biofilms to colonize the illuminated
surface, when light is available (by using upward migration). By contrast, the downward MPB
migration often occurs during exposure period (tidal diurnal emersion), which is a strategy that
could be used to avoid photoinhibition rapidly due to high light exposure and potential
saturation of photosystems (Admiraal 1984; Jesus et al. 2005) and to capture remineralized
nutrients concentrated in deeper layers of sediment (Orvain et al. 2003). Compared to the range
of light imposed at the surface of intertidal mudflats that is very much higher than the level of
light that could occur in phytoplanktonic photic layer in the water column, the migratory
strategy could be the strongest adaptation compared to the other physiological adaptation of
diatom cells to limit the impairment due to excessive light, corresponding to modifications in
internal chl a concentration, pigment composition, active reactional centers number, light
harvesting cross section size or to the activation of the xanthophyll cycle (Jesus et al. 2005;
Serddio et al. 2012; Cartaxana et al. 2013). In diatoms, this mobility is associated with the
excretion of extracellular polymeric substances (Decho 2000), primarily glycoproteins, which
can also be used by bacteria, meiofauna and macrofauna as carbon sources (Middelburg et al.
2000) and reinforce the importance of microphytobenthos as food web support.

Because of this large variability at short spatial and temporal scales, accurate measurements
of primary productivity require rapidly repeated spatially and temporally closed measurements
while avoiding disturbances in the microscopic gradient of the photic zone under the air-

sediment interface (Kuhl and Jegrgensen 1994). However, traditional photosynthesis
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measurements using labeled *C carbon cannot be applied without disturbing natural
assemblage and resuspending them in incubators for experiments longer than one hour
(Blanchard et al. 1996; Underwood and Smith 1998). The turbidity and shading effects of algae
make the control of light and its availability for algal cells difficult to accurately estimate in
incubators. Moreover, the typical high-resolution variability of benthic primary producers and
processes under the influence of natural microscopic gradients in the photic zone cannot be
surveyed by such techniques. For this rationale, there has been an increase in research on rapid
and non-intrusive methods using oxygen electrodes (Ser6dio 2003) and Pulse Amplitude
Modulated (PAM) fluorescence (Kromkamp et al. 1998; Ser6dio 2003; Forster and Kromkamp
2004; Jesus et al. 2006), which employs the optical properties of chlorophyll a pigments (chl a)
to enable rapid and remote detection of the MPB photosynthetic activity in these fragile
environments (Jesus et al. 2006). In fact, this technique has substantial advantages, such as the
rapidity and non-intrusive nature of measurements, which facilitates adaptation to the degree of
temporal and spatial variability of the MPB communities (Serddio 2004). PAM techniques are
easily deployed in the field, explaining why there is extensive literature using PAM
fluorometers (Walz, Germany) in studies of MPB communities (Serddio et al. 1997, 2007;
Kromkamp et al. 1998; Underwood and Kromkamp 1999; Barranguet and Kromkamp 2000;
Serddio and Catarino 2000; Perkins et al. 2001, 2011; Forster et al. 2006; Vieira et al. 2013;
Juneau et al. 2015). After a period of darkness imposed to the MPB sample (between 5 and 10
min according to the study), the minimum level of fluorescence Fo is recorded. Then, in
response to a saturating pulse of actinic light (1), (i.e. ambient light or light provided by the
fluorometer), the Fum level is recorded, and the first steady-state fluorescence (after a relaxation
time) is also recorded after the light saturating flash (Fs). After a time lag (e.g. lasting 30
seconds), the PAM fluorescence method measures a series of Fs(I) and Fm'(l) for increasing
light pulses (see Table 1 for definition of Fs and Fum'). From these values, the Electron Transport
Rate (ETR) in photosystem Il (PSII), which equals the product of apparent or effective
photochemical efficiency is calculated (Fm'(1) - Fs(l)) / Fm’(1), multiplied by the incident
Photosynthetically Active Radiation (1) and a ETR factor: ETR(I) = [(Fm'(I) - Fs(1))/ Fm’(D)]
| x ETR factor. Since the percentage of absorbed photons by active Photosystem Il (PSII) is
debatable and can change between species according to Johnsen & Sakshaug (2007) and
Schreiber et al. (2011), the ETR factor is not considered as a constant value. During the first
steps of data treatment of PAM results, ETR can be previously expressed in relative form:
rETR() = [(Fm'(1) - Fs(1)) / Fm’(1)] % 1. Photosynthetic parameters (rETRmax, o and Iopt) are
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therefore estimated by adjusting the light response of ETR to photosynthetic non-linear models:
the Webb et al. (1974) model, when there is no decrease of ETR at high levels of ETR achieving
to a plateau (rETRmax) and the Eilers & Peeters (1988) model, when there is an apparent
decrease of rETR after the plateau rETRmax at the highest irradiances.

Although fluorescence measurements do not allow direct access to primary production, many
studies have shown that it is possible to use the fluorescence approach to accurately estimate
the primary production as with other traditional incubation, such as carbon incorporation or
oxygen release measurements (Hartig et al. 1998; Barranguet and Kromkamp 2000; Serddio
2003; Morris and Kromkamp 2003; Serddio et al. 2007).

However, PAM measurements should be carefully interpreted as indicated by Vieira et
al. (2013) for the imaging-PAM. This technique is increasingly used, but imaging fluorometry
poses additional problems with the interpretation of the measurements, especially because of
the micro-heterogeneity of the benthic habitat, inducing strong effects on light attenuation
between sand and mud particles (Kihl and Jgrgensen 1994) and vertical profiles of the MPB
biomass (Vieira et al. 2013), but also because of the micro-topography affecting the incident
light to the surface. PAM measurements are actually affected by light attenuation, which is
mainly dependent on the vertical profile of chl a concentration (self-shading by the MPB
positioned in the upper layers), their migration behavior, the grain-size (Kuhl and Jgrgensen
1994; Forster and Kromkamp 2004; Serddio 2004), but also more minor factors like the
diversity of pigment composition of the MPB species assemblage (diatoms, cyanobacteria,
euglenoids) on spectral radiation, the presence of breakdown products of chl a (pheopigment
as shown by Jesus et al. (2006)) and the presence of water, with differences between wet and
dry sand (Kuhl and Jgrgensen 1994). Perkins et al. (2011) argued that the application of
chlorophyll fluorescence to MPB biofilms is complex as a result of the signal emanating from
subsurface cells, vertical cell migration in the sediment matrix, high regulation capacity,
chlororespiration in the dark and the effects of the physical structure of the sediment/biofilm
matrix (light attenuation by the sediment matrix). Indeed, PAM sends different intensities of
actinic irradiance to the photosynthetic cells and measures the downwelling fluorescence signal
produced by the cells, allowing a user to estimate the photosynthetic parameters like the
photosynthetic efficiency or the ETR (for more details see Webb et al. 1974, Eilers & Peeters
1988; Genty et al. 1989; Van Kooten & Snel 1990; Kolber & Falkowski 1993). Due to the light
attenuation in the sediments, the level of actinic irradiance received by the photosynthetic cells
at their vertical position in the sediment photic layer is attenuated with respect to the irradiance

received at the exposed surface. This light attenuation also affects the downwelling
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fluorescence received at the surface of the sediment will be lower than that the true one emitted
by the photosynthetic cells at the vertical position where they are positioned. Usually, what
researcher measure are the underestimated 'depth-integrated' measurements from PAM device
and may want to estimate the inherent photophysiological properties. This could be done by
using numerical estimations of depth-resolved and depth-integrated light as well as
fluorescence. Serddio (2004) and Forster & Kromkamp (2004) demonstrated that it is possible
to use 'depth-resolved' and 'depth-integrated' equations to calculate the effects of light
attenuation on PAM measurements. These 2 studies agreed with the fact that 40% of error in
photosynthetic parameters estimation was found between the measuring values and the
corrected ones. These models were applied in study cases by simulating various vertical
migratory patterns with the microscopic profile of chl a biomass. However, the granulometry
of the sediment can also modify the light availability for diatoms in the subsurface (Kuhl and
Jorgensen 1994; Kuhl et al. 1994; Jesus et al. 2005), but the wide range of natural situations
encompassing all types of sand-mud mixture (from pure mud to pure sand) has never been

taking into account in the model.

In order to better evaluate in situ microphytobenthic inherent photosynthetic parameters
in on the field, we started afresh the "depth-resolved” model developed by Serddio (2004) and
Forster & Kromkamp (2004) to provide a data processing tool for field measurement (proposed
as a "correction for irradiance/fluorescence). The PAM fluorescence data were depth-resolved
in various types of microalgal repartition (chl a vertical profile) and in addition to the sediment
granulometry from pure mud to pure sand conditions. Conclusions about the importance of this
modification in depth-resolved model for accurate estimation of microphytobenthos
photosynthetic parameters are thus put forward. The model has been resumed in order to build
a practical numerical tool, whose theory is detailed in this paper and can be used to readjust
photosynthetic parameters (proposed as a correction model). Algorithms of the model were
performed on Excel (see e-document) and Matlab (available on request) for future corrections

of in situ measurements for routine applications.
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2. Materials and methods

2.1.Step-by-step details of attenuation of irradiance/fluorescence in sediment biofilm
(depth-resolution and depth-integration method)
2.1.1. Light attenuation coefficient
The term of light (as well as irradiance) in the subsequent paragraphs refers to the
ambient photosynthetically active radiation (PAR). To estimate the light attenuation with depth
in the foreshore sediment, a light attenuation coefficient (table 17; kq; mm™) was calculated
using the equation provided by Forster & Kromkamp (2004). This equation takes into account
the amount of sediment dry weight (PSed) in each depth interval, their specific attenuation value
K”d(sed), the proportion of chl a content (PChl a) and their specific attenuation coefficient K”gccni

a), as:

Kagaiy = (PSedy; X K’ 50, ) + (PChL X K4 gy o) €

PChl a was calculated at each section from cumulative chl a concentration (mg m)
from the surface to the depth (z;) of the considered section following the equation:

cumulative Chla(z;)

PChla, = A (2)

29

with z; the depth of the section in um, assuming an area chl a concentration value of 29 mg m-
2 for a depth of 10 um (Forster and Kromkamp 2004), and then 2.9 mg m™ for a depth of 1 um.

The reference value of 29 mg m2 (for a layer interval of 10 um) represents a maximum
theoretical value when the volume of the 10 um layer if Pchl a is maximal (=1). It was decided
to use the same value as Forster & Kromkamp (2004), which is a little bit higher than the 25
mg m of areal chl a concentration estimated by Guarini et al. (2000) in their dynamic model
of MPB primary production, by counting a number of cells per unit area - using scanning
electron microscopy pictures. The cumulative chl a (mg m2) was directly calculated from the
chl a content of each interval from vertical profiles (chl az; pg.gDW-1). These values of chl a
can be obtained by taking minicores on the field which will be directly frozen. Each section can
be sliced using a cryotome to measure the dry mass and the chl a content. The conversion from
1g gDW- to mg m2 was based on the dry bulk density (g cm=) and the depth of the section

(mm).The fractions PSed;i (eq. 1) were calculated following the relation: PSed;i = 1 — Pchl.i.

192



Partie 5 : Dynamique de la production primaire microphytobenthique

The reference value for chl a specific attenuation coefficient of 0.02 m2 mgchl a*
(Forster and Kromkamp 2004) was used to estimate the depth-resolved attenuation coefficient,
K deni ) (6q. 1), and a value of 58 mm™ was obtained (K"qnia) = 2.9 mg chl a m?2 pm™ x 0.02
m2 mg chl a* = 58 mm™). The reference value of specific attenuation coefficient of 0.02 m2 mg
chl a™ was initially based on the table of values for planktonic diatom cells given in Kirk (1983)
and confirmed for microphytobenthic diatoms by Forster & Kromkamp (2004)

Similarly, the reference value for sediment specific attenuation coefficient of 0.011 m?
mgDW-! allowed to obtain a value of 2 mm™ for k™yseq) (quation 2) in absence of chl a (Forster
and Kromkamp 2004). However, in a context of a sand-mud mixture, the value of K’qseq) can
change with the grain-size composition of sediments (Kihl and Jergensen 1994) and induce
changes in kqi values. In the same way that the chlorophyll variation has to be taken into account,
it seems necessary to take into account the variation in sediment composition (See Method. 2.2

Model sensitivity to sediment granulometry).

Table 17. Explanations of the photophysiological parameters and notations used in this study.

Parameters unit Explanation

I, lo pmol photons m2 s - lrradiance submit at the surface (Photosynthetically Active

i Radiation)

lopt - Irradiance at the depth z; (Photosynthetically Active Radiation)

lopt-c - Optimal Irradiance for photosynthesis obtained with rETR/I curves
(Eilers and Peeters 1988) before and after correction (c) by using
the depth-resolved profile of fluorescence.

Fo No units - Minimum fluorescence emitted by a dark-adapted sample (1=0)

Fm - Maximum fluorescence emitted by a dark-adapted sample (1=0)

Fs No units - Steady-state fluorescence emitted by a light-adapted sample (I)

Fwm’ - Maximum fluorescence emitted by a light-adapted sample (1)

Fse No units - Fsemitted (.) by microphytobenthos pigments

Fsr - Fsreceived (r) by the PAM sensor after attenuation of Fse

Fuve - Fmemitted (.e) by microphytobenthos pigments

Fuvr - Fmreceived (r) by the PAM sensor after attenuation of Fyue

F(l;2) No units - Fluorescence for an irradiance | and a depth z

Fmer No units © Total Fme from all interval of depth

Fser . Total Fse from all interval of depth

FumrT . Total Fur from all interval of depth

Fsrt - Total Fsg from all interval of depth

Kq mm-t - Light attenuation coefficient

K" d(sed) - specific attenuation coefficient of the sediment particles

K" d(cnl ) - specific attenuation coefficient of the chl a pigment

rETR(I) pmol electrons m?2 st - Relative electron transport rate obtained with PAM measurement

rETRmax - Maximal rETR(I) measured with rETR/I curves (Eilers and Peeters

rETR(max)C 1988) before and after correction (c) by using the depth-resolved
profile of fluorescence.

b4 Mm - Depth of an sediment layer interval (i)

Zimax - Maximum depth where fluorescence is detected

a pmol electrons (pumol - Maximum light efficiency measured with rETR/I curves (Eilers and

¢ photons)™* Peeters 1988) before and after correction (c) by using the depth-
resolved profile of fluorescence

o) % - Percentage of correction after model application

NPQ(I) Fluorescence Ratio - Non-photochemical quenching
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2.1.2. Irradiance correction
The irradiance from ambient photosynthetically active radiation (PAR) as well as light
emitted by the PAM fluorometer and discerned by the microphytobenthos can be considered as
attenuated beam from above due to the successive layers of sediment and by the superficial
biofilms according to the attenuation coefficient kq (Eq. 1). The actual irradiance, which is
detected by deep MPB cells can be expressed at each distance from the surface using the Beer-
Lambert equation as:

In (1—0)
Ly =1, x ekd@p*z and so kdy = / Z; )

With lo the irradiance submitted at the surface in umol photons m2 s, kq(i) the light attenuation
coefficient in mm™ (eq. 1) and zi (mm) the depth of the considered section.

2.1.3. Fluorescence correction

For an irradiance (I) sent by a PAM device (PAR) and received by the MPB pigments,
the photosynthetic apparatus performs fluorescence emission (the suffix F-e for Emitted
fluorescence will be used to express this step), which is measured by the PAM device. However,
the measured value (the suffix F-r for Received fluorescence will be used to express this step)
is attenuated for the same reason as the irradiance, but from a signal coming from the depth this
time.
It can be recalled that PAM sends a “measuring light” to estimate the minimum fluorescence
(Fo), different intensity pulses of saturating light to estimate maximum fluorescence values (Fm
or Fm”) and actinic lights to estimate steady-state fluorescences (Fs) (Van Kooten and Snel
1990). Using the measured fluorescence, the PAM method makes it possible to estimate a
relative electron transport rate (rETR; pumol electrons m2 s1) for each level of actinic irradiance

(I; pmol photons m s%) calculated as follows:

rETR(I) = %‘U‘?(”xl (4)
MI

In the same way as the irradiance, in order to obtain the actual rETR(I) profile on the depth,
these fluorescence values must be corrected as a function of the real irradiance l;i (eq. 3)
received by the MPB cells, by regarding the attenuation of fluorescence along the sediment

layers.
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The non-linear relationship between irradiance and fluorescence is required, in order to evaluate
the actual values of steady-state fluorescence emitted (Fse) for each irradiance subjected to each
depth (lz). Thus, the polynomial trend line of the Fs versus | curve measured by the PAM device
at surface was plotted and fitted to extract the coefficients (a, b, ¢ and d) of the polynomial

regression (fig. 41).
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Figure 41. Plot of the stable (Fs; black circles) and maximum (Fm; empty circles) fluorescence values as a function
of the different irradiance values sent by the PAM device (ordinates). Values were chosen as a function of the
curve profile and obtained from PAM measurement performed on MPB biofilm from an intertidal mudflat (Baie
des Veys, France). The relations were fitted using a polynomial trend (y = ax® + bx? + ¢x + d) in order to estimate
the Fse and Fme values using the real irradiance received by the cells (12).

Then, for each I and for each z, the steady-state fluorescence emitted by the microphytobenthos,
Fse(lzi; zi), was calculated with the polynomial coefficients and the values of the actual

irradiance received li:
I,ixChl a(z;)

Fse(lzi; z) = (@ X Ii° + b x 1> + ¢ X I + d) x 1 (5)
T

Where I+ was, for an initial irradiance lo, the sum of the new irradiances calculated (1) received
and used by the chl a content (mgchl a m?) for each interval (di) calculated as follows:
It = Xi(li X chla(z) x di) (6)

Next, the steady-state fluorescence measured by the PAM (Fsr) corresponds to the

integration of these Fsg after an attenuation by sediment layers and biofilms (fig. 42). So, the
Fse(lzi; zi) values were used to estimate the Fsr at each depth as follows:

Fsr(lyi; 7)) = Fse(ly;z;) X ekdzixzi @
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Irradiance Fluorescence
1(z) I)(z=0) Fsr(l,; z) Fse(l, :7)
f t » E 0 } ! > F
) )
1(z) = I x ekde! Fsral,; zp = Fsp(ly2i) X eldpe
Zmaxn kd
z z

Figure 42. lllustration of terms used in equations 3 and 7. The irradiance received at each depth z; (Ii) by the
microphytobenthic cells is an attenuated value from the real irradiance at the surface (lg) following a light
attenuation coefficient (kq) which can differs with light, biomass repartition and sediment type. In the same way,
the level of fluorescence, Fsr(lzi; z;), at the surface is an attenuated values from the real fluorescence emitted by
undisturbed microphytobenthos biofilms Fse(lzi; zi) from depth following the same attenuation coefficient (figure
directly taken and modified from Ser6dio (2004)).

The Fs value, measured by the PAM device represents the integration over depth of the
actual emitted steady-state fluorescence (Fse), and these are attenuated when the beam returns

from the depth to the surface (Fsr) as follows:

Fsrr(D = [, Fsp(Is; 2;)di 8

, Where zZmax is the maximum depth at which the microphytobenthos can detect the downwelling
beam under the surface and di the interval of depth where the fluorescence was emitted by chl
a pigments.

In the dark (I = 0), the fluorescence values Fse(lo,zi) cannot be evaluated by this method,
relying on irradiance. These initial values were therefore extrapolated from the three-order
polynomial trend lines of Fsg(zi) versus Iz curves (from equations 3 & 5). Thus, the polynomial
equation was used to estimate the initial Fse of the depth considered in the dark (I1=0) equal to

the coefficient d from the polynomial trend (y = ax®+ bx? + cx + d) (fig. 43).
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Figure 43. Plot of the steady state fluorescence (Fsg; black circles) emitted as a function of the different irradiance
values sent by the PAM device (ordinates) for a defined depth (z = -0.2 mm on top and z = -0.4 mm on down).
The relations were fitted using a polynomial trend (y = ax® + bx? + ¢x + d) in order to estimate the Fse values for
I=0 considered as equal to the coefficient d from the polynomial trend.

Due to the effects of the attenuation of light, the value Fsrr is greater than the
fluorescence actually measured at the surface by the PAM (Fs). Thus, for each Fse(lzi ; zi), a
coefficient w(I) was calculated (eq. 9) and each profile of Fse(lz ; zi) and Fsr(lzi ; zi) were

corrected (equation 10 & 11) :

_ FSRT(I)
w(l) = s %)
Fsg(I,i; zi)c = Fsg(Izi5 z) X w(l) (10)
Fsr(lzi; zi)c = Fsp(ly;zi)c x ekdaixz (11)

The same steps (eq. 5 tot 11) were applied to calculate the maximal fluorescence, Fwm.

The actual minimal (Fo), the steady-state (Fsg) and the maximum (Fwme) fluorescences
emitted by the MPB before the attenuation were thus used to calculate the “depth-resolved”

corrected rETRc(I; ; z;) at each depth interval and each PAR irradiance level:
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rETRc(l, ; 7;) = Fme(zi ; zi)c—Fsg(Iz ; Zi)c x 1 (11)

FMe(Izi ; Zi)c

For each irradiance level of PAR, the new corrected Fs and Fm (Fser and Fvet) were

used to estimate the actual 'depth-integrated’ rETRc(I) of the sample:

Fmep(Dc—Fsgp(Dc
Fmer(Dc

rETRc(I) =

x 1 (12)

After consideration of the spectral quality of kq, the fluorescence attenuation is higher
than the PAR attenuation, as shown by Kuhl et al. (1994). Serddio (2004) considered separated
values of attenuation coefficients for irradiance and fluorescence. Following the approach by
Forster & Kromkamp (2004), it was decided not to use separated values of fluorescence and
PAR attenuation, because the value of fluorescence in depth is estimated as function of
irradiance by using a polynomial equation (figures 42 & 43) that actually accounts for these

spectral differences.

2.1.4. Pvs. Ecurves
Each rETR(I) initially measured and rETRc(l) estimated after correction (i.e. depth-
resolved and depth-integrated) were plotted as a function of the level of irradiance (1). To
estimate the photosynthetic parameters, the mechanistic model of Eilers & Peeters (1988) was

applied to these experimental data:

1
(al2+bl+c)

|
(acl?+bcl+c)

rETR(]) = and rETRc(I) = (13)

Thereby, the maximum photosynthetic capacity (rETRmax) and the low maximum light
utilization efficiency (a) were calculated for the values before and after the correction (with the

subscript c) as follows:

1

1
FETRmaX = (b+2—\/a_c) and rETRmax—c = m (14)
1 1
a= z and a:. = C_c (15)
1 1
lopt = o xa and lopt-c = ot xag (16)
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2.1.5. Non-photochemical quenching
The corresponding heat dissipation of the excess absorbed light energy can be estimated from
the non-photochemical quenching (NPQ) of chl a fluorescence (Serddio and Lavaud 2011;
Chukhutsina et al. 2014), which were adjusted at each depth and for each irradiance as follows:

NPQ(IZI : ZI)C — FME(I=0 ;Zi)C_FME(IZi ; Zi)c (17)

FMmEe Iz 52i)c
And, so on, the NPQ at each irradiance level as:

NPQ(D)c = Fymer(I=0)c—Fmer(Dce (18)

FMET(IZi)C

2.2.Model sensitivity to sediment granulometry

The sensitivity of the model to the K'q(seq) Variability and the shape of the chl a profile
was evaluated in theoretical study cases. A typical fluorescence data set exhibiting an apparent
decrease at high irradiance level was used (table 18). The polynomial trends of this fluorescence
dataset (ax® + bx?+cx+d; fig. 41) used in eq. 5 were estimated for Fs (a =-3.97x108; b =-2.87x10"
6. ¢=-0.13; d = 301.04; R? =0.997) and Fm (a= 1.42 x107; b = -0.0003; ¢ = 0.11; d = 209.56;
R? =0.910).

Table 18. Reference data set from PAM measurements exhibiting an apparent decrease at high irradiance level (>
400 pmol photons m? s). Values were choose as a function of the curve profile and obtained from PAM
measurement performed on MPB biofilms from an intertidal mudflat (Baie des Veys, France). | is the irradiance
submitted to the sample, Fs the steady-state fluorescence and Fm the maximal fluorescence measured at each
irradiance

I 0 73 107 154 235 346 491 683 1131
Fs 207 218 220 222 223 220 215 209 202
Fwm 301 289 288 283 271 255 239 223 205

To consider the sensitivity of the model to typical profiles of chl a content, 3 study cases
were proposed: a linear profile (fig. 44-1), a profile with a peak of chl a at subsurface (2 mm;
fig. 44-2), and a profile with an established MPB biofilm (fig. 44-3).
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Figure 44. Profiles of the vertical repartition of chlorophyll a used in the theoretical simulation of the fluorescence
correction with a linear profile (1), a profile with a peak of chl a at -2 mm of the surface (2), and a profile with an
established MPB biofilm in surface (3).

To account for the chl a specific "self-shading" of the light attenuation ki a), We tested
different types of chl a depth profiles (fig. 44). Chl a depth profiles can change on intertidal
flats from a uniform vertical distribution typical of sandier sites, to chl a being strongly
accumulated in the uppermost layer of 500 pm in muddier sites (Kihl and Jargensen 1992;
Barranguet and Kromkamp 2000; Jesus et al. 2006). At the beginning of immersion periods
(the first 30 minutes), it has been shown in muddy sediments that MPB chl a is more
concentrated in subsurface layers (with a peak at 1-2 mm) and this situation is also encountered
at the end of immersion period, before the flow return (the last 30 minutes). The typical scheme
of MPB migration is clearly responsible for these succeeding steps of chl a vertical distribution
(Serddio et al. 1997; Blanchard et al. 2001; Orvain et al. 2003). In nature, MPB biofilm can
also tend to migrate downward very rapidly during immersion periods, when rain occurs
(Perkins et al. 2003). The proposed scenarios of chl a distribution are thus representative of
these typical situations with : (i) homogeneous profile representative of sandy sediments (but
also, the case of recently deposited fluid layers of mud); (ii) MPB chl a values concentrating in
the uppermost layer in the middle of immersion diurnal period in sunny conditions (Dupuy et
al. 2014); (iii) MPB chl a accumulating in subsurface with a peak at 1 mm of depth, a situation
representative of the 30 first minutes and the 30 last minutes of immersion period, but also the
middle of immersion periods, in case of rainfall (Tolhurst et al. 2003).

To account for the influence of the sediment specific attenuation K'y(seq) Variation in
numerical simulations, we used a minimum value of 1 mm™ representative of the low
attenuation in sandy sediments and a maximal value of 4 mm™ representative of the high
attenuation in muddy sediments. These values were closed from the values found by Kihl &
Jorgensen (1994) for dry sand and diatoms. The values of light attenuation coefficient for non-

colonized sediments were measured by Kiihl & Jgrgensen (1994) with various sediments from
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wet sand to pure mud. The estimated values were of 3.46, 1.64, 1.60 and 0.99 mm™ for different
particle size of > 63, 63-125, 125-250 and 250-500 pm, respectively. We have chosen 2 extreme
values of the range of sediment grain size, by choosing a value of 1 mm™, typical of muddy
sediments and 4 mm?, typical of fine sand. Compaction degree can also make change the
attenuation coefficient, in relation to water content rapid variation due to consolidation during
immersion periods (Jesus et al. 2006). Six theoretical scenarios were tested by crossing the 2

factors: K4(seq) and the shape of the chl a profile (table 19).

Table 19. Characterization of the six different scenarios used in the sensitivity exercises on the correction model.
With potential minimal (1 mm™?) and maximal (4 mm) values for the sediment specific attenuation coefficient
(K"4seq)) and three typical profiles of chl a content (fig. 44).

Scenario Value of K d(sed) Typical chl a profile
1 1 Homogeneous (fig. 44-1)
2 4 Homogeneous
3 1 Subsurface peak (fig. 44-2)
4 4 Subsurface peak
5 1 Established MPB biofilm (fig. 44-3)
6 4 Established MPB biofilm

3. Results

In all study cases, corrected rETR values (rETRc) were consistently higher than those
measured initially, showing an underestimation of this parameter without application of the
correction model. In addition, the corrected NPQ was not affected by the correction, with a
typical saturation effect in response to excessive light by following a sigmoidal pattern (fig.
45).

For the photosynthetic efficiency (a; pmol electrons m? s (umol photons m? s)1),
the highest correction was estimated with profile 2 corresponding to a biomass peak under the
sediment layer at 2 mm in subsurface and for both K”q(seq) (39.04% in sand: scenario 2 and 53.11
% in mud: scenario 5; table 20). The lowest correction of o was estimated for an established
MPB biofilm, which colonized the top layer of 1000 um with a steep chl a gradient (Scenario
3 in the sand with 19.09% and scenario 6 in the mud with 39.13%). The depth-integrated model
showed a significant correction for o with an average value of 38.98 + 10.86% of difference
after correction. The corrected o were always higher than those measured which showed an
underestimation of photosynthetic efficiency without correction. Consideration of K”q(seq) Was
very important for the correction of o which showed corrected values from 13.90 to 20.04 %
higher in the mud than in the sand (table 21).
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Figure 45. Comparison of the general effects of depth integration model on light-response curves of rETR (circle;
umol electrons m s1) and NPQ (square; fluorescence yield) curves between 6 scenarios. The 6 scenarios were
organized to compare the effect of the type of sediment (scenarios 1, 2, and 3 with sand (kq = 1 mm?), and scenarios
4,5, and 6 with mud (kg = 4 mm?) and the type of vertical profile of chl a biomass with a homogeneous profile
(scenarios 1&4), a vertical profile with chl a peaking at subsurface layers (scenarios 2&5) and a constituted MPB
biofilm peaking at the surface (scenario 3&6). The curves are plotted to show the difference before (empty
symbols) and after (filled symbols) correction by the light-fluorescence attenuation model.

Table 20. Values of the photosynthetic parameters extract using the Eilers & Peeters (1988) fit with photosynthetic
efficiency (o), relative maximum electron transport rate (rETRmax) and the optimal light for photosynthesis (lopt;
umol photons.m.s1) before and after application of our corrective model. Variation coefficients (& in %) of each
parameter are given to evaluate the difference before and after correction and their average values (+ SD).

Before correction After correction
Scenarios a rETRmax lopt o S, rETRmax & (eTRmax lopt S lopt
1 0.27 34.79 63.35 27.08 602.01 69.87
2 0.28  39.04 67.64 35.69 683.00 92.72
3 0.24  19.09 55.95 12.23 454.38 28.21
4 0.20 49.85 354.40 0.30 48.69 62.72 25.82 723.46 104.14
5 0.30 53.11 69.35 39.11 935.10 163.85
6 0.28  39.13 57.02 14.39 558.39 57.56
Mean * 38.98 + 25.72 + 86.06 +
SD 10.86 9.92 42.51

Table 21. Percentage of difference between the corrected values in sand (kq = 1) and the corrected values in mud
(ka=4). The percentages were calculated by subtraction of the variation coefficient in mud (& in %) to the one in
sand (table 4).

Differences between kqa =1 and ka = 4

Typical chl a profile scenarios o TR, oo
Homogeneous (fig. 2-1) 1&4 +13.90 -1.25 +34.27
Subsurface peak (fig. 2-2) 2&5 +14.06 +3.42 +71.14
Established biofilm (fig. 2-3) 3&6 +20.05 +2.16 +29.35
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For the maximum relative electron transport rate (rETRmax; pimol electrons m? s), the
smallest correction (tab. 20; 12.23 %) was observed for the sandy environment with an
established biofilm (scenario 3). The highest correction (39.11 %) for a muddy environment
associated with a profile with a biomass peak at the subsurface, which may occur during upward
or downward migration (Scenario 5). Although the 2 factors (chl a profile and k*q(seq)) played a
significant role in estimating the relative maximum electron transport rate, the fluorescence
correction for this parameter was more sensitive to the vertical pattern of chl a compared to the
K dsed) effect. In our simulation, the variation of k”4seq) induced a correction percentage as a
function of the considered K”4eseq), which differed from -1.25 to 3.42 % (table 21).

For the optimum irradiance for photosynthesis (lopt), the correction percentage was
highest with mean correction percentage values of 86.06 = 42.51 % greater than the estimated
values of the fluorescence measured. The highest correction (163.85 %) was recorded in muddy
sediment with a profile of biomass culminating in the subsurface (profile 5; table 20) while the
lowest (28.21 %) was recorded in sandy sediment for an established MPB biofilm (profile 3;
table 20). The difference between the corrections for the same profile with different Kg(sed)
varied from 29.35 % for profile 3 to 71.13 % for profile 2 always higher in a muddy

environment (Table 21).

For all the scenarios, apparent photoinhibition (at saturating irradiances) was reduced to
some extent, and sometimes totally disappeared (fig. 45; scenario 5). In the first part of the
rETR-I curves (< 400 pmol hv.m=2.s%), the six simulations (either with or without correction)

were very similar and the differences were highest with increasing irradiance values.

The model detailed in this paper also allowed us to estimate the photosynthetic
parameters on each depth layer. Because the trends were the same for each scenario, this step
was carried out, by way of illustration, on the reference curve with an intermediate value of
K'a@eqy = 2 mm™ and with a typical structured MPB biofilm, which is the most similar situation
to those encountered in tidal flat (Forster and Kromkamp 2004; Jesus et al. 2006). After
correction by the integrated depth model, each depth interval showed a different trend (Fig. 46).
The influence of light can be observed at each distance from the surface down to the base of
the photic layer of sediments (4 mm in our simulations, where tests were carried out up to 2

cm).
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Figure 46. Fine scale vertical pattern of light curves of rETR curves for an established biofilm and a moderate
attenuation coefficient (K*qseqy = 2 mm). Values of rETR (relative units) were plotted against the irradiance (umol
photons.m2.s?) at different depths intervals from 0 — 0.2 mm to 2.0 — 4.0 mm (see legend).

As expected, the layer with the highest photosynthetic efficiency (o = 0.12, table 22)
was located at the surface layer (0-200um) and this parameter decreased with depth to zero at
4 mm. A dramatic decrease in this parameter can be observed after the distance of 1 mm (o =
0.002) from the sediment surface. A significant change in lopt also appeared between the
different layer positions. This parameter was minimal for the first surficial layer (312.51 pmol
photons.m2.s™) and increased with depth. In deep layers (> 0.6 mm), this parameter was higher
than the maximal light tested (1200 pmol photons.m.st) and though all fitted curves were well
adjusted (R? > 0.98), the parameter cannot be estimated accurately. The rETRmax was also
affected by the attenuation of light in the first layers and decreased with depth. Photoinhibition
was observed only in the first 2 upper 200 um sections, but to a lesser extent in the second layer.

Table 22. Values of the photosynthetic parameters extract using the Eilers & Peeters (1988) fit with photosynthetic
efficiency (a), relative maximum electron transport rate (rETRmax) and the optimal light for photosynthesis (lopt;
umol photons.m2.s1) after application of our corrective model on each interval of depth (mm).

Depth interval (mm) 00-02 02-04 04-06 06-08 08-10 10-20 20-40

o 0.117 0.072 0.043 0.027 0.017 0.002 0.000
rETRmax 2211 20.55 23.63 17.93 11.21 1.52 0.02
lopt 312.51 639.87 214236  2775.17  2239.77 2278.58  2181.73

In proportion of the light received at each position, the non-photochemical quenching
(NPQ) followed the same tendency as the photosynthetic efficiency with a gradual decrease

from the upper layer to the depth of 4 mm where the NPQ values were minimal.

204



Partie 5 : Dynamique de la production primaire microphytobenthique

4. Discussion

Forster & Kromkamp (2004) stressed that variable fluorescence measurements are
reliable for quantifying photosynthesis-irradiance curves in order to estimate primary
production rates in microphytobenthic biofilms from tidal flats, when caution is taken to
consider the fine-scale of the depth distribution of microalgae. The advantage of the
fluorescence method is to estimate the rates of photosynthesis for intact biofilms in a vertical
structure of natural sediment and by giving the opportunity to multiply measurements to explore
frequent temporal and spatial variability in response to environmental factors, as the response
to biochemical fluxes of nutrient uptake and interaction with other ecosystem engineers like
macrofaunal bioturbators. Perkins et al. (2011) reviewed the issues and difficulties in
interpreting fluorescence yields in biofilm where cells are capable of rapid and sometimes deep
migratory rhythms. Indeed, light is clearly established as the main stimulus that
microphytobenthic cells can manage through behavioral responses (migration) and
physiological strategies implying the NPQ induction (Mitbavkar and Anil 2004; Perkins et al.
2011; Laviale et al. 2016). In this work, we focused on the dependence of light attenuation to
decipher the factors responsible for changes in the light attenuation coefficient (kq).

Our results confirm that the chl a profile that can differ in many forms at depth
(homogeneous or established MPB biofilm, peak of biomass in sub-surface and many others)
play a key role in mitigating light attenuation with depth and therefore correction of the ETR/I
curves. Indeed, we shown that, depending on the profile considered, the uncorrected
underestimation was between 19.09 and 53.11 % for a, between 28.21 and 163.85 % for Iopt,
and between 12.23 and 39.11 % on average for rETRmax, which is in line with Serddio's
assertion (2004) and were also confirmed by Forster & Kromkamp (2004). The situation with
maximum chl a in subsurface layers, being the most subject to a high bias, while the lowest
correction values were always recorded for the profile with an established MPB biofilm. The
homogeneous profile always has intermediary values. In addition to reaffirming the importance
of correcting the initially measured data, confirmed by very high minimum corrections
percentages, this work reinforces the importance of taking into account variations in chl a
distribution with depth. This confirms other works (Kuhl and Jgrgensen 1992; Forster and
Kromkamp 2004; Serddio 2004; Forster et al. 2006; Jesus et al. 2006), demonstrating that
measuring the vertical profile of chl a is one of the main variables responsible for vertical

stratification of primary production rates. Although the refined vertical profile may be difficult
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to measure in routine surveys, we recommend systematic measurements to couple fluorescence
data with the concentration of chl a in the photic layer, using, for instance, the “créme-brulée”
technique (Laviale et al. 2015) or cryolanding techniques (De Brouwe and Stal 2001; Kelly et
al. 2001). The "créme brulée™ technique was developed to measure the chl a concentration in
the 0-200 um depth layer. Combined with the value of 0-1 cm chl a concentration, it should be
possible to imagine the shape of a chl a concentration profile, even if the level of vertical
resolution is minimum in such case.

Apart for the importance of chlorophyll distribution in correcting the fluorescence
measurements already demonstrated, this work shows that it is also important to take into
account the variability in sediment structure when a light attenuation coefficient is estimate.
Indeed, we have shown that, depending on the specific attenuation coefficient of the sediment
particles considered (K”qysed) Of 1 mm* for the sand and 4 mm for the mud), the underestimation
without correction can differ for the same profile of chl a between -1.25 and 3.42 % for rETRmax,
between 13.90 and 20.05 % for a and between 29.35 and 71.14 % for Iopt. Thus, with the
exception of the rETRmax in a sandy environment with a homogeneous profile, the correction
were always higher in a muddy environment for each parameter. Those results confirm a
significant role of the variability of k”qyseq) in light attenuation with depth and underline the error
that can be made by taking a constant value of this parameter in the calculation of the coefficient
of light attenuation (kq) (equation 1). Indeed, the intertidal ecosystems are often characterized
by heterogeneities and mixed sediments with sand and mud (Orvain et al. 2012; Ubertini et al.
2012) and the variation of K yseq) can quickly change with the sand-mud mixture (Kiihl and
Jorgensen 1994). Although the sediment structure and the distribution of chlorophyll with depth
can be related (Jesus et al. 2006) the correction cannot be applied simply by evaluating the
concentration of chl a in the upper layers and generalization solely according to type of
sediment cannot be made either. Thus, sediment size particle analysis should also be quantified
and put in relationship with the k”qyseq) to apply more robust corrections of light penetration and
avoid systematic underestimation, and especially in environments containing fine particles
where the correction will be greater. This paper mainly proposes algorithms available for
readers to apply these calculations easily and for large data sets (see e-document in Excel; a
Matlab version can be also provided on request).

The present results have several implications for the interpretation of microphytobenthic
photosynthetic response to variability of light. Beyond the confirmation that the photosynthetic
parameters (rETRmax, o, and Iopt) are underestimated (up to 50% for a, 40 % for rETRmax and

165% for lopt), our study underlines the role played by nature of sediment. In accordance with
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previous studies (Forster and Kromkamp 2004), light curves derived from deep-integrated
measurements showed a true ecophysiological response with fewer photoinhibition
mechanisms than apparent raw fluorescence data. The decrease of ETR under high light may
be due to fast-reversed down-regulation (qE, xanthophyll cycle). Photosystem Il and
xanthophyll cycle pigments are the main physiological mechanisms that are involved in the
photoprotection of epipelic benthic diatoms subjected to excessive saturating irradiance
(Cartaxana et al. 2013). This study reveals that PAM measurements, when not corrected by
light attenuation at depth, can cause artificial reduction of ETR at saturating light, generally
interpreted as evidence of photoinhibition. Indeed, this reduction no longer appears after
correction of the raw fluorescence data. This result reinforces the role played by migratory
behavior by avoiding excessive light saturation and the remarkable adaptation fitness of these
diatoms to sediment matrix environment (Barnett et al. 2015). Physiological photoprotection is
a complementary process that can be deployed by benthic diatoms to better withstand high
doses of light. Migration, however, must be the most efficient process and probably the best
strategy to avoid surpassing energy costs such as activation of the xanthophyll cycle. Cartaxana
et al. (2011) showed the prevalence of migration for benthic diatoms to protect against high
light, for epipelic diatoms inhabiting muddy sediments, while physiological protection
strategies are exclusive in sandy sediments. Our study emphasizes the different penetration of
light between mud and sand and it appears in this study that correction (i.e. depth-resolved and
depth-integrated fluorescence) could be applied for readjusting photosynthetic parameters in
both environments because distortion can be observed, whatever the granulometry.

This paper strengthens the applicability of the fundamental scientific findings of the past
decades on the importance of accounting accurately for irradiance, when the role of light in
photobiological processes in sediments is investigated. The proposed corrections in this study
as function of chl a depth profiling and granulometry are the most relevant factors affecting
light penetration, but this model can still be refined in perspectives for future studies. For
instance, Perkins et al. (2011) clearly stated that PAM is intrusive in terms of rapidly exposing
cells to darkness during some minutes and by exposing cells to drastic irradiance exposures
which could artificially initiate migrations due to photoinhibition or photo-kinesis. For instance,
Serddio et al. (1997) employed a PAM fluorescence survey to demonstrate the chronobiological
migration of MPB. The measurement of Fo (fluorescence in darkness) could be surveyed in
parallel to better detect the potential artificial migratory provoked by the exposition to darkness.

Similarly, as biofilms are very static and patchy, a subsample core in nearby area might not be
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accurate for chl a profiling across depths for the actual sampled area with the PAM. We
recommend taking samples in the very close vicinity of the experimented area with the PAM.
The estimation of light attenuation exerted by sediment composition could also be improved by
new measurements of light attenuation in a range of sand-mud mixture and various
mineralogical composition. Similarly, the distance crossed by the photons in air can be affected
by a specific attenuation before reaching the sediment surface. This is very relevant the distance
between the optic fiber and the air-sediment interface to be controlled, but also the angle of
actinic light at the sediment surface could interact (Perkins et al. 2011). This specific issue
could contribute to the difficulties in using the imaging-PAM fluorometer, since 3D micro-
topography can modify the 3D field of distances crossed by photons in the air. New numerical
equations could thus be developed to account for the light attenuation in the air, if micro-
topography is measured in parallel.

The role of chl a depth profiling is the major process controlling the light attenuation in
the sediment euphotic layer. However, the presence of breakdown products (i.e. photo-oxidized
chl a after grazing by deposit-feeders, for instance) can also induce the accumulation of
pheopigments that could be also implied in kg changes. The amount of EPS produced by
diatoms during MPB migration, even if these substances are generally considered as transparent
(Decho 1990), could also induce specific light attenuation. The presence of accessory pigments
(carotenoids, phycobiliproteins), depending on the composition of the multispecific assemblage
of the biofilm, could also be taken into account, by using field spectro-radiometer sensor or
extraction of the pigments, then analyzed with HPLC (Jesus et al. 2006). Once again, all these
factors could bring new modification in the estimation of k.
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Microphytobenthic primary production estimation
In heterogeneous mudflats of an anthropized estuary

(Seine estuary, France).

This article is “in prep” and will be submitted to “Marine Environmental Progress Series”

Jérbme Morelle, Francis Orvain & Pascal Claquin

Abstract

Spatial and temporal dynamics of primary production of intertidal microphytobenthos is
fundamental regarding tidal flat ecology. The goal of this study was to estimate the contribution
of the microphytobenthos to the autochthonous primary production in a highly anthropized
estuary (Seine estuary) and to explore the relationship between the primary production
dynamics and various benthic parameters. PAM fluorescence method was used to quantify the
primary productivity on several intertidal zones during the two main productive periods of
microphytobenthos (September and April). Weak photosynthetic performances were measured
in sandy zones and during fluid mud deposit. By using a biofilm vertical structuration index,
this study highlights the strong influence of the biofilm structuration on the production rates
dynamics. A strong negative relationships was observed between phaeopigment percentage and
chl a biomass which confirmed the influence of grazers on biofilm. However, the phaeopigment
percentage do not influence primary production. At last, this study allowed to estimate the
contribution of the microphytobenthic compartment in the whole autochthonous primary
production of the estuary. This contribution do not exceed 18% due to the reduction of mudflat

areas induce by the intense hydrodynamics and anthropic disturbance of this estuary.
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1. Introduction

The microphytobenthos (MPB) is represented by photosynthetic microalgae and
cyanobacteria which form biofilms on intertidal and subtidal zones (Admiraal et al. 1985), In
estuaries, cohesive sediments are known to be colonized by epipelic diatoms (Admiraal et al.
1994). On the contrary, in regions characterized by higher hydrodynamic stress, epipsammic
species live attached to sediment grains, with lower levels of primary production, because of
fast nutrient limitation in sand matrix, where drainage of interstitial water prevents MPB from
accessing to stocks of nutrients (Ubertini et al. 2015). MPB have great ecological weight as
sediment bio-stabilizers by secreting high amounts of EPS, a process especially developed in
mud and sand-mud mixtures (Tolhurst et al. 2006; Ubertini et al. 2015). MPB is considered as
key food sources for local deposit-feeders that can sustain the upper levels of the trophic web
such as birds and fishes (Kang et al. 2015), but also for local suspension-feeders after
resuspension (Lefebvre et al. 2009; Hochard et al. 2010; Ubertini et al. 2012). The
understanding of the spatial and temporal dynamics of intertidal MPB in terms of primary
production/consumption, nutrient cycling (including bioturbation) and resuspension is of
fundamental concern in tidal flat ecology.

While the distribution of MPB has often been studied in macroscale environments (Guarini et
al. 1998; Meéléder et al. 2005; Orvain et al. 2012), primary production has rarely been
investigated at macroscale. The studies investigating MPB primary production clearly shows
that MPB primary production is comparable to that of phytoplankton (Underwood and
Kromkamp 1999) where most (~90%) production is consumed or decomposed to support local
grazing (Cloern et al. 2014). Local variations are important and annual production varied
ecosystems, between 30 and 250 gC m2 year™ (Pinckney and Zingmark 1993a; De Jong and
De Jonge 1995). Generally speaking, MPB can account for more than 50% of the whole primary
production of coastal areas (Cahoon 1999) After wave-induced resuspension, MPB contributes
significantly to primary production in tidal flat and water column production via resuspension,
particularly in turbid shallow water systems such as intertidal flats (De Jonge and Van
Beuselom 1992; De Jong and De Jonge 1995). Previous reports indicated that re-suspended
MPB in tide or wind-dominated regions could account for between 30 and 85% of total
planktonic biomass in the water column (De Jong and De Jonge 1995; Ubertini et al. 2012).
At large scale, several generalizations on MPB dynamics can be made. The MPB

biomass is generally higher in muddy habitats than in sandy habitats and peak in spring and
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summer, even if some studies documented another bloom in the fall (see review of Maclintyre
et al. 1996) and may exceed the phytoplankton biomass on a given area (Maclintyre and Cullen
1996; Underwood and Kromkamp 1999). Thereby, MPB are present in large proportions in
most of the shallow-water habitats and constitute a large pool of photosynthetically competent
organisms which contribute significantly to primary production in shallow waters (Jassby et al.
1993; Macintyre and Cullen 1995; Cloern et al. 2014). The dynamics of MPB primary
production seems followed the same trend with peak in spring and summer and with usually
higher level in muddy than in sandy habitats in terms of primary production (Maclintyre et al.
1996). In relation with environmental variables, primary production seems principally limited
by light availability reaching the MPB cells whose distribution is determined by disturbance,
grazing pressure and vertical migration. However, there are major spatial and temporal
gradients in light availability in MPB habitats which drive primary production. Steep gradients
of irradiance occur within the sediment from fine silt and mud to sand (Jesus et al. 2006) and
intertidal sites are subject to varying patterns of diel illumination periods mediated by periods
of tidal immersion (Underwood and Kromkamp 1999). At the scale of MPB biofilms, the
euphotic zone is confined to the upper few millimeters (Kihl and Jgrgensen 1994; Kuhl et al.
1994; Maclintyre et al. 1996). This is the only portion of the sediment in which the MPB are
able to photosynthesize when the surface of the sediment is illuminated. Thus, MPB are
typically concentrated in the upper few millimeters of the sediment (Pinckney and Zingmark
1993b). However, in order to optimize photosynthesis, most of the MPB cells are able to
performed migration in surface when the sediment is exposed, or in depth when it is flooded
(Palmer and Round 1965; Mitbavkar and Anil 2004). This motility which requires production
of extracellular polymeric substances (EPS) (primarily polysaccharides) is a strategy developed
to rapidly avoid photoinhibition due to high light exposure and potential saturation and
alteration of photosystems (Hay et al. 1993; Cartaxana et al. 2013). Given the range of light
imposed at the surface of intertidal mudflats in comparison with the light exposed in the water
column, this strategy is more efficient in comparison with other physiological photoacclimation
processes of the photosynthetic apparatus (Jesus et al. 2005; Serddio et al. 2012; Cartaxana et
al. 2013). Consequently, migration has to be carefully considered in order to estimate properly
microalgal abundance and productivity (Pinckney and Zingmark 1993a). In addition, depth
distribution also depends on the sediment granulometry, hydrodynamic mixing and bioturbation
(Dupuy et al. 2014) which induce different vertical organization of the MPB distribution.
Moreover, spatial pattern of biofilms repartition on intertidal flats are also observed, resulting

from interaction between diatom growth and sedimentary processes. Indeed, Weerman et al.
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(2010) showed the scale-dependent interaction between sedimentation, diatoms growth and
water redistribution which explain the observed patchiness of biofilms in intertidal flats. This
interaction between biological and physiological processes is important and could be strongly
affected by anthropic exploitation of the natural ecosystems especially since a potential
threshold in the relationship between sediment mud content and benthic chlorophyll a has been
showed. Below this threshold, the interaction network involved different variables and fewer
feedbacks than above (Thrush et al. 2012).

If the variability of MPB primary production is mainly due to differences in the
availability of light (Guarini et al. 2000), there is also a major role of geomorphology of
sediment related to the biogeochemical cycles (Hochard et al. 2010). The primary production
actually directly depends on the sediment composition, and especially sand-mud mixture
(Ubertini et al. 2015). The role of biological drivers such as grazing effects seems particularly
relevant, to explain the top-down processes regulating microphytobenthic biomass and primary
production, but this process seems underestimated in many studies (Kwon et al. 2016).

In this context, the main objective of this study was to estimate the contribution of the
benthic compartment to the autochthonous primary production in the Seine estuary, a highly
dynamic and anthropized estuary and to interpret by comparing them to sediment and benthic
variables. PAM fluorescence method was applied to quantify benthic primary productivity
along several spatial gradients of the estuary (sediment granulometry, foreshore position,
upstream/downstream gradient). The benthic primary production and the influence of human
activities on the estuarine mudflats was then discussed within an ecosystem context at patch-

(m?) and estuary-scales (km?).

2. Materials and methods

2.1. Study site and sampling

The Seine River consists of the largest riverine discharge into the English Channel. This
discharge results in creating a macrotidal estuary of 120 km under a dual marine-river influence
for a watershed surface of 78.000 km and a mean flow discharge of 400 m? s. The sampling
survey was conducted on the different intertidal zones of the Seine estuary in September 2014
and in April 2015. 15 sites were sampled in 3 different habitats in terms of substratum (i.e. a
sandy zone: the southern mudflat, a muddy site: the environmental channel and a sand-mud

mixture zone: the Northern mudflat), foreshore position (per 3 sites from the upper to the lower

213



Partie 5 : Dynamique de la production primaire microphytobenthique

limit of the foreshore), downstream-upstream distance and human influences (table 23, fig. 47).
Each site was sampled during emersion time (more than 1 hour after the beginning of exposure
period and more than 1 hour before the flow return) and three replicated squares (1 x 1 m) were

chosen randomly on each site.

Table 23. GPS coordinates (WGS84) of the 15 sampling sites. The three different zone were differentiate in terms
of substratum with a sandy zone (the southern mudflat), a muddy site (the environmental channel) and a sand-mud
mixture zone (the Northern mudflat). In the Northern mudflat, the sampling sites could be regrouped per 3 from
their position from downstream to upstream of the estuary and from the upper to the lower limit of the foreshore.

Zone label Site label  Longitude Latitude
Northern mudflat A 0.2004 49.4516
B 0.2004 49.4506

C 0.2004 49.4482

D 0.2174 49.4491

E 0.2174 49.4483

F 0.2172 49.4462

G 0.267 49.4436

H 0.2668 49.4408

I 0.2668 49.4412

Environmental K 0.2836 49.4416
channel L 0.2836 49.4401

M 0.3003 49.4391

Southern mudflat N 0.1672 49.4162
O 0.2001 49.4267

P 0.2003 49.4235

For each sampled site, three cores (20 cm diameter x 1 cm deep) were taken for
sedimentary parameters (i.e. grain size, water content, volumetric mass, dry bulk density, and
the sediment specific attenuation of light coefficient) and chlorophyll a content. After being
cautiously homogenized, the volume of substratum was determined by using cut syringes.
Thereafter, this mixture was split into flasks and conserved at -20°C before further analysis.
The photosynthetic parameters of each site were measured using PAM measurements at three
different positions chosen randomly on each site. To study the distribution of chlorophyll at
depth, three minicores (top 2 cm of surface sediment and 1.2 cm in diameter) were sampled in
the very close vicinity of PAM measurements, and immediately frozen using liquid nitrogen
haze on the field. Once frozen, they were plunged in the liquid N2 bottle and brought back to
the lab where they were preserved at —80 °C.
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Figure 47. Location of the Seine estuary (Normandy, English Chanel, France) with the 15 sampling sites in the
three respective zones: (1) the Northern mudflat (three radials: A, B, C - D, E, F - G, H, 1), (ii) the Environmental
channel (K, L, & M) (iii) the Southern mudflat (N, O, & P).

Southern mudflat

2.2. Sedimentary parameters

The fresh sediment was weighed to calculate the volumetric mass of sediment (in kg.L
1), The water content (w; %) was determined as a percentage of water relative to the total dry
sediment. The samples were dried at 60 ° C during 3 days in an oven and the weight of the
water was calculated by the difference in weight before and after the drying. The organic
content was then obtained as loss by calcination of the dry sample at 450 ° C for 4 h. The dry

bulk density (Csed, kg.m®) was estimated from o according to the equation:

X 1000
Csea = w(Vs ) 1)
100 X ys + 1000

, Where v is the assumed grain density (2650 kg.m).

To determine the particle grain size, sediments were digested in 6% hydrogen peroxide
for 48h to remove organic matter. The grain size distribution was measured with an LS Coulter
particle size analyzer on subsamples. The mud sediment fraction (i.e. mud content) was
estimated as the percentage of silt particles < 63 um and the median grain size diameter was

estimated from cumulative percentage histogram.
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In order to estimate the depth-integrated attenuation coefficient (Kaeqy in mm™) of
samples, absorbance was read on multiwell plates (96) for the same wavelength of the fiber-
PAM fluorometer (460 nm) using a FlexStation™ fluorescent microplate reader (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA). For each of the 15 stations samples in September 2014, 9 wells
with 200 pl of milliQ water were filled with the dry sediment of each triplicate to obtain
different sediment thicknesses (respectively 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200 and 400 pm). The
weight (mg) was determined with the volume of the well (cm?®) assuming a density of 1.33 g.cm”
3, The thicknesses was refine later using the weight and the measured dry density (g.cm™) of
the each samples. Therefore, Kdseq) Was represented by the coefficient a from the curve of the

absorbed light as a function of the thickness of the sample following equation 2:

y=e™ @)

2.3. Biological parameters
2.3.1. Chlorophyll a content

In order to calculate the chlorophyll a content (chl a) of the samples, 1.5 ml of fresh
sediment from the cores (20 x 1 cm) were homogenized and immediately frozen (-20 ° C). These
samples were lyophilized and a fraction of about 1 g of sediment was weighed for each replicate.
Photopigments were extracted into 10 ml of 90% acetone for 18 h in the dark at 4 °C by being
continuously mixed by automatic rotation. After centrifugation (4 °C, 2000 g, 5 min), the
fluorescence of the supernatant was measured using a TurnerTD-700 fluorimeter before and
after acidification (10 pl of HCI, 0.3 M per 1ml of acetone). The chl a values (in ug.gDW™)
and phaeopigments were then calculated using the Lorenzen metthod (1966) and converted to
mg.m2 using the dry density of the sediment by considering a sample depth of 1 cm to take into
account the chlorophyll dilution effects associated with compaction during exposure at low tide
(Perkins et al. 2003). The phaeopigments content were expressed as a percentage of total

Photopigments.

2.3.2. Biomass vertical profiles

In order to access the vertical distribution of biomass, the minicores (directly transferred
from N2 nitrogen to a -80°C freezer) were sliced using a freezing microtome (-25°C) during the
two subsequent weeks after sampling. Each sliced section (200 um) of the sediment was placed
in pre-weighed Eppendorf tube and freeze-dried. The depth intervals were 0-200, 200-400, 400-
600, 600-800, 800-1000, 1800-2000, 2800-3000, 3800-4000, 5800-6000, 7800-8000 and 9800-
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10000 um. The dry mass was measured before chl a analysis. Chl a analyses were performed
according Welschmeyer (1994).

A biofilm structuration index (BSI) was calculated by dividing the mean value of chl a
in the first top layers (0 — 1 mm) by the mean value in the underlying layers (1 — 10 mm).
Globally, it appears that a BSI > 1.5 was characteristic of an established biofilm (significant
higher chl a concentration in the top layers) and BSI < 1.5 characteristic of a homogeneous

profile.

2.3.3. Photosynthetic parameters
Fluorescence measurement

The fluorescence of benthic microalgae was measured in triplicate using a PAM
fluorometer including a PAM-control unit and a WATER-EDF-universal emitter detector unit
(Walz, Effeltrich, Germany). The distance between the fiber optic probe tip and the surface of
the sediment was kept constant at 2 mm for all measurements. Moreover, a 4 cm diameter ring
was used to isolate the sample from natural light and to control dark adaptation and the
irradiance level imposed during the light curve measurement. This setup was maintained using
a burette holder fixed on a base buried in sediment.

The PAM fluorescence method estimate an initial fluorescence yield (Fv/Fm) which
corresponds to the maximal quantum yield efficiency of the PSII (Van Kooten and Snel 1990).
After a dark adaptation of 5 min the sample was excited by a low frequency measuring light (1
umol photons m2 s, 460 nm, frequency 0.6 kHz) to access the initial level of fluorescence
yield, Fo. The maximum fluorescence (Fm) was obtained during a saturating light pulse (0.6 s,
> 10 000 umol photons m s, 460nm), allowing the quinone A (Qa), quinone B (Qg) and part
of plastoquinone (PQ) pools to be reduced. Subsequently, each samples were exposed to nine
actinic light (I: 0 to 929 pmol photons.m2.s™ in September 2014 and 0 to 2309 pmol photons.m-
25 in April 2015) for 30 seconds at each step. For each light exposure levels, a steady state
fluorescence (Fs) and a new maximum fluorescence (Fm’) were measured and a variable
fluorescence yield (AF/Fyr) calculated. Then, relative electron transport rate (relative unit) were
calculated by using the following equation: rETR = Yield x I. Non photochemical quenching

of fluorescence was also estimated with the equation NPQ = (Fm - Fm’)/Fm’.
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Fluorescence correction

According to Forster & Kromkamp (2004) and Serddio (2003), the fluorescence values
were corrected using a depth-integrated model by taking into account both the attenuation of
light from the biomass distribution and the particles grain size in the estimation of the

attenuation coefficient of light following the equation :
Kaiy = (PSed,; X k*dseay) + (PChly; X k*dcnyy) A3)

, where K”qseq) Was calculated for each sample as describe before, and the proportion of diatoms
pigment content (PChl) calculated using the biomass distribution from the minicores, the
amount of sediment dry weight (PSed) calculated following the relation: PSed = 1 — PChl and
assuming a depth-integrated chl a specific attenuation coefficient (k*d(chl)) of 58 mm

(detailed in Morelle et al, under review).

2.3.4. Primary production estimation

After correction of the rETR values, each rETRc series were plotted against light (1). To
estimate photosynthetic parameters, the mechanistic model of Eilers & Peeters (1988) was
applied to these plots in presence of an apparent photoinhibition at high lights or using the Webb
et al. (1974) model. The parameters adjustment were performed using a simplex procedure by
minimizing a least-squares criterion (Nelder and Mead 1965) to obtain the photosynthetic
efficiency (o ; pmol electrons.m?2.s.(umol photons.m?2.s1)1) and the relative maximum
electron transport rate (rETRmax; umol electon m? s?).
In order to estimate the potential MPB primary production, the maximum electron transport
rate (ETRmax, mmol electrons mgchl a* h't) was calculated as follow:

ETRax = TETRpaxC X a* X fAQpg; X 3.6 (4)
According to Kromkamp et al. (1998) , a” is a chlorophyll-specific absorption cross-section,
which for diatoms is 0.008 m?2.(mgchl a)*, fAQesi is the fraction of the photons absorbed by

the PSII. We assume that 75.7% of the photons absorbed have been attributed to photoreactions
in the PSII (Johnsen and Sakshaug 2007; Napoléon et al. 2013a).
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In order to estimate the maximum carbon incorporation (Pmax), the factor 0.114 molC.mol
electron (Barranguet and Kromkamp 2000; Morris and Kromkamp 2003; Claquin et al. 2008)
was used to convert the ETRmax in Pmax (expressed in mgC mgchl a® hh).

The parameter Ex was calculated as Ex = rETRmax / o and used to estimate of. The values of
Pmax and of were then used to estimate the primary production for each hour of daylight (1)
during the two sampling periods, using the Webb model (Webb et al. 1974) integrated with the

different layers of the photic zone as follow:

=1

. P %
PP = fzzi‘zo Pax X <1 —e " XPmaX) dz (5)

For each interval dz (200um) from the first millimeter (1% of light), Pmax is expressed in mgC
m2 h using the chl a content (mg.m) which is calculate using the chl a concentration (ug
gDW1) for each interval from the minicores, the dry bulk density (kg m™), and the thickness of
the interval (um). Moreover, I, represents the irradiance (umol photons m2 st), calculated for

each interval dz using the Beer-Lambert law as follow:

E,.

1

= Ez, X e7%*kd (6)
, Where Ezo is the incident light at the surface obtained from the nearest national weather station

and kq is the coefficient of light attenuation in the photic zone calculate in eq. 3.

2.4. Statistical analyses

All the fluorescence correction and the rETR—I curves were performed using MATLAB
program and were fitted using the Eilers & Peeters (1988) or Webb et al. (1974) models.
Multiple regressions were performed in order to estimate which parameters influenced the
dynamics of the biological parameters on R Software. The correlations between parameters
were tested using Pearson correlation tests on SigmaPlot Software. Some ANOVA and
Kruskal-Wallis tests were performed in order to estimate the significant spatial differences

between sites.
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3. Results

3.1. Sedimentary parameters

During the both sampling campaigns (September 2014 and April 2015), the 15 different
sites could be organized according to the proportion of fine mud with particles > 63 um (table
24). In fact, a gradient was observed from station O, the sandiest site at both seasons (8.61% of
fine particles in summer and 3.71% in spring), to the muddiest site, K in summer (73.70%) and
L in spring (75.68%) both located in the environmental channel (table 23). The southern
mudflat, which included the sites O, N and P could be considered as a sandy intertidal zone,
with less than 36.1% of fine particles in summer and less than 7.44% in spring. This zonation
is linked to the mean dominant current within the estuary, which is oriented to the NW, carrying
the fine particles towards the northern intertidal zone (Le Hir et al. 2001a). C and E stations in
summer, and B and H in spring were also considered as sandy sites despite being located on the
northern mudflat. The presence of a pit in the northern intertidal zone could potentially result
in the sweeping of fine particles and the presence of sandy areas where the flow is important.
This appeared at the 2 contrasted seasons, but the percentage of mud wad higher in September,
likely because of more quiet hydrodynamic condition at the end of the summer. In spring, the
increase in the river flow in winter could explain the decrease in fine particles content observed
especially at the lower limit of the foreshore. The K, L and M sites could be regarded as muddy
sites with a fine particle size representing more than 67.3% in summer. Indeed, these sites are
located in the environmental channel, a protected area with low flow and characterized by the
accumulation of fine particles. In spring, the site L was characterized by a percentage of fine
mud greater than 71.4%. All the other stations in summer were considered as sandy mud, with
a percentage of fine particles between 47.1 and 58.3%. Stations located at the top of the
foreshore have higher percentages in spring than in summer, indicating sedimentation of fine
particle during winter, a period of strong current and subsequent erosion of the estuary that
could accumulate only at the upper areas of the northern shore. Very low percentages in fine
particles were recorded in the southern intertidal zone and at the bottom of the foreshore. This
could thus confirm the transport of fine particles in the northern intertidal zone especially from
this area towards the upper mudflats of the northern area. In spring, the sites K, M and C were

not retained due to a technical problem with the sampling material.

220



Partie 5 : Dynamique de la production primaire microphytobenthique

Table 24. Values of the sedimentary parameters (mean + SD) calculate in triplicate samples for each site.

Site <63um Median K*d(sed) Volumetric Moisture D_ry bulk
(%) (um) (mm™) mass (kg.L?) content (%) density (kg.m)
September 2014
O] 8.6 172.0 24+£0.3 1.7+£0.2 26.1+17 1566.2 +42.4
C 21.8 167.6 2.8+0.3 19+0.1 28.9x6.0 1510.3 £ 139.7
N 24.0 133.2 5.0£0.3 1.7+0.1 344+52 1392.2 £ 102.8
E 28.7 122.8 3.7+£0.3 1.7+0.1 27.6 3.7 1533.5 + 84.7
P 36.1 102.8 45+0.7 1.8+£0.2 335123 1403.9 £ 45.9
B 47.1 69.1 43+04 1.7+0.1 54.6 + 8.6 1089.1 = 105.2
F 50.3 62.5 42+0.5 16+0.1 49.6 + 15.8 1168.5 £ 193.7
H 51.5 60.1 3.7£0.3 15+0.1 81.6+5.6 839.3 £ 39.8
G 57.2 53.6 3.4+£09 14+0.1 122.6 £+ 8.4 624.7 £31.9
| 58.1 50.9 39+£15 14+0.1 77.3+10.0 873.6£72.8
A 58.3 51.2 55+£0.1 16+0.2 57.0+4.2 1057.1 £ 46.5
D 58.3 48.6 5.4 +£0.7 15+£0.2 66.2 + 26.9 1003.2 £ 239.1
L 67.3 41.3 3.3+£0.7 1.3+£0.0 201.2+7.8 418.8 +13.8
M 69.7 41.0 48 0.7 16+0.1 69.4+57 935.1 £49.2
K 73.7 35.9 42+04 1.3+£0.0 198.7 £ 3.3 423.0£5.9
April 2015
@) 3.7 202.7 2.4 1.8+0.0 26.2 £ 0.6 1565.2 + 15.2
P 6.7 209.0 2.3 19+0.1 331122 14119 £43.2
N 7.4 209.7 2.3 18+0.1 29.3x2.0 1492.8 +44.4
H 10.0 51.7 4.3 1.8+0.1 39.0+ 8.6 1315.3 £ 156.1
B 35.5 128.0 3.3 14+0.0 138.0+9.4 570.3 £ 30.6
A 37.1 117.4 3.5 1.3+£0.0 168.2 £5.2 485.8 +12.3
F 43.8 79.0 3.9 1.7+0.1 53.9+3.8 1092.1 +45.3
| 58.2 205.1 2.4 14+0.1 93.0+9.8 767.9 £ 59.8
G 64.5 42.8 4.4 1.3+£0.0 157.6 +21.4 516.2 £57.9
E 64.5 44.8 4.3 15+0.1 95.7+12.0 753.7 £ 70.6
D 70.1 38.3 4.4 15+£0.0 1115+£5.2 670.7 £ 23.2
L 71.4 42.2 4.4 14+0.0 106.4+£4.9 694.1 £ 23.8

The other sediment parameters were also related to the percentage of fine sediment and

can be classified in the same ranks (table 25). Indeed, the correlation was high for the water

content with low percentages (between 20 and 40%) in sandy sites, and high percentages (up to

200%) in muddy sites. Inversely, the volumetric mass and the dry bulk density were higher in

sandy sites (up to more than 1.8 kg.L™ and 1500 kg.m respectively) and lower in muddy areas

(up to less than 1.3 kg.L™* and 500 kg.m respectively).

Table 25. Pearson correlation coefficient between sediment parameters. With n=81 for September and n=36
for April. All p-values were lower than 0.001.

Moisture content

Volumetric mass

Dry bulk density

Fine content Sept. 2014 0.64 -0.73 -0.78
April 2015 0.67 -0.78 -0.82

. Sept. 2014 -0.85 -0.94
Moisture content April 2015 -0.93 -0.96
Volumetric mass S5a, 200 0.89
April 2015 0.95
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The mean sediment specific attenuation coefficients (K aseq)) Were inversely
proportional to the median grain size in September (linear regression; R2= 0.61; p < 0.001)
following the equation :

k* a(seay = —0.0122 x Median + 4.89 (5)

Due to the impossibility to measure the k4 in April, this equation was used to estimate the
spring values. Then, low values (< 3 mm™) were recorded in sandy sites representative of a
slow absorption of light and high variable values ranging from 3.32 to 5.36 mm™ were recorded
for the other sites indicating a rapid attenuation of light as soon as the intertidal zone presented

an accumulation of fine sediment.

3.2. Biological parameters

3.2.1. Chlorophyll a
Chlorophyll a content

The chlorophyll a contents (chl a; ug gDW; table 26) were higher in September (values

ranging between 0.96 and 11.15 pg gDW™) than in April (values ranging between 0.22 and
4.72 ug gDW1). The lowest values were always recorded on sites characterized by a grain size
< 30% of fine content. Thus, the southern mudflat (sites O, P and N) showed low values for
both seasons with an average for the 3 sites of 4.43 pg gDW in September and 0.36 pug gDW-
Lin April. In September, site E showed the highest chl a content with 11.15 pg gDW2, and site
C the lowest values with 0.96 pug.gDW™. In April, the lowest value was measured at site P (0.22
tg gDW) and the highest at site D (4.72 ug gDW'1). For both seasons, all the sites with a grain
size > 30 %, located in the northern mudflat and in the environmental channel, displayed very
similar values of chl a content with an average of 5.46 + 1.84 ug gDW- in September and 3.51
+0.99 ug gDW- in April.

Chlorophyll a concentration

The chl a concentration values (mg m2) were spatially heterogeneous (table 26). The
dynamic was correlated with the chl a content (Pearson coefficient: 0.85; p<0.01; n=78), maybe
because consolidation process are low, because of the strong hydrodynamic that affects Seine
intertidal flats. In September, the lowest value (14.17 mg m) was recorded at site C and the
highest (170.72 mg.m™) at site E. In April, the lowest values were measured in the sandiest sites
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(fine content < 10%) and values ranged between 3.09 mg.m at site P and 31.06 mg.m at site
D.

Phaeopigments content
The Phaeopigment content (%) showed an inverse relationship with the chl a
concentrations (table 27). Thus, when the chl a concentrations were low it appears that the

pheopigments were abundant (table 26).

Table 26. Values of the biological parameters (mean + SD) calculated in triplicate samples for each site. With the
chl a content (ug.g2), the chl a concentration (mg.m2), the phéopigments content (%), the organic matter content
(%) and the biofilm structuration index (BSI).

<63pum

Phaeopigment Organic matter

Site (%) ( Ché\&;v_l) ( n(]: h:n%) BSI S Content (%)
9.9 g Content (%)
SUMMER
O 8.6 42+0.3 65.6 + 6.2 09+0.1 38.8+5.9 0.7+0.0
C 21.8 1.0+05 142+65 76+48 78479 0.7+0.1
N 24.0 24+ 17 35.0+254 20+0.2 76.3+17.5 0.2+0.0
E 28.7 11.2+17 170.7+256 0.9%0.1 125+6.8 1.1+05
P 36.1 24+0.7 33.8+9.2 1.3+0.2 64.3+85 1.2+0.1
B 47.1 7.0+£1.7 75.2+11.3 2907 51.0+£34 15+£0.0
F 50.3 56+3.1 63.0+324 25+0.1 60.0 + 18.6 1.6+0.3
H 51.5 3.0+£1.0 253+7.2 1.6+0.5 79.1+£53 05+0.3
G 57.2 84+15 51.8+6.8 1.7+£05 57.3+55 04+£0.1
| 58.1 46+34 38.3+25.7 1.6+0.2 66.7 £ 18.6 04+0.1
A 58.3 72+0.8 75.9+12.0 28105 52.8+5.7 15+0.2
D 58.3 6.6+1.2 67.7 £23.9 15+0.2 529+11.0 22+0.6
L 67.3 53+1.2 22.3+58 1.2+0.0 72.3+8.0 41+0.3
M 69.7 28+1.2 25.8+10.1 15+0.2 77.7+£9.2 24+0.3
K 73.7 41+05 174+2.1 09+0.1 77.4+2.6 39+05
SPRING

O 3.7 03+0.2 46+3.1 23+1.1 64.6 + 30.1 16+19
P 6.7 02+0.1 3.1+19 1.3+0.3 92.7+4.9 1.1+0.1
N 7.4 06+0.2 8.6+0.7 1.6+0.5 726+55 24+16
H 10.0 05+0.2 6.2+2.8 56+£79 87.9+5.6 1.4+0.2
B 35.5 3.7+£22 20.9+11.6 41+07 80.7 £ 6.7 43+3.7
A 37.1 45+0.3 21.8+0.9 26105 79.7+£0.3 -

F 43.8 25+0.3 26.7+25 3.5+0.7 741124 3.0+04
1 58.2 22+0.7 16.4+45 1.6+0.4 84.1+33 6.4+0.8
G 64.5 45106 235+54 22+18 77.0+5.0 8.3+0.6
E 64.5 3.0+£0.9 22.2+5.7 26106 77.8+5.2 50+0.2
D 70.1 47+0.8 31.1+40 28+0.6 69.1+3.1 2.7+0.2
L 714 3.0+1.1 20.7+£7.0 1.3 £0.0 78.2+14.3 6.4+0.0
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Table 27. Pearson correlation coefficient between parameters. With the correction for April data set in the
upper matrix and for September data set in the lower matrix. Correlation were assumed to be not significant (NS)
when p-values were lower than 0.05

April 2015
Granulometr Moisture Chla Chla Phaeopigments Organic
y <63um (%) | content (%) (ug gDWY) (mg.m?) (%) content (%)
Granulometry 0.67 ; n=36 0.70;n=33 0.75;n=33 NS 0.68; n=33
<63pm (%0) p <0.001 p <0.001 p <0.001 n=233 p <0.001
Moisture content 0.64;n=81 0.86;n=33 0.62;n=33 NS 0.71; n=33
(%) p <0.001 p <0.001 p <0.001 n=33 p <0.001
<
§ Chla 0.35;n=78 NS 0.90;n=33 NS 0.42 ; n=30
g (ug gDWY) p <0.001 n=78 p <0.001 n=233 p<0.05
£ Chla NS -0.26;n=78 | 0.85;n=78 -0.41;n=33 NS
;-). (mg.m?) n=78 p <0.05 p <0.001 p<0.05 n=30
Phaeopigments NS 028;n=78 | -0.78;n=78 | -091;n=78 0.65 ; n=30
(%) n=78 p <0.05 p <0.001 p <0.001 p <0.001
Organic content 046;n=78 0.57;n=78 NS -0.30;n=75 0.34;n=75
(%) p <0.001 p <0.001 n=75 p <0.001 p<0.01

Vertical chlorophyll a profile

In September, the chl a distribution patterns along the vertical gradient were very
variables among sites (Fig. 48), revealing a strong heterogeneity in MPB biofilm characteristics.
Homogeneous profiles were observed in the southern mudflat at site O and in the environmental
channel at site K. This homogeneity in depth was also observed at other sites but with a different
pattern: slightly higher values in surface than in depth were observed at sites M and P while
inversely, slightly lower values in surface than in depth were observed at sites L, H and E. The
other chl a profiles presented significant higher values in the first top sections (0 — 1 mm) than
in depth but with apparent differences: sites N, G and A showed a lower value in the first surface
section than in other top first sections while sites C, B, F, | and D showed the highest value in
the first surface section.

In April (fig. 49), homogeneous profiles were also observed in the environmental
channel (site L), in the southern mudflat (sites O and P) and at sites | and H. Profiles with
significant higher values in the first top sections (0 — 1 mm) and a lower value in the first surface
section than in other top first sections were observed at sites E and A, while sites N, B, F, G
and D showed the highest value in the first surface section.

The BSI (table 26) values confirmed our observation except for sites O and H in April
which presented an incoherent BSI with the apparent structuration profile, probably due to very

low chl a concentration values along the profile.
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Figure 48. Vertical profile of chl a (ug.gDW-?) for each sampling site in September 2014 ordered with the fine
content (%). (Horizontal bars represent the standard deviation; n = 3).
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Figure 49. Vertical profile of chl a (ug.gDW?) for each sampling site in April 2015 ordered with the fine content
(%). (Horizontal bars represent the standard deviation; n = 3).
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3.2.2. Organic content
Low percentage of organic content were recorded in the sandy zone at both season in
comparison to the sand-mud mixture and muddy zones. During summer, in September, the
percentages were low in the southern and in the northern mudflat with values ranging between
0.2 and 2.2%. The environmental channel presented higher values than in the other areas with
values ranging between 2.4 and 4.1%. In April the percentages were higher than in September
with values ranging between 1.1 and 2.4% in the southern mudflat, between 1.4 and 8.3% in

the northern mudflat and of 6.4% in the environmental channel.

3.2.3. Photosynthetic parameters

The effective quantum yield of the PSII (Fv/Fw; table 28) showed values ranged from
0.296 to 0.706 with an average for both seasons of 0.529 + 0.107 characteristic of a good
physiological state.
In September, the significant (p<0.01) lowest Fv/Fm values (< 0.4) were measured in the
environmental channel at sites K, L and M in comparison to the other sites more sandy (< 58.3
% of fine content). Those sites were also characterized by significantly lower a values (<0.4)
than those observed at the other sites (p<0.01; table 28). In contrast in April, the Fv/Fm values
were significantly lower (< 0.4) in sandy sites (N, H and B; < 36% of fine content) than in
muddy sites (I, E, D and L; > 50% of fine content). In the same way, the lowest Fv/Fwm ratios
were associated with the lowest a values (i.e. < 0.5). The values of o were mostly lower after
than before correction with a &, ranging between -2.67 and 1.75 % in September and between
-16.84 and 3.58 % in April. No clear pattern could be extracted from the percentage of
correction in relation with the sedimentary properties.
Regarding rETRmax (umol electon m2 s2), in September, values ranging between 288.16 umol
electon.m?.s? (Site M) and 766.98 pmol electon m? s (site L) with a strong spatial
heterogeneity (table 28). In April, rETRmax Values ranged between 179.2 and 693.2 umol
electon m? s and were significantly lower on the sandiest sites (O, P, N and H) than in the
muddiest sites (> 36% of fine content). Except for K in September, all the values were higher
after than before correction with a mean of &etrm ranging between -4.40 and 38.78% in
September and between 2.31 and 60.29% in April (see Morelle et al. (under review) for more
explanations). Thus, the mean correction of rETRmax values for both seasons was +20.89% after

correction.
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Table 28. Values of the photosynthetic parameters (mean + SD) calculated in triplicate samples for each site. With
the effective quantum yield of the PSII (Fv/Fwm), the photosynthetic efficiency (a; ...), and the relative maximal
electron transport rate (rETRmay; ...). The variation coefficients (& in %) of the photosynthetic parameters were
given to evaluate the difference before and after application of the depth-integrated fluorescence correction
(Morelle et al. under review).

Site <63um Fv/iFm o (o rETRmM SrETRmM
(%) (rel.unit) (rel. unit) (%) (rel. unit) (%)
September 2014
] 8.6 062+0.01 055+0.01 -1.8+0.4 348.7 £ 61.7 31.7+27
C 21.8 057+0.02 0.50%0.02 03+0.3 338.3+27.5 21.4+£3.0
N 24.0 0.71+0.03 0.62+0.03 -15+27 529.5+ 188.3 38.8+23
E 28.7 052+0.06 0.46+0.02 09+0.3 608.2 + 90.6 172+ 95
P 36.1 0.63+0.03 0.53+0.02 08+1.3 555.1 + 46.7 257114
B 47.1 058+0.02 0.55+0.04 -11+55 496.4 + 245.1 15.0+12.2
F 50.3 0.60+0.02 0.53+0.01 2.7+21 501.6 + 202.0 22712
H 51.5 0.61+0.09 0.65+0.04 -12+17 543.9+ 1418 18.8+9.0
G 57.2 0.60+0.01 0.56+0.02 0.2+09 467.7 £ 62.7 145+ 17
I 58.1 0.57 +£0.03 0.55 +0.05 0.2+0.7 479.4 £191.8 105+14
A 58.3 0.57+0.01 0.47+0.00 -21+0.9 4675+ 35.7 325+29
D 58.3 0.44+0.03 0.47+£0.03 -04+0.2 463.0 + 39.1 46+13
L 67.3 0.36+0.06 0.28+0.04 1.8+0.0 767.0 £ 110.4 19.6 +19.3
M 69.7 0.30+0.10 0.35+0.07 -12+1.0 288.2+44.4 43+111
K 73.7 0.32+0.16 0.35+0.07 -1.0+0.5 569.4+40.4 -4.4+17.4
-06+1.9 18.1+13.3
April 2015
@] 3.7 0.47+0.05 0.51+0.06 -09+4.1 379.2+54.3 129+83
P 6.7 0.58+0.02 0.60+0.08 -6.0+5.0 370.6 +31.5 28.3+10.1
N 7.4 0.36+0.09 0.49+0.04 -3.1+26 211.6+78.2 185+34
H 10.0 0.31+0.01 0.37+0.06 2.1+10.9 179.2 +14.1 27.4+21.1
B 35.5 0.31+0.03 0.32+0.03 16+0.8 411.8+ 167.6 2.3+0.6
A 37.1 052+0.04 0.48+0.07 36+22 651.9£171.4 119+38
F 43.8 056+0.10 0.53+0.08 02+20 633.7 £ 154.8 122+9.1
I 58.2 0.67+0.02 0.60 £ 0.06 -16.8 £8.9 497.8 £ 128.1 60.3 £ 25.6
G 64.5 059+0.04 0.58+0.06 -7.0+£3.5 401.8 +55.1 221452
E 64.5 0.65+0.01 0.62+0.01 -3.8+1.6 693.2 £ 116.9 23.3+35
D 70.1 0.67+0.01 0.66+0.00 -71.7+£2.0 560.5 + 61.5 27.2+6.6
L 71.4 0.62 £ 0.05 0.64 £ 0.04 -126+7.4 471.2 £ 90.2 37.4+17.7
44+74 243+175

3.2.4. Primary production estimation

For each site, the PPmax (Mg C mgchl a h't) was estimated from rETRmax (table 29). The
same range of PPmax can be observe for each site and at each season with values ranging from
5.29 t0 22.66 mg C mg chl a* h™t with a mean value of 14.62 mg C mgchl a* h™t in September
2014 and of 13.45 mg C.mg chl a h™t in April 2015. The lowest PPmax Was measured at site M
in September and at site H in April. The highest PPmax was observed at site L in September and
at site E in April. Those values were used to estimate at each hour of daylight the primary
production for each day of each sampled month (table 29). The mean daily PP values were more
variable ranged between 24.45 mg C m2 d* at station H in April 2015 to 761.20 at station B in
September 2015.
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Table 29. Microphytobenthic primary productivity (Pmax; mgC.mgchl a*.h) and daily (mgC.m.d*) and monthly
(gC.m2.m%) production for each sampling sites of the Seine estuary in September 2014 and in April 2015.

Site <63um Pmax PP PP
(%) (mg C mgchl ath?) (mgC m? day?) (9C m2 month™?)
SUMMER
O 8.6 103+ 1.8 191.6 5.8
C 21.8 10.0+0.8 507.9 15.2
N 24.0 15.7+5.6 234.8 7.0
E 28.7 18.0x 2.7 278.7 8.4
P 36.1 164+14 63.3 1.9
B 47.1 14772 761.2 22.8
F 50.3 14.8+6.0 410.6 12.3
H 51.5 16.1+4.2 219.9 6.6
G 57.2 13.8x1.9 573.2 17.2
| 58.1 142 £5.7 307.0 9.2
A 58.3 138x11 391.0 11.7
D 58.3 13712 358.2 10.8
L 67.3 22.7+3.3 71.0 2.1
M 69.7 08513 91.0 2.7
K 73.7 168+ 1.2 46.9 14
14.6 £ 3.5 300.4 9.0
SPRING

@] 3.7 11.2+1.6 53.1 1.6
P 6.7 11.0£0.9 52.7 1.6
N 7.4 06.3+2.3 384.6 11.5
H 10.0 05.3+x04 24.5 0.7
B 35.5 12.2+5.0 386.6 11.6
A 37.1 19.3+£5.1 296.0 8.9
F 43.8 18.7+4.6 141.3 4.2
| 58.2 147+ 3.8 240.3 7.2
G 64.5 11916 352.6 10.6
E 64.5 205+ 35 546.0 16.4
D 70.1 166+ 1.8 572.1 17.1
L 71.4 13.9+22 192.9 5.8
13.5+4.8 270.2 8.1

Despite an important variability, the lowest values of daily PP were always found in the sandy
habitat of the southern mudflat or in the muddy habitat of the environmental channel showed
some of the lowest values of PP while the highest daily PP were always found in a sand/mud
mixture habitat. At monthly scale (table 29), the PP values were ranged between 0.45 and 22.84
g C m? month* following the same variability than the daily PP. The mean monthly PP were
similar during the two sampling month with 9.01 g C m month in September 2014 and 8.11
g C m2.monthtin April 2015.

The multiple regressions performed using the down/top step by step method with all the
other parameters allows us to explain the primary production (mgC m day) dynamic at 58%
(R? = 0.577) by the chl a content (19%), the BSI (18%) and the alpha values (20%). The other
42% cannot be explain by the other physical, chemical, biological and photosynthetic
parameters tested (sampling date, fine content, Median grain size, kd, moisture content,
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Volumetric mass, dry bulk density, phaeopigments content, organic content, photosynthetic
Yield, rETRmax and Pmax) over 2%.

The mean values of monthly PP were used to estimate the PP (gC m month™) of each
mudflat (table 30). For each sampling month, the northern mudflat presented the highest
production per m? with 12.69 gC m month™ in September and 9.60 gC m month™ in April.
The environmental channel showed the lowest value in September with 2.09 gC m2 m™ while
it was the southern mudflat that was less depressed in terms of PP in April with 4.90 gC m™
month™. The surface of each area was used to estimate the carbon stock created by the MPB
during each month (table 30). Thus, the southern mudflat was the least productive zone for each
month with 0.39 tC month™* while the northern mudflat was the most productive area with 58.99
tC in September and 44.63 tC in April. Finally, the estuarine mudflats produced 62.07 tC in
September 2014 and 52.48 tC in April 2015.

Table 30. Microphytobenthic primary production expressed in gC.m2.month™* and in tC.m2.month™* calculated
from the surface of each mudflat sampled in the Seine estuary in September 2014 and in April 2015.

Production (gC m? month™?)

Mudflats | Southern | Northern | Environmental channel
Sept 2014 4.90 12.69 2.09

Apr 2015 4.90 9.60 5.79
Area (km?) 0.08 4.65 1.29

Production (tC month)
Sept 2014 0.39 58.99 2.69
Apr 2015 0.39 44.63 7.46

4. Discussion

4.1.Photoacclimation strategies

The results of this study confirm, with in situ application, the relevant underestimation
of the photosynthetic parameters without application of a depth integrated model on PAM data
(Serddio 2004; Forster & Kromkamp 2004; Morelle et al, under review). In fact, the results
suggest that the lower sections of the sediment have a weak involvement in the global
photosynthetic efficiency (a) but a significant involvement in the maximal photosynthetic
capacities (rETRmax) illustrated by the variation in &, and &retrmax Up to 39 % in September and
60 % in April. In fact, this very high values of correction are much higher than what was
observed in other studies (Forster and Kromkamp 2004; Serddio 2004), when applied in the

field thanks to the new tool (Morelle et al. under review) to apply these corrections of self-
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shading biofilm and sediment composition, directly on measured estimated on the field (light
attenuation). The strong hydrodynamism of the Seine estuary (with 7 mm of fluid layer that can
cover sediment surface in one tidal cycle) certainly explained the higher number of situation,
for which the MPB biofilm is not well established and almost homogeneous (BSI close to 1).
The estimates of photosynthetic parameters and the caution taken to account for the chl a depth
profiling, affecting light attenuation, are thus especially appropriate on the mudflats of the Seine
estuary, but probably also in other estuaries, where unconsolidated fluid layers can often cover
the sediment surface, before being rapidly re-suspended. The Turbidity Maximum Zone of the
Seine estuary and the high discharge level (especially in winter) in the water column is very
dynamic and also reveals the potential high amounts of sedimentation and erosion during tidal
cycles. This process must explain the numbers of situation, for which the MPB biofilm does
not have time to be well established.

The values of a observed in this study were associated and highly correlated with Fv/Fu
values. Low values of Fv/Fm can be induced by a limitation in nutrients or a chronic
photoinhibition (Kromkamp and Peene 1999; Barranguet and Kromkamp 2000). However, it
appears that in estuaries, MPB is rarely nutrient-limited due to its ability to incorporate nutrients
coming from mineralization rates of organic matter of the sediment, especially accessible in
deeper layers during its migration phases for nitrogen (Underwood and Kromkamp 1999;
Orvain et al. 2003) but also silicates (Longphuirt et al. 2009; Leynaert et al. 2011).

In this study, the weak values of the photosynthetic parameters observed in April at sites
H & B could be induced by photoinhibition. Indeed, at these two sites, the photoinhibition could
have been promoted by the high concentration of chl a recorded in surface (BSI > 4) which
exposed cells to the incident light and by the sandy sediment which facilitated the light
penetration. Moreover, the sandy habitat generally contain more epipsammic than epipelic
diatoms (Barranguet 1997; Méléder et al. 2003), those benthic microalgae displaying a low
mobility. However, migration ensures protection from photoinhibition and desiccation and
facilitates access to nutrients and organic and inorganic carbon deeper in the sediment
(Barranguet et al. 1998; Barnett et al. 2015). Then, though migration seems to be the most
efficient process and probably the best strategy for avoiding overspending energetic costs, the
prevalence of migration was only describe for epipelic diatoms inhabiting muddy sediments,
while physiological protection strategies are exclusive in sandy sediments (Cartaxana et al.
2011). The xanthophyll cycle is the major physiological process implied in photoprotection of
benthic diatoms undergoing excessive irradiance (Cartaxana et al. 2013) but this process induce

low photosynthetic parameters for non-migratory MPB (Du et al. 2017). Thus, in sandy habitat,
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it appears that a homogeneous profile is better adapted to avoid photoinhibition, protect cells,
and access nutrients. Indeed, the sites H & B were more sensitive to photoinhibition due to their
chl a profile whereas the other sandy sites which presented a homogeneous profile of chl a
showed higher values of photosynthetic parameters.

The weak values of the photosynthetic parameters observed in the environmental
channel in September cannot be explain by these hypotheses. Indeed, the chl a depth profiles
were rather homogeneous and this mudflat was the muddiest zone. Surprisingly, it appears that,
in summer season, the muddy environment does not gather the favorable conditions for the
growth of MPB biofilms. Muddy environment is characterized by strong light absorption and
the presence of a strong fraction of mobile diatoms which may result in decreased
photosynthesis (Billerbeck et al. 2007). Moreover, in this estuary, the amount of fine-grained
material depends on the volume of erodible mud within this macrotidal estuary (Lesourd et al.
2003). The mud bedforms and fresh mud deposits are continuously reworked by intense
hydrodynamics, wave regime, and rain-induced runoff creating new surface layers which could
be identified as an additional challenge for biofilm formation and photosynthesis realization.
Depending on the thickness of the deposited layer, the MPB cells will migrate to build up a new
pioneering biofilm during a lag phase that is recognized to last 3 days in cultivation conditions
(Orvain et al. 2003). Thereby, in summer, the low river flow could have retain the particles in
the estuary and favor the deposit of fluid mud in the environmental channel, which is a
preferential accumulation zone (Le Hir et al. 2001a). These sedimentary features strongly limit
the photosynthesis performances in comparison with April where the sediment was likely to be
eroded due to the significant hydrodynamism in winter (Ser6dio and Catarino 1999) and could
have been flushed with more facility out of the estuary and limited the deposition of fluid mud
on the intertidal flats during the ebb. In the sand-mud mixture zone (40-60% of fine content),
the Fv/Fm and the a were always high regardless the chl a profile or the season demonstrating
that the MPB are in the best conditions and well acclimated to high irradiance in those
environment type as describe before (Ubertini et al. 2015). It was also shown that the EPS were
most excreted in sand-mud mixture zone (Ubertini et al. 2015). It would be interesting to deepen
the knowledge about EPS in these zones in future studies and thus the potential role of the MPB

in sediment biostabilization which would thus be stronger under these conditions.
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4.2.Influence of biological and environmental parameters

The relationship between MPB primary production dynamics with other factors was
tested using a stepwise multiple regression analysis. This analysis showed that the chl a content,
(with values ranged between 0.22 and 11.15 ug gDW (3.1 and 170.7 mg m™2) which were in
line with the range from 1 to 560 mg m describe by Macintyre et al. (1996)), the biofilm
structuration (BSI), and the photosynthetic efficiency (a) explained almost 60% of the variation
in production rates for all sites at both seasons. This result makes sense because a high content
of chl a well-established in a structured biofilm is decisive for showing high photosynthetic
efficiency. The BSI (biofilm vertical structuration index) is clearly an excellent predictors of
the ability of MPB to form a clear established biofilm which represent the best biological
situation to performed photosynthesis. It appears surprising that the physical and chemical
parameters made a very inconsistent contribution to the variance. However, our way of
calculation used the light-exposure duration and the irradiance values to estimate the production
rates. Thus, as shown by previous authors (Migné et al. 2004; Kwon et al. 2014), the light was
the prime factor influencing our daily primary production estimations. In addition, our
estimation took into account the attenuation of light in the euphotic zone of the sediment which
was calculated using the chl a profile and the sediment grain size which thus also played an
important role in our estimation and confirmed previous studies (Kuhl and Jargensen 1994;
Kihl et al. 1994; Forster and Kromkamp 2004; Ser6dio 2004). Moreover, the variation of each
factors regulating this production is also important. Indeed, our results confirmed that the chl a
content values were highly influenced by physical and chemical parameters like hydrodynamic,
temperature, light, or sediment granulometry (Serédio and Catarino 1999; Jesus et al. 2006) but
also by biological parameters like phaeopigment percentages which confirm the potential top-
down control by herbivory on MPB biomass (Santos et al. 1997; Cartaxana et al. 2003; Kwon
et al. 2016). Therefore, the primary production dynamics is also indirectly affected by these
parameters due to their influence on chl a distribution. The same observation can be made for
a, whose values were highly correlated to Fv/Fm values. If high o values depend on high Fv/Fw,
knowing that the values of Fv/Fm are dependent upon photoinhibition processes, nutrient
capture with biofilm structuration, and sediment type, a values could depend on them too. To
conclude on this question, the BSI will depend on the environmental parameters especially the
sediment type (Jesus et al. 2006) and influence the photoinhibition, the access of nutrients and
the rETRmax Which influence the production rate. Finally, primary production estimates did not
respond to simple relationships with their fluctuating environment. Overall, the relationships

between environmental parameters and primary production could not be fully described and/or
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explained using known indices because of the complex interrelationships between factors.
These observations are in complete adequacy with the assumption made by Guarini et al.
(2000), in their dynamic reference model for MPB primary production, that the primary
production is completely dependent on the migration pattern. Moreover, the higher level of
primary production in April compared to September can be also explained by the potential role
of thermo-inhibition, the optimum temperature for primary production being estimated at 25°C
(Blanchard et al. 1997). The temperature can reach very high temperature at the mud surface in
summer, as being recorded by Orvain et al. (2014) in Marennes-Oléron bay.

The negative relationships observed between phaeopigment percentage and chl a
biomass confirms well the relevance of grazers on intertidal mudflats observed by Kwon et al.
in Korean mudflats (2016), the deposit-feeders being able to suppress and consume a high
quantity of produced chl a (transformed in breakdown products, i.e. phaeopigments). However,
this grazer-dependence that appears relevant in the present study to explain low values of MPB
biomass in summer (table 3), does not affect directly the primary production, since the
phaeopigment percentage is not retained as an explanatory variable in the multiple regression
test. Magni and Montani (2006) clearly showed a strong dependence of the nitrate/nitrite
remineralization rate upon the macrofaunal activity (bioirrigation and bioturbation) when
analyzing pore-nutrient vertical profiles on a tidal flat during a 1-year survey on a tidal sandflat,
and the nutrient stocks were positively correlated with chl a biomass. In the present study
investigated in various sand-mud mixture in the Seine estuary, we only observed a negative
correlation of phaeopigment percentage on the chl a biomass physiological yield (Fv/Fm). These
observations does not indicate a stimulation of photosynthetic activity by bioirrigation
processes, similar to the one observed by Magni and Montani (2006), at least at the investigated
scale.

4.3.Microphytobenthic primary production in the Seine Estuary

In this study we found a maximal MPB primary productivity ranged between 5.3 and
22.7 mg C mg chl a h*! and a daily MPB primary production ranged between 24.5 and 761.2
mgC m day*. These results are in line with estimations established by Spilmont et al. (2006)
in the same estuary on the northern mudflat where he found values of PPmax ranging from 2.4
to 869.7 mg C m day! along an annual survey. Beside primary production rate were often
expressed in mgC m2 h, assuming a exposure period of approximately 6 hours, our results

were also in line with other hourly and daily primary production estimations in estuaries as in
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the Santos estuary, Sao Paulo, Brazil (De Sousa et al. 1998), in the Ems Dollard estuary (Colijn
& De Jonge 1984), in the Westerschelde and Oosterschelde estuaries (Barranguet and
Kromkamp 2000) and some other estuaries (Underwood and Kromkamp 1999). In comparison
with the phytoplankton primary production estimated along the salinity gradient of the Seine
estuary at the same periods (Morelle et al, under review) from 1.1 to 3.5 g C m? month™ in
September and from 0.3 to 7.5 g C m month™ in April, the MPB appears to be more productive
with values comprise between 1.4 and 22.8 g C.m2.m™ in September and between 0.7 to 17.2
g C m?2 month in April (table 6). However, the surface of the productive mudflat and the
surface of the productive water column and the light exposure period of these two compartments
are highly different and the carbon pool available from each one in the whole estuary do not
show the same result. Indeed, by taking into account the surface area, the phytoplankton
primary production has been estimated at 281 t C in September and 500 t C in April. In
comparison, the MPB primary production was estimate at 62 t C in September and 53 t C in
April (table 7). Thus, if we consider these two compartments as the only autochthonous primary
producers, the relative contribution of MPB to total estuarine autochthonous primary
production was 18% in September and 10% in April which is much less than observed in other
estuarine systems (tab.4 in Underwood & Kromkamp 1999).

Studies dealing with sediment dynamics in the Seine estuary showed the decline of the
volume of erodible mud, the turbidity maximum and reduction of mudflat areas due to the
intense hydrodynamics and anthropic disturbance. In this estuary, the fluid mud is not as
developed as in the Gironde or the Loire estuaries (Lesourd et al. 2003) and the deposition area
is now located in the subtidal areas of the river mouth. Intertidal mudflats being less and less
fueled by mud inputs. In this context, we can question whether MPB primary production rates
are now dramatically depressed. The historical engineering context and the displacement of the
mud deposition areas from the intertidal to the subtidal part of the estuary can inhibit the MPB
primary production. The MPB primary production is a major ecosystem function injecting
carbon and organic matter in the food-web, and a reduction of MPB activity must alter the
performances of the superior components all along the trophic web, thereby threatening
economic resources like fish stocks but also protection ecological stakes regarding birds and

wildlife.

5. Conclusion
This study showed weak values of the photosynthetic parameters due to photoinhibition

processes favored by biofilm structuration in sandy sediment and also by fluid mud deposition
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on the sediment surface which strongly limit photosynthesis. Our results pointed out that chl a
content, biofilm structuration, and photosynthetic efficiency explained almost 60% of
production rates variability for all sites at both seasons. Although a negative relationship was
observed between phaeopigment percentage and chl a biomass which confirms the relevance
of grazers on intertidal mudflats, their activity seems not affect directly the primary production
in this study. The primary production rates estimated in this work appeared to be dependent on
irradiance levels, migratory capacities or temperature. Even if, this study confirm the high
productivity of microphytobenthos in comparison with phytoplankton, the productive surface
of the intertidal flat, largely reduced anthropic activities, allowed the microphytobenthos to

perform only between 10 and 18% of the autochthonous primary production.
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Partie 6 : Synthése génerale, discussion et perspectives

L’objectif de cette étude était d’évaluer la dynamique spatiale et temporelle de la
production primaire de 1’estuaire de Seine, des compartiments phytoplanctonique et
microphytobenthique. Afin de comprendre la variabilité de cette production, les parametres
physicochimiques et la diversité phytoplanctonique ont été étudiés ainsi que la dynamique
d’excrétion du carbone sous forme de TEP et d’EPS. L’ensemble des résultats obtenus dans
cette étude permet ainsi de caractériser les dynamiques physicochimiques et biologiques de

I’estuaire de Seine.

1. Dynamique des parameétres environnementaux

En surface comme en profondeur, une vision précise de la dynamique des paramétres
physico-chimiques au cours de 1’année 2015 a pu étre définie. Ainsi, de janvier a mars, cette
dynamique présentait de fortes concentrations en azote inorganique dissous (DIN) et en silicates
(Si) liées a un fort débit de la riviere a cette saison. A partir d’avril et jusqu’en octobre, les
augmentations des valeurs de température et d’irradiance, suivies par une augmentation de la
salinité, en lien avec une diminution du débit, permettent d’identifier les saisons printaniére et
estivale. Enfin, a partir d’octobre, la saison hivernale a pu étre caractérisée par une
augmentation du débit entrainant une élévation de la turbidité et des concentrations importantes
en matiére en suspension (MES). En effet, au cours de cette étude, nos résultats ont mis en
évidence de fortes concentrations en MES et une importante turbidité dans I’estuaire de Seine.
Les dynamiques de ces deux variables, fortement corrélées entre elles, ont pu étre reliées aux
processus de remise en suspension de sédiments, induits par les flux de la marée a 1’échelle
journaliére et par les variations du débit fluvial a I’échelle saisonniére. La dynamique de MES
était également positivement associée aux concentrations en phosphates (P) notamment au
niveau de la zone de turbidité maximale (MTZ) et lors de la remise en suspension. Ceci
s’explique par le fait que les P sont adsorbés par les MES (Morris et al. 1981; Sharp et al. 1982;
Némery and Garnier 2007) et en conséquence les flux de P sont donc en partie contr6lés par la
dynamique des matieres en suspension. Cependant, les concentrations en sels nutritifs dans
’estuaire étant trés importantes tout au long de 1’année, aucune période de limitation potentielle
de la croissance du phytoplancton par ces éléments nutritifs n’a été observée. Spatialement, les
valeurs de la concentration en nutriments et la turbidité ont mis en évidence des gradients
décroissants de 1’amont vers 1’aval alors que les valeurs de salinité suivaient un gradient

croissant. Ainsi, la dynamique des parameétres physicochimiques a permis de distinguer deux
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zones distinctes dans 1’estuaire, caractérisées par des dynamiques différentes : la zone avale (A)
comprenant les stations 1 & 4 et la zone amont (B) comprenant les stations 5 a 8 (chap. 3).
Afin de replacer notre étude dans un contexte pluriannuel, nous avons comparé les débits
de 2015 avec ceux de la période 2000-2016. Cette année n’a pas montré d’étiage ou de crue
exceptionnelle contrairement a I’année 2016 par exemple ou un épisode de crue de la Seine a
pu étre observé en juillet (fig. 50). Nous pouvons ainsi estimer que 1’année 2015 peut étre

considérée comme représentative du débit moyen de I’estuaire.
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Figure 50. Diagrammes en boite de la variation du débit de la Seine a Poses (m®.s™) pour les années 2000 a 2016.
Chaque boite représente 1’ensemble des données mesurées quotidiennement au cours de 1’année concernée. La
boite a moustache est délimitée par les quartiles 1 et 3 et la barre centrale représente la médiane de la série de
données. Les barres externes représentent 1.5 fois 1’écart interquartiles avec les valeurs extrémes et les points situés
au-dela représentent les points fuyards (outliers). L’année 2015 est identifiée dans un rectangle rouge.

Les vasiéres intertidales de I’estuaire ont pu étre différenciées en fonction de leur
structure sédimentaire a partir des mesures en septembre 2014 et en avril 2015. Ainsi, la vasiére
Sud a été définie comme une zone sableuse avec trés peu de particules fines. Cette structure
sédimentaire s’explique par le courant moyen de 1’estuaire qui s’oriente au NO, emportant les
particules fines vers la zone intertidale nord (Le Hir et al. 2001a). La vasiére Nord a été définie
comme sablo-vaseuse mais présentait également des zones typiquement sableuses. Enfin, le
chenal environnemental, zone de faible débit et d’accumulation de particules fines, a été défini

comme une zone vaseuse. En raison des forts débits hivernaux, la granulométrie a varié entre
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les saisons favorisant le dépdt de particules fines au Nord et donc I’apparition de zones
sableuses en bas d’estran et au niveau des fosses au printemps. Ainsi, les zones sableuses ont
été caractérisées par une plus faible teneur en eau, une plus forte masse volumique et une

pénétration de la lumiére plus importante que dans les zones vaseuses.

2. Dynamique des communautés

Biomasse des cellules photosynthétiques

A T’échelle saisonniére, la biomasse phytoplanctonique en surface a montré, en surface
comme en profondeur, de fortes concentrations en chl a au printemps et en été, avec un gradient
décroissant de 1’aval vers I’amont (fig. 51 & 52). En hiver, de fortes valeurs de chl a ont été
mesurées dans la MTZ, principalement en décembre. Ces fortes concentrations peuvent étre en
lien avec I’apport de végétaux supérieurs en provenance de 1’amont de I’estuaire. Nos données
suggerent que la disponibilité en lumiere, variable en fonction de la saison et de la turbidite,
était le principal facteur de controle de cette dynamique dans I’estuaire. Cependant le gradient
de salinité qui peut induire un stress osmotique et entrainer la lyse de cellules (Lionard et al.
2005; Servais and Garnier 2006; Hernando et al. 2015) pourrait également étre en partie
responsable du gradient observé. Nos résultats a 1’échelle du cycle tidal et en profondeur nous
ont également montré que la biomasse chlorophyllienne provenait principalement d’un apport
de la zone polyhaline qui pénétre la zone amont de 1’estuaire lors de la marée montante. En
effet, les débits plus faibles aux saisons printaniére et estivale permettraient la migration en
amont des especes marines (Josselyn and West 1985). Dans la zone aval de I’estuaire
(Honfleur), les valeurs de chl a mesurées 2015 sont dans la gamme des valeurs mesurées
précédemment sur la méme zone entre 2008 et 2014 (fig. 53). En revanche, dans la zone amont
(Tancarville), la biomasse chlorophyllienne moyenne mesurée en 2015 était relativement faible
par rapport a celles mesurées précédemment sur cette zone entre 2008 et 2014. Les précédentes
mesures ayant été réalisées pendant des stades différents de la marée, sans échantillonner la
saison hivernale, cela pourrait expliquer cette différence. En effet, notre étude a montré que les
valeurs étaient tres faibles en hiver et trés variables en fonction du cycle tidal, notamment dans

la zone amont ou le cycle tidal induit de fortes remises en suspension.
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Chlorophyll a (in pg.L™) in the sub-surface layer (i.e. 1 m depth)
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Figure 51. Variations de la biomasse en chl a (pg.L™) en sub-surface (-1m) pour chaque mois de ’année 2015.
Les points blancs sur les cartes représentent les stations d’échantillonnage.
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Chlorophyll a (in pg.L™") on the water sediment interface (i.e. on 1 m above)
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Figure 52. Variations de la biomasse en chl a (ug.L™?) en profondeur (1m au-dessus du sédiment) pour chaque
mois de I’année 2015. Les points blancs sur les cartes représentent les stations d’échantillonnage.
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Figure 53. Diagrammes en boite de la variation de la concentration en chl a (ug.L™) mesurée en aval (Honfleur)
et en amont (Tancarville) de I’estuaire de Seine pour les années 2008 a 2015. Chaque boite représente 1’ensemble
des données mesurées quotidiennement au cours de 1’année concernée. La boite a moustache est délimitée par les
quartiles 1 et 3 et la barre centrale représente la médiane de la série de données. Les barres externes représentent
1.5 fois I’écart interquartiles avec les valeurs extrémes et les points situés au-dela représentent les points fuyards
(outliers). L’année 2015 est identifiée dans un rectangle rouge.

Les valeurs de la biomasse microphytobenthique échantillonnée en Septembre 2014 et
en avril 2015 étaient plus importantes en été. Spatialement, les plus fortes biomasses ont été
mesurées sur le chenal environnemental en été et sur la vasiére Nord au printemps. Les plus
faibles biomasses étant systématiquement observées sur la vasiere Sud. Bien que nos résultats
confirment en partie que la teneur en chl a est corrélée positivement a la teneur en eau (Paterson
et al. 2000), ils confirment également que les zones fortement vaseuses peuvent étre limitantes
pour la croissance microphytobenthique et que le milieu sablo-vaseux serait le plus favorable
(Ubertini et al. 2015). Les profils de répartition de cette chlorophylle étaient cependant tres
variables. Des profils homogenes ont pu étre observés en vasiere Sud et dans le chenal
environnemental confirmant que la bonne pénétration de la lumiére dans le sable favorise une
répartition homogeéne (Jesus et al. 2005; Cartaxana et al. 2011). A contrario, en milieu vaseux,
ces profils peuvent illustrer la difficulté pour les cellules microphytobenthiques de se déplacer
dans une vase fluide. En vasiére Nord, de fortes concentrations en surface qui diminuent de
facon importante avec la profondeur ont été observées, traduisant la présence de biofilms bien

établis et confirmant les conditions favorables des zones sablo-vaseuse.
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Diversite des communautés phytoplanctoniques

Les fortes densités de chl a coincidaient avec une forte richesse spécifique qui diminuait
de l'aval vers I'amont d{ au gradient salin. Cette hypothese est en accord avec le grand nombre
d’unités taxonomiques identifiées comme du phytoplancton d’origine marine. Ainsi, I'estuaire
de Seine semble principalement soutenu par des espéces phytoplanctoniques d’origine marine,
dont la richesse spécifique et I’abondance diminuent avec le gradient de salinité. Cela confirme
I'opinion de Cloern & Dufford (2005) selon laquelle la diversité des écosystemes estuariens
serait soutenue par I'immigration et la dispersion. Ce schéma de distribution semble étroitement
lie au concept d'écocline propose par Attrill & Rundle (2002) et déja observe dans I'estuaire de
I'Escaut (Muylaert et al. 2009). Ainsi, si I'estuaire est représenté par un modele a deux écoclines,
il semble que, cette étude ait étudié I'écocline marine alors que I'écocline d'eau douce serait
située en amont, dans la partie oligohaline non échantillonnée de 1’estuaire (salinité < 1%o). En
effet, la faible observation d’especes d'eau douce pourrait étre liée aux limites de la stratégie
d'échantillonnage qui se terminait par la MTZ. Or, la survie des especes d'eau douce dans la
MTZ est trés faible (Muylaert et al. 2000b). D’autant plus que dans l'estuaire de Seine, le
copépode Eurytemora affinis (Poppe, 1880) est largement présent dans la zone oligohaline
(jusqu'a 2x10° ind.m™) et semble se nourrir principalement du phytoplancton d'origine fluviale
(Cailleaud et al. 2007).

Lors de cette étude, trés peu d’espéces de dinoflagellés ont été observées (un pic
printanier (avril-mai) dominé par Gonyaulax sp. et un pic estival (juillet a septembre) dominé
par Scripsiella sp. et Prorocentrum sp.. Les principales unités taxonomiques observées étaient
des diatomées dont I’assemblage était dominé par Skeletonema sp., Nitzschia sp. et Paralia
sulcata. Cet assemblage a déja été observé dans I’estuaire de la riviére Pearl (Huang et al. 2004)
et peut étre relié a la tolérance de ces genres et especes aux conditions dynamiques et a leur
nature euryhaline. En effet, les especes appartenant aux genres Skeletonema et Nitzschia sont
euryhalines et eurythermales, leurs taux de croissance sont importants dans des conditions
eutrophes (Huang et al. 2004). De méme, P. sulcata possede une large répartition pélagique et
benthique, littorale et subtidal, saumatre et marine (McQuoid and Nordberg 2003). De plus, P.
sulcata est une espéce adaptée aux faibles luminosités, ainsi le mélange vertical et la remise en
suspension dans les estuaires créent des conditions favorisant son développement, la rendant
plus compétitrice par rapport aux autres espéeces présentes (Hobson and McQuoid 1997).
D’autres genres de diatomées telles que Dytilum sp., Rhizoslenia sp. et Chaetoceros sp.,
typiques des eaux cotiéres et estuariennes (Muylaert et al. 2000b, 2009) ont également été

observés dans la zone avale. Ainsi, il semble que les gradients de I'estuaire (salinité, turbidité)
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jouent un réle fondamental dans la structure des communautés de micro-phytoplancton
favorisant les especes les plus compétitrices face aux variations de la salinité et de la
disponibilité en lumiere.

En raison des conditions de faible luminosité dans les estuaires, les petites cellules
devraient se développer beaucoup plus efficacement grace a leur rapport surface/volume éleveée
(Kiorboe 1993). Or, dans notre etude, aucune différenciation claire n'a été observée entre les
concentrations en chl a fractionnées par taille. Cependant, les mesures du pico- et
nanophytoplancton ont montré des abondances plus élevées que le micro-phytoplancton allant
jusqu'a 50x103 cell.L avec en moyenne 13x10° cell.L*. Ces résultats pourraient avoir un fort
impact sur la structure des réseaux trophiques et les flux de carbone dans les estuaires. Une
succession saisonniere claire a été observée avec une dominance de Synechococcus sp. pendant
I'niver (janvier a mars), puis de Pico-eucaryotes au printemps (avril a juin) et de Cryptophyceae
en été (juillet a septembre). La faible abondance de Synechococcus sp. s'explique par le fait que
cette cyanobactérie se développe de maniére préférentielle dans les zones euphotiques bien
éclairées, ce qui n'est pas le cas pour les écosystéemes estuariens, dynamiques et turbides
(Partensky et al. 1999). La présence des pico-eucaryotes au printemps est conforme a des études
antérieures qui démontrent les capacités halotolérantes de ces organismes (Schapira et al. 2010).
De la méme maniere, des études précédentes montrent que les Cryptophyceae prosperent dans
toutes sortes d'habitats marins, saumatres et d'eau douce (Klaveness 1988) et grace a leurs
pigments accessoires, les phycobilines, elles peuvent s'acclimater a de faibles intensités
(Hammer et al. 2002). La présence de phytoplancton pico-nano dans l'estuaire de Seine a
souligné la contribution significative de ces petites cellules a la biomasse et donc a la production
primaire estuarienne et devrait étre explorée de facon plus approfondie.

Lors de cette étude, nous avons également réalisé en collaboration avec Pascal Jean
Lopez des séquengages sur I’ensemble de I’année d’échantillonnage et des sStations dans le but
d’approfondir notre connaissance sur la diversité écologique du phytoplancton au sein de cet
écosysteme. Ainsi, des inventaires sur les micro-eucaryotes (sur la base de codes-barres de
I’ARN ribosomal 18S) et sur la fraction microbienne associée (sur la base de codes-barres de
I’ARN ribosomal 16S) ont été realisés en utilisant la technologie de séquengage MiSeq
d’Illumina, une technologie présentant un certain nombre d’avantages notamment sur la qualité
et la longueur des séquences (Loman et al. 2012). Les études bio-informatiques, toujours en
cours, ont permis de definir des Unités Taxonomiques Opérationnelles (OTUs) qui possedent
97% de similarité avec les séquences présentes dans les banques que ce soit pour les données

16S comme pour les données 18S. Aprés sous-échantillonnage, les données filtrées comptent
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plus de 1x10° séquences pour le 16S et plus de 3x10° séquences pour le 18S qui ont pu étre
rassemblées en plus de 11 000 OTUs pour le 16S et plus de 9 000 OTUs pour le 18S.

Les analyses des données 18S montrent que les Stramenopiles (dont les diatomées) sont
parmi les especes les plus abondantes, suivies par les alvéolés (Fig. 54). En ce qui concerne la
diversite, les OTUs en moyenne les plus diverses pour chaque site sont les Rhizaria (25,6%)

suivis par les Stramenopiles (22,8%).
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Flgure 54. Evolution de I’ abondance en terme de cellules L 1@ gauche exprlmee en %) et de Ia dlversne en
nombre d’OTU (a droite, exprimée en %) des espéces eucaryotes (18S) au cours de ’année 2015. L’axe des
abscisses réuni de gauche a droite les mois de I’année (de janvier a décembre) avec pour chaque mois les différentes
stations (de 1 a 8). Avec des assignations taxonomiques par classe : Stramenopiles (bleu clair), Alveolata (orange),
Opisthokonta (gris), Hacrobia (jaune), Rhizaria (bleu), Eukaryota_unclassified (vert), Archaeplastida (bleu foncé),
Apusozoa (maron), Amoebozoa, Excavata et Eukaryota_X.

Les analyses sur les données 16S mettent en avant, tant au niveau des abondances que
de la diversite, les Proteobacteria suivis par les Bacteroidetes et les Actinobacteria (Fig. 55).
Ces analyses nous ont également permis de mettre en avant la présence d’Archae, bien que ces
données ne soient qu’indicatrices puisque les oligonucléotides utilisés pour la création des

banques n’étaient pas spécifiques de I’ADN ribosomal des Archae.

Flgure 55. Evolution de I’ abondance en terme de cellules L1 gauche exprlmee en %) et de la diversité en
nombre d’OTU (a droite, exprimée en %) des especes bactériennes au cours de ’année 2015. L’axe des abscisses
réuni de gauche a droite les mois de I’année (de janvier a décembre) avec pour chaque mois les différentes stations
(de 1 & 8). Avec de bas en haut, correspondant aux différentes couleurs, les assignations taxonomiques de plus de
46 classes de rang: Proteobacteria (bleu ciel), Actinobacteria (orange), Bacteroidetes (gris), Firmicutes (jaune),
Verrucomicrobia (bleu), Bacteria_unclassified (vert)

Ces premiéres analyses, bien que toujours en cours, suggérent que la diversité génétique

au sein de I’estuaire de Seine est tres importante et que la fraction autotrophe n’est pas
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forcement la plus diversifiee. En effet, cette diversité pourrait, méme pour les especes
majoritaires, correspondre a des organismes tant procaryotes qu’eucaryotes qui n’ont, jusqu’a
présent, que rarement ou jamais été étudiés. Il est intéressant de noter que certains des
organismes correspondent a des séquences identifiées a partir d’analyses realisées dans des
baies (Shenhu, Sansha), des riviéres (Danube), des lacs (Kusaki), des estuaires (Columbia), des

golfes (Mexique ou Finlande) ou des zones marines pauvres en oxygeéne.

3. Dynamique des parametres photosynthétiques

Etat physiologique des cellules

A I’échelle saisonniére, dans la zone avale (Zone A), les valeurs de I’efficacité quantique
maximale du PSII (Fv/Fm) mesurées en surface étaient faibles en été et fortes le reste de 1’année.
Les faibles valeurs mesurées peuvent étre liées au stress provoqué par les fortes irradiances
(Holm-Hansen et al. 2000). En effet, I’activation de mécanismes de photoprotection comme le
cycle des xanthophylles, peut conduire a une augmentation du quenching non-photochimique
dans le but de protéger les cellules contre la production de ROS (Reactive Oxygen Species) qui
altére les photosystéemes (Dubinsky and Stambler 2009; Goss and Jakob 2010). De plus, le
mélange vertical et longitudinal dans les estuaires peut engendrer un environnement avec de
fortes fluctuations lumineuses. Dans les environnements de ce type, les cellules
phytoplanctoniques ont besoin d’équilibrer leur appareil photosynthétique pour maximiser la
photoprotection aux fortes irradiances et 1’efficacité photosynthétique aux faibles irradiances.
Ainsi, lorsque la lumiére diminue, la concentration en pigments des antennes collectrices
augmente et la concentration en pigments photoprotecteurs diminue (Alderkamp et al. 2010).
De ce fait, si les cellules acclimatées a de faibles niveaux de lumiére se retrouvent en surface,
elles présenteront de faibles valeurs de Fv/Fw en surface.

De plus, en zone A, le Fv/Fm a montré des valeurs plus élevées dans la couche d’eau
salée en profondeur. Ce résultat suggere que, malgré les concentrations élevées de MES au fond
et la treés faible pénétration de la lumiere, les cellules de phytoplancton peuvent survivre et
maintenir un état physiologique élevé. Ceci pourrait s’expliquer par les capacités des cellules a
s’acclimater rapidement aux variations de lumiere, notamment par la réorganisation des
antennes collectrices lors d’une baisse d’irradiance (Geider et al. 1993; Shelly et al. 2003;
Behrenfeld et al. 2004). Cette couche d'eau profonde correspond a de I'eau marine dont le temps
de résidence varie de 5 a 18 jours (Brenon and Hir 1999; Even et al. 2007). Ainsi, cette

observation suggére que ces cellules photosynthétiques pourraient rapidement revenir a un état
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productif éleve, des qu'elles auront a nouveau acces a la lumiere. De plus, ce résultat implique
que la matiére organique de la couche inférieure de I'estuaire de Seine serait probablement non
pas composée uniquement de détritus, mais aussi de cellules phytoplanctoniques vivantes. Cette
observation pourrait avoir des implications majeures sur le transfert trophique entre les
organismes pélagiques et benthiques dans cette partie de I'estuaire.

Dans la zone amont (Zone B) les valeurs de Fv/Fw étaient faibles toute 1’année sur
I’ensemble de la colonne d’eau, traduisant les stress importants auxquels sont soumis les
organismes dans la zone amont de 1’estuaire : forte turbidité, faible disponibilité en lumiére,
stratification, fort gradient de salinité. Les valeurs légérement plus élevées de janvier en avril
pourraient étre attribuées a des espéces d’eau douce, adaptées a ces conditions (Malpezzi et al.
2013). D’autre part, la présence de cyanobactéries pourrait expliquer les faibles niveaux de
Fv/Fm mesurés. En effet, les régulations particuliéres de 1’absorption de lumiére, connues sous
le nom de « transition d’état », sont importantes chez les cyanobactéries et peuvent entrainer
une sous-estimation de leur état physiologique (Campbell et al. 1998).

Les fortes valeurs de Fv/Fm mesurées sur les zones intertidales de 1’estuaire traduisent
un bon état physiologique des biofilms microphytobenthiques. Seules quelques stations
vaseuses ont présenté des valeurs plus faibles en été pouvant étre attribuées aux mauvaises
conditions de croissance dans ce milieu. Cependant, d’autres paramétres non mesurés
pourraient étre responsables de ces faibles valeurs tels que la richesse specifique, la prédation
ou I’état d’avancement de la marée au moment de la mesure. Ainsi, des expériences
complémentaires seraient nécessaires afin d’appréhender le role de ces différents facteurs sur

la variabilité de ce paramétre.

Capacité photosynthétique des cellules

A I’échelle journaliere, la capacité photosynthétique a été exprimée en fonction du taux
de transport maximal relatif des électrons au niveau du PSIlI (rETRmax), mesuré a haute
fréquence (i.e. 5 min) au cours d’un cycle tidal. Les résultats confirment la variation trés rapide
de ce parametre, dont les tendances peuvent étre ainsi sur- ou sous-estimeées a basses fréquences
puisque la variabilité a court terme (i.e. 5min) peut étre supérieure a la variabilité a plus long
terme (i.e. heure, cycle de marée). Ainsi, nous recommandons 1’utilisation de mesures a haute
fréquence afin d’interpréter la dynamique des paramétres photosynthétiques avec précision, la
haute fréquence étant plus en adéquation avec 1’échelle de temps a laquelle varie ces parametres.

En dépit de faibles Fv/Fw, les valeurs de rETRmax dans la MTZ ont montré que l'activité

photosynthétique des cellules vivantes est possible dans ce milieu extréme malgré le niveau
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élevé de stress. De plus, nos observations au cours du cycle tidal nous montrent qu’en hiver,
malgreé de faibles valeurs, il apparait qu’une capacité photosynthétique importante est véhiculée
de la zone amont vers la zone aval de I’estuaire. La composition différente de la communauté
entre les masses d'eau douce et salée pourrait expliquer ce résultat. En effet, pendant I'hiver,
une production primaire élevée en eau douce a été reportée dans d'autres systemes estuariens
ou elle a été attribuée a des communautés spécifiques de phytoplancton d'eau douce (Servais
and Garnier 2006; Lehman 2007; Malpezzi et al. 2013). A nouveau, la présence de
cyanobactéries dans la partie aval de I'estuaire pourrait également expliquer les faibles rETRmax
mesurés dans cette zone. En effet, les cyanobactéries présentent une productivité plus faible
que le phytoplancton eucaryote (Masojidek et al. 2001; Macintyre et al. 2002). De plus, les
mesures PAM peuvent avoir conduit & une sous-estimation de la productivité des
cyanobactéries, car la lumiere bleue utilisée est faiblement absorbée par cette fraction
procaryotique du phytoplancton (Glover et al. 1985). En été, les valeurs de rETRmax sont plus
élevées. Cependant, nos résultats ont montré que lors des courants de marée, il y a une
diminution des capacités photosynthétiques. L'augmentation de MES, la réduction de la
pénétration de la lumiére et/ou une altération des cellules dues aux contraintes associées a
I’hydrodynamique de ces courants (Cloern et al. 1985; Servais and Garnier 2006), entrainerait
ainsi une diminution des capacités photosynthétiques. Nos résultats ont également montré
qu'une meilleure capacité photosynthétique est observée dans la zone mésohaline en
comparaison avec celle mesurée dans la zone polyhaline. Cette observation suggére que la
croissance du phytoplancton aurait pu se produire a I'intérieur méme de 1’estuaire ou les
concentrations en nutriments et la disponibilité en lumiéere sont simultanément favorables:

A I’échelle saisonniére, les valeurs de rETR ont été utilisées pour estimer ETR. Deux
méthodes ont été appliquées. La premiére méthode estimant ETR?" (Barranguet and Kromkamp
2000; Morris and Kromkamp 2003; Napoléon and Claquin 2012; Napoléon et al. 2013a) et la
deuxieme estimant ETR(II) (Schreiber et al. 2012). Nos résultats ont montré que les valeurs de
ETR® étaient supérieures a celles de ETR(II) et que les deux méthodes étaient faiblement
corrélées entre elles. Cette dichotomie entre les deux méthodes peut étre en lien avec
’estimation du a*, utilisée dans le calcul du ETR¥, qui correspond a une absorption moyenne
de tous les pigments incluant des pigments non photosynthétiques et photo-protecteurs, mais
aussi le "Package effect" (Fujiki and Taguchi 2002; Johnsen and Sakshaug 2007). De plus,
I’estimation de ETR(II) étant basée sur des mesures de opsii & une longueur d'onde précise (440
nm dans cette étude), cela ne représente donc pas le PAR total (Schreiber et al. 2012). Ainsi,

les deux approches présentent des biais qui ont conduit a une faible corrélation entre les deux
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méthodes dont I’importance est dépendante des especes etudiées, des différents groupes
pigmentaires phytoplanctoniques (Johnsen and Sakshaug 2007) ou encore des conditions de
croissance (Hancke et al. 2008a; Napoléon et al. 2013a). Il est apparu que les valeurs @ec
obtenues a l'aide de ETR(II) étaient cependant mieux adaptées pour transformer les données de
fluorescence variable en unités de carbone, sans avoir a tenir compte des variations journaliéres
du @ec. Ce résultat nous permet de mettre en avant qu'il est possible d'estimer la production
primaire & haute fréquence, en utilisant des mesures autonomes de fluorescence variable a partir
de navires d'opportunité ou d'amarrage (Napoléon & Claquin 2012; Lawrenz et al. 2013; Silsbe
et al. 2015; Claquin et al, in prep.) sans tenir compte d'une variation quotidienne potentielle du
@ec. Cependant, I'étalonnage a basse fréquence de gec reste tout de méme nécessaire en
fonction des caractéristiques propres aux masses d'eau, aux différents écosystéemes et aux
saisons.

Afin de caractériser la production primaire phytoplanctonique de I’estuaire de Seine, la
méthode ETR(II) (Schreiber et al. 2012) a donc été utilisée pour mesurer les parametres
photosynthétiques et estimer le @ec. Les résultats de ETR(I)max ont montré des valeurs
décroissantes le long du gradient de salinité de 1’estuaire, a I’exemption de la période hivernale
pendant laquelle les valeurs étaient faibles sur I’ensemble de 1’estuaire. Ainsi, malgré les faibles
valeurs de Fv/Fm mesurées en été et en surface, une forte capacité photosynthétique
(ETR(Imax) a été mesuree, ce qui permet d’expliquer les forts niveaux de biomasse observées.
De plus, de fortes valeurs de ETR(Il)max ONt été observées en amont de la MTZ, dans la zone
de faible salinité. Ce résultat suggere une forte capacité photosynthétique des especes
phytoplanctoniques situées en amont de la MTZ. Afin de confirmer cette suggestion, une
campagne de prélévement a été réalisée le 1°" septembre 2015 dans le but d’échantillonner la
partie de 1’estuaire située entre Honfleur et Rouen. Les résultats de cette campagne montrent
des valeurs de rETRmax croissantes entre la MTZ (Tancarville) et le port de Rouen (Fig. 56).
Bien qu’obtenus lors d’un stade de marée différent de celui des campagnes saisonnieres, ces
résultats confirment les fortes capacités photosynthétiques des espéces phytoplanctoniques
dulcaquicoles de la Seine en amont de la MTZ. La diminution de la chl a observée dans la partie
dulgcaquicole pourrait étre attribuée a la sedimentation des cellules, bien plus importante dans

cette zone que le long du gradient salin de I’estuaire.
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Figure 56. Evolution de la concentration en chl a (triangles vides ; pg.L™?) et du taux relatif maximal de transport
des électrons au niveau du PSII (rETRmax ; triangles pleins : pmol electrons.m2.s%) en Seine de Honfleur (WGS84 :
49.2557 ; 0.1358) a Rouen (WGS84 : 49.4429 ; 1.0698). La limite du gradient salin (ligne rouge) représente
également la limite de 1’étude réalisée dans ce manuscrit.

Les mesures de rETRmax réalisées sur les zones intertidales ont été corrigées par
I’application d’un mode¢le permettant d’intégrer 1’atténuation de la lumiére en profondeur. En
effet, une estimation précise des parametres photosynthétiques du microphytobenthos
nécessitait I’application de ce modeéle correctif prenant en compte I’impact de cette atténuation
en fonction des composantes biotiques (i.e. répartition de la chl a en profondeur) et abiotiques
(i.e. granulométrie du sédiment) du milieu. Les valeurs de rETRmax, étaient trés variables a
I’échelle des répliquas (spatialement proches) tout comme a I’échelle saisonniere. Globalement,
les valeurs étaient plus fortes en Septembre, au niveau de la vasiere Nord et du chenal
environnemental. Ceci pouvant s’expliquer par ’hydrodynamisme de I’estuaire de Seine,
favorisant les apports nutritifs au Nord (Le Hir et al. 2001b) et par 1’aspect accumulateur du
chenal, pouvant favoriser la disponibilité en nutriments et donc le développement du
microphytobenthos (Underwood and Kromkamp 1999). Cependant, la granulométrie du
sédiment ne peut étre considérée comme 1’unique facteur pouvant influencer les valeurs de
rETRmax. L’état du biofilm ou encore la pression des consommateurs peuvent également étre
des facteurs important de régulation de la capacité photosynthétique du microphytobenthos.

Des études complémentaires seront nécessaires pour obtenir des explications supplémentaires.
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Dynamique de ge.c.

En couplant des mesures de PAM & haute fréquence (ETR(I1)max) et des mesures de *C
a basse frequence (Pmax) (Napoléon and Claquin 2012), il a été possible d’estimer la dynamique
de dec.. Les valeurs obtenues comprises entre 1,56 et 24,98 mol e-.molC* avec une moyenne
annuelle de 7,95 + 4,94 mol e--molC™ étaient relativement faibles pour des études in situ en
comparaison a la littérature (Napoléon and Claquin 2012; Lawrenz et al. 2013). De précédentes
études ayant montré de fortes valeurs du paramétre @ec lors de limitation en sels nutritifs
(Napoléon and Claquin 2012; Napoléon et al. 2013b), nous pouvons supposer que 1’absence de
limitation en nutriments dans 1’estuaire peut expliquer les faibles valeurs obtenues et confirme
I’importance des sels nutritifs dans la relation ETR/C. Ainsi, comme 1’ont montré Behrenfeld
et al. (2004), en conditions nutritives optimales, I’appareil photosynthétique semble capable de
s’acclimater plus facilement aux variations environnementales. Cependant, les valeurs
supérieures a 6 indiquent la mise en place de voies alternatives des électrons. En effet, lors de
perturbations environnementales ou d’ajustements métaboliques, les flux alternatifs des
électrons (AEF : réaction de Mehler, transports cycliques autour du PSI et/ou du PSII, photo-
respiration, réduction des nitrates, etc) sont impliqués dans la modulation du ratio ATP/NADPH
en fonction des demandes métaboliques, afin d’optimiser les performances photosynthétiques
et la croissance (Endo and Asada 2008; Nogales et al. 2011; Johnson and Alric 2013). Ainsi,
de nombreux électrons provenant du flux linéaire entre le PSII et I’incorporation de carbone
peuvent prendre des voies alternatives et générer un biais dans I’estimation de la fixation du
carbone a partir de la variation du ETR(Il)max. Cela montre I’importance d’estimer et de
comprendre les variations du @ec. Ainsi, les sources des variations, qu’elles soient
méthodologiques, environnementales ou physiologiques ne nous permettent pas d’estimer un
@e,c CONstant dans ’estuaire. Dans ce contexte, il est important de continuer a étudier la relation

ETR/C en fonction des parametres environnementaux.

Couplage ETR/C

Dans cette étude, la relation ETR/C a été testée en intégrant la variation annuelle des
paramétres physicochimiques afin de pouvoir estimer la fixation de carbone a partir des données
de fluorescence modulée. Aprés avoir testé toutes les variables environnementales, la
température et la concentration en DIN sont ressorties comme les facteurs influengant de
maniére significative la relation entre le ETR(I1)max et Pmax. Ce résultat est en accord avec les
observations précédentes qui ont étudié les parameétres qui influent cette relation. En effet, une

forte influence de la température, des nutriments et de la disponibilité en lumiere a été
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précédemment montrée (Napoléon and Claquin 2012; Lawrenz et al. 2013). Ainsi, en tenant
compte de la variation de ces deux parametres, les données de ETR(I1)max ont été transformées
en données de production (P¥™max). Les données de PSMmax ont ensuite été utilisées pour estimer
la production primaire dans la couche euphotique, a chaque heure du jour de I’année
d’échantillonnage, en utilisant une équation qui intégre I’atténuation de la lumiére en

profondeur en fonction de la turbidité.

4. Dynamique de la production primaire

Dynamique de la production primaire phytoplanctonique

La dynamique annuelle de la production primaire (PP) se caractérise par une forte
variabilité temporelle et spatiale. Comme attendu, la production primaire était plus forte au
printemps et en été, périodes pendant lesquelles les faibles débits de la riviere engendrent une
plus faible turbidité et donc une meilleure pénétration de la lumiére. De plus, les températures
et les niveaux de lumiére sont plus favorables a la photosynthése lors de ces deux saisons. A
1’échelle temporelle, les valeurs ont atteint 0,11 gC.m par heure, 1,18 gC.m par jour et 26,09
gC.m en juillet (Fig. 57). Le mois de juillet fut le mois avec la plus importante production,
présentant une moyenne de 13,15 gC.m2.m™. Ces valeurs sont en accord avec les valeurs
retrouvées dans la littérature, dans des estuaires de méme latitude (Ning et al. 1988; Magnien
et al. 1992; van Spaendonk et al. 1993; Hama and Handa 1994; Sorokin and Sorokin 1996). La
PP annuelle était minimale & la station 6 avec une moyenne de 17,26 gC.m2.y et maximale a
la station 2 avec une moyenne de 81,53 gC.m=2.y,

La productivité du phytoplancton (i.e. le ratio Production/Biomasse ; mgC.mgChl at) a
montré des valeurs allant jusqu’a 19,56 mgC.mgChl a* par jour. La dynamique saisonniére de
la productivité a également montré des valeurs faibles en hiver, lorsque la température était
inférieure a 10°C, et de fortes valeurs au printemps et en été, principalement dans la zone A. Le
gradient spatial avec des valeurs décroissantes de 1’aval vers I’amont est toujours observable et
peut a nouveau étre lié au gradient de turbidité le long de I’estuaire. Contrairement a la
production, les valeurs maximales de productivité ont été mesurées pendant le printemps dans
la partie aval de I’estuaire (Hunter-Cevera et al. 2016). Comme cette augmentation est
principalement observée dans le panache de 1’estuaire, 1’origine de la production peut étre
définie comme estuarienne et/ou cOtiere. Généralement, dans les études réalisees sur les
systemes cotiers, une diminution de la productivité est observée a la fin du printemps ou au

début de 1’été, en lien avec la consommation des nutriments qui deviennent alors limitants.
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Cependant, dans I’estuaire, nous avons vu que les nutriments ne sont pas limitants et que c¢’était
principalement la disponibilité en lumiere qui limitait la croissance. En été, les valeurs de
productivité les plus importantes ont été quant a elles mesurées dans la partie mésohaline de
I’estuaire alors que la zone cotiére était moins productive. Cette observation nous montre
I’importance de la production autochtone de I’estuaire en particulier au cours de la période

estivale.

d

Phytoplank ic Primary Pr (PPP) in the sub-surface layer (i.e. 1 m depth) expressed in gc.m'2 per month
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Figure 57. Variations de la production primaire (gC.m) pour chaque mois de I’année 2015. Les points blancs
sur les cartes représentent les stations d’échantillonnage.
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En 2015, la production primaire annuelle de 1’estuaire de Seine était comprise entre
17,26 et 81,53 gC.m2.y? en fonction des stations considérées (Tab. 31). Ces valeurs ne
permettent cependant pas de calculer une valeur moyenne de production pour 1’ensemble de
I’estuaire. En effet, étant donné que 1’estuaire est plus large en amont qu’en aval, les différentes
zones de I’estuaire représentent des surfaces différentes. Ainsi, la surface de chaque zone,
considérée comme représentative d’une station, a été calculée a partir d’images satellites prises
a marée haute. Les surfaces ainsi calculées s’échelonnaient entre 2,3 km? autour de la station 7
et 44,4 km? au niveau de la station 1. En tenant compte de ces surfaces, un total de 6 032 tC
fixées et donc une moyenne rapportée au métre carré pour 1’ensemble de 1’estuaire de

64,75 gC.m2 ont pu étre estimés pour I’année 2015.

Dynamique de la production primaire microphytobenthique

La production primaire microphytobenthique de I’estuaire a été estimée en transformant
les valeurs de ETRmax en unité de carbone (Kromkamp et al. 1998; Morris and Kromkamp
2003; Johnsen and Sakshaug 2007; Claquin et al. 2008; Napoléon et al. 2013b). Ces valeurs
ont ensuite été intégrées sur la couche photique et la production de chaque station (gC.m) a
été estimée pour les deux saisons d’échantillonnage.

Les valeurs de production primaire étaient comprises entre 5 et 1389 mgC.m2 par station
et par jour avec des moyennes de 300,4 et 270,2 mgC.m?2j?! en septembre et en avril
respectivement. Ces résultats sont en accord avec 1’étude menée par Spilmont et al. (2006) au
cours de laquelle des valeurs comprises entre 2,4 et 869 mgC.m par jour avaient été relevées
sur la vasiére Nord de I’estuaire de Seine. De plus, ces valeurs sont également comparables aux
valeurs estimées dans de nombreux autres estuaires (e.g. De Sousa et al. 1998; Colijn et al.
1984; Barranguet & Kromkamp 2000; Underwood & Kromkamp 1999).

La vasiere Nord présentait la plus forte moyenne de production aux deux saisons. Les
plus faibles moyennes de production étant observées sur la vasiére sud au printemps et dans le
chenal en été. Cette observation confirme que les environnements sablo-vaseux seraient plus
favorables a la production microphytobenthique. En effet, la meilleure pénétration de la lumiére
dans les environnements sableux peut étre néfaste lorsque les intensités lumineuses sont trés
fortes et engendre des processus de photoinhibition si le microphytobenthos n’a pas une
capacité de photoacclimatation suffisante. Lorsque les intensités lumineuses sont plus faibles,
I’atténuation importante de la lumiére, en présence de sediment fin, est fortement limitante pour
la photosynthese et donc pour la production, ce qui pourrait expliquer les faibles valeurs

observées dans le chenal environnemental en été.
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En comparaison avec nos résultats de la production primaire phytoplanctonique de
I’estuaire de Seine aux mémes périodes, comprises entre 1,1 & 3,5 gC.m en septembre et entre
0,3 47,5 gC.m? en avril, le microphytobenthos semble étre plus productif avec des valeurs
comprises entre 1,4 et 22,8 gC.m2.m™ en septembre et entre 0,7 et 17,2 gC.m2.m™ en avril
(tab. 31). Cependant, en considérant les surfaces productives, la production primaire totale
estimée pour le microphytobenthos, variant entre 62,07 tC en Septembre 2014 et 52,48 tC en
avril 2015, était faible comparé a celle du phytoplancton, qui selon nos estimations, variait de
281 tC en septembre et a 500 tC en avril 2015. En effet, en considérant ces deux compartiments
comme les seuls producteurs primaires autochtones, la contribution relative du
microphytobenthos a la production primaire autochtone estuarienne totale serait donc de 18%
en septembre et de 10% en avril, ce qui est beaucoup moins important que ce qui a pu étre

estimeé dans d'autres systéemes estuariens (cf. tab. 4 dans Underwood & Kromkamp 1999).

5. Dynamique des excrétions d’exopolysaccharides

Dynamique des particules exopolymériques transparentes (TEP)

Malgré I’'importance des TEP et des EPS dans les processus biologiques et écologiques
(Bhaskar and Bhosle 2005), seules peu d’études se sont concentrées sur ces fractions
biochimiques dans les estuaires (Annane et al. 2015). D’aprés Malpezzi et al. (2013), bien que
leur production soit entierement biologique, la distribution des exopolysaccharides dans des
zones dynamiques telles que les estuaires, serait principalement contrdlée par les processus
environnementaux. De plus, la formation des TEP est en partie abiotique, en lien avec les
propriétés de coagulation des précurseurs, le taux de rencontre avec les particules sédimentaires,
le pH, les concentrations en cations, ou encore la concentration et la nature des précurseurs
présents (Passow 2002). Dans I’estuaire de Seine, les valeurs de la concentration en TEP dans
la colonne d’eau étaient comprises entre 2,21 et 16,48 mgXGeq.L'1 en surface avec une
moyenne annuelle de 6,32 mgXGeq.L* (fig. 58), et entre 3,11 et 98,20 mgXGeq.L ™ a proximité
du fond avec une moyenne annuelle de 15,93 mgXGeq.L? (fig. 59). Ainsi, dans 1’estuaire de
Seine, le pool de carbone potentiellement disponible pour le réseau trophique sous la forme de
TEP a été estimé entre 1,5 et 70 mgC.L? (tab. 31). Ces valeurs sont fortes comparées aux
valeurs reportées dans la littérature, ol les valeurs maximales sont de 1.54 mgXGeq.L?
(Annane et al. 2015), 2.82 mgXGeq.L™* (Malpezzi et al. 2013), 11 mgXGeq.L? (Passow 2002)
ou encore 14.8 mgXGeq.L? (Radi¢ et al. 2005). Cependant, plusieurs aspects pourraient

expliquer ces fortes valeurs.
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Pool of TEP in the sub-surface layer (i.e. 1 m depth) expressed in Xanthan Gum equwalent (mgXGeq LY
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Pool of TEP on the water sediment interface (i.e. 1 m above) expressed in Xanthan Gum equivalent (mgXGeq.L™)
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Figure 59. Variations des concentrations en TEP (mgXGeq.L™) mesurées en profondeur (1m au-dessus du
sédiment) pour chaque mois de I’année 2015. Les points blancs sur les cartes représentent les stations
d’échantillonnage.
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Tout d’abord, les TEP sont bien connues pour étre liées aux matieres en suspension a
cause des processus d’agrégation et de sédimentation (Passow 2002; Thornton 2002). Dans
notre étude, les plus fortes valeurs de TEP ont été mesurées au fond et notamment dans la partie
amont, au niveau de la MTZ, qui peut présenter une charge particulaire trés importante jusqu’a
plus de 2 g.L . Or, il a déja été montré que la MTZ était une zone présentant de trés fortes
concentrations en TEP dans les estuaires, qui constituaient une fraction trés importante des
particules organiques de carbone (POC) dans cette zone (Malpezzi et al. 2013; Annane et al.
2015). En effet, en lien avec leurs propriétés collantes (Engel 2000; Passow 2002), associées
au gradient salin et a la turbulence, la formation de TEP est fortement stimulée dans la MTZ.
En effet, le mélange des eaux douces et salées affecte la concentration des ions et des cations
qui constituent les sels, ce qui pourrait jouer un role important dans le raccordement des
polysaccharides et former des particules gélifiantes telles que des TEP (Bar-Zeev et al. 2015).
Ainsi, ces hypotheéses pourraient expliquer les fortes valeurs mesurées et la dynamique des TEP
dans I’estuaire de Seine. D’autant plus que nos concentrations en TEP étaient principalement
associées a la dynamique des MES pendant les courants de marée et la marée basse. De plus, la
forte turbidité et le colmatage subséquent des filtres lors de la filtration, pourrait étre a 1’ origine
de la rétention de précurseurs des TEP (< 0,4 um) sur les filtres, ces derniers pourraient ainsi
représenter jusqu’a 89 % des valeurs mesurées (Villacorte et al. 2015). Ainsi, il serait
intéressant de réaliser une étude complémentaire afin de tester cette hypothése.

Malgré ce lien avec les parameétres environnementaux, les TEP sont principalement
d’origine biologique et pourraient donc étre également liées aux paramétres biologiques (Hong
1997; Beauvais et al. 2003; Radi¢ et al. 2005; Wurl and Holmes 2008; Klein et al. 2011).
Cependant, dans notre étude, comme dans d’autres études (Garcia 2002; Corzo et al. 2005),
aucune corrélation n’a été retrouvée entre les TEP et la dynamique du phytoplancton
(productivité, biomasse). Au contraire, la dynamique des TEP était inversement corrélée a celle
de la chl a. Cette observation serait ainsi en accord avec les études qui montrent que les TEP
sont principalement excrétées lors de la sénescence du phytoplancton plutét que lors de sa
croissance (Klein et al. 2011; Chowdhury et al. 2016). D’autant plus qu’une relation négative
a été observée entre les TEP et le Fv/Fm. Bien que certains haptophytes (i.e. Phaeocystis
globosa) ou dinoflagellés (i.e. Lepidodinium chlorophorum; Claquin et al. 2008) soient
considérés comme d’importantes sources de précurseurs des TEP, il est admis que les diatomées
en sont la principale et que leur capacité de production dépend de la composition de la
communauté (Passow and Alldredge 1994; Passow 2002). Annane et al. (2015) suggérent que

Skeletonema sp, Thalassiosira sp et Chaetoceros sp seraient les principales sources de TEP
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dans I'estuaire du Saint-Laurent. Ces trois genres ont été observeés dans I'estuaire de Seine, mais
leur occurrence n'était pas corrélée avec les fortes concentrations en TEP. Selon nos résultats,
les espéces majoritairement présentes lors de fortes concentrations en TEP étaient Paralia
sulcata, Rhizosolenia imbricata et Nitzschia sp. Cependant, ces espéces étaient egalement
présentes lors de périodes de faibles concentrations en TEP, ce qui nous permet de supposer
que l'apparition d'espéces connues comme grands producteurs de TEP n'est pas suffisante pour
expliquer la dynamique des TEP dans un écosystéme aussi dynamique qu'un estuaire. Cette
affirmation est renforcée par une relation positive des TEP avec la silice et une relation négative
avec l'abondance des diatomées. De plus, aucune relation directe n’a pu étre mise en évidence
entre la dynamique des TEP et celle des populations pico et nano-phytoplanctoniques
identifiées dans I'estuaire de Seine.

Ainsi, la répartition des TEP semble fortement liée a la dynamique des MES et a la
turbidité, alors que leur production pourrait étre liée a I’activité microbienne. En effet, I’activité
microbienne est tres importante en estuaire, notamment dans la MTZ, et ces bactéries pourraient
produire des TEP dans la colonne d’eau (Azam et al. 1983; Middelburg and Herman 2007;
Malpezzi et al. 2013). De plus, une forte fraction des TEP pourrait également étre reliée aux
apports allochtones de matiére organique qui peuvent véhiculer de fortes concentrations de

matériel détritique et de bactéries hétérotrophes (Heip et al. 1995).

Dynamique des substances polymériques extracellulaires (EPS)

La distribution en EPS variait différemment de celle des TEP avec des valeurs comprises
entre 0 et 39,54 mgGeq.L? pour les EPS solubles (S-EPS) et entre 0,24 et 14,18 mgGeq.L™
pour les EPS liés (B-EPS) en surface (fig. 60) et entre 0 et 74,32 mgGeq.L* pour les EPS
solubles (S-EPS) et entre 0,23 et 17.11 mgGeq.L ™ pour les EPS liés (B-EPS) au fond (fig. 61).
Ainsi, dans 1’estuaire de Seine, le pool de carbone potentiellement disponible pour le réseau

trophique sous la forme d’EPS a été estimé entre 0 et 33,2 mgC.L* (Tab. 31).

A la différence des TEP, aucune relation n’a été observée entre les teneurs en EPS et la
turbidité ou les concentrations en MES, a I’échelle spatiale et saisonniére. Ceci s’explique par
le fait que les EPS font partie de la fraction dissoute et de ce fait leurs caractéristiques de
sorption sont faibles. Ainsi, la distribution des EPS pourrait plus facilement étre reliee aux
parametres biologiques. Les EPS sont connues pour étre produites dans le but de proteger les
cellules contre, par exemple, des enzymes digestives, des substances toxiques (Wotton 2004)

mais aussi pour lutter contre le stress osmotique (Liu and Buskey 2000), contrainte majeure en
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estuaires, ou encore faciliter la flottaison des cellules (Wotton 2004). En effet, les cellules
phytoplanctoniques de la baie qui sont amenées par la marée dans I’estuaire sont soumises a la
stratification et a une diminution de la salinité pouvant entrainer une libération d’EPS pour
diminuer leur densité et lutter contre le stress osmotique. De plus, la production d’EPS par le
phytoplancton est connue pour étre trés variable en fonction de I'espece productrice, du stade
de croissance et des conditions environnementales (Alldredge 1999; Penna et al. 1999). En
effet, la limitation en phosphore (Alcoverro et al. 2000; Staats et al. 2000) ou en azote (Granum

et al. 2002) semble favoriser I’excrétion d’EPS.

Dans cette étude, les fortes concentrations en EPS ont été mesurées au printemps et
pourraient étre liées au bloom printanier. Les genres les plus représentés au sein de la
communauté phytoplanctonique de I’estuaire lors de cette période étaient principalement
Skeletonema sp., (de février a aodt) et Nitzschia sp. (Présents toute I'année). Par conséquent,
Skeletonema sp qui est connu pour produire de grandes quantités d’EPS (Urbani et al. 2005)
pourrait &tre responsable de I'augmentation d'EPS. En outre, de précédentes études ont montré
que la réduction du contenu en phosphate pourrait activer la production d’EPS pour différentes
especes dont les cellules appartenant au genre Skeletonema sp. (Shniukova and Zolotareva
2015). Ainsi, ce résultat pourrait étre lié a la diminution en P mesurée d'avril a juillet dans la
zone aval de I'estuaire. Cette hypothése est renforcée par la relation négative observée entre les
EPS et les P et par la relation positive observée entre les concentrations en EPS et les
abondances de diatomées. Cependant, la relation positive observée entre les EPS et les
Cryptophyceae pourrait également suggérer une contribution du pico- et du nanophytoplancton
dans les pools d’EPS. Cette hypothése pourrait étre confirmée par de futures études en culture
sur I'excrétion d’EPS par ce compartiment du phytoplancton. L’absence d’EPS en été pourrait
par ailleurs confirmer I’origine estuarienne de la biomasse phytoplanctonique estivale évoquée
précédemment, dont les cellules seraient plus adaptées au gradient salin. Par ailleurs, la
consommation de ce pool carbonée par les bactéries, dont I’activité métabolique est fortement
stimulée par les températures estivales, pourrait également expliquer les faibles teneurs en EPS
observées dans I’estuaire au cours de cette période. Cependant, il a été montré que
contrairement aux TEP, I’origine des S-EPS n’est pas principalement phytoplanctonique et
pourrait étre reliée aux groupes microphytobenthique, zoo-planctoniques, zoo-benthiques et
principalement aux bactéries (Underwood et al. 1995, 2004).
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Pool of EPS (soluble + bound) in the sub-surface layer (i. e 1 m depth), expressed in glucose equivalent (mgGeq.L™)
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Figure 60. Variations des concentrations en EPS (mgGeq.L ™) mesurée en sub-surface (-1 m) pour chaque mois
de I’année 2015. Les points blancs sur les cartes représentent les stations d’échantillonnage.
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Pool of EPS (soluble + bound) on the water sediment interface (i.e. 1 m above) , expressed in glucose equivalent (mgGeq.L™)
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Figure 61. Variations des concentrations en EPS (mgGeq.L?) mesurées en profondeur (Im au-dessus du
sédiment) pour chaque mois de I’année 2015. Les points blancs sur les cartes représentent les stations
d’échantillonnage.
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Sur les vasieres intertidales de I’estuaire, les concentrations en EPS étaient plus
importantes en automne qu’au cours du printemps. En termes de variabilité spatiale, la vasiére
Sud présentait des concentrations en EPS plus faibles que celles mesurées sur la vasiére Nord
et dans le chenal environnemental. Sur ces deux derniéres zones, les concentrations en EPS
¢taient équivalentes au printemps, alors qu’en été les plus fortes concentrations en EPS étaient
mesurées au niveau du chenal. Ainsi, ces résultats semblent confirmer que les concentrations
en EPS sont corrélées avec la proportion de sédiments fins (Ubertini et al. 2015). En effet, en
présence de sédiments fins, les diatomeées benthiques sont susceptibles de devoir faire de
longues distances pour atteindre la surface de ces couches fluides et par conséquent, excréter
de grandes quantités d’EPS. Cependant, les EPS sont egalement connues pour jouer des réles
dans la réduction de la dessiccation du biofilm et pour étre excrétés lors de stress physiologiques
(Paterson et al. 2000; Orvain et al. 2014).

La répartition des biofilms sur la zone intertidale étant tres hétérogéne, une
généralisation spatiale basée sur nos 15 stations d’échantillonnage est difficile. Grace au projet
BARBES (GIP-SA5), au cours de la campagne d’avril, la répartition de la chl a et des EPS sur
les vasieres intertidales ont été déterminées sur 150 sites d’échantillonnage, dont les 15 sites
étudiés lors de notre étude (Orvain et al. 2017). Ce projet a permis de confirmer
significativement les relations qu’il existe entre la répartition spatiale des EPS d’une part et
I’habitat sédimentaire et la répartition de la chl a d’autre part (Fig. 62). 1l faut cependant tenir
compte du fait que pour cette étude, les prélevements ont été effectués en une semaine pendant
les marées basses de vive-eau. Comme les diatomées benthiques possedent un biorythme
interne qui régule leur migration dans le sédiment, et donc leur synthése d'EPS (Ser6dio et al.
1997), la teneur en sucre contenu dans les EPS peut varier d’un facteur 2 ou 3 entre le début et
la fin de I'émersion (Orvain et al. 2003). Ainsi, les sites ayant été échantillonnés sur I’ensemble
du temps d’émersion, certains sites peuvent présenter des différences en lien avec cette

régulation ou a cause de la variabilité météorologique (Tolhurst et al. 2008).
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Figure 62. Cartes des composantes microphytobenthiques dans le ler cm superficiel. Avec la biomasse
chlorophyllienne (en ug.g™* de sédiment sec), la granulométrie (fractions de particules fines >63 pum ; %), et les
fractions des Substances Exopolymériques (EPS en ug.g™* de sédiment sec) qui sont composées des carbohydrates
des EPS colloidaux (« Coll carb EPS ») et liés (« Bound carb EPS »). Les cartes ont été réalisées par krigeage
ordinaire (Orvain et al. 2017).

Ainsi, au cours de cette étude, entre 66 et 339 mgC.m (Tab. 31) ont été mesurés sous
forme d’EPS au niveau des différentes stations de 1’estuaire de Seine. Cependant, seul 7,21 %
de la zone estuarienne étudiée est constituée de vasieres et le MPB subtidal est inexistant dd
aux fortes turbidités et a la profondeur qui limitent la pénétration de la lumiere. De plus, le MPB
est principalement actif pendant I’émersion de jour sur une trés fine couche sédimentaire alors
que le systeme pélagique est actif pendant toute la période diurne sur une profondeur plus
importante (pour 7,6x10° m? de vasiéres, il y a 930x10° m® d’eau).

Dans le but d’estimer la part des compartiments phytoplanctonique et
microphytobenthique dans le pool d’EPS, nous avons calculé une production potentielle d’EPS
microphytobenthique en assumant une production de 1,8 mg Geq.mgChl a.h™* (Wolfstein et al.
2002). Ainsi, pour une émersion diurne de 6 heures et un temps de résidence de 5 a 18 jours
(Brenon and Hir 1999; Even et al. 2007), le pool d’EPS originaire du MPB représenterait entre
0,44 et 1,61% du pool mesuré dans la colonne d’eau au cours de cette étude. Cependant, les
concentrations en EPS estimées par ce moyen sont inférieures a celles mesurées sur les vasiéres.
En estimant que le pool d’EPS sédimentaire mesuré est entiérement remis en suspension, la
contribution du MPB dans le pool d’EPS serait alors comprise entre 1,7 et 6,1 %. Pour le
phytoplancton, en assumant une production 40% plus faible (Goto et al. 1999) soit 1,08
mgGeqg.mgChl a.h%, le pool d’EPS originaire de ce compartiment représenterait entre 9,34 et

33,62 % du pool mesuré. Ainsi, par ces estimations, nous pouvons confirmer qu’une large part
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de du pool EPS est produite par d’autres organismes non autotrophes tels que les groupes zoo-

planctoniques, zoo-benthiques et le compartiment bactérien qui jouerait un réle significatif.

Tableau 31. Synthése des estimations de production primaire et d’excrétion de carbone (TEP, EPS) des
compartiments phytoplanctonique et microphytobenthique de ’estuaire de Seine. Les données sur la production
microphytobenthique ont été estimées en calculant la moyenne des mois d’Avril et Septembre.

Production Excrétion
. . TEP S-EPS
2 el Al
Compartiment Stations gC.m=an* tC.an Profondeur mgC.L7 mgC.L~
1 72.13 3200
Entre
2 81.53 1881.3
Sub-surface Entre 1.5 0.18 et
3 50.68 497.15 et11.5 50.58
4 45.68 195.26
Phytoplancton 5 31.16 118.15
6 17.26 45.09 Interface Entre 2.2 Entre 0
7 17.62 39.84 | eau/sédiment et 70 et 33.2
8 18.54 54.92
Estuaire 64.75 6032
Vasiéres gC.m2m! tC.m! mgC.m?
Vasiere Sud 4.90 0.39
Microphytobenthos Chenal intertidale 339
. 3.94 5.08
environnemental
Estuaire 6.66 57.28

6. Comparaison inter-estuarienne

La moyenne annuelle de production primaire phytoplanctonique de I’estuaire de Seine
pour I’année 2015 a été estimée a 65 gC.m2.y"L. Cette valeur est faible par rapport aux gammes
de valeurs données dans la littérature. En effet, celles-ci sont comprises entre 19 et
547 gC.m2.y" pour une moyenne de 190 gC.m2.y"! sur 45 estuaires différents (Boynton et al.
1982) et entre -105 et 1890 gC.m2.y ! avec une moyenne de 225 gC.m=2.y sur 131 écosystémes
estuariens et cétiers (Cloern et al. 2014). 1l est évident que la comparaison entre estuaires est a
relativiser puisque chaque estuaire est unique de par sa position géographique, sa bathymétrie,
son hydrodynamisme ou sa morphologie, ces caractéristiques physiques conditionnant
fortement les facteurs physico-chimiques contrélant la production (e.g. irradiance, température,
turbidité). Cependant, selon la classification de Nixon (1995), notre valeur de production
annuelle caractériserait 1’estuaire de Seine comme oligotrophe. Plusieurs facteurs pourraient

expliquer la différence que nous observons avec les autres estuaires étudiés.
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Tout d’abord, il est important de noter que 1’effort d’échantillonnage dans cette étude
s’est concentré jusqu’a la limite amont du gradient salin de I’estuaire et non jusqu’a la limite
définie par I’influence de la marée. Or, comme nous 1’avons vu, la production en amont de la
MTZ, peut étre tres importante (Descy et al. 2016) et contribuer de fagon non négligeable au
carbone particulaire réutilisé par le réseau trophique (Etcheber et al. 2007). La partie dulcicole
de D’estuaire représentant plus de 45 km? pourrait ainsi changer le rang de la classification de
I’estuaire.

De plus, nos estimations sont basées sur des échantillonnages réalisés durant la tenue du plein
a marée haute. Or, la production peut également varier a trés courte échelle de temps en raison
des variations environnementales induites par la marée. En effet, nos résultats nous ont permis
d’observer que les valeurs moyennes de rETRmax sont supérieures d’environ 20% lorsqu’elles
prennent en compte la variation journaliére en comparaison avec la valeur mesurée lors de la
tenue du plein.

A la production phytoplanctonique s’ajoute la production microphytobenthique. Or les résultats
obtenus au cours de cette étude ont montré que la productivité du microphytobenthos pouvait
étre tres importante et que sa production pouvait atteindre 20% de la production autochtone
totale de I’estuaire.

En tenant compte de ces observations, la valeur de la production primaire annuelle de I’estuaire
pourrait étre considérablement augmentée. Ainsi, des études approfondies complémentaires
sont désormais nécessaires afin d’accéder a des valeurs encore plus précises de cette production
primaire.

Il est également important de tenir compte de la variabilité annuelle de cette production.
En effet, il a été observé des productions 5 fois plus faibles inter-annuellement dans la baie du
Massachussetts (Oviatt et al. 2007). Bien que les valeurs de débits et de chl a mesurées lors des
années précédentes ne permettent pas de situer I’année 2015 comme exceptionnelle, d’autres
variables telles que la température, I’irradiance ou les vents pourraient également influencer la
variabilité interannuelle. Ainsi, 'une des perspectives de cette étude serait d’acquérir des
données pluriannuelles avant de caractériser 1’estuaire.

Enfin, la méthode d’échantillonnage peut également étre une source importante de
variation des valeurs de production entre estuaires (Cloern et al. 2014) et certaines estimations
ont pu étre surestimées. Dans cette étude, la méthode d’échantillonnage mise en place avait
pour objectif d’estimer la dynamique spatiale et temporelle de la production primaire en
utilisant des mesures a haute fréquence spatiale. Ainsi, 8 stations ont été échantillonnées et plus

de 40 mesures par transect ont été réalisées avec la technologie PAM sur le continuum du
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gradient salin. Or, certaines estimations reportées dans la littérature sont basées sur une ou deux
stations, ce qui ne permet pas d’accéder a la variabilité que nous avons pu observer. De plus,
nous avons échantillonné a intervalle mensuel alors qu’il est récurrent d’observer dans la
littérature des estimations basées sur des échantillonnages saisonniers, bien souvent realises au
printemps et/ou en été. Or, nous avons pu observer que la production primaire automnale et
hivernale est trés faible et ne peut étre estimée par extrapolation d’échantillonnages printaniers
et estivaux. Enfin, notre méthode d’estimation de la production, basée sur I’intégration en
profondeur de la production en fonction de I’atténuation de la lumiére induite par la turbidité,
a considérablement diminué la valeur de production. Or, la turbidité est I’un des facteurs
limitants les plus influents dans les écosystemes estuariens. Ainsi, nous pouvons suggérer que
les études ayant estimé une production estuarienne sans intégrer correctement cette variable
avec la profondeur peuvent avoir surestimé la production du systeme en cas de turbidité

importante.

7. Limites et perspectives de I’étude

Production primaire nette et brute

Traditionnellement, les méthodes de production d’O et la fixation de **C ou *C ont été
utilisées pour estimer la production primaire brute (GPP pour « Gross Primary Production »)
ou la production primaire nette (NPP pour « Net Primary Production ») et le débat est toujours
ouvert pour savoir quel paramétre ces méthodes mesurent vraiment. La GPP est définie comme
I'énergie intracellulaire disponible résultant des réactions photosynthétiques comme indiqué par
le taux de transport des électrons entre PSI et PSII pendant la photopériode. La NPP est, quant
a elle, considérée comme I'énergie intracellulaire stockée en terme de fixation nette du carbone
pendant la photopériode (et donc ne tient pas compte du stockage d'énergie, des colts d'énergie
associes aux processus métaboliques et de la respiration) (Hama et al. 1983). Lors de
I’utilisation des méthodes d’incorporation du carbone, une certaine part de la production est
utilisée pour la respiration et/ou I'excrétion. De ce fait, les temps d'incubation jouent un rdle
important pour comprendre la relation entre NPP et GPP. De maniére conventionnelle, il est
admis que les temps d'incubation courts (< 2 h) donnent des estimations proches de GPP alors
que des temps d’incubation longs (24h) donnent des estimations de la NPP (Marra 2002).
Cependant, certaines études ont montré la possibilité d’estimer la NPP avec des incubations de
2h (Williams et al. 1996; Pei and Laws 2013). Ainsi, le consensus actuel est que les incubations

courtes (de 1 a 3h) quantifient quelque chose d'intermédiaire entre la GPP et la NPP au sens
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strict (Hancke et al. 2015). Le temps d'incubation, au cours de cette étude, variait entre 2h et
4h. Ainsi, nous suggérons que nos mesures de 3C, sur lesquelles ont été basées nos estimations
de la production primaire phytoplanctonique, peuvent étre incluses dans ce consensus.
Actuellement, aucune méthodologie ne permet in situ de quantifier de maniére fiable la NPP,
car il est difficile de séparer la respiration phytoplanctonique de celle des hétérotrophes. Des
mesures de MIMS (Membrane Intel Mass Spectrometer) peuvent permettre d’y accéder

(Claquin et al, 2004), mais ce type d’approche n’est pas applicable en milieu estuarien.

Diversite genétique et protistes hétérotrophes

Les premiers résultats sur la diversité génétique de I’estuaire ont suggéré que la diversité
des protistes hétérotrophes de 1’estuaire €tait bien plus importante que les résultats attendus et
pourrait avoir une place et un role trés important dans le fonctionnement de ’estuaire.
En effet, la matiére organique dissoute, produite par I’excrétion du phytoplancton et 1’activité
du zooplancton, est consommée efficacement par les bactéries hétérotrophes. La biomasse
bactérienne qui en résulte est consommée par le nanoplancton hétérotrophe et retourne ainsi
dans le réseau trophique. Un premier effet de 1’activité bactérienne est donc la production d’une
biomasse exploitable, produite a partir de carbone organique particulaire ou dissout qui serait
autrement exporté en profondeur, par sédimentation ou convection (Carlson et al 1994). Ainsi,
la production bactérienne peut limiter les exportations de matiere organique et jouer un réle
déterminant dans les flux de CO.. De plus, dans les écosystemes estuariens, recevant
d’importants apports allochtones terrestres, benthiques, naturels et anthropiques, la production
bactérienne peut étre trés importante et excéder la production primaire. De plus, une proportion
importante du bactério-plancton est attachée aux particules qui sont alors directement
consommeées par des ciliés ou le meso-zooplancton et accroissent ainsi la productivité. Le
couple bactéries-protistes régénére les éléments minéraux issus de la matiere organique
détritique. Ceux-ci s’ajoutant aux apports directs aggravent ainsi 1’eutrophisation du milieu.
Dans les cas extrémes, l'activité bactérienne se traduit par une demande en oxygeéne telle, qu'elle
conduit a I’anoxie ou pratiquement seuls les procaryotes peuvent subsister.
Ainsi, aux vues de nos premiers résultats, des études approfondies sur le couplage de ce
compartiment avec celui des producteurs primaires seraient intéressantes. Notamment en
étudiant la production bactérienne afin de pouvoir caractériser la dynamique spatiale et
temporelle des différents degrés d’hétérotrophie (PPbact > PP) et d’autotrophie (PPbact < PP)

de 1’estuaire.
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Consommateurs primaires

Le maintien du fonctionnement des écosystémes tels que les estuaires est important,
notamment puisque ces systemes sont trés productifs en terme de production secondaire. Cette
productivité peut étre attribuée a plusieurs facteurs tels que I’important apport de carbone fixé
par les producteurs primaires (Osterblom et al. 2007) et I’efficacité du transfert de cette énergie
aux compartiments trophiques supérieurs. D’autant plus que le régime omnivore de nombreuses
especes estuariennes contribue a ’efficacité du transfert des producteurs primaires vers les
consommateurs (Costanza et al. 1997). De plus, récemment, la meilleure qualité nutritionnelle
des especes phytoplanctoniques estuariennes, en comparaison aux especes d’eaux douces ou
aux especes océaniques, a e€té mise en avant et pourrait expliquer la forte production des
compartiments supérieurs des réseaux trophiques de ces systémes (Winder et al. 2017).

Ainsi, I’étude du couplage entre les producteurs et les consommateurs primaires est une
approche importante pour caractériser le fonctionnement des écosystémes estuariens.

Cet aspect a récemment été abordé sur I’estuaire de Seine avec par exemple le projet
GIP SA5-ZOOGLOBAL qui met en évidence le role trophique de la population des copépodes
du genre E.affinis (trés dominant en Seine) et du microzooplancton dont I’activité de broutage
quotidienne consommerait jusqu’a 10 % du stock de chl a. Selon leurs résultats préliminaires,
en terme de carbone, cette consommation représenterait quotidiennement jusqu’a 16% de la
production primaire par E.affinis et jusqu’a 20% par le microzooplancton (Souissi 2017).
D’autre part, le projet GIP SA5 — BARBES a permis de mettre en évidence l'impact de
I'ensemble de la communauté macrozoobenthique (les 6 espéces étudiées représentant plus de
95 % de la biomasse totale) sur la dynamique sédimentaire. Les résultats, intégrés dans le
modele hydro-sédimentaire cross-shore MARS-2DV adapté a la Seine, montrent notamment le
réle fonctionnel des populations d'Hediste diversicolor en synergie avec le microphytobenthos
(Orvain et al. 2017).

Modélisation

Bien que ce travail ait permis d’estimer pour la premiére fois la production primaire le
long du gradient salin et des vasiéres de 1’estuaire de Seine, le grand nombre de facteurs qui
influence la production primaire tels que ceux traités dans cette étude, mais également ceux qui
n’ont pas été abordés, tels que la fraction bactérienne ou le réle des consommateurs primaires,
ne permettent pas d’appréhender totalement la dynamique spatiale et temporelle de la
production primaire. D’autant plus que la variabilité des variables forgantes est trés importante

a tres petite échelle spatiale et temporelle. De ce point de vue, seule la mise en place d’outils de
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modélisation pourrait permettre d’estimer cette dynamique dans son intégralité. Cependant les
modeles physiologiques spécifiques restent rares spécifiquement en estuaire (Cole and Cloern
1987; Lucas et al. 1998; Arhonditsis et al. 2007; Arndt et al. 2011). Les modeles sont
particulierement intéressants pour améliorer la compréhension des cycles biogeochimiques
dans les écosystémes. Notamment, parce qu’ils permettent de compléter les mesures réalisées
sur le terrain, en fournissant une description mécanistique des interactions biogéochimiques,
sur une large gamme d’échelles qui ne peuvent étre appréhendées par des observations in situ.

Le couplage de modeles biogéochimiques, le modeéle Seneque/Riverstrahler et le
modele ECO-MARS3D, qui integrent la Seine, son estuaire et la baie de Seine, a été réalisé
récemment (Passy et al. 2016) pour analyser la dynamique de blooms en baie de Seine.
Cependant, aucun modele n’a actuellement pu étre validé correctement dans I’estuaire de Seine
en raison de 1’absence de données sur la dynamique spatiale et temporelle de la production
primaire avant ce travail. Des a présent, les données obtenues dans cette étude pourraient

permettre de conceptualiser, d’alimenter et de calibrer de tels mod¢les.

Automatisation d’'un milieu turbide

A I’heure actuelle, une mise en synergie des dynamiques d'acquisition de connaissances,
souvent menées de maniere indépendante, apparait indispensable pour mieux suivre,
comprendre et gérer les écosystémes. Ainsi, le suivi en continu, des variables forgantes de
I’estuaire de Seine permettrait d’avoir une vision intégrée du systéme. Actuellement, plusieurs
réseaux automatisés permettent de suivre différents paramétres, de facon plus ou moins
automatisée, sur I’ensemble de la Seine et de son estuaire : le réseau CARBOSEINE, le réseau
SYNAPSES, la Boué D4-La Carosse (future bouée SCENE) et la bouée instrumentée SMILE.
Actuellement, le projet PHRESQUE vise a harmoniser et compléter ces différents réseaux, afin
d’équiper le continuum Seine de I’un des réseaux de suivi de la qualité de I’eau des plus
performants a I’échelle mondiale. En effet, le méta-réseau PHRESQUES permettra de suivre
10 parametres (Température, O2, conductivité, pH, turbidité, biomasse algale, pCO2 & CDOM,
sels nutritifs (N & P), météo, courants et MES) et de caractériser le fonctionnement de
I’hydro-systeme sur prés de 400 km.

Compte tenu de I‘importance de la production primaire sur [’ensemble du
fonctionnement de 1’estuaire et pour les réseaux trophiques des €cosystémes de ce continuum,
il serait intéressant d’envisager la perspective de mettre en place des méthodes d’estimation de
cette production, dans ce type de réseaux. Ce type de mesures a été mis en place sur la bouée
SMILE (UniCaen/Ifremer), installée en baie de Seine, qui est équipée d’'un FRRF ACT2
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Chelsea-Instrument permettant de réaliser, depuis mars 2016, des courbes ETR/PAR a haute
fréquence (toutes les 2 heures pour I’instant). Ainsi, le développement de ce type de mesures
automatisées sur d’autres bouées du réseau PHRESQUES et dans d’autres écosystémes cotiers
et estuariens, serait une avancée considérable sur la caractérisation de la production primaire, a
une résolution tres fine, dans ces milieux trés dynamiques dont I’importance écologique et a été

largement démontrée.
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composants de I'appareil photosynthétique. Le transport des électrons (e°) est indiqué par des
fleches rouges et le transport des protons (H*) par les fleches violettes. Les électrons, extraits
de I’eau dans le photosystéeme II (PSII), sont transférés au cytochrome be/f (Cyt be/F) et de Ia,
via la plastocyanine (PC) au photosysteme I (PSI), ou ils sont utilisés pour réduire NADP en
NADPH. Abréviation : LHC, antenne collectrice de la lumiere (fleches jaunes) ; RCII : centre
réactionnel de la molécule de chlorophylle a du PSII (P680) et du PSI (P700) ; Pheo, une
molécule de phéophytine a; Qa et Qg, des quinones liées ; PQ, des plastoquinones libres ;
Fq, ferrédoxine ; FNR, ferredoxine/NADP réductase ; Pi, phosphore inorganique. ................ 19
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n’est pas enraciné (d’apreés Not et al. 2012) ........cccoviiiiiiiiiiic e 20
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Figure 4. Modéle résumant les transferts d’énergie au niveau du PSII. La lumiére incidente
(E) est absorbée par les antennes collectrices (LHC) d’une chlorophylle avec une section
d’absorption (opsii) et va migrer par résonnance en excitant les molécules de cette chlorophylle
(Chl*) jusqu’a un centre réactionnel (RC). Si le centre réactionnel est ouvert (A), Psgo va étre
oxydée (Peso®) et le premier accepteur d’électron (Qa) sera réduit (Qa’). Sous ces conditions, la
fluorescence est minimale (Fo). Si au moment ou le photon est absorbé, Qa est réduit [i.e. le RC
est fermé (B)], I’énergie absorbée peut étre renvoyée sous forme de fluorescence, augmentant la
fluorescence jusqu’a un niveau maximal (Fm). La valeur de fluorescence F observée a un niveau
d’irradiance E est une moyenne de Fo et Fm pondérée par la fraction de RC ouverts et fermés et
correspond au quenching photochimique (ge). D’aprés Kolber & Falkowski (1993). ............ 23

Figure 5. Conceptualisation de I'influence de la lumiere et des nutriments sur I'efficacité
de l'utilisation de la lumiere par les pigments. Dans chaque cadre, le pool de pigments
représente la capacité de collecte de la lumiére pour I'ensemble des unités photosynthétiques,
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du pouvoir réducteur pour les trois voies de synthése mais la diminution de I’ATP est
proportionnellement inférieure a la diminution du N ou du C. D’aprés Behrenfeld et al. (2004).

Figure 6. Pourcentages des différentes classes de taille de phytoplancton calculés selon le
modele présenté par Brewin et al. (2010) avec des données de mai 2005. Les pixels gris
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intérieures (<200 m de profondeur) ou l'algorithme s'est révélé surestimer la chlorophylle en
raison de la présence de matiére particulaire en suspension et/ou de matiére organique dissoute
(010 0] (< TSSO 32

Figure 7. Variété des EPS produits par les diatomées (Shniukova and Zolotareva 2015)

Figure 8. Ensemble des interactions et processus biogéochimiques au sein des écosystemes
estuariens et a leurs interfaces. Un grand nombre de processus physiques contribuent a la
variabilité spatiale et temporelle du systeme estuarien (apport fluvial, anthropiques, courants et
amplitude de marée). Echanges eau douce/eau salée avec les zones cotiéres adjacentes. ROFI =
Region of Freshwater Influence. D’aprés Statham (2012).........ccovviviiiineiencneiesceeeeee, 36

Figure 9. Schéma des flux dominants de I'eau, des sédiments, des nutriments et du plancton
dans un estuaire. D’aprés Wolanski et al. (2004). ......ccocoeiieiiiie i 39

Figure 10. Schématisation du nombre d’études de la diversité réalisées par approche
moléculaire. Les zones estuariennes ont été encadrées en rouge. D’aprées Zinger et al. (2012).

Figure 11. Carte de D’estuaire de Seine, des vasiéres intertidales et délimitation des
différentes zones de I’estuaire (Estuaire aval, moyen et amont). Source : ouvrage collectif « La
Seine en Normandie », GIP SEINE-AVAL. .........ccc.oeiiiriiii e 48

Figure 12. Courbe de marée dans I’estuaire de Seine le 20 mars 2010 pour un débit a Poses de
397 mis?t et un coefficient de marée de 83. Les courbes marégraphiques présentées
correspondent a la hauteur d’eau mesurée par les marégraphes situés en différents points de
I’estuaire de Seine. Données GIP-Seine-Aval (2012). ......ccocviviiiiiinieieee e 49

Figure 13. Localisation des stations d’échantillonnage sur 1’estuaire de Seine pour les
campagnes mensuelles (points noirs ; stations 1 a 8) échantillonnées en transect (ligne
pointillée) et les campagnes journalieres (points rouges avec 1 : La Carosse, 2 : Fatouville et 3 :
Tancarville) échantillonnées au cours d’un cycle de Marée. ..........ccoceeevereneni s s, 58

Figure 14. Principe de la fluorescence modulée « PAM ». Sous une tres faible lumiere
détectrice (LD), I’activité photosynthétique est insignifiante. Le premier accepteur d’électron
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Qa est complétement reduit. La fluorescence atteint alors un maximum (Fm). Une gamme de
lumicre actinique (LA1, LA2 etc.) d’intensités croissantes est appliquée sur 1’échantillon.
Chaque intensité lumineuse (flux de photons) est appliquée pendant 30 secondes dans cette
étude. Pour chaque intensité, une fluorescence de base stable Fs est atteinte. Toutes les 30
secondes un flash de lumiére saturante (LS) est émis et Fim’ est alors déterminée. ................. 64

Figure 15. Localisation des stations d’échantillonnage sur 1’estuaire de Seine pour les campagnes
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Figure 16. Daily dynamics of (A) specific absorption of the chlorophyll pigment (a*;
m2.mgChl a!) and (B) functional absorption cross-section of the PSII (¢PSIIL, nm?) in the
three species studied. The white circle represents T.pseudonana, the black circle represents
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using (A) a* (¢2") and (B) orsiiado (a(I1)) for each species studied. The black circle represents
S.marinoi, the white circle represents T.pseudonana and the black triangle represents
P.australis. The grey bar plot shows irradiance (umol photons.m2.s™) dynamics over the course
OF TNE dAY (LIMES). ...ttt bbbt 92

Figure 19. Dynamics of the maximum electron transport rate (ETRmax; relative unit)
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Figure 21. Map of the Seine estuary (Longitude: 0.2327, latitude: 49.4326 (WGS84) -
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