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ANNEXE | = METHODES ET PROTOCOLES

. CAMPAGNES BIMESTRIELLES

Les campagnes en Estuaire de Seine consistent a remonter 'estuaire de Honfleur (49°25’45” N 0°13'50.00”
E- PK : 355) jusqu’a Rouen (49°26’33” N 1°4’15.00” — PK : 246) représentant un transect de 110 km environ. Afin
de suivre I'évolution spatiale d’'une méme masse d’eau, les campagnes de transect étaient programmées pour
suivre la marée montante avec un coefficient de marée variant de 51 a 96 (moyenne = 80). Une pompe a été
utilisée en continu au cours des transects afin de prélever de I'eau. Plusieurs parameétres ont été mesurés a haute
fréquence (au maximum 8 minutes d’intervalles) : température, salinité, turbidité et 'oxygéne dissous avec une
sonde multiparamétre YSI 6600 (YSI, Etats-Unis), le PAR (RBR solo3 PAR), les nitrates avec 'OPUS (TriOS Mess
& Datentechnik GmbH, Allemagne), la fluorescence multispectrale avec une fluoroprobe (BBE -Moldaenke,
Allemagne) et les parametres photosynthétiques avec un fluorimetre single turnover (FRRf or Labstaf Chelsea
Technologies, RU). Sur 12 stations définies le long du transect des prélevements a basse fréquence sont effectués
en plus : Chla, sels nutritifs, structure de la communauté phytoplanctonique par des mesures de cytométrie en flux

ainsi que la composition de la MOD.

I.1. Dynamique du phytoplancton

Mesure de la chlorophylle a:

Pour la mesure des concentrations en Chla, des échantillons d’eau de volume variable (en fonction de la
charge en MES) sont filtrés avec un filtre Whatman, GF/F 47 mm, 0.7 um en fibre de verre puis congelé (-20 °C)
jusqu’au moment de I'analyse. Pour extraire les pigments 10 mL d’acétone a 90 % (v/v) au filtre puis laissés au noir
a 4 °C pendant 12 h. Aprés cette période, les échantillons sont centrifugés deux fois & 1700 g pendant 5 minutes.
La concentration en Chla extraite est mesurée avec un fluorimétre Turner Designs (Sunnyvale, EU) selon la
méthode de Strickland and Parsons, (1972) en suivant le protocole de référence du SNO SOMLIT (Service

d’observation du Milieu Littoral).
Structure de la communauté phytoplanctonique par cytométrie en flux:

Les communautés ont été caractérisées par cytométrie en flux a I'aide d’'un Cytosense (Cytobuoy, Pays-
bas). Le Cytosense est un cytomeétre automatisé spécialement congu pour I'étude du phytoplancton. Ce cytométre
permet de mesurer des cellules de 1 a 1000 um et est équipé de deux lasers : un bleu (452 nm, 50 mW) et un vert
(552 nm, 50 mW). Grace a un double faisceau laser, il est capable de mesurer des profils optiques de chaque
cellule permettant d’obtenir des informations supplémentaires et de distinguer les chaines de cellules par exemple.
De plus, une caméra permet de prendre des photos des particules en fonction des caractéristiques cytométriques
des cellules, ce qui est une aide précieuse pour caractériser les communautés microphytoplanctoniques. Pour
I'estimation de la taille des particules, des billes fluorescentes de 1, 1,5, 2, 5, 10 et 20 ym ont été utilisées. La
détermination des groupes de la structure de communauté du phytoplancton peut se faire de plusieurs manieres.

Pour commencer les particules autotrophes sont séparées du reste des particules grace au signal de FLR. Des
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groupes peuvent étre séparés en fonction de classe de taille, la classification de Sieburth et al., 1978 est
habituellement utilisée séparant en trois catégories : le picophytoplancton (< 2 ym), le nanophytoplancton (2-20 pm)
et le microphytoplancton (> 20 um). Le protocole appliqué par Serre-Fredj et al (2021) a été utilisé pour caractériser
les différents groupes.

Parametres photosynthétiques

L’estimation de paramétres photosynthétiques via la fluorimétrie variable a été réalisée en utilisant deux
fluorimétres de type "single-turnover (ST)" : un Frrf-ACT2 (Chelsea technologies, RU) et un LabSTAF (Chelsea
technologies, RU). Avant chaque mesure, les échantillons sont placés au noir permettant ainsi une oxydation des
quinones A et une ouverture de la plupart des centres réactionnels. A la fin de la période d’obscurité, la fluorescence
minimale FO a été mesurée en utilisant une lumiére faible non actinique. Une phase de saturation a renouvellement
unique (ST) est délivrée avec un flash saturant de 100 ys pour mesurer la fluorescence maximale a I'obscurité

comme décrit dans Boatman et al., (2019).

Temps

ANNEXE | Figure 1 : Courbe de saturation single-turnover

Les échantillons ont été exposés a 12 intensités de PAR croissantes (0 - 2000 pmol photon s-1 m2) avec
des intervalles de 30 secondes pour obtenir une courbe de fluorescence-lumiére (FLC). Le Tableau | reprend
'ensemble des équations utilisées pour déterminer les paramétres photosynthétiques utilisés pour in fine

déterminer la productivité primaire.

L’efficacité quantique maximale du PSII (Fv/Fm) a été calculée en utilisant I'équation suivante de (Genty et
al., 1989) - équation 5. Les échantillons ont ensuite été exposés a 12 étapes lumineuses de PAR croissant (de 0 &
2000 pmol photons m2 s1) pendant 30 secondes a chaque étape. L'efficacité quantique effective de PSII (équation
6) a été mesurée a chaque étape lumineuse comme (Genty et al., 1989). Le taux de transport d’électrons relatif
(rETR, unité relative) a été calculé pour chaque irradiance (E) comme décrit dans I'équation 12. Les variations de

ce taux de transport d’électrons relatif en fonction de la lumiere sont une des représentations des courbes de FLC.



ANNEXE | Tableau | : Equations servant a décrire les parametres photosynthétiques d’'une communauté
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La modélisation de ces données formant alors une courbe, permet d’obtenir des parametres
supplémentaires. Le modéle de (Boatman et al., 2019) (équation 11) a été appliqué. De la modélisation des courbes
FLC, on peut estimer au moins deux parametres : a et Ek, permettant ainsi de calculer le taux de transport maximal
d’électrons (rETRmax) du PSII en y couplant I'algorithme d’absorption d’Oxborough et al., (2012), le flux d’électrons
PSII par unité de volume est calculé comme dans I'équation 14 ou Ka est une constante inhérente a I'instrument
(ici Ka = 11800). Le flux PSII par unité de volume (JVIimax), mmol électrons m= h? est calculé comme dans
I'équation 17. En appliquant le facteur de conversion du nombre de moles d’électrons en moles de carbone
déterminé par (Morelle et al., 2018) en estuaire de Seine on peut estimer la production en mg C m h1. En intégrant
la production sur la profondeur et dans le temps, nous avons ensuite calculé la production journaliere le long du
transect en prenant les données lumiéres de Météo France. Cette production journaliére nous a ensuite permis de

déterminer la production annuelle comme décrit dans (Morelle et al., 2018).

TEP : Particules exopolymériques transparentes

Pour la mesure des TEP, les échantillons d’eau sont filtrés avec un filtre Millipore 0.4 ym en polycarbonate
puis congelés (-20 °C) jusqu’a I'analyse. Selon Claquin et al., (2008) adapté de Passow and Alldredge, (1996), les
filtres sont colorés avec une solution de bleu d’Alcian (0.02%) avec 0.06 % d’acide acétique (pH : 2.5). L'exces de
bleu d’Alcian est rincé en ajoutant de I'eau puis passant le filtre a la centrifugeuse (3000 g, 19 °C, 15 min). Ce cycle
de rincage est répété deux fois puis 6 mL d’acide sulfurique (H2S0a4) 80% sont ajoutés. Apres 2 heures d’'incubation,
les mesures sont réalisées a I'aide d’un spectrophotometre (Pharmacia Biotech Ultrspec 1000 Spectrophotometer)
a 787 nm. La droite de calibration est réalisée en utilisant de la gomme xanthane (10 - 700 pg) comme standard.
Les concentrations en TEP sont exprimées en “équivalent Xanthane” (eq. Xanthane) par unité de volume ou par
Chla. La concentration de TEP est ensuite transformée en équivalent carbone en prenant un facteur de conversion
de 0,45 g C g TEP eq. Xanthane.

Sels nutritifs

Mesures des sels nutritifs inorganiques (NOz", NO2,, PO4*, Si(OH)4). Pour la mesure de sels nutritifs, les
échantillons d’eau sont filtrés a travers un filtre en acétate de cellulose (ClearLine, CA, 33 mm, 0.45 pm) puis
congelés (-20 °c) pour les nitrates et les phosphates, ou placés a -3 °C pour les silicates. Les analyses ont été
réalisées avec un auto-analyseur SEAL Analytical AA3 system (Aminot and Kérouel, 2007). Les limites de
détections sont de 0.02 umol.L™* pour le PO4* de 0.05 umol.L™* pour les (NOs, NO?, Si(OH)s. NH4* était analysé
par fluorimétrie selon le protocole d'Oriol et al., (2014). Le rapport N:P a été calculé comme étant (NOs’, NO2, +
NH24)/ PO4*.

EPS : Substances polymériques extracellulaires

Cet échantillon de 10 mL était ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant 20 min a 20°C, le culot obtenu était
immédiatement congelé a -20°C. Pour I'analyse, 1 mL d’eau MilliQ était ajoutée, puis 1 mL de phénol a 5% et 5 mL
d’acide sulfurique a 96% étaient ajoutés (Dubois et al., 1956). Les échantillons étaient ensuite incubés pendant 45
min a température ambiante et les mesures étaient réalisées avec un spectrometre (Ultrospec 1000, Pharmacia
Biotech) & 485 nm. Du glucose était utilisé comme standard pour la courbe de calibration. La concentration est
exprimée en équivalent glucose. Les polysaccharides des EPS ont été ensuite convertis en carbone, en prenant le

facteur suivant 0,4 g C/g de polysaccharide (Rouwenhorst et al., 1991).



[.2.Composition et distribution des MOD

(Auteurs : Edith Parlanti, Zhe-Xuan Zhang, Zoé Hayet, Mahaut Sourzac)
Préparation des échantillons aprés prélevement

Lors des 19 campagnes bimestrielles de juin 2019 a novembre 2022, les échantillons d’eau ont été prélevés
a un metre sous la surface puis filtrés sur des filtres en fibre de verre (Whatman, GF/F, 0,7 um) préalablement
pyrolysés a 450°C. Ces filtrations, permettant de séparer les MOD des MOP, ont été réalisées immédiatement
apres prélevement sur le bateau. Les échantillons d’eau filtrés ont ensuite été placés au réfrigérateur a 4°C et a
I'abri de la lumiére jusqu’a I'analyse.

Les MOD sont des mélanges complexes et trés hétérogenes de nombreux composants aux propriétés
chimiques et masses moléculaires variant sur de larges gammes, rendant difficile sa caractérisation (Canuel and
Hardison, 2016). De plus, elle est généralement en faible concentration dans 'eau qui contient également une
grande quantité de composés inorganiques qui peuvent interférer lors d’analyses chimiques (Minor et al., 2014).
Dans le milieu aquatique, les MOD sont principalement analysées par des techniques de spectroscopie optique

(Minor et al., 2014).: absorbance UV-Visible et fluorescence.
Analyse par spectroscopie optique

L’analyse des matiéres organiques dissoutes/colloidales (MOD) a donc été réalisée par I'étude de ses
propriétés optiques (absorption, fluorescence 3D) (Parlanti et al., 2018). Ces techniques de spectroscopie optique
qui présentent I'avantage d’étre rapides, trés sensibles et non invasives, sont utilisées depuis de trés nombreuses
années et permettent une caractérisation globale des MOD chromophoriques ou fluorescentes (Fellman et al.,
2010; Li and Hur, 2017).

Analyse par spectroscopie d’absorption UV-Visible

Les propriétés générales des MOD ont ainsi été déterminées tout d’abord par spectroscopie d’absorption
UV-Visible. La mesure de I'absorbance permet en effet d’obtenir des informations sur la fraction des MOD capables
d’absorber la lumiére, les MOD chromophoriques (Li and Hur, 2017). Les spectres d’absorbance ont été enregistrés
entre les longueurs d’onde de 210 et 700 nm a 200 nm.min! & I'aide d’un spectrophotométre Jasco® V-760. Les
analyses ont été effectuées dans une cuve en quartz (Hellma) de trajet optique de 1 cm. Le spectre d’absorbance

d’un blanc d’eau ultrapure (Milli-Q, Millipore) est soustrait du spectre de chaque échantillon.

Afin d’obtenir des informations sur les propriétés des MOD a partir des spectres d’absorbance, différents
indices ont été développés et appliqués a I'étude des MOD en milieu aquatique (Parlanti et al., 2018), les principaux
indices qui ont été calculés a partir des spectres d’absorbance sont décrits dans le Tableau Il.



ANNEXE | Tableau Il : Parametres calculés a partir des spectres d’absorbance UV-Visible

Parametre | Unité Calcul Description Références
Qs m* a2s4 = 2:303A 54/l Coefficient d'absorption a 254nm. Indicateur de (Weishaar et al., 2003;
MOD chromophoriques. Lié a l'aromaticité. Bianchi et al., 2011)
Origine terrestre et aquatique/biologique.
a280 m? a280 = 2:303A50/l Coefficient d'absorption a 280nm. Indicateur de (Fichot et al., 2016)
MOD chromophoriques. Composés phénoliques
ases m? ases = 2:303Az6s5/ Coefficient d'absorption a 365nm. Indicateur de (Hernes and Benner,
MOD chromophoriques. Lié a I'aromaticité, a la 2003; Hernes et al.,
concentration en phénols et aux composés de 2008; Haywood et al.,
type lignine. Origine terrestre. 2018)
aues m* aues = 2:303A 65/l Coefficient d'absorption & 465nm. Indicateur de (Peuravuori and
MOD chromophoriques. Lié a I'aromaticité. Pihlaja, 1997; Chen et
al., 2002)
Ae65 m* ases= 2:303Asgs/l Coefficient d'absorption & 665nm. Indicateur de (Peuravuori and
MOD chromophoriques. Lié & I'aromaticité. Pihlaja, 1997; Chen et
al., 2002)
E2/E3 azsalases  AosaPses | Rapport d'absorbance. Inversement corrélé au (Giancoli Barreto, S. R.
poids moléculaire et a I'aromaticité Nozaki and Barreto,
2003; Helms et al.,
2008; Minor et al.,
2014)
E4/E6 auss/ases  AuesiPess | Rapport d'absorbance. Indicateur de (Chen et al., 2002;
dégradation/humification. Inversement corrélé Helms et al., 2008;
avec le poids moléculaire et positivement corrélé | Minor et al., 2014;
avec les rapports O:C et C:N, la teneur en Sepp et al., 2019)
carboxyle et I'acidité totale.

% m*.mol?.l 0.05*(A280/COD) + | Pourcentage d'aromaticité (unité COD: mol/l) (Chin et al., 1994)

aromaticité 6.74

SUVA mt.mg?l Abs254/(I*[COD]) Specific UV Absorbance SUVA. Indicateur de (Weishaar et al., 2003;

I'aromaticité et du caractéere hydrophobe ou Matilainen et al., 2011)
hydrophile des MOD - SUVA254> 4: MOD

hydrophobes avec un caractére aromatique fort ;

SUVA254< 3: MOD hydrophiles. (unité COD:

mg/l)

So75.205 nm* Pente du spectre Traceur de source terrigéne. Inversement corrélé | (Weishaar et al., 2003;
d'absorption sur la | au poids moléculaire. Lié aux composés de type Fichot and Benner,
gamme de lignine, de faibles valeurs indiquant des dérivés 2012; Haywood et al.,
longueur d'onde de la lignine de haut poids moléculaire et 2018)

275-295 nm inversement. Photodégradation des MOD et
transformation de composés de type lignine de
hauts poids moléculaires en faibles poids
moléculaires.

Sa50.400 nm* Pente du spectre Inversement corrélé au poids moléculaire des (Helms et al., 2008)
d'absorption sur la | MOD, augmente généralement avec l'irradiation.
gamme de
longueur d'onde
350-400 nm

Sr So75-205nm/S3s0-400nm | Rapport de pentes spectrales. Estimation du (Helms et al., 2008)

poids moléculaire des MOD, plus la valeur est
forte, plus le poids moléculaire est faible - Sr>1
pour les eaux marines ; Sr<1 MOD terrestres




Les pentes spectrales entre 275 et 295 nm (Sz275-205) et entre 350 et 400 nm (Sss0-400) @insi que le rapport
entre ces deux pentes (SR) ont notamment été calculés et renseignent sur les variations de la masse moléculaire
des MOD (Helms et al., 2008). Le rapport SR est négativement corrélé avec la taille des MOD : quand SR
augmente, le poids moléculaire diminue (Helms et al., 2008). Pour des échantillons principalement marins, S275-295

> S3s0-400 alors qu'il s’agit de I'inverse pour des échantillons & dominance terrestre (Helms et al., 2008).

L’absorbance a 254 nm normalisée par la concentration en COD, appelée SUVA (Specific UV Absorbance),
est corrélée avec le pourcentage d’aromaticité des MOD (Weishaar et al., 2003). Le SUVA est donc considéré
comme un indicateur de I'aromaticité, de la réactivité et du caractére hydrophobe ou hydrophile des MOD en milieu
aquatique (Matilainen et al., 2011).

Analyse par fluorescence 3D des MOD

Une partie des MOD chromophoriques, les MOD fluorescentes, peuvent émettre un photon a une certaine
longueur d’onde lors de la relaxation depuis un état excité pour retrouver un état stable (Stedmon and Markager,
2005), et peut donc étre analysée par spectrofluorimétrie (Li and Hur, 2017). La fluorescence est une technique
trés sensible qui permet de caractériser les MOD a partir d’'un échantillon aqueux de faible volume sans nécessiter
d’étapes préalables de concentration ou d’extraction. Depuis plusieurs décennies, la fluorescence tridimensionnelle
(ou matrices d’excitation-émission (EEM) de fluorescence) est la technique la plus utilisée pour caractériser les
MOD et étudier sa dynamique dans les environnements aquatiques (Jaffé et al., 2004; Huguet et al., 2009; Carstea
etal., 2010; Tzortziou et al., 2015; Ejarque et al., 2017). Les spectres EEM renseignent sur les propriétés générales
des MOD et donnent des informations sur sa source, sa composition chimique, son état de dégradation et sa
réactivité (Parlanti et al., 2000; McKnight et al., 2001; Ejarque et al., 2017).

Les échantillons dont le maximum d’absorbance observé sur toute la gamme de longueurs d’onde était
supérieur a 0,1 ont été dilués avant I'acquisition des spectres de fluorescence pour éviter les effets de filtre interne
lors de I'analyse et garantir que l'intensité de fluorescence soit proportionnelle a la concentration en fluorophores
(Huguet et al., 2009).

L’acquisition des spectres de fluorescence EEM des échantillons a été réalisée dans une cuve en quartz
(Hellma) de 1 cm de trajet optique thermostatée a 20 °C, a l'aide d’'un spectrofluorimétre Aqualog (Horiba
Scientific®), équipé d’une lampe a arc xénon 150 W, d’un double monochromateur pour définir les longueurs d’onde
d’excitation et d’'un détecteur CCD pour I'enregistrement des émissions de fluorescence avec une bande passante
de 5 nm. Les échantillons ont été analysés pour des longueurs d’'onde d’excitation comprises entre 240 et 800 nm,
avec un pas de 5 nm et un temps d’intégration de 2 s. Le spectre d’émission est enregistré avec un gain élevé du
détecteur CCD de 246,16 a 827,70 nm avec un incrément de 1 pixel (environ 0,58 nm). Un blanc de fluorescence
effectué dans les mémes conditions sur de I'eau ultrapure (Milli-Q, Millipore) est ensuite soustrait des spectres de
chaque échantillon. L’aire du pic de diffusion Raman de I'eau est calculée quotidiennement pour une excitation de
350 nm et permet de normaliser les spectres. Les intensités de fluorescence sont ainsi exprimées en unités Raman

(RU). Un exemple de spectre de fluorescence obtenu est présenté sur la Figure 2.
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ANNEXE | Figure 2 : Spectre de fluorescence d’un échantillon de Caudebec-en-Caux, juin 2021. Position
des principales bandes de fluorescence (a’, a, 8, y).

Les données semi-quantitatives et qualitatives a prendre en compte sont l'intensité (proportionnelle a la
concentration des fluorophores) et la position des maxima de fluorescence qui varient en fonction de la nature et
de l'origine des MOD et dépendent des espéces moléculaires fluorescentes qu’elle contient. Le traitement des
données des spectres EEM obtenus a été effectué avec le logiciel TreatEEM développé par Dario Omanovic¢
(Omanovic) qui permet de relever les intensités des principales bandes de fluorescence (o', a, B, y) et calculer les

indices de fluorescence (HIX, BIX et FI).

Dans un spectre de fluorescence 3D, les pics de fluorescence se superposent et ont des influences les uns
sur les autres. Afin d’extraire plus d’informations de ces spectres, une méthode numérique de traitement des
spectres a été développée et permet une séparation mathématique des différentes contributions spectrales
(Stedmon and Bro, 2008; Murphy et al., 2014; Osburn et al., 2016). L’ensemble des spectres EEM des échantillons
ont ainsi été traités par une analyse multivarié¢e PARAFAC dans Matlab R2021b avec la boite a outils DOMFluor
1.7. Le nombre de composants expliquant la fluorescence globale de 'ensemble du jeu de données est déterminé
grace aux méthodes de validation (split-half analysis) et par examen visuel des résidus et des spectres des

composants.

Cette approche statistique de modélisation PARAFAC a permis de déterminer et valider un modele a 6
composants, (Figure 3), expliquant 99,6 % de la variabilité de 'ensemble du jeu de données pour les 19 campagnes
bimestrielles (249 échantillons). Afin d’appréhender les différences de composition en MOD fluorescentes, la
fluorescence relative de chaque composant PARAFAC a été calculée en divisant I'intensité de fluorescence de
chaque composant par la somme des intensités de fluorescence des 5 (campagnes communes) ou 6 (campagnes

bimestrielles) composants et exprimée en pourcentage de la fluorescence totale.

L’identification de ces composants a été faite par comparaison avec ceux enregistrés dans la base de

données OpenFluor (Lablicate, 2023) (Murphy et al., 2014) et ceux décrits dans la littérature.
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ANNEXE | Figure 3 : Spectres EEM des 6 composants (C1 a C6) déterminés par PARAFAC a partir des
249 échantillons des 19 campagnes de remontée de Seine bimestrielles expliquant 'ensemble du jeu de

données.

Les différents parameétres et indices déterminés a partir des spectres de fluorescence sont décrits dans le

Tableau lll.

ANNEXE | Tableau Ill : Paramétres et indices déterminés a partir des spectres EEM de fluorescence

Parametre | Unité Calcul Description Références
la’ RU Intensité maximale Bande a’. Mélange de matériel aromatique, (Parlanti et al.,
(Raman Unit) pour les longueurs ancien, d'origine terrestre ou aquatique et de 2000; Coble, 2007;
d'ondes d'excitation matériel d'origine aquatique/biologique Haywood et al.,
250 nm et d'émission | fraichement produit dans le milieu. 2018)
380-500 nm
la RU Intensité maximale Bande a. Matériel aromatique, ancien, d'origine | (Parlanti et al.,
(Raman Unit) pour les longueurs terrestre ou aquatique (différenciation par la 2000; Coble, 2007;
d'ondes d'excitation position du maximum d'émission de Haywood et al.,
370 nm et d'émission | fluorescence) 2018)
420-500 nm
B RU Intensité maximale Bande . Matériel d'origine (Parlanti et al.,
(Raman Unit) pour les longueurs aquatique/biologique récent. 2000; Coble, 2007,
d'ondes d'excitation Haywood et al.,
310 nm et d'émission 2018)
380-400 nm
ly RU Intensité maximale Bande y. Protéines et activité (Parlanti et al.,
(Raman Unit) pour les longueurs biologique/microbienne. Corrélation avec la 2000; Coble, 2007;
d'ondes d'excitation biodégradabilité. Fellman et al.,
270-280 nm et 2009; Haywood et
d'émission 300-350 al., 2018)
nm
la’/COD RU.mg™. la’/COD Intensité de fluorescence par unité de carbone | (Hansen etal.,
2016)
la/COD RU.mg™.l la/COD Intensité de fluorescence par unité de carbone | (Hansen etal.,
2016)
IB/COD RU.mg.l IB/COD Intensité de fluorescence par unité de carbone | (Hansen etal.,
2016)
ly/COD RU.mg.l ly/COD Intensité de fluorescence par unité de carbone | (Stedmon et al.,
2011; Hansen et
al., 2016)
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spectres de
fluorescence 3D:
décomposition des
spectres en n
composants
expliquant I'ensemble
du jeu de données

MOD fluorescentes présents dans un jeu de
données et de déterminer leurs sources
(allochtone, anthropique, autochtone etc...).
Comparaison avec d'autres études grace a
I'OpenFluor database et la littérature.

la'/la Rapport des Indicateur de la proportion de MOD récentes, (Coble, 2007;
intensités maximales | de plus faible poids moléculaire par rapport au | Huguet et al., 2009;
des bandes o' et a matériel plus ancien. Augmente avec le Guarch-Ribot and

caractere récent des MOD Butturini, 2016)
1B/la Rapport des Indicateur du caractére autochtone des MOD. (Parlanti et al.,
intensités maximales | Augmente avec la MO d'origine autochtone et 2000; Huguet et al.,
des bandes B et a I'activité biologique. Lié a la biodégradabilité 2009; Wilson and
des MOD. Xenopoulos, 2009)
ly/la Rapport des Indicateur de la proportion de MOD de type (Parlanti et al.,
intensités maximales | protéique par rapport aux MOD plus 2000; Baker et al.,
des bandes y et a aromatiques et/ou anciennes (terrestre ou 2008; Huguet et al.,
aquatique). Augmente avec les MO 2009)
autochtones et l'activité biologique dans
I'environnement. Lié a la biodégradabilité des
MOD.

HIX Rapport de l'aire de Estimation du degré d'aromaticité et (Zsolnay et al.,
I'émission 435-480 d'humification des MOD. De fortes valeurs 1999; Vacher,
nm sur l'aire de indiquent la présence de MOD dégradées 2004; Huguet et al.,
I'émission 300-345 (polymérisation, polycondensation) alors que 2009)
nm pour une des valeurs faibles indiquent des MOD plus
excitation de 250 nm | récentes et moins aromatiques. HIX>12:

caractere aromatique fort - apports terrigénes
importants ; HIX<4: origine biologique ou
bactérienne aquatique

BIX Rapport de l'intensité | Estimation de la production de MOD (Vacher, 2004;

a une émission de autochtones et la présence de MOD Huguet et al., 2009;
380 nm sur fraichement produites. Augmente avec l'activité | Wilson and
I'émission a 430 nm biologique. Xenopoulos, 2009;
pour une excitation BIX>0,8: origine biologique ou bactérienne Lee et al., 2018)
de 250 nm aquatique ; BIX<0.5: faible activité biologique
Lié & la biodégradabilité des MOD.
Fl Rapport de l'intensité | Estimation des sources de MOD, des valeurs (McKnight et al.,
a une émission de fortes (>1.9) indiquent des MOD microbiennes, | 2001)
450 nm sur alors que des valeurs faibles (<1.3) indiquent
I'émission a 500 nm des MOD provenant des végétaux supérieurs
pour une excitation
de 370 nm
Ci RU (Raman Analyse statistique Parallel Factor Analysis (PARAFAC): Permet (Stedmon and
Unit) multivariée des de déterminer les différents constituants Ci des | Markager, 2005;

Stedmon and Bro,
2008; Jaffé et al.,
2014)

sur les campagnes communes.

I.3.Composition et distribution des MOP (METIS)

11

Les analyses sur les MOP telles que réalisées par METIS sont les mémes que explicitées dans la section




Campagnes communes

1.1. Facteurs environnementaux

ANNEXE | Tableau IV : Paramétres physico-chimiques mesurés.

Mesurés in situ (CTD M2C)

Température Valeurs de température mesurées in situ par CTD °C
Conductivité Valeurs de conductivité mesurées in situ par CTD Smt
Conductivité Valeurs de conductivité mesurées in situ par CTD Smt
Obs Valeurs d'OBS mesurées in situ par CTD
Turbidité HACH Valeurs de turbidité mesurées par turbidimetre HACH
Mesurés au laboratoire (sondes LEFE)
Valeurs de température mesurées au labo apres transport des
Température échantillons avec une sonde multi-parametres. °C
Valeurs de salinité mesurées au labo aprées transport des échantillons
Salinité avec une sonde multi-parametres.
Valeurs de conductivité mesurées au labo apres transport des
Conductivité échantillons avec une sonde multi-paramétres. Smt
02 Concentration en O2 mg L
02 Saturation de I'eau en O2 %
pH Valeur de pH
Analyses faites par le Plateau d'Analyses Physico-Chimiques (PAPC) LEFE
Phosphore total Phosphore total mg L?
Dioxyde de silicium
(Si02) Concentration en Dioxyde de silicium mg L
F- Concentration en Fluorure mg L
Cl- Concentration en Chlorure mg L?
N-NO2- Concentration en Nitrite mg L?
Br- Concentration en Bromure mg L
N-NO3- Concentration en Nitrate mg L
S-S042- Concentration en Sulfate mg L?
P-PO43- Concentration en Phosphate mg L?
Na+ Concentration en Sodium mg L
N-NH4+ Concentration en Ammonium mg L?
K+ Concentration en Potassium mg L?
Mg2+ Concentration en Magnésium mg L?
Ca2+ Concentration en Calcium mg L*
Analyses faites par CREC
NH4 Concentration en ammonium pumol Lt
NO2 Concentration en nitrites pmol Lt
NO3 Concentration en nitrates pumol L
PO4 Concentration en phosphate umol Lt
Si Concentration en silicates umol Lt
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1.2. Les matiéres particulaires en suspension (MES)

Composition et distribution des MES (LEFE)

Pour le dosage des MES, POM et PIM, un volume de 250 mL a 1L d’eau de sub-surface a été filtré sur des
filtres GF-C pré-pesés de porosité 1,2 pm. Les filtres sont ensuite déposés dans des Pétri-slides et conservés au

frais pendant le transport au laboratoire ou ils sont placés en chambre froide (4°C) en attendant d’étre analysés.

Pour I'analyse des MES, les filtres sont séchés a I'étuve a 60°C durant 24 a 48 h. lls sont ensuite pesés
avec une balance de précision. Pour I'analyse des MIP, les filtres sont placés dans des supports en aluminium et
mis au four a moufle pendant 5h a 450°C. lls sont ensuite pesés a la balance de précision. Enfin les MOP sont
quantifiées par simple soustraction entre le poids des MES et des MIP.

Mesure des concentrations des MES (Metis)

Les filtres, au nombre de trois par échantillon, sont congelés a -20 °C puis lyophilisés pour éliminer toute
trace d’eau. Puis, ces filtres sont grattés a I'aide d’'un scalpel. Pour chaque échantillon, le matériel ainsi récupéré
est placé dans un flacon préalablement taré. Ce dernier est ensuite pesé pour déterminer la masse de MES,

rapportée au volume d’eau filtré.
Mesure des concentrations des MES (M2C)

Un seul échantillon est traité par prélevement et ramené au laboratoire. Un filtre Whatmann GF-F, diametre
de pore de 0,7um, est prépesé (PV). L’échantillon est filtré pour un volume variable V de 100 a 1000 mL en fonction
de la concentration de MES sur ce filtre GF-F. L’échantillon est rincé par le I'eau distillée avec un volume égal a
10% de I'eau filtrée. Les filtres sont déposés dans des boites Pétri qui sont mises a I'étuve a 40°C pendant 48h. lls

sont ensuite pesés (PC). La masse finale est calculée : (PC - PV)*1000/V
Mesure des distributions de taille (M2C)

Le granulometre laser in situ LISST 100X-C (Laser In Situ Scattering and Transmissometry) a permis de
réaliser les spectres granulométriques in situ. Un réducteur a été mis en place sur la téte de mesure pour la station
de Tancarville afin de faire la mesure sur une distance plus courte compte-tenu de la turbidité plus élevée.
L’acquisition des données se fait avec une fréquence de 1Hz. Le granulométre est déployé sur la cage

d’instrumentation, avec la CTD. Le calcul des parametres granulométrique a été fait avec le logiciel GRADISTAT.
.3. Composition et distribution des MOP

Analyses élémentaires, isotopiqgues et moléculaires des matiéres organiques

particulaires (Auteurs : Armaud Huguet, Zhe-Xuan Zhang, Yoann Copard)

Préparation des échantillons aprées prélevement

Aprés prélevement, les échantillons d’eau ont été filtrés a 0,7 um sur des filtres en fibre de verre Whatman
GF/F afin de séparer les MES du matériel dissous. Les filtres ont ensuite été congelés a -20 °C, lyophilisés puis

grattés en amont des analyses de la MOP au sein des MES. Le matériel ainsi obtenu est placé dans un flacon
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préalablement taré. Ce dernier est ensuite pesé pour déterminer la masse des matiéres en suspension (MES)

rapportée au volume d’eau filtré.
Analyses élémentaires et isotopiques

Un aliquote (40 mg) de chaque échantillon de MES a été soumis a une attaque acide avant la détermination
de la teneur en carbone organique et composition isotopique en 2C. Cette étape permet d’éliminer le carbone
inorganique présent dans les échantillons. Les MES ont été placées dans un tube a centrifuger de 30 mL, avant
ajout de 10 mL d’HCI 3M. Apres agitation magnétique pendant 3h, les échantillons ont été centrifugés pendant 5
min & 3000 tr/min et 15°C et le surnageant récupéré. Plusieurs ringages du résidu avec de I'eau ultrapure (Elga)
ont été effectués, I'échantillon étant systématiquement centrifugé et le surnageant éliminé comme précédemment.

Ces étapes sont répétées jusqu’a obtention d’'une solution de ringage au pH proche de la neutralité.

En vue des analyses élémentaires et isotopiques, environ 5 mg de MES ont été placés dans des capsules
en étain. Les analyses ont été réalisées sur les plateformes ALYES (IRD Bondy) avec un analyseur ThermoFisher
Scientific Delta V Advantage. Les teneurs en N et la composition isotopique en N (8'°N) ont été déterminées
directement a partir de I'échantillon brut. Les teneurs en carbone organique et la composition isotopique en C

organique (53C) ont été déterminés a partir de I'échantillon préalablement décarbonaté.
Analyses par décomposition thermique des MOP (pyrolyse Rock-Eval 6).

Le Rock-Eval 6 Turbo (Vinci Technologies) est un pyrolyseur issu de l'industrie pétroliere et permet
I'acquisition de parameétres géochimiques des MOP (voir les principes et le fonctionnement dans (Espitalié et al.,
1985; Lafargue et al., 1998; Baudin et al., 2015). La procédure est basée sur la succession d’'une pyrolyse suivie
d’'une oxydation dans deux fours distincts d’'une quantité de MES comprise entre 40 et 100 mg préalablement
séchée a 40°C dans une étuve ventilée et broyée de maniere homogene. Durant la pyrolyse qui a lieu sous
atmosphere inerte (N2), les effluents hydrocarbonés sont quantifies (HC) a I'aide d’'un détecteur a ionisation de
flamme (FID) qui génére deux signaux distincts : S1 et S2 désignant respectivement les hydrocarbures libres
volatilisés durant 3 minutes a 180°C et les hydrocarbures générés par pyrolyse des MOP entre 180 et 650°C
(gradient de 30°C/min). Quand la réponse du FID atteint I'intensité maximale, la température correspondante définie
le parameétre Tpeak (°C) ; valeur & laquelle le rendement de pyrolyse est & son maximum. La seconde part des
effluents (CO2 et CO), quantifiés par une cellule infrarouge, fournit respectivement les pics S3 et S3CO. L’'ensemble
des paramétres sont exprimés en mg d’hydrocarbures (S1 & S2), de CO (S3CO) ou de CO2 (S3) par gramme
d’échantillon. Le résidu de pyrolyse est ensuite oxydé sous une atmosphére artificielle (N2/O2 ; 80/20) de 300 a
850°C a 25°C/min) libérant du CO2 et du CO détectés par infrarouge. lls correspondent aux pics S4CO2 pour le
CO2 et S4CO pour le CO (il existe d’autres parametres, en particulier pour le Carbone minéral qui ne sont pas

utilisés dans cette étude). Cette étape permet de décomposer complétement les MOP.

Le COP (exprimé en % poids) est calculé en additionnant le COP de la pyrolyse (PC) avec celui de la
combustion (RC). Enfin des parameétres de la qualité des MOP sont également calculés. Dans ce travail, nous
avons utilisé lindice d’hydrogéne (HI, mgHC/gPOC, soit (S2/POC)x100) qui correspond a la quantité
d’hydrocarbure pyrolysable rapporté au TOC ou encore l'indice d’'oxygéne (Ol, mg O2 gPOC, calculé en intégrant
le S3 et le S3CO et en tenant compte de la part de 'oxygéne dans ces deux gaz) et correspondant donc a la
quantité de Oz rapporté au POC de I'échantillon. Enfin nous avons utilisé le rapport RC/POC qui correspond a la
part de POC libéré pendant I'oxydation, ce ratio permet d’approcher le caractére réfractaire / labile des MOP. Plus
ce ratio tend vers 1, plus les MOP sont considérées comme résistantes a la (bio)dégradation (nb : les principes de

calculs sont donnés dans les publications de référence en début de paragraphe).
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Extraction des lipides

En amont des analyses moléculaires, les lipides (molécules organiques) ont été extraits aux solvants
organiques. Pour ce faire, 100-150 mg de matiéres en suspension préalablement lyophilisés (cf. protocole ci-
dessus) ont été extraits 3 fois au bain a ultrasons avec un mélange dichlorométhane (DCM) : méthanol (MeOH)
5/1 (vIv). Le mélange ainsi obtenu a été séché a I'’évaporateur rotatif. L'extrait lipidique total a ensuite été séparé
en trois fractions de polarité croissante sur une colonne de silice (préalablement activée pendant 1 nuit a 150°C)
en utilisant (i) 30 mL d’heptane, (ii) 30 mL d’'un mélange heptane/DCM 1/4 et (iii) 30 mL d’un mélange DCM/MeOH
1/1. Chaque fraction a été concentrée a I'évaporateur rotatif, puis transférée dans un vial de 4 mL avec 1 mL d’un
mélange DCM/MeOH 1/1.

Analyses moléculaires

Plusieurs familles de molécules, utilisées comme traceurs de sources des MO, ont ensuite été analysées :
les n-alcanes (hydrocarbures a chaines linéaires), présents dans la fraction apolaire (fraction 1 aprés séparation
sur colonne de silice), analysés par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) ; les
acides gras, alcools, stérols et stanols, présents dans la fraction polaire (fraction 3 apres séparation sur colonne de
silice), analysés par GC-MS; les alkyl tetraéthers de glycérol également présents dans la fraction polaire et analysés
par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS). Les analyses GC-MS ont été
réalisées sur un GC modele TRACE 1310 couplé a un MS simple quadrip6le modele 1SQ 7000 de Thermofisher

Scientific. Les analyses HPLC-MS ont été réalisées sur un appareil Shimadzu LCMS-2020
Analyses des fractions apolaires par GC-MS

Pour les fractions apolaires, un aliquote (400 ul d'1 mL) a été concentré a sec dans un flacon avec insert de
200 pL, auxquels ont été ajoutés 60 yL de DCM/MeOH (5:1) et 10 pL de tetracosane deutéré a 116 ug/mL, utilisé
comme standard interne. 1 pL d’échantillon est injecté en mode splitless a 280°C. Les molécules sont éluées par
de I'hélium sur une colonne de 60 metres (95 % diphényle polysiloxane/5 % diphényle ; 60 m x 0.25 mm ; avec une
épaisseur de la phase stationnaire de 0,25 pm). Elle est située dans un four soumis a un programme de
température. La température initiale est de 50°C puis elle augmente de 4°C par minute jusqu’a 320°C et est
maintenue a 320°C pendant 30 minutes. Les molécules sont ionisées et fragmentées par ionisation électronique a

70 eV en sortie de colonne, puis détectées avec le quadripdle.
Analyse des fractions polaires par GC-MS

Pour les fractions polaires, 300 uL d’extrait lipidique ont été concentrés a sec dans un flacon avec insert de
200 pL. 48 uL de DCM et 2 yL de cholestane a 0,79 pg/mL (utilisé comme standard interne) ont ensuite été ajoutés
a I'échantillon, ainsi que 50 pL d’agent silylant (N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (BSTFA) qui permet de
réduire la polarité des molécules constitutives de I'échantillon et d’augmenter leur volatilité). Le flacon est chauffé
a 70 °C pendant 1h sur le passeur. 1 uL d’échantillon est ensuite injecté en mode split 30 mL/min a 280 °C. La
séparation en GC est effectuée avec la méme colonne que pour les fractions apolaires avec le programme de
température suivant : la température initiale est de 70°C pendant deux minutes, et augmente de 20 °C/min jusqu’a
110 °C, puis de 4°C/min jusqu’a 320°C, température finale maintenue pendant 25 min.

Analyse des fractions polaires par HPLC-MS

Afin d’analyser les tetraéthers par HPLC-MS, 400 uL de la fraction polaire (initialement dans un mélange
DCM/MeOH 5/1) ont été ajoutés dans un tube Eppendorf d’1,5 mL, puis séchés sous azote. 100 uL de n-heptane
ont été ajoutés. L’échantillon est ensuite filtré et centrifugé et 90 uL sont placés dans un insert de 200 L, auxquels

ont été ajoutés 10 pL d’une solution de tétraéther synthétique en C46 a 0,01 mg/mL utilisé comme standard interne.
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Les analyses HPLC-MS ont été réalisées avec deux colonnes Waters BEH Hilic (150 x 2,1 mm, 1,7 ym)
placées en série. Un gradient d’élution a été réalisé avec en voie A du n-hexane et en voie B un mélange de n-
hexane/isopropanol (9:1). Le programme d’élution est le suivant : on commence avec une élution isocratique a 18
% en B pendant 25 minutes puis on augmente jusqu’a 35 % en B de maniére linéaire en 25 minutes. On passe en
30 minutes a 100 % en B puis on diminue a 18 % en 4 minutes et on maintient cette composition pendant 50
minutes (134 minutes au total). Le débit est de 0,2 mL/min et la température du four de 30 °C. 30 pL d’échantillon
sont injectés. Les molécules sont ionisées a l'aide d’'une source APCI (ionisation chimique a pression
atmosphérique). La détection est réalisée en mode SIM (Single lon Monitoring), dans lequel seules les masses
sélectionnées sont analysées (Huguet et al., 2019). Les différents tetraéthers sont identifiés grace a leur temps de
rétention. lls sont par la suite semi-quantifiés en intégrant I'aire du pic approprié par rapport a I'aire du standard, de

concentration connue.
1.4. Le phytoplancton : distribution, composition, diversité

Analyses pigmentaires du phytoplancton par HPLC

La détermination de la composition algale et de leur concentration est faite par identification et

quantification des pigments par HPLC (High Pressure Liquid Chromatography).
Préparation des échantillons

Apres prélevement, les échantillons d’eau de surface sont filtrés sur des filtres GF-C de 1,2 pm. Un volume
d’environ 200 mL a 1 L est filtré en fonction de la turbidité de I'échantillon, les filtres sont ensuite congelés a -80
°C. Pour I'extraction des pigments les filtres sont déchiquetés dans I'obscurité et dans la glace dans des tubes
coniques de 15 mL a l'aide de pinces a filtres. Les tubes coniques sont ensuite conservés a -80 °C (si la suite de
I'extraction n’est pas réalisée immédiatement). Ensuite, 5 mL d’'un mélange de méthanol + 2 % acétate d’'ammonium
sont ajoutés dans chacun des échantillons, qui sont mis au sonicateur pendant 2 min, puis 15 min au congélateur
a -20 °C. Cette étape est réalisée une seconde fois avant de filtrer le contenu de I'extraction dans des vials de 2
mL a l'aide de seringue de 1 mL et de filtres a seringue de porosité 0,2 ym, afin d’éliminer de I'’échantillon

d’éventuelles impuretés qui peuvent colmater les capillaires de I'HPLC.
Analyse HPLC

La concentration et la composition pigmentaire des échantillons est déterminée grace a une analyse par
HPLC a 405 nm, 450 nm, et 665 nm car la grande majorité des pigments phytoplanctoniques sont identifiables a
ces longueurs d'ondes (Wright, 1991). Le programme d’élution utilisé est celui de (Barlow et al., 1996). Les
chromatogrammes issus de cette analyse sont analysés a I'aide du logiciel HP ChemStation (version A, Agilent
Technologies inc.). Les pigments phytoplanctoniques sont identifiés en fonction du temps de rétention, de la
longueur d’'onde et du spectre du pic obtenu sur le chromatogramme. La concentration en chlorophylle a est
considérée comme mesure de la biomasse totale de phytoplancton (Stauber and Jeffrey, 1988). Pour les

communautés les pigments marqueurs utilisés sont :
- Pour les diatomées: la Chic, la fucoxanthine, la diadinoxanthine et la diatoxanthine (Stauber and Jeffrey,
1988; Roy, 2011).

- Pour les algues vertes: la lutéine, la zéaxanthine, la violaxanthine et la Chlb (Gieskes, 1988; Stauber and
Jeffrey, 1988).

- Pour les cryptophycées: I'alloxanthine et la cantaxanthine (Pennington, 1985).
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Calcul de la concentration en pigment

Afin d’estimer la concentration des différents pigments phytoplanctoniques, une calibration a été effectuée
pour I'ensemble des pigments ce qui a permis de déterminer une limite de quantification et un coefficient de
calibration pour chacun des pigments. Ainsi, on peut calculer la concentration des pigments phytoplanctoniques
dans un échantillon d’eau filtré d’aprés I'Equation 1.

A% €, % Vygaop X 1000y 1
C=
\ v, ) Ve

Equation 1 : Calcul de la concentration des pigments phytoplanctoniques. C = Concentration du pigment
(Mg/L) ; A = Aire du pic (mv/s) ; Cc = Coefficient de calibration ; VMeOH = Volume de méthanol =10 mL ; Vf =

Volume filtré (mL) ; Vi = Volume injecté (mL).

1.5. Composition et distribution des MOD

Pour les 5 campagnes communes (juin et juillet 2019, septembre 2020, mai et juin 2021), les échantillons
ont été prélevés a un metre de la surface et un metre du fond aux trois différentes phases de marées décrites a la
section Erreur ! Source du renvoi introuvable. du rapport puis filtrés sur filtres en fibre de verre (Whatman, GF/F,

0,7 um) dans la journée au laboratoire comme décrit dans la partie 1.2 de TANNEXE I.

Le protocole analytique pour la caractérisation des propriétés optiques des MOD est le méme que celui

décrit pour les campagnes bimestrielles dans la partie 1.1.2.

L’analyse multivarié¢e PARAFAC des spectres de fluorescence 3D des 130 échantillons des 5 campagnes
communes a permis de déterminer un modele a 5 composants, (Figure 4), expliquant 99,73 % de la variabilité de
I'ensemble du jeu de données.

ANNEXE | Figure 4 : Spectres EEM des 5 composants (C1 a C5) déterminés par PARAFAC et expliquant
I'ensemble du jeu de données des 130 échantillons prélevés au cours des 5 campagnes communes.

Mesure de la chlorophylle a:

Pour la mesure des concentrations en Chla, des échantillons d’eau de volume variable (en fonction de la
charge en MES) sont filtrés avec un filtre Whatman, GF/F 47 mm, 0.7 ym en fibre de verre puis congelé (-20 °C)
jusqu’au moment de I'analyse. Pour extraire les pigments 10 mL d’acétone a 90 % (v/v) au filtre puis laissés au noir

a 4 °C pendant 12 h. Apres cette période, les échantillons sont centrifugés deux fois a 1700 g pendant 5 minutes.

17



La concentration en Chla extraite est mesurée avec un fluorimétre Turner Designs (Sunnyvale, EU) selon la
méthode de Strickland and Parsons, (1972) en suivant le protocole de référence du SNO SOMLIT (Service

d’observation du Milieu Littoral).
Paramétres photosynthétiques

L’estimation de parameétres photosynthétiques a été réalisée comme indiqué précédemment pour les
campagnes bimestrielles a I'aide d'un PAM-WALZ comme décrit dans Morelle et al (2018) et d’un Labstaf (Boatman
et al., 2019). Cependant les mesures ont été effectuées sur des échantillons discrets prélevés en surface et au
fond. Les mesures auraient di se faire directement sur le bateau au moment de I'échantillonnage mais pour des
questions de place a bord ces mesures n’ont pas pu avoir lieu. Les échantillons n’étant pas mesurés directement
comme lors des campagnes in situ, une modification de la photobiologie des cellules peut se produire. Nous avons
calculé, en utilisant les FLC, un indicateur de production potentielle de carbone (mg C L* h'!) en estimant la quantité

de carbone fixé pour une irradiance égale a Ek (coefficient de lumiere saturante égale a rETRm/alpha).
TEP : Particules exopolymériques transparentes

Pour la mesure des TEP, les échantillons d’eau sont filtrés avec un filtre Millipore 0.4 um en polycarbonate
puis congelés (-20 °C) jusqu’a I'analyse. Selon Claquin et al., (2008) adapté de Passow and Alldredge, (1996), les
filtres sont colorés avec une solution de bleu d’Alcian (0.02%) avec 0.06 % d’acide acétique (pH : 2.5). L’excés de
bleu d’Alcian est rincé en ajoutant de I'eau puis passant le filtre a la centrifugeuse (3000 g, 19 °C, 15 min). Ce cycle
de rincage est répété deux fois puis 6 mL d’acide sulfurique (H2S0a4) 80% sont ajoutés. Apres 2 heures d’'incubation,
les mesures sont réalisées a I'aide d’un spectrophotometre (Pharmacia Biotech Ultrspec 1000 Spectrophotometer)
a 787 nm. La droite de calibration est réalisée en utilisant de la gomme xanthane (10-700 pg) comme standard.
Les concentrations en TEP sont exprimées en “équivalent Xanthane” (eq. Xanthane) par unité de volume ou par
Chla. La concentration de TEP est ensuite transformée en équivalent carbone en prenant un facteur de conversion
de 0,45 g C g TEP eq. Xanthane.

EPS : Substances polymériques extracellulaires

La teneur en exopolysaccharides solubles dit « colloidaux » (S-EPS) a été mesurée a l'aide de la méthode
de Dubois (Dubois et al., 1956), le glucose étant le standard. Ainsi, aprés une filtration de 10 a 50 mL sur filtre
GF/F, les filtrats ont été considérés comme contenant les S-EPS et ont été congelés a -20 ° C pour une analyse
ultérieure. En paralléle des S-EPS, des EPS liées (B-EPS) ont été extraits les filtres. Pour ce faire, les filtres ont
été placés dans des tubes de centrifugation de 15 mL avec 12 mL d’eau MilliQ . Dans chaque tube, environ 1 g de
résine cationique activée (Dowex Marathon C, Na+ ; Sigma-Aldrich) est ajouté. Les tubes sont ensuite agités
doucement pendant 1 heure a 4 °C a l'obscurité, puis centrifugés a 3000 g a 4 °C pendant 10 minutes. Les
surnageants ont été recueillis et conservés a -20 °C pour l'analyse ultérieure des B-EPS. Le dosage des S-EPS
est réalisé sur 1 mL d’échantillon décongelé, alors que pour les B-EPS 1 mL d’eau MilliQ est ajouté au culot
décongelé. Ensuite, pour les S-EPS et B-EPS, 1 mL de phénol & 5% et 5 mL d’acide sulfurique a 96% (Dubois et
al., 1956) sont ajoutés a I'échantillon. Les échantillons sont ensuite incubés pendant 45 min a température ambiante
et les mesures sont réalisées avec un spectrométre (Ultrospec 1000, Pharmacia Biotech) a 485 nm. La
concentration est exprimée en équivalent glucose. Les polysaccharides des EPS ont été ensuite convertis en

carbone, en prenant un facteur de 0,4 g C / g de polysaccharide (Rouwenhorst et al., 1991).
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1.6. Le zooplancton : composition, distribution et diversité (LEFE)

Echantillonnages

Pour évaluer la composition, 'abondance et la biomasse de la communauté zooplanctonique, 50 litres d'eau
sont pompés en surface et au fond et filtrés sur un filet de 50 um. A chaque échantillonnage, trois échantillons de
plus grands volumes sont pris en placant un filet de 150 pm de vide de maille a contre-courant pendant 5 a 20
minutes afin de collecter un nombre suffisant d’organismes pour effectuer des mesures d’isotopie, de biométrie et
de contenus stomacaux. Le zooplancton collecté est conservé dans de I'éthanol (70 % concentration finale) pour
les abondances et dans le formol (4% concentration finale) pour la biométrie dans des pots plastique de 250 mL et
transporté au laboratoire pour analyse. Les échantillons destinés aux analyses isotopiques et des contenus

stomacaux sont conservés dans I'azote liquide.
Evaluation de la diversité, de I’abondance et des biomasses

En laboratoire, les crustacés (sauf stades nauplii) sont déterminés dans la mesure du possible a I'espéce et
comptés a la loupe binoculaire par sous-échantillons successifs, jusqu’a atteindre au moins 200 individus pour un
taxon. Les rotiféres et nauplii sont dénombrés selon le méme protocole mais sous microscope optique. L’abondance

de chaque taxon est calculée en nombre d'individus par m3.

La biomasse en poids sec (dry weight) d’Eurytemora affinis est estimée distinctement pour les males,
femelles et stades copépodites en utilisant les résultats du projet SENTINNELLES (SENTINELLES, Souissi (coord)
et al., 2021). Pour les autres espéces, des données de la littérature ont été utilisées (Tableau IV & VI).

Les valeurs (en pg DW/individu) sont répertoriées pour chaque taxons dans les tableaux IV a VI. Pour les
crustacés (sauf stade nauplii), un facteur de conversion de 0.48 a été utilisé pour convertir le poids sec en poids
carbone. Pour les autres taxons, des facteurs de conversion spécifiques retrouvés dans la littérature sont utilisés.
Les poids sec et carbone de la population zooplanctonique sont calculés comme la somme des poids de tous les

taxons.
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ANNEXE | Tableau V : Calcul de la biomasse et du carbone des cladoceres

Taxa Individuel weight (ug) DW/WW conversion Carbon ratio
. Type bw C% .
Weight Weigth
Name Stage Gender '€l weight  Source %W Source Weigh 9 Source
estimate _ - type
estimate w t type
|Acroperus angustatus Adult  Unknown 2.07 dry according to Dumont, 1979 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
\Alona Adult  Unknown 137 dry according to all species, Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Alona affinis Adult Unknown 231 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Alona guttata Adult Unknown 0.26 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
2016, for Alona rectangula
|Alona quadrangularis Adult  Unknown 1.18 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
2016, for Alona rectangula
\Alona rectangula Adult  Unknown 0.81 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Bosmina coregoni Adult  Unknown 162 dry according to Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Bosmina longirostris Adult Unknown 1.62 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Ceriodaphnia Adult  Unknown 6.13 dry according to Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Ceriodaphnia quadrangula Adult  Unknown 7.58 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Chydorus sphaericus Adult Unknown 3.25 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Daphnia Adult  Unknown 10.6 dry according to all species Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Daphnia cucullata Adult Unknown 143 gry  occordingtoweight/lenght ratio from Dumont etal, 1975 048  dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
for Daphnia galeata
Daphnia galeata Adult Unknown 10.32 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Daphnia longispina Adult Unknown 65 dry  2ccordingto weight/lenght ratio from Dumont etal., 1975 048  dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
for Daphnia galeata
Daphnia obtusa Adult Unknown 5.1 dry ;;clc;rdmg to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Daphnia pulex Adult  Unknown 3.88 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Diaphanosoma brachyurum Adult Unknown 2.58 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Disparalona leei Adult  Unknown 1.65 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
2016 for Acroperus harpae
Disparalona rostrata Adult Unknown 165 dry ccordingtoweight/lenght ratio from Bledzkiand Rybak, 048  dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
2016 for Acroperus harpae
Graptoleberis testudinaria Adult  Unknown 14 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
. according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, . . . .
1l I Adul k 4.77 .4 ARTRE, 2023. R: hi
lyocryptus agilis dult  Unknown dry 2016 for Macrothrix 0.48 dry S ,2023. Ratio measured in this studied
ding t ight/lenght ratio fi Bledzki and Rybalk,
Ilyocryptus sordidus Adult  Unknown 37 dry according to weigl . flenght ratio from Bledzki and Rybak, 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
2016 for Macrothrix
Leptodora kindtii Adult Unknown 14.5 dry Cummins et al., 1969 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Leydigia acanthocercoides Adult  Unknown 2 dry estimation d'apreés Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Moina micrura Adult  Unknown 5.51 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Monospilus dispar Adult Unknown 6.14 wet according to weight/lenght ratio from 0.1 Bottrelletal., 1976 | 0.08 wet Bledzki and Rybak, 2016
Phreatalona protzi Adult  Unknown 10.76 wet  according to weight/lenght ratio from 0.1 Bottrell etal, 1976 | 0.08 wet Bledzki and Rybak, 2016
Pleuroxus aduncus Adult  Unknown 3.08 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Scapholeberis mucronata Adult _Unknown 7.5 dry Dumont et al., 1975 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied

ANNEXE | Tableau VI : Calcul de la biomasse et du carbone des copépodes

Taxa Individuel weight (1g) Carbon ratio
weight Pe C% Weight Weigth
Name Stage Gender . weight  Source Source
estimate y type type
estimate
|Acartia bifilosa inermis adult+ copepoditC5 mixte 3.98 dry Uriarte et al., 1998 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Calanoida copepodit (C1-C4)  Unknown 1.18 dry SENTINNELLES, Souissi et al., 2021 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Eudiaptomus gracilis adult+ copepoditC5 mixte 102 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Eurytemora affinis adult+ copepoditC5 female 76 dry SENTINNELLES, Souissi et al., 2021 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Eurytemora affinis adult+ copepoditC5 male 5.46 dry SENTINNELLES, Souissi et al., 2021 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Eurytemora velox adult+ copepoditC5 female 76 dry SENTINNELLES, Souissi et al., 2021 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Eurytemora velox adult+ copepoditC5 male 5.46 dry SENTINNELLES, Souissi et al., 2021 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
|Acanthocyclops americanus |adult+ copepoditC5 mixte 2.58 dry SARTRE, 2023. Weight measured in this studied 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Cyclopoida adult+ copepoditC5  Unknown 75 dy gzz’:g:i;;wd‘"g to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 2016 for 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Cyclopoida copepodit (C1-C4)  Unknown 118 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Cyclops adult+ copepoditC5 female 20.55 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 2016 for Cyclopoida 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Cyclops vicinus vicinus adult+ copepoditC5 mixte 20.55 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 2016 for Cyclopoida 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Hali i adult+ itC5 male 173 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 2016 for Cyclopoida 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Mesocyclops leuckarti adult+ copepoditC5 female 7.2 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Mesocyclops leuckarti adult+ copepoditC5 mixte 72 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Oithona adult+ copepoditC5  male 121 dry  2ccordingtoweight/lenghtratio from Bledzki & Rybak, 2016 for "Cyclopoida 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
female without eggs"

Paracyclops fimbriatus adult+ copepoditCs female 36 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Thermocyclops crassus adult+ copepoditC5  mixte 3.35 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Ther i i adult+ itCS  mixte 3.63 dry according to weight/lenght ratio from Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Nauplii Larva Unknown 0.24 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.06 wet Bledzki and Rybak, 2016
|Attheyella crassa adult+ copepoditC5 female 4.57 dry according to weight/lenght ratio from Goodman, 1980 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Ectinosomatidae adult+ copepoditC5 Unknown 0.17 dry according to weight/lenght ratio from Ara, 2001 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Epactophanes richardi adult+ copepoditC5 Unknown 0.26 dry according to weight/lenght ratio from Ara, 2001 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Halectinosoma adult+ copepoditC5 Unknown 2.69 dry according to espece H curticorne 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Halectinosoma curticorne  |adult+ copepoditC5 mixte 2.69 dry according to weight/lenght ratio from Goodman, 1980 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Harpacticoida adult+ copepoditC5 mixte 2.22 dry according to weight/lenght ratio from Goodman, 1980 for Nitokra hibernica 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Harpacticoida copepodit (C1-C4)  Unknown 1.18 dry Bledzki and Rybak, 2016 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
[Nannopus adult+ copepoditC5 mixte 3.65 dry according to weight/lenght ratio from Goodman, 1980 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Nitokra hibernica adult+ copepoditCs mixte 2.22 dry according to weight/lenght ratio from Goodman, 1980 0.48 dry  SARTRE, 2023. Ratio measured in this studied
Tachidius discipes adult+ itC5 _mixte 234 dry Goodman, 1980 0.48 dry SARTRE, 2023. Ratio m: in this studied
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ANNEXE | Tableau VII

: Calcul de la biomasse et du carbone des rotiféres

Taxa Individuel weight (ug) DW/WW conversion Carbon ratio
; Type C% y
Name Stage Gender Weight weyight Source bw Source ‘Weight Weigth Source
estimate %WW type
estimate type
|Asplanchna brightwellii | Adult Unknown| 16093  wet  Ejsmont-Karabin, 1998 0.039 Dumont et al, 1975 0.0055 wet according to Telesh et al., 1998. for A priodonta
\Asplanchna priodonta | Adult Unknown| ~19.69  wet  Ejsmont-Karabin, 1998 0.039 according to Dumont et al., 1975 0.0055 wet Telesh etal., 1998
Bdelloidea Adult Unknown 11 wet  according to Esimont-Karabin, 1998. 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Brachionus Adult Unknown| ~ 2.05  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Brachionus angularis Adult Unknown 0.52 wet Esjmont-Karabin, 1998 0.1  Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh et al., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Brachionus bidentatus | Adult Unknown| 205 wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Brachionus calycifiorus | Adult Unknown 22 wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Brachionus rubens Adult Unknown| ~ 2.05  wet  according to Esimont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Brachionus urceolaris | Adult Unknown 27 wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Cephalodella Adult Unknown| 08  wet  Esjmont-Karabin, 1998 (C. gibba) 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet inTelesh etal,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Dicranophoridae Adult Unknown| 095  wet according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Dicranophorus epicharis | Adult Unknown| ~ 0.83  wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Encentrum Adult Unknown| 039  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Epiphanes Adult Unknown| 22.06  wet  accordingto Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet  in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Euchlanis Adult Unknown| 175  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Euchlanis dilatata Adult Unknown| 175  wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1  Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Filinia Adult Unknown| 049  wet  accordingto especes 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet  in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Keratella cochlearis Adult Unknown| 011  wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Keratella quadrata Adult Unknown| 085  wet  Esimont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Lecane Adult Unknown|  0.23  wet  according to les especes 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet inTelesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Lecane bulla Adult Unknown| 039  wet  Esimont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet  in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Lecane closterocerca | Adult Unknown 01  wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet  in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Lecane hamata Adult Unknown| 012 wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Lecane tenuiseta Adult Unknown| 008  wet  Esimont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Lepadella Adult Unknown| ~ 0.23  dry  according to Dumont, 1975 0.075 wet inTelesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Monogononta Adult Unknown| 039  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 pour Encentrum spp 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Monommata Adult Unknown| 074  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Mytilina Adult Unknown| 067  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Notholca squamula Adult Unknown 03  wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Notommatidae Adult Unknown| 179  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet inTelesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Polyarthra Adult Unknown| 062  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Pompholyx sulcata Adult Unknown| 024  wet  Esimont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet  in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Proalidae Adult Unknown 0.8 wet according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1  Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh et al., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Rotaria Adult Unknown| 048  dry  overage according to Dumont et al., 1975 and Bottrell et al., 1976 0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Rotaria neptunia Adult Unknown|  0.75  dry  Dumontetal., 1975 0.075 wet inTelesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
|Synchaeta Adult Unknown| ~ 1.18  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Synchaeta bicornis Adult Unknown| 059  wet  according to Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet  in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Trichocerca pusilla Adult Unknown 0.11 wet Esjmont-Karabin, 1998 0.1  Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh et al., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Trichocerca tenuior Adult Unknown| ~ 0.17  wet  Esimont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Trichotria pocillum Adult Unknown| 058  wet  Esimont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 |  0.075 wet in Telesh etal., 1998 according to Latja & Salonen (1978)
Trichotria tetractis Adult Unknown| 073  wet  Esjmont-Karabin, 1998 0.1 Doohan 1973, according to Bottrell etal. 1976 | 0.075 wet __in Telesh etal.,, 1998 according to Latja & Salonen (1978)

1.7.

Echantillonnages

Le suprabenthos : composition, distribution et diversité

Pour le suprabenthos, un total de cing campagnes a été réalisé dans le cadre du projet SARTRE. Celles-ci

ont été retenues afin d’étre les plus représentatives de 'ensemble des saisons. Ainsi, les échantillonnages de juin,
juillet 2019 et septembre 2020 correspondent respectivement au début, milieu et la fin de I'été, mars 2021
I'échéance de I'hiver et mai 2021 le commencement du printemps. Les échantillonnages ont tous étaient réalisés
dans des conditions marégraphiques similaires, durant I'étale et le flot de la marée, avec un coefficient moyen
(compris entre 71 et 87). En parallele des préléevements, les parameétres abiotiques du milieu (température, salinité,
oxygénation, turbidité) ont été mesurés avec une sonde CTD Sea-bird®. Le suprabenthos a été collecté a l'aide
d’'un traineau suprabenthique monté sur deux patins, I'élevant de 10 cm au-dessus du substrat. Un filet d’'un
maillage de 500 uym et de 30x60 cm d’ouverture a été ajusté sur ce traineau. Le temps de contact entre le substrat
et le collecteur était de 3x5 minutes pour la diversité et de 15 minutes pour l'isotopie, pour une vitesse d’environ
1,5 nceud marin. Un volucompteur associé au dispositif permettait de déterminer le volume d’eau filtré. Une fois
récoltés, les individus ont été rincés et stockés dans de I'éthanol a 70 % (pour 'étude de la diversité) ou congelés
a -18 °C (isotopie).

Evaluation de la diversité, de ’abondance et des biomasses suprabenthiques

Les organismes ont ensuite été triés, dénombrés et identifiés jusqu’a I'espece lorsqu’une telle précision était
possible. Autrement, les identifications s’arrétaient au genre, toutes ayant été réalisées a l'aide de clés de
détermination (Tattersall and Tattersall, 1951; Lincoln, 1979; Hayward and Ryland, 1990; Smaldon et al., 1993). La
richesse taxonomique (nombre total de taxa par station) ainsi que I'abondance (nombre d’organismes pour 100 m3

d’eau) des organismes suprabenthiques pour chaque station et chaque date ont ainsi pu étre évaluées. La
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biomasse des organismes (pour 100 m3) aux différentes dates et stations a été obtenue a partir de la mesure du
Poids Sec Libre de Cendre (PSLC), souvent décrite comme étant I'indicateur le plus approprié pour évaluer la
biomasse (Stirn, 1981). Ainsi, les individus (de chaque espece) ont été séchés a 60°C pendant 24h, refroidis a
température ambiante dans un dessiccateur puis pesés avec une balance de précision Mettler® AE200
(détermination du poids sec - PS). Ensulite, les échantillons ont été calcinés & 500°C pendant 5h dans un four de
laboratoire (Nabertherm® B180). Consécutivement, les cendres résultantes ont été refroidies a 60°C dans le four
éteint, puis dans un dessiccateur jusqu’a atteindre la température ambiante. La masse a de nouveau été mesurée
(détermination du poids de cendre - PC), permettant alors de déterminer la biomasse avec la formule présentée ci-

dessous, calculée a partir du PSLC pour 100m? d’eau (Mouny et al., 2000; Pezy et al., 2017).

(PS=PC)

Biomasse = % 100

Traitements des résultats et statistique

Des ANOVA ont été réalisées afin de tester I'effet du site d’échantillonnage et de la date sur la diversité
spécifique, 'abondance et la biomasse des organismes prélevés. Les conditions d’applications de TANOVA (i.e.
homoscédasticité des variances et normalité des données) ont été vérifiées avec des tests statistiques adaptés
(test de Bartlett et Shapiro-Wilk respectivement). Les ANOVA significatives ont été suivies d’un test post-hoc (test
HSD de Tukey) dans le but de déterminer précisément quelles stations ou dates présentaient des différences
significatives d’abondance, de biomasse ou de diversité. Si les conditions d’applications ne pouvaient pas étre
vérifiées, une transformation en logarithme décimal (log10) a alors été effectuée. Si celle-ci s’avérait insuffisante,
un test de Kruskal-Wallis (KW) suivi d’'un test de Dunn ont alors été appliqués. Tous les tests statistiques ont été

effectués sur le logiciel R.
1.8. Le fonctionnement trophique

Quantification de I’activité de broutage du zooplancton : Méthode de contenu

pigmentaire intestinal

Sur les stations estuariennes, les contenus pigmentaires intestinaux des organismes dominants (E. affinis
pour Tancarville, Caudebec-en-Caux et Val-des-Leux, un mélange de copépodes et cladoceres pour Oissel) ont

été quantifiés par HPLC.
Préparations des échantillons

Les échantillons sont prélevés a 'aide d'un filet de 150 ym de maille et sont congelés a -80°C sous forme
de morceaux de boues/sédiments (cf. I1.5). Une fois au laboratoire les individus adultes de I'espece Eurytemora
affinis sont triés a I'exception de la station en amont Oissel ou la proportion d’E. affinis dans la population était trop
faible pour isoler suffisamment d’individus. Dans ces échantillons, les 30 premiers individus rencontrés ont été
identifiés au genre ou a I'espece et isolés. Afin de pouvoir comparer avec les expériences d’incubations du projet
GPMR, les individus ont été différenciés par sexe lorsqu’il s’agissait d’E.affinis. Dans ce cas 30 males et 30 femelles
sont isolés, nous avons considéré la moyenne pour les résultats SARTRE.

Des sous échantillons sont décongelés et rincés a I'eau milliQ froide. Cette eau est ensuite prélevée au fur

a mesure dans un verre de montre placé sous un loupe binoculaire ou les individus sont triés a I'aide de pique-
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aiguille. Les individus triés sont ainsi placés dans une plaque en verre a cavité et remplie d’eau milliQ. Ces
différentes étapes permettent de se débarrasser des particules ou matieres supplémentaires. 3 réplicas de 30
individus sont réalisés et placés dans des tubes Eppendorf contenant 10ul d’eau milliQ. Pour le maintien au froid,
les verres de montre sont posés dans de la glace pilée elle-méme posée sur des boites de pétri réfrigérantes et les
tubes Eppendorf conservés dans la glace. Les pigments sont ensuite extraits sur ultrasons durant 4 minutes par
sonicateur aprés ajout de 300 pyL de méthanol 98 % (2 % d’acétate d’ammonium 1M) et mis 15 minutes a -20 °C.
Toutes ces étapes constituants le tri et I'extraction sont réalisées dans I'obscurité afin d’éviter toute dégradation
des échantillons. La solution pigmentaire finale sera obtenue apres filtration (filtre seringue PTFE 0,2 pm) dans des

vials avec inserts et analysée par HPLC (Fig. 5). Le détail de I'analyse HPLC est précisé dans la partie 11.3.

échantillons échantillons
80"C
L ——
4 \ &~ R
\ \\~ s solution
== = dexiraction
T ﬁ W 3004l prédéve surnageant )
fixe fitre PEFT 0.2pm
el \} ’ 15mn  -20°C dépose dans vial + insert .
: E e
100l eau Isclement de 30
millia individus / sexe - S -
) e e l
— w
> =% ’
4mn S 4 — B )
= sonication : —

ANNEXE | Figure 5 : Schéma explicatif du protocole GUT (exemple d’échantillons provenant d’incubation)

Calcul de l'ingestion de la population zooplanctonique

A partir des taux d’ingestion de la Chla et de ses produits de dégradation (phéopigments), des rations
journaliéres (daily ration, DR) exprimé en carbone ont été calculé a I'aide des biomasses mesurées dans le projet
SENTINELLES (SENTINELLES, Souissi (coord) et al., 2021) pour E. affinis et la littérature pour les autres especes.
En appliquant ces DRs sur la biomasse zooplanctonique, I'ingestion de la communauté zooplanctonique a été
estimée et exprimée en % par jour de la biomasse phytoplanctonique et de la production primaire maximale &
chaque échantillonnage.

Quantification de I'activité de broutage du zooplancton : expériences d’incubation

L’activité de broutage a été quantifiée pour les stations Caudebec-en-Caux, Val-des-Leux et Oissel.
Préparation des échantillons

A chaque station, 30 litres d’eau naturelle sont pris en surface pendant le premier échantillonnage (A). La
moitié de I'eau naturelle collectée est filtrée sur un tamis de 50 ou 70 ym pour exclure le zooplancton. Cette eau
constitue le contréle. Le reste de I'eau n’est pas filtrée, elle contient le zooplancton et permet de mesurer I'activité
de broutage (Fig 6). Six bouteilles de 1 L en polycarbonate sont remplies jusqu’a 900 mL pour la condition contréle
et six autres pour la condition broutage et insérées dans un incubateur qui effectue une rotation. De I'eau de

chacune des bouteilles est filtrée sur des filtres en fibre de verre GF/C au début de I'expérience (t0) et a la fin apres

23



24h d’incubation (tf). Les filtres sont ensuite stockés dans de I'azote liquide pour de futures analyses HPLC. Le
détail de 'analyse HPLC est précisé dans la partie 11.3.

| Eau naturelle |

]

*
L_Sopm__| Pas de tamisage
Contrile Broutage
<50um (MES + phytoplancton) MES + phytoplancton + brouteurs
TO ik, T [
HPLC HPLC
-
m by
T bk,
HPLC
HPLC
—

ANNEXE | Figure 6 : Schéma des expériences d'incubation.

Calcul du grazing

A base des concentrations obtenues, les taux de broutage (Equation 2) et le taux de croissance du
phytoplancton (Equation 3) sont calculés pour la chlorophylle a et pour chaque pigment marqueur ainsi que pour la
somme des pigments marqueurs de groupes de phytoplancton. En analysant les valeurs de g sur les différents
pigments marqueurs, on obtient une indication de la sélectivité du broutage: une valeur de g supérieure sur un des

groupes de pigments marqueurs que pour les autres ou pour la Chla, représente une ingestion disproportionnée
des algues caractérisées par ce(s) marqueur(s).

Equation 2 : Calcul du taux de broutage moyen. Ct = Concentration moyenne du pigment dans les
bouteilles contréles a la fin de I'expérience ; Czt = Concentration du pigment dans chaque bouteille broutage ; t =

durée d’incubation en jours.

Equation 3 : Calcul du taux de croissance moyen. Ct = Concentration moyenne du pigment dans les
bouteilles contréles a la fin de I'expérience ; t = durée d’incubation en jours ; CO = Concentration moyenne du

pigment dans toutes les bouteilles au début de I'expérience.

Dans le cas ou les concentrations des pigments des bouteilles contréles et broutages sont différentes a t0
alors g est calculé avec un théorique (Equation 4).
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Cp théorigue = €, x gk =0

Equation 4 : Calcul de la concentration moyenne en pigment théorique.

La comparaison du taux de croissance du phytoplancton sans broutage (k) avec celui avec broutage (k-g)

permet de voir si l'activité du zooplancton diminue la croissance du phytoplancton ou au contraire la renforce.
Contenus stomacaux du suprabenthos

Les amphipodes ont été plongés dans du liquide de Hertwig (pendant 3 a 4h a 62°C), correspondant & un
milieu de Hoyer modifié (contenant 270 g d’hydrate de chloral, 19 mL d’acide chlorhydrique a 1N, 150 mL d’eau
distillée et 60 mL de glycérol). Il a été a de nombreuses reprises décrit comme étant idéal pour I'étude des contenus
stomacaux de ces organismes (Bello and Cabrera, 1999; Torrecilla Roca and Guerra Garcia, 2012; Navarro-
barranco et al., 2013; Vazquez-Luis et al., 2013; Guerra-garcia et al., 2014; Terrén-Siglera et al., 2016), permettant
en effet de rendre la cuticule transparente, mais aussi moins rigide, facilitant ainsi les dissections. Toutefois, un tel
protocole n’a, a notre connaissance, jamais été employé pour I'analyse des contenus stomacaux des mysidacés et
des décapodes. Cette démarche exploratoire a donc été initiée dans le cadre du projet SARTRE. Une fois
transparents, les individus ont été disséqués sous loupe binoculaire dans de la glycérine, et leur pourcentage de
remplissage (%) a été estimé a partir de la formule présentée ci-dessous.

__ longeur [ou surface) pleine de restomac
%?'mrzifsmge -

longeur (ou surface) tarale de lrestomac

Les observations des contenus stomacaux ont été effectuées au grossissement x100 sous un microscope
optique Olympus® BX43. Celles-ci ont permis de calculer, pour chaque catégorie de composants (i.e. détritus,
détritus macrophytiques, proies animales, proies végétales et pollen), la proportion relative de chacun d’eux au sein
d’'un estomac. Pour cela, la surface de chacun d’eux a été mesurée a l'aide d’un oculaire micrométrique, au
grossissement x200, et ce sur 10 réplicats. En complément, les contenus stomacaux ont aussi été observés en
microscopie électronique a balayage afin d’affirmer ou d’infirmer les observations faites en microscopie optique.
Pour cela, les échantillons ont été placés dans de I'eau distillée puis filtrés sur un filtre d’'une porosité de 0,2 um. lis
ont ensuite été métallisés (carbone palladium) puis observé directement sous un Zeiss® EVO40 sur la plateforme
MEB de la FR SCALE du M2C de Rouen. Les résultats des analyses des contenus stomacaux ont été
statistiquement traités d’'une maniére similaire a celle employée pour les abondances et biomasses (i.e. ANOVA
puis HSD de Tukey ou Kruskal-Wallis puis Dunn).

Analyses isotopiques

La composition en carbone (*3C) et en azote (*°N) ont été analysées pour les MOP, le mésozooplancton et le
suprabenthos. La méthodologie pour les MOP est explicitée en 1.2.1.

Analyses isotopiques du zooplancton (Kling et al., 1992; Smyntek et al., 2007)

Au laboratoire, pour éviter toute contamination, 'ensemble du matériel est nettoyé a I'éthanol et le
manipulateur porte une blouse en coton ainsi que des gants non poudrés. Du papier d’essuyage ne donnant pas

de fibres est également utilisé (Kimwipes).
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3 réplicas par échantillon sont réalisés. Des sous échantillons sont décongelés dans des verres de montres
et rincés dans de I'eau milliQ. Cette eau sert ensuite a l'isolement des individus sous loupe binoculaire. Afin
d’obtenir un poids sec au moins égal a 0,5 mg environ une centaine d’individus copépodes/cladoceres adultes sont
prélevés. Les individus isolés sont déposés dans un verre de montre avec de I'eau milliQ pour enlever toutes les
matieres restantes, ils sont ensuite introduits dans des capsules en étain pré-pesés de 4 x 6 mm. 10 pl d’eau milliQ

peuvent étre déposés au préalable dans les capsules pour faciliter I'introduction des individus.

Les capsules sont refermées de sorte a former des boules de 3mm au maximum et placées dans une plaque
96 puits recouverte d’aluminium pour étre congelées a -80 °C. Enfin les échantillons sont lyophilisés a -55 °C
pendant au moins 24h, puis pesés. Les échantillons ont été conservés dans un dessiccateur sous vide a

température ambiante le temps de I'envoi vers les plateformes d’analyses ALYES (IRD Bondy).

Analyses isotopiques du suprabenthos

Les échantillons ont été décongelés et rincés avec de I'eau distillée. Les tétes et queues des organismes,
ainsi que les parties carbonatées (e.g. cuticules, arétes ...) ont été 6tées lorsque la taille et la robustesse de
lindividu le permettaient. Des que possible, les échantillons étaient replacés a -20°C afin de limiter le
développement microbien. lls ont ensuite été lyophilisés pendant 24h a -62,3°C dans un Virtis® BenchTop 4K
Freeze Dryer, puis broyés dans un vibro-broyeur Retsch® MM400. Les poudres obtenues ont alors été
décarbonatées par ajout de quelques gouttes de HCI a 1N jusqu’a ce que l'effervescence cesse, puis séchées a
62°C. Le broyat ainsi formé a par la suite été encapsulé dans des capsules en étain. Les signatures isotopiques
0N et 32C ont ensuite étaient mesurées a I'aide d’'un analyseur élémentaire EuroVector® EA3000, couplé a un
spectromeétre de masse Elementar® IsoPrime au PLATeau d’'Isotopie de Normandie (PLATIN, SFR ICORE) de
Caen. Les standards de 'azote et du carbone étaient, respectivement, le diazote atmosphérique et le carbone de
Belemnite de Pee Dee (PDB). Les signatures isotopiques ont été statistiquement traités d’'une maniére similaire a
celle employée pour les abondances et biomasses (i.e. ANOVA puis HSD de Tukey ou Kruskal-Wallis puis Dunn).
En complément, un modele de mixage isotopique utilisant la méthode de Monte-Carlo par chaines de Markov (500
000 itérations) a été appliqué sur les données isotopiques des grands représentants du suprabenthos (Palaemon
longirostris et Pomatoschistus spp.) afin de déterminer les probabilités de contribution des sources
suprabenthiques, du zooplancton et des matiéres organiques au régime alimentaire de ces organismes.

L’ensemble de ces analyses ont été réalisées sur R, en utilisant le package MixSIAR (Stock et al., 2018).
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