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Contexte & objectifs

g Posidonia oceanica (L.) Delile

e Endémique de la Méditerranée
o Espeéce clef de voite / ingénieur d’écosysteme

Faisceau e Puit de carbone et forte production d’02
(e.g. Serrano et al., 2012)

"E " — o Fort déclin (34%) sur les 50 dernieres années
‘ calfies (e.g. Telesca et al., 2015)
2 i g Rhizome | Matte
2% (' . «~——— Racine e Protégée par un arrété du 19/07/1988

http://www.exnovoambiente.it/mondo_acquatico/posidonia/posidonia.htm
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Contexte & objectifs

© Pascal Mirleau

Les épibiontes de la feuille de posidonie

e L'épibionte représente 6 a 34% de la biomasse épigée
(Lepoint et al., 1999)

e Communautés d’animaux, d’algues et de microorganismes.

« Echange de nutriments avec les feuilles © Dorian Guillemain
(Libes & Boudouresque, 1987) ,. :
: A Hydrozoaires

e D’avantage la cible du broutage que les feuilles
(Lepoint et al., 2000)

Bryozoaire
Rhodophyte
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Contexte & objectifs

Objectifs généraux

- Assemblages épibiontes de la feuille de posidonie : qui ? quelles structures et quelle dynamiques ?

- Cartographie du for¢age anthropique dans les herbiers : ETMM et micropolluants organiques ?

- Quels effets sur la structure et la composition des assemblages épibiontes ?

- Quels effets sur la photosynthese et la respiration des herbiers ?

- Biomagnification des contaminants ?
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Matériels et Méthodes

Choix des sites d’étude & equipements

Légende :
@ Locaksation des SeliCa

[ ewng de Bemre

[] zones temrestres

777 Limite 6u parc marin de la cite bleve
[ uimite du parc national des calanques
Herblor de Posidonie
I Biocénose de Iherbier & Posidonia oceanica
Bathymdtrie (m)
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Marseille

Im

Base sous-marine de mesure environnementale
Sediment & Light Catcher (SeLiCa)

Bout d’attache +flotteur (1m)

Collecteur @ 100 réfléchissant
+capteur lumiére / température

Tourelle supportd’équipements

Bouteille decollection

Tige support@40

Anse de transport (corde escalade)

Plotde béton~50kg [40x40 cm]



Matériels et Méthodes

« General workflow »

W arcad

< E == Bioinformatique

B 's:'

Morphometrle des falsceaux
Séparation des épiphytes et des feuilles

V’

Extraction ADNe  Amplifications PCR &

/

Séquengage

Broyage « DNA taging » : COI llumina® Biodiversité

l

Congélation
Lyophilisation

._=—>

o Fractionnement Minéralisation + ICP-MS
Sédiments /tamisage




Matériels et Méthodes

Collecte des données environnementales & des faisceaux de posidonie

- 6 campagnes d’échantillonnage entre juillet 2017 et février 2019 sur 3 saisons (été, automne et hiver)
- Relevés des données lux / T° et des pieges a dépots sédimentaires.

- 5 faisceaux prélevés aléatoirement par site et par campagnes (autorisation DDTM et PNcal)

— 11 sites x 6 campagnes x 5 réplicas = 330 faisceaux de posidonie

bil

- Nombre de feuilles par faisceau

- Longueur des feuilles par faisceaux (en cm) b >

- Pression d’herbivorie : nombre de marques de broutage 2 |
- récolte / lyophilisation / broyage des épibiontes | i --_r__‘ a
- densité d’épibionte (en mg/cm?) » , :'——::'
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Matériels et Méthodes

Complement des BDD génétiques par « barcoding moléculaire »

- Isolement de spécimens épibiontes
- clef d’identification (Hayward et al., 1996) + bases de données WoRMS et DORIS

- Amplification et séquencage du géne mitochondrial COI (sous-unité de la Cytochrome Oxydase )
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Matériels et Méthodes

Caractérisation de la diversité des assemblages épibiontes par « metabarcoding »

— Extraction de 'ADN des échantillons d’épibiontes (ADNe)

- Amplification des genes COIl et marquage moléculaire (Tag)

PCR1

“«
);

Amorce forward HBR2d Geéne COI 3’

3' Amorce reverse HICrevN \ 5
PCR 2
Index
\ » Produit PCR 1 y

’ \ ’

- Séquencage d’amplicons en haut débit (HTS) sur plateforme lllumina MiSeq®©
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Matériels et Méthodes

Analyses bioinformatiques des séquencages

Barcoding

- Assemblage des séquences sens et antisens (assemblage de reads)

- Recherche de similarité dans les BDD (NCBI)
- Reconstructions phylogénétiques
- Complément des BDD locales = metabarcoding

Metabarcoding

- Assemblage des séquences sens et antisens (assemblage de reads)
- Suppression des séguences erronées ou des contaminants

98

45

51

100 | CA21 - Chiton olivaceus

MLR6 - Lepidochitona cinereal
KJ574082.1 Lepidochitona caprearum
KR084764.1 Lepidochitona cinerea
EF201543.1 Mopalia muscosa
EF201592.1 Tonicella lineata

MLR7 - Emarginula sp.
4100@!?084880.1 Emarginula rosea
46 MG935113.1 Emarginula fissura
MH242804.1 Idotea urotoma
‘”,j‘:c;\za - Stenosoma appendiculatum
u 87 FJ905098.1 Stenosoma lancifer
99 GQ497551.1 Marphysa hentscheli
—9E“: MLRS - Leodice torquata
MF405760.1 Arenicola marina

99

EH46 - Ascidiacea (class)

KF369164.1 Ophiothrix fragilis
—'00{ JX948040.1 Ophiothrix sp.
MLR1 - Ophiothrix sp.

87

97

MLR4 - Amphipholis squamata
—100[|;KL1895013.1 Amphipholis squamata
62 KU895015.1 Amphistigma minuta
97 MH282596.1 Aglaophenia kirchenpaueri
100 F MLR10 - Aglaophenia sp.
MH282613.1 Aglaophenia pluma

95

CA14 - Leptothecata(order)
4%E KX665250.1 Obelia sp.
46 MF000506.1 Halopsis ocellata

MLR12 - Palmophyllum crassum

JUL

3

Mollusca

Arthropoda

Annelida

Chordata

Echinodermata

Cnidaria

Chlorophyta

- Regroupements des séquences en variants et affiliation taxonomiques (BDD NCBI) = table d’abondance variants
- Regroupement des variants en clusters (97% de similarité) - table d’abondance clusters
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Matériels et Méthodes

Analyses des Eléments Traces Métalliques et Metalloides (ETMM)

- Nettoyage préalable du matériel a I'acide nitrique (1:10)

- Fractionnement granulométrique des sédiments

- Pesées et filtration des échantillons d’épibiontes, de feuilles et de sédiments
- Minéralisation acide

- Analyse ICP-MS

OHM LM 15/12/2020



Résultats majeurs

* Couplage barcoding - metabarcoding : amélioration significative des BDD génétiques

© Emma Hermann 7 © Emma Hermaniss

Avant : 17 variants assignés au phylum bryozoaire.

Apres : 290 variants assignés au phylum bryozoaire
& 99 a I'échelle de I'especes.

1000 ¢ Chorizopora brongniartii Entalophoroecia sp.
L Avant

© Emma Hermann

4 ) :;b .“‘." A
100 & S on ot ‘ ,
’1‘.i W H\/’ -~ .
Patinella radiata Caberea boryi
10
1

Phylum Classe Ordre Famille Genre Espece

E Apres

Nombre de variant
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Résultats majeurs

* Caractérisation détaillée de la composition des assemblages épibiontes de la posidonie

Metazoa
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Résultats majeurs

* Caractérisation détaillée de la composition des assemblages épibiontes de la posidonie
—— [N —— e

Proteobacteria . Ochrophyta

Betaproteobacteria . Phaeophyceae

Nitrosomonadales - Ec}ocarpale
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Résultats majeurs

* Mesure de la varibilité spatio temporelle des assemblages épibiontes

Eté 2017 Automne 2017 Hiver 2018 Eté 2018 Automne 2018
(3] B g c“/ z
o £
N 2 | ;
S ;
o [ 5 :
E ~
o ; .
B FOS H NIO B EST O DEG H SAM O CHE B VEY O SMN ® SMP B PRA
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Résultats majeurs

10] saison
A £t

=» Teneur en ETMM des assemblages épiphytes ¥ Autorne

M Fin de I'hiver

PC2 (19,0%)
[$,]

o

PC2 (19,0%)

-5-

- Concentrations en ETMM les plus élevées en été ° " por 0% N
g/ Wz
- Forte variabilité inter site 4 2 ik
FOS NIO EST DEG SAM CHE VEY SMN SMP PRA
Ag 0,114 0,146 0,113 0,142 | 0,275** 0,219* 0,187 0,142 009 0,127 0,159
P lavda X A EIIEEE 2769 3502 1875 1811 1865 1356 2335 | 5149**  4145% 2316
- Contamination plus élevée a FOS, SAM et SMN As 7 Casge g 79 i 78 08 e 11 102 83
cd 0,70 1,10 1,13 1,37*  1,45%  1,22% 1,02 1,00 070  1,21* 1,07
e . . ce RN 33 8,0* 54 | 136** 64 2,9 3,6 8,4* 8,2* 8,4*
- Contamination plus faible a CHE et VEY Co 1,01 1,23 1,12 1,01 0,89 0,66 1,01 1,24 1,28 1,06
cr 19,0 15,7 8,4 25,8+ 6,4 16,9 17,1 189  254* 17,3 4,4
cs N o048 0,54 0,29 0,33 0,31 0,20 039 [EELEE 115** 043
Cu 7,4 8,7 10,2* 6,1 10,3* 7,4 7,0 44  11,9** 96 4,6
Fe | 9922%* 2748 3166 1929  4029* 2123 1191 1782  3950* 3006 2049
Hg 0,052 0,08 008 0075 0071 0058 0045 0031 [FEEEad 0099 0,016
Li 5,1 5,5 4,1 4,6 3,7 3.2 4,7 7,2%%  62%* 4,3
Mn 100 | 171** 98 116 82 48 76 132+ 119 110
Mo 1,2 2,4 0,6 3,4 0,7 2,7 21 | 107** 31 2,6 1,6
Nd 2,17 | 6,66** 2,88 3,34 2,50 1,48 1,98 3,96 4,07  4,14*
Ni 12,0* 85 7,3 8,4 6,4 8,2 6,6 8,6 9,0 9,5 5,3
Pb 18,0 29,9 29,4 192 | 764** 209 11,7 10,1  465* 258 12,1
Sb 0,29 0,34 0,29 027 RN o029 0,33 0,23 0,28 0,26 0,22
sn 1,74 1,69 1,73 1,50 | 3,77** 1,27 1,71 1,04 2,66* 2,06 1,44
0,904** 0500 0,641* 0,397 0,653* 0496 0417 0484 0524 0,507 0,432
v 393  463* 232 11,8 18,9 23,2 12,0 16,8 29,3 34,8 12,3
W 0131** 0082 008 0095 [FEGSad 0094 0062 009 0,115 | 0,134** 0,068
Zn 83 92 116* 105 192** 93 77 56 105 100 67
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Résultats majeurs

* Influence des ETMM sur la composition des assemblages épibiontes (dbRDA)

Al As Cd Ce Co Cr Cs Cu Fe Hg K Li Mg Mn Mo Ni Pb Sb Sn U \" W 2Zn Zr Best R
Overall 0,067 0,065 0,065 0,197
Metazoa 0,056 0,056
Phyta 0,092 0,047 0,086 0,051 0,077 0,354
0,107 0,087 0,089 0,117 0,399
0,059 0,059

- les groupes taxonomiques « phyta » et « microbes » des assemblages épiphytes sont les plus sensibles aux ETMM

- Les assemblages épiphytes sont particulierement sensibles aux teneurs en Cd, Ce, Hg, K, Mo, Sn, U et Zn
17
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Conclusion - perspectives

« Mise en évidence de la contamination de certains herbiers en ETMM
- Correspondance entre les contaminations et les activités anthropiques adjacentes
« Variabilité temporelle et spatiale des teneurs en ETMM dans les feuilles et les épibiontes

« Echanges de certains ETMM entre les épibiontes et les feuilles ?

Perspectives

- Effet des ETMM sur les especes vagiles présentes dans les herbiers : toxicité ? transferts trophiques ?
« Recherche des HAP et des micropolluants organiques (retard covid)

* Analyse des dép6ts sédimentaires (retard covid)

18
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Conclusion - perspectives

Financements obtenus pour continuer ...

- Région Sud IMPOMED (2019-2021) :
Impact des polluants sur la biodiversité marine méditerranéenne.

- DRIIHM inter ROHM BFR-Med (2020-21) :
Etude de la contamination par les retardateurs de flamme bromés prioritaires et émergents sur la facade
Méditerranéenne des calanques Marseillaises au delta du Rhone.

—> ECCOREV BFR-Envipech (2020-21) :
Approche croisée sur la contamination par les retardateurs de flamme bromés en facade méditerranéenne —
De I'environnement aux pécheurs (L. Malleret & C. Barthélémy)

- ITEM POP transition (2021-2023):
Des polluants réglementaires aux polluants émergents - Impact des politiques de gestion sur la transition
écologique en zone littorale méditerranéenne.

19
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