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1 Contexte et objectifs

La disposition 10A-2 du SDAGE Loire-Bretagne 2016-2021 prévoit Iinitiation d’études
d’identification de lorigine des apports d’azote, et notamment la part issue du relargage
sédimentaire, sur les sites de vasiéres contribuant au déclassement des masses d’eau au titre des
marées vertes. Sont concernés par la disposition 10A-2 en priorité les sites de vasi¢res des masses
d’eau de transition suivantes :

- FRGTO02 : Bassin maritime de la Rance
- FRGTO03 : Le Trieux

- FRGTO06 : Riviere de Motlaix

- FRGTO7 : La Penzé

- FRGTO8 : I’Aber Wrac’h

- FRGT14 : Riviere de Pont ’Abbé

- FRGT20: Le Blavet

- FRGT21 : Riviere d’Etel

- FRGT24 : Riviéere de Vannes

- FRGC39 : Golfe du Morbihan

En 2014, dans le cadre du CIMAV P1, le CEVA a réalisé une synthése bibliographique des
méthodes employées pour estimer les flux sédimentaires et des valeurs de flux qui en étaient issues.
L’annexe 4 du CIMAV P1 2014 présente les différents flux issus du sédiment et les différentes
méthodes permettant de les évaluer. La tres forte variabilité des flux mesurés, les différents
processus a I'ceuvre et la diversité des méthodologies rend appréciation de ces flux complexe.

Du fait de la complexité de la mesure directe des différents flux sédimentaires et de fagon a appuyer
les SAGEs dans la mise en ceuvre d’¢études d’identification de 'origine des apports d’azote et
notamment de la part issue du relargage, le CEVA a proposé en 2016 et en 2017 d’utiliser les ulves
pour déterminer la contribution de la fourniture sédimentaire a la biomasse créée. Des
expérimentations 7z situ (vasiere du Lédano, estuaire du Trieux, Cotes d’Armor) et en conditions
controlées, ont été réalisées afin de suivre 'impact du sédiment sur la croissance et les contenus
internes en azote et en phosphore des algues.

Les résultats obtenus en 2016 ont démontré que I'approche était satisfaisante pour appréhender le
role du sédiment dans la croissance des algues moyennant des améliorations techniques pour mieux
cibler les parameétres testés .

Les améliorations suivantes ont été apportées aux expériences menées en 2017 :

1 amélioration du dispositif et du plan expérimental i situ,

1 amélioration de la méthode expérimentale mise en place pour induire le relargage

sédimentaire proche des conditions naturelles (période d’anoxie).

1 utilisation de la modélisation 0D pour estimer les valeurs de flux de relargage sédimentaire
dans le cadre des expérimentations en conditions controlées.

{1 mise en place d’expérimentations complémentaires iz situ et en laboratoire pour évaluer
I'impact d’autres facteurs environnementaux sur le développement des algues (i.e.
broutage).
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2 Expérimentation in situ

2.1 Site d’étude

Afin d’évaluer la contribution du sédiment au développement des algues vertes, le CEVA a choisi
de reconduire les expérimentations 7z situ sur la vasiere du LEDANO (estuaire du Trieux, Cotes
d’Armor). Cette vasicre présente le double avantage d’étre située dans une masse d’eau prioritaire
dans le SDAGE 2016-2021 sur la problématique de la prolifération des algues vertes sur vasiere et
de se trouver a proximité du CEVA, ce qui permet une optimisation des couts. Le site d’étude et
la station d’expérimentation sont présentés Figure 1.

Figure 1: Illustration de la vasiére du Lédano (estuaire du Trieux, Cotes d’Armor) et localisation
de la station d’expérimentation (cercle blanc)

11 a été choisi de conserver la méme station d’expérimentation d’une part pour son accessibilité et
d’autre part pour conserver des conditions environnementales comparables a ’étude menée en
2016 (temps d’émersion, bathymétrie...).
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2.2 Matériel et méthode

2.2.1 Améliorations 2017

Sur la base des observations zz situ et des résultats obtenus en 2016, des améliorations techniques
ont été apportées au dispositif et au plan expérimental en 2017 afin de limiter 'impact d’autres
facteurs environnementaux sur les résultats obtenus (Tableau 1).

Tableau 1: Liste des améliorations 2017 établies sur la base des constats de 2016

Constat 2016 Amélioration 2017

Risque de perte de biomasse et présence | Installation de fermetures «velcro» sur les
d’hydrobies (brouteurs) dans les cages cages et d’une toile (maille 1mm) en fond des
cages en contact avec le sédiment.

Fouling des cages a partir de mi-aout. Les cages sont retirées apres 1 a 2 semaines
d’expériences, nettoyées, stockées a terre et

réinstallées pour la campagne suivante.

Milieu dégradé devant les cages. Utilisation de planches de « bodyboard » plus
rigides pour travailler autour des cages plutot
que les tapis souples utilisés en 2016.

Risque de dégradation des algues au bout de 15 | Diminution du temps d’expérience a 7 jours.

jours

Pas de suivi en continu des parametres | Achat de sondes HOBO étanches mesurant la

environnementaux 7 §itu. température et 'intensité lumineuse.

2.2.2 Dispositif expérimental

I1 a été choisi de replacer sur le site d’étude un dispositif expérimental comparable a celui utilisé en

2016 en conservant les modalités suivantes (Figure 2):

- 3 cages a proximité du sédiment.
- 3 cages disposées en hauteur (environ 20 cm au-dessus du sédiment) pour éviter le contact
avec le sédiment.

Les cages ont été installées alternativement et ont été codées de 1 a 3 avec la lettre H pour Haut et
B pour Bas (Figure 2).
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Figure 2 : Photo du dispositif expérimental sur le site d’étude.

Afin de suivre les variations de température et de luminosité dans les cages au cours de
Pexpérimentation, des sondes Hobo ont été suspendues a l'intérieur des cages a raison d’une par
modalité. Une sonde supplémentaire a été placée a Pextérieur des cages dans le but de vérifier si les
mesures effectuées dans les cages étaient cohérentes (Figure 3).

Figure 3 : Sondes Hobo installées soit a Pintérieur de la cage (photo a gauche) soit a Pextérieur
(photo a droite)

2.2.3 Protocole expérimental in situ

Cette approche expérimentale a pour but d’utiliser les ulves comme intégrateurs des concentrations
en nutriments dans Penvironnement dans lequel elles évoluent (Barr 2007) pour évaluer la
contribution sédimentaire a la biomasse créée.

Le protocole décrit ci-dessous respecte les mémes consignes de manipulation sur le terrain et en
laboratoire, que celles établies lors de I'expérimentation de 2016 (Annexe 1).

Pour débuter chaque série d’expérience de 7 jours, deux sorties terrain sur le site d’étude étaient

planifiées le méme jour pendant les heures de basse-mer.

La premiére sortie terrain consistait a prélever des ulves iz sitn pour la mise en place de

Pexpérience.
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Les algues prélevées dans le milieu étaient triées, lavées, pressées a la main et pesées au laboratoire
du CEVA de manicre a obtenir 6 lots de 100 g (poids frais) d’ulves qui, lors de la deuxiéme sortie
terrain, étaient disposés dans les cages pour initier Pexpérience. Lors de cette deuxiéme sortie, les
sondes Hobos sont également mises en place.

Les 6 lots d’ulves prélevés dans les cages a 'issue des 7 jours d’expérience étaient lavés, pressés a
la main, pesés, lyophilisés et envoyés dans le laboratoire agréé pour la mesure de leurs contenus
internes en azote et en phosphore (quotas azotés et phosphorés).

Dans le cas ou des expériences débutaient a la suite d’une autre, la premicre sortie terrain permettait
également I’échantillonnage T7 jours des ulves et la récupération des données enregistrées sur les
sondes Hobos.

Ce cycle de prélevement/renouvellement des lots d’ulves a été maintenu une ou deux fois par mois,
de mai a septembre pour un total de 9 campagnes de prélevement (Tableau 2).

En début et fin d’expérience, des ulves du milieu, a proximité du site d’étude, ont été prélevées et
préparées pour I'analyse des quotas azotés et phosphorés. Cela permet de disposer des valeurs
initiales de quotas internes des ulves utilisées pour expérimentation et aussi de vérifier, en fin
d’expérimentation, qu’aucun biais n’est induit par le dispositif (algues disposées dans les enceintes
au contact du sédiment et celles du milieu présentent une évolution de leurs quotas similaire). De
plus, une fois par mois, deux échantillons supplémentaires d’ulves du milieu ont été prélevés de

maniere a évaluer la variabilité des quotas sur un méme site (Tableau 2).

A Tlissue de chaque campagne, des photos de 'ensemble du dispositif et de chaque cage en vue
extérieure et intérieure étaient prises.
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Tableau 2 : Calendrier des campagnes et des prélevements d’ulves dans le milieu et dans les
cages pour I’analyse des quotas azotés et phosphorés des ulves

Nb lots Nb lots Nb total
d’ulves d’ulves d’échantillons pour
Date Campagne prélevées prélevées 'analyse des quotas
dans le dans les azotés et phosphorés
milieu cages des ulves
27 avril 1 1
23 mai Début campagne 1 | 3 3
Fin campagne 1 1 6 7
30 mai
Début campagne 2
6 juin Fin campagne 2 3 6 9
21 juin Début campagne 3 | 1 1
Fin campagne 3 3 6 9
28 juin
Début campagne 4
5 juillet Fin campagne 4 1 6 7
18 juillet Début campagne 5 | 3 3
25 juillet Fin campagne 5 1 6 7
26 juillet Début campagne 6
2 aout Fin campagne 6 1 6 7
22 aout Début campagne 7 | 3 3
Fin campagne 7 1 6 7
29 aout
Début campagne 8
5 septembre | Fin campagne 8 1 6 7
18 septembre | Début campagne 9 | 3 3
25 septembre | Fin campagne 9 1 6 7
Total
9 campagnes du 23 mai au 25|27 54 81
septembre 2017
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2.3 Résultats

2.3.1  Suivi de la biomasse algale

2.3.1.1 Comparaison avec les résultats de 2016

L’expérimentation 7z situ s’est déroulée entre le 23 mai et le 25 septembre 2017. Les proliférations
d’algues vertes ont été précoces en 2017 sur la vasiere du L.édano par rapport a 2016, année pour
laquelle les ulves étaient tres peu présentes en début de saison et sont apparues en quantités
significatives au cours du mois de juillet.

La Figure 4 présente les biomasses d’ulves de chaque lot obtenues lors des 9 campagnes. Durant
Iexpérimentation, tous les lots d’ulves ont augmenté leur biomasse initiale définie a 100 g. Ce n’était
pas le cas en 2016 : a la fin du mois d’aott, de nombreux lots présentait de tres faibles gains de
biomasse voire des pertes de biomasses (dégradation). Ce constat avait été expliqué en partie par
de fortes chaleurs et des dégradations du milieu observées également a I'extérieur des cages (zones
blanches signe de putréfaction) et probablement par une durée de campagne trop longue. Les effets
du broutage par les hydrobies et de Pombrage du au fouling des cages avaient aussi été avancés
pour expliquer cette baisse de biomasse.

I’évolution saisonniere des biomasses algales dans les cages semble cohérente avec I’évolution
mensuelle des couvertures algales estimées par interprétation des photos aériennes de la vasiere du
Lédano (Figure 5) acquises dans la cadre du programme RCO/RCS Loire-Bretagne. En effet, les
gains de biomasse les plus importants sont relevés en fin mai et juin, période durant laquelle la
vasiere se couvre fortement pour obtenir le maximum apparent de couverture le 22 juin (Figure 4
et Figure 5). Cette concordance entre les plus forts taux de croissance relevés et le taux de
couverture de la vasiere, estimé par photo-interprétation était notée également en 2016 mais la date
était plus tardive (fin juillet début aott).

Tout lot d’ulves présentant un écart de biomasse avec la moyenne du triplicat a fait 'objet d’'une
analyse, notamment a partir des photos des cages prises a la fin de chaque campagne (Annexe 2).
Aucun éveénement important pouvant biaiser I’évolution de la biomasse algale n’a été détecté lors
de 'expérimentation. Il a donc été décidé de conserver 'intégralité des données obtenues pour
chaque lot et de prendre en compte les médianes des triplicats dans les analyses postérieures.
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Figure 4 : Biomasse algale (poids frais) des lots H et B a 1a fin de chaque campagne de 7 jours de mai a septembre 2017.
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avril mai juin juillet aout septembre octobre

Figure 5 : Evolution mensuelle des couvertures algales en 2017 sur la vasiére du Lédano (estimation visuelle)
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Une premicre analyse a été effectuée sur ensemble des données de biomasses obtenues lors de
Iexpérimentation. Les données répondant a une loi normale, un test paramétrique (test de Student
a 2 échantillons) a été utilisé selon ’hypothese Ho que les deux modalités H et B étaient égales. Le
résultat du test illustré Tableau 3, indique une P value < 0,05 rejetant ainsi I’hypothese H,. La
croissance des lots H était de maniére générale significativement plus importante que celle des lots
B avec respectivement des moyennes de biomasse obtenue de 140,2 g et de 130,6 g.

Tableau 3: résultat du test de Student sur la comparaison des moyennes des biomasses des lots H
et B lors des 9 campagnes

Lot B LotH
Campagn P value
Moyenne | Ecart-type Moyenne | Ecart-type
9 27 130,6 15,3 27 140,2 18,7 0,044

Afin d’identifier plus précisément ces différences entre les lots H et B, une comparaison des
médianes des biomasses de ces deux lots a été testée par campagne. Le nombre d’échantillons étant
réduit a 3, un test non paramétrique (Test de Mood) a été appliqué. Les résultats de ce test sont
disponibles en Annexe 3 et sont représentés en Figure 6 illustrant les médianes et les premiers et
troisiemes quartiles des biomasses de chaque triplicat d’ulves obtenues a chaque campagne.

Les résultats du test (Annexe 3 et Figure 6) indique que les lots H et B sont significativement
différents (P value< 0,05) pour les campagnes 2 (du 30 mai au 6 juin), 4 (du 28 juin au 5 juillet), 6
(du 25 juillet au 2 aott) et 9 (du 18 au 25 septembre) avec pour chacune une croissance des lots H

supérieure aux lots B.

Les biomasses algales de chaque modalité « Haut » et « Bas » ont évolué de manicre similaire au
cours de la saison avec une croissance plus importante pour des campagnes avec des coefficients
de marée en moyenne inférieurs a 75. Ce lien avec le phénomene de marée (marée haute en pleine
journée lors des petits coefficients) est visible jusqu’a fin aout pour les campagnes 2, 4 et 6 pour
lesquelles des différences significatives de croissance entre les modalités H et B ont été observées
(Annexe 3 et 4).
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Figure 6 : Distribution des médianes (ler et 3¢me quartile) des biomasses algales de chaque triplicat H et B lors des 9 campagnes
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2.3.1.1 Analyse des données de température et d’intensité lumineuse

Toutes les données, enregistrées toutes les minutes par les sondes Hobo, ont été extraites a la fin
de chaque campagne et placées dans une base de données commune. Chaque enregistrement
contenait les champs « date », « heure », « température en °C » et « luminosité en lux ». Des champs
supplémentaires ont été ajoutés a la base, tels que « code cage », « Emersion/Immersion » et
« luminosité en pmol.m?s.’ ». Les périodes d’émersion ou d’immersion ont été ajoutées
manuellement en fonction des hauteurs d’eau calculées pour le secteur de Lézardrieux selon des
données disponibles en ligne (maree.info), le niveau de 7 meétres étant celui des cages (Annexe 4).
L’intensité lumineuse était fournie par la sonde en lux et a été convertie en umol.m”.s"' de maniére
a travailler sur les mémes références qu’usuellement proposées dans la littérature scientifique.

Les données environnementales n’ont été acquises qu’a partir de la campagne 2, les sondes Hobo
n’ayant pas été disponibles plus tot.

Suite a un probléme technique lors de I'acquisition des données de lumiere a 'intérieur des cages,
seules les données mesurées a I'extérieur seront présentées et discutées dans la suite de ce rapport.
A titre indicatif, les mesures de lumicre a 'intérieur des cages lors de la campagne 4 ont été reportées

en Annexe 3.

Les données de température répondent a une loi normale, ainsi le test paramétrique « One-Way
ANOVA » a été utilisé de maniere a analyser les variances entre deux échantillons indépendants
sous un seul facteur. Les graphiques associés au test sont inclus dans ’Annexe 3.

Les interprétations des tests et les moyennes calculées sur toutes les campagnes et selon certaines
conditions sont résumées dans le Tableau 4. Sur ensemble des campagnes sans tenir compte de la
condition d’émersion ou d’immersion, aucune différence significative de température n’a été
observée entre les cages H et B. La température moyenne relevée de mai a septembre était de
18,55°C. La sonde HOBO située a lextérieure indiquait une température significativement
inférieure a celles enregistrées dans les cages sur ensemble des campagnes et en situation
d’émersion. Par contre, aucune variation de température n’est apparue lorsque les sondes étaient

immerggées.

Tableau 4 : Résultats et interprétations du test « One-Way ANOVA » effectué sur les données de
température toutes campagnes confondues et selon certaines conditions (Emersion/Immersion)

Jour/Nuit
Conditions
Emersion+Immersion Emersion Immersion
Interprétations
Ext<B=H Ext<B=H Ext=B=H
des tests
Moyenne
, 18,36 < 18,53 = 18,57 | 18,13 <1840 =1846|18,71 = 18,72 = 18,74
température

La Figure 7 montre 'évolution de température au cours de la campagne 4 (du 29 juin au 5 juillet
2017) pour laquelle des différences significative de la croissance des lots d’ulves ont été observées
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entre les modalités H et B. La température enregistrée selon les 3 modalités a évolué de facon
homogene et cohérente avec les résultats statistiques décrits dans le Tableau 4.

Les données de température et de lumicre seules ne permettent pas d’expliquer les différences de
croissance entre les lots H et B. Cependant, ces parameétres sont a prendre en considération dans
la compréhension des résultats de biomasse.

Des statistiques descriptives (moyennes, min, max) de la température effectuées par campagne,
sont aussi disponibles en Annexe 3. La température mesurée dans le milieu a notamment augmenté
de la campagne 2 a 7 (de 17,5 2 19,5 °C) et a diminué ensuite pour atteindre 17 °C a la campagne
9 (Figure 8).

Température (°C)

35

Moyenne de Temp B
30

Moyenne de Temp H
Moyenne de Temp EXT A\ A

25 I
” ~/ M\ v At £

\ :Aﬁ.
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Heure 0 3 6 9121518210 3 6 9 121518210 3 6 9 121518210 3 6 9121518210 3 6 9121518210 3 6 9 121518210 3 6 9

Date 29/06/2017 30/06/2017 01/07/2017 02/07/2017 03/07/2017 04/07/2017 05/07/2017

Figure 7 : Evolution de la température au cours de la campagne 4 (du 29 juin au 5 juillet 2017)
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Figure 8 : Evolution des moyennes de température et de lumiere enregistrées dans le milieu (Ext)
lors de Pexpérimentation in situ de la campagne 2 2 9.
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2.3.2  Quotas azotés et phosphorés des algues
2.3.2.1 Evolution saisonniere des quotas azotés et phosphorés des lots d’algues

I’évolution saisonnicre des quotas azotés (Figure 9) a montré que :

1 Les quotas azotés des algues, élevés en début de saison, diminuaient au cours de Iété avec
des plus faibles valeurs en fin juillet et augmentaient en fin de saison jusqu’a atteindre des
valeurs proches de celles du début de saison.

1 De fin juin a début septembre, les lots d’algues présentaient, pour la plupart, des quotas
azotés légerement en-dessous du seuil du quota critique (QQiN), ce qui signifie que durant
cette période estivale, ’azote semblait étre un élément nutritif limitant pour la
croissance des algues.

1 Durant toute la saison, les quotas azotés des lots H et B ont dans I'ensemble suivi la méme
évolution que les quotas des algues prélevées dans le milieu. Méme si les quotas azotés
des lots d’ulves H et B ont été, de maniere générale, plus élevés que ceux des algues du
milieu, ces résultats montrent que le dispositif n’a pas apporté de biais important durant
Iexpérience. En particulier, les algues présentes dans les cages en contact avec le
sédiment semblent avoir eu des niveaux proches et une évolution similaire a celles
situées dans la vasiere.

1 Durant toute la saison, les niveaux des quotas azotés des lots d’ulves présents dans les
cages en contact avec le sédiment ou surélevés sont proches excepté de fin aott a début
septembre (campagne 7 et 8), période durant laquelle les quotas sont plus éloignés.

Evolution saisonniére des quotas azotés des ulves
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Figure 9 : Evolution saisonniére des quotas azotés des ulves du milieu et des lots H et B
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I’évolution saisonniere des quotas phosphorés (Figure 10) a montré que :

1

Les quotas phosphotés de tous les lots d’algues, faibles en début de saison (mai/juin) ont
augmenté progressivement au cours de la saison apreés une phase de fin mai a fin juin de
diminution (en lien avec la croissance soutenue).

Les teneurs en phosphore de tous les lots d’algues étaient au-dessus du seuil du quota critique
(Q1P) excepté fin avril pour les algues du milieu et fin juin date pour laquelle les quotas ont
été a la limite de ce seuil pour les lots B et en dessous pour les algues du milieu et les lots H.
Le phosphore a donc été ponctuellement limitant a ces périodes pour la croissance
des algues.

Durant toute la saison, les quotas phosphorés des lots H et B ont, dans ’ensemble, suivi la
meéme évolution que les quotas des algues prélevées dans le milieu. Cela confirme que le
dispositif n’a pas apporté de biais important lors de 'expérimentation.

Les quotas phosphorés des lots H et B, proches en début de saison (campagne 1 a 4),
présentaient des écarts plus importants a partir de juillet et jusqu’a la fin de Pexpérience avec
des quotas plus faibles pour les lots H (campagne 5 a 9).

Evolution saisonniére des quotas phosphorés des ulves
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Figure 10 : Evolution saisonniére des quotas phosphorés des ulves du milieu et des lots H et B

)l

2.3.2.2  Analyse détaillée des quotas azotés et phosphorés des algues

Calcul d’indice de fixation des nutriments par les algues

L’utilisation des algues comme indicatrices des apports de nutriments par le sédiment repose sur

I'analyse de la fixation des nutriments par les lots en contact avec le sédiment comparée a celle des

lots plus écartés du sédiment. A partir des données de quotas et de biomasse algale en début et fin de
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campagne, la quantité de nutriments assimilés par les ulves au bout de 7 jours, qui sera nommé N fixé
ou P fixé dans le rapport, a été calculée pour chaque lot d’ulves et chaque campagne. 1.’équation
suivante permet de calculer I'indice de fixation de I'azote (N):

N fixé = % QN (T final) * P sec (Tfmal) - % QN (Tinitial) * P sec (Tinitial)

Avec « % QN » : pourcentage d’azote sur la Matiere S¢che des ulves et « P sec » : poids sec du lot
d’algues en début (Tinia) et fin de campagne (Tana).

Ces indices de fixation permettent de comparer le bilan nutritionnel des lots d’algues en fonction des
modalités. Un effet positif de la proximité du sédiment pourra étre avancé pour les valeurs d’indices
N/P fixé des lots B > aux lots H.

Des analyses statistiques ont été réalisées sur I'ensemble des jeux de données. Une synthese des
résultats est présentée Tableau 5.

Les quotas et les quantités de nutriments fixées pour chaque modalité étaient (1) similaires pour
'azote et (2) significativement différents pour le phosphore avec des valeurs inférieures pour les lots
H par rapport aux lots B.

Le constat (1) indique que sur I'ensemble des campagnes, la source d’azote sédimentaire ne semblait
pas prépondérante probablement du fait de concentrations en nitrate suffisantes dans la colonne
d’eau. Toutefois, lors des campagnes 7 et 8 (du 22 aott au 5 septembre 2017), les tests statistiques
ont mis en évidence leffet positif de la proximité avec le sédiment étant donné que pour une
croissance similaire entre les deux lots H et B, les quotas et donc les quantités en azote fixées des lots
H étaient significativement inférieurs a ceux des lots B. On note que les quotas azotés des lots H
étaient respectivement inférieurs et égaux au seuil critique (Q:1N), pour les campagnes 7 et 8. L’azote
a donc été ponctuellement un facteur limitant pour la croissance des lots H. Ainsi, lorsque la
concentration en nitrate dans la masse d’eau est basse (période d’étiage, surtout en 2017,
année de flux bas) ’apport sédimentaire de ce nutriment devient perceptible pour les cages
« en contact avec le sédiment » par rapport aux cages légérement écartées du sédiment.

Le constat (2) indique que sur 'ensemble des campagnes et particulicrement de la campagne 5 a la
campagne 9, un effet du sédiment en tant que pourvoyeur de phosphore est décelable entre les deux
modalités avec des quotas et des quantités en phosphore fixées des lots B supérieurs aux lots H. De
la campagne 1 a la campagne 4, on ne releve pas de différence significative entre les deux modalités
ce qui signifie alors qu’aucun effet de la proximité du sédiment dans I'apport de phosphore n’a été
petceptible par notre dispositif a cette période de 'année. Dans la mesure ou les niveaux de quotas et
les quantités en phosphore fixés des lots d’ulves H et B étaient faibles lors des campagnes 1 a 4 et
ensuite plus importants lors des campagnes suivantes (Tableau 5), il semble donc que cela indique
un relargage sédimentaire en phosphore peu actif en début de saison.
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Tableau 5 : Résultats et interprétations des tests statistiques réalisés selon certaines périodes sur les
données de quotas azotés et phosphorés des ulves de modalité H et B (médiane et 1¢r et 3éme

quartiles).
Quartile 1 Quartile 3 Test de Mood (non paramétrique)

Campagne | Médiane |lots H Lots B lots H Lots B lots H Lots B Valeurde P |Interprétation
QN 2,51 2,46 1,86 2,16 3,45 3,43 0,467 H=B
139 Nfixé 0,186 0,193 0,141 0,159 0,256 0,24 0,785 H=B
QP 0,161 0,2 0,15 0,15 0,19 0,24 0,004 H<B
Pfixé 0,008 0,011 0,007 0,011 0,0121 0,0125 0,014 H<B
1a6et9 QN 2,71 2,55 2,27 2,2 3,42 3,41 0,758 H=B
Nfixé 0,219 0,189 0,17 0,15 0,316 0,246 0,355 H=B
7et8 QN 1,89 2,33 1,77 2,21 1,98 2,84 0,001 H<B
Nfixé 0,13 0,2 0,09 0,15 0,15 0,27 0,021 H<B
134 QP 0,151 0,155 0,119 0,132 0,158 0,169 1 H=B
Pfixé 0,0116 0,0117 0,007 0,011 0,018 0,012 1 H=B
549 QP 0,177 0,235 0,161 0,208 0,202 0,245 0 H<B
Pfixé 6,88 11,64 -0,53 9,99 8,45 14,92 0,001 H<B
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3 Expérimentation en conditions contrdlées

En 2016 des expériences en laboratoire ont été mises en place en complément des expériences de
terrain pour pouvoir controler certaines variables environnementales (i.e. température, lumiére) et
ainsi mieux comprendre les processus biogéochimiques d’intérét.

Comme en 2016, le sédiment et les algues utilisés pour cette expérience, ont été prélevés a proximité
de la station d’expérimentation de la vasi¢re du Lédano, l'objectif étant de mieux compléter les

résultats obtenus 7 situ.

3.1 Matériel et méthode

Suite aux expériences de 2016, des modifications ont été apportés pour la mise en place des
expériences de 2017 comme I'utilisation d’eau de mer filtrée, 'utilisation de toiles « barriére » contre
les hydrobies et une période d’incubation réduite a 5 jours. Des phases d’anoxie sont également

intégrées au protocole afin d’induire le relargage sédimentaire observé dans le milieu naturel.

3.11 Dispositif expérimental

En 2016, toutes les modalités comportaient du bullage en continu, empéchant la survenue d’anoxie
dans les bacs. Sachant que dans le milieu naturel, les flux de nutriments, notamment de phosphore,
provenant du sédiment sont favorisés par les épisodes naturels d’anoxie (respiration algale, colmatage
du sédiment par la biomasse algale, décomposition de la matiere organique,...), le CEVA a proposé
en 2017 d’introduire des phases d’anoxie selon les modalités suivantes (Figure 11) :

- 3 bacs contenant du sédiment (5 cm), des ulves et de 'eau de mer filtrée avec un bullage
continu, codés VSA1, VSA2 et VSA3 (Vase Sans Anoxie),

- 3 bacs contenant du sédiment (5 cm), des ulves et de 'eau de mer filtrée avec un arrét du
bullage pendant la phase nocturne, codés VA1, VA2 et VA3 (Vase avec Anoxie),

- 3 bacs sans sédiment, avec des ulves et de ’eau de mer filtrée avec un arrét du bullage pendant
la phase nocturne, codés SVA1, SVA2, SVA3 (Sans Vase avec Anoxie).

Cimav P3 2017, rapport final avril 2018 21



Bacs VSA Bacs VA Bacs SV/

(Vase Sans Anoxie) (Vase avec Anoxie) (Sans Vase et Anoxie)

3 3 3

Figure 11 : Photo et schéma du dispositif expérimental réalisé au CEVA

Un bullage modéré a été appliqué dans chaque bac pour maintenir les algues en suspension et
permettre les échanges gazeux. Un arrét du bullage a été programmé lors de chaque cycle de nuit de
maniere a permettre une éventuelle anoxie dans les bacs concernés par cette condition (VA et SVA).

Pour éviter le broutage des algues par les hydrobies présentes dans la vase, des toiles a mailles fines
(1 mm de coté), ont été utilisées de nouveau en 2017 et placées entre la couche de vase et les algues.

Chaque triplicat est placé dans un grand bac contenant de 'eau dont la température est maintenue a
19°C grace a un groupe froid.

Quatre néons (Philips Master TLD 58W/840) suspendus (Figure 11), étaient reliés a un
programmateur permettant d’assurer un cycle jour/nuit, 16h : 8h. Ces néons assuraient une intensité
lumineuse pres de 3000 lux (soit 40 umol photons.m™.s™) valeur critique pour la croissance de 'ulve
(Parker 1981; in Pagand, 1999).

3.1.2 Protocole expérimental

Ce dispositif expérimental a été utilisé pour trois expériences de 5 jours. Le sédiment, prélevé pres du
site d’étude 7n situ, est conservé dans les 6 bacs pendant les 15 jours d’expérience. Un prélevement de
vase a ¢té effectué de maniere a caractériser le sédiment en début d’expérimentation (granulométrie,
teneur en azote et phosphore, matiere organique). L’échantillonnage a été réalisé sur les 5 premiers
cm du sédiment de manicre a analyser la méme épaisseur de sédiment que celle utilisée dans
Pexpérimentation. Dans le programme DIETE d’Ifremer de 2016, cette épaisseur était également
choisie dans leur protocole d’échantillonnage (comm. pers. P. Souchu). Deux prélévements de vase,
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a raison d’un prélevement par modalité, ont été réalisés aléatoirement dans les bacs en fin d’expérience

pour caractériser I’évolution du sédiment.

Les algues, prélevées pres du site d’étude 7z situ, ont été lavées, pressées a la main et pesées afin
d’obtenir en début de chaque expérience, 16 g d’ulves en poids frais dans chaque bac. La densité d’1 g
d’algues par litre d’eau a été choisie pour permettre une croissance optimale des algues. Toutefois, de
maniére 2 obtenir le méme niveau d’eau de mer dans tous les bacs, les bacs avec du sédiment ne
contenaient que 121d’eau de mer au lieu de 16 1 pour les bacs sans sédiment. Des échantillons d’algues
ont été prélevés en début d’expérience pour I'analyse des teneurs initiales en azote et phosphore. A la
fin de chaque expérience de 5 jours, I'intégralité des algues a été prélevée dans chaque bac pour la
mesure des biomasses et des contenus internes en azote et en phosphore.

Des prélevements d’eau (pour le dosage des nitrates, de 'ammonium et des orthophosphates dissous)
ont été effectués a TO, T3 et T5 jours. Pour éviter le développement de microorganismes, de ’'eau de
mer filtrée a 0,22 um a été utilisée. Afin d’identifier un éventuel flux sédimentaire vers la colonne
d’eau en 'absence de biomasse algale, la premicre expérience n’a débuté qu’au bout de 24 heures et
les prélevements d’eau ont été réalisés juste avant 'introduction des algues dans les bacs. Tous ces
prélevements d’eau ont été filtrés a 0,22 um avant analyse de manicre a ne doser que les nutriments
dissous.

L’ensemble des prélevements destinés aux analyses est résumé dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Plan d’échantillonnage et analyses pour les expériences en laboratoire

Expérience 1 Expérience 2 Expérience 3

T d Nombre

ype de To |T3 |T5 |T0 |T3 |T5 |T0 |T3 |T5 | déchantllons

prélévement ,
analysés

Prélevement

du sédiment | 1 2 3

pour analyse

Prélevement

des algues 3 9 3 9 3 9 40

pour analyse

Prélevement

d’eau pour 9% 9 9 0 9 9 9 9 9 72

analyse

*: Les prélevements d’eau ont été effectués 24 heures apres avoir rempli les bacs d’eau de mer filtrée

et avant d’ajouter les algues dans les bacs.

Tous ces échantillons ont été conditionnés et envoyés a un laboratoire extérieur agrée pour analyse
selon un protocole décrit en Annexe 5.

Cimav P3 2017, rapport final avril 2018 23



3.2 Résultats

3.2.1 Evolution de la biomasse

A chaque début d’expérience, 16 g d’ulves ont été introduits dans les 9 bacs. La Figure 12 présente
les résultats de biomasse obtenue pour chaque lot d’ulves a la fin des trois expériences réalisées de
fagon consécutive du 16 juin au 6 juillet 2017. Les mesures individuelles sont présentées pour mettre
en évidence la réplicabilité des résultats. Par la suite seules les moyennes seront présentées.

Les résultats étant homogenes, les analyses suivantes ont été effectuées sur les médianes des
biomasses obtenues pour chaque lot d’ulves (Figure 13).

Cimav P3 2017, rapport final avril 2018 24



Biomasse (g)

30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

8
6
4
2
0

Figure 12 : Biomasse des lots d’ulves obtenues lors des 3 séries d’expérience de 5 jours

Biomasse des lots d'ulves lors des 3 séries d'expérience de 5 jours
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ASVA: Algues Sans Vase avec Anoxie; AVA: Algues Vase avec Anoxie; AVSA: Algues Vase Sans Anoxie
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L’analyse de la Figure 13 et les résultats statistiques montrent que :

1 La biomasse obtenue au bout de 5 jours pour chaque triplicat est supérieure a la biomasse
initiale mais P'accroissement des biomasses diminue avec le temps pour les trois modalités.
Les conditions au cours de ces 3 expériences semblent étre de moins en moins
favorables a la croissance des ulves.

1 Pour les 3 séries d’expériences, les lots d’ulves présents dans les bacs contenant du sédiment
(excepté les lots AVSA de l'expérience 3) ont eu une croissance significativement plus
importante que les lots d’ulves présents dans les bacs sans sédiment.

1 Lors des expériences 2 et 3, la croissance des lots AVA étaient significativement plus
importante que celle des lots AVSA.

26

Témoin=ASVA: Algues Sans Vase et Anoxie
25 . Algues avec Vase et Anoxie
AVSA: Algues avec Vase Sans Anoxie

24

(9)

23

22 N

21

20 -
19 0

= il

Médiane biomasse

18

Biomasse initiale : 16 g

17
Code lot ASVA AVA  AVSA ASVA AVA  AVSA ASVA AVA  AVSA

Expérience 1 2 3

Figure 13 : Distribution des médianes (ler et 3¢me quartile) des biomasses algales de chaque triplicat
ASVA (Algues Sans Vase et Anoxie), AVA (Algues avec Vase et Anoxie) et AVSA (Algues avec Vase
Sans Anoxie) lors des 3 expériences de 5 jours.

3.2.2 Analyses des algues, de ’eau et de la vase

3.22.1 Quotas azotés et phosphorés des algues

A partir des résultats de biomasse obtenue pour chaque lot au bout de 5 jours et de leurs contenus
internes en azote et en phosphore, des indices de fixation de ces nutriments par les algues ont été

calculés pour chaque lot (Figure 14).
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Les résultats montrent que :

1 Pourlazote:

A la fin de chaque expérience, les niveaux de quotas azotés étaient inférieurs au seuil critique
(QiN) de 2% de Mati¢re Seche. A noter que les quotas azotés initiaux des Algues du Milieu
(AM) n’étaient pas élevés au début de chaque série d’expérience (moyenne de 2,15 % de MS),
confirmant les niveaux de quotas azotés des algues mesurés a partir de mi-juin dans le cadre
des expériences iz situ (Figure 9).

Pour les expériences 1 et 2, les quotas azotés et les quantités d’azote fixées des lots d’ulves
« Vase et Anoxie » étalent significativement supérieurs a ceux des lots d’ulves « Sans Vase et
Anoxie». De plus la quantité d’azote fixée des lots « Vase et Anoxie» apparaissait
significativement supérieure aux lots d’ulves « Vase Sans Anoxie » pour I'expérience 1 et
supérieure pour expérience 2.

1 Pour le phosphore :

3.2.2.1

A la fin de chaque expérience, les niveaux de quotas phosphorés de 'ensemble des lots d’ulves
étaient inférieurs au seuil critique (Q1P) de 0,125 % de Maticre S¢che. A noter que les quotas
phosphorés initiaux des Algues du Milieu (AM) n’étaient pas élevés au début de chaque série
d’expérience (moyenne de 0,130 % de MS), comme déja noté dans les expérimentations 77 situ
a partir de mi-juin (Figure 10).

Pour Pexpérience 2, les quotas phosphorés et les quantités de phosphore fixées par les d’ulves
en condition « Vase et Anoxie » étaient significativement supérieurs aux lots d’ulves en
condition « Sans Vase et Anoxie. De plus les quotas et les quantités en phosphore fixées des
lots « Vase et Anoxie » était significativement supérieurs aux lots d’ulves « Vase Sans Anoxie »
pour les expériences 1 et 2.

Pour Pexpérience 3, aucune différence significative n’a été observée entre les modalités
« Vase et Anoxie » et « Sans Vase et Anoxie » et entre les modalités « Vase et Anoxie » et « Vase
Sans Anoxie » aussi bien au niveau des teneurs internes en azote et phosphore que des
quantités fixées. Les quotas initiaux des lots d’Algues du Milieu étant au début de Pexpérience
proches ou inférieurs au seuil critique (QiN et QiP) et 'eau de mer n’étant pas enrichie en
nutriments lors des expériences, cela constituaient des conditions non optimales pour
I'absorption des nutriments et la croissance des ulves pour les 3 modalités.

Dosage de ’eau de mer filtrée

Des dosages en ammonium, nitrate et orthophosphate ont été effectués a T0, T3 et T5 jours. Les

résultats sont présentés dans le Tableau 7.

Les résultats suggerent que :

T

L’ammonium a été I’élément chimique dont les concentrations étaient les plus élevées et les plus
variables au sein de chaque triplicat et entre les triplicats. Ces fortes variations sont probablement
dus (1) a Pactivité microbienne présente dans le sédiment ou dans le milieu sans sédiment, dans
ce cas apportée par Iintroduction des ulves en début d’expérience, (2) a I'absorption de ce
nutriment par les algues et (3) au captage/relargage de ce nutriment par le sédiment.
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1 Pour expérience 1, les concentrations en ammonium et en nitrate étaient plus élevées a TO dans
les bacs contenant du sédiment (VA et VSA) que sans sédiment (SVA). Bien que les prélevements
d’eau aient été réalisés 24 heures apres avoir rempli d’eau les bacs, les teneurs en ammonium et
en nitrate mesurées dans les bacs sans vase (SV) correspondent a priori aux valeurs initiales de
I'eau de mer préparée pour les 3 expériences. Celles, plus élevées, mesurées dans les bacs avec du
sédiment ont mis en évidence un relargage sédimentaire de ces deux éléments nutritifs.

A partir du 3°™ jour de expérience 1 et jusqu’a la fin de I'expérience 3, les teneurs en nitrate et en
orthophosphate étaient généralement en limite de détection (0,1 umol/l) pour les 3 modalités
indiquant (1) une eau de mer constamment pauvre en nitrate et en orthophosphate durant les 3
expériences et (2) aucun effet visible du sédiment dans I’enrichissement de la colonne d’eau ; 'apport

potentiel de ces deux nutriments seraient probablement rapidement absorbés par les algues.
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Moyenne des biomasses algales et des quotas azotés des lots d'ulves lors des 3 séries de 5 jours d'expérience
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Moyenne des quantités d'azote fixées et des quotas azotés des lots d'ulves lors des 3 séries de 5 jours d'expérience
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Moyenne des quantités de phosphore fixées et des quotas phosphorés des lots d'ulves lors des 3 séries de 5 jours d'expérience
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Figure 14 : Moyenne des biomasses algales et des quotas azotés (en haut a gauche) et phosphorés (en bas a gauche) des lots d'ulves, moyenne des quotas
azotés (en haut a droite) et phosphorés (en bas a droite) et moyenne des quantités d’azote ou de phosphore fixées par les algues a 'issue des 3 expériences
de 5 jours (du 16 juin au 6 juillet 2017)
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Tableau 7 : Dosages des échantillons d’eau de mer (ammonium, nitrate et orthophosphate) prélevés a T0, T3 et T5 jours lors des 3 expériences. Les cases

grisées correspondent au seuil de détection.

Ammonium NH4+ (umol/1)

Nitrates NO3- (umol/1)

Orthophosphates PO43-(umol/1)

Expérience Lot TO * T3 T5 TO * T3 T5 TO * T3 T5
SVA 0,74 £ 0,57 | 0,47 £ 0,47 | 2,97 = 4,27 0,1 0,1 0,1 0,18 £ 0,14 | 0,14 £ 0,06 | 0,14 £ 0,06
Exp1 VA 8,35 £ 12,69| 5,70 £ 1,47 | 1,41+ 1,2 | 0,35* 0,43 | 0,16 + 0,11 0,1 0,1 0,11 £0,01 | 0,11 £ 0,01
VSA 0,23 + 1,24 | 2,17 £ 0,85 | 4,67 £1,2 | 0,88 £ 0,75 0,1 0,1 0,17 £ 0,12 0,1 0,13 £ 0,04
SVA - 2,83 0,96 | 2,18 = 1,54 - 0,1 0,1 - 0,14 £ 0,03 | 0,14 £ 0,07
Exp 2 VA - 0,61 £0,41 | 1,70 = 1,10 -- 0,1 0,1 -- 0,10 £ 0,01 0,1
VSA - 0,84 £0,23 | 1,62 £ 1,81 -- 0,1 0,1 -- 0,10 £ 0,01 0,1
SVA 2,63 £1,30 | 2,88 £ 3,41 | 2,97 £ 1,75 0,1 0,1 1,37 £ 2,19 | 0,26 £ 0,28 | 0,14 + 0,07 0,1
Exp 3 VA 547 £2,11 10,92+ 1,19 | 3,12 + 3,18 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,33 £ 0,4
VSA 1,67 +0,7 | 1,54 £ 222 | 1,12 + 0,52 0,1 0,1 0,1 0,15 £ 0,05 10,13 £0,03 | 0,11 £ 0,01
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3.2.2.2 Dosage de la vase

Un échantillon de vase a été prélevé et analysé de manicre a caractériser le sédiment en début
d’expérience. Au bout des 3 expériences, deux prélevements de vase ont été réalisés dans les bacs
contenant du sédiment : 1 pour la modalité « avec Anoxie » et 1 pour la modalité « Sans Anoxie ». Les
données granulométriques de ces échantillons sont consultables en Annexe 6. Les résultats des
contenus azotés et phosphorés de ces 3 échantillons sont présentés en Figure 15.

Les résultats semblent montrer :

1 une légere diminution des contenus azotés par rapport a la valeur initiale, plus marquée pour
la modalité avec anoxie.

1 une légere diminution des contenus phosphotés par rapport au contenu initial mais aucune
différence n’est détectée entre les deux modalités avec ou sans anoxie.

I des contenus azotés et phosphorés de la vase encore élevés au bout de 15 jours
d’expérimentation.
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Contenus azotés des échantillons de vase
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Figure 15 : Contenus azotés et phosphorés des échantillons de vase prélevée initialement (V0) et en
fin d’expérimentation dans le bac 3 de la modalité Vase Sans Anoxie (VSA3) et dans le bac 3 de la
modalité Vase et Anoxie (VA3).
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4 Estimation du flux sédimentaire et du fonctionnement

écophysiologique de I’algue en conditions contrélées au moyen du
mode¢le 0D

4.1 Présentation du modéle 0D

L’objectif initial du modéle 0D est de simuler les principaux processus bio-physico-chimiques
intervenant dans la croissance de l'ulve et de les confronter directement aux résultats des mesures
(teneurs en sels nutritifs dans la colonne d’eau, croissance et biomasse algale, quotas N&P des algues).
LLa mise en place d’'un mode¢le 0D représente une étape importante pour valider, a trés petite échelle
et dans des conditions environnementales maitrisées, le bon fonctionnement du nouveau module
biologique avant de procéder a son implantation a plus grande échelle (exemple du modele de
production Pylaiella testé en 0D puis implanté en baie de Fresnaye). En outre, le modéle 0D présente
I’énorme avantage de pouvoir tester trés rapidement différents jeux de paramétres a la différence
du modele complet tridimensionnel pour lequel les temps de calcul deviennent prohibitifs pour ce
type d’opération.

Dans cette section, le modele 0D est utilisé non plus pour reproduire une dynamique de croissance
algale mais pour estimer des ordres de grandeurs du relargage sédimentaire en fonction des teneurs
en sels nutritifs mesurées dans les algues et dans 'eau. Pour ce faire, les résultats de mesures des
expérimentations en conditions controlées décrites ci-avant ont été utilisés pour calibrer le modele
0D (croissance, biomasse, quotas et sels nutritifs) dans le cas de la modalité sans vase. Une fois le
modele calibré pour cette modalité, les valeurs de relargage sédimentaire ont été obtenues en
recherchant les valeurs théoriques de flux sédimentaire permettant de respecter ’évolution mesurée
du quota en N et P, les teneurs en sels nutritif dans la colonne d’eau ainsi que la biomasse et la
croissance en ulves dans les bacs pourvus en sédiment.

Le module de production 0D pour Uka spp. a été implémenté sous le logiciel de calcul scientifique
Matlab. Le schéma de fonctionnement du modéle 0D est directement calqué sur le module de
production en ulves issus du modele MARS3D-Ulves (Perrot et al. (2014)). La mise en ceuvre du
modele 0D a consisté a reprendre le module de production écrit en fortran en I'adaptant sous Matlab
de fagon a ne conserver que la variable temporelle qui est 'unique variable d’itération du modéle 0D
(aucune itération spatiale selon les axes X/Y/Z). Les séries de mesutes portant sur Iévolution
journaliere de la température, de la lumicere, des sels nutritifs ont été utilisées pour forcer le modele
0D. A chaque pas de temps, un bilan de masse sur I'azote et le phosphore a été effectué de facon a

s’assurer de la conservativité du modele 0D.

Le Tableau 8 récapitule les valeurs de I'ensemble des parametres biochimiques du modele 0D
appliqués aux ulves.
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Tableau 8 : Parameétres biochimiques du modéle 0D pour les ulves

Symbole Définition Unité Valeur
Mmaxulva Taux de croissance maximum ! 0.8
Knuva Constante de demi-saturation de N pmol 1—1 10
Kpuwa Constante de demi-saturation de P pmol 1—1 2.8

VinaxNulva Vitesse maximale d’absorption de N umol gt 100

VmaxPulva Vitesse maximale d’absorption de P umol gt 17.2

QmaxNulva Quota maximal en azote gkg! (M.S.) 30

QeritNulva Quota critique en azote gkg! (M.S.) 20

QminNulva Quota de subsistance en azote gkg! (M.S.) 10

QmaxPulva Quota maximal en phosphore gkg! (M.S.) 2.0
QeritPulva Quota critique en phosphore gkg! (M.S.) 13
QminPulva Quota de subsistance en phosphore gkg! (M.S.) 0.5
Mutvadep Taux de mortalité it 0.085
biurfulva Surface spécifique en biomasse (poids sec) g m? 0.005
KninX Taux de reminéralisation de N it 0.02
Knitrif, Taux de nitrification 2 0°C it 0.02
Keminp Taux de reminéralisation de P j'1 0.07

4.2 Résultats

I1 est rappelé que les mesures expérimentales ont été réalisées en créant ou non de I'anoxie selon les
trois modalités suivantes :

1 Bacs sans sédiment avec des algues et un arrét du bullage pendant la phase nocturne
(condition avec anoxie),

2 Bacs contenant du sédiment et des algues avec un arrét du bullage pendant la phase nocturne
(condition avec anoxie),

3 Bacs contenant du sédiment et des algues avec un bullage en continu (condition sans anoxie).

Etant donné que le modéle 0D a été calé et validé sur la base de la modalité 1 (sans sédiment avec
une phase anoxique), seule la modalité 2 (avec sédiment et phase anoxique) a été retenue pour la
détermination des valeurs de relargage sédimentaire. Les résultats expérimentaux de la modalité 3
(avec sédiment mais sans anoxie) n’ont pas été confrontés au modeéle 0D car il n’existait pas de
mesures permettant de caler/valider le modele 0D.

Les valeurs d’intensité lumineuse acquises en lumicre artificielle se sont avérées tres basses par rapport
aux données classiques d’entrée du modcle fondées sur des données mesurées en lumicre naturelle.
Un facteur multiplicatif a da étre appliqué au modele 0D pour ne pas pénaliser artificiellement la
croissance simulée. Ce facteur a été fixé a la valeur 2.5 pour I'ensemble des expérimentations
numériques.
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Préalablement a I'exploitation du modéle 0D, les valeurs de mesure semblant aberrantes présentes
dans certains triplicats ont été filtrées (1 valeur sur 81 mesures pour 'ammonium et pour le phosphate,
2 valeurs sur 81 mesures pour le nitrate).

Pour chacune des trois expériences conduites sur cinq jours et apres avoir effectué la moyenne des
triplicats, on dispose au final de trois points de mesures pour les sels nutritifs (une valeur en début,
milieu et fin d’expérience) et de deux points de mesure pour les quotas en N et P et la biomasse en
ulves (une valeur en début et fin d’expérience). Dans ces conditions au vu du faible nombre de points
de mesures disponibles, évaluation de la qualité du modele 0D par rapport aux mesures n’a pu faire
I'objet d’une analyse statistique (coefficient de détermination entre les mesures et le modele 0D, erreur
quadratique moyenne, estimation du biais entre mesure et modele ...). Dans ces conditions, la
validation du modé¢le 0D a consisté a s’assurer que les ordres de grandeurs des variables
simulées par le modéle respectaient les gammes de valeurs mesurées.

4.2.1 Bacs dépourvus de sédiment en condition anoxique

I1 est rappelé que ce protocole expérimental dont les bacs sont dépourvus de sédiment est utilisé ici
pour caler et valider le modele 0D avant de I'appliquer sur des bacs pourvus en sédiment et en déduire
des ordres de grandeurs de relargage sédimentaire.

Concernant I’évolution en sels nutritifs (Figure 16), la comparaison du modele 0D avec les mesures

montre que:

1 Pour les trois expériences réalisées, les teneurs en nitrate simulées sont cohérentes par
rapport aux teneurs mesurées. Toutefois, étant donné que les concentrations mesurées sont
systématiquement inférieures au seuil de détection (0,1 umol.l"), il parait délicat de valider
completement les ordres de grandeurs simulés par le modele 0D,

1 L’évolution des concentrations simulées en ammonium est cohérente par rapport aux
mesures méme si pour les expériences 2 et 3, les teneurs simulées paraissent un peu faibles
par rapport aux mesures. Sur la Figure 16 a été reporté les écarts type des mesures qui sont
globalement élevés ce qui ne facilitent pas la validation du modele 0D,

1 Les mémes remarques émises pour 'ammonium poutraient s’appliquer au phosphate pour
ce qui est des teneurs simulées globalement en de¢a des valeurs mesurées et également des
écarts type des mesures qui apparaissent élevés.
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Figure 16 : Comparaison des données mesurées et simulées par le modéle 0D pour les sels nutritifs

pour le protocole sans sédiment

T Pour les trois expériences, I’évolution des quotas internes en azote et phosphore des ulves est

correctement reproduite par le modéle (Figure 17). La présence de plateaux régulierement
espacés est liée, dans le modele, a I'arrét de Pabsorption en nutriments durant la phase
nocturne,

La densité (biomasse en grammes de poids sec) simulée en ulves en fin d’expérience de 5 jours
est proche de la valeur mesurée (Figure 17). On retrouve logiquement la progression en
escalier liée a ’arrét de la croissance des ulves durant la nuit,

Les taux de croissance journaliers simulés (7,4 % en moyenne) sont proches des valeurs
mesurées (8,04 % T 0,82 en moyenne) et cohérents par rapport a ceux rencontrés dans la

littérature. Pour cette variable, le cycle jour/nuit est clairement visible dans les données
simulées,

L’évolution des effets limitants intervenant dans la croissance de I'ulve, simulée par le modele
0D montre pour lexpérience 1 une limitation par le phosphore marquée en début
d’expérience tandis que les expériences 2 et 3 montrent une limitation par 'azote (forte
limitation pour 'expérience 3). Malgré le rehaussement dans le modele des valeurs mesurées
pour lintensité lumineuse, la lumicre apparait comme 'une des variables les plus limitantes.
En réalité, tel quimplémenté dans le modele, leffet limitant de la lumicre est a relativiser et
concerne essentiellement un arréter de la croissance la nuit.
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Figure 18 : Evolution simulée par le modéle 0D des effets limitants intervenant dans la croissance de

P'ulve pour le protocole sans sédiment
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4.2.2 Bacs avec sédiment en conditions anoxique

Les valeurs de relargage sédimentaire introduites dans le modéle 0D permettant de respecter au mieux
les valeurs mesurées pour les quotas en azote et phosphore, la biomasse en ulves et les teneurs en sels
nutritifs sont décrites dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Valeurs de flux sédimentaire (umol.m-2.j-!) prescrits au modéle 0D

Expérience 1 Expérience 2 Expérience 3
Flux en phosphate 20 20 20
Flux en ammonium 1500 800 1500
Flux en nitrate 0 0 0

L’application de ces valeurs de flux sédimentaire a chaque pas de temps de calcul du modele 0D a
globalement permis de rehausser les teneurs en ammonium et en phosphate par rapport aux résultats
obtenus par le modecle en utilisant le protocole précédent, sans sédiment. L’introduction d’un
relargage s’avere donc efficace pour expliquer la hausse des teneurs mesurées dans les bacs avec
sédiment.

La Figure 17 montre évolution simulée et mesurée des sels nutritifs. Il en ressort que :

1 Pour chacune des trois expériences, les teneurs en nitrate simulées sont cohérentes par
rapport aux teneurs mesurées qui demeurent faibles comme dans le cas sans sédiment
(mesures 2 nouveau systématiquement en deca du seuil de détection de 0,1 pmol.l"),

1 La gamme de valeurs des concentrations simulées en ammonium reste globalement
cohérente par rapport aux mesures. Dans les conditions expérimentales choisies (faibles
teneurs initiales en sels nutritifs dans les bacs), la diminution drastique des teneurs journali¢res
en ammonium simulées par le mod¢le montre que I'ajout d’un relargage sédimentaire ne suffit
pas a couvtir les besoins journalier en azote des ulves,

1 De la méme facon que pour le précédent protocole (bacs sans sédiment), les remarques
formulées pour 'ammonium s’appliquent également au phosphate (forte oscillation diurne
en raison du pompage par les ulves et des faibles teneurs en sels nutritifs dans les bacs).
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Figure 19 : Comparaison des données mesurées et simulées par le modéle 0D pour les sels nutritifs
pour le protocole avec sédiment

En présence de sédiment dans les bacs (Figure 19), Iévolution des quotas interne en azote et
phosphore des ulves est reproduite de maniere satisfaisante par le modele 0D,

Au 5 jour d’expérimentation, la biomasse en ulves est légérement sous-estimée par le
modele en comparaison de la valeur mesurée pour Pexpérience 1 et inversement pour
Pexpérience 3 (Figure 19). Globalement, les ordres de grandeurs et 'évolution qualitative de
la biomasse simulée restent conformes aux mesures,

Les taux de croissance journaliers simulés (8,45 % en moyenne) sont cohérents par rapport
aux valeurs mesurées (8,47 % * 0,20 en moyenne). Il est intéressant de noter a la fois dans
les données simulées et mesurées une augmentation du taux de croissance moyen par rapport
au protocole sans sédiment.

L’évolution simulée par le modele 0D des effets limitants intervenant dans le calcul du taux
de croissance instantanée de 'ulve montre, en particulier pour 'expérience 3, une moindre
limitation par la disponibilité en azote qui s’explique par la prescription d’'un relargage
sédimentaire en ammonium. Les évolutions et les ordres de grandeurs sont toutefois proches
de celles décrites avec le protocole sans sédiment du fait des teneurs en sels nutritifs qui restent
relativement basse méme en présence de sédiment.
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Figure 21 : Evolution simulée par le modéle 0D des effets limitants intervenant dans la croissance de
P'ulve pour le protocole avec sédiment
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5 Expérimentations complémentaires in situ et en conditions
controlées

Les résultats obtenus lors de I'expérimentation 7z situ réalisée en 2016 semblaient montrer que 'impact
des hydrobies sur la croissance des ulves en contact avec le sédiment était non négligeable (disparition
de biomasse associée a une disparition d’azote fixé calculé). Afin de quantifier cet éventuel impact, le
CEVA a proposé en 2017, en complément de son étude, de tester 'effet d’organismes brouteurs
(Hydrobia ulva) sur la croissance algale en réalisant des expériences z situ et en laboratoire. Cette étude
complémentaire a été effectuée dans le cadre d’un stage (IUT 2°™ année), encadrée du 18 avril au 23
juin 2017. En ce qui concerne l'expérimentation sz situ, ciblant leffet du broutage sur le
développement des ulves, celle-ci a été prolongée aprés le stage, jusqu’au 5 septembre 2017.

5.1 Biologie d’Hydrobia ulvae

Hydrobia ulvae est un gastéropode marin de petite taille (3 2 6 mm) peuplant principalement les vasicres
cotieres de ’Europe du nord-ouest, plus communément appelé hydrobie (Figure 22). En raison de
son abondance, ce gastéropode représente une biomasse importante des écosystemes intertidaux de
substrats meubles (Bachelet, Yacine-Kassab 1987). Il se nourrit essentiellement d’algues et de
microorganismes tels que les bactéries.

Figure 22 : Photo d’ Hydrobia ulvae (Source : conchology.be) et de I'intérieur d’une cage en
présence d’hydrobies

Hydrobia nlvae est 'une des espéces benthiques marines dont la biologie est la mieux connue. La durée
de vie de H. #lvae est d’environ 21 + 3 mois. Les ceufs des hydrobies sont contenus dans des capsules
ovigeres. Ces ceufs, au nombre de 3 a 25 par capsules, éclosent au bout de 10 jours a 3 semaines et
engendrent des véligeres. La durée totale du développement embryonnaire et larvaire serait de 45 a
60 jours. Il possede deux phases de reproduction annuelle : de mars a juin et de aout a septembre
(Bachelet, Yacine-Kassab 1987).

H. ulvae posséde une coquille tres résistante qui lui permet de résister a la digestion d’un de ses
prédateurs (oiseaux marins). Ce qui se révele étre un moyen de dispersion trés efficace, pouvant
propager cette espece sur des distances qui atteignent parfois 350 km. Cela indique que H. #/vae est
une espece particulierement adaptée aux variations des conditions environnementales.
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5.2 Expérimentations in situ

Le principe de cette expérimentation est d’évaluer en conditions réelles, I'effet du broutage sur la
croissance algale et de pouvoir quantifier cet impact.

5.2.1 Matériel et méthode

Non loin du dispositif expérimental précédent (Figure 23), 2 cages supplémentaires ont été placées
avec les modalités suivantes :

- C1: Cage en contact avec le sédiment contenant des ulves et nettoyée réguliecrement pour
¢liminer des hydrobies visibles dans la cage

- C2: Cage en contact avec le sédiment contenant des ulves et une quantité X d’hydrobies
établie en fonction de la densité mesurée sur le terrain

Figure 23 : Photo du dispositif expérimental (2 cages nommeées C1 et C2) situé a droite du dispositif
principal.

Le matériel biologique (ulves et hydrobies) utilisé pour cette expérimentation a également été prélevé
sur la vasiere du Lédano. Toutes les manipulations liées aux ulves (prélevement, lavage, pressage,
pesée) ont été effectuées dans le respect du protocole décrit précédemment dans le cadre de
I'expérimentation principale 7z sitn et détaillé en Annexe 1.

Les ulves ont été prélevées, lavées, pesées de manicre a introduire 100 g d’algues dans chaque cage.
Au bout d’une semaine d’expérience, seule la biomasse algale a été mesurée (lavage-tri des algues).

Les hydrobies introduites au début de chaque expérience dans la cage C2, ont été obtenues apres
tamisage d’échantillons de vase de dimension 21*29*5 cm (profondeur) prélevée sur la vasic¢re a I'aide
d’une boite en inox. La densité (X) initiale d’hydrobies a été déterminée comme étant le poids moyen
d’hydrobies obtenues apres tamisage de 6 échantillons de vase. Cette densité a été vérifiée
régulierement au cours de la saison afin d’identifier une variation saisonniere. Au cours de chaque
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expérience, la cage C1 était nettoyée de maniere a s’assurer qu'aucune hydrobie n’était présente. Dans
le cas contraire, les hydrobies étaient enlevées et comptabilisées. A I'issue de chaque expérience, la
quantité d’hydrobies était comptabilisée et comparée a la valeur initiale introduite dans la cage C2.

Ces expériences ont été renouvelées avec différentes quantités d’hydrobies (X, 2X et 3X) selon le

planning détaillé en Tableau 10.
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Tableau 10 : Calendrier des expériences et des différentes quantités d’hydrobies testées lors de

Pexpérimentation complémentaire in situ.

Cage C1 (quantité

Cage C2 (quantité

Expérience Date d’hydrobies) d’hydrobies)
1 Du 16 au 23 mai 2017 Aucune hydrobies Quantité X (=13,95 )
2 Du 23 au 30 mai 2017 Aucune hydrobies Quantité 2X
3* Du 30 mai au 6 juin 2017 Aucune hydrobies Quantité 3X
4 Du 18 au 25 juillet 2017 Aucune hydrobies Quantité 2X
5 Du 26 juillet au 2 aotat 2017 Aucune hydrobies Quantité 3X
6* Du 22 au 29 aout 2017 Aucune hydrobies Quantité 2X
7 Du 29 aout au 5 sept 2017 Aucune hydrobies Quantité 3X

* 1 Un suivi de la températute et de Iintensité lumineuse a été effectué lors de ces expériences par l'utilisation

d’une sonde HOBO (Temp/Light Data Logger) fixée a 'intérieur d’une des cages.

5.2.2 Résultats

Ces expérimentations complémentaires zz sitn avaient pour objectif d’étudier la croissance des ulves

en fonction des quantités d’hydrobies présentes ou non dans les cages. Les résultats de biomasses

algales obtenues a l'issue de chaque expérience, dans les cages C1 et C2 sont présentés Figure 25.

Excepté pour 'expérience 1, Les moyennes de biomasse d’ulves obtenues dans les cages C1 ont pu

étre comparées aux données de expérience principale (modalité B) car les mémes conditions ont été

appliquées.

LLa Figure 25 suggere :

1 pourles expériences1a5:

- les lots d’ulves présents dans les cages C2 contenant des hydrobies ont eu une croissance

légerement plus importante que les lots d’ulves présents dans les cages C1 sans hydrobies. Les

algues en présence d’hydrobies seraient donc probablement dans des meilleures conditions

de croissance.

- Les croissances des lots C1 et C2 ont évolué de facon similaire avec les lots B mais les

biomasses obtenues dans les cages C1 étaient de maniere générale (exception de I'expérience

3), inférieures aux lots d’ulves B qui pourtant étaient présentes dans des cages de modalité

similaire (sans hydrobie).

- les différences de biomasses entre les deux modalités C1 et C2 ne sont visiblement pas

proportionnelles a la quantité d’hydrobies présente. L’effet du broutage ne serait donc pas

proportionnel a la densité d’hydrobies.
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1 pour les expériences 6 et 7 :

- Les lots d’ulves C1 et C2 ont respectivement subi une décroissance par rapport a la biomasse
initiale tandis que les lots B ont créée de la biomasse (niveau faible).

- La perte de biomasse était plus importante dans la cage C2 en présence d’hydrobies que dans
la cage C1. Dans des conditions défavorables de croissance (milieu dégradé par les algues en
putréfaction), la présence d’hydrobies aurait un impact défavorable au développement des
ulves. La pression du broutage par les hydrobies serait plus importante que la biomasse algale
créée.

Figure 24 : Photo illustrant la dégradation du milieu (zones blanches de moisissures) devant les cages
C1 et C2 (a gauche) et a 'intérieur de la cage C1 (a droite). CEVA, aott 2017
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Figure 25 : Evolution des biomasses algales obtenues dans les cages C1 (sans hydrobies) et dans les cages C2 (avec hydrobies) et évolution comparative
des biomasses algales obtenues dans les cages B de ’expérimentation principale in situ. Les quantités d’hydrobies introduites initialement sont précisées
au-dessus de chaque barre correspondant a la cage C2.
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Expérience/Date

Expérience 1

16 — 23 mai

Expérience 2

23 — 30 mai

Expérience 3

30 mai — 6 juin

Expérience 4

18 — 25 juillet
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Expérience 5

26 juillet — 2 aotit

Expérience 6

22 — 29 aott

Expérience 7

29 aotlt — 5 sept
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5.3 Expérimentation en conditions controlées

Afin d’identifier les différentes interactions entre les compartiments sédiment, algues et brouteurs
et d’évaluer I'effet du broutage de ces gastéropodes sur la croissance des ulves, 3 expériences ont
été conduites au CEVA en complément de celles réalisées 7 situ.

Pour ces expériences, le sédiment, les algues et les hydrobies ont été collectés sur la vasicre du
LLédano de manicre a disposer du méme matériel biologique.

5.3.1 Matériel et méthode

Les incubations ont été effectuées dans des bacs de 20 L selon trois modalités en triplicats. Pour
les bacs contenant des ulves, 16 g de poids frais ont été utilisé afin d’obtenir une densité d’algues
d’1 g/L permettant une croissance optimale. Pour les conditions avec vase, une épaisseur d’environ
5 cm de sédiment a été introduite dans les bacs. Les bacs avec sédiment contenaient ainsi un volume
de 12 L d’eau de mer filtrée contre 16 L pour les bacs sans sédiment permettant un éclairage
homogene des bacs d’incubation. Un bullage, réglé a 1,7 Nm3/h, a été appliqué pour maintenir les
algues en suspension et permettre les échanges gazeux. De I'eau de mer filtrée a 0,22 um a été
utilisée dans chaque bac pour éliminer une partie des microorganismes présents dans ’eau de mer.
La température a été maintenue a 19°C par un systeme de bain-marie. Une intensité lumineuse de
3000 lux a été appliquée (Pagand, 1999) suivant un cycle J/N de 16H/8H. Les données de
température et de lumicre ont été enregistrées grace a des sondes (HOBO Data Logger). Le taux
d’oxygene dissous et le pH ont aussi été mesurés au cours de I'incubation.

Figure 26 : Photo du dispositif expérimental réalisé au CEVA
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1 Pour la premiére expérience, les bacs ont été préparés selon les modalités suivantes
(Tableau 11) :

- Bacs A (n=3) : sédiment, algues, toile de protection entre le sédiment et les algues. En cas
de présence d’hydrobies, celles-ci ont été retirées et comptées.

- Bacs B (n=3) : sédiment, algues. Pas de toile de protection entre le sédiment et les algues.

- Bacs C (n=3) : sans sédiment, algues et pas d’hydrobies.

L’expérience 1 s’est déroulée pendant 7 jours du 28 avril au 5 mai 2017. Une toile a mailles fines (1
mm de coté) a été installée dans les bacs A de manicre a séparer les algues de la vase et d’ainsi éviter
le broutage des algues par les hydrobies contenues dans la vase. Aprés 7 jours d’expérience,
lintégralité des lots d’algues a été prélevée pour la mesure de leurs biomasses et les hydrobies
présentes dans les bacs A ont été comptabilisées.

1 Pour la deuxiéme expérience, les bacs ont été préparés selon les modalités suivantes
(Tableau 11) :

- Bacs A (n=3) : sédiment, ulves et une quantité 2X d’hydrobies (une quantité X ajoutée et
une quantité X déja présente dans le sédiment)

- Bacs B (n=3): sédiment, ulves et une quantit¢ X d’hydrobies (quantit¢ X initialement
présente dans la vase)

- Bacs C (n=3) : sans sédiment, ulves et une quantité X d’hydrobies ajoutée

La quantité (X) d’hydrobies a ajouter a été déterminée selon le poids moyen d’hydrobies obtenues
apres tamisage d‘échantillons de vase (n=0) prélevés sur la vasiere du Lédano. Il était supposé que
la quantité X présente naturellement dans le sédiment des bacs B soit équivalente a la densité
d’hydrobies moyenne estimée précédemment. L’expérience 2 s’est déroulée pendant 12 jours du
10 au 22 mai 2017. Des mesures de biomasse ont été effectuées a T7, T9 et T12 jours. Le sédiment
a été tamisé en fin d’expérience de manicre a peser I'intégralité des hydrobies contenus dans les
bacs.

1 Pour la troisi¢éme expérience, les bacs ont été préparés selon les modalités suivantes
(Tableau 11) :

- Bacs A (n=3): sans sédiment, algues, et une quantité 2X d’hydrobies ajoutée
- Bacs B (n=3) : sans sédiment, algues, et une quantité X d’hydrobies ajoutée
- Bacs C (n=3) : sans sédiment, algues, et pas d’hydrobies

Des quantités d’hydrobies similaires aux expériences 1 et 2 ont été utilisées.

L’expérience 3 s’est déroulée pendant 13 jours du 30 mai au 12 juin 2017 avec un arrét de Péclairage
artificiel pendant les 3 derniers jours. Des mesures de biomasse ont été effectuées a T3, T7, T10 et
T13 jours. Apres 13 jours d’expérimentation, 'intégralité des hydrobies a été pesée.
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Tableau 11 : Photos illustrant les différentes modalités des expériences effectuées en laboratoire

Bacs A

Bacs B

Bacs C

Expérience 1

Sédiment, toile et pas d’hydrobies

Pas de sédiment et pas d’hydrobies

Expérience 2

Pas de sédiment et X hydrobies

Expérience 3

Pas de sédiment et 2X hydrobies

Pas de sédiment et X hydrobies

Pas de sédiment et pas d’hydrobies
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5.3.2 Résultats

5.3.2.1 Expérience 1

I’objectif de cette expérience était de suivre 'impact du sédiment et du broutage sur la croissance des
algues. Les résultats de biomasse obtenue apres 7 jours d’expérience sont présentés dans la Figure 27.

L’analyse de la Figure 27 permet de mettre en évidence les interprétations suivantes :

T Les lots d’ulves présents dans les bacs contenant du sédiment présentent des valeurs de
biomasse plus élevées que les lots d’ulves présents dans les bacs sans sédiment.

1 Aucune différence significative n’est observable entre les lots A et B. La présence d’hydrobies
dans les bacs B n’a donc pas provoqué de perte de biomasse significative.

Biomasse des lots d'algues aprés 7 jours d'expérience
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Figure 27 : Moyennes des biomasses des lots d’ulves obtenues apres 7 jours d’expérience
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5.3.2.2 Expérience 2

I’objectif de 'expérience 2 était de mettre en évidence si la pression de broutage était liée a la présence
de sédiment et si intensité de broutage était proportionnelle a la densité d’hydrobies présentes.

Les résultats obtenus a T7, T9 et T12 jours sont présentés Figure 28. Les lots d’ulves des bacs A2 et
B1 n’ont pas évolué de la méme fagon que les lots d’ulves des autres bacs. De plus, les lots d’ulves du
bac C3 étaient en décroissance apres 12 jours d’expérience ce qui est anormal au regard des bacs C1
et C2. Les différents parameétres environnementaux ont été vérifiés et aucune différence de luminosité
ou de température entre chaque bac n’a pu donner une explication a cette variation de biomasse. De
plus, les hydrobies contenues dans chaque bac a la fin de expérimentation ont été triées et pesées
pour pouvoir étudier les éventuelles variations de densités (Figure 29). La corrélation entre les valeurs
de biomasse et la masse d’hydrobies (Figure 30) ont permis d’écarter des valeurs aberrantes. Ainsi, les
résultats concernant les lots d’ulves des bacs A2 et Bl ont été exclus des analyses postérieures. Les
résultats de biomasse du lot d’ulves du bac C3 ont également été écartés mais seulement pour I’analyse
des résultats apres 12 jours d’expérience. L’analyse de la Figure 30 montre que plus la densité
d’hydrobies était élevée plus la biomasse créée était importante.

Evolution des biomasses algales aprés 7 jours, 9 jours puis 12 jours
d'expériences
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Figure 28 : Evolution des biomasses algales aprés 7, 9 et 12 jours d’expérience
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Distribution des biomasses des lots d'algues et masse d'hydrobies en
fonction des bacs apres 12 jours d'expériences
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Figure 29 : Distribution des biomasses algales et quantités d’hydrobies dans chaque bac

40
36
32
28
24
20

16

Biomasse algale (g)

12

Relation entre la biomasse des lots d'algues et la masse d'hydrobies

c3

]
Bl

15

présente dans chaque bac

20

Masse hydrobies (g)

-

* Az
y = 0,5036x + 19,395
R? = 0,3368
25 30

35

Figure 30 : Graphique représentant la biomasse des lots d’algues en fonction de la quantité
d’hydrobies présentes dans les bacs

Les résultats de biomasses algales obtenus au cours de I'expérience 2 ont été moyennés en excluant

les lots A2, B1 pour toute la durée de I'expérience et le lot C3 pour le temps d’expérience de 13 jours

(Figure 31).

L’analyse de la Figure 31 permet de mettre en avant les interprétations suivantes :
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1 AVlissue des 7 jours d’expérience :

- Les biomasses obtenues dans les bacs contenant une quantité X et dans les bacs contenant
une quantité 2X d’hydrobies étaient significativement différentes. Dans ces conditions
expérimentales, plus la quantité d’hydrobies est importante, plus 'impact sur la croissance des
algues semble étre favorable.

- Les lots d’ulves présents dans les bacs contenant du sédiment et une quantité X d’hydrobies
ne semblent pas avoir une croissance plus importante que les lots d’ulves présents dans les
bacs sans sédiment avec une quantité X d’hydrobies. A ce stade de I'expérience, le sédiment
ne semble pas apporter un effet positif sur la croissance des ulves en présence d’une densité
X d’hydrobies.

1 ATissue des 9 jours d’expérience :

- Ladifférence de croissance relevée entre les lots d’algues des bacs A et B a 7 jours d’expérience
était plus importante apres 9 jours d’expérience.

- Les lots d’ulves présents dans les bacs contenant du sédiment ont eu une croissance plus
importante que les lots d’ulves présents dans les bacs sans sédiment. Les algues en présence
de sédiment seraient donc probablement dans de meilleures conditions de croissance a ce
stade de I'expérience, ce qui est en concordance avec les résultats trouvés précédemment lors
de Pexpérience n°1.

1 ATissue des 12 jours d’expérience :

- Ladifférence de croissance relevée entre les lots d’algues des bacs A et B 2 9 jours d’expérience
g ] p
était plus importante apres 12 jours d’expérience.
- Aucune différence de croissance entre les lots d’algues des bacs B et C n’a été observée. En
gu
présence d’hydrobies, I'effet du sédiment sur le développement de I'algue serait négligeable a
ce stade de 'expérience.

Concernant les différences de biomasses entre les bacs A et B, les lots d’ulves des bacs avec sédiment
et une quantité 2X d’hydrobies ont eu une croissance toujours plus importante que les lots d’ulves
présents dans les bacs avec sédiment en présence d’une quantité X d’hydrobies. Ce qui est en
continuité avec les résultats trouvés précédemment.
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Biomasse des lots d'ulves apres 7 jours, 9 jours et 12 jours d'expérience
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Figure 31 : Moyennes des biomasses algales obtenues apres 7, 9 et 12 jours d’expérience

5.3.2.3 Expérience 3

L’expérience 3 avait pour objectif, tout d’abord, d’évaluer I'impact du broutage sur la croissance des
algues en absence de sédiment et de voir si I'intensité de broutage était proportionnelle a la densité
d’hydrobies présentes. De plus, 'absence de lumiere, parametre essentiel dans le développement des
algues, a partir du 10°™ jour était provoquée dans le but d’observer les interactions entre algues et

hydrobies en conditions non optimales de croissance.

A Pexception de la phase entre le 10°™ et 13°™ jour d’expérience en condition d’extinction de lumiére,
les variabilités des biomasses au sein de chaque triplicat étant faibles, il a donc été choisi de présenter

les résultats moyennés. Les résultats sont présentés Figure 32.

I’analyse de la Figure 32 permet de mettre en avant les interprétations suivantes :

T A T3 etT7, aucune différence de biomasse n’a été observée entre les lots d’ulves des bacs
A,BetC.

1 A T10, une diminution de la biomasse algale a été mesurée. Les biomasses étaient
significativement différentes entre les lots d’ulves des bacs A et B et entre les bacs A et C.
En effet, les lots d’ulves présents dans les bacs contenant une quantité 2X d’hydrobies (bac
A) ont eu une croissance plus faible que les lots d’ulves présents dans les bacs contenant
une quantité X d’hydrobies (bac B) et les lots d’ulves sans présence d’hydrobies (bac C).

Y Aucune différence de croissance nette n’a été observée entre les lots d’ulves des bacs
contenant une quantité X d’hydrobies (bac B) et les lots d’ulves des bacs sans hydrobies
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(bac C). La pression de broutage ne serait pas assez importante pour provoquer une

diminution de la biomasse algale.

Apres 13 jours d’expérience, les résultats de biomasses obtenus entre les différentes

modalités n’étaient plus significatifs. En effet, les algues ont commencé a se dégrader du

fait probablement du manque de luminosité et d’éléments nutritifs dans ’eau de mer filtrée.
p q

Les lots d’ulves en présence d’une quantité 2X d’hydrobies (bac A) semblaient toutefois

montrer une décroissance plus importante que les lots d’ulves présents dans les bacs

contenant une quantité X d’hydrobies (bac B).

Biomasse des lots d'algues apreés 3 jours, 7 jours, 10 jours
puis 13 jours d'expérience
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Figure 32 : Moyennes des biomasses algales aprés 3, 7, 10 et 13 jours d’expérience
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6 Discussion générale

Expérimentation in situ

Les améliorations apportées en 2017 sur le dispositif et le plan expérimental 7z situ ont permis de
mener a bien les 9 campagnes prévues dans le cadre de ce programme : pas de fouling sur les cages,
aucune dégradation majeure du milieu devant les cages et bon état des ulves a la fin de chaque
campagne de 7 jours.

Durant toute 'expérimentation z situ, tous les lots d’ulves ont présenté de la croissance par rapport
a la biomasse initiale introduite a chaque début d’expérience. Toutefois, les lots d’ulves présents dans
les cages situées en hauteur (lots H) ont produit de maniere générale plus de biomasse que les lots
d’ulves situés a proximité du sédiment (lots B). Les analyses statistiques ont précisément montré des
différences significatives entre ces deux modalités pour les campagnes 2 (du 30 mai au 6 juin), 4 (du
28 juin au 5 juillet), 6 (du 25 juillet au 2 aott) et 9 (du 18 au 25 septembre) avec pour chacune une
croissance des lots H supérieure aux lots B. Ce résultat n’était pas attendu dans la mesure ou plusieurs
études réalisées dans les estuaires ont mis en évidence que les nutriments assimilés par les macroalgues
provenaient en partie du flux sédimentaire (Kamer et al. 2004). Ainsi, il aurait été plus cohérent de
constater une croissance favorisée des algues a proximité du sédiment, ces algues étant a priori dans
des conditions nutritives privilégiées.

Les données de température et de lumiere enregistrées par les sondes HOBO présentes dans les cages
n’ont pas permis de déterminer avec précision des différences de température ou de lumiere entre les
deux modalités pouvant ainsi expliquer des conditions de croissance plus optimales pour les lots H.
Toutefois, il se pourrait que les lots H disposent d’une quantité de lumiere plus importante en
situation d’'immersion étant plus proche de la surface que les cages en contact du sédiment et du fait
de turbidité éventuellement plus importantes pour les cages en contact du sédiment. Ces différences
de conditions entre les deux modalités en phase d’immersion pourraient expliquer notamment les
différences de croissance significative entre les deux lots lors des campagnes 2, 4 et 6 correspondant
a des périodes de mortes-ecaux durant lesquelles les phases d’immersion se situent en milieu de journée
lorsque la température et la luminosité sont maximales et ainsi propices au développement algal. Les
données de température et de lumiere enregistrées a 'aide des sondes HOBO situées a 'extérieur des
cages ont permis toutefois de suivre I’évolution de ces parametres durant les campagnes 2 a 9, les
valeurs moyennes de luminosité par campagne pouvant expliquer les taux de croissance atteints par
les lots d’ulves et 'augmentation de température pouvant traduire une disponibilité de plus en plus
importante des nutriments d’origine sédimentaire.

De plus, les températures significativement supérieures a celles enregistrées hors des cages sur
I'ensemble des campagnes et en situation d’émersion peuvent s’expliquer par une protection contre
les éléments extérieurs (1.e. vent) conférée par la structure. Les valeurs de luminosité significativement
plus faibles a Iintérieur des cages pourraient également s’expliquer par un léger biais da a I'auto-
ombrage créé par le maillage de 1a toile.

L’analyse de I’évolution saisonnicre des quotas de chaque triplicat et des algues du milieu a permis de
mettre en évidence un profil type de variation saisonni¢re des quotas, observé sur la vasicre du
Lédano :
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U Pour Pazote, les quotas élevés en début de saison (plus de 3 % de la matiere seche (M.S.)
jusqu’a début juin) ont diminué au cours de I’été avec des plus faibles valeurs en fin juillet
(inférieures a 2% de M.S. correspondant au seuil critique QiN) et ont augmenté en fin de
saison jusqu’a atteindre fin septembre, des valeurs proches du début de saison. Cette
diminution généralisée des quotas internes est normale et attendue en période estivale car elle
correspond a 'augmentation naturelle des besoins de la croissance des algues (photopériode,
température) dans un contexte de raréfaction de la ressource nutritive (baisse saisonniere des
flux d’azote provenant des rivicres). Les stocks intracellulaires en nitrate sont utilisés par les
algues en période d’appauvrissement d’azote (Barr 2007). En 2017, les quotas azotés ont
diminué a partir de juin, un mois plus tot qu'en 2016. Ceci s’explique par le fait qu’en 2017,
les proliférations d’ulves sont apparues dés le mois d’avril avec une quantité maximale atteinte
en juin tandis que l'année 2016 était plus tardive avec des surfaces maximales d’ulves
observées en juillet. En outre, en 2017 les flux apportés par le Trieux en juin étaient
probablement nettement plus faibles qu’en 2016, année déja de flux inférieurs a la moyenne
pluriannuelle (base flux des cours d’eau voisins sur lesquels les mesures de flux sont effectuées
Ic: 46 % de flux en juin 2017 de moins qu’en 2016 et Yar : 42 %). En 2017, lors de cette
baisse estivale, les lots d’algues présentaient pour la plupart des quotas azotés en-dessous du
seuil du quota critique (QiN), ce qui signifie que durant cette période estivale, ’azote était
un élément nutritif limitant pour la croissance des algues. En 2016, aucune limitation
par I'azote ni de différences entre les modalités (H et B) n’avaient été observées, ce qui signifie
que la masse d’eau était suffisamment enrichie en azote pour les besoins de croissances des
ulves ce qui ne permettait pas de distinguer un éventuel apport sédimentaire de ce nutriment.
En 2017, un appauvrissement plus marqué de I'azote dans le milieu (d’apres les teneurs dans
les tissus des algues) et la contribution significative du sédiment dans 'apport d’azote ont été
détectés lors des campagnes 7 et 8 effectuées du 22 aout au 5 septembre. En effet, les quotas
et les quantités en azote fixées des lots d’ulves proches du sédiment (lots B) étaient
significativement plus élevés que pour les ulves situées en hauteur (lots H) malgré une
croissance similaire. Ainsi, lorsque la masse d’eau est tres appauvrie en azote comme en 2017,
en particulier en milieu d’été, le relargage sédimentaire devient perceptible. Cela semble donc
montrer que durant la période estivale, le sédiment peut jouer un role de soutien dans
I'approvisionnement en azote nécessaire au développement ou au maintien des ulves. En
effet, quand le niveau de nutriments est élevé dans la colonne d'eau, celle-ci est la premicre
source pour les algues, les apports nutritifs provenant du sédiment n’intervenant que dans un
second temps lorsque la source nutritive dans la colonne d'eau diminue (Kamer et al. 2004).
En fin de saison (campagne 9), aucun effet du sédiment n’a été détecté et tous les quotas
avalent augmenté, en relation, probablement, avec la diminution normale des besoins en sels
nutritifs des algues (baisse progressive de la croissance en relation avec celles de la lumicre et
de la température).

U Pourle phosphore, I’évolution saisonniere des quotas observée en 2017 était similaire a celle
constatée en 2016 avec en début de saison, des quotas proches ou inférieurs au seuil critique
QP (0,125 % de M.S.) et une augmentation des quotas a partir de fin juillet jusqu’en fin de
saison atteignant des valeurs proches de 0,2 % de la matiére seche. Le phosphore utilisé par
les ulves serait majoritairement d’origine sédimentaire et la progression des températures
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estivales va d’une manicre générale favoriser son flux de relargage. En effet, dans les régions
tempérées, les flux de phosphate entre le sédiment et la colonne d’eau augmentent avec la
température (Asmus et al. 2000). L’augmentation des quotas phosphorés des ulves de fin
juillet jusqu’en fin de saison estivale serait donc expliquée par le fait que les ulves absorbent
le phosphore issu de la reminéralisation sédimentaire tout en ne bénéficiant plus des
conditions optimales de croissance (lumiére et température), notamment en fin de saison
estivale. En début de saison, du 23 mai au 5 juillet (campagne 1 a 4), tous les lots d’ulves (H,
B et algues du milieu) ont présentés des quotas faibles et similaires n’indiquant pas un effet
visible du relargage sédimentaire. Villares, Carballeira (2006) ont supposé dans leur étude que
le sédiment ne libérait pas de phosphates dans I'eau en zone intertidale lorsque les couches
supérieures du sédiment étaient oxydées, expliquant ainsi des basses concentrations de
phosphore dans les algues. A partir de fin juillet (campagne 5) et jusqu’a fin septembre
(campagne 9), les différences significatives des quotas et des quantités en phosphore fixées
entre les lots d’ulves des modalités H et B ont mis en évidence leffet de la proximité du
sédiment dans 'apport de cet élément nutritif dans la mesure ou les valeurs des lots B étaient
significativement supérieures a celles des lots H.

Expérimentation en conditions controlées

Les recommandations émises en 2016 au niveau du dispositif et du plan expérimental ont été
respectées en 2017. L’utilisation d’une eau de mer filtrée a 0,22 pm durant les expériences a permis
de s’assurer qu'aucun développement de microorganismes (i.e. phytoplancton) pouvait biaiser les
résultats. L’utilisation de toiles en maille d’l mm placées entre la vase et les algues a permis d’éviter
toutes interactions avec les hydrobies présentes dans le sédiment. Raccourcir les expériences a 5 jours
a permis de maintenir les algues en bon état a la fin de chaque expérience. Enfin, arréter le systeme
de bullage la nuit avait pour but de provoquer des phases d’anoxie, favorisant le relargage sédimentaire
de nutriments, phénomene existant dans le milieu naturel. Le relargage du phosphore en condition
anoxique a été en effet établi par de nombreux auteurs. Hernandez et al. 1997 a démontré par ses
expériences que la décomposition des biomasses algales dues aux fortes températures et les conditions
anaérobiques dans les couches sédimentaires expliquaient des pics d’orthophosphates dans I’eau.
Dans des conditions anaérobiques, Fe** dans le sédiment est réduit en composé soluble de Fe** et le
phosphore lié initialement au complexe ferrique (Fe’") est ainsi diffusé graduellement dans I'eau
(Rozan et al. 2002; Gao et al. 2013). La Figure 23 résume le phénomeéne de captage et de relargage du
phosphore par le sédiment suivant des conditions anoxiques ou non.
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Fig. 6. Schematic of phosphate cycling (indicated with the filled
darker arrows) as redox state changes in sediments. Phosphate ad-
sorbed to Fe(lll) solid phases is stored in oxic and suboxic sedi-
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Figure 33 : Schéma du captage/relargage du phosphore sous condition soit anoxique soit oxique du
sédiment (Rozan et al. 2002).

Le relargage de 'azote en situation d’anoxie est par contre tres peu démontré. Selon certains auteurs
(Jorgensen, Richardson 1996), les effets de eutrophisation et de ’hypoxie induisent une inhibition
de la nitrification et un relargage préférentiel d’'ammonium.

Lanalyse globale des résultats obtenus lors des trois séries d’expérience (biomasses, quotas, dosage
eau de mer et vase), permet de discuter sur le niveau de contribution du sédiment dans la croissance
des algues en fonction de I'élément nutritif ciblé (azote ou phosphore) et des conditions

d’oxygénation.

Comme en 2016, les expériences testant des modalités avec ou sans sédiment ont montré que la
croissance des ulves était plus importante en présence de sédiment. Toutefois, les taux de croissance
des ulves ont, de maniére générale, diminué au cours des 3 expériences successives de 5 jours, mettant
en évidence un appauvrissement en nutriments de I'eau. Les quotas azotés et phosphorés de
I'ensemble des lots d’ulves étaient en fin d’expérience, inférieurs aux niveaux critiques (QiN et Q1P),
ce qui indiquerait que ces deux nutriments étaient des éléments co-limitants pour la croissance des
ulves lors de ces trois expériences. Ainsi, disposant probablement de peu de nutriments dans le milieu,
les différents lots d’algues ont puisé dans leur stock interne les quantités d’azote et de phosphore
nécessaires a leur développement. Les quotas initiaux des algues prélevées sur la vasicre du Lédano
étaient limités en phosphore pour 'expérience 1, proches des seuils de limitation (QiN et Q:P) pour
Pexpérience 2 et limités en azote pour expérience 3.

Les faibles teneurs en azote dans les algues et dans le milieu au début de Pexpérience 3 a probablement
co-limité I’absorption et l'utilisation d’autres nutriments tels que le phosphore, ce qui expliquerait la
faible croissance algale observée lors de cette expérience. En effet, il a été démontré un processus de

co-limitation des nutriments (azote et phosphore) chez les algues (Villares et Carballeira, 2000).
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Iassimilation du phosphate peut notamment étre limitée par une carence en azote dans 'algue en
raison de la faible activité enzymatique et de la teneur en protéine, méme si la disponibilité en
phosphore est élevée.

Dans la mesure ou les conditions lors de 'expérience 3 n’étaient pas suffisamment optimales pour
obtenir des résultats homogenes au sein de chaque modalité et bien différenciés entre les modalités,
il a été décidé de ne pas tenir compte de cette expérience. Afin d’éviter toutes réponses physiologiques
des ulves limitées soit par I'azote soit par le phosphore soit par les 2 éléments nutritifs, il est
recommandé pour de futures expériences (1) d’utiliser une eau suffisamment enrichie en nutriments
et (2) de s’assurer que les quotas initiaux des algues soient supérieurs aux niveaux critiques. Pour la
premiere recommandation, I'eau du milieu pourrait étre renouvelée a chaque expérience en
conservant les mémes conditions d’enrichissement (sur 'un des deux sels nutritifs étudiés) établies de
maniere a éviter toute inhibition des réponses physiologiques des algues. Concernant le point (2) une
période d’acclimatation des ulves dans des bassins d’eau de mer enrichie en nutriments qui permettrait
d’homogénéiser les quotas initiaux et de les maintenir au-dessus d’un seuil critique serait préconisée.

Hormis expérience 3, I'analyse des expériences 1 et 2 a mis en évidence :

- le réle du sédiment dans le développement des ulves lorsque la colonne d’eau est appauvrie
en nutriments. Les résultats montrent une croissance et des valeurs en azote et phosphates
fixés supérieurs en présence de vase et sous anoxie.

- unrelargage sédimentaire favorisé par une période d’anoxie. Les résultats montrent des quotas
et des quantités fixées en azote et en phosphore significativement supérieures en présence de

vase et sous anoxie.

Afin de suivre le relargage sédimentaire en absence d’algue, des échantillons d’eau ont été prélevés
apres 24h au cours de Pexpérience 1. Les résultats montrent de fortes concentrations en ammonium
et tres peu ou pas de phosphates dans 'eau. Ces résultats corroborent les hypotheses avancées par
Thybo-Christesen et al. (1993). En parallele, les analyses effectuées sur les échantillons de vase
prélevés a TO et T5 jours montrent une baisse des concentrations en azote sédimentaire et
particulierement pour la modalité avec anoxie et de tres faibles variations des concentrations en
phosphore sédimentaires. L’ensemble de ces résultats suggerent un relargage sédimentaire dominés
par les éléments azotés en présence d’anoxie nocturne. Ces résultats sont en contradiction avec les
conclusions proposées pour les expériences de terrain suggérant relargage important de phosphate
d’origine sédimentaire (cf ci-dessus) mais pourrait s’expliquer par la période de prélevement de la vase
pour la mise en place des expériences en milieu controlé. En effet, la vase a été prélevée mi-juin et
Ieffet du sédiment dans I'apport de phosphore n’a été perceptible d’apres les résultats de
Pexpérimentation z situ qu’a partir de mi-juillet. Ainsi, de maniere a percevoir plus finement les effets
du relargage sédimentaire notamment du phosphore, il aurait été préférable de mettre en place cette
expérimentation en juillet-aotit période a partir de laquelle ce phénomene a été observé dans les
expérimentations 7 situ réalisées en 2016 et 2017. Etant donné que la condition anoxique, permet le
relargage important du phosphore dans 'eau (Rozan et al. 2002), il est possible que le sédiment prélevé
mi-juin était suffisamment oxydé (pas de dégradation algale 77 situ, températures non élevées) et que
les conditions anoxiques imposées ne soient pas suffisantes pour provoquer le relargage du
phosphore de facon plus prononcée.
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Estimation du flux sédimentaire et du fonctionnement écophysiologique de I’algue en
conditions contrélées au moyen du modéle 0D

Un modele 0D visant a simuler les processus bio-physico-chimiques intervenant dans la croissance
de T'ulve a été élaboré et confronté directement aux résultats des expérimentations menées dans le
cadre de ce rapport en conditions controlées utilisant des bacs pourvus ou non de sédiments qui ont
été extraits de la vasiere du Lédano. Le protocole expérimental utilisant des bacs dépourvus de
sédiment a permis la calibration et la validation du modéle 0D tandis que le protocole en présence de
sédiment a permis d’approcher des valeurs de flux sédimentaires qui permettent de suivre 'évolution
mesurée des quotas en N&P, de la biomasse en ulve et des teneurs en nitrate, ammonium et phosphate
dans la colonne d’eau. Les valeurs de relargage estimées avec le modeéle 0D (800 a 1500 umol.m’

%j" soit 30 2 60 umol.m™.h™ pour 'ammonium et 20 pmol.m™j" soit moins de 1 umol.m™.h™ pour le
phosphate) sont cohérentes avec les valeurs fournies par la littérature si 'on se réfere a la
compilation des données de flux sédimentaire présentée dans CEVA (2015). Cette étude situe pour
la plupart des sites un flux en ammonium compris entre 0 et 100 umol.m™.h™ et un flux en phosphate
compris entre 0 et 5 umol.m?.h™. Si la comparaison de ces mesures avec le modéle reste délicate en
raison de la forte dispersion des valeurs issues de la littérature (fonction de nombreux parametres tels
que la nature du site étudié, la méthode de mesure utilisée, la saison étudiée), le modele 0D apparait
comme un outil pertinent pour mieux comprendre le fonctionnement de 'ulve en interaction avec le

sédiment et fournir des ordres de grandeurs de flux sédimentaires au mod¢le tridimensionnel.

Expérimentations complémentaires in situ et en conditions contrdlées

Ces expérimentations complémentaires réalisées 7 sitn et au CEVA avait pour but d’évaluer I'effet de
la présence des brouteurs tels que les hydrobies sur la croissance des ulves dans la mesure ou cette
interaction avait été désignée comme une des causes potentielles des pertes de biomasse algales
observées a partir du mois d’aott 2016 lors de 'expérimentation  situ.

Les résultats de ces expériences réalisées sur le terrain ou en conditions controlées ont permis de
mettre en avant deux interprétations :

- En conditions optimales de croissance algale, la présence d’hydrobies favoriserait le
développement des ulves sans relation évidente avec la biomasse d’hydrobies introduites.
L’impact du broutage serait donc inférieur a la biomasse créée en conditions optimales de
développement (nutriments, température, lumicre). Le fouling des thalles d’ulves par des
microalgues peut créer une interaction compétitive entre 'ulve et les microalgues pour la
lumiere créant des conditions dans lesquelles le broutage du biofilm couvrant les ulves
pourrait faciliter la croissance de I'algue (Guidone et al. 2010).

- En conditions « non optimales », 'impact du broutage sur les ulves serait négatif. En effet,
lors de Pexpérience 3, lorsque les ulves ne disposaient plus au cours du 10°™ jour des
parametres tels que la lumiere nécessaire a leur développement, il a été¢ mis en évidence la
perte de biomasse di au broutage qui n’est pas compensé par de la croissance dans ces
conditions. Lors des dernieres expériences 7 sitn, aucun effet négatif des hydrobies n’a été
observé, ce qui peut s’expliquer par le fait que le milieu était tres dégradé devant les cages.
Dans ces conditions, les deux lots d’ulves ont perdu autant de biomasse en fin d’expérience
sans relation avec la présence d’hydrobies introduites.
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7 Conclusion

L’utilisation des ulves pour déterminer I'importance de la source sédimentaire dans I'apport de
nutriments est une approche prometteuse qui permet d’effectuer une premicre évaluation de
I'implication des flux dans la biomasse algale sans pour autant disposer du détail des différents
processus dont la mesure est complexe.

Les expérimentations in situ réalisées en 2016 et en 2017 ont mis en évidence la contribution du
sédiment dans Papport de phosphore pour les ulves. Les vases estuariennes constituent un
réservoir tres important de phosphate pouvant étre relargués dans la colonne d’eau plus ou moins
rapidement en fonction de l'oxygénation du milieu (Menesguen 2018). En effet, sur 'ensemble des
campagnes 2017, les quotas et les fixations en phosphore se sont révélés plus importants pour les
algues en contact avec le sédiment. Au contraire en 2016, aucun impact positif du sédiment n’avait
été observé apres le mois d’aout probablement du fait de concentrations en phosphate dans la colonne
d’eau suffisantes pour le développement algal.

En 2016, aucune contribution en azote sédimentaire n’a été mise en évidence au cours des
expérimentations. Les teneurs en azote dans la colonne d’eau seraient globalement suffisantes pour
assurer la croissance algale. En 2017, leffet de la proximité du sédiment sur les teneurs en azote des
ulves et leur fixation a été observé lors des campagnes 7 et 8 du mois d’aott. Lors de ces campagnes,
les quotas et les quantités fixées en azote des algues des cages B en contact direct du sédiment étaient
significativement plus élevés que pour les cages H surélevées. Ainsi, les résultats obtenus en 2016 et
en 2017 suggerent que le sédiment jouerait un réle de pourvoyeur d’azote lorsque la disponibilité de
ce dernier est faible dans la colonne d’eau.

Afin d’augmenter la représentativité des résultats et obtenir des données interannuelles concernant la
contribution sédimentaire aux biomasses algales de la vasiére du Lédano, une nouvelle série

d’expérimentation s’impose avec les propositions suivantes :

- augmenter le nombre de cages de 3 a 4 par modalité de manicre a renforcer les analyses
statistiques

- écarter suffisamment les cages H des cages B de maniere a éviter tout effet éventuel d’ombrage
en situation d’émersion et de diminuer la turbidité éventuelle créée par les cages voisines en
situation d’immersion.

Les expérimentations en conditions contrélées ont, comme en 2016, mis en évidence une
augmentation de la croissance des ulves en présence de sédiment, ce qui suggere que le sédiment serait
une source de nutriments pour les ulves lorsque les concentrations dans ’eau sont faibles.

I a été mis en évidence une augmentation de la fixation d’azote et de phosphore suite a des périodes
d’anoxie (arrét du bullage en nocturne) qui accentuerait le relargage sédimentaire. Dans le but d’affiner
I’évaluation des flux sédimentaires de nutriments captés par les ulves et alimenter le modele 0D, il

serait nécessaire :

- de maintenir des périodes d’anoxie de manicre a accentuer le relargage sédimentaire,
- D’ajouter une modalité « Vase sans Ulves » afin de disposer d’un bac témoin permettant
d’identifier les flux sédimentaires non absorbés par les algues,
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- Amender les concentrations en nutriments afin d’éviter des carences qui affecteraient la
physiologie des algues,

- D’ajouter une période d’acclimatation du matériel biologique de mani¢re a homogénéiser les
quotas de base des algues,

- D’augmenter le nombre de réplicats a n=4 par modalité pour renforcer les analyses
statistiques.

Concernant étude complémentaire sur Peffet des interactions hydrobies/ulves, il a été mis en
évidence un effet positif du broutage des hydrobies sur la croissance des ulves probablement due a
I’élimination du biofilm présent sur les thalles augmentant ainsi I'acces a la lumiere des algues.
Néanmoins, lorsque les algues sont soumises a un stress (manque de nutriments et de luminosité), la
présence des hydrobies (broutage) provoquerait une perte de biomasse en accélérant le processus de
dégradation de I'algue. Dans un souci d’homogénéité entre les modalités (avec et sans sédiment), il
apparait donc indispensable de s’affranchir de la présence d’hydrobies.
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ANNEXE 1 : Protocole expérimentation 7z situ
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Protocole sur le terrain

Matériel :

Waders ou bottes avec pantalon ciré

6 Sachets plastiques de congélations avec les codes cage, date et lieu a noter au préalable
Glaciere sans bloc de glace

Sac de plongée (pour le prélevement d’algues)

Appareil photo

2 Planches de Body-board

Prélévement des ulves dans le milieu

Prendre des photos de la zone de prélevement proche du dispositif.

Remplir d’ulves un sac de plongée jusqu’a la moitié

Prise de photos du dispositif expérimental

Une photo vue d’ensemble du dispositif
De gauche a droite, prendre pour chaque cage une photo extérieure de la cage et une photo
intérieure.

Enlever ensuite toutes algues présentes sur le dispositif

Prélevement/renouvellement des ulves dans les cages

Pour chaque cage, prélever toutes les ulves, les mettre dans les sacs de congélation
correspondants, les fermer et les stocker dans la glaciere.
Si renouvellement d’expérience : mettre chaque nouveau lot d’ulves dans les cages respectives.

Avant de partir, bien vérifier si les fenétres des cages sont bien refermées.

Protocole au CEVA

Préparation des lots d’ulves pour le renouvellement de ’expérimentation in situ

Préparer 6 sacs de congélation en inscrivant le code cage

Trier et nettoyer les ulves prélevées sur la vasiére : utiliser 3 bassines remplies d’eau de mer.
Presser les ulves a la main et peser pour obtenir un poids frais total de 600 g.

Répartir 100 g d’ulves dans chaque sac de congélation.

Humidifier légérement a 'eau de mer chaque lot d’ulves.

Fermer les sacs et les remettre dans la glaciére.

Garder le surplus d’ulves restant dans le sac de plongée et les mettre dans la chambre froide,

elles serviront pour effectuer les quotas du lot d’algues prélevées dans le milieu.

Préparation des lots d’ulves pour ’analyse au laboratoire

Préparer 7 sacs de congélation en inscrivant le site de I’étude, le code cage ou le code 1M (M
pour milieu) et la date

Trier et nettoyer les lots d’ulves prélevées dans les cages ou sur la vasiere (algues du milieu):
utiliser 3 bassines remplies d’eau de mer.

Presser les ulves a la main et peser.

Rincer rapidement les ulves dans une bassine d’eau distillée et presser les algues a la main avant
de les mettre dans les sacs de congélation correspondants.

Pour chaque sac, ne garder que 100 g d’ulves pour I'analyse en laboratoire.

Fermer les sacs et les placer au congélateur (-20 °C).

70



ANNEXE 2: Evolution saisonniere de ’état des algues et des cages a la
tin de chaque campagne
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ANNEXE 3 : résultats des tests statistiques réalisés sur les données de
biomasses algales et des données environnementales obtenues lors de
Pexpérience i situ
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Résultats des tests statistiques (Mood) réalisés

d’ulves H et B a chaque campagne.

sur les données de biomasses des lots

Quartile 1 Quartile 3 Test de Mood (non paramétrique)
Campagne [Médiane |lots H Lots B lots H Lots B lots H Lots B Valeurde P [Interprétation
1 Biomasse 138,1 143,5 133,7 139,5 142,2 144,9 0,414 H=B
2 Biomasse 175,5 158,4 174,5 152,7 178,2 160,3 0,014 H>B
3 Biomasse| 123,88 124,56 110,55 115,95 137,58 124,72 0,414 H=B
4 Biomasse| 161,29 149,73 159,34 136,86 161,95 151,02 0,014 H>B
5 Biomasse 120,2 115,8 112,4 115,6 126,2 121,1 0,414 H=B
6 Biomasse 144.4 119,7 135,9 118 1453 124,1 0,014 H>B
7 Biomasse 130 109,5 113 104 131,6 117,7 0,414 H=B
8 Biomasse 134,3 127,1 124 119,1 135,7 137,6 0,414 H=B
9 Biomasse 114,8 131,1 143 129,6 146,8 133 0,014 H>B

Analyses statistiques réalisées sur les données environnementales enregistrées a extérieur

ou a lintérieur des cages H et B lors de Pexpérimentation in situ.

- Statistiques descriptives des données environnementales enregistrées par campagne :

TEMPERATURE (°C) LUMIERE (umol.is.%)
CampagnelLot N  Moyenne Min Max Moyenne Min Max SD
2 1B |10711| 17,27322 | 10,45500 | 33,53500 | 3,492528 | 146,0612 0,00 2854,774 | 228,5085
3 1B |10580| 19,19132 | 12,78700 | 31,77800 | 3,285825 | 153,1093 0,00 3466,512 | 302,6781
4 1B | 9181 | 18,01012 | 12,69000 | 30,15400 | 3,115221 | 212,8216 0,00 3670,424 | 390,7790
5 1B |10440( 19,52304 | 12,01300 | 31,67600 | 3,629787 | 156,4813 0,00 3466,512 | 305,0206
6 1B |10741| 18,92609 | 10,65100 | 27,17300 | 2,807305 | 96,01325 0,00 1937,168 | 196,2944
7 1B |10470| 19,91993 | 9,866000 | 32,39400 | 4,316188 | 132,2108 0,00 1937,168 | 237,5921
8 1B | 9361 | 18,44349 | 11,33400 | 29,65200 | 3,459709 | 187,2338 0,00 2548,906 | 395,8934
9 1B | 9991 | 16,83253 | 6,978000 | 28,15900 | 4,036694 | 133,1180 0,00 2039,126 | 318,4607
2 1H [10711| 17,59942 | 9,669000 | 33,74300 | 4,028212 | 224,4372 0,00 2243,036 | 382,2499
3 1H [10580| 19,13709 | 12,20700 | 31,47200 | 3,451162 | 192,5901 0,00 3262,599 | 359,3945
4 1H [ 9181 | 18,06052 | 12,30400 | 31,26800 | 3,322683 | 270,2933 0,00 3058,686 | 516,5076
5 1H |10440| 19,61423 | 12,01300 | 31,88000 | 3,827525 | 251,9362 0,00 3262,599 | 458,9471
6 1H [10741| 19,02969 | 9,669000 | 29,15200 | 3,203010 | 158,3764 0,00 2446,949 | 315,1502
7 1H [10470| 19,88711 | 9,077000 | 32,29100 | 4,630305 | 300,8356 0,00 2446,949 | 519,9153
8 1H [ 9361 | 18,19487 | 10,84600 | 28,06000 | 3,494303 | 202,0243 0,00 3160,644 | 386,2426
9 1H | 9991 | 16,86071 | 5,655000 | 30,86200 | 4,562718 | 182,5037 0,00 2446,949 | 378,9707
2 EXT|10711| 17,43600 | 9,965000 | 33,74300 | 3,692254 | 480,5196 0,00 4893,899 | 916,9407
3 EXT|10580| 18,65939 | 12,59400 | 32,60000 | 2,864941 | 145,2046 0,00 4282,162 | 383,0621
4 EXT| 9181 | 17,83308 | 12,30400 | 31,98300 | 2,911754 | 308,0782 0,00 5505,637 | 612,9530
5 EXT|10440| 19,24442 | 12,01300 | 33,95300 | 3,435346 | 346,8818 0,00 5505,637 | 788,4852
6 EXT|10741| 18,87785 | 9,965000 | 30,05400 | 2,908898 | 295,4268 0,00 5097,812 | 561,9822
7 EXT|10470| 19,67639 | 9,275000 | 32,80700 | 4,286509 | 300,4523 0,00 3670,424 | 656,0796
8 EXT| 9361 | 18,15486 | 10,94400 | 30,55800 | 3,445528 | 288,5209 0,00 4486,074 | 741,1145
9 EXT| 9991 | 16,82937 | 6,268000 | 31,67600 | 4,422012 | 412,8330 0,00 4893,899 | 1012,587

76



- Test « One Way Anova » sur toutes les campagnes

Emersion/immersion Emersion Immersion
A (o]
Température (°C)
Lot; LS Means Lot; LS Means Lot; LS Means
Current effect: F(2, 244422)=73,089, p=0,0000 Current effect: F(2, 148629)=70,556, p=0,0000 Current effect: F(2, 95790)=2,9196, p=,05396
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
18,65 Include condition: v8=0 Include condition: v8=1
18,6 18,76
18,60
18,75
18,5
18,55 18,74
18,4
18,50 18,73
18,3 18,72
18,45
18,71
18,40 18,2
18,70
18,1
18,35 18,69
18,30 18,0 18,68
1B 1H EXT 1B 1H EXT 1B 1H EXT
Lot Lot Lot

Intensité lumineuse (umol photons.m2.s%) Moyenne de LUM B (umol photons.m-2.s-1)

3000 ——Moyenne de LUM H (pmol photons.m-2.s-1)
2500 Moyenne de LUM EXT (umol photons.m-2.s-1)
2000

1500

1000

SDZ N\ AR ST /f\j\ /AZ g ‘ /

Heure 0 3 6 9121518210 3 6 9121518210 3 6 9121518210 3 6 9121518210 3 6 9 121518210 3 6 9121518210 3 6 9

Date
29/06/2017 30/06/2017 01/07/2017 02/07/2017 03/07/2017 04/07/2017 05/07/2017
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ANNEXE 4 : Tableau de synthese des coefficients de marée et des
périodes d’immersion et d’émersion des cages 7z situ (7m de hauteur) a
chaque date de campagne
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Période d'immersion

Période d'émersion

Campagne Date |Coefficient| Hauteur d'eau (7m)| Heure PM (matin) |Hauteurd'eau (7m)| Hauteur d'eau (7m)|Heure PM(soir)|Hauteurd'eau (7m)
24/05/2017 88 03:53 06:29 08:59 16:19 18:56 21:28
25/05/2017 99 04:43 07:22 09:55 17:06 19:46 22:20
26/05/2017 105 05:32 08:13 10:47 17:53 20:34 23:10

1 27/05/2017 107 06:21 09:01 11:36 18:39 21:20 23:57
28/05/2017 103 07:09 09:48 12:22 19:24 22:04 00:42
29/05/2017 95 07:58 10:33 13:07 20:11 22:49 01:26
30/05/2017 83 08:48 11:19 13:51 21.01 23:34 02:10
30/05/2017 83 08:48 11:19 13:51 21:01 23:34 02:10
31/05/2017 70 09:43 12:08 14:35
01/06/2017 64 21:56 00:24 02:56 10:45 13:03 15:24
02/06/2017 54 23:.01 01:24 03:48 11:55 14:09 16:23

2 03/06/2017 50 00:15 02:34 04:51 13:07 15:22 17:34
04/06/2017 51 01:28 03:46 06:02 14:10 16:29 18:45
05/06/2017 56 02:30 04:50 07:09 15:01 17:25 19:47
06/06/2017 62 03:21 05:45 08:07 15:45 18:13 20:38
21/06/2017 70 02:30 04:57 07:21 15:00 17:30 19:58
22/06/2017 81 03:28 06:01 08:29 15:54 18:30 21:.02
23/06/2017 92 04:23 07:00 09:31 16:46 19:25 22:00
24/06/2017 99 05:17 07:56 10:28 17:36 20:17 22:53

8 25/06/2017 103 06:09 08:48 11:20 18:24 21:06 23:43
26/06/2017 102 06:59 09:36 12:09 19:11 21:52 00:30
27/06/2017 96 07:47 10:22 12:55 19:58 22:37 01:14
28/06/2017 87 08:35 11:07 13:37 20:45 23:20 01:55
28/06/2017 87 08:35 11:07 13:37 20:45 23:20 01:55
29/06/2017 75 09:24 11:50 14:17
30/06/2017 69 21:35 00:03 02:35 10:15 12:34 14:57
01/07/2017 58 22:28 00:50 03:16 11:11 13:25 15:41

4 02/07/2017 49 23:30 01:45 04:02 12:15 14:25 16:35
03/07/2017 45 00:40 02:51 05:00 13:22 15:34 17:43
04/07/2017 46 02:51 04:01 07:16 15:14 16:40 19:56
05/07/2017 51 03:41 05:05 08:15 15:57 17:36 20:48
18/07/2017 55 23:39 01:56 04:14 12:20 14:34 16:49
19/07/2017 56 00:54 03:12 05:29 13:32 15:52 18:12
20/07/2017 63 02:08 04:31 06:51 14:38 17:07 19:33
21/07/2017 74 03:14 05:43 08:08 15:38 18:13 20:44

5 22/07/2017 85 04:13 06:47 09:15 16:33 19:11 21:45
23/07/2017 94 05:08 07:45 10:15 17:24 20:05 22:40
24/07/2017 100 05:59 08:37 11:.07 18:12 20:54 23:30
25/07/2017 102 06:47 09:24 11:55 18:58 21:39 00:15
26/07/2017 98 07:32 10:07 12:37 19:42 22:20 00:56
27/07/2017 90 08:16 10:47 13:16 20:24 22:59 01:33
28/07/2017 79 08:57 11:24 13:51 21:.07 23:35 02:06
29/07/2017 67 09:39 12:00 14:23

6 30/07/2017 61 21:51 00:12 02:37 10:24 12:38 14:56
31/07/2017 49 22:42 00:54 03:10 11:19 13:25 15:36
01/08/2017 40 2348 01:49 03:52 12:30 14:31 16:33
02/08/2017 37 01:10 03:05 04:55 13:46 15:52 17:52
22/08/2017 101 17:58 20:39 23:15 06:30 09:07 11:37
23/08/2018 101 18:40 21:20 23:56
24/08/2017 99 07:10 09:45 12:15 19:20 21:58 00:32
25/08/2017 92 07:48 10:20 12:50 19:58 22:31 01:05

! 26/08/2017 82 08:24 10:52 13:20 20:34 23:03 01:33
27/08/2017 69 08:59 11:22 13:48 21:12 23:33 01:58
28/08/2017 56 09:36 11:53 14:14
29/08/2017 50 21:55 00:06 02:23 10:22 12:29 14:43
29/08/2017 50 21:55 00:06 02:23 10:22 12:29 14:43
30/08/2017 38 22:53 00:49 02:50 11:29 13:24 15:24
31/08/2017 31 00:22 02:00 03:36 13:05 14:57 16:40
01/09/2017 33 02:03 03:43 05:12 14:24 16:27 18:22

8 02/09/2017 42 03:00 05:00 06:55 15:11 17:29 19:42
03/09/2017 54 03:40 05:54 08:08 15:50 18:17 20:40
04/09/2017 66 04:16 06:40 09:03 16:27 18:59 21:28
05/09/2017 77 04:52 07:21 09:49 17:.04 19:40 22:12
18/09/2017 80 03:57 06:31 08:59 16:10 18:50 21:25
19/09/2017 90 04:43 07:21 09:51 16:56 19:38 22:13
20/09/2017 97 05:27 08:04 10:36 17:39 20:20 22:55
21/09/2017 99 06:06 08:43 11:15 18:18 20:57 23:32

9 22/09/2017 97 06:42 09:18 11:49 18:54 21:31 00:05
23/09/2017 91 07:15 09:49 12:21 19:28 22:01 00:34
24/09/2017 82 07:47 10:18 12:49 20:01 22:30 01:00
25/09/2017 71 08:18 10:45 13:14 20:34 22:57 01:23
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ANNEXE 5 : Protocole expérimentation en conditions controlées
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Protocole sur le terrain

Le sédiment et les ulves seront prélevés a la vasiere du Lledano ou se trouve 'expérience 77 situ. Sur
les 9 bacs prévus pour expérimentation en laboratoire, 6 bacs contiennent du sédiment. Le
prélevement du sédiment sera effectué qu’une seule fois tandis que le prélevement des algues fera
I'objet de 3 sorties terrain a raison d’un prélevement par expérience.

T Matériel :
- Waders ou bottes avec pantalon ciré
- 7 bacs en plastique (dont 1 pour analyse de vase initiale)
- Boite de prélevement de sédiment en inox
- Plaquette blanche
- Couteau
- Regle
- Gants
- Sac de plongée (pour le prélevement d’algues)
- Appareil photo
- 2 Planches de Body-board

 Préléevement du sédiment

Prélever la vase dans un environnement proche du dispositif de 'expérience 7 situ et sur une zone

de préférence non recouverte par les algues.

Utiliser la regle pour vérifier la profondeur de la vase qui doit étre minimum a 5 cm d’épaisseur.
Utiliser la plaquette blanche pour avoir la bonne dimension de la zone a prélever et marquer aussi
avec le couteau une zone a coté pour pouvoir accéder avec la boite en inox. Enlever la vase a coté
de la zone a prélever et insérer la boite pour effectuer le prélevement jusqu’a la moitié.
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Pour que le carottage de vase soit de la méme épaisseur partout, couper avec le couteau la partie
basse de I’échantillon et enlever le surplus pour obtenir une épaisseur de 5 cm. Il faut ensuite
introduire la boite en inox dans le bac et faire glisser la vase en la poussant a 'aide d’une plaquette.
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Effectuer les mémes étapes pour compléter le bac de Yautre moitié de vase.
pes p P

Le port de gants peut étre conseillé pour éviter toute
coupure avec la boite, le couteau et les coquillages
présents dans la vase.

Cette manipulation est a reproduire 7 fois
comprenant 6 prélévements pour I'expérimentation
et 1 prélevement supplémentaire pour caractériser le
sédiment en début d’expérimentation
(granulométrie, teneur en azote et phosphore et
matiere organique).

1 Prélevement des algues vertes

Avant chacune des 3 expériences réalisées au CEVA, prélever les ulves a différents endroits proches
du site d’étude de Pexpérimentation iz sitn. Remplir le sac de plongée jusqu’au quart pour obtenir
suffisamment d’algues qui serviront a initier chaque expérience et a analyser les quotas initiaux des
algues en azote et phosphore au début de chaque expérience. Cette opération est donc a renouveler
au total 3 fois.

Expérimentation complémentaire sur 'impact des hydrobies sur les algues
Les prélevements de vase et d’algues sont a réaliser en respectant le protocole décrit précédemment.

Pour chacune des 3 expériences, 7 prélévements de vase sont a réaliser dont 6 pour initier chaque
expérience et 1 pour déterminer la densité d’hydrobies sur le lieu de prélevement.

La densité d’hydrobies moyenne sur 1 dm’ est obtenue de la maniére suivante :

- Diviser 1 prélevement de vase dont le volume est estimé 2 3 dm’ en 3 échantillons de 1
dm’.

- Passer au tamis les 3 échantillons

- Déterminer le nombre d’hydrobies sur chaque dm’

- Déterminer le poids de effectif total d’hydrobies présentes sur ce dm’

- En déduire la densité moyenne (Nb/Masse) d’hydrobies au dm’
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Protocole au CEVA

1 Préparation des bacs en début d’expérimentation :

- Mettre délicatement de I'eau de mer dans les 6 bacs contenant du sédiment de maniére a
ne pas trop remettre en suspension les particules de vase. Remplir les 6 bacs jusqu’a 16 1
d’eau.

- Laisser décanter la vase au minimum 12 h et enlever les hydrobies au fur et a mesure qu’elles
remontent a la surface par manque d’oxygene.

- Placer les toiles dans les bacs de maniere a créer une barriere entre la vase et les algues.

- Trier et nettoyer a I'aide de bassines remplies d’eau de mer, les algues prélevées dans le
milieu et les presser pour obtenir un poids frais total de 192 g (9 lots de 16 g pour
Pexpérience et 3 lots de 16 g pour les échantillons témoins a T0)

- Avant d’'introduire les algues dans les bacs déclenchant le début d’expérience, effectuer les

prélevements d’eau prévus a TO.

1 Préparation des échantillons de vase en début et fin d’expérimentation

(analyses):
3 échantillons de vase seront a préparer :

-1 échantillon en début d’expérimentation (7™ prélévement de vase effectué sur le terrain)
pour 'analyse de la granulométrie et des teneurs initiales en azote et phosphore.

- 2 échantillons en fin d’expérimentation (un bac par modalité « Vase et Anoxie » et par
modalité « Vase Sans Anoxie ») pour I’analyse de la granulométrie et des teneurs finales en
azote et phosphore. Avant de réaliser les deux prélevements, siphonner I'eau des bacs

choisis.

Chaque échantillon doit étre prélevé sur toute la colonne de sédiment et doit peser au moins 265 g
pour obtenir un poids sec minimum de 120 g (poids demandé par le laboratoire d’analyses).
Placer chaque échantillon sur une barquette en alu et mettre a I’étuve plus de 24 h a 50°C.

Apres séchage, conserver chaque échantillon dans un flacon nettoyé au préalable dans une solution
acide a 10 % et rincé a I'eau distillée.

1 Préparation des échantillons d’algues (analyses) :

Ce protocole concerne les algues prélevées dans le milieu pour déterminer les quotas initiaux des
algues avant expérience et les algues prélevées dans les bacs en fin d’expérience.

- Nettoyer les lots d’ulves: utiliser 3 bassines remplies d’eau de mer.
- Presser les ulves a la main (la quantité d’ulves a prendre doit pouvoir étre contenue dans la
paume de la main et bien presser 3 fois chaque boulette jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de

gouttes) et peset.
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Rincer rapidement les ulves dans une bassine d’eau distillée (pas plus de 15 secondes) et
presser les algues a la main avant de les mettre dans des sacs de congélation.

Fermer les sacs marqués de la date, du nom de projet et du n°® de lot et les placer au
congélateur (-20 °C).

Apres lyophilisation des sacs, noter le poids sec et étiqueter chaque sac avant de les envoyer

au laboratoire pour analyses.

1 Prélévement EAU DE MER :

Préparation des flacons avant prélévement

Laver les flacons a I'acide a 10 % (solution Hcl) en les trempant dans une bassine.
Attention : ne jamais mettre de 'eau dans I’acide mais toujours de I’acide dans I'eau pour
éviter le risque d’une réaction chimique violente.

Rincer les flacons a ’eau distillée 3 fois.

Préparation des échantillons d’eau

Rincer les flacons dans I’eau des bacs 3 fois. a manipulation des flacons doit se faire avec
des gants sans poudre pour éviter toute contamination.

Apres ringage, faire les prélevements d’eau.

Noter sur les flacons les codes de la maniére suivante suivant le temps d’expérience et le

bac concerné par le prélévement :
EFOVA1 (Eau Filtrée a Ty Vase et Anoxie bac n°1) ; EF3VSA2 (Eau Filtrée a T5 Vase Sans
Anoxie bac n°2) ou EF5SVA3 (Eau Filtrée a Ts Sans Vase et Anoxie bac n°3)

Filtration des échantillons d’eau

L’unité de filtration est a nettoyer a I’acide a 10 %.

Rincer le matériel a eau distillée

Utiliser un filtre de 0,22 um.

Filtrer 10 ml de ’échantillon afin de rincer le filtre.

Jeter le filtrat

Filtrer 10 ml de I’échantillon afin de rincer I'unité de filtration (partie inférieure)

Jeter le filtrat et renouveler cette étape deux fois

Filtrer le reste de I’échantillon

Utiliser une partie du filtrat obtenu pour rincer le flacon dans lequel sera stocké I’échantillon
(ringage a effectuer 3 fois)

Verser ensuite le reste du filtrat dans le flacon.

Etiqueter le flacon d’un numéro échantillon délivré par la base de données du CEVA ou

sont enregistrés au préalable tous les échantillons a analyser.

Pour chaque échantillon d’eau, un volume minimum de 100 ml est demandé par le laboratoire
agrée pour effectuer les analyses.
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ANNEXE 6 : Données granulométriques des échantillons de vase

InVivo Labs Granulométrie de poudres Date d'analyse:
171042017
R&f échantillon: 17SA066410 Tamiseur: Retsch AS 200 digit
LIsine: Méthoda: a sec
Date de prélévement. Refus sur chagque tamis Normea tamis: DINASO 3310-1
Lieu de prélévement: Dimension-Torme tamis: 200 mm circulaire
Durée de tamisage. 10 minutes Fond du tamis: lissus mélalhque
Masse initiale: 100g Duvartures: camées
Dimensions des Refus sur chagque tamis Cuverturs nominale | Refus | Passants
paTicules d [N Total da maille CUMUIEE | cumulés
Lirm qQ v} * Lim kS 22
=000 10,6 105 ADDD 106 aah
AD00d=31 50 45 45 31RO 1040 Ga0
E1h0=d=2h00 5.1 b1 2600 200 190
Z2B00=d=2000 az 3.2 2000 233 MG
Z000=d= 1600 27 2.7 1600 260 740
| BD0=d= 1260 1.7 1.7 [ 26D 73 723
1 2B == 1000 2z 2.2 1000 2349 701
1000=d=800 24 2.8 800 bl 672
Bl =630 3.2 a2 30 aga Y]
A0 =500 3.z 3.2 500 @z G s
B0 =400 249 2.4 A 421 57O
A00=d=315 a7 3.7 315 45,8 B 2
21 Ged=260 b 6.8 260 al6 484
FRC=cl=200 3.8 3.8 200 B5.4 445
Eie=cl= 160 44 4.4 160 a8 40,2
1B0=d=125 43 4.3 125 G4.1 354
125=d=100 31 3. 1) g7 ]
| D00 324 32.8 0 100,90 ]
TaTAL 100.0 100.0
| Dso= 3954 pm | |  sg= 432 |
BBY% de la masse des particules ont un diamétre compris entre
91,5 pm el 1708,0 um
350 7 — g ar T 120.0
—+— Falua comarkn
3020 1 L 1000
250
/ T &00
20,0 A 4
_*__,_,4-”* 1 600
15,0 =
_-r""*
100 _-*_'__4___,_4-"_ 40,0
e
5o 1 o 1 200
4000 3150 2300 2000 1500 1230 1000 200 &30 300 400 315 230 200 160 123 100 O
Chrverture pominale de maille =o pm




ImYrvo Labs

Granulométrie de poudres

Date d'analyse:
| 7082017

R&r dchantillan

S rsAalEsAT]

Usine:

Data de préléamant. Refus sur chaque tamis

Lieu de prélévameant:

Horme tamis
Dirmension-forme tamis

lamiseur: Relsch AS 200 digit

M&thode: A sec

- DINAS0O 33101
- 200 mm circulaire

Durée de tamisage: 10 minutes Fond du tamis: tissus métallique
Massa initiale: 100qg Durdartures: carrées
Cimensions des Refus sur chagus famis Cupverung nomnale | Refus | Passants
particulas: d Masure Toimal de maille CUMLIES | cumilles
Jurn o] o} * L e *
=000 275 275 4000 215 R
AQO=C= 515D £.4 6.4 3180 350 B
S BO=cl= 2500 B.1 5.1 2B00 S8.0 61.0
2RO 2000 3.2 3.2 2000 42.2 B7.8
2000 1 GO0 28 2.8 1600 4B.0 EE.D
1G00=d= 1260 &3 5.3 1260 438 51T
1250=d= 1000 23 23 1000 506 49.4
T =& 4.3 4.3 i hd 4k
S00=d=630 4. 4.1 530 590 410
BAl=d=E00 238 28 a1 G156 a2
BOl=d=400 =R 3.0 400 B G ah.2
400=d=516 Lo 5.0 316 69,8 a0z
31 Bed=2E0 23.0 23.0 200 928 7.2
2B0=d=200 1.0 1.0 200 93.8 G.2
200>d>160 4.3 43 160 981 19
1= 2k 1. 1.1 124 292 =
125=d=100 0z 0.2 100 944 0LE
1 Ogzg=0 0.5 0.5 0 100.0 wi
TOTAL 100.0 100.0
D50= 10715 pm | Sg= 340 |
B8 de la masse des paricules onl un diamélre compris entre
314.9 pm at 3645 6 pm
30,0 — uroemiage e e + 1200
—a— B cusaila
250 + o+ — 1000
4
w0 T ; -+ 80,0
.o-"'"‘j
150 - f_,.,-——*"”’ < &0
_4-——"*'--”
10,0 J,f-"'* L 400
.-‘*-F
0 4 + M0

4000 3130 2500 2000 1600 1250 1000 200 &30 300 400

Chverture nominale  de maille en

315 250 200 160 125

mo 0




InVivo Labs Granulométrie de poudres Date d'analyse:

13042017
R&f dchantillon: 17SAOGEA12 Tamisaeur: Retsch AS 200 digit
Lsine: Méthode: A sec
Date de prélévement. Refus sur chague tamis Horme tamis: DINASO 337101
Liew de prélévement: Dimension-forme tamis. 200 mm circulaire
Durée de tamisage. 10 minules Fond du tamis. lissus mélalique
Masse initiale: 100qg Duvertures: camées
Dimensions des Fefus sur chague tamis Chuerture norninale | Refus | Passants
padicules d Measira Total de mails CUMUIEE | cumUlEs
gy Q 0 ] L ! %
=000 234 P A000 238 6.2
ADDD=cf=3150 4.6 46 R0 284 76
F1R0=d=2500 3.2 3.2 2500 16 B 4
2Bz 2000 2.2 22 2000 338 EE. 2
Z2000=d= 1600 1.4 1.4 1600 38,2 G5
| G0z 260 04 0.9 1260 36,1 63,9
12E0=el=1000 1.1 1.1 1000 37.2 62,8
1000 d=800 20 2.0 300 9.2 (LN
ED0=c=Ra0 33 33 530 425 SRS
BN =500 3.2 3.2 ) 457 b3
EEVETS R 46 386 A0 443 I
400=d=218 6.0 5.0 315 55.3 447
21 bed=2E0 237 23.7 250 3.0 21.0
EhDed=200 1.4 1.7 200 20.7 19,3
Zhie=c=160 3h a8hb 160 49,2 10,8
1B0=d=1256 i3 7.3 1% 95.5 4k
1R 100 1.4 1.4 100 4749 21
1 0= 2.1 2.1 0 1000 0.0
TOTAI 100.0 100.0
| D50= 7102 pm | | sg= 381 |
BB% de la masse des particules ont un diamétre compris enfre
186 4 pmi el 27055 um
50 1 s Pty e m—— T 1100
—— Pl cossanki
00 | e 1000
o
v 1 800
150 4 )
#;' + 60,0
100 4 T
— +—v——*‘__*___+--_* T 400
s
50 1
: 4 200

4000 3150 2500 2000 15600 1250 1000 B0O &30 500 400 315 250 200 160 125 100 O
Chrverture nommal: de maille =0 pm




