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Introduction générale

Introduction générale

La vie se développe parfois dans des biotopes mb@iee considérés comme "extrémes" ou
les organismes doivent s'adapter a des conditionsromnementales stressantes. Le
fonctionnement de ces écosystemes est largeméuenicE par les facteurs biotiques, comme
la biodiversité et les interactions inter-spéciégueux-mémes liés aux facteurs abiotiques.
Les fortes variations des facteurs abiotiques damsécosystemes extrémes permettent
d’expliquer les relations de causalité entre cdustta structuration biologique, génétique et
biochimique de la biocénose.

Peu de travaux ont été réalisés dans les hydrosgstextrémes, malgré le rle important des
communautés qui y habitent. Parmi ces communalgésespeces planctoniques peuvent
coloniser ce type de milieu. L'étude de ces espétigne d'intérét, est nécessaire pour
comprendre le fonctionnement des écosystemes @mnajét des marais salants en particulier.
Les invertébrés des milieux salins restent mal usnoela est di principalement aux fortes
salinités et aux difficultés particulieres pourleoter et identifier les formes fragiles qui
peuplent cet environnement. Les aspects biologjghexchimiques et moléculaires des
peuplements zooplanctoniques de certains milieyetsalés des zones arides en particulier
restent encore peu connus. Dans ce contexte, laesdk Sfax constitue un exemple
particulierement intéressant en raison de I'ageanentes différents bassins en fonction de la
salinité pour une telle étude.

Objecitifs de I'étude

Les objectifs de ce travail s'organisent autoutrais poles :

% Compte tenu de linteraction entre les étres vigart leur environnement et
importance du zooplancton dans la chaine trophidévolution de la composition
des peuplements zooplanctoniques a été suivie \aaunide 4 stations de salinité
croissante afin de comprendre l'organisation sfeatde la faune pélagique et sa
modification temporelle en relation avec les vaoiat abiotiques du milieu. L'intérét
est de déterminer la relation entre les caraciguiss physico-chimiques du milieu et
la distribution des peuplements zooplanctoniquesetation avec les modifications
environnementales.

« Cette étude comporte également ['étude des casticpges biochimiques en
identifiant la qualité nutritionnelle en termes pi@rts en acides gras chez le
branchiopodéArtemia salinaet chez quelques espéces de copépodes, ces dsnonées

indispensables pour une éventuelle exploitatioraegje.
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« L’absence de données génétiques sur les organizomgganctoniques des milieux
extrémes et de la saline de Sfax, améne a soutpsdques questions directement
lites a la diversité et a la variabilité génétigdes espéces zooplanctoniques
caractéristiques (copépodeshatemig de cet environnement. Des corrélations entre
la structure génétique et la distribution des défifdes especes zooplanctoniques de la
saline de Sfax ont été recherchées. Finalemeptékence d’espéces cryptiques a été
identifiée.

Organisation du mémoire de thése

Cette these est composée d’'un premier chapitre@xposera le contexte bibliographique au
sein duquel s'inscrit cette étude. Une introductsom l'intérét d'étudier les salines sera
appréhendée. La place du zooplancton au sein deswé trophiques planctoniques sera
examinée. L'intérét d'utiliser les marqueurs biothues de type acides gras (AG) pour
'étude des relations trophiques s'établissanteetds communautés zooplanctoniques
incapables de les synthétiser sera également mppe$ différents concepts moléculaires
étudiés sont aussi présentés dans cette synth@mgtzphique.

Le second chapitre de ce manuscrit est dediéualééte la relation entre les communautés
zooplanctoniques et les parametres environnemerttada saline de Sfax. Il décrit la zone
d'étude (saline de Sfax) ainsi que les différem@shodes de prélevement et d'analyse des
parametres physico-chimiques utilisés pour carsetérce milieu. Ce chapitre présente,
egalement, I'ensemble des résultats obtenus, ceerdesont comparés a d'autres travaux et
discutés.

Le troisieme chapitre est consacré a l'étude deohaposition biochimique en acides gras
(AG) du zooplancton de la saline de Sfax couplér facteurs environnementaux. Il
comprend la technigue utilisée pour doser les aciplas chez les especes zooplanctoniques
clefs. Les résultats trouvés sont discutés.

Le quatrieme chapitre fait le point sur les teche®jde laboratoire qui ont permis l'obtention
des données moléculaires, de les traiter de facorecanstruire des phylogénies, et
d'interpréter la structure génétiqgue des populatitndiéesles résultats obtenus de I'étude
géneétique des especes zooplanctoniques de la dali@fax seront abordés et discutés dans ce
chapitre.

Une conclusion générale fera la synthese des agswubtenus dans cette étude et ouvrira des
perspectives en vue d’approfondir nos connaissaswekhistoire et la diversité génétique du
zooplancton des milieux extrémes en général eadmline de Sfax en particulier pour une

meilleure compréhension de I'évolution des orgaegsde cet écosysteme.
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Au-dela des objectifs présentés ci-dessus, lestiqunesauxquelles cette these tentera de
répondre sont les suivantes :
» Comment le zooplancton de la saline de Sfax réplaana facteurs environnementaux
et en particulier a la forte salinité? y a t-il afees facteurs abiotiques a fortes

influences?(article 1 publié : Strong and stable environmental structuring ref t

zooplankton communities in interconnected salt gpnd
» Quels sont les caractéristiques biochimigues degpmdes et des artémies de la
saline? drticle 2 publié : The effect of environmental factors on the fattydac

composition of copepods ardtemiain the Sfax solar saltern (Tunisia))

> Existe-il une variabilité génétique intra et inggeécifique? drticle 3 en _cours:

Population genetics and molecular phylogeny inbdttiee shrimpArtemig)
> Existe-il des espéces cryptiques de copépodes a@anglieu? article 4 en cours:

Cryptic diversity and molecular phylogenetics irpepods among Sfax solar saltern
(Tunisia))
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Chapitre | : Synthése bibliographique
A. Les salines
Les salines sont considérées comme des écosystarieslliers et intéressants a cause de
leur importance écologique et économique, ces mxli@ppartiennent aux zones humides.
Elles constituent un refuge pour certains organssroemme les oiseaux migrateurs et
contribuent a la production de la biomasse (Sntithl.e 2011 ; O'Connell et al., 2012). Ces
milieux sont sensibles aux activités qui les ergot(Smith et al., 2008). Leur dégradation
peut engendrer des effets écologiques, économigussciologiques négatifs (O'Connell et
al., 2012).
Ces milieux qualifiés d'extrémes sont des écosyedene transition naturels, ils sont situés
entre le milieu continental et le milieu marin.
Les salines se divisent en plusieurs bassins peftomls interconnectés ou la salinité
augmente depuis la prise d'eau (eau de mer) jusgbassins cristallisoirs. C’est dans ces
derniers que le sel est produit. Les bassins ddefaialinité (38 a 100 psu) présentent des
caractéristiques biotiques et abiotiques similagreglles des lagunes cotieres (Evagelopoulos
et al., 2007). Ces bassins, en contact avec laeffectuent des échanges continus avec celle
ci (Dolapsakis et al., 2005).
Ces écosystemes présentent des conditions stressaintcontraignantes, particulierement
lies au stress salin, pour les différentes fordeesie (Torrentera et Dodson, 2004). Malgre
cela, la diversité de la faune et de la flore qustent dans ce milieu reste élevée. De ce fait,
les espéces qui y habitent doivent développer tlatégies d'adaptation pour survivre et se
reproduire. Malgré les travaux effectués dans tke limtopes (exemple Thiéry et Puente,
2002 ; Torrentera et Dodson, 2004 ; Dolapsakis. e2@05 ; Abid et al., 2008 ; Khemakem et
al., 2010 ; Khemakem et al., 2013), beaucoup detmus restent posées a propos de ces
milieux influencés par les changements climaticetdsydrographiques.
Ces milieux présentent un grand intérét écologajiezonomique, similaires des écosystémes
meéditerranéens (Korovessis et Lekkas, 2000). Léler &conomique réside dans l'extraction
du sel par le biais de I'évaporation (Evagelopoeloal., 2007). Pour cette raison, un intérét
continu est accordé a ces écosystéemes.
Ces zones humides présentent des opportunités texueglles pour étudier la biodiversité
associée a des conditions environnementales gémaat considérées comme stressantes.
Les variations de la salinité ont une influence laudynamique, la composition biochimique
et la structure génétique des peuplements.
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En plus de la richesse biotique du milieu, lesngsliconstituent des patrimoines culturels,
paysagers et des héritages industriels.

Parmi les organismes qui contribuent au bon fonoonent de la saline, leesmmunautés
phyto et zooplanctoniques jouent un rdle crucias Grganismes ont une position clé dans le
réseau trophique puisque le zooplancton est cadsidémme une charniére entre les
producteurs primaires (phytoplancton) dont il sarnb et les niveaux trophiques supérieurs
(macrofaune benthique, poissons, oiseaux...).

Dans les salines, I'extraction du sel n'est paks®nt un processus physique d'évaporation
lite a I'énergie solaire mais elle est aussi faéwipar les processus biologiques et les
organismes caracteéristiques de ces milieux de sau(@avis, 2000). La quantité et la qualité
du sel dépendent des différentes communautés plaqaes entre autres celles qui colorent
I'eau. Certaines sont pigmentées ce qui augmebdentimulation d’énergie solaire, et donc
augmentation de la température du milieu. Ainss loiectéries halophiles liberent de I'énergie
et chauffent lI'eau. Ces 2 processus favorisentag@ation. Enfin les communautés
benthiques minimisent l'accumulation des substamrgsniques (Segal et al., 2009) et
contribuent, ainsi, a augmenter la qualité du sel.

Selon les organismes considérés, les processusgigjoes impliqués dans la production de
sel varient. Ainsi, led\rtemiasp. et les bactéries halophiles interviennent damsoduction

du sel. A des taux limités d'oxygene, lealobacterium qui se proliférent en se nourrissant
des Artemia mortes, produisent un pigment protéique (bacteodopsine) qui convertit
I'énergie lumineuse en énergie chimique et augmémtéempérature, par conséquent,
I'évaporation et la production du sel croissents Lgrotistes microscopiques, comme
Dunaliellaqui est une alimentation majeure datemia augmentent I'absorption de I'énergie
solaire. Par contre, d'autres organismes ont it efffaste, parmi ces organismes qui nuisent
a la production du sel, le cyanobacteri@mccochlorissp. produit un mucus qui augmente la
viscosité des saumures, et diminue ainsi |'évajporata présence de ces organismes est
favorisée par les concentrations élevées en phosg\ira et Bio, 2011).

B. Les caractéristiques de certaines communautésgaanctoniques

Les recherches impliguant le zooplancton en géreirlds copépodes et Idstemiasp. en

particulier ont été et restent abondamment reptéssmans la littérature. Ainsi, les processus

physiques et biologiques ayant une influence surdiamamique des communautés

planctoniques, et particulierement celles des copep et dedrtemiasp., sont relativement

bien connus, ces travaux soulignent I'importanceateespeces dans I'écosysteme aquatique.
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Cependant, peu d’études ayant trait aux milieuxngdres en général et aux marais salants en
particulier, sont disponibles dans la littératuf@agis, 2000). Etudier ces communautés

zooplanctoniques vivant dans les milieux extréntsnme les salines, est donc devenu

indispensable pour améliorer la connaissance dbiotxpes.

|. Le zooplancton

Le plancton est I'ensemble des organismes (animautgtrophes, archéobactéries ou
bactéries) dérivant aux grés des courants dansdes douces, saumatres et salées. Cette
communauté s’oppose au necton pouvant nager aeecmtirant et contrdler sa position dans
la colonne d'eau (céphalopodes, poissons et mamesifenarins). Parmi les organismes
planctoniques, le compartiment hétérotrophe se rissant de matieres organiques
autochtones et allochtones issues des végétausaotress animaux constitue le zooplancton.
Ce dernier peut étre alors herbivore ou/et carei(@ougis, 1974). Ce groupe de plancton
présente divers comportements alimentaires : tfittna prédation et symbiose avec le
phytoplancton autotrophe.

Le zooplancton, maillon essentiel dans les réesaaphiques aquatiques joue un role clé dans
le transfert de la matiére et d’énergie entre lestp producteurs primaires et les niveaux
trophiques supérieurs (Levinsen et Nielsen, 2009hsi, il est considéré comme un
consommateur qui régule la biomasse phytoplanasenigotamment lors des efflorescences.
Le compartiment zooplanctonique joue également @le important dans les cycles
biogéochimiques, notamment dans le cycle du cartbtaesférant celui-ci des niveaux
inférieurs vers les plus hauts niveaux trophiquels tjue les larves et les juvéniles de
poissons.

L’abondance et la distribution du zooplancton sfmmtement influencées par les facteurs
physico-chimiques, I'état physique de la coloneaw'ainsi que la distribution et I'abondance
des autres espeéces.

Le zooplancton peut survivre dans les milieux angal extréme comme les salines. Ce
plancton joue un réle fondamental dans la chaiimeeataire et dans I'équilibre du milieu
environnant. Il est largement dominé dans la pludas hydrosystemes par les copépodes
planctoniques.

Il. Les copépodes

En se basant sur leur taille, leur diversité et l@oondance, les copépodes sont considérées

comme « les insectes de la mer » (Huys et Boxst28l1). De nombreux travaux ont eu pour

objectifs d’étudier la diversité, la dynamique, lbsbitats, les modes de vie et le
6
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développement larvaire de ces petits crustacéstplaiques, afin de comprendre leurs réle
dans I'écologie, la biologie trophique, la gestides péches et aussi dans l'aquaculture
(Drillet et al., 2011).
D’autres travaux ont montré I'utilisation possilles copépodes dans I'évaluation de I'impact
des contaminants dans I'écosystéme marins (Forgetylet al., 2005). Ce modeéle s’est avéré
pertinent pour révéler la présence des polluargaroques comme les agents antifouling, les
pesticides (Staton et al., 2002), les hydrocarbarematiques polycycliques (PAH) (Lotufo,
1997) et les polychlorobiphényles (PCB) (Magnussoral.,, 2007) dans les écosystemes
marin. De méme, ce taxon sert a évaluer le risggec® a I'exposition aux perturbateurs
chimiques endocriniens (EDC) (Marzio et al., 208hsi, dans certains pays, les copépodes
sont utilisés pour faire des essais de réglementatixicologique (Edmar, 2002). D'autres
recherches se sont focalisées sur les copépodeseatas bio-indicateurs et un systeme
d'alarme signalant les changements climatiqueseftereet Pershing, 2007) vue leur petite
taille et leur courte durée de vie. Ces crustaémmndent rapidement aux changements
environnementaux et sont considérés, de ce famnm des indicateurs biologiques des
masses d'eaux (Hays et al., 2005) et des biomasjukas changements des écosystemes
aquatiques (Marques et al., 2011).
Enfin, certaines espéces de copépodes sont usild#®s I'aquaculture. Ces copépodes sont
des proies pour les larves de poissons comme lesesides flétans, les poissons plats et les
barramundis (O'Bryen et Lee, 2005).

II.1. Classification
Les copépodes forment une sous-classe appartefenltagse des maxillopodes dans le sous-

embranchement des crustacés constituant une ssibdivide I'embranchement des

arthropodes.
Regne : Avall
Embranchement Arthropodes
Sous embranchement Crustaceés
Classe Maxillopodes
Sous classe Copépodes

Les copépodes sont considérés comme l'un des mipsrtants groupes d'invertébrés en

nombre d'especes dans les systemes marins eti@ssugfi et al., 2009). Les adultes des

copépodes font partie du méso zooplancton (200 iZnmram) (Bradford-Grieve et al., 1999).

lls constituent lI'une des principales composanteszabplancton métazoaire (Mauchline,

1998). lIs forment un groupe extrémement diversiiénprenant 200 familles, 1650 genres et
7
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11500 espéces décrites (Huys et Boxshall, 1991 mdsu 1994). La diversité réelle reste
néanmoins encore largement sous-estimée car ceraaobvre seulement 15 % du nombre
actuel des especes de copépodes sur la planétel'sstimation de Machida et al. (2002),
plusieurs d'entre elles n’étant pas encore idéefi
Avec plusieurs milliers d'espéces connues, les &tdigpida, les Calanoida et les Cyclopoida
sont les groupes de copépodes les mieux représéstésdensité et leur dynamique sont tres
variables suivant les écosystemes et la saisond&gas (Drira et al., 2009).

[1.2. Abondance et distribution
Les copépodes surclassent tout autre organismelarmbpnique au sein de I'écosysteme
aguatique du point de vue abondance avec 70 a €@ % biomasse totale du zooplancton
(Nybakken, 2001). Dans les lagunes et les estydgesopépodes représentent 80 a 95 % de
la biomasse zooplanctonique globale (Heerkloss.,e1290) et 70 % dans les océans (Wells,
1984).
Les copépodes ont colonisé divers écosystemesbéttsaaquatiques : des environnements
d'eau douce aux environnements marins et hypessalipresque tous les régimes de
température et donc toutes les latitudes (des étmgs polaires aux tropicaux en passant par
les écosystemes tempérés) et toutes les altitubss, milieux montagneux (Elgmork et
Halvorsen, 1998) aux fosses abyssales (Wolff, 1@6@ur les sites hydrothermaux (Heptner
et Ilvanenko, 2002). En raison de leur large distrdm, les copépodes ont développé divers
style de vie (Huys et Boxshall, 1991) qui leur petmis de s’adapter aux différents milieux.
Ce compartiment animal existe sous divers formddbre ou parasite, planctonique ou
benthique.

I1.3. Réle trophique
De nombreuses études ont mis en évidence I'impoetales copépodes dans les chaines
alimentaires marines. lls sont considérés commepuoehicteurs secondaires (Figure 1) entre
les producteurs primaires (phytoplancton) et legeanix trophiques supérieurs (comme les
larves de poissons et les poissons planctonivgrag)pert et al., 2003 ; Hays et al., 2005 ;
Letessier et al., 2012). Ce sont des organismaspelgicipant de fagcon majeure au cycle de

nutriments et au flux énergétique dans les écaspgst@quatiques (De-Young et al., 2004).
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Matiéres organiques

:} Est mangé par
-

Fig.1. La chaine trophique
(http://I WWW.fnh.org/SOS_mp/pedago/roy_vie/chaineahtm)

II.3.a. Copépodes : proies
La portée du rble écologique des copépodes ne §teeitremise en cause. Ces crustacés
planctoniques ont un réle important dans la chaiimeentaire dans la mesure ou, par leur
diversité spécifique, leur abondance et leur riseem protéines et en acides gras (McKinnon
et al., 2003), constituent un aliment de choix pdifiérents organismes zooplanctoniques,
notamment les nauplius des artémies (Watanabe 498B), les chaetognathes, les crustacés,
les céphalopodes (Plounevez et Champalbert, 199) mombreux poissons marins (Dolbeth
et al., 2008) et planctonivores (M6llmann et a0p2 ; O'Bryen et Lee, 2005). Ainsi, ils se
situent & la base de pratiquement toutes les chailimentaires pélagiques. Beaucoup de
poissons d'importance économique, ont un régimmaeaiaire basé presque exclusivement

9
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sur les copépodes a au moins un stade de leur dgclee : le stade larvaire (bar, sardine,
morue....) ou bien le stade juvénile (Hicks et CoL883) et parfois, comme le hareng, tout
au long de leur vie (Turner, 1984).
Ces prédateurs sélectionnent leur proie copépaaldaille, les stades de développement, le
comportement natatoire, la visibilité, la facult chpture, la valeur nutritive des copépodes
peuvent étre des facteurs impliqués dans cettete#dPryor et Epifano, 1993 ; Hillgruber et
al., 1995 ; Kiesling et al., 2002). Trés probablamée principe de sélection ne dépend pas
d’un seul facteur mais de la combinaison de plusié@cteurs.

[1.3.b. Copépodes : prédateurs
Le régime et le comportement alimentaire des copepdalifférent selon l'espéce considérée
(Tackx et al., 1990). Certains copépodes planctesgont herbivores et presque toujours des
filtreurs (Graeve et al., 1994). Les proies camargont souvent des algues unicellulaires de
petite taille (5 & 50 um environ) (Copin-MontaigR002). Parmi ces algues, on retrouve les
diatomées (Mauchline, 1998), les chrysophycéessetiyptophycées (Antajan et Gasparini,
2004).
D'autres especes de copépodes sont carnivoregddat@urs (Calbet et al., 2007). On peut
retrouver dans leur régime alimentaire des promsvent mobiles : les radiolaires, les
rotiferes, les larves d'autres crustacés ou erttatgres copépodes. Le cannibalisme n’est pas
rare chez les copépodes (Basedow et Tande, 20@&yuet Zeng, 2009) surtout dans les cas
de culture. Ce phénoméne est observé chez plusiespgeces Sinocalanus tenellys
Centropages abdominaligigriopus fulvuset Acartia sinjiensiy. Ce sont souvent les stades
juvéniles des copépodes qui sont les victimes gthéaomene (Ohman et Hirche, 2001).
Néanmoins, beaucoup de copépodes planctoniquegnesite entre ces difféerents
comportements alimentaires en fonction de la didpd®, la taille et la valeur nutritive des
proies (Adrian et Schneider-Olt, 1999). Ainsi cloes especes omnivores (Dalsgaard et al.,
2003 ; Arts et al., 2009), on retrouve parmi lepmsies des algues ou du petit zooplancton et
méme des détritus. C'est le casQithonasp qui a une préférence alimentaire pour les ciliés
et les dinoflagellés (Lonsdale et al., 2000) magere également les diatomées (Hopkins et
Torres, 1989). Les Calanoida, quand a eux, ingénefiérentiellement des détritus (Dilling et
al., 1998) et des protistes (Froneman et al., 1996)
Quel que soit leur régime alimentaire, les copépode montrent cependant souvent

extrémement sélectifs, surtout chez les omnivodasigen et al., 2006). Les principaux
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criteres de sélection mis en évidence sont priteipant la taille (Troch et al., 2006j la
composition biochimique des proies (Copin-Montai@02).

I1.4. Réle des copépodes dans les cycles biogéapinas
Les copépodes participent de fagcon majeure awesyabgéochimiques (Lorda et al., 2013).
En effet, ce compartiment zooplanctonique constieupremier lien majeur dans la chaine
alimentaire transférant la matiere organique prtedypar les producteurs primaires
phytoplanctoniques et les boucles microbiennes lersniveaux trophiques plus élevés, il
permet ainsi la rétention ou le transfert de cest&léments fondamentaux comme le carbone
et 'azote (Gasparini, 2005).
De plus, les copépodes produisent des quantitégriemges de pelotes fécales, ces dernieres
se déposent au fond et se re-minéralisent sousobades micro-organismes (Olli et al.,
2007). Le flux de pelotes fécales produit par lepépodes vers les fonds océaniques a un
impact significatif sur le cycle des nutrimentdext taux de sédimentation, apportant de facon
relativement rapide une grande part du carboneodibfe dans les environnements profonds.
Par exemple, ces pelotes fécales contribuent a 80 faux de carbone organique particulaire
dans le Nord de la mer de Barents (Wexels Riseal.et2008). Méme dans les océans
oligotrophes, cette fraction reste élevée et est'atdre de 14 a 35 % (ce pourcentage
augmente avec I'augmentation de la profondeur)gdvilet al., 2008).
Enfin, les copépodes permettent aussi le trangpdat rétention de I'azote. lIs le libérent sous
différentes formes : ammonium (Bl et azote organique dissout (DON). A titre d'exEmp
dans une expérience menée au laboratdirediscaudataet C. helgolandicuscontribuent
fortement a la production totale de DON sous fordexcrétion directe (79 et 64 %,
respectivement) (Vincent et al., 2007).

Ill. Les Artemia

Artemia sp. appartient a l'ordre des Anostraca qui fait pattela classe des branchiopodes
constituant une subdivision de 'embranchementadigtsopodes.

Régne : Animal
Embranchement Arthropodes
Sous embranchement Crustacés
Classe Branchiopodes
Ordre Anostraca
Famille : Artemiidae

11
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l1l.1. Répartition
Artemiasp. est un groupe cosmopolite qui peut survivdesiconditions environnementales
stressantes : salinités extrémes, faibles ou faeesperatures et anoxie (Torrentera et
Dodson, 2004). Grace a cette flexibilité, les hatbitle ces organismes sont distribués partout
dans le monde a I'exception de I'Antarctique (Brewet Mac-Donald, 1982). lls vivent dans
les lacs salés et hypersalés (Thiéry et Puente) 208 lagunes cotieres et dans les étangs
(Triantaphyllidis et al., 1996). L’absence de cottpérs favorise le développement de ce
branchiopode dans les bassins sursalés.

[11.2. Modes de nutrition et role trophique
Grace a ses antennefytemia sp. est capable de filtrer les particules alimesga
(phytoplancton, bactéries et détritus) dont lddae situe entre 1 et 30 microns (Dobbeleir et
al., 1980). Lorsque le phytoplancton devient raegemia sp. se positionne sur les fonds
vaseux et agite les micro-particules organiquesrsgitées afin de les mettre en suspension
pour les filtrer et les ingurgiter. Cependant, leytpplancton, surtout les chlorophycées
Dunaliella salinaet Chlamydomonasp., reste la nourriture préférée pour ce branduepen
raison de leur haute valeur nutritive en protéi#gsdi et al., 2004).
Dans les marais salanfgtemia sp. constitue, en outre, la proie préférentiekbs diseaux
vivants dans les sites hypersalins (Thiery et RyeB002) tels que les flamants roses
(Torrentera et Dodson, 2004).
L'importance de ce crustacé réside dans sa valgtive, écologique et économique.
Grace a sa valeur nutritive en protéines et eneacigtas,Artemia sp. est une nourriture
potentielle pour les larves d'écloserie et les espél'aquariophilie (Guermazi et al., 2008 ;
Vieira et Bio, 2011). En plus de leur qualité niixg, la petite taille des nauplius convient
parfaitement aux jeunes stades larvaires de passbule crustacés (De Los Santos et al.,
1980).
Artemiasp.contribue également a la boucle microbienne. Egt,edes excréments fournissent
des substances nutritives essentielles pour lela#yement de la flore bactérienne comme
Halobacteriunmsp.

C. Utilisation des acides gras pour I'étude des réaux trophigues

Pendant longtemps, I'étude des apports alimentaiiase espéce, passait par I'analyse du

contenu stomacal (Schmidt et Atkinson, 2006). Idétde la composition lipidique (Caramujo

et al.,, 2008), apparue ces derniéres déecenniesjnesinéthode plus efficace. Les lipides

jouent un réle majeur dans le développement etdssance des organismes. lls constituent
12
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une source d'énergie calorique pour la majorité atganismes. La quantité et la qualité

nutritionnelle des aliments disponibles dans leiemnilconditionnent la disponibilité des
lipides. Les acides gras (AG) sont les constitualgsbase de la majorité des lipides, ils

constituent la fraction saponifiable des lipides.

I. Définition et structure

Les AG présentent un caractere structural comnilsrportent tous un groupement carboxyle

COOH (Figure 2).

Téte polair, groupe = 'u“e, ““““
hydrophile carboxyle Pl i o e
o=c,
"""""""" 3 CH;
HyC 3
3 cH
1CHy
/7
"’C"\ Groupe
. Queut « CHy acyle gras
Non polaire  pygrocarboné
hydrophobe chaine 14
aliphatique ' CH,
HsC »
wCHy
HyC 1
T RS R

Fig.2. Structure d’'un acide gras (AG)

lls sont formés d’'une chaine linéaire ou ramifi@ecaractere hydrophobe, comprenant un

nombre d’atomes de carbone variable de 4 a 36pdlsvent présenter une ou plusieurs
insaturations. On distingue :

carbonée.

carbonée.

« Les AG saturés (AGS) : chaine carboné sans doiadern.

% Les AG monoinsaturés (AGMI) : ils possedent unebimdiaison sur la chaine

% Les AG polyinsaturés (AGPI) : ils possedent plusiedoubles liaisons sur la chaine

La nomenclature des AG est basée sur la longuela dbaine de carbone, I'existence de

doubles liaisons, leur nombre et leur position. nanenclature utilisée est la suivante :

X:Y(n-Z)

X : nombre d’atomes de carbone sur la chaine aigpa

Y : nombre de doubles liaisons

13
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Z : localisation de la premiére double liaison ampter a partir du groupement méthyle
terminal
Exemple : acide linoléique 18:2(n-6) : ¢HCH,);—~CH=CH-CH-CH=CH-(CH,);-~COOH

[I. Réle et utilisation des AG en tant que marqueurdes relations trophigues

planctoniques
La stabilité métabolique de certains AG lors dwundfart trophique les classe comme des

biomarqueurs lipidiques trophiques (Fatty Acid ThimpMarkers (FATMs)) (Auel et al.,
2002) permettant ainsi de les utiliser en tant maeeurs des relations proie-prédateur dans
I'environnement marin (Dalsgaard et al., 2003). G@Bposés sont présents chez la plupart
des procaryotes et eucaryotes a I'exceptionAdebae De plus, certains AG sont également
des indicateurs de la qualité nutritionnelle d'wmpartiment trophique spécifique tel que le
zooplancton (Dalsgaard et al., 2003 ; Brett et28106), les poissons (Piché et al., 2010) et les
mammiféres marins (Budge et al., 2006).

Les acides gras essentiels (AGE) constituent degpaosants importants durant la période de
reproduction, d’embryogenese et de croissance dplaecton marin (Arendt et al., 2005 ;
Peters et al., 2007) et d'eau douce (Boéchat ea\d2006).

L'acide eicosapentaénoique 20:5(n-3) (EPA) etdéaciocosahexaénoique 22:6(n-3) (DHA)
sont des AG oméga 3 produits par le phytoplandtemntrent dans la composante structurale
de la membrane cellulaire agissant ainsi sur plusiprocessus physiologiques (Guschina et
Harwood, 2009). Les acides gras hautement insaf{&féa, DHA, et ARA 20:4(n-6) (acide
arachidonique)) interviennent aussi dans la crossale succés de la reproduction et le
développement neural du zooplancton et des poigRavet et al., 2003 ; Brett et al., 2006).

I1l. AG et parameétres environnementaux

La composition biochimique d’'un groupe taxonomiese susceptible de varier en fonction
des conditions environnementales (Guschina et Hadw®009). Les corps gras, en
particulier, sont trés sensibles aux changementsoemementaux et aux facteurs de stress
qui peuvent agir sur la disponibilité de la noumdt En conséquence, la production des acides
gras hautement insaturés diminue avec l'eutropbisdMuller-Navarra et al., 2004) ou le
réchauffement climatique dans les écosystémesiggaat(Arts et al., 2009).
Ainsi, la température, la salinité, la lumiere &t hutriments agissent sur la composition des
AG chez les algues (Guschina et Harwood, 2009) raemtions UV réduisent la quantité en
AGPI chez le phytoplancton (Wang et Chai, 1994k temeurs en AGPI sont aussi fortement
influencées par l'intensité lumineuse et les nudrita (Leu et al., 2006). Par ailleurs, la
14
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guantité et la qualité des AG sont liées a la didplité de la nourriture qui varie selon les
saisons et selon les milieux.

IV. AG et synthése
Les AG contenus dans les lipides des crustacésusomtélange d’AG issus de l'alimentation

et d’AG synthétisés daeovopar le zooplancton (Desvilettes et al., 1997). Biesonversions,
des élongations et des désaturations de certaingefient avoir lieu apres leur incorporation
dans un organisme. Par ces processus, des copépmuese certains Harpacticoida sont
capables de transformer une chaine courte d’AGnfple 18:3(n-3)) en une chaine longue
polyinsaturée (Nanton et Castell, 1999).

Il a été montré que plusieurs espéces de copé@baient capables de synthétiser du 20:5(n-
3) et du 22:6(n-3) a partir du 18:3(n-3) proverdmia nourriture ; c'est le cas par exemple du
Cyclopoida d'eau doudeéucyclops serrulatugDesvilettes et al., 1997) et de I'Harpacticoida
marin Tisbesp. (Nanton et Castell, 1998). Plusieurs auteurpmposé des voies de synthése
des AG chez les copépodes marins (Kanazawa &0ap, ; Sargent et Whittle, 1981 ; Kattner
et Hagen, 1995) (Figure 3). Lorsque I'apport ligik alimentaire est suffisant, la synthése et
la bioconversion des AG sont ralenties voire inbg@t la majorité des AG provient de

I'alimentation sans subir de modification marquée.

140 —» 16:0 — 15:.0 —20:0

l } l

16:1(n-7) 18:1(n-9) 20:1(n-11) ——» 22:1(n-11)
18:1(n-7) 20:1(n-) ———> 22:1(n-%)

18:3(0-3) — 203(n-3)

| |

18:4(n-3) 20:4(n-3) —» 22:4(n-3)
20:5(n-3) 22:5(n-3)
22:6(n-3)

18:2{n-6) — 20:2(n-§)

|

183(n-6) —» 20:3(n-6)

! l

184(n-6) — 204(n-0)

Fig.3. Voies de synthése des AG chez les copépauasins (d'aprés Kanazawa et al.,
1979 ; Sargent et Whittle, 1981 ; Kattner et Hagern 995)
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V. AG et réserves énergétiques

Les copépodes ont adopté une stratégie d'accupruldd quantités considérables de réserves
énergétiques qui leur permettent d'assurer lewieswen période de carence nutritive du
milieu (St. John et Lund, 1996). Ces réserves sssentiellement constituées de lipides,
stockés sous la forme de céride (CE) et/ou deytdgide (TG) dans des gouttelettes
lipidiques et/ou un "sac a huile" qui augmententr l@ottabilité (Kattner et al., 1994). Les
réserves energétiques peuvent également étre sekeniveau des ceufs comme chez les
CalanoidaTemora longicornidEvjemo et al., 2008) éuchaeta japonicales lipides de ce
dernier sont, majoritairement, sous la forme diestede TG (58 % et 19 % respectivement).
Certaines espéeces présentent d'importantes qead#t€€E et peu ou pas de TG alors que
d'autres stockeraient uniquement des TG. Ces §pilderéserve peuvent représenter jusqu'a
70 % du poids sec de l'adulte chez les Calanoitkrps tels queCalanus finmarchicyset
jusqu'a 60 % chez certains Calanoida lacustres d&atoeg et al., 1998). lls assurent la
survie de la population et soutiennent les mécagssphysiologiques liés au développement
des stades précoces de ces especes (Lee et )., 197

D. Acquisition des données moléculaires

La découverte de la structure de I'ADN par Watsb@rick (1953) a donné naissance a la
génomique, la science du génome qui étudie lataneiet le fonctionnement du génome. Les
progres de ces dernieres annees en biologie malgxwnt permis de grandes avancées
techniqgues comme par exemple, le séquencage contpietgénome du nématode
Caenorhabditis elegan@iodgkin et al., 1998) et de 'homme (InternatioHaiman Genome
Sequencing Consortium, 2001). L'assistance infoilgqnatapportée a cette science génére une
nouvelle discipline : la bioinformatique. Cetteaine est appliquée dans différentes études
tel que la phylogéographie, la phylogénie ou leggts génomiques. Cela a permis grace a
'avancée de la technologie du séquencage de retidponible une grande quantité de
données moléculaires. Ces données jouent un rileriemt dans I'identification moléculaire
des especes surtout lorsque les caracteres mogiipoés sont considérés comme ‘réduits’
comme le cas des copépodes (Adamowicz et al., 2Q1@ijisation des séquences de 'ADN
comme source d'information complémentaire a unssdiaation morphologique est une des

solutions adéquates dans ce cas.
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I. La notion d'espéce et les problémes liés a laxonomie

I.1. La notion de délimitation d’espece

L’espéce est le taxon de base de la systématigu@ravient du latin « species » qui signifie
aspect ou apparence. Une espéce peut étre déimime étant un ensemble d’individus qui
ont des traits morphologiques similaires. Les iidlis d'une méme espece sont interféconds
et par conséquence peuvent se reproduire entretengendrer une descendance féconde.
Cependant, la notion d’espéece est plus compliguéa eléfinition varie selon les domaines
(Lee, 2003a). Plusieurs concepts d’espéce somtigéfans la littérature scientifique (Reydon,
2004). Deux concepts différents du terme espésayair I'espéce morphologique et I'espéce
phylogénétique seront employés au cours de ceiltrava

I.1.a. L'espece morphologique
Cette définition est la plus fréquente de tousctascepts d’espece. Elle réunit, sous le terme
espece, tous les individus possédant des caract@mphologiques semblables (Bray, 2009).
Cette définition est la plus proche de celle donpeeDarwin puisqu’il écrivait en 1859 : « le
terme espéce est donné arbitrairement pour desng@atiques a un groupe d’individus se
ressemblant ».
Le concept morphologique reste la base de la déliimn des espéces par les taxonomistes
malgré qu'il présente des limites pour classeao@s formes juvéniles qui peuvent présenter
une difference morphologique considérable avecalbdtes. Il en est de méme pour les
organismes dont les males et les femelles prédametimorphisme sexuel.
Si deux individus qui se ressemblent peuvent 8agsés sous la méme espéece, classer deux
individus qui ne se ressemblent pas sous deux espifférentes n’est pas sans risque. Donc
les différences morphologiques ne reflétent passszirement des différences génétiques
(Jung et al., 2006). Le phénomeéne le plus spe@meutlans ce cas est le cyclomorphose
(Chang et Hanazato, 2003). Bien que la morpholsgieencore la méthode la plus commune
d’identification des espéeces, il semble nécesshirtaire référence a d’autres critéres comme
les différences génomiques pour affiner la classifon de certains groupes d’organismes.

I.1.b. L’'espéce phylogénétique
En 1989 Cracraft a défini I'espéce phylogénétigeenme un ensemble non réductible
d’individus ayant en commun une diagnose qui Ié&mdincie des autres et comprenant les
ancétres, les individus actuels et leurs descemrdarCette définition integre en plus des
caractéres morphologiques a travers le terme «ndggy», l'information génétique et la
généalogie.
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l.2. Les problemes de taxonomie
L'identification consiste a accorder une unité teoique nouvelle ou existante a un groupe
taxonomique préalablement présent dans une clzsiin déja existante. En d'autres termes,
l'identification ne peut se faire qu'en utilisaatclassification existante qui constitue une base
de connaissance nécessaire. Les méthodes utifiséedidentification (comme la dissection
dans le cas des copépodes) et la robustesse deicgtint donc intimement liées aux travaux
réalisés auparavant. S'il est relativement facitkedtifier des organismes complexes visibles
a I'ceil nu, il en est tout autrement pour les oigaas plus petits comme le zooplancton en
général et les copépodes en particulier.
Un autre probleme délicat est la définition depee que I'on veut identifier. Par exemple,
dans le groupe des copépodes, il existe encoreesbplusieurs synonymes par espéece. Ces
noms d'espéces peuvent varier d'une publicatidauéré c'est le cas de I'Acartidaeartia
(Paracartia) grani(Rose, 1933 ; Boxshall et Halsey, 2004).
De plus, grace aux études de phylogénie moléculiréaxonomie de ces organismes est
régulierement modifiée. Le nom d'espece est alorscancept tres relatif, compliqué et
dépendant de plusieurs parametres.
Pour éliminer toutes ces ambiguités, I'outil moléme restera une des solutions d'aide et
d'investigation, surtout que de nos jours, les desnmoléculaires sont de plus en plus
disponibles dans les bases de données.

Il. Les marqueurs moléculaires

La diversité des especes est un sujet d'extrémeriamnze pour les scientifiques et le public
en général. L’intérét pour la biodiversité a conduia recherche de nouvelles approches et
outils qui offrent de nouvelles visons de ce domaldne des approches prometteuses qui
s'est développée dans les dix dernieres annéesliestie la génétique moléculaire (Machida
et al., 2009 ; Bucklin et al., 2011) qui vise a elépper de nouveaux caractéres
d'identification et a discriminer les espéces (Hebtal., 2003 ; Stoeckle et Hebert, 2008).
L'étude des marqueurs génétique est I'un des étdilldis dans cet objectif.
Les marqueurs moléculaires sont des marqueursigeegtpolymorphes utilisés pour décrire
les variations génétiques dans des groupes d'thdivet pour analyser la distribution du
polymorphisme a lintérieur des individus (intralividuel), des populations (intra-
populationnel) et entre populations (intra-spéciéy Le choix des marqueurs génétiques
dépend de plusieurs criteres : leur vitesse d'@eoluleur structure et leur universalité. Le
niveau d'information génétique retenu pour les mamgs moléculaires dépend du taux
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d'évolution de ces derniers. On peut classer leguears génétiques selon qu'ils sont codants
ou non-codants, basés sur des variations de longuwede séquence (De Vienne, 1998). De
ces criteres découlent les approches utilisées pmur développement et les méthodes
moléculaires employées pour les révéler.
Le développement de marqueurs moléculaires a alié&éour un nombre d'especes de plus
en plus élevé, avec pour objectifs une meilleureassance de leurs relations généalogiques
(Sunnucks, 2000), une « cartographie géenétiqueus Ipaliser le génome, ou une description
plus fine de leur diversité génétique et de leassification taxonomique (Chen et al., 2011).
Les marqueurs moléculaires ont I'avantage de révedeflux de génes entre taxons proches,
de pouvoir séparer les especes sceurs ou crypbgues taxons ne sont distinguables que par
des caracteres mal définis. Il est donc de plusplers intéressant d’allier marqueurs
morphologiques et marqueurs moléculaires pour étudidélimitation entre taxons dans les
complexes d'especes.

[I.1. Les marqueurs utilisés

[I.1.a. ADN mitochondriatersusADN nucléaire?

Depuis les années 1980, des séquences ADN saeéesiicomme un moyen d’identification
des espéces, notamment chez les organismes ariafion morphologique est insuffisante.
Dans les cellules eucaryotes animales, 'ADN eglarié en deux génomes : le génome
nucléaire (ADNN) et le génome mitochondrial (ADNmt)
L’ADNmt est généralement préféeré a 'ADNn parceilga’ une vitesse d’évolution plus
élevée que celui du génome nucléaire [5 a 10 foéz des mammiferes (Wilson akt,1985)]
et s'affranchit des probléemes de recombinaisoneepalymorphisme individuel propres a
I'ADNnN. Il est employé dans 70 % des études phyggaphiques (Avise, 2000). Il est
constitué par une molécule d’ADN circulaire doublen (Bibb, 1981) contenue dans les
mitochondries des cellules eucaryotes. |l s’agindADN abondant, puisqu'il se retrouve a
des milliers d'exemplaires par cellule. Chez letagdaires, la taille du génome mitochondrial
fait environ 16 Kb et peut varier de 14 a 48 Kbriidao et al., 2011).
Parmi les copépodes dont le génome est séquercé& yidopoida, et plus précisément
Paracyclopina nanaprésente un génome totalement séquencé. La tdillegénome
mitochondrial de cette espéce est de 15,981 Kbonhprend 37 génes : deux séquences
codent les acides ribonucléiques ribosomiques (ARRB codent des acides ribonucleiques

de transfert (ARNt) et 12 codant des protéinesofdytome b, sous-unités | a Il de la
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cytochrome oxydase,é’Be sous-unité de I'ATPase, 6 polypeptides de la s de la
NADH-déshydrogénase [ND1 a ND6 et ND4L] ) (Figuje 4

GW

Paracyclopina nana

(15,981 bp)

Fig.4. Organisation de la molécule d'ADNmt cheParacyclopina nana (Ki al., 2009)
Geénes et régions ribosomales nucléaires et mitathadas

Une cassette ribosomale dans le génome eucaryolkéaive (Figure 5) comprend les genes
18S, 5.8S et 28S qui sont séparés par les régitarsalaires transcritesnf{ernal_Tanscribed
Spacer : ITS1 et ITS2). Les régions bordant lesattess correspondent aux zones transcrites
externes (Eternal Transcribed Bacer : ETS) (Harris et Crandall, 2000).

|[ETs | 18s [ ms1 | | iTs4 |
Traitement de précurseur 45S ARNr (ETS, ITS 1, 2rakbgs)
| | L] |
18S ARNr 5.8S ARNr 28S ARNr

i\ /58 ARNTr
synthétisés

Ribosome i ailleurs

Petite Grande
sous-unité sous-unité

Fig.5. Cassette ribosomale
(Marine Flatworms of the World, Wolfgang Seifarth 1997-2002, Trang, 2006)
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Les génes codant les ARNr sont conservés et sadepts dans toutes les cellules en
abondance ce qui permet d'effectuer des compagisotre les différentes copies intra-
cellulaires.
Les régions ITS1 et ITS8ont beaucoup moins conservées que 18S, 5.8S etd@8&
pression sélective qui s'exerce sur ces partiescadantes (ITS1 et ITS2) est moindre. Pour
ces raisons, les séquences des ITS sont employéiEsentiellement pour discriminer les
especes (Imai et al., 2004 ; Zhang et Simmons, W6 plus, la longueur de ces séquences
(ITS1 et ITS2), qui ne dépasse pas 1000 pb, led esléquates pour étudier la structure
phylogénétique de différentes communautés autotmphhétérotrophes (Chen et al., 2002).
ITS1 a éte utilisé pour étudier la phylogénie irgpécifique chez les polychetBerinereis
sp. qui se ressemblent morphologiquement (Chen eR@02) et pour évaluer la similarité
entre quatre especes de palourde vénéridae (Hag-leaal., 2006). Cette derniere étude a
aussi été menée avec le marqueur ITS2 qui s'estt goiis performant qu’lTS1 pour
discriminer les especes de palourdes.
Il a été montré que d'autres marqueurs génétigesgitaient aussi des analyses au niveau
intra-spécifique, c'est le cas du Cytb qui accunsuliéisamment de diversité nucléotidique ;
cela le rend apte a étre utilisé dans les étudedogdnétiques intra-spécifiques des
mollusques et potentiellement, des autres invegtefverritt et al., 1998).
Les séquences codant le cytochrome b (Cgthhle COI sont d'une part plus variables que les
séquences nucléaires 28S et 18S (Schwentner &08P, ; Williams et al., 2010 ; Blanco-
Bercial et al., 2011). Ceci est expliqué par I¢ daie les genes des ARNr sont tres conserves,
ayant une fonction tres importante et centrale dafenctionnement cellulaire, et ils sont tres
sensibles a la pression de sélection. D'autre j[gagenome mitochondrial évolue beaucoup
plus vite que le génome nucléaire. Ces genes nutmtiaux (COI et Cytpont été utilisés
essentiellement pour analyser les liens de pasntéveau du genre et de la famille en raison
de leur forte variabilité (Harrison, 2004 ; Pfeitial., 2005). Les analyses du polymorphisme
mitochondrial fournissent également des pistesressantes sur 'histoire de I'expansion
géographique des especes (Muths et al., 2008).
Le géne codant la premiére sous unité de la cytoobroxydase (COI) est soumis a une
pression sélective importante. Il présente néansnemgrand niveau de variabilité. En effet,
étant donné que ce géne soit codant, il est aftect@mbreuses mutations silencieuses qui ne
modifient pas le fonctionnement cellulaire. Conmeaient a I'l'TS qui est non codant, les
mutations portées sur le COIl sont beaucoup pluggéte que celles observées dans I'ITS
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(Makino et al., 2010). Cette variabilité est unfoimation intéressante pour la discrimination
des especes, des populations voire méme des indidée la méme population (Tang et al.,
2003). Les séquences du gene COI ont permis dérefiftier génétiquement les populations
zooplanctoniques et d'étudier la phylogéographieesegroupes (Blanco-Bercial et al., 2011).
De méme en utilisant le COIl, on a pu identifier deuvelles espéces de crustacés
branchiopodes dans les eaux douces (Jeffery é2(dl1). Ce gene a permis également une
meilleure ségrégation entre les especes de bivalwasneC. glaucumet C. edule(Freire et
al., 2005) M. eduliset M. galloprovincialis(Kijewski et al., 2009) e€. gigaset C. angulata
(Arnaud et George , 2000).

Les genes codant les ARNr sont ubiquistes, présmtopies multiples chez les eucaryotes
et sont arrangés en tandem. Grace a leur faibanide variabilité, ces séquences sont utiles
pour des comparaisons entre taxons éloignés et teemtfréquemment utilisées comme
marqueur phylogénique (Hillis et Dixon, 1991 ; Besit al., 2004). lls ont une structure
formée d’'une combinaison de domaines variablesoesarvés (Kiesling et al., 2002). La
comparaison des domaines conservés permet deereleadiens de parenté qui unissent des
taxons éloignés, tandis que les domaines a vitdgselution plus rapide permettent I'étude
des relations phylogénétiques d'especes plus moche

Les genes d’ARNr 28S ont été utilisés comme manguele I'évolution en raison de la
constance de leur structure (Woese, 1987). L'AR8B 2st plus variable que 18Blanco-
Bercial et al., 2011).

L’ARNr 16S est globalement plus variable que 'ARIRS et il est appliqué pour des
comparaisons entre genres, voire entre especesglCkt Summers, 2000). De méme le 16S
fournit beaucoup plus de résolution phylogénétigue niveau des espéces que le 28S
(Adamowicz et al., 2010).

Le schéma ci-dessous montre le niveau d'évolutoia ditesse des différents marqueurs :

Vitesse d’évolution croisss
l l l l I | | o

L | | | ! ' -
18S 28S 12S 16S @I Cytb IT&
Séquences bien conservées Séquences variables
(Comparaisons entre taxons éloignés) (Comparaisons entre taxons proches)

Fig.6. Vitesse d'évolution des différents marqueursbosomaux nucléaires et
mitochondriaux
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II.1.b. Les marqueurs microsatellites ou SSR

Les SSRs%imple Sequence Repesbnt formés de courtes séquences d'ADN non ceslant
répétées en tandem de motifs de base composés d® pb de nucléotides. Ces séquences
forment des séquences relativement longues dig®eméns les génomes. Ces marqueurs
moléculaires, présents dans le génome des végétales animaux (Toth et al., 2000), sont
utilisés pour des études de cartographie génétapugénétique des populations (Goldstein et
Schlotterer, 1999) et de la structure génétiquaiadpaa une échelle géographique locale
(Born, 2007). Ces marqueurs ont également servis des études de populations
géographiquement proches grace a leur trés haeaumigte mutation donc de polymorphisme
(Jarne et Lagoda, 1996).
Chez les especes phylogéniquement proches, ladatiah de ces séquences sur le génome
est relativement conservée. On observe, souvestvdgations de séquence ou bien des
insertions-délétions.
Certains facteurs peuvent s’avérer limitant a esdes SSRs : les principaux problémes sont
lies a 'homoplasie due au taux de mutation él@vis nécessité de développer des amorces
spécifiqgues a chaque espéce et a la mise au pssntahditions d'amplification (Duminil et
Michele, 2009).

I1.2. L'identification moléculaire par code bar®DN (DNA barcode)
Partant du principe qu’'une ou plusieurs séquencBsN Aprésentent suffisamment de
divergence pour permettre de discriminer les esydte été proposé de standardiser les
séquences ADN utilisées pour les différents groupésrganismes. Le but de la
standardisation est d’aboutir & des bases de dsmieégales qui permettent de « cataloguer »
linformation génétique des espéeces (Hebert et28Q3 ; Savolainen et al., 2005) et de
pouvoir établir des comparaisons. L’objectif esncale pouvoir interroger les bases de
données et de proposer de mettre en relation le diame espéce et la séquence qui la
caractérise. Cette approche s’est popularisée ans ces derniéres années sous 'appellation
de « code barre ADN ». C'est un projet qui viseicentification taxonomique de tissus
(fragments, poils...) ou des individus entiers denfda et d'animaux (a différents stades de
vie) a partir d'une courte séquence d'ADN et dancldssifier la totalité des étres vivants en
se basant sur un seul marqueur génétique : latogtoe ¢ oxydase | (COI). De ce fait,
I'identification des espéces par « code barre ADEpose sur les travaux préalables qui ont

mis en relation le nom de I'espéce recherchéesgigaence qui la définit.
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Cette technique est utilisée par les écologistéssataxonomistes puisqu’elle aide a identifier
les especes dont les criteres morphologiques ne qgen peu distinctifs (Valentini et al.,
2008). Elle permet, en plus, de découvrir de ndesedspeces ou bien des espéces qui ne sont
pas encore décrites, de détecter les especesqugpt(Knowlton, 2000 ; Stoeckle et Hebert,
2008) et évalue la variation significative taxonque entre les especes (Bucklin et al., 2011).
Si le spécimen appartient a une espece dont uri@maiu génome n’'a pas encore éte
séquencee, la séquence obtenue sera donc diffélertelles déja présentes dans la base de
données. Dans ce cas, un taxonomiste peut déteromeeespéce qui n'avait pas encore été
séquenceée, elle sera alors ajoutée a la base déakymui ne cesse ainsi d’étre complétée. De
ce fait, cette technique est considéréee comme wemqui permet de révéler la biodiversité,
de certifier l'identité d’un animal ou d'un végetalainsi permettre sa classification (Hebert et
al., 2003).
Dans le cadre de projets « barcoding of life »¢céaan 2003 par Hebert et son équipe (Hebert
et al., 2003), de nombreux « barcodes ADN » ord éé séquencés pour des organismes de
différents phylum tels que les oiseaux (Hebertl.et2@04), les poissons (Ward et al., 2009),
les insectes (Burns et al., 2008) et les crust@oeésta et al., 2007).
L’application du « code barre ADN » chez les animatles plantes s’est multipliée au cours
des cing derniéres années, ce qui se reflete alijmpirdans la base de données BOLD
(BarcodeOf Life Data system) qui comptait au mois d'octobre 201223103 séquences du
marqueur cible. Une accumulation grandissante deéks moléculaires sera disponible dans
les années a venir. L'augmentation des informatians la base de données est une clef pour
décoder la diversité des especes détectant ainsidentité et permettant de les classifier en
se basant sur les caractéristiques génétiques.
Cette méthode se présente comme un moyen sirastandpétable et rapide de faire des
identifications par correspondance avec des esp@@sdablement définies. L'approche de
« code barre ADN » se place donc en complémennh etide des approches traditionnelles
basées sur la morphologie.
La séquence choisie dans le cadre du « code bdié »Adoit posséder suffisamment de
variabilité inter-spécifique pour bien caractérisbaque espece. De méme, la séquence cible
doit étre facile a amplifier a l'aide d’amorces siuSuniverselles" que possible et de
conditions standard de PCR et de séquencage afactieer I'obtention des séquences d’'une
facon rapide. Il est recommandé que cette séqusoitecourte (< 1000 pb) afin d'éviter
plusieurs séquencage.
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Chez les animaux, le marquage moléculaire par e badre ADN » s'est établi a partir d’'une
zone de la région mitochondriale cytochrome c oxgda(COl). Cette région couvre environ
650 paires de bases en région 5’ (Hebert et 80320

Ce fragment d’ADN présente plusieurs avantagesestilprésent en de nombreuses copies
dans les cellules, ce qui facilite son amplificatil présente un niveau de variabilité inter-
spécifiqgue adéquat. Ce sont ces propriétés quoemiis I'utilisation de CQOdlans des études
portant sur la discrimination des especes.

Ce choix s’est aussi appuyé sur des critéeres priagmesa. En effet, cette région présente
'avantage d'étre utilisée depuis longtemps dars déudes de phylogéographie et de
systématique des animaux et était donc déja langeraprésentée dans les bases de données
publiques (Hendry et al., 2000) avant la mise @cgldu BOLD.

Outre les avantages du « code barre ADN », cefteoape possede des inconvénients. Les
problémes auxquels on est confronté dans le caglrbapproche « code barre ADN » est
I'inexistence d'un géne «idéal » c’est a dire gprait toujours variable entre les especes et
invariant au sein de chacune des especes. Enleffelgment de COletenu ne présente pas
toujours un niveau de variabilité intra-spécifiquias faible que celui de la variabilité inter-
spécifique. Ainsi, la détermination par « code &a&DN » peut étre difficile quand il s'agit
de groupes soit a trés faible soit a trés fortemdive. La divergence récente des especes ou
des phénomenes d'hybridation ou d'introgressionpdgsilations sont aussi un frein pour
l'application de cette approche.

I1l. Utilisation des margueurs moléculaires

lll.1. En écologie

lll.L1.a. Etude de ladiversité génétigue et de dénétique des

populations
La notion de diversité génétique évoque le degreéadie€té des séquences entre des individus
au sein d'une méme espece (diversité intra-spaeifiqu bien d'especes différentes (diversité
inter-spécifique). La diversité génétique est @@t important de la biodiversité, ces deux
concepts sont fortement interdépendants puisquévésité génétique au sein d'une espece
est nécessaire pour maintenir la diversité descespet vice-versa.
La diversité génétique procure aux espéeces et apul@tions la capacité a s'adapter, a travers
les générations successives, aux conditions chategede I'environnement et permet de les

maintenir. Ce rble fonctionnel de la diversité ganée peut, a long terme, étre a l'origine
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d'apparition d'espéces nouvelles par la transmmisdigs alleles a la descendance (dérive
géneétique) ou bien par une sélection naturelle.
L'étude de la diversité génétique s'inscrit danghamp de la génétique des populations.
Initiée dans les années 1920 a 1931 par Fisher7]18&ldane (1931) et Wright (1931), la
génétique des populations s'intéresse a la vatéalgignétigue observée sur le/les marqueurs
utilisés et a la distribution des génes a l'intériges populations que I'on désigne sous le nom
de polymorphisme (nombre et distribution des stuigtns nucléotidiques). Cette discipline
étudie les facteurs qui maintiennent ou modifiestfréquences alléliques d’'une génération a
l'autre (sélection naturelle, mutations...).
Sur le plan pratique, I'étude de I'ADN pour une pafion et sa comparaison avec celui
d'autres populations constituent la base de latggmédes populations. Cette discipline a
plusieurs applications. Par exemple, en agronoitéepermet de créer des races ou variétés
plus performantes et plus résistantes a des malattiet elle peut expliquer le mode de
transmission. En biologie invasive, la génétique pepulations peut expliquer l'origine des
populations invasives et les routes d'invasionteCdiscipline peut aussi détecter certains
taxons cryptiques. Elle permet également de condpeeles mécanismes de conservation et
de disparition des populations et des espéces.
La génétique des populations aide a la compréhenséo la dispersion des populations
zooplanctoniques car a partir du degré de distinctiénétique de ces populations on peut
déduire le flux génétique. C'est le caiadirtia spp. dont on a pu tracer son comportement et
son histoire de vie a partir de la différentiatigénétique des populations (Bucklin et al.,
2000).

lll.1.b. La biogéographie, la phylogénie et kylmgéographie
Selon Darwin (1859), I'évolution des especes s’sppur I'accumulation de mutations
aléatoires associée aux processus de sélectiomelatuCes mécanismes permettent aux
espéeces ou aux populations de se maintenir dansiéau et entrainent leur diversification.
Ainsi, pour comprendre |'évolution du monde vivahtgst important de connaitre la facon
dont les organismes se répartissent dans le temmpans l'espace. C'est I'objectif de la
biogéographie, science qui étudie la distributidrographique des taxons a l'‘échelle des
peuplements, repére les caractéres communs a stebudions et cherche a identifier les
processus et les phénoménes environnementaux iojoésget historiques impliqués (Myers

et Giller, 1988). La géographie est un des facteléterminant les différenciations inter-
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populationnelles comme il a été montré dans ungedéttenée par Beaugrand et al. (2002) sur
les populations de copépodes Calanoida du NortAdantique et des mers adjacents.
Pour obtenir des informations sur les relationpaenté entre les différents taxons en vue de
retracer I'histoire évolutive des taxons, la démmar@hylogénétique est une méthode
intéressante. La phylogénie peut, en effet, étrdié a un niveau inter-spécifique mais aussi
a un niveau intra-spécifique. Les phylogénies out t'abord été construites en fonction des
connaissances basées majoritairement sur des dormmeéephologiques. En revanche,
actuellement, les relations entre et au sein dpéces sont estimées a l'aide des données
moléculaires.
Le produit d'une analyse de phylogénie est un apindogénétique qui consiste a une
représentation graphique des relations de parerié ks groupes d’organismes vivants. Le
nombre de nceuds entre les branches, qui reprégetaiet d'ancétres communs, indique le
degré de parenté entre les taxons. Plus il y aoceleds et donc d'ancétres entre deux espeéces,
plus leur parenté est éloignée, c'est-a-dire quedecétre commun est ancien.
Pour toute reconstruction phylogénétique, l'appeocholéculaire est la plus considérée
puisqu'elle permet de construire des phylogénietes niveaux taxonomiques variés. Le
séquencage des génes est I'un des moyens les tpisss upour déterminer les relations
phylogénétiques inter et intra-spécifiques.
S’appuyant sur des méthodes proches, une autnpliiscissue de la biogéographie et de la
phylogénie, phylogéographie, s’est développée. £ileéresse aux principes et processus qui
gouvernent la distribution géographique des ligng&séalogiques, spécialement celles de
niveau intra-spécifique. Cette discipline fournésdnformations qui alimentent et testent les
hypothéses biogéographiques. Elle étudie les phénesngénétiques et démographiques,
entre autres les phénomeénes de spéciation (c'psbdessus évolutif par lequel de nouvelles
especes vivantes apparaissent) ayant conduitiatfdodtion spatiale et temporelle de groupes
monophylétiques animaux ou végétaux (Avise etl@87) et a la structuration actuelle des
populations. Ainsi, la biogéographie, la phylogéree la phylogéographie sont trois
disciplines complémentaires qui étudient en prentieu la distribution de la diversité
biologique.

l1l.2. Les espéces cryptiques
On appelle « espéces cryptiques » un groupe desggron ne sait pas distinguer selon des
criteres morphologiques (Dahms, 2004) actuellemedonnus comme discriminants.
Cependant, elles peuvent étre discriminées paale the données non morphologiques telles
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gue les séquences génétiques ou les traits dieistiéi vie. Le maintien de ces lignées
divergentes peut s'expliquer par une adaptatiologicue et/ou un isolement reproductif plus
ou moins marqué des génotypes (Milligan et al. 0201

Chez les eucaryotes, des séquences d’ADN ont patenimettre en évidence des espéces
cryptigues dans des groupes tels que les |épidepigtebert et al., 2004), les amphipodes
(Witt et al., 2006), les oiseaux (Kerr et al., 2P6¥les crustacés (Camacho et al., 2011) en se
servant de la séquence mitochondriale COI

IV. Quelques exemples d'études moléculaires sur #®oplancton

Diverses études ont montré le potentiel des sé@sehDN pour caractériser la biodiversité et
pour mieux connaitre les relations entre les fawillles genres, les especes et les sous-
espéeces des copépodes (Caudill et Bucklin, 2004chMa et al., 2006 ; Bucklin et Frost,
2009 ; Makino et Tanabe, 2009 ; Figueroa, 2011).

Chez quelques groupes de copépodes, les geneshamthaux présentent une vitesse
d'évolution plus rapide que celle observée chezaltsropodes (Shao et Baker, 2007).
Particulierement, le géne mitochondrial COIl s’eséra un outil puissant pour estimer la
richesse spécifique des communautés zooplanctani@Wiechida et al., 2009) et pour étudier
les relations phylogénétiques de 34 Calanoida égmemt a 10 genres issus de 2 familles
(Bucklin et al., 2003). Ces études phylogénétiqumsstituent un outil pour l'identification
d’especes cryptigues qui existent au sein des awéisten général et des copépodes en
particulier (Knowlton, 2000).

Parmi les copépodes, les Acartidae semblent éjet aula présence d'especes cryptiques
(Caudill et Bucklin, 2004), c'est le cas, par exemges espécescartia tonsa(Chen et Hare,
2011) etAcartia hudsonicgMilligan et al., 2010), De méme, la variabilitérgttique élevée
détectée au niveau du COI chez deux especes deoisSinodiaptomus valkanowet
Sinodiaptomus sarsa permis de les différencier (Makino et al., 20@0Qe confirmer ainsi
les résultats d'une autre étude sur l'identificatie ces deux especes en se basant sur les
caractéristiques morphologiques (Ueda et OhtsuB@8)1 Des travaux ont aussi été realisés
sur le zooplancton dulgcaquicole. Le « code barrdNAba permis d’'identifier deux especes
cryptigues de cladocéres (Quiroz-Vazquez et EliaBé@ez, 2009) et une espéce de
copépode (Montiel-Martinez et al., 2008). En 20D{ppenaar et al. ont mis en évidence, a
partir de COIl, 2 clades divergents chez le copépoaemopolite Nesippus orientalis,
symbiotique du requin hote des cotes KwaZulu-N@ZN) de I'Afrique du Nord.
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Le COIl est considéré comme un marqueur fiable densadre d'une identification
morphologique de 7 groupes zooplanctoniques ditéréBucklin et al., 2010). En fait, les
distances génétiques sont faibles entre les ingsvte la méme espéce et significativement
plus élevé chez les individus d'especes différeatesein du méme groupe (Bucklin et al.,
2010).
L’identification morphologique des copépodes esteasdifficile a cause des convergences
morphologiques présentes chez la plupart des espgeece groupe. Pour résoudre ce
probleme, différentes méthodes sont utilisées cortamalyse des allozymes qui sont des
enzymes codées par différents alleéles d'un méme (fBarton et Lee, 1994), l'analyse de
’ADN mitochondrial (Bucklin et al., 2003 ; Machidat al., 2004 ; Jung et al., 2006) et
'analyse des genes des ARN ribosomaux nucléainestechondriaux (Machida et al., 2005 ;
Machida et Tsuda, 2010). Certains genres de copdpednt connus pour étre de bons
modéles expérimentaux, c’est le cas du genre Hacpata Tigriopus qui est utilisé pour
étudier la génétique des populations (Machida.e802 ; Burton et al., 2005 ; Jung et al.,
2006), la phylogéographie (Denis et al., 2009), plysiologie (Seo et al., 2006),
I'écotoxicologie (Marcial et al., 2003 ; Kwok et Wweg, 2005), la génomique (Lee, 2003b ;
Lee et al., 2005) et la toxicogénomique (Seo e806). Cependant, bien que les copépodes
occupent une grande place dans la diversité biglegipeu d’études génétiques sont faites
pour séquencer leur génome mitochondrial completpattiel (Jung et al., 2006). Le
séquencage du génome complet est concentré samsesrdres comme les Harpacticoida :
Tigriopus japonicugMachida et al., 2002 ; Jung et al., 2006Byriopus californicugBurton
et al., 2007) ; les Siphonostomatoidaepeophtheirus salmon{jensvoll et al., 2005) ; les
Cyclopoida :Paracyclopina nandKi et al., 2009) et les Calanoid&eocalanugMachida et
Tsuda, 2010).
Chez les Calanoida la différenciation des espéags des bases morphologiques est
insuffisante, les séquences de COI et de 16S antipeine meilleure distinction entre les
especes’seudocalanus moultoei Pseudocalanus newmagBucklin et al., 1998). Chez les
copépodes (Calanoida), Machida et Tsuda (2010pwndentifier six especes dé&eocalanus
a partir des séquences COI, ITS, 12S et 28S, Idbic@ison de ces quatre marqueurs a permis
de renforcer les hypothéses morphologiques conaefidentification de ces espéces.
Plusieurs autres travaux se sont focalisés suCadmnoida. C'est le cas de I'étude réalisée par
Blanco-Bercial et collaborateurs (2011). Les ppacix objectifs de cette étude étaient de
développer des marqueurs moléculaires adéquatségbodier la phylogénie des Calanoida,
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guatre marqueurs ont été utilisés : 18S, 28S, Cgt EOIl Le choix de ces marqueurs
présente I'avantage d’étre utilisés dans de nonsesegtudes de phylogénie chez cet ordre
(Mallatt et al., 2004 ; Mallatt et Giribet, 2008 ¢on et al., 2009), ce qui a permis d'effectuer
des comparaisons.

Dans ce contexte, les études de génétique desgbiomsl et de phylogénie apparaissent alors
comme l'un des moyens et outils puissants pouvppbrger des réponses aux questions
concernant les différenciations et les divergerings et inter-spécifiques des populations
caractéristiques au niveau de quatre bassins siitee de Sfax. Dans le cas des copépodes et
des artémies de cet écosystéme, nous avons chamgiegmarqueurs moléculaires qui
apportent des réponses a différents niveaux dahibité génétique d’autant plus intéressantes
gue cet aspect des organismes peuplant les salingdnéral et plus particulierement la saline

de Sfax a fait I'objet de peu d’études dignes éfigtt
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Etude de la relation entre les communautés zoapbaigues et les paramétres
environnementaux de la saline de Sfax

Chapitre 1l : Etude de la relation entre les commurautés zooplanctoniques et les
parametres environnementaux de la saline de Sfax

A. Introduction

En dehors des conditions physico-chimiques et biglees normales, la vie peut exister. Les
organismes qui ont pu résister et s'adapter a dles teonditions sont qualifiés
d'extrémophiles. On peut citer par exemple les gidles qui s'accommodent a de fortes
concentrations en sel. Parmi les biotopes les plusus de I'extrémophilie on évoque la
saline de Sfax. Cette derniére a connu depuis taicegemps des activités industrielles et
économiques croissantes sans cesse liées a unddntpgroduction de sel de bonne qualité
utilisé dans l'alimentation (Figure 7). Cette saliigure parmi les milieux les plus étudiés
puisqu'elle renferme une faune et une flore difiées, bien que plus faibles que les milieu
marin, mais cependant importantes en nombre d'esgien biomasse (Elloumi et al., 2006).
Ces études ont permis de connaitre les limitesodsilpilité de la vie et ainsi d’élargir les
connaissances sur les stratégies d'adaptationaler@ton (Ayadi et al., 2002 ; Toumi et al.,
2005 ; Guermazi et al., 2009) et du phytoplanctifo(mi et al., 2006 ; Abid et al., 2008)
aux conditions extrémes notamment au stress salin.

Dans ce type de milieu, la salinité a généralergntonsidérée comme un facteur abiotique

crucial qui module la distribution des peupleméBacchi, 1967 ; Kiener, 1978).

—

B NPy

Fig.7. Sel de la saline de Sfax

Cette étude présente l'avantage de donner unenwiigol'interaction de plusieurs facteurs
abiotiques avec les facteurs biotiques ainsi qumsasibilité d'établir des relations de cause a
effet entre les divers maillons trophiques de lmsale Sfax.
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B. Matériels et Méthodes

|. Présentation générale du site d'étude

La saline de Sfax est géré par la compagnie géndeal salines de Tunisie : COTUSAL. La
COTUSAL est une société résidente de droit tunisienapitaux internationaux, dont le
principal actionnaire est le groupe sal@e dernierest le premier groupe privé salinier en
Europe. Cette société exploite et valorise du sshrge, igné, marin et solaire sur de
nombreux sites en Europe et en Afrique (Franceadsp, Italie, Tunisie, Maroc, Sénégal,
Cap-vert).Créée en 1949 de la fusion de quatre sociétéoksjdaCOTUSAL, dont le siege
est situé au centre de Tunis, exploite aujourditais sites de production (saline de Sahline a
Monastir, saline de Sfax et la saline de Zarzidle est le premier producteur du sel en
Tunisie. Elle est concessionnaire de 15 000 hexfawar I'exploitation de ses besoins. Depuis
sa création, la COTUSAL a expédié son sel sur &eride des continents avec pour principal
produit exporté le sel en vrac sous différentedigsgadimentaire,industriel et déneigement).
La production annuelle représente environ 1 000 @@des de sel (Essahline : 150 000
tonnes Sfax: 320 000tonnes et Zarzis 530 000tonned, destinée essentiellement a
'exportation (90 % environ du total des ventesjeapavoir satisfait les besoins du marché
local.

La saline de Sfax (34° 39' N et 10° 42' E) est ulemparalique (situé a la frontiere mer-
terre) artificiel, lagunaire complexe situé au ceriist de la Tunisie. Connue sous le nom de
la saline de Sfax, cette derniere est située demngdnes humides de Thyna, zone RAMSAR
et appartenant aux aires protégées. Elle jalonméta méridionale de Sfax, en front de mer
depuis la zone portuaire jusqu’au village de Gargbigure 8). L'implantation de cette saline
est favorisée par la présence d’'une surface plagterdue qui longe la céte marine sur une
distance d’environ 12 Km et par une balance hydritargement déficitaire sur toute la
période de I'année. Cette saline couvre environ0178 de surface, partagée en plusieurs
circuits et bassins qui communiquent entre euxdparportes en diagonales permettant a I'eau
de mer initiale de parcourir le maximum de trajetpar conséquent, subir le maximum
d’évaporation. Elle est divisée en deux partieli@aued El Maou : celle du Nord appartient a
la commune de Sfax et celle du Sud fait partie@tamune de Thyna.

La période d'activité, pendant laquelle les eauarines se concentrent, est fixée par les
conditions météorologiques qui doivent étre optemalis a vis de I'évaporation (faible
pluviosité, vent fort et constant). A partir d’'uperte communicante avec la mer (prise d’eau

en mer), les saumures se concentrent progressivesigesorte qu’'un champ de salinité
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stationnaire (41 — 400 psu) couvre I'ensemble dedline. Les mouvements des masses
d'eaux se font par gravité ou par pompage et lexwacentrations sont controlées
guotidiennement par mesure de densité. Le tramd#srmasses d’eaux d’un circuit a un autre,
ne se fait que lorsqu’elles atteignent une certdaresite.

Le biotope d'étude est I'un des plus importantsrbgygstemes de production de sel en
Tunisie, la production annuelle de la saline avaisiles 320 000 tonnes d’halite
commercialisable et 30000 tonnes de saumure cl®miagnésienne. Cet sel est de premiere
gualité et ceci en comparaison avec les limitesradlles fixées par la FAO (norme de qualité
NT 117.05 édité et diffué par I'Institut Nationaé da Normalisation et de la Propriété
Industrielle (INNORPI) et par le CODEX alimentaien 2011). L'essentiel de cette
production est destiné a I'exportation. Le chlorude sodium est utlisé pour la
consommation, I'industrie alimentaire, I'industgiimique et le déneigement. Les solutions
chlorurées magnésiennes sont utilisées dans diféreecteurs industriels employant des
solutions concentrées en chlorure de magnésium eomruiditifs. On cite en particulier
industrie sucriere qui consomme des tonnages rapts de solutions trés concentrées en
ion magnésium pour le traitement des mélasses.

D’un point de vue biologique, les marais salantst fécrits comme des écosystemes trés
productifs (Boorman, 1999). La faune et la florelalsaline de Sfax s’organisent en fonction
du confinement progressif des eaux. Les premiessilig sont colonisés par des formes de
type marines a lagunaires qui comprennent un nomésaeint de groupes géneériques
incluant quelques formes de mollusques, de poissepgésentés par la daurade royale
(Sparus auratus)le loup ou barDicentrarchus labrax)]e sparidéCyprinodon fasciatugt
l'anguille Anguilla anguilly des algues vertes, des algues brunes et desriéscté
principalement des formes hyperhalophiles paratigDans les masses d’eaux les plus salées
(salinité supérieure a 75 psu) seuls des organism&sucture simple, dont la physiologie
montre une trés grande tolérance a ce type deunperviennent a proliférer. Il s’agit surtout
des tapis algaires pouvant former des tapis oudges a la surface des sédiments, des
crustacesArtemia saling, puis des bactéries halophiles et hyperhaloplgiesolonisent les
eaux des tables salan{édg/adi et al., 2002 ; Ayadi et al., 2004 ; Toumiaét 2005).

Une grande variété d’'oiseaux migrateurs est ren¢emtans les salines (Raybould, 2005), des
oiseaux aquatiques hivernants et nicheurs montieefdrtes densités principalement en raison
d'une importante production d'invertébrés plancioes utilisés comme ration alimentaire.

Plus de 100 especes d'oiseaux hivernent dansife sl Sfax notamment le flamant rose
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(Phoenicopterus rubgr 'avocette Recuvirostra avosetjale becasseau cocorlCélidris

ferrgineg et la sterne nainé&gerna albifron

Cette saline présente, par conséquent, un fortnpektepour I'écotourisme, la recherche

scientifique et surtout pour I'économie, mais ldytion environnante liée a la proximité de

plusieurs industries constitue un éventuel handpmyr une mise en valeur compléte de ce
site.

La saline de Sfax est potentiellement soumise siguus sources d'agressions anthropiques

(Figure 8) :

% Pollution industrielle (solide et liquide)yui se développe sur le ruban littoral Sud de la
ville de Sfax.

+ Rejets liquidesissus de I'Office National d’ASsainissement (ONAS).

+ Rejets liquides (eaux chimiques fortement chargées) issus de laét®oindustrielle
d’Acide Phosphorique et d’Engrais (SIAPE) ainsi giesrejets solides(phosphogypse)
de méme origine.

Cependant, la SIAPE et 'ONAS situés a proximiténédiate de la saline évacuent leurs eaux

par un canal qui traverse la saline avant de se gt mer (a quelques centaines de metres de

la prise d'eau), ce qui a pour but de limiter I'aopdes rejets au niveau de la saline.

Fig.8. Localisation de la saline de Sfax et sourcds pollution potentielles de ce site
La saline est partagée en plusieurs bassins pdéongiointerconnectés et séparés de la mer
par un barrage de limon rouge d’environ 4 m de dwautDans cet ensemble de bassins, 6
zones hydrologiques artificielles se répartisséngure 9), elles sont entretenues par les

sauniers qui ajustent la distribution de I'eau dhassin a un autre. L'eau suit un gradient
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croissant de salinité en allant depuis la prised’é38 psu) jusgu’aux tables salantes (400
psu), gradient associé a une forte évaporation.

o Bassins de décantation
Sidi Salem

Station de pompage Thyna

chlorures

\gl Avantpieces \:l Parténements Intériel ‘:l Pieces Maitress @ Les "R” \gl Les “L”
\:’ Parténements Extérie \:’ 50 hectares @ Tables salantes |:| Les "S” Vasiere

Fig.9. Les zones hydrologiques de la saline de Sfax

l.1. Les avants pieces
A partir de la prise d'eau, I'eau de mer s'étaledées 17 premiers bassins appelés « les
avants pieces » qui couvrent 640 hectares et comgomemt entre eux par des portes en
diagonale. A I'entrée, la salinité est d’environ@&. Elle s’éléve graduellement a 75 psu a la
sortie. Par la suite, ces eaux seront pompéesgaudistribuées dans 5 circuits indépendants
« les partenements extérieurs ».

l.2. Les parténements extérieurs
Il s’agit de 5 circuits paralleles occupant unefaze totale de 450 hectares. A la sortie
(unigue pour les 5 circuits), les eaux atteignerd salinité de 130 psu. Elles sont rassemblées
dans un canal débouchant sur une station poudétneuveau distribuées dans un réseau de 3
circuits paralléles constituants « Les partenemiatdsieurs ».

1.3 Les partenements intérieurs
Ces trois circuits paralleles ont une superficiel@@ hectares. A leur sortie, les eaux auront
atteint une salinité de 200 a 210 psu. Par la silstsont rassemblés dans un canal pour étre
répartis dans trois circuits paralleles appelégscdvants pieéces maitresses » ou « les 50
hectares ».

l.4. Les avants pieces maitresses
lls sont séparés des partenements intérieurs@aed’ EI Maou. A la sortie, la salinité est de
'ordre de 271 psu. Ces eaux sont ensuite récupépée les stations de pompage de Sidi
Salem pour étre redistribuées dans six bassindémpppédes pieces maitresses ».
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l.5. Les piéces maitresses
Elles couvrent 20 hectares et sont partagées eas€ins communicants. Lorsque la salinité
atteint 300 psu a 310 psu, les eaux peuvent atoes @tilisées pour l'alimentation des «
tables salantes ».

|.6. Les tables salantes (TS) ou cristallisoirs
Elles occupent 141,3 hectares. Chaque table sateutemesurer entre 0,7 a 7 hectares. La
dimension et I'orientation sont choisies afin gee bassins restent couverts de saumures (40
g L™ < concentration en magnésium (Mg) < 11071).ICes eaux, débarrassées du chlorure de
sodium par précipitation, sont évacuées vers badssins de réserves » et sont utilisées pour
la fabrication des saumures magnésiennes.

l.7. Les bassins réservoirs
Les eaux sortantes des tables salantes serontéstodans trois bassins appelés bassins
réservoirs "R" ou elles vont passer I'hiver.
A partir du mois de mai, les saumures quittentbaessins et s'étalent sur de nouveaux bassins,
appelés bassins de fabrication de saumures "S8qluer suite a I'évaporation, les saumures
atteignent une concentration en magnésium de 110 (paumures matures), elles passent
dans les bassins de stockage "L".
Ainsi, la circulation de I'eau et le circuit de fadation du sel commencent par le pompage
d’eau de mer et se terminent par la période ddtegselon le schéma suivant (Figure 10) :
Prise d’eau— Avants pieces— Partenements extérieurs Parténements intérieurs 50

hectares— Pieces maitresses Tables salantes> Bassins de réserve.

A -

%

T
-,

!

Fig.10. Localisation des bassins d'échantillonnag@5, A16, C41 et M2) au niveau de la
saline de Sfax (les fleches indiquent le sens géaléle circulation de I'eau dans la saline)

36



Etude de la relation entre les communautés zoapbaigues et les paramétres
environnementaux de la saline de Sfax

Il. Bassins et fréquence d'échantillonnage

Les prélevements ont été réalisés régulieremestlesuquinze jours a partir du 15 juin 2010
au 15 mai 2011 (a I'exception de quelques datesdglecces a la saline était impossible) au
niveau de 4 bassins de la saline (Figure 10).

Ces bassins de la saline sont caractérisés edenépt par une faible profondeur des eaux
(Tableau 1).

Tab.1. Caractéristiques des bassins d'échantillonige

Bassin Localisation Epaisseur de la tranche d'eau  Salindgenne
A5 Avants piéces Environ 50 cm 42 psu

Al6 Avants pieces Environ 30 cm 61 psu

C41 Parténements extérieurs  Environ 35 cm 96 psu

M2 Parténements intérieurs  Environ 30 cm 193 psu

Ill. Les facteurs environnementaux

Les caractéristiques physico-chimiques de I'eauét@tétudiéesn situ (température) et au
laboratoire (salinité, pH, sels nutritifs, pigmeptsotosynthétiques et matiére en suspension).
l1l.1. La température (°C), le pH (unité pH) etdalinité (psu)
La température de la colonne d'eau des bassinggtest mesurée a l'aide d'un thermometre
de terrain classique. LeotentielHydrogene et la salinité de I'eau sont détermin€s aw
pH-meétre de type Met Rhom et un réfractometre annzaizi C39545, respectivement, au
laboratoire.
l1l.2. Les matiéres en suspension (ny L
L’estimation des matieres en suspension (SM) &t fer la pesée de la matiére retenue sur
un filtre GF/C de porosité 0,4an et séchée a I'étuve (jusqu'a poids constant aC)2fpres
filtration sous vide d’'un volume d’eau (V), ce vola dépend de la qualité de I'eau.
Les SM sont calculées suivant la formule suivante :
SM =[(m31 - mg) / V] *100C

Mo : masse initiale du filtre GF/C (mg)

m; : masse finale (filtre GF/C + matiéres retenugsgs filtration et séchage (mg)
V : volume d'eau filtrée (ml)

[11.3. Les sels nutritifs (UM )
Les dosages, realisés par un auto-analyseur (BRAEBBE) de type 3 ont permis ainsi de
déterminer les concentrations en ions nitratesz(N@ns nitrites (N@), ions ammoniums
(NH,"), orthophosphates (RY et silicates (Si(OH).
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La moyenne annuelle N:P représente le ratio DIN/@IFDIN est I'azote inorganique dissous
(somme N@ + NO; + NH;") et DIP est le phosphore inorganique dissous,{PCCette
valeur est comparée au rapport de Redfield (16NpbR) déduire le potentiel limitant des
nutriments.

l1.4. Les pigments chlorophylliens (mg®m
Pour le dosage de ces pigments, on procéde altraédn d’'un volume d’eau, avec addition
d'une pincée de carbonate de magnésium (My@Qur fixer les pigments, sur un filtre GF/C
de 0,45um de porosité. Le filtre est conserveé a -20°C jisstjiaxtraction.
L’extraction des pigments est réalisée dans 10 matétone 90 % pendant 5 heures a
'obscurité et & 4°C. Apres centrifugation, on ngexe le surnageant et son absorbance est
mesurée a l'aide d’'un spectrometre (Lorenzen, 186X)longueurs d’ondes suivantes : 480,
630, 645, 663 et 750 nm.
Les concentrations en chlorophy#leet c sont calculées a partir des équations proposées da
le rapport du groupe de travail Scor-Unesco (1966).

[Cha] = [(11,64 DQssanm - 2,16 DQusnm - 0,1 DOsgonm) V] /(V x L)
[Chc] = [(54,22 DQszonm - 5,53 DQsznm- 14,81 DQusnm) X V] /(V X L)

Les concentrations en caroténoides sont calcuiléearns I'équation proposée par Parsons et
Strickland (1963).

[Caroténoides]= [10 (DOsgonm- 3 DO7s0nm) * V] /(V x L)

V = volume de I'échantillon filtré (ml)

v = volume de I'extrait acétonique (10 ml)
L = longueur du trajet optique (1 cm)

DO = absorbance

IV. Les facteurs biotiques (peuplements zooplanctigues)

IV.1. Prélevement et conservation des échantillons
Tous les échantillons de zooplancton ont été aédeapres filtration de 100 L d’eau de
chaque bassin.
Les échantillons destinés a I'évaluation qualigtet quantitative ont été prélevés a l'aide
d'un filtre de 80 um de maille et sont conservéssdane solution de formaldéhyde

(concentration finale = 4 %).
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IV.2. Identification taxonomique et dénombrement
L'identification et le dénombrement des différetasons zooplanctonigues sont effectués
dans une cuve de Dolfuss sous une loupe binocudaitgpe Olympus TL2. L’identification
morphologique des différentes unités fonctionnellesopépodes etAitemiaprélevées a été
réalisée sur la base de la littérature de réféseifR@se, 1933 ; Bradford-Grieve, 1994 ;
Boxshall et Halsey, 2004).
Apres avoir concentre les échantillons lors deepeinents dans un volume convenable (V),
le comptage se fait dans un volume (v). Ainsi,denbre d'individus par fhd’eau de la saline
(X) est calculé selon la formule suivante

X =[(V*ni)/v]*10

avec ni : nombre d’individus comptés dans le volwune
La structure des communautés de copépodes estéesdam calculant l'indice de diversité
spécifiqgue H' (Shannon, 1948). Cet indice mesumlaposition en espéces d’'un écosystéme
tout en tenant compte de la distribution de lelnendances relatives (Harris et al., 2000). I

est mesuré en bits/individu selon I'équation :

S
' ni log? ni
= — — lo J—
N 84N
ni=1
ni/N = fraction de la communauté entiére compostkedpece i
S = nombre d'especes identifiées
H' est un indice qui traduit le degré de diversiigne communauté, ainsi plus le milieu est
riche en especes plus cet indice est éleve.

V. Technigues d'analyse statistique

Les moyennes et les écarts types ont été calcalés \wir la différence entre les quatre
bassins étudiés.

Les difféerences de l'indice de diversité de Shar(itnentre les bassins A5, A16 et C41 sont
évaluées avec le test statistique ANOVA en utilisamogiciel XLSTAT.

Pour étudier les relations entre les parameétresramementaux et la structure des
communautés zooplanctoniques de la saline, uneysmahultivariée est effectuée. Pour
choisir la méthode statistique la plus appropra@egvalue en premier lieu l'influence de la
variation saisonniére sur les variables environmgates et sur I'abondance des espéeces
étudiées dans chaque bassin en utilisant le te$Valkés Kruskal. Parmi 75 combinaisons

(variables * bassins et especes * bassins), seateB®représentent l'influence des saisons.
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Cela suggére que la structure environnementale strlicture des espéces sont assez stables
tout au long de la période annuelle pendant lagusdist réalisée cette étude. Par conséquent,
Costatis représente la méthode statistique la pliéquate pour notre base de données
(Thioulouse, 2011). Costatis signifi€O-inertie etSTATIS", STATIS étant I'abréviation
pour “Structuration deslableaux aTrois Indices de |&Statistique”. Cette méthode permet
d'analyser les paramétres environnementaux etnkknzce des espéces dans différents sites
d'échantillonnage tout en tenant compte de la tanidemporelle. Pour cette analyse, on a
construit deux séries de tableaux avec en ligrebdssins étudiés et en colonnes les données
analysées : la premiére avec 13 variables envirnentales et la deuxieme avec l'abondance
de 11 espéeces zooplanctoniques. Seules les edpeqaas fréquentes sont prises en compte
pour limiter le nombre de zéro dans le tableau.gibaeérie de tableaux contient 18 tableaux
correspondant aux 18 dates d'échantillonnage. tdnsformation de log(x+1) est appliquée a
I'abondance des espéces.

Costatis (le package ade 4 est disponible surtédevgeb du logiciel R) est un moyen pour
analyser la structure stable de la relation eatimmunauté zooplanctonique et les variables
environnementales a travers la variation tempar&lette analyse comporte deux étapes :
d'abord deux analyses triadiques partielles (PBAsg} effectuées indépendamment : une sur
la série de tableaux avec les variables environnt@tes et I'autre sur la série de tableaux
avec l'abondance des espéces. Le compromis deTéesrBprésente la structure stable des
conditions environnementales en premier lieu etalei de la communauté zooplanctonique
en deuxieme lieu. Ces 2 premieres analyses soriesud’'une analyse de co-inertie réalisée
sur les compromis.

Les résultats sont donnés sous forme de deux figdéerivant la co-structure entre les
structures stables et extraits de chaque sérialleaux : une figure montre les variables
environnementales et l'autre les espéces. Les filgures partagent les mémes axes ce qui
maximise la covariance entre les coordonnées duymms environnemental et celui des
especes.

Cette méthode statistique met en évidence la oelaiable entre les deux structures tout en
éliminant les variations ambigles. Costatis perraessi de projeter les échantillons
correspondant a chaque date et a chaque bassinladaosstructure, en donnant une vue
globale sur les caractéristiqgues de chaque sitmopsidérant en méme temps les parameétres

environnementaux et la distribution des especes.
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Des trajectoires (projection par date) donnent per@u sur la variation temporelle tout en
considérant les conditions environnementales et ctanposition des communautés
zooplanctoniques dans chaque bassin.

C. Résultats

Les relations entre les variables environnementdferametres physico-chimiques et
biologiques) et la structure des communautés zaomaiques de la saline de Sfax ont été
étudiées. Les variables environnementales et Ipgces utilisées dans cette étude sont
indiquées dans le tableau 2.

Tab.2. Liste des espéces, des parametres physicaaulques et biologiques (abréviation)
utilisés dans I'analyse multivariée (Costatis)

Taxons

Calanoides

Paracartia grani Pg
Acartia discaudata Ad
Acartia clausii Ac
Cyclopoides

Oithona nana On
Oithona similis Os
Harpacticoides
Bryocamptussp. Bsp

Euterpina acutifrons  Ea
Clytemnestra scutellataCs

Mesochra lilljeborgi Mi
Microstella norvegica Mn
Anostracés

Artemia salina As
Parametres physiques

Salinité S
Température T
pH pH
Matiére en suspension SM
Densité DE
Parametres chimiques

Nitrites NGO,
Nitrates NG
Ammonium NH,"
Phosphates PO
Rapport N:P N:P
Siicates Si
Parameétres biologiques
Chlorophyllea Chla
Chlorophyllec Chic
Carotenoides Car
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|. Les Parameétres physico-chimigues et biologiques

Les valeurs moyennes et les écarts types des paesnphysico-chimiques et biologiques
dans les quatre bassins (A5, A16, C41 et M2) sutitjués dans le tableau 3.

Tab.3. Moyenne + S.E des parameétres physico-chimiga et biologiques dans les bassins
A5, A16, C41 et M2

Bassins

A5 Al6 C41 M2
Parametres physiques
Salinité (psu) 42.11+0.14 60.83 + 0.50 96.47 + 0.50 93.38 £ 0.53
Température (°C) 26.58 + 0.37 25.91 +0.36 25.88 ¥0.3 27.33+0.37
pH 8.12 +0.03 8.23+0.03 8.07 £ 0.02 8.02 £ 0.03

Matiére en suspension (mdL 499.09 + 35.39 586.62 + 31.22 793.86 £ 62.70 248%.%29.59

Parametres chimiques

NO,™ (M) 0.57+ 0.03 0.42 +0.02 0.54 +0.02 0.73+0.03
NO;5™ (M) 3.89+0.15 4.52+0.21 6.01 +0.42 4.9+0.23
NH," (uM) 2.22+0.07 2.1+0.06 3.08+0.11 257+0.1
PO (uM) 2.69+0.20 1.09 +0.07 2.32+0.14 3.14+0.21
rapport N:P 9.63 + 0.52 12.68 +0.5 14.34 +0.88 9.8584

Si (uM) 36.22 +2.29 22.28 +0.77 28.44 + 2.69 399225

Parametres biologiques

Chlorophyllea (mg ni®) 0.05 +0.00 0.03 +0.00 0.05 + 0.00 0.03 + 0.00
Chlorophyllec (mg m®) 0.06 +0.00 0.04 +0.00 0.05 + 0.00 0.05 + 0.00
Caroténoides (mg 0.07 £ 0.00 0.06 £ 0.00 0.08 £ 0.00 0.12 +0.01

La salinité montre une importante variation ené® djuatre bassins. Elle varie entre 38 psu
dans le bassin A5 (aolt 2010) et 210 dans M2 (gar2010). Ce gradient de salinité est lié a
I'évaporation de l'eau. Au sein de chaque bassn, ge variations temporelles ont été
observées.

La température fluctue légérement d'un bassin autre avec une variation saisonniére
similaire dans tous les bassins. La plus faiblewmaknregistrée est 16 °C mesurée pendant le
mois de décembre 2010 en C41 ; la plus forte teatyper voisine de 39°C a été observée au
mois d'aolt 2010 dans le bassin M2.

Le pH varie entre 8,92 (A5, décembre 2010) et §\32, octobre 2010), la valeur moyenne
de ce paramétre est homogene dans les quatresassin

La moyenne annuelle de N:P oscille entre 9,85 dédet 14,34 dans C41. Ces valeurs sont
inférieures au rapport de Redfield (16) indiqguamences de phosphore dans tous les bassins.
Les concentrations moyennes les plus importanteShdorophyllea et Chlorophyllec sont
enregistrées au niveau du bassin A5 (0,053 et 0,086 ni°, respectivement). La
concentration en caroténoides augmente avec latéghour atteindre une valeur maximale

dans M2.
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Il. Abondance relative et structure des peuplemeistzooplanctonigues

L’examen quantitatif de la communauté zooplanctoeigous a permis de constater que les
especes de copépodes constituent la composantkidargprésentative du compartiment
zooplanctonique avec 82 ; 96 et 93 % de I'abondtotaée du zooplancton dans les bassins
A5, Al6 et C41 respectivement. Par contre, ce groept absent dans le bassin du
partenement intérieur (M2). Ce dernier est monamgicpn y trouve une seule espéce
d'anostracé@rtemia salina

Les bassins A5, A16 et C41 abritent 10 especesofgépodes (Tableau 2) représentant 9
genres, 7 familles et 3 ordres différents (Calaaoftiyclopoida et Harpacticoida).

Des différences sont observées dans la composiida communauté de copépodes entre les
différents bassins. En effet, dans le bassin AAQgclopoida dominent et représentent 50 %
de l'abondance totale des copépodes, alors quedesoida sont les plus abondants dans
Al6 avec 55 % de l'abondance totale des copépddssHarpacticoida sont faiblement
représentés dans ces deux bassins (13 % dansJ45%tdans A16). Par contre on observe

une présence exclusive des Harpacticoida dansgn@41 (100 %) (Figure 11).

Harpacticoida Cyclopoida m Calanoida

(@) (b) ()

13% 11% 100%

37%4 R

559 34%

50% &4 4
Fig.11. Distribution des trois taxons de copépodetans les bassins A5 (a), A16 (b) et C41
(©)

L'indice de diversité de Shannon a été calculé diéstimer la structure des communautés de
copépodes dans ces 3 bassins (Tableau 4). Ce¢isdidigne que la diversité des copépodes

diminue significativement de A5 a C4R € 3,42 ;p < 0,05) selon un gradient de salinité.
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Tab.4. Moyenne de l'indice de diversité (H') = S.Eles copépodes dans les bassins A5,

Al6 et C41
Bassins
A5 Al6 C41 F values (df)
Indice de diversité (H")
1,04 +0,03 0,63 £ 0,03 0,55+ 0,02 3,42 (57)*

bits ind™*

La F-value a été déterminée par ANOVA. * L'astérisqudique une différence significative
entre les bassing & 0,05)

I1l. Analyse des communautés zooplanctonigues etlation avec les paramétres

environnementaux

Les résultats de I'analyse Costatis sont représesugla figure 12. Le premier et le second
axes du plan factoriel expliquent respectivemen? &8 27,7 % de linertie totale (Figure
12a). Les figures 12b et 12c montrent respectivénies projections des parametres
environnementaux et celles des abondances desesspaaplanctoniques étudiées sur le plan
factoriel. Ces deux figures sont superposablesoreenier axe décrit un gradient de salinité
(croissant de droite a gauche) face a un gradierjualité de I'eau (croissant de gauche a
droite) avec de fortes valeurs de salinité, caaitigs et matieres en suspension dans la partie
gauche, et d'importantes valeurs de chlorophgliet de pH dans la partie droite du plan
factoriel (Figure 12b). Cette opposition difféerentes bassins hypersalés en aval (a gauche)
de celles a tendance marine en amont (a droite).

Le deuxieme axe montre un gradient du rapport NrBigsant du haut vers le bas) avec le
phosphore assimilable (R0 dans la partie supérieure du plan factoriel etfgort azote
inorganique dissous /phosphore inorganique disdans la partie inférieure du plan factoriel.
Le second axe montre également un gradient de otvaten de la chlorophylle et des
silicates, avec de fortes valeurs de ces deux hlagadans la partie supérieure du plan
factoriel, associées aux faibles valeurs de N:P.

Les ions azotés, qui sont reliés a la qualité elul'et interviennent dans le rapport N:P, ont
une position intermédiaire sur les deux axes t Besas aussi de la température. Les silicates,
la chlorophyllec et les ions orthophosphates sont plus proches dtrecgue les autres
variables, cela indique la faible contribution descparamétres a la distribution du
zooplancton.

La projection des espéces sur le plan factorieltreame structuration le long du premier axe
(Figure 12c), avec les especes thalassophilesMEaCs, Pg, Ad, Ac, On et Os) situées dans
la partie droite du plan factoriel, 'espéce lagphalophile (As) située dans la partie gauche et

44



Etude de la relation entre les communautés zoapbaigues et les paramétres
environnementaux de la saline de Sfax

les autres especes halophiles (Ml et Bsp) en paosititermédiaire. Donc la distribution des
copépodes et deés salinase fait selon leur affinité au sel. La distributides espéces selon le
second axe suggere que Ml et Bsp sont associedatdatio N:P, en revanche, les autres
espéeces sont liees a de faibles ou moyens ratiBs Rar conséquent, la relation espece-
environnement consiste principalement en un gradéatinité-qualité de l'eau lié a un
gradient especes hypersalines - espéces marines.

Globalement, on constate que les Cyclopoida etClalanoida sont associés a de faibles
concentrations de sel et de N:P, les Harpacticeatd associés a de fortes salinités et ratios

N:P, les artémies sont liés a de tres fortes sadimt de faibles ratios N:P.

’ I
_ .
2

25
3142 25425
(b) T2 © 1.
As
E
a Mn
Oso'&1
Fﬁd
H g
Chla
+ Cs
NO; NHa
Axe 2 N:P Axe 2 Ml Bsp
Axel Axel

Fig.12. Diagramme des valeurs propres (a), plan faariel de I'analyse Costatis montrant
les parameétres environnementaux (b) et les espeaplanctoniques (c)

La projection de chaque échantillonnage (c'est@&-de chaque date) sur le plan factoriel
pour les variables environnementales d’'une pagu(iei 13a) et pour I'abondance des espéces
d’autre part (Figure 13b) permet de visualiserdaifion moyenne de chaque site sur le plan
factoriel et les principales caractéristigues oes différencient. Elle souligne, de plus,

limportance de la variation temporelle des relasi@speces - environnement.
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(b)

Axe 2 Axe 2

T—>Axe 1 > Axel

Fig.13. Projection des 18 points d'échantillonnageorrespondant a chaque bassin dans
le plan factoriel de I'analyse Costatis montrant (fles variables environnementales et (b)
les especes zooplanctoniques

L'emplacement des bassins dans le plan factorieemévidence leurs caractéristiques. Sur le
plan factoriel montrant la structure environnemien{&igure 13a), les bassins (A5 - A16),
C41 et M2 sont distribués de la droite vers la aule long du premier axe ce qui est
cohérent avec l'augmentation de la salinité de AB2a A5 localisé en haut et a droite, est
caractérisé par une importante concentration esraphyllea, c et en silicates. A16, situé en
bas a droite, est par contre associé a une failleentration en chlorophyleet en silicates.
C41 situé en bas a proximité de l'axe 2, est liéing forte concentration en nitrates,
ammonium et un fort rapport N:P. Finalement M2,é&ien haut a gauche, est défini par une
forte concentration en orthophosphates, nitritasyténoides et matiere en suspension.

Sur le plan factoriel montrant les espéces (Fidits), A5 et A16 apparaissent dans la partie
droite du plan factoriel, ils sont associés a lanuh@ance des especes de copépodes
thalassophiles. C41 et M2 situés a gauche du plaoriel sont en relation avec la dominance
des espéeces zooplanctoniques halophiles comme kpatticoida M. lilljeborji et
Bryocamptussp. dans C41 (en bas a gauche) et le branchioposiinadans M2 (en haut a
gauche).

Pour chaque bassin, les points d'échantillonnage glois dispersés sur le plan factoriel
lorsqu’ils sont projetés d'aprés les valeurs dasabées environnementales (Figure 13a) que
lorsqu’ils sont projetés d'aprés I'abondance deséess (Figure 13b). Cela indique que
'assemblage des especes est relativement stalllépéndes variations temporelles dans les

conditions environnementales.
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La projection moyenne des variables environnemestal des especes des quatre bassins sur
le plan factoriel (Figure 14) met en évidence l@&knces entre les bassins et souligne
I'importance de la relation entre les caracténiggienvironnementales et la distribution des
espéeces zooplanctoniques. Chaque bassin est mnejgrgsa 2 points liés par une fleche.
L’origine de la fleche correspond aux variablesiemnementales et I'extrémité de la fleche
correspond aux especes zooplanctoniques. Plussoaspints sont proches, plus la relation
entre composition de la communauté et conditiondr@mementales dans le bassin est
étroite. On remarque que les longueurs des flesbiscourtes par rapport aux distances entre
les bassins, indiquant un lien fort entre la contmysdes communautés zooplanctoniques et

les conditions environnementales.

22

-2

\MZ A5
A

Axe2 CA:]_/-

Axe 1l

Fig.14. Projection des sites d'échantillonnage dane plan factoriel de I'analyse Costatis
pour les variables environnementales et pour les gsces
Chaque site est représenté par deux points : baespond aux variables environnementales
(origine de la fleche) et I'autre correspond adtadlance des espéces (extrémité de la fleche).
Les trajectoires (Figure 15) montrent la positionyenne, par saison, des projections des
échantillons collectés dans chaque bassin, powdegables environnementales (en haut) et
pour les especes (en bas). Cela permet de visudbksevariations saisonniéres bien que les
structures soient dans I'ensemble assez homogeénes.
Les échantillons collectés au printemps sont cauxdiférent le plus des autres. Au niveau
de trois bassins, les préléevements du printempst s@mactérisés par des valeurs
exceptionnelles de certains paramétres environnemenavec un exces de FOdans A5 et

M2, et un excés de NOet NH;" dans C41. Les trajectoires ne montrent pas deticni

a7



Etude de la relation entre les communautés zoapbaigues et les paramétres
environnementaux de la saline de Sfax

saisonniere importante concernant la compositios demmunautés zooplanctoniques.
Globalement, les différences saisonniéres au serhdque bassin sont beaucoup plus faibles

gue les différences entre les bassins.

P
e ()
Axe 1 [, o
DA
E
AS Al6 C41 M2

e i

2
2+1.7
2
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H Zf:D
E

E
A5 A16 car AP M2

Fig.15. Position moyenne, par saison, des projectis des échantillons dans le plan
factoriel de I'analyse Costatis, pour chaque bassipour les variables environnementales
(en haut) et pour le zooplancton (en bas)

Quand c'est nécessaire, une ellipse est dessiteg des points montrant une structure
similaire, soulignant ainsi le point situé a I'ei¢@r qui montre une variation remarquable.
E: Eté, A: Automne, H: Hiver, P: Printemps
D. Discussion

Les résultats obtenus fournissent des informatimmgernant les processus impliqués dans la
distribution des espéces zooplanctoniques danalilzes Cette distribution semble fortement
liée aux caractéristiques environnementales spéei§ de chaque bassin.

L'analyse montre que la distribution du zooplanatsh principalement liée au gradient de
salinité. Cette étude confirme que parmi les fast@mvironnementaux la salinité a un effet
prononcé sélectif sur la composition et la distiitoudu zooplancton (Hammer, 1986 ; Ayadi
et al., 2002 ; Toumi et al., 2005). La diversité @éspeces diminue avec l'augmentation de la
salinité, cela est montré dans divers environnesnsalins, allant des estuaires aux salines
(Colburn, 1988 ; Williams, 1998 ; Thiéry et Puer26p2 ; Tripp et Collazo, 2003 ; Sanchez
et al., 2006 ; Horvath et al., 2014). En outresdénité est le principal facteur qui influence la
composition des invertébrés dans les autres systéWiellheim et Lovvorn, 1995 ; Hart et
al., 1998).
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Les premiers bassins (A5 et A16) maintiennent dasotéristiques typiques d'un milieu
marin alors que C41 et M2 sont caractérisés panwironnement hypersalé ou les conditions
sont particulierement stressantes (Sanchez 0416).

Les copépodes dominent le zooplancton dans A5, &1641. Ces crustacés sont absents
dans le bassin a tres forte salinité (M2, 193 gsindice de diversité de Shannon (H') calculé
pour les copépodes diminue avec l'augmentatiora dalinité de A5 a C41. L'augmentation
de la salinité peut donc étre considérée commaatedr limitant pour la diversité de la faune
aguatique. Ce résultat est en accord avec ceukabagtudes réalisées dans d'autres salines
(Britton et Johnson, 1987 ; Colburn, 1988 ; Willgm998 ; Amaral et Costa, 1999 ; Thiéry
et Puente, 2002 ; Evagelopoulos et al., 2007).

L'influence de la salinité montre qu'il existe wadeur seuil au-dessus de laquelle seules les
especes tolérantes au fortes teneurs en sel soryélliams, 1998 ; Toumi et al., 2005). La
tolérance au sel varie non seulement d'une espane autre mais aussi d'un ordre a l'autre.
Les Cyclopoida et les Calanoida sont présents emgat dans les bassins les moins salés
(entre 40 et 65 psu). Ces copépodes thalassopbdesneO. nana O. similiset P. grani,
sont plutdt associés aux faibles salinités (Kobéb#& et al., 2013). Au contraire, C41 est
marqué par la présence exclusive d’Harpacticoidance M. lilljleborgi et Bryocamptussp.

Ce résultat est cohérent avec les études précédenient montré qu'entre 77 et 120 psu,
seuls ces deux taxa de copépodes étaient présergddadsaline de Sfax (Khemakhem et al.,
2010 ; Kobbi-Rebai et al., 2013). Ces Canthocaraptichdaptés au stress osmotique sont
considérés comme des organismes halophiles. DangeNganchiopodd. salinaest la seule
espéce zooplanctonique présente. Cela corrobotudes précédentes sur la saline de Sfax
(Toumi et al., 2005 ; Elloumi et al., 2009).

La tolérance ou l'intolérance des especes a laitéaéist probablement liée a leur capacité ou
a leur inaptitude a réagir métaboliquement auxefoteneurs en sel. Seuls les organismes
halophiles ont des caractéristiques écophysiol@giget biologiques spécifiques qui leur
permettent de résister a un tel stress (Elevi Raéddat Oren, 2008). Les copépodes répondent
a ce stress en activant une série de mécanismegfdese (Lauritano et al., 2012). Ces
mécanismes incluent l'accumulation d'osmolytes rogyees intracellulaires comme les
prolines (Willett et Burton, 2002) et l'inductioe ¢h glutathion-réductase qui est une enzyme
qui lutte contre les radicaux libres en transfortrandisulfure de glutathion en glutathion

(Lauritano et al., 2012 ; Seo et al., 2006). Betemiasp. peuvent synthétiser les heat shock
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protéines (hsp), l'artémine et le p26 pour résiatestress créé par I'environnement extréme
(Clegg et al., 1999 ; Tanguay et al., 2004).

Cependant l'analyse montre que d'autres parameémnegonnementaux, plus ou moins
corrélés avec la salinité, influencent aussi l#&rithistion du zooplancton.

La chlorophyllea est le principal pigment photosynthétique préstants toutes les especes
phytoplanctoniques eucaryotes et procaryotes (daaiéries). Ce composant constitue le
facteur estimatif de la biomasse phytoplanctoniguelus connu et le plus utilisé (Gregor et
Marsalek, 2004). La concentration de la chlorogha]lqui est un indicateur de I'abondance
du phytoplancton, favorise le développement du leompon. En effet, I'abondance de la
plupart des especes de copépodes est positiveore@liée avec la chlorophylke

Les algues, les plantes et plusieurs fungi et bastéy compris les cyanobactéries)
accumulent les caroténoides (Borowitzka et al.01989omez et al., 2003). Ces pigments sont
souvent impliqués dans la réponse au stress chezes organismes (Hui-Kun et al., 2012).
En effet, I'analyse met en évidence de fortes entrations en caroténoides reliées aux fortes
salinités. Une valeur élevée en caroténoides astcgnséquent, un indicateur de la présence
de phytoplancton adapté aux fortes salinités etgustitue une ressource alimentaire pour le
zooplancton halophile se développant dans les umilsalins.

L’'analyse Costatis révele une corrélation positemtre la salinité et les matieres en
suspension. En effet, la concentration la plus mgmbde de la matiére en suspension est
enregistrée dans M2. Des processus physico-chimigo@me la floculation peuvent en étre
a l'origine dans ce bassin a cause des fortes otnatens en sel. De plus, dans ce bassin,
laugmentation de la salinité est susceptible devqauer la mortalité des organismes
intolérants a la salinité et transportés par lesramts d'eau. lls participent ainsi a
'augmentation de la teneur en matiere organiqueuspension (Davis et Giordano, 1996).
Les ions azotés sont également corrélés avec iitéalNO,, NOs et NH," ont comme
source la dégradation de la matiere organique.okganismes morts circulant d'un bassin a
l'autre grace aux courants d'eau sont dégradénerent des ions azotés. Grace a la mort de
ces especes sensibles au sel, la pompe des nusimans'alimenter entre A16/C41 et
C41/M2. L'azote assimilable (NOet NH;") constitue des nutriments pour le phytoplancton,
il est trés nécessaire a la croissance de ceg@pties qui sont la base du réseau trophique
dans la saline. Par contre, BNQqui est toxique méme a faible dose, génére urssstre

supplémentaire particulierement élevé dans M2.cuialation de N@ dans M2 est due au

50



Etude de la relation entre les communautés zoapbaigues et les paramétres
environnementaux de la saline de Sfax

processus de nitrification qui se produit dans assim a cause de la forte teneur en sel
(Dinger et Kargi, 1999).

Enfin, la distribution du zooplancton peut étreshusliée au gradient N:P. Dans la saline de
Sfax, les concentrations en azote et en phosplwrepdus fortes que celles trouvées dans
d'autres salines comme en Camargue (Thiéry et @u@002) ou la saline de Megalon
Embolon en Grece (Dolapsakis et al., 2005). Ceitigrdnce peut étre due aux rejets
anthropogéniques et aux apports terrigenes effe@uéniveau de la saline de Sfax comme
signalé par Elloumi et al. (2008) et Kchaou e(2009).

De plus dans tous les bassins étudiés, N:P egienféa 16, ce qui indigue un exces de
phosphore. Cet excés peut provenir de diversexe®u@xtérieures. La teneur en phosphore
diminue de A5 a A16 et augmente de A16 a M2 (TabRB)aCes variations semblent résulter
de la combinaison de deux gradients. Le premiettigna serait d0 a I'entrée de I'eau de mer
au niveau des premiers bassins et a la circulatien'eau d’'un bassin a l'autre. La
concentration de P est susceptible de diminuamg te la saline pour deux raisons. D'abord,
ce nutriment est consommeé par le phytoplanctond&bial., 2008). Ensuite, il a été démontré
gue le phosphore précipite entre les premiers mmsbune saline et les suivants (Vieira et
Amat, 1996) en raison de la diminution de la sditgbide cet élément chimique avec
laugmentation de la salinité. Le second gradieatrait étre causé par des rejets
anthropogéniques puisque C41 et M2 sont situés oxirpité des zones urbaines et
industrielles. Cette entrée pourrait étre accenpaéales phénomenes de percolation a travers
le sol, ce qui peut contribuer a I'enrichissemenplosphore dans C41 et dans M2 avec de
moindres quantités. L'exces de phosphore ne sepddeavoir d'impact négatif sur les
espéeces planctoniques étudiées puisque les indisatie phytoplancton et la densité de la
plupart des espéces zooplanctoniques sont soitarélés, soit positivement corrélés avec la
concentration en phosphore. Ce résultat est cohaven ceux de Dolapsakis et al. (2005) qui
montrent que des concentrations élevées en P oneffeh positif sur la densité des
microalgues dans le cas d'une forte salinité.

Les deux principaux gradients mis en évidence patalis (gradients de salinité et de N:P)
permettent une bonne compréhension de la distibudu zooplancton dans les différents
bassins de la saline de Sfax.

L’analyse par Costatis montre que A5, placé en baidt droite du plan factoriel, est allié a
une faible salinité et de fortes concentrationlena, chl ¢ et en silicates, alors que Al6,

situé en bas a droite, est associé a une saligarément plus élevée et des valeurs faibles de
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chl a, chlc et silicates. La diminution de la chlentre A5 et A16 montre que I'abondance du
phytoplancton diminue. La chd et les silicates sont positivement corrélés eetrg. La
chlorophyllec est un pigment accessoire qui existe chez certgimspes de phytoplancton
comme les diatomées (Strain et al., 1943). Paréguent, la chlorophylle permet d'évaluer

la portion de diatomées dans le phytoplancton.ili@eqSi) constitue aussi une composante
essentielle pour certains organismes phytoplangt@s, notamment les diatomées. Ces
dernieres sont protégées par un squelette extermeng "frustule™ principalement composé
de (Si). Ainsi, la (Si) peut étre un facteur linmtajui contréle leur croissance (Leblanc et al.,
2005). Ces parameétres biologiques (Si ed)&ont donc associés aux diatomées (Strain et al.,
1943 ; Stefano et al., 2009).

Nos résultats suggéerent donc une diminution deridhnce des diatomées entre A5 et A16.
Cela est en accord avec les études précédentesamounne diminution du phytoplancton,
particulierement des diatomées, entre les prerbassins et A16 associée a une augmentation
de la proportion de dinoflagellés (Abid et al., 8QCElloumi et al. 2008, 2009 ; Khemakhem
et al., 2010). Les diatomées peuvent avoir uneiémite sur la distribution du zooplancton
puisqu'elles constituent une source alimentaire geux-ci. Dans A50. nanaet P. grani
sont plus abondants que dans Al16. Cela peut éplege# par I'importance de la biomasse
phytoplanctonique dans A5 particulierement celle diatomées qui sont une des principales
sources alimentaires pour ces copépodes (Drird.,eR@09). Au contraire, dans Al6, les
teneurs plus faibles en phytoplancton peuvent &tferigine d’'une compétition alimentaire
au sein du zooplancton.

C41 situé en bas et centré par rapport au premxer est caractérisé par des valeurs
relativement fortes de salinité et de N:P. Dandassin, seuls deux taxa se développent, les
HarpacticoidaBryocamptussp. etM. lilljleborgi. Ces especes sont caractérisees par un mode
de vie benthique (Williams, 1980 ; Albeit et Scle$jb1982 ; Heip et Herman, 1985)
contrairement aux autres especes étudiées qui EEagiques.Bryocamptussp. et M.
lillleborgi vivent au fond ou le ratio N:P peut étre fort asmde la dégradation de la matiere
organique (Tezuka, 1990). Un important ratio N:Rutpepar conséquent, favoriser le
développement de ces espéces benthiques. Ces daganh pas présents dans les autres
bassins. Cela peut s’expliqguer par la combinaisenpllisieurs facteurs. D'une pai.
lillieborgi et Bryocamptussp. ne se développent pas dans M2. Les fortesirgatke salinité
constituent vraisemblablement un milieu trés cogir@nt pour ces especes. D’autre pdrt

lilljeborgi et Bryocamptussp. ne sont pas observés dans les bassins déajilles salinité
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(A5 et A16). Ce retrait dl. lilljeborgi et Bryocamptusp. peut étre lié a leur intolérance aux
faibles salinités ou, plus probablement, a uneusieh spatiale compétitivd. lillieborgi et
Bryocamptussp. trouveraient alors refuge dans C41 qui carestine barriére biologique pour
beaucoup d’espéces qui n'y persistent pas, cénjte les phénomenes de compétition.

M2, situé a gauche du plan factoriel, est associ@ana importante concentration de
caroténoides, de fortes valeurs de salinité etdtainance dA. salina Dans ces conditions
de stress (créées par les fortes salinités etegaiottes concentrations en N@ans M2), la
microalgueDunaliella salinaest caractérisée par une forte croissance quasdeste par des
teneurs en caroténoides élevées (Chidambara Mwatthgl.,, 2005). Associée a d'autres
organismesp. salinaproduit la couleur orangée caractéristiqgue darsabsin M2 (Abid et
al., 2008 ; Baati et al., 2008 ; Elloumi et al.08p. Cette espece joue un rble clé comme proie
dans le contrdle de I'abondance et de la repragtuciA. salina(Guermazi et al., 2009). La
prolifération dA. salinapeut étre aussi affectée par la présence ou l'ebsBautres espéces
phytoplanctoniques tels g@&hlamydomonasp., les cyanobactéries, les diatomées et le cilié
Fabrea salina(Guermazi et al., 2009). Ce protozoaire semble éire espece compétitive
d'A. salinavis-a-vis des ressources alimentaires (Guermaai.e2008 ; Khemakhem et al.,
2010).

L'analyse des variations temporelles (trajectoireghtre une structure stable et solide au
niveau environnemental et au niveau des commundatés chaque bassin. Les variations les
plus significatives se sont produites au printemgpgec des valeurs plus élevées
d'orthophosphates dans A5 et M2, et des valeurss glevées des ions azotés dans C41. Un
exceés de ces ions peut avoir des effets toxiquepemiant, aucune influence sur les
communautés zooplanctoniques n'a été détectée. fizrla étre expliqué par la capacité
d'adaptation du zooplancton étudié (copépodes dtmas) a ces conditions
environnementales particulieres ; ce qui minimisémpact de ces variations
environnementales et favorise la stabilité des leengnts zooplanctoniques.

Cette étude montre une tres forte structure spagiatle grandes différences entre les facteurs
environnementaux et la composition des commungudés chaque bassin. Les variations
saisonnieres sont, au contraire, tres faibles. thactsire globale ne varie pas durant toute
'année malgré que certains facteurs environnemgrgé I'abondance de quelgues espéces
peuvent varier entre les saisons (Toumi et al.5200hemakhem et al., 2010). Il semble que
chaque espéece préfére certaines conditions enenoamtales. Donc les variations

environnementales saisonnieres ne sont pas assez fmur influencer significativement la
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distribution des espéces dans les différents bmsisna saline. Dans les biotopes caractérisés
par un gradient de salinité éleve, les variatia@isaniéres des communautés planctoniques
sont souvent reliées aux variations de la temperatti de la salinité (Hoffmeyer, 1994 ;
Calbet et al., 2001 ; Vieira et Bio, 2011) et iefficées par I'entrée de I'eau (Mozet al.,
1998 ; Khemakhem et al., 2013). Toutefois, lesatams saisonniéres sont moins marquantes
avec l'augmentation de la salinité (Lei et al.,20&n outre, la saline de Sfax est située dans
une région semi-aride dans laquelle les différerezdse les saisons ne sont pas nettement
identifiables. Finalement, il est impératif de adtegr I'entrée de I'eau pour préserver la
production du sel, cela peut engendrer une certagtabilité des conditions
environnementales. La combinaison de tous cesuiacpeut expliquer la faible variation des
conditions environnementales et par conséquentalailig®¢ de la distribution des especes

zooplanctoniques entre les bassins.

54



ZIZIZ] :

de/k)

m@@)@]y
gelalsalineldelSiaxcotpiee

RUXglaGtelrSIenviionnementaux




Etude de la composition biochimique en acides ¢#&3) du zooplancton de la saline de Sfax
couplée aux facteurs environnementaux

Chapitre 1ll : Etude de la composition biochimique en acides gras (AG) du zooplancton
de la saline de Sfax couplée aux facteurs environmentaux

A. Introduction

Les lipides sont utilisés comme des biomarqueus jaentifier les relations existantes entre
les différents maillons de la chaine trophique $Bbaawi et al., 2009 ; Allan et al., 2010 ;
Kelly et Scheibling, 2012). De plus, plusieurs @sidnt montré que la composition en acides
gras d’'un prédateur reflétait, en grande partiendture des proies ingérées (Bell et Dick,
1990 ; Stubbs et Smith, 1990 ; Parrish et al., 1998yzaud et al., 1997).

Les acides gras saturés et monoinsaturés, au givtie nutritionnel, sont plus pauvres que
les acides gras polyinsaturés ; ces derniers senhalite qualité nutritionnelle pour les
consommateurs (Parrish, 2009 ; Pommier et al., ROD2ux familles d’acides gras
polyinsaturés sont considérées comme importantggmdéeurs réles biologiques : la famille
des acides gras de la série (n-6) ®6)(et la famille des acides gras de la série (0eB{»3).
D'autres acides gras sont dits essentiels de pex propriétés structurales et physiologiques
déterminantes, il s'agit des acides eicosapentg@adEPA, 20:5(n-3)), docosahexaénoique
(DHA, 22:6(n-3)) et arachidonique (ARA, 20:4(n-6Qes acides gras hautement insaturés
agissent sur la croissance des especes, le suetasaproduction et le développement neural
du zooplancton et des poissons (Ravet et al., 2@¥8tt et al., 2006 ; Perhar et al., 2013).
Certains acides gras (dont les polyinsaturés aueraipaine carbonée) sont des métabolites
essentiels pour les niveaux trophiques supéridarag peuvent pas étre synthétisésnovo
par les organismes c'est-a-dire leur apport ne peac se faire que par le biais de
I'alimentation puisqu'ils sont uniqguement synthé&tigar les niveaux trophiques inférieurs
(phytoplancton et especes algales ; Sargent, 19A6kman, 1980), d'ou le caractére
indispensable de ces composants (Kattner et H2GE9, ; Mayzaud et al., 2013).

Le role des acides gras comme traceurs trophigeg®janismes marins et des invertébrés
(comme les copépodes) est largement présent déittérature, il est maintenant reconnu. En
revanche le méme aspect n'est pas beaucoup trame lés milieux extrémes et plus
spécifiguement dans les biotopes hypersalins. Déma;onnaissance de la composition
biochimique du zooplancton (copépodeAeiemig de la saline de Sfax est un nouvel aspect
qui va permettre d'étudier la valeur nutritive @tbntribution du zooplancton dans la chaine

alimentaire.
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B. Matériels et Méthodes

I. Prélevement et conservation des échantillons

Les échantillons destinés a I'étude biochimiquesdde des acides gras) sont prélevés sur un
filtre de 80 um de maille, triés, puis stockés @°€ pour éviter tout risque d'oxydation des
lipides.

Il. Dosage des acides gras chez le zooplancton

Afin de déterminer le régime alimentaire et d'éealia qualité nutritionnelle du zooplancton
de la saline de Sfax, les acides gras ont été duws les copépodes et les artémies. Ce
dosage a été effectué selon la méthode de Folabllaborateurs (1957) modifié par Bligh et
Dyer (1959) et a été déterminé en suivant 3 étapes
- Extraction des lipides
- Préparation delSstersM éthyliques dAcidesGras (EMAG)
- Chromatographie eRhaseGazeuse (CPG).
La teneur en acides gras est exprimée en % dessagids totaux.

[I.1. Extractiondeslipides
La quantité de matériel biologique nécessairexéréietion des acides gras varie selon I'espece
et la quantité utilisée est adaptée a la dispatéhike cette derniere.
L’extraction des lipides nécessite un broyage ugngent pour lefrtemiaen raison de la
petite taille des copépodes. Le broyage est rédasé 10 ml de méthanol afin de précipiter
les protéines. On ajoute, par la suite, 20 ml deroforme pour solubiliser les lipides
associés aux protéines. L'ensemble est alors haméigg® a I'aide d’un vortex, pendant 5 min
puis passé a l'ultrason pendant 10 min. La solusinincubé dans un bain marie & 56°C
durant 30 min ; cette éetape favorise I'extractiogs dipides qui sont solubles a chaud.
L'adjonction d‘une solution de NaCl a 0,9 % perrdetsaturer la phase organique et de
relarguer ainsi les lipides. L'ensemble est camgafa 20,000 g pendant 15 min. La phase
supérieure constituée de méthanol et d’eau conkEntomposés hydrophiles (glucides et
protéines) tandis que les lipides sont dissous tapsase organique inférieure, cette phase
est récupérée. Aprés évaporation a chaud (45°Cpaiwant sous flux d'azote, I'extrait
lipidique peut étre conservé a -20°C sous courazbtk jusqu'a analyse.

[1.2. Méthylation et identification par Chromat@ghie en Phase Gazeuse
Apres extraction, les lipides sont saponifiés pantad’hexane. Les acides gras sont identifiés
par Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG) ationigie flamme. La CPG est une

technique qui permet de séparer des moléculesilange éventuellement tres complexe de
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nature trés diverse. Elle s'applique principalenaent composés gazeux volatils, ce qui n’est
pas le cas des acides gras. Ceux-ci, de par leurenaeu volatile, sont, en effet, trés difficiles
a analyser directement par CPG, a moins d’augméntempérature, ce qui endommagerait
la phase stationnaire des colonnes.

Pour résoudre ce probléme, linjection en CPG 'drtriait lipidique est précédée d’'une
méthylation directe des AG. Cela a pour but desfiamer les AG en Esters Méthyliques
d'Acides Gras (EMAG) plus volatils en utilisant us@ution de boron trifluoride (Bjf dans

le méthanol selon la méthode décrite par Santhckeian (1990). La méthylation se fait
aprées incubation d’'une heure a 90°C. Les EMAG smsispendus dans un mélange de 0,5 ml
d’hexane et de 0,5 ml d’eau, on obtient alors umesp supérieure hexanique qui contient les
acides gras méthylés qui sera injectée, par la,sit CPG.

L’injection est faite dans la colonne capillaire chromatographe du type « HP 5890 séries
Il » (Figure 16). L'azote est utilisé comme gaz tpar (1 ml/min). Les profils
chromatographiques des acides gras sont traitéaide Idu logiciel de calcul DIAMIR
(Varian, JMBS).

Les résultats obtenus sont sous forme de chronaatuge, les acides gras sont identifiés par
comparaison des temps de rétention avec celui daibe gras standard connu l'acide
heptadécanoique (C17:0) utilisé comme étalon ietele temps de rétention caractérise
qualitativement les acides gras alors que la cdratton de ces derniers est déterminée par la

surface des pics.
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Fig.16. Chromatographe de type « HP 5890 séries
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[1.3. Indices trophiques
Divers ratios alimentaires d'acides gras ont étéulds et utilisés en tant que biomargeurs
trophiques en se basant sur les travaux de El-8aledal. (2009). Cela permet d'avoir des
informations sur le régime alimentaire des espéugdiees.
Le zooplancton constitue une source en lipide pmlaiche en acides gras polyinsaturés
(AGPI). De ce fait, le ratio AGPI/AGS (somme desdas gras polyinsaturés / somme des
acides gras satures) peut étre utilisé comme itedicae carnivorie (Cripps et Atkinson, 2000
; Stevens et al., 2004). Un autre indice qui pdtg émployé pour identifier un régime
alimentaire carnivore est le rapport DHA/EPA ou DHEgt I'acide docosahexaénoique 22:6(n-
3) et EPA est l'acide eicosapentaénoique 20:5((E8)sgaard et al., 2003). DHA est
fortement conservé dans la chaine trophique cas'abit d'un composant stable et
quantitativement important des lipides polairesof(Set al., 2002 ; Veefkind, 2003).
DHA/EPA permet de discerner la consommation deeflég par rapport a celle des
diatomées puisque les flagellés sont riches en [@tHAes diatomées sont riches en EPA
(Dalsgaard et al., 2003). Les diatomées sont daiaées, egalement, par des fortes
proportions en AGMI, 16:1(n-7) (Dalsgaard et a0p2). Donc, des quantités élevées d'EPA
et de 16:1(n-7) dans les copépodes indiquent gsi@emiers sont herbivores (Dalsgaard et
al., 2003).
Le rapport du marqueur de diatomées (D) sur le vengdes flagellés (F), D/F est également
utilisé pour distinguer l'alimentation. Ces margseuspécifiques des diatomées et des
flagellés, sont calculés selon les formules suemntD = 16AGPI + 16:1(n-7) + 20:5(n-3) et
F = 18AGPI + 18:2(n-6)+22:6(n-3)) (El-Sabaawi et, &009). lls permettent d'évaluer la
présence et l'abondance relative des taxons coésidians un régime alimentaire. Par
ailleurs, des quantités importantes en acide liqo& 18:2(n-6) indiquent la présence de
détritus terrestres ou bien d'algues vertes dansédgme alimentaire du zooplancton
(Dalsgaard et al., 2003).

II.4. Analyse en composantes principales (ACP)
Une Analyse en composantes principales (ACP) naségmla été effectuée pour voir les
relations entre les parametres physico-chimiquasgérature, densité, salinité, pH, matiére
en suspension et nutriments), biologiques (chloylpla et caroténoides) et biochimiques
(acides gras).
Une simple transformation Log (x+1) est appliquémrpstabiliser les données afin de

minimiser l'effet des valeurs les plus élevéesiien, 1973).
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Dans cette étude, seulement deux axes sont repFgseas axes expliquent la majeure partie
de la variance et sont considérés comme statistigoesignificatifs dans le plan factoriel.
C. Résultats

|. Analyse de la composition lipidique

La composition en acides gras des copépodes érthrnia salinadans les quatre bassins de
salinité croissante A5, A16, C41 et M2 figure dentableau 5.

Les acides gras saturés (AGS) sont les acides 12:0, 16:0, 18:0, 20:0, 22:0 et 24:0. Dans
le bassin A5 (42 psu) les AGS totaux varient eBfir@gll % (che®. granifemelle) et 95,06

% (chezO. similig alors que dans le bassin A16 (61 psu) la quadétées acides gras est
plus faible et oscille entre 67,61 % (cHezgranifemelle) et 82,06 % (che&2. nang. Dans le
bassin C41 (96 psW. lellieborgi renferme 86,01 % des AGS totaux. On n'a pas estrégi
une différence remarquable entre les AGS totaux #®A. salinamale et femelle (59,11 %
et 57,22 %, respectivement) dans le bassin M2 (@€8. LesO. similis prélevés de A5
montrent la teneur la plus élevée en AGS totaux0@B36) principalement composée d'un
mélange de 16:0 (72,09 %) et 18:0 (22 %).

L'acide palmitique (16:0) et I'acide stéarique Ql&ominent les AGS totaux. Les teneurs en
16:0 varient entre 37,69 % chAz salinafemelle (M2) et 72,09 % che2. similis(A5). Les
teneurs en 18:0 sont plus faibles que 16:0 varatre 14,43 % et 30,92 % des acides gras
totaux dan®\. salinamale (M2) etM. lilljeborgi (C41), respectivement (Tableau 5).

Les teneurs en acides gras monoinsaturés (AGMduxosont plus faibles que ceux des AGS
chez les espéeces étudiées et sont composées de 164, 17:1, 18:1, 20:1, 22:1 et 24:1.
Dans le bassin A5, les AGMI totaux fluctuent er@f8 % (che. similig et 20,63 % (chez

P. granimale). Dans le bassin A16, ces acides gras madergre 6,44 % cheR. granimale

et 18,45 % chez la méme espéce femelle. Comméde'eas des AGS, il n‘existe pas une tres
grande différence entre la quantité des AGMI chAesgalinamale et femelle dans M2 (21,75
% et 24,18 % respectivement). La valeur la plusédeen acides gras monoinsaturés totaux a
été enregistrée au niveau des femelles (24,18 Ao)xdlinadans le bassin M2ar contre, la
plus faible valeur de ce type d'acides gras estrobs cheD. similispréleve de A5 (0,59 %).
Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont : 186)(r18:3(n-3), 18:3(n-6), 20:2(n-6), 20:3(n-
6), 20:3(n-3), 22:4(n-6), 22:5(n-3). lls varienttren3,74 % et 8,74 % chdz grani male et
femelle, respectivement dans le bassin A5. Darsa$sin Al16, les teneurs en ces AG sont
comprises entre 3,26 % et 10,86 % cRegranimale et femelle, respectivement. Les acides

gras polyinsaturés totaux présentent la valeulda forte cheZzA. salinafemelle (11,66 %)
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dans le bassin M2 (Tableau 5). Au niveauRdggrani male (A16) nous avons enregistré la
teneur la plus faible (3,26 %).

Les acides gras hautement insaturés (AGHI) soatide arachidonique (20:4(n-6), ARA),
I'acide eicosapentaénoique (20:5(n-3), EPA) etdkadocosahexaénoique (22:6(n-3), DHA)
(Tableau 5). Au niveau du bassin A5 les AGHI totaaxient entre 0,09 % (chd2 grani
male) et 1,91 % (che@. nang. Dans Al6, ces acides gras sont entre 0,31 %/2t% chez

P. granimale et femelle, respectivement. Des différenoes gbservées au niveau des AGHI
totaux cheZA. salinamale et femelle (0,24 % et 0,78 %, respectivenmdsnts le bassin M2.

Les teneurs en ARA, EPA et DHA sont présentes gaani de toutes les especes males et
femelles dans tous les bassins en faibles quamtitée dépassent pas 0,72 %, 0,3 % et 0,47
%, respectivement, ché&2. nana(A5). ARA est complétement absent cl@znanapréleve

de A16, par contre la teneur de cet acide grakagdts élevée au niveau de la méme espéece
(O. nara) collectée de A5 (0,72 %).
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Tab.5. Composition des acides gras (% des acidesagrtotaux) des différentes especes
dans A5, A16, C41 et M2

M. lilljeborgi O. nana O. smilis P. grani A.salina
male femelle male  femelle

Bassins C41 A5 Al6 A5 A5 Al6 A5 Al6 M2
C120 2,31 0,05 9,74 0,05 256 292 3,24 3,05 1,93 2,08
C140 0,46 1,85 1,26 0,87 0,05 0,03 1,76 1,32 0,91 0,96
C160 51,99 64,4 444 72,1 52,6 46,1 47,3 38,71 41,4 37,69
C180 30,92 185 26,5 22 26,45 28,7 28,7 23,28 14,4 15,26
C200 0,21 032 0 0,01 02 043 0,11 0,554 0,08 0,44
C220 0,07 0,3 0,08 0,03 0,06 0,12 0,31 0,551 0,29 0,56
C240 0,05 0,42 0,13 0,01 0,01 0,11 0,01 0,2 0,06 0,23
AGS totaux 86,01 85,8 82,1 95,1 8193 784 814 67,61 59,1 57,22
C14:1 (n-5) 0,49 0,08 0,11 0,05 0,06 0,05 0,05 0,67 0,12 0,69
C16:1 (n-7) 0,29 001 O 0,06 0,07 05 019 0,32 0,43 0,66
C16:1 (n-7) 0,43 0,07 0,21 0,04 0,09 0,55 0,25 3,06 0,24 0,24
C171 0,65 0,03 8,87 0,05 0,19 0,83 0,93 09,45 0,76 0,37
C18:1 (n-9) 0,5 013 O 0,1 1223 0 048 O 0,31 0,01
C18:1 (n-9) 3,49 65 4,34 0,1 725 2,12 4,25 2,48 15,1 18,62
C18:1 (n-9) 0,09 004 O 0,06 0,17 0,09 0,07 0,15 4,07 0,11
C18:1 (n-9) 0,12 013 O 0,03 0,07 0,15 0,12 0,06 0,39 2,88
C20:1 (n-9) 0,1 044 O 0,03 01 0,11 0,12 0,16 0,09 0,18
C20:1 (n-9) 0,36 015 O 0,05 034 1,7 0,16 2,04 0,12 0,24
C22:1 (n-9) 0,05 0,17 0,23 0,01 0,05 0,21 0,15 0,06 0,11 80,0
C24:1 (n-9) 0,04 049 O 0,01 001 0,13 001 O 0,05 0,1
AGM I totaux 6,61 8,24 13,8 0,59 20,63 6,44 6,78 1845 21,8 24,18
C18:2 (n-6) 0,11 0,16 0,89 0,09 0,09 0,06 05 1,65 0,34 0,52
C18:2 (n-6) 0,82 011 O 0,05 08 0,71 063 O 0,43 3,73
C18:2 (n-6) 0,12 004 O 0,04 0,03 0,09 0,38 0,81 0,3 0,28
C18:2 (n-6) 0,76 032 O 3,48 0,16 0,12 4,53 0,36 4,16 2,13
C18:2 (n-6) 0,28 015 O 0,02 03 0,09 008 O 0,17 0,3
C18:2 (n-6) 0,05 032 O 0,01 0,34 0,07 0,15 0,78 0,16 0,49
C18:3 (n-6) 0,28 0,3 0,23 0,06 0,85 0,05 094 111 0,86 1,12
C18:3 (n-3) 0,19 0,23 2,15 0,02 0,67 0,35 0,2 2,03 0,19 0,67
C18:3 (n-3) 0,19 0,2 0 0,03 0,13 064 045 O 0,55 0,21
C18:3 (n-3) 0,14 014 O 0,05 0,04 0,07 0,28 0,58 0,17 0,17
C20:2 (n-6) 0,15 015 O 0,02 0,14 0,08 0,16 1,73 0,16 0,69
C20:3 (n-6) 0,08 0,28 0,37 0,03 0,05 044 0,12 1,14 0,13 70,7
C203 (n-3) 0,04 022 O 0,02 0,04 01 0,06 047 0,42 0,3
C22:2 (n-3) 0,06 037 O 0,02 0,03 0,09 0,24 0,11 0,11 0,13
C22:4 (n-6) 0,03 065 O 0,01 0,02 0,09 0,07 0,06 0,14 0,11
C225 (n-3) 0,05 0,28 0,03 0,01 0,005 0,21 0,05 0,03 0,08,04 0
AGPI totaux 3,35 3,92 3,67 3,96 3,745 3,26 8,74 10,86 8,37 11,66
ARA-C204 (n-6) 0,05 0,72 0 0,04 0,04 0,11 0,06 0,38 0,06 50,2
EPA-C2035 (n-3) 0,05 0,3 0,15 0,04 003 01 0,1 0,29 0,1 0,24
DHA-C22:6 (n-3) 0,03 0,42 0,33 0,03 0,00 0,07 0,01 0,05 0,040,22
DHA-C22:6 (n-3) 0,09 0,47 0 0,01 0,01 003 001 O 0,04 0,07
AGHI totaux 0,22 191 0,48 0,12 0,09 0,31 0,18 0,72 0,24 0,78

AGS : acide gras saturés, AGMI : acide gras mormbimés, AGPI : acide gras polyinsaturés,
AGHI : acides gras hautement insaturés, EPA : agiciessapentaenoique, DHA: acide
docosahexaenoique, ARA : acide arachidonique
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Le tableau 6 présente les valeurs des principadicaa trophiques : DHA/EPA, 18:2(n-6),
AGPI/AGS et D/F .

Dans le bassin A5 le rapport DHA/EPA varie entr2 &, 2,97 che®. grani femelle etO.
nana respectivement. Dans le bassin Al16 ce ratio leseittre 0,17 et 2,2 chez les mémes
especes. La valeur la plus élevée du rapport DHA/&té enregistrée au niveau@enana
collecté de A5 (2,97) (Tableau 6).

Dans le bassin A5, la teneur la plus faible dad&adinoléique 18:2(n-6) est enregistrée chez
0. nana(1,1 %) alors que la valeur la plus élevée deacete gras dans le méme bassin est
trouvée che®. granifemelle (6,27 %). Dans le bassin A1B, nanaa la plus faible valeur
(0,89 %) en 18:2(n-6) alors g&e granifemelle a la plus grande valeur (3,6 %).

Tab.6. Différences inter-spécifiques des acides grérophiques chez les copépodes et les
A. salinadans 4 bassins de la saline de Sfax

M. lillieborgi O. nanc O. similis P. grani male P. granifemelle A. salinaméle A. salinafemelle
Bassins C41 A5 Al6 A5 A5 Al6 A5 Al6 M2 M2
DHA/EPA 24 297 22 1 0,67 1 0,2 0,17 0,8 1,21
18:2 (n-6) 2,14 1,1 0,89 3,69 1,8 1,14 6,27 3,6 5,56 7,45
AGPI/AGS 0,04 0,05 0,04 0,04 01 004 011 0,16 0,14 0,2
D/IF 0,87 0,87 0,88 0,85 087 089 0,86 0,89 0,86 0,86

Il. Analyse statistique

Une analyse en composante principale (ACP) estteffe en rassemblant les parameétres
environnementaux, les especes et les acides gras.
La représentation des descripteurs sur le planx(F2) expliqguent 83,18 % de la variance

totale (Figure 17).
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Fig.17. Analyse en Composantes Principales (ACP) glparamétres environnementaux
et des acides gras chez les copépodeddemia salina dans les bassins A5, A16, C41 et
M2 de la saline de Sfax

AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gyinsaturés, AGHI : acides gras
hautement insaturés, AGS : acides gras saturésePAG : autres acides gras, DHA : acide
docosahexaénoique, EPA : acide eicosapentaen@qummme des 16PUFA ; 16:1(n-7) ;
20:5(n-3), F : somme des 18PUFA ; 18:2(n-6) ; 228, T : température, S : salinité, SM :

matiéres en suspensions, Nnitrites, NQ' : nitrates, NH" : ammonium, Pg) :
phosphates, Car : caroténoidesachdhlorophyllea, Si : silicates
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Autour de l'axe F1, nous avons retrouvé l'assogiati>1 qui sélectionne positivement le
groupe des especes de copépo@esanag O. similisetP. granj et la majorité des composeés
biochimiques : 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 18:2, AGRIGMI, AGHI et autres AG. Cette
observation montre que les espéd@s nang O. similis et P. grani se développent
préférentiellement dans les bassins a faible $al{A5 et A16) et produisent les plus grandes
guantités des acides gras cités ci dessus.

Nous avons enregistré l'association G2 sélectionnégativement et qui regroupe la
température, la salinité, les matieres en suspen$és nitrites, les orthophosphates, les
silicates, les caroténoides, le zooplancton tbfal,saling l'acide 18:1 et le ratio AGPI/AGS
(Figure 17). Les bassins les plus salés (C41 et M2)és négativement par rapport a I'axe F1,
sont influencés par ces facteurs.

Le premier axe décrit un régime alimentaire henmy@n effet, D/F (Diatomées/Flagellés),
qui est un indice d'herbivorie, se trouve dans aati@ positive de cet axe. Ce ratio est
significativement corrélé avec I'abondance du zagibn totalr(= -0,998,p < 0,05).

L'acide gras 18:2 qui est, également, un marquinrlvorie et plus précisément d'algues
vertes ou bien de détritus terrestres apparaitldgrertie positive de cet axe.

Les marqueurs trophiques de carnivorie DHA/EPA &PAAGS sont situés dans la partie
négative du deuxiéme axe.

L'analyse en composante principale montréd gsalinaest significativement corrélé avec le
ratio de carnivorie (AGPI/AGSY & -0,959,p < 0,05).

Le régime alimentaire semble étre lié non seuleraartdifférentes especes mais aussi a la
disponibilité de la nourriture dans chaque baskidié de la saline.

D. Discussion

Nos résultats suggerent que les conditions envenmremtales peuvent étre nutritionnellement
défavorables pour certaines espéces zooplanctanicquer contre d'autres espéces sont
capables de vivre et de se nourrir dans ces conditiPour cette raison, étudier la
composition en acides gras du zooplancton de laesale Sfax couplée aux parametres
environnementaux est d'une extréme importance.

Beaucoup de travaux traitant les acides gras @endplancton sont effectués dans les eaux
douces et dans les milieux marins (exemple Evjetnal.e2008 ; Rossi et al., 2008 ; El-
Sabaawi et al., 2009 ; Ravet et al., 2010). Ennelve, peu d'études se sont concentrées sur la

composition biochimique du zooplancton dans lesenml extrémes comme les salines. Dans
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la saline de Sfax, ces études se résument aultedfegitué par Guermazi et al. (2008) qui a
analysé la composition du branchiop@demiaen protéines et en acides gras.

Le présent travail est le premier réalisé dansalme de Sfax qui étudie la composition du
zooplancton (copépodesAttemig en acides gras. Ces résultats donnent des infiomsasur

le comportement alimentaire des espéces zooplaguesétudiées au niveau des bassins A5,
Al6, C41 et M2 de la saline et linteraction entes acides gras et les paramétres
environnementaux.

On remargue une grande différence dans la composis acides gras entre les espéces, cela
montre que les especes étudiées sélectionnentmiamteet différemment leurs proies. En
effet, certaines espéces de copépodes sont aesnaurrir sélectivement de particules a
haute qualité nutritionnelle comme les diatoméemo{aky et al., 2005).

Les résultats montrent que le pourcentage des saagides saturés (AGS) (principalement
16:0) est important chez toutes les especes étudiédans tous les bassins ; cela peut étre da
a une alimentation a base de chlorophycées (Fahadial., 2013). Cela est confirmé par la
présence de l'acide myristique (14:0) et l'acidenpmue (16:0) qui sont les acides gras
majeurs caractéristiques des algues vertes consesnen&ont présents en forte teneur dans le
zooplancton prédateur (Brett et al., 2006). Gérémaht, le 14:0 et 16:0 sont connus comme
des précurseurs de 20:1(n-6) et de 22:1(n-6). Eanahe, ces deux derniers acides gras ne
sont pas détectés dans les échantillons de zodprapcélevés de la saline. Cela peut étre da
a la présence d'une lacune dans le systeme engymatiélongation et de désaturation des
acides gars saturés (Nanton et Castell, 1999).

Le zooplancton est incapable de synthétiser desdansidérables d'AGPI, cela peut étre un
facteur limitant pour sa croissance (Bell et Toct2809 ; Vengadeshperumal et al., 2010).
Dans cette étude on constateAqusalinaest une source plus riche en AGMI et AGPI que les
copépodes, cela peut étre expliqué par la capdeitge branchiopode d'ajuster les AGMI et
les AGPI a des concentrations élevées en sel,qudreccertaines especes de copépodes sont
incapables de modifier leurs AGMI et AGPI .

La présence de longues chaines d'acides gras gatiyids dans la fraction lipidique polaire
des copépodes est expliquée par le fait que I'atigkrique (18:0) fourni par I'alimentation
(principalement les cyanobactéries) peut subir @esagations et des désaturations par le
systeme enzymatique de biosynthése aprés avaroagdmmeé par les copépodes (Nanton et
Castell, 1999). C'est le cas du copépode Harpad#idd. lilljleborgi dans le bassin C41 qui

représente le plus grand pourcentage de 18:0.ngétmn et la désaturation de certains acides
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gras apres leur incorporation dans un organismegpewaffaiblir leur importance en tant que
biomarqueurs trophiques ; par contre, cela peutrenenh valeur le role des copépodes dans le
transfert de la matiere organique des microorgagssvers les niveaux trophiques supérieurs
(Caramujo et al., 2008).

D'autres acides gras comme l'acide docosahexaénditiA, 22:6 (n-3)) et l'acide
eicosapentaénoique (EPA, 20:5 (n-3)) peuvent, cbeaines especes, provenir directement
en partie de la nourriture et chez d'autres espE@secanismes de bioconversion du 18:3 (n-
3) (Bell et Tocher, 2009). Par conséquent, la caitiom en acides gras du zooplancton
résulte peut étre de la recombinaison des acidas dlorigine alimentaire et de ceux
synthétisésle novo(Desvilettes et al., 1997).

La présence de quantités importantes d'acideudgify8:1 (n-9)) et d'acide linoléique (18:2
(n-6)) chezA. salina(bassin M2) montre que l'alimentation de ce grozgaplanctonique est
liée aux cyanobactéries. En effet, les chlorophycéke les cyanobactéries sont les deux
groupes les plus abondants dans le bassin M2 (Kktemaet al., 2010). L'étude de Guermazi
et al. (2008) effectuée dans le méme milieu cordique la composition en acides gras de la
fraction lipidique de#\rtemiaest entierement dérivée de la chlorophyldéealiella salinaet

de cyanobactéries.

P. grani présente au niveau du bassin A5 montre de foetesuts en 18:2 (n-6). La forte
proportion en cet acide gras indique la présenceétiitus terrestres ou d'algues vertes dans
l'alimentation de cette espéce zooplanctoniques@2ard et al., 2003).

Les plus hauts ratios d'AGPI (la somme de toug\BRI)/AGS (la somme de tous les AGS)
sont observés chez quelques especes camrgeanifemelle (A5 et A16) ef\. salina(M2),
cela montre un régime alimentaire carnivore de egzeces (Cripps et Atkinson, 2000).
Toutefois, le régime alimentaire du zooplanctond#éérent selon I'espece considérée (Tackx
et al., 1990) et peut varier (carnivore et herlbayor

Le pourcentage total des acides gras hautemerntrasgAGHI) est plus élevé chz grani
prélevé de A16 que ceux prélevées de A5. On remaggeela composition en acides gras
d'une méme espece varie selon les bassins. Celaéfreulié soit a la disponibilité de la
nourriture qui change d'un bassin a l'autre soittamportement alimentaire d'une méme
espéce qui s'adapte aux conditions environnemengadiculierement la salinitéAcartia
Spp. sont connus pour étre une source riche en A&Hparticulier EPA et DHA (Watanabe
et al., 1983 ; Vengadeshperumal et al., 2010).
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O. nana(A5) présente un pourcentage élevé en acide gieat@énoique (EPA, 20:5 (n-3)),
cela peut indiquer une alimentation a base de mié¢s puisque cet acide gras hautement
insaturé est fortement présent chez ces microalfDaksgaard et al., 2003). En effet, ce
groupe de microalgues est tres abondant au prirgteias le bassin A5 (Abid et al., 2008).
Cette étude indique que lindice d'herbivorie, DHSt négativement corrélé avec le
zooplancton totalr(= -0.998,p < 0.05) . D/F est utilisé pour distinguer entre alimentation

a base de diatomées ou de flagellés (El-SabaaaVi, 2009).P. grani (dans le bassin Ab) et
A. salina (dans le bassin M2) montrent les plundea valeurs de 18:2 (n-6). Des quantités
importantes en cet AG prouvent la présence detdetterrestres ou d'algues vertes dans
I'alimentation du zooplancton (Dalsgaard et alQ30

On remarque également gu®. nana (A5) est l'espéce qui accumule le plus dacide
arachidonique (ARA, 20:4 (n-6)) et d'acide docogakeoique (DHA,(22:6 (n-3)). Certains
copépodes sont riches en phospholipides qui senadigoxydants neutres et essentiels pour
la synthése des acides gras hautement insatungge(®at al., 1999 ; Guangxing @bnghui
2009). Une quantité importante en DHA a un effendfgue sur la productivité des
copépodes (Norsker et Stottrup, 1994).

O. nana(A5) etM. lillleborgi (C41) enregistrent les plus grandes valeurs de [BRA, cela
peut étre relié, en partie, aux fortes quantitésdéitus organiques filtrés par ces deux
especes au niveau des bassins A5 et C41.

La distribution des espéces zooplanctoniques @asaline de Sfax semble étre directement et
indirectement influencée par les paramétres phgsiguchimiques, biologiques et
biochimiques. Ces parametres sont potentiellenesgtansables de la production primaire et
ont des conséquences primordiales sur les cons@ursatomme les copépodes et les
Artemia

Les profils des acides gras observés sont spéedigour chaque groupe taxonomique. Les
facteurs de stress et les changements environnamxelffrts et al.,, 2009 ; Guschina et
Harwood, 2009) déterminent la composition en acigess des copépodes. Cela est
susceptible d'entrainer différents comportemeinsesitaires.

Les conditions stressantes du milieu étudié releut a la salinité peuvent étre un facteur
limitant pour la production phytoplanctonique et panséquent pour la disponibilité de la
nourriture pour le zooplancton de la saline de Staka peut également avoir une influence

sur la composition du zooplancton en acides gras.
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Grace a leurs teneurs en acides gras (acides guisnient insaturés (AGHI) et acides gras
polyinsaturés (AGPI)), les copépodes etAeemiade la saline de Sfax peuvent étre utilisés
comme une source alimentaire pour les larves despos et de mollusques en élevage.

La détermination de la composition biochimique dd@sroalgues vivant dans la saline de
Sfax est tres importante (Guermazi et al., 201#) diisoler les espéces responsables des

fortes teneurs de certains acides gras chez lesespooplanctoniques étudiées.
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Etude génétique des espéces zooplanctoniquessdéiria de Sfax

Chapitre IV : Etude génétique des espéces zooplandiques de la saline de Sfax

A. Introduction

La présence d'une espece dans un milieu extrémeneol®s salines reflete sa capacité
d'adaptation aux conditions environnementales sirges générées par les fortes
concentrations en sel. Pour surmonter ce streaguehorganisme a ses propres particularités
génétiques au sein de son génome. La vie en nakgéme est donc susceptible de générer
une diversité génétique particuliere. Les outildéoolaires sont de plus en plus utilisés pour
aborder difféerents niveaux de variabilité inter ietra-spécifiques et pour appréhender
différentes problématiques génétiques liees auxr@amvements hypersalins. La biologie
moléculaire permet aussi d’étudier I'expressionglres qui s'expriment face au stress salin
(Rajesh et al., 2012). Elle peut également permeltr déterminer la séquence compléte du
génome d'un organisme (Jung et al., 2006 ; Ki .et2809; Easton et al., 2014). Les outils
moléculaires se basent sur les acides nucléiquepex citer les séquences des genes et des
régions intercalaires ribosomales et les séquemitehondriales qui sont les plus utilisées
pour effectuer des comparaisons entre les taxbes.séquences d’ADN sont également
utilisées, pour lidentification et la détectioregpéces cryptiques puisqu’il s’agit d’'une
meéthode plus sensible et plus précise que les méshoasées sur les criteres morphologiques
(Valentini et al., 2008 ; Palero et al.,, 2009). BPaplusieurs travaux, lidentification
moléculaire a permis de revoir la taxonomie desesp identifiees sur la base de criteres
morphologiques (exemple Wyngaard et al., 2010)aCehduit a repérer de nouveaux criteres
de caractérisation afin de lever les problemesaodgediés a l'identification des especes.

De nombreux travaux ont traité de ces aspects milaiées dans le milieu marin (Schwartz et
al., 2006). En revanche, peu de travaux ont étésédadans les milieux salins et en
particulier, sur la caractérisation génétigue depépodes et des artémies des milieux
hypersalins.

Ce chapitre est entrepris afin d'estimer la valitgébgénétique intra et inter-populationnelle
d’'espéces caractéristiques de certains bassina dalihe de Sfax et d'étudier la répartition
phylogéographique des principales espéces emblguestide cette faune. Pour cela, des
marqueurs moléculaires tels que les séquences$lel8%, COIl et de Cytb ont été retenus.
Le choix de ces marqueurs géneétiques est basé esurtdides antérieures réalisées sur
différents taxons dans différents écosystémes (pbeeBucklin et al., 2000 ; Wyngaard et al.,
2010 ; Blanco-Bercial et al., 2011 ; Laakmann et 2012 ; Marrone et al.,, 2013Les

marqueurs moléculaires ont permis de déterminenilesaux de divergence génétique entre
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les espéces, entre les populations au sein de mhades especes et a lintérieur des
populations.
B. Matériels et Méthodes

I. Préléevement et conservation des échantillons

Les échantillons destinés a I'étude de la struopdmetique ont été préleves sur un filtre de
150 um de maille (pour optimiser la récolte d'agk)ltet sont conservés dans I'alcool 95%.
[I. Extraction d’ADN génomigue

L'ADN est extrait par le CTAB (Cétyl Triméthyl Ammam Bromide). Cette technique
d'extraction est appliquée sur l&stemia salina Vu la taille relativement faible de ces
dernieres, aucun broyage n’est nécessaire.

Les échantillons sont digérés dans des tubes dellcbntenant le tampon de digestion (400
pl de tampon au CTAB extemporanément mélangé awgendercapto-éthanol a 0,2 %) qui
réduit les ponts disulfures présents dans les ipeséet favorise le maintient des Dnase sous
forme inactive. Un volume de 10l de protéinase K (20 mg/ml) est ajouté au mélgyme
dégrader les protéines associées a I’ADN. Apresamgé, 'ensemble est incubé une heure a
55°C dans un bain a sec.

L’extrait subit une purification au chloroforme icaol isoamylique (24:1). Aprés une
agitation manuelle, le mélange est centrifugé 1% @i 3,000 g et 2 phases sont séparées : la
phase supérieure est la phase aqueuse conten@l I;Aa phase inférieure est la phase
organique contenant les lipides dissous dans lerafiorme. On récupere la phase aqueuse
contenant ’ADN génomique. Celui-ci est précipigr pjout de 40 pl d’acétate de sodium et
de 880 pl d’éthanol absolu. L’ADN est ensuite ring@ de I'éthanol 70 %, séché et
resuspendu dans 23 ul d’eau ultra pure. Ces ADNcservés a -20°C.

Afin d'extraire I'ADN des copépodes, chaque indiviest isolé individuellement dans un
micro tube de 0,2 ml contenant 23 pl d'eau ultre ppuis chauffé a 94°C pendant 5 min.
Chaque ADN extrait est dosé par spectrométrie aabeerbance égale a 260 nm.

[ll. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La PCR (pour polymerase Chain Reaction ou réaat®mpolymeérisation en chaine) est une
technique de réplicatiom vitro qui a été mise au point en 1986 par Kary Mullige Bermet
d'obtenir d'importantes quantités d'un fragmenDdNAspécifique et de longueur définie. Le
nombre de copies est de I'ordre de grandeur duomi#éin quelques heures.

Il s'agit de réaliser une succession de réactiangéglication d'une matrice double brin

d'ADN. Chaque réaction met en ceuvre deux amordégsmicléotidiques (sens et anti-sens)
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complémentaire. Les amorces ou « primers » boranms la séquence a amplifier. Les
couples d'amorces employés lors des amplificatp@n$?CR sont décrits dans le tableau 7.

Tab.7. Liste des couples d'oligonucléotides utilisecomme amorces lors des réactions de

PCR
Taille du
R i Référence
Gene| Amorces Seéquence 523 m fragment | i
___ |Bibliographique
amplifié

RibF GGG GGA GTATGG TCG CAAGGC

18S 60 °C | ~ 400 pb| Hermann, 2011
RibR TCA GTG TAG CGC GCG TGC GGC
FAs18sa CGT GGT GTG GTT GAAAGT TG

18S 50 °C | ~ 1400 piCette étude
RAs18sa TCC CTC AAACAAGGC CAAT
16Srepl GTG CDA AGG TAG CAT AAT M

16S 54 °C | ~ 400 pb| Trang, 2006
16Srep2 CAA CAT CGAGGT CRC AAD C
FuCOl GGT CAA CAA ATC ATAAAG ATATTG G

Col 40 °C | ~ 700 pb
RuCOl TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA Folmer et al., 1994
Ucytb151F | TGT GGR GCN ACY GTW ATY ACT AA

Cytb 42 °C |~ 400 pb ]
Ucyth270R | AAN AGG AAR TAY CAY TCN GGY TG Merritt et al., 1998
L10319Cytb| CCT TGG GKC AGATGT CTT TTT GGG

Cytb 45 °C [~ 320 pb )
H10648Cyth GAT AAA ATT TTC WGG GTC Machida et al., 2004

Un kit d’amplification par PCR (Promega) a étéisdil pour I'amplification des fragments
d’intérét. Le mélange réactionnel est préparé dansiicro tube de 0,2 ml ou I'on dépose : 3
ul de MgCh (25 mM) ; 1ul de dXTP (10 mM) ; Iul de 'amorce sens (10 pMol) ;l de
'amorce anti-sens (10 pMol) ; 0,2 ul de Taq polyase ; 1Qul de tampon de réaction de la
Tag polymérase 10X ; 23 ou 1 ul d’ADN de copépodedd#rtemia respectivement. Le
volume final est ajusté a 30 avec de I'eau ultra pure.

L’amplification est réalisée a I'aide d’'un « Theroyoler » (Biometra) selon le programme
suivant : dénaturation a 93°C pendant 3 min, p&iscycles comprenant trois étapes : la
dénaturation (30 s a 93°C) de I'ADN qui permet égaration des doubles brins d’ADN ;
I'hybridation des amorces (30 s a la températutergbe (Tm)) qui permet leur fixation sur
'ADN dénaturé ; et I'élongation (72°C pendant 4fusqu'a 1,5 min (pour le 18S ayant une
taille de 1400 pb)) du brin complémentaire de I'Aitrice a partir des amorces hybridées
et a 'aide des désoxynucléotides libres.

La température de fusion (Tm) dépend de la séquéeseamorces utilisées et est indiquée
pour chaque couple d’amorces dans le tableau hgrgre de cycles permet théoriguement

d’augmenter le nombre de copies de facon exporient?). Au terme de ces cycles, le
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programme s’acheve par une étape d’élongation deihCa 72°C. A la fin de la PCR, les
échantillons peuvent étre conservés a - 20°C.

IV. L'électrophorése

L’électrophorése permet de séparer les produita @R selon leur taille. Elle se déroule sur
un gel d’agarose de 1 % en présence d'un tampomideation TAE et de bromure
d’éthidium (BET) qui est un agent fluorescent pettare de visualiser les fragments d’ADN
lorsqu’ils sont exposés a des rayonnements UV.

L’ADN migre dans le gel d’agarose de la cathodesu@node (les acides nucléiques étant
chargés négativement a pH 8). Un marqueur de tafie déposé parallélement aux
échantillons. Le marqueur utilisé est choisi sdraille des fragments attendus. Dans le
cadre de cette étude le marqueur de taille utisdde 100 pb DNA Ladder Plus. Ce marqueur
correspond a une échelle adaptée pour estimerdgsénts de tailles comprises entre 100 et
3000 pb.

Un courant d’environ 10 V/cm de gel est appliqu& aornes de la cuve. A l'issue de la
migration, '’ADN est visualisé sous UV a 260 nmndoieur d’'onde d'absorption maximale
par 'ADN et photographié. Les bandes fluorescentesespondant aux fragments de taille
attendue, sont découpées a l'aide d’'un scalpelageps dans un micro tube. L’ADN est
ensuite extrait de I'agarose.

V. Elution des fragments d’ADN a partir du gel d’acarose

La récupération des fragments d’ADN se fait enigiit le kit Wizard SV Gel (Promega)
selon le protocole du fournisseur. L’ADN est reptens 25ul de Nuclease Free Water et
stockeé a -20°C afin d’étre utilisé soit pour laatan de séquencgage soit pour le clonage.

VI. Clonage des fragments d’ADN

Le clonage a pour but d’'isoler des fragments d'éttét de reproduire en grand nombre un
fragment d’ADN en vue d’obtenir sa séquence coreplét

VI.1. Ligation des produits d’élution dans le teec pGEM-T
Les fragments d’ADN purifiés ont été insérés pgation dans des vecteurs plasmidiques
pPGEM-T a l'aide de I'enzyme T4 DNA ligase (Promega)
Le plasmide utilisé contient un géne de résistankampicilline et un fragment du géne de la
B-D-galactosidase dont I'activation peut étre indystir la présence d'IPTG (IsopropgHD-
1-thiogalactopyranoside), cela permet d'identifesr bactéries transformées par le plasmide
recombinant. Le mélange réactionnel pour la ligatist le suivant : 3l d’ADN du produit
de PCR élué ; 1l de pGEM-T ; 1ul de T4 DNA ligase et @l de tampon 2X de la T4 DNA

ligase. Le mélange est incubé une heure a 24°C.
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VI.2. Transformation et sélection bactérienne
Les vecteurs recombinés sont intégrés dans deériesctompétentes permettant le clonage
du plasmide et donc du fragment d'intérét par mlittation bactérienne. La souche de
bactérie utilisée esNEB5-alpha appartenant a I'espedescherichia coli Les bactéries
compétentes sont préparées et ont acquis la ctomjp&tence par un traitement chimique au
CaCb, MnCl, et MgCh, elles peuvent étre stockées pendant 3 mois aC-§bbrée de
compétence maximale).
Dix microlitres du produit de ligation sont intrathkidans 100 ul de solution de bactéries
compétentes. Aprés une incubation de 20 min damgalze, les cellules subissent un choc
thermique a 42°C pendant 42 s avant d’étre immédfiant replacées dans la glace pendant 2
min.
Les bactéries sont placées en agitation dans 960 plilieu de Luria Bertani liquide (LB) a
37°C pendant une heure. Les bactéries sont emsaitpérées par une centrifugation de 3 min
a 900 g. Le surnageant est éliminé et le culotessispendu dans le volume de LB résiduel
dans le tube. Avant d’étre étalé sur un milieu ldice (LB liquide et Agar) contenant de
'ampicilline (100 mg/ml), on ajoute a la suspemsioactérienne, 4Ql de X-Gal 2 % (5-
Bromo-4-Chloro-3-Indoxylf -D-Galactopyranoside) et 40d’'IPTG (200 mg/mL).
Les boites de Petri sont placées dans I'étuve fautmiit a 37°C. Aprés incubation, Les
colonies bactériennes qui apparaissent de coloratanche ont intégré le fragment d’intérét.
L'insertion de ce dernier dans le vecteur plasmieliopduit I'inactivation du gene Lac Z qui
code lap galactosidase, cela se traduit par l'incapaciti& dellule héte a convertir le X- Gal
en un colorant bleu aprés exposition a I'lPTG. Bnséquence, en culture et en présence
d'IPTG et de X-Gal, les bactéries résistantesndpi@cilline et transformées par les plasmides
recombinants se présentent sous forme de coloméesHatres. Par contre, les bactéries
résistantes a l'ampicilline et transformées parplasmides non recombinants se présentent
sous forme de colonies bleues, d’ou le nom deibécx bleu/blanc ».

VI.3. Repiquage et PCR sur colonie
Le but est d'isoler les colonies de bactéries @btehir des souches pures. Au moins 10
colonies pour chaque clonage sont étalées sur ligurhB solide (LB et Agar) contenant de
I'ampicilline. Les boites de Petri sont placéessdatuve toute la nuit a 37°C. On effectue par
la suite la PCR sur des colonies bactériennesta#laées afin de vérifier 'absence de faux-
positifs et donc d’identifier les colonies ayartegreé le fragment d'intérét.
Les PCR sont réalisées avec les amorces T7 (10)@&P6 (10 pMol) qui sont situées de

part et d'autre du site de clonagmlylinker" du vecteur PGEM-T. Le mélange réactionnel
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contient : 0,5 pl de chacune des amorces ; 0,%WdXTP (10 mM) ; 1,51 de MgCh (25
mM) ; 0,1ul de Taq polymérase etibde tampon de réaction de la Taqg polymérase 1@X. L
volume final est ajusté a 28 avec de I'eau ultra pure. On pique la coloniecawe cbne que
I'on introduit dans le micro tube contenant le méja réactionnel.
Une électrophorése est réalisée sur un gel d’aggrosr vérifier la taille de I'insert. La taille
attendue de l'amplification est la taille du fragmd'intérét + 170 pb liées a la position des
amorces de séquencage T7 et SP6 sur le plasmide.

VI.4. Extraction plasmidique
La purification de I'ADN plasmidique, est réalisé€aide du kit Wizard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega) aprés la misecatiure d’'une colonie bactérienne
sélectionnée dans 4 ml de LB liquide additionnéd @& mg/ml d’ampicilline durant une nuit
a 37°C dans un agitateur.

VI.5. Séquencage des fragments d’intérét
Les plasmides contenant le fragment d’intérét et peoduits de PCR purifiés ont été
séquencés par la Société Cogenics Beckman Coudtanr@ics. Les amorces utilisées pour la
lecture des inserts sont T7 et SP6.

VII. Outils d’analyses bioinformatiques

Les banques de données génétiques consultées asl deucette étude sont GenBank
(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov) et Barcode Of Life [R@at System BOLD
(http://www.boldsystems.org/views/login.php).

La recherche de similitudes entre les séquencdgiques dans une banque de données est
réalisée par le biais d’'un Bladdsic Local AlignmentSearchTool, Altschul et al., 1990).
Cette méthode est communément utilisée pour caoerlaitigine spécifique d'une séquence.
Le programme compare les séquences nucléotidijgesles séquences disponibles dans les
banques de données. Le site NCBI (www.ncbi.nimgaWWBLAST/) permet l'utilisation de
cette application en acces libre.

Les électrophorégrammes sont édités dans le progganMEGA 5.05 Kolecular
Evolutionary Genetic Analysis). Des alignements ont été réalisés. Danpremier temps,
cela facilite la détection d'artefacts (par exemipke insertions et les délétions) et de pics
anormaux sur les chromatogrammes et permet de cemfgs séquences entre elles. Ces
dernieres sont traitées avec les parameétres pautddé Clustal W (Chenna et al., 2003)
intégrés au programme MEGA suivi d’une vérificatjmar lecture a I'ceil.

Les relations entre individus et/ou especes (Tab&asont visualisées via la construction

d’arbres avec les genes 16S et 18S par la méthodeadkimum de vraisemblance (ML).
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Cette méthode recherche I'arbre phylogénétique ldotdpologie est la plus vraisemblable
étant donné les séquences nucléotidiques des dakésomiques et le modéle d'évolution
des séquences nucléotidigues choisi. Ce modéleoldi®an a été déterminé a l'aide du
logiciel ModelGenerator qui évalue et désigne lelate de substitution nucléotidique optimal
parmi 56 modeles testés, compte tenu des donnéegvélks. ModelGenerator utilise le
critere d’information Akaike (AIC) et le critere idformation bayésien (BIC) pour
sélectionner le modeéle de substitution adéquaméthode du maximum de vraisemblance,
utilisée pour la construction des arbres, est démée comme une méthode de reconstruction
phylogénétique des plus fiables particulieremermipéek et robuste. Elle présente I'avantage
de se placer dans un cadre statistique bien définipermet, par un ensemble de tests,
I'évaluation d’hypothéses alternatives quant awdatités d’évolution des séquences et aux
phylogénies sous-jacentes (Delsuc et Douzery, 20045t une méthode peu sensible aux
artefacts mais elle demande beaucoup de tempdeoafcul. La construction des arbres est
effectuée grace au logiciel MEGA. La significatévistatistique des branches a été évaluée
avec un test de robustesse des reconstructionegémdtiques a l'aide de la méthode de
bootstrap avec 1000 répliquas.

Tab.8. Les espéces utilisées dans cette étude poanstruire des arbres phylogénétiques
avec les genes 16S et 18S

Ordre Espece Nombre d'individu  Bassin de
prélevement

Calanoida Paracartia grani 4 A5
Cvelonoida Oithona nana 5 A5
yelop Oithona similis 3 A5
Clytemnestra scutellata3 A5

Harpacticoida Bryocamptusp. 2 C41

Mesochra lilljeborgi 2 C41
Anostraca Artemia salina 5 M2

Afin d’enraciner ces arbres (placer les données dancontexte historique et géographique),
les séquences de 16S et 18S existant préalablgraenfrtemia salina(Tableau 9) et pour

les especes de copépodes proches (Tableau 1Ggortapérées sur GenBank.
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Tab.9. Liste des numéros d’accession a GenBank desguences de 18S et 16SAd'salina
disponibles dans GenBank

Espece Localisation N° d'accession a GenBank
18S 16S
Sfax, Méditerrané 0i|77963947 0i[222092950
0i|77963950
Italie 0i|77963949 0i|222092953
Artemia salina Chypre 0i|77963954 0i|222092952

gi[77963953  @i[222092951

Egypte 0i|77963951
gi[77963952

Saline, Afrique du Sud  i|222457874  i|222092949

Les especes de copépodes voisines présentes daBarReutilisées dans cette étude pour

établir I'arbre phylogénétique avec le 18S sontsgmies dans le tableau ci-dessous :
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Tab.10. Liste des numéros d’accession a GenBank daxjuences de 18S des copépodes
disponibles dans GenBank

Ordre Espéce Localisation N° d'accession a
GenBank
Acartia longiremis Suede 0i|295443363
Acartia pacifica Non définie 0i|295443364
Acartia negligens Non définie 0i|295443405
Acartia danae Non définie 0i|295443404
Calanoida Acartia hongi Non définie 0i|295443402
Acartia omorii Non définie 0i|295443403
Acartia tonsa USA 0i[213159410
Acartia tonsa USA 0i|310769934
Acartia tonsa USA 0i|310769935
Oithonasp. USA 0i[291297517
Oithonasp. Nouvelle Calédonie  i|356471528
Oithonasp. Nouvelle Calédonie  @i|356471529
Oithona nana Brésil 0i|319998059
Cyclopoida  Paracyclopina nana Corée 0i|208502869
Oithona simplex Brésil 0i|319998060
Oithona hebes Brésil 0i|319998058
Dioithona oculata Bélize 0i|319998057
Oithona similis Non définie 0i|295443386
Bryocamptus pygmaeus Angleterre 0i|54401784
Attheyella crassa Angleterre gi|170601576
Harpacticoida Itunella muelleri Islande 0i|170601584
Mesochra rapiens Suede 0i|170601580
Tisbesp. USA 0i|261824306

Les indices standards [diversité génétique, nomiee sites polymorphes (nombre et
distribution des substitutions nucléotidiques)]est indices moléculaires intra-populationnels
(diversité nucléotidique, nombre moyen de difféenaucléotidiques par site entre deux
séquences) ont été calculés en utilisant le prog@rArlequin Ver 3.11 (Excoffier, 2007)
afin d'étudier la structure génétique des populatio

La diversité nucléotidiquer] mesure la divergence nucléotidique moyenne dotres les
paires de séquences (Tajima, 1983). Elle définirédabilité que deux genes tirés au hasard
dans un échantillon soient différents au niveaundiucléotide donné.

La diversité génétique inter-populationnelle egtrépendée par 'indice de fixation.FCet
indice, appelé aussi indice de différenciationyperd’évaluer la différenciation par paire de
populations a partir du polymorphisme génétiqueedt testé par une procédure non-
paramétrique de permutation de genes entre popogattomme décrit dans le logiciel
Arlequin.HA
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Le logiciel NETWORK 4.6.1.1 (disponible a www.flus«engineering.com) a été utilisé pour
construire les réseaux de relations haplotypiqtiés.haplotype" correspond a une séquence
nucléotidique, qui peut étre commune a plusiewts/idus, mais différe des autres haplotypes
par une ou plusieurs substitution de nucléotidetteOnéthode produit une estimation de la
plausibilité des liens entre les haplotypes et érde distinguer I'haplotype qui présente la
plus forte probabilité d’étre la forme initiale dahe réseau en se basant sur sa position
relative et le nombre d’individus qui le présentegans le réseau.

Dans les représentations obtenues avec ce logibi@tjue cercle correspond a un haplotype ;
la taille de ces cercles est proportionnelle adgudence relative de I'haplotype dans le jeu de
données. La longueur des segments entre chaquatypspkest proportionnelle au nombre de
mutations qui les sépare. Chaque nceud symboliseaplotype hypothétique non détecté
durant I'étude mais nécessaire a la constructionréheau (haplotypes manquants dans
I'échantillonnage ou perdus par dérive au courédelution).

La distribution des différences par paimigmatch distributiona été calculée a l'aide du
logiciel NETWORK. Cette distribution repose surpiencipe suivant : plus deux séquences
ont divergé depuis longtemps, plus la différencendmbre de sites polymorphes entre les
deux sera grande. Cela permet d'estimer une saudapansion démographique ou spatiale.
Avec le COI, la divergence inter-spécifigue ents topépodes Calanoi@&nodiaptomus
sarsi et Sinodiaptomus valkanoest de I'ordre de 23-26 %, en revanche la diveantra-
spécefique est beaucoup plus faible (2,4 - 4,1 $€k&ive a 5,7 % ché&nodiaptomus sarsit
Sinodiaptomus valkanguiespectivement) (Makino et al., 2010).

Les différences entre les haplotypes permettensi adis détecter la présence d'especes
cryptigues. On appelle especes cryptiques des espd, sur le plan morphologique, ne
présentent aucune différence permettant de lesngli®r, mais qui, d'un point de vue
géneétique, révelent des différences notables graxeétudes des séquences d'ADN.

C. Résultats

|. Caractérisation phylogénétigue des communautépplanctonigues

l.1. Etude phylogénétique de populations d’Artesgibnaprélevé de M2
I.1.a. Avec un fragment du gene 18S
Cing séquences d’'un fragment du gene codant 'AlRbsomal 18S d’une longueur de 1430
pb ont été amplifiées pouk. salina prélevé de la saline de Sfax. L'alignement de ces
séquences est présenté dans la figure 18. Cesneégusont composées de 16,57 % de C,
29,27 % de T, 26,12 % de A et 28,05 % de G. Auauvee ces séquences, 8 sites variables

ont été observés. Les substitutions nucléotidigeesnprennent 5 transitions et 3
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transversions. Ces substitutions nucléotidiquesestile modéle F81 (Felsenstein, 1981) qui
suppose un taux variable pour les 4 types de ntidésoet un taux égal pour les transitions et

les transversions.

Asnil34 TCGTGGTGT GGT TGAAAGT TGT TCAAACT TGATCCT TTAGAGGAAGT AAAAGT CGTAACA
Asnil35 TCGTGGTGT GGT TGAAAGT TGT TCAAACT TGATCCT TTAGAGGAAGT AAAAGT CGTAACA
Asnil42 TCGTGGTGTGGT TGAAAGT TGT TCAAACT TGATCCT TTAGAGGAAGT AAAAGT CGTAACA
Asnil38 TCGTGGTGTGGT TGAAAGT TGT TCAAACT TGATCCT TTAGAGGAAGT AAAAGT CGTAACA
Asnil40 TCGTGGTGTGGT TGAAAGT TGT TCAAACT TGATCCT TTAGAGGAAGT AAAAGT CGTAACA
LR R R RS S E SRR E R R R R SRR EEEEEEEEEEREEEREEREEEREEEREEEEEEEEREEEES
Asnil34 AGGTTTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTAGCGT TTGATAGACAAGAGGAAGCECT
Asnil35 AGGTTTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGATCATTAGCGT TTGATAGACAAGAGGAAGCECT
Asnl42 AGGTTTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGAT CATTAGCGT TTGATAGACAAGAGGAAGGCT
Asnl38 AGGTTTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGAT CATTAGCGT TTGATAGACAAGAGGAAGGCT
Asnl40 AGGTTTCCGTAGGT GAACCT GCGGAAGGAT CATTAGCGT TTGATAGACAAGAGGAAGGCT
R E SRS R SRR E R SRS E SRS RS SRR R R R R R R EREEEEEEREEEEEREREESEESS
Asnl34 CTTGGCCCCTGTGGTCAGTAGT TTATTCCAATTGT TGCTATTGAATCACGTCCCAATGT T
Asml35 CTTGGCCCCTGTGGTCAGTAGT TTATTCCAATTGT TGCTATTGAATCACGTCCCAATGT T
Asnl42 CTTGGCCCCTGTGGTCAGTAGT TTATTCCAATTGT TGCTATTGAATCACGTCCCAATGT T
Asnl38 CTTGGCCCCTGTGGTCAGTAGT TTATTCCAATTGT TGCTATTGAATCACGTCCCAATGT T
Asnl40 CTTGGCCCCTGTGGTCAGTAGT TTATTCCAATTGT TGCTATTGAATCACGTCCCAATGT T
R E SRS RS R R R SRR SRS RS RS E R R R R R R R R R EEEREEEEERERESEESS
Asnl34 TGATGT TTTTGAGGT GCACAAGT AGGAAT TTGATAAAGGT GT TCGAGTACCCCTTGTGCA
Asml35 TGATGT TTTTGAGGT GCACAAGT AGGAATTTGATAAAGGT GT TCGAGTACCCCTTGTGCA
Asnl42 TGATGT TTTTGAGGT GCACAAGT AGGAATTTGATAAAGGT GT TCGAGTACCCCTTGTGCA
Asnil38 TGATGI TTTTGAGGT GCACAAGT AGGAATTTGATAAAGGT GT TCGAGTACCCCTTGTGCA
Asni40 TGATGI TTTTGAGGT GCACAAGT AGGAATTTGATAAAGGT GT TCGAGTACCCCTTGTGCA
LR R R R RS R R E R EEE R RS EEEEEEEEEEEEREEEEEEEEREEEREEEEEEEEEERES
Asnil34 ACATCATTGATTGGGGCAATTCGT TGAACAAAGGAGT GCTCAACAAGT GATACCCGAGGA
Asnil35 ACATCATTGATTGGGGCAAT TCGT TGAACAAAGGAGT GCTCAACAAGT GATACCCGAGGA
Asnil42 ACATCATTGATTGGGGCAATTCGT TGAACAAAGGAGT GCTCAACAAGT GATACCCGAGGA
Asnil38 ACATCATTGATTGGGGCAATTCGT TGAACAAAGGAGT GCTCAACAAGT GT TTTCCGAGGA
Asnil40 ACATCATTGATTGGGGCAATTCGT TGAACAAAGGAGT GCTCAACAAGT GT TTTCCGAGGA
IR E R RS S E SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREREEREREREEEEEEEEIES * ok k kok ok k
Asnil34 ATGGCCECTTTGAGCCAGT TTTTGTGGTGAATTGCCTTAAAGT TGTTTGGT TCATTACTC
Asnil35 ATGGGCECTTTGAGCCAGT TTTTGTGGTGAATTGCCTTAAAGT TGTTTGGT TCATTACTC
Asnil42 ATGGCCECTTTGAGCCAGT TTTTGTGGTGAATTGCCTTAAAGT TGTTTGGTTCATTACTC
Asnl38 ATGGGECCTTTGAGGCAGT TTTTGTGGTGAATTGCCTTAAAGT TGTTTGGT TCATTACTC
Asnl40 ATGGGCECCTTTGAGGCAGT TTTTGTGGTGAATTGCCTTAAAGT TGTTTGGT TCATTACTC
LR E SRS R SRR E RS E R SRS EE SRR R R R R REREREEEREEEEEREREEEESS
Asnl34 ATTGAGAAATGGT AAAGACCATTGGATTGAGGAACT TGAATTTGGCTCTGTACTGAGGGEC
Asml35 ATTGAGAAATGGT AAAGACCATTGGATTGAGGAACT TGAATTTGGCTCTGTACTGAGGGEC
Asnl42 ATTGAGAAATGGT AAAGACCATTGGATTGAGGAACT TGAATTTGGCTCTGTACTGAGGGEC
Asnl38 ATTGAGAAATGGT AAAGACCATTGGATTGAGGAACT TGAATTTGGCTCTGTACTGAGGGEC
Asnl40 ATTGAGAAATGGT AAAGACCATTGGATTGAGGAACT TGAATTTGGCTCTGTACTGAGGGEC
LR E SRS R SRR E RS E SR SRS E SRR R R R R R R R R EEEREEEEEREREESEESS
Asnl34 TCTCAGAGGAGTAGAGCATGCAAAGCCT TTGAATCAAGTAAGCCAAT GGAATTACTAGGA
Asnl35 TCTCAGAGGAGT CGAGCATGCAAAGCCT TTGAATCAAGTAAGCCAAT GGAATTACTAGGA
Asnl42 TCTCAGAGGAGTAGAGCATGCAAAGCCT TTGAATCAAGTAAGCCAAT GGAATTACTAGGA
Asnil38 TCTCAGAGGAGTAGAGCAT GCAAAGCCT TTGAATCAAGT AAGCCAATGGAATTACTAGGA
Asnil40 TCTCAGAGGAGTAGAGCAT GCAAAGCCT TTGAATCAAGT AAGCCAATGGAATTACTAGGA
LR R RS S E SRR E NS EEEEE RS EEEEEEEEEEEEREEEREREEEREEEREEEEEEEERERES
Asnil34 CTTTATGTAGAGAT GAGCCAACACT GAGGT GATTGT TGT TGCCCCAGCAGCATATCCTTT
Asnil35 CTTTATGTAGAGAT GAGCCAACACT GAGGT GATTGT TGT TGCCCCAGCAGCATATCCTTT
Asnil42 CTTTATGTAGAGAT GAGCCAACACT GAGGT GATTGT TGT TGCCCCAGCAGCATATCCTTT
Asnil38 CTTTATGTAGAGAT GAGCCAACACT GAGGT GATTGT TGT TGCCCCAGCAGCATATCCTTT
Asnil40 CTTTATGTAGAGAT GAGCCAACACT GAGGT GATTGT TGT TGCCCCAGCAGCATATCCTTT
LR R R RS E R R E R E R R RS EEEEEEEEEEEEREEEEREREEEREEEREEEESEREEEEEEES
Asnil34 TGGGGGECCACGAGATGATAACTGGGT TTTGTCTCTCAAGGTCTTAGTGIT TCTGTATTCC
Asnil35 TGGGGGECCACGAGATGATAACTGGGT TTTGTCTCTCAAGGTCTTAGTGIT TCTGTATTCC
Asnil42 TGGGGEECCACGAGATGATAACTGGGT TTTGTCTCTCAAGGTCTTAGTGIT TCTGTATTCC
Asnil38 TGGGGGECCACGAGATGATAACTGGGT TTTGTCTCTCAAGGTCTTAGTGIT TCTGTATTCC
Asnl40 TGGGGGECCACGAGATGATAACTGGGTTTTGTCTCTCAAGGTCTTAGTGTTCTGTATTCC
R E SRS R SRR SR SRR SRS EEE R R R R R R R R EEEREEEEEREREESEESS
Asnl34 ATTAGAGGATAAT GGGAATGGGTGT TTTGGCAGCAATAAGAGACTGGATCTTGCTCTGTA
Asnl35 ATTAGAGGATAAT GGGAATGGGTGT TTTGGCAGCAATAAGAGACTGGATCTTGCTCTGTA
Asnl42 ATTAGAGGATAAT GGGAATGGGTGT TTTGGCAGCAATAAGAGACTGGATCTTGCTCTGTA
Asnl38 ATTAGAGGATAAT GGGAATGGGTGT TTTGGCAGCAATAAGAGACTGGATCTTGCTCTGTA
Asnl40 ATTAGAGGATAAT GGGAATGGGTGT TTTGGCAGCAATAAGAGACTGGATCTTGCTCTGTA
LR E SRS R SRR E R SRR SRS SRS E R R R R REREREEEREEEEEREREESEESS
Asnl34 GTGGAGGGCTCACTGAGGAAT TGAGCACGCAAAGCT TGTGGATAAGT CTTGAGT TGTTGT
Asml35 GTGGAGGGCTCACTGAGGAAT TGAGCACGCAAAGCT TGTGGATAAGT CTTGAGT TGTTGT
Asnl42 GTGGAGGGCTCACTGAGGAAT TGAGCACGCAAAGCT TGTGGATAAGT CTTGAGT TGTTGT
Asnl38 GTGGAGGGCT CACTGAGGAAT TGAGCACGCAAAGCT TGTGGATAAGT CTTGAGT TGTTGT
Asnil40 GT GGAGGGCT CACT GAGGAAT TGAGCACGCAAAGCT TGTGGATAAGI CTTGAGI TGT TGT
LR R R R RS E R E R R R R SRR EEEEEEEEEEREEEEREEREEREEEREEESEREEEEEEES
Asnil34 GGGGCCAAAAT CCATACACAAT TTGAATAGT GGAACAT CAGAATGCTAGCACTGTGGTTA
Asnil35 GGGGCCAAAAT CCATACACAAT TTGAATAGT GGAACAT CAGAATGCTAGCACTGTGGT TA
Asnil42 GGGGCCAAAAT CCATACACAATTTGAATAGT GGAACAT CAGAATGCTAGCACTGITGGTTA
Asnil38 GGGGCCAAAAT CCATACACAAT TTGAATAGT GGAACAT CAGAATGCTAGCACTGTGGT TA
Asnil40 GGGGCCAAAAT CCATACACAAT TTGAATAGT GGAACAT CAGAATGCTAGCACTGTGGT TA
LR R R RS S E R R E R R R R SRR EEEEEEEEEEREEE R R SR EEEREEEEEEEEEEEES
Asnil34 GI'TGCTGCCCCAGCAACATTTTTGGGGAT GGGGGECCACGAGACAATCACTGGGTATTGT
Asnil35 GI'TGCTGCCCCAGCAACATTTTTGGGGAT GGGGGECCACGAGACAATCACTGGGTATTGT
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Asnil42 GI'TGCTGCCCCAGCAACATTTTTGGGGAT GGGGGECCACGAGACAATCACTGGGTATTGT
Asnil38 GI'TGCTGCCCCAGCAACATTTTTGGGGAT GGGGGECCACGAGACAATCACTGGGTATTGT
Asnl40 GTTGCTGCCCCAGCAACATTTTTGGGGAT GGGGEECCACGAGACAATCACTGGGTATTGT
LR E SRS R SRR SRR SRS RS R R R R R R R R EEEREEEEEREREEEESS
Asnl34 CTCGAGGTCTTGGTGTCTGTATTCCATTAGAGGATAGGAATGAATGT TTTGGAAGCAATA
Asnl35 CTCGAGGTCTTGGTGTCTGTATTCCATTAGAGGATAGGAATGAATGT TTTGGAAGCAATA
Asnl42 CTCGAGGTCTTGGTGTCTGTATTCCATTAGAGGATAGGAATGAATGT TTTGGAAGCAATA
Asnl38 CTCGAGGTCTTGGTGTCTGTATTCCATTAGAGGATAGGAATGAATGT TTTGGAAGCAATA
Asnl40 CTCGAGGTCTTGGTGTCTGTATTCCATTAGAGGATAGGAATGAATGT TTTGGAAGCAATA
R E SRS R SRR SRR SRS SRS E R R R R R R R R R R EEEREEEEEREREEEESS
Asnl34 AGAGATTGTATCCTGCTCTGTAGT GGGGGCT CATTGAGGAAT TGAGCATGCAAAGCTTGC
Asml35 AGAGATTGTATCCTGCTCTGTAGT GAGGGCT CATTGAGGAAT TGAGCATGCAAAGCTTGC
Asnl42 AGAGATTGTATCCTGCTCTGTAGT GAGGGCT CATTGAGGAAT TGAGCATGCAAAGCTTGC
Asnl38 AGAGATTGTATCCTGCTCTGTAGT GAGGGCT CATTGAGGAAT TGAGCATGCAAAGCTTGC
Asnil40 AGAGATTGTATCCTGCTCTGTAGT GAGGGCTCATTGAGGAAT TGAGCATGCAAAGCTTGC
LR R RS E R R E R E R RS EEENEEEEEEEEREEEEEREEEEEEEREEEEEEEEEEEES
Asnil34 GATGCATCTTGAGT TGT TATAGGGCCAAAAGT TTATGCCAACT TTAATAATGGACATCAG
Asnil35 GATGCATCTTGAGT TGT TATGGGGCCAAAAGT TTATGCCAACT TTAATAATGGGCATCAG
Asnil42 GATGCATCTTGAGT TGT TATGGGGCCAAAAGT TTATGCCAACT TTAATAATGGACATCAG
Asnil38 GATGCATCTTGAGT TGT TATGGGGCCAAAAGT TTATGCCAACT TTAATAATGGACATCAG
Asnil40 GATGCATCTTGAGT TGT TATGGGGCCAAAAGT TTATGCCAACT TTAATAATGGACATCAG
LRSS E SRR E R R RSN EEEEEEEEEEEEREREREEEEEEEEEEEESEIEEEEEE]
Asnil34 ATTACTAGCATTGTGGT TAGT TGCTGCCCCAGCAACATTGT TTGGATAGGGECCCCEGAA
Asnil35 ATTACTAGCATTGTGGT TAGT TGCTGCCCCAGCAACATTGT TTGGATAGGGECCCCEGAA
Asnil42 ATTACTAGCATTGTGGT TAGT TGCTGCCCCAGCAACATTGT TTGGATAGGGGECCCGEGAA
Asnil38 ATTACTAGCATTGTGGT TAGT TGCTGCCCCAGCAACATTGT TTGGATAGGGGECCCCEGAA
Asnl40 ATTACTAGCATTGT GGTTAGT TGCTGCCCCAGCAACAT TGT TTGGATAGGGGCCCGGEGAA
R E SRS RS R RS E R SRS E SRR R R R R R R R R EEEREEEEEREREESEESS
Asnl34 GCACTCTTTACCCTTCCT GAGGGCCCAAGT GGT GCAAGACGAAGGGATTGECTTGGTCAA
Asml35 GCACTCTTTACCCTTCCT GAGGGCCCAAGT GGT GCAAGACGAAGGGAT TGECTTGGTCAA
Asnl42 GCACTCTTTACCCTTCCT GAGGGCCCAAGT GGT GCAAGACGAAGGGATTGECTTGGTCAA
Asnl38 GCACTCTTTACCCTTCCT GAGGGCCCAAGT GGT GCAAGACGAAGGGATTGECTTGGTCAA
Asnl40 ACACTCTTTACCCT TCCT GAGGGCCCAAGT GGT GCAAGACGAAGGGAT TGGCTTGGT CAA
IR R R R R R R SRR R EEE SRR SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEREEEESES]
Asnl34 AAGAGAGGCGCGT GAGT CCTCAGGT GAGCCAAAGT CTTGCACTGCGATTGCACTAATGTA
Asml35 AAGAGAGGCGCGT GAGT CCTCAGGT GAGCCAAAGT CTTGCACTGCGATTGCACTAATGTA
Asnl42 AAGAGAGGCGCGT GAGT CCTCAGGT GAGCCAAAGT CTTGCACT GCGATTGCACTAATGTA
Asnl38 AAGAGAGGCGCGT GAGT CCTCAGGT GAGCCAAAGT CTTGCACTGCGATTGCACTAATGTA
Asnl40 AAGAGAGGCGCGT GAGT CCTCAGGT GAGCCAAAGT CTTGCACT GCGATTGCACTAATGTA
LR R R RS R R EEE R R RS EEEEEEEEEEREREEE R R SR EEEREEEEEEEEREEEES
Asnil34 GCATCGATTTTGCAAGCAATAAGCTAACATGCTCTTGAAATCTTGATGTATATTTTCTAC
Asnil35 GCATCGATTTTGCAAGCAATAAGCTAACATGCTCTTGAAATCTTGATGTATATTTTCTAC
Asnil42 GCATCGATTTTGCAAGCAATAAGCTAACATGCTCTTGAAATCTTGATGTATATTTTCTAC
Asnil38 GCATCGATTTTGCAAGCAATAAGCTAACATGCTCTTGAAATCTTGATGTATATTTTCTAC
Asni40 GCATCGATTTTGCAAGCAATAAGCTAACATGCTCTTGAAATCTTGATGTATATTTTCTAC
LR R RS S E SRR E R R R RS EEEEEEEEEEEEREEEREREREREEREEEREEEEEEEEEEEES
Asnil34 GITGTTAAATTCGTAGT GAAAAATAGT CTTTTGGGGACTAGAATGGCTCTGTGATTCAAGG
Asnil35 GITGTTAAATTCGTAGT GAAAAATAGT CTTTTGGGGACTAGAATGGCTCTGTGATTCAAGG
Asnil42 GITGTTAAATTCGTAGT GAAAAATAGT CTTTTGGGGACTAGAATGGCTCTGTGATTCAAGG
Asnil38 GITGTTAAATTCGTAGT GAAAAATAGT CTTTTGGGGACTAGAATGGCTCTGTGATTCAAGG
Asni40 GITGTTAAATTCGTAGT GAAAAATAGT CTTTTGGGGACTAGAATGGCTCTGTGATTCAAGG
R E SRS S SRR SRR SRS SRS E R R R R R R R R EEEREEEEEREREEEESS
Asnl34 ATCATGGATACCAT TCCGCAAGACT AAAGGGAGT GAAGGT GAGCT TGCCCCAATATAGCA
Asml35 ATCATGGATACCAT TCCGCAAGACT AAAGGGAGT GAAGGT GAGCT TGCCCCAATATAGCA
Asnl42 ATCATGGATACCAT TCCGCAAGACT AAAGGGAGT GAAGGT GAGCT TGCCCCAATATAGCA
Asnl38 ATCATGGATACCAT TCCGCAAGACT AAAGGGAGT GAAGGT GAGCT TGCCCCAATATAGCA
Asnl40 ATCATGGATACCAT TCCGCAAGACT AAAGGGAGT GAAGGT GAGCT TGCCCCAATATAGCA
R E SRS R SRR R SR SRR SRS R SRR R R R ERERREREEEEEEREEEEEREREESEESS
Asnl34 TGGCTTGAGGT GTGCAAGGGT GCAATTGCATTGGCCTTGT TTGAGGGAA
Asml35 TGGCTTGAGGT GTGCAAGGGT GCAATTGCATTGGCCTTGT TTGAGGGAA
Asnl42 TGGCTTGAGGT GTGCAAGGGT GCAATTGCATTGGCCTTGT TTGAGGGAA
Asnl38 TGGCTTGAGGT GTGCAAGGGT GCAATTGCATTGCCCTTGT TTGAGGGAA
Asnl40 TGGCTTGAGGT GTGCAAGGGT GCAATTGCATTGGCCTTGT TTGAGGGAA

hkkkkkkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk k%

Fig.18. Alignement des séquences de 18&dsalina prélevé du bassin M2
(En gris les sites variables)

Ces séquences sont identiques a 99 % avec l'ersatebA. salina disponible dans les
banques de données nucléotidiques. Ces séquenmatestisolées chez d’autras salina(8
séquences disponibles dans les banques des gedead 9) ont été utilisées dans une
comparaison phylétique. Seul ce marqueur offreisaffment de séquences dorigines
géographiques différentes pour permettre cettecgppr Un arbre a été établi en utilisant la
méthode du maximum de vraisemblance (Figure 19 .skguences analysées (Tableau 9) ici

sont issues d’échantillons provenant de zones gpbguement proches en Méditerranée
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(Chypre, Egypte, ltalie et Tunisie) mais de sadimibn définie ou d’'un milieu écologiquement
proche (milieu hypersalin), celui de la saline deakops en Afrique du Sud.

@ A saling, saline de Sfax, Tunisie
A. salina, salme de Sfax, Tunisie
@ 4 sal Ime de Sfax, T
36 . . .-
@ A salina, saline de Sfax, Tunisie

100 @ A. saling, saline de Sfax, Tunisie

@ A salina, caline de Sfax, Tunisie
(0 A. saling, saline, Afiique du Sud

A, saling, sfax, Méditerranée
2 A, salina, sfax, Méditerranée
[ A. salina, Italie
7 A. salina, Clypre

7 A. salina, Chypre
100 { [1 A4 salina, Exypte

0.2 [] A salina, Eg;hp!e

Fig.19. Arbre de maximum de vraisemblance construivec les séquences d’'un fragment
du gene 18S illustrant les relations existantes astles haplotypes identifiés au sein des
échantillons dA. salina de la saline de Sfax prélevé du bassin M2 (pictogranes pleins)

et ceux disponibles dans GenBank (pictogrammes visleLes valeurs de « bootstraps »
supérieures a 60 % sont indiquées a coté de clmmbinchement concerné

Cette figure souligne que les population8.dsalinade la mer Méditerranée sont répartie en 2
groupes clairement identifies, I'un d’entre eux itdna I'extrémité orientale de la mer
Méditerranée, l'autre présent sur I'ensemble demdés Méditerranée, bassin oriental comme
bassin occidental. En ce qui concerne les résult#ts salinaprélevés dans la saline, ils
constituent une branche indépendante des résolégsus sur les échantillons de la méme
espéece potentiellement prélevés dans des miliewalitgte différente de celle du bassin M2.
Par contre, ils sont génétiguement proches de tea giié obtenu a partir d’échantillons
prélevés dans une saline géographiguement tramélmi

[.1.b. Avec un fragment du géne 16S
Les séquences d'un fragment du gene 16S de 5 dudivilA. salina (Figure 20)ont été
amplifiées par PCR et séquencées. Ces sequencesdpns une longueur de 369 pb et ont
une composition nucléotidique de 24,67 % de C,29%6de T, 25,11 % de A et 20,54 % de
G. Les séquences « 16S A.dsalinaont permis de décrire 3 sites variables. Les gulishs
nucléotidigues comprennent 3 transitions et 2 trarssons. Selon I'analyse réalisée a I'aide
du logiciel ModelGenerator, les substitutions natitiques observées suivent un modele
Jukes-Cantor (1969) qui suppose un taux équivglent les 4 types de nucléotides ainsi

gu’un taux identique pour chaque type de mutatimseové.
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Asnil2 CAACATCGAGGT CGCAAGCTCTTTTGT CGATTGGGACT CTCAAAAAGAATTACGCTGT TA
Asnb0 CAACATCGAGGT CGCAAGCTCTTTTGT CGATTGGGACT CTCAAAAAGAATTACGCTGT TA
Asf 11 CAACATCGAGGT CGCAATCTCTTTTGT CGATTGGGACTCTCAAAAAGAATTACGCTGT TA
Asf 10 CAACATCGAGGT CGCAAACTCTTTTGT CGATTGGGACTCTCAAAAAGAATTACGCTGT TA
Asnb2 CAACATCGAGGT CGCAAGCTCTTTTGT CGATTGGGACTCTCAAAAAGAATTACGCTGT TA
R R R R R EE SRR EEEE NSRS R R R SRR R EEEEEEEREEEEEEREREEREEEEE SRS
Asml2 TCCCTAAGGTAACTTGCTCTATGT TCATCTAAGGATCAACGATCATTTATGAATGT TAAT
Asnb0 TCCCTAAGGTAACTTGCTCTATGT TCATCTAAGGATCAACGATCATTTATGAATGT TAAT
Asf 11 TCCCTAAGGTAACTTGCTCTATGT TCATCTAAGGATCAACGATCATTTATGAATGT TAAT
Asf 10 TCCCTAAGGTAACTTGCTCTATGT TCATCTAAGGATCAACGATCATTTATGAATGT TAAT
Asnb2 TCCCTAAGGTAACTTGCTCTATGT TCATCTAAGGATCAACGATCATTTATGAATGT TAAT
EE R E SRS RS E SR SRR R R R R SR RS EEE SRR R SRR EEEEEEEEEEEERERERSE]
Asml2 GGGTCGCTGGTGITTGT TCTTCTCCCGCGGT CGCCCCAACCTAACAT TGCCCCCTTCAGT
Asnb0 GGGTCGCTGGTGITTGT TCTTCTCCCGCGGT CGCCCCAACCTAACAT TGCCCCCTTCAGT
Asf11l GGGTCGCTGGTGITTGI TCTTCTCCCGCGGT CGCCCCAACCTAACATTGCCCCCTTCAGT
Asf 10 GGGTCGCTGGTGITTGI TCTTCTCCCGCGGT CGCCCCAACCTAACATTGCCCCCTTCAGT
Asnb2 GGGTCGCTGGTGITTGI TCTTCTCCCGCGGT CGCCCCAACCTAACATTGCCCCCTTCAGT
R R R R RS E RS SR EEE R E R R EEEREEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES]
Asnil2 TTAGTTACTTGCCGATAAACGGAAGGGT AGAAT GTAAAGATCTATAGGGT CTTATCGCCC
Asnb0 TTAGTTACTTGCCGATAAACGGAAGGGT AGAAT GTAAAGATCTATAGGGT CTTATCGCCC
Asf11l TTAGTTACTTGCCGATAAACGGAAGGGT AGAAT GTAAAGATCTATAGGGT CTTATCGCCC
Asf 10 TTAGTTACTTGCCGATAAACGGAAGGGT AGAAT GTAAAGATCTATAGGGT CTTATCGCCC
Asnb2 TTAGTTACTTGCCGATAAACGGAAGGGT AGAAT GTAAAGATCTATAGGGT CTTATCGCCC
R R RS RS E RS S SRR E R E R EEEEEEREEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEREEEES]
Asnil2 TCCAAGAGCATTTAAGCTTTTTCACTTAAAAATTAACTTCGGT TTAAT GGGCGAGACAGG
Asnb0 TCCAAGAGCATTTAAGCTTTTTCACTTAAAAATTAACTTCGGT TTAAT GGGGGAGACAGG
Asf 11 TCCAAGAGCATTTAAGCTTTTTCACTTAAAAATTAACT TCGGT TTAAT GGGGGAGACAGG
Asf 10 TCCAAGAGCATTTAAGCTTTTTCACTTAAAAATTAACT TCGGT TTAAT GGGGGAGACAGG
Asnb2 TCCAAGAGCATTTAAGCTTTTTCACTTAAAAATTAACT TCGGT TTAAT GGGGGAGACAGG
EE R E SRS RS E SRR RS E R SRR R SRR RS R R R SRR R EEEEEREEERERERSE]
Asml2 CCGCCTCTCGT CAGACCCTCCAT TCCAGCCCCCAATCGAGGGGCTAATGATTATGCTACC
Asnb0 CCGCCTCTCGT CAGACCCTTCAT TCCAGCCCCCAATCGAGGGGCTAATGATTATGCTACC
Asf 11 CCGCCTCTCGT CAGACCCTTCAT TCCAGCCCCCAATCGAGGGGCTAATGATTATGCTACC
Asf 10 CCGCCTCTCGT CAGACCCTTCAT TCCAGCCCCCAATCGAGGGGCTAATGATTATGCTACC
Asnb2 CCGCCTCTCGT CAGACCCTTCAT TCCAGCCCCCAATCGAGGGGCTAATGATTATGCTACC
R R R R R EE SRR EEEEEE R EEEEE R R EEEEEEEEEEEEEREEEEEREREEREEEEEEE]
Asml2 TTCGCACA
Asnb0 TTCGCACA
Asf 11 TTCGCACA
Asf 10 TTAGCACA
Asnb2 TTAGCACA

*k Kk Kk K

Fig.20. Alignement des séquences de 163\ dsalina prélevé du bassin M2
(En gris les sites variables)
L'arbre phylogénétique construit avec le marqueli6& » (Figure 21) permet I'analyse des

relations phylétiques entre les séquencés shlinade la saline de Sfax et ceux prélevés
d'autres zones géographiques présentes dans laebdeas génes dont les N° d'accession sont

présents dans le tableau 9.

@ A. salina, saline de Sfax, Tunisie
“@®A. salina, saline de Sfax, Tunisie
@ A. salina, saline de Sfax, Tunisie
@ A. salina, saline de Sfax, Tunisie
@ A. salina, saline de Sfax, Tunisie
1 A. salina, Italie
YV A. salina, Chypre
LV A. salina, Chypre
| O A. salina, Saline, Afrique du Sud
100l A A. salina, Sfax, Méditerranée

0.005

Fig.21. Arbre du maximum de vraisemblance construitivec le marquer génétique 16S
illustrant les relations existantes entre les haptgpes identifiés au sein des échantillons
d'A. salina de la saline de Sfax prélevé du bassin M2 (pictogranes pleins) et ceux
disponibles dans GenBank (pictogrammes vided)es valeurs de « bootstraps » supérieures
a 60 % sont indiquées a coté de chaque embrancheor@erné
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Avec ce marqueur, on remarque que Aessalinade la saline de Sfax sont regroupés
ensemble. lls constituent une branche indépendigeésultats obtenus sur les échantillons
de la méme espéce gu’ils soient prélevés en pleiae Méditerranée (Chypre, ltalie et
Tunisie) ou bien d'une autre saline géographiquéglergnée en Afrique du Sud. Cependant,
cette relation phylétique n’est pas significative @ du test du boostrap, puisque cet
embranchement présente une valeur de boostrageini@r 60 %.

1.2. Etude phylogénétique des copépodes
Les séquences partielles du géne codant 'ARN oimag 18S de 24 individus du groupe de
copépodes (Tableau 8) ont été amplifiees par PGRqtencées.
Les relations phylétiques entre les différents bigples de copépodes étudiés et 'ensemble
des espéeces voisines disponibles dans les bangudserhées (Tableau 10) sont illustrées
selon la méthode du maximum de vraisemblance sdiglae 22. Les artémies sont ici
considérés comme groupe externe afin d’enraciagbré puisqu'ils n’appartiennent pas a la

sous classe des copépodes.
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grrigeses, A r'.‘g'.II alorre

O] A. erassa, Anglerarre
[ Femuallars, Felande
P, nana, Corde
W O similiz, Saline de Sfeee, Tunizie
W O simnlis, Salive de Sfox, Turine
W O simniliz, Safine de Sfee, Tumisie
- L1 ML rapiens, Sudde
B C. scureliata, Saline de Sfax, Dumisie
N O A fongiremiz
B €. scurallata, Saline de Sfex, Tumisie
W C. scurellara, Saline de Sfax, Tumnisie
W A prami, Saline de Sfax, Tunisie
L =R grar, Saline da Sfoe, Tunisie
W A gromi, Saline de Sfex, Tunisio
i W A gram, Saline de Sfax, Tumsie
A pacifica
O A nogligens
O A. danae
r A, hongi
O A omorii
A ronsa, US4
A, ronza, USA
O A ronza; USA
. Ar Fr.l'.f,l'ﬂbdrg'a, Baltra de S_.I'h':, Tursisie
B Brocamprus sp., Safine de Sfax, Funisie
B Brniocampius sp., Safine de Sfax, Tuniste

‘b I:'Il:.'lﬂ AP, Llni‘f
B AL lillieborgi, Saline de Sfee, Tunisi

S Chthena sp, 175A

S0 similiz

% Cithorna sp., Nowvelle Calddarnie
Y O mara, Brésil

O mmplex, Brasi

Y O hebes, Brisi]

W D. oculara, Bélize

7 Ohithona sp., Nowvelle Caledornie

W O mana, Saling de Sfax, Tunizie
W O nana, Saline de Sfae, Tunisio
W O nana, Saline de Sfae, Tunlsie
¥ O nana, Saline de Sfae, Tuwnicle
W O nana, Saline de Sfax, Tuwizie

W A zaling, Saline de Sfax, Tunisie
W A zaliva, Saline de Sfax, Tunisie

— ¥ A salina, Saline de Sfax, Tunizie
& A. saling, Saline de Sfax, Tunisie
W A zaling, Saline de Sfac, Tunisie

Harpacticoida
Cyclopoida
Harpacticoida
Calanoida
Harpacticoida
Calanoida
Harpacticoida
Cyclopoida
Anostraca

Fig.22. Arbre du maximum de vraisemblance construitivec le 18S illustrant les
relations existantes entre les haplotypes identiiéau sein des échantillons de copépodes
et d'artémie et les espéeces voisines
Les pictogrammes pleins correspondent aux difféeeséquences des individus
échantillonnés de la saline de Sfax. Les pictograswides correspondent aux différentes
séquences récupéréees sous GenBank. Les valeulsodéstraps » supérieures a 60 % sont
indiquées a cbté de chaque embranchement concerné
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Les séguences acquises dans cette étude sont, fdgore générale, regroupées, soulignant
I’lhomogénéité des populations cibles. Cependanphidogénie obtenue avec les séquences
issues des banques de données internationalegrswjue la structuration génétique des
copépodes n'est pas nettement identifiable. Ent,effie nombreux taxons semblent
polyphylétiques y compris au niveau du genre.

L'ordre des Calanoida est le seul qui semble farmélade relativement monophylétiqure.
grani de la saline de Sfax, appartenant a I'ordre desnGala, est entierement regroupé avec
les autres espéeces Acartidae (Tableau 10) dispandans la banque des genes. Les 2 autres
ordres étudiés, Harpacticoida et Cyclopoida appseait dispersés dans [|arbre
phylogénétique. Le genr®ithona de l'ordre des Cyclopoida apparait a 3 niveaux
correspondant a 2 espéeces prélevées dans la dal@faxO. similis, O. nandcette étude) et

a un ensemble de 8 échantillons représentant sespéterminées prélevées dans différentes
zones géographiques. Au sein de la famille desoBittae, on remarque qu@. similis
prélevé de la saline de Sfax se trouve trés loirDdenanaprovenant de la méme zone
géographique M. lillieborgi et Bryocamptussp. (cette étude) appartenant a l'ordre des
Harpacticoida apparaissent plus ou moins regrougedss l|'arbre phylogénétiqueC.
scutellata appartenant également a I'ordre des Harpacticegiaitué un peu loin de ces deux
dernieres espéces. Cependant, les valeurs de dawtrvalident pas toujours les relations
phylétiques soulignées.

Il. Génétique des populations cheA. salina et P. grani

La structure des populations est de plus en pludiég par les outils d’analyse génétique.
Dans cette étude, cette approche a permis de datrla degré de variabilité des séquences
entre les individus d'une méme espéce voire d'espdidférentes. On s'est intéressé au
polymorphisme sur deux fragments de genes : leef @l Cytb.

Le tableau ci-dessous montre les différences dwanivde variabilité génétique intra-
spécifique (entr®. graniprélevés de deux bassins de salinité différentd ethbA16) et inter-

spécifique (entr®. granietA. saling.
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Tab.11. Diversité génétique deB. grani et desA. salina avec le COl et le Cytb des
différents sites échantillonnés

P. grani A. salina

Coil Cytb Col Cytb

A5 Al16 A5and Al16 A5 Al16  A5and Al16 M2
N 20 26 46 9 14 23 29 13
Nhap 12 11 21 9 14 23 6 13
Nsipol 42 25 52 27 39 46 6 20
Hd 0.0500 0.0385 0.0217 0.111 0.0714 0.0435 0.084%/69
b 0.0122 0.0076 0.0096 0.0277 0.0283 0.0293 0.000®L56.

N = nombre d'individus séquencésap nombre d'haplotypes,shhi= nombre de sites
polymorphes, Hd = taux de diversité haplotypique ®ttaux de diversité nucléotidique

Il.1. Génétique des populations chez A. salina
« Avec le COI
Les séquences de COI de 29 individus. dalinaont été amplifiees. Ces séquences ont une
longueur de 650 pb. Le réseau haplotypigde dalinaest construit avec le marqueur COI
(Figure 23). Avec ce marqueur, 6 haplotypes soentifiés sur 6 sites variables. Ces
haplotypes comprennent 5 transitions et une seatesversion. Les séquences contiennent
24,93 % de C, 33,84 % de T, 18,94 % de A et 22(8%. Le modele de substitution utilisé
dans cette analyse est celui de Tamura-Nei (TrB93)Lqui prend en compte un taux variable
pour les 4 types de nucléotides ainsi qu'un taégahpour les transitions et les transversions,

il différencie aussi les 2 types de transition {ip& purine et pyrimidine / pyrimidine).

—

/ 1 mutation

Fig.23. Réseau d'haplotypes construit avec le COkprésentant les relations évolutives
entre les différents haplotypes dA. salina prélevé du bassin M2
L'haplotype majoritaire représente 83 % (Figure 28)qui souligne un faible polymorphisme
intra-spécifique. La distribution des mésappariemearstimés avec ce marqueur géenétique
montre une courbe unimodale (Figure 24), ce quificor I'existence d'un seul groupe
spécifique.
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Fig. 24. Distribution des mésappariements chei. salina prélevé du bassin M2 avec le
COl

« Avec le Cytb
Possédant une longueur de 408 pb, le Cytb ne rsedrpavidence d'haplotype majoritaire, 13
haplotypes sur 20 sites polymorphes sont obsengasta de 13 individus (Figure 25). La
composition nucléotidique est : 35,56 % de A, 1R@de C, 28,18 % de G et 18,59 % de T.
Les substitutions nucléotidigues sont composéeg0deansitions et 5 transversions. Selon
'analyse réalisée par ModelGenerator, les suliitits nucléotidiqgues observées suivent un

modeéle Tamura-Nei (1993) qui est décrit précédemim@hezA. saling le Cytb apparait
donc beaucoup plus variable que le COI.

1 mutation

Fig.25. Réseau d'haplotypes construit avec le Cyteprésentant les relations évolutives
entre les différents haplotypes dA. salina prélevé du bassin M2
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Comme pour le marqueur génétique COI, la distrdmutles mésappariements du Cytb montre
une courbe unimodale (Figure 26), ce qui confireidtence d'un seul groupe spécifique au
sein dedA. salina

Relative frequency

028208 T
0.25641 I

0.23077 B

Unweighted mean pairwise difference: 6.308

020513 T

017948 B

0.15385 B

042821 T

040286 T

0.07692 I

0.05128 I

0.02564 I

Pairwise
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 differences

Fig.26. Distribution des mésappariements che&. salina prélevé du bassin M2 avec le
Cytb
I1.2. Génétique des populations chez P. grani
Afin d’étudier 'homogénéité ou la diversité gémgte au niveau intra et inter-populationnel
avec le COl et le Cytb, deux « populations »Pdgraniont été distinguées selon leur bassin
d’origine (P. granidu bassin A5 de salinité 42 psuRetgranidu bassin A16 de salinité 62
psu).
% Avec le COI
Un total de 20P. grani prélevés de A5 et 26 prélevés de Al6 sont ségeeacéc un
fragment du gene COI de longueur 650 pb. Les ré&skaplotypiques construits avec le COI
pour P. granique ce soit prélevés de A5 (Figure 27A) ou de Mi§ure 27B) montrent un
important polymorphisme représentant 30 % et 5@$8pectivement d'haplotype majoritaire.
La diversité haplotypique chd2 grani échantillonné dans A5 est plus importante quescell
obtenue a partir de la méme espéce prélevée dadgrédpectivement Hd = 0,05 et Hd =
0,0385) (Tableau 9). Le modéle utilisé dans I'asmlyes séquences Eegraniprélevé dans
A5 est Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (1985) qui diffacie les fréquences des bases et qui
prend en compte la distinction entre transitiortrahsversionEn revanche, l'analyse des
séquences obtenues a partiderani échantillonné dans A16 est proche du modele Kimura
(K80) (1980) qui suppose un taux eéquivalent posrdidypes de nucléotides et qui prend en

compte la plus grande probabilité pour observetrtessitions et les transversions.
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Fig.27. Réseaux d'haplotypes construit avec le CO¢présentant les relations évolutives
entre les différents haplotypes d®. grani prélevé de A5 (Figure A) et de A16 (Figure B)

Douze haplotypes du fragment du géne mitochon@a@il ont été récupérés dans A5 a partir
de 20 séquences et 11 dans Al16 a partir de 26 rs@egid_es séquences de COI comprennent
42 (dont 30 transition et 12 transversions) et @mt 22 transition et 3 transversions) sites
variables cheZ’. grani prélevés respectivement dans A5 et A16. Les ségsergu’elles
soient obtenues a partir d'individus prélevés d#&ts ou Al6, ont une composition
nucléotidique similaire : 15 % de C, 37 % de T2%2@le A et 20 % de G.

La distribution des mésappariements (Figure 28)treame courbe bimodale aussi bien chez

P. graniprélevé dans A5 (Figure 28A) que dans A16 (FiQ&B).
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Fig.28. Distribution des mésappariements avec le GO
chezP. grani prélevé de A5 (Figure A) et de A16 (Figure B)

Le réseau haplotypique de I'ensemble Blegrani prélevés dans A5 et dans A16 est indiqué

dans la figure 29.
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Fig.29. Réseau d'haplotypes construit avec le COkprésentant les relations évolutives
entre les différents haplotypes d®. grani
Le code couleur permet de visualiser la répartitjéagraphique de ces haplotypes (A5 en
bleu et A16 en rose)
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Avec ce marqueur, seuls deux haplotypes sont comratumajoritaires aux 2 groupes et de
nombreux autres sont uniques. Cependant, peu daiong (3 au maximum) les différencient
des haplotypes majoritaires. Le réseau haplotypigaatre une distribution en rayon de la
diversité génétique autour des 2 haplotypes majoed. La plupart des haplotypes divergent
de I'haplotype dominant par seulement une muta@enqui confirme la faible accumulation
individuelle de mutations.

Sur les 46 séquences obtenues de I'ensemble desda2l haplotypes ont pu étre identifiés
dont un haplotype majoritaire inéquitablement répantre les 2 sites (plus faiblement
représenté pd?. graniprovenant de A5 (29 %)).

La distribution des mésappariements cRegraniprélevés de A5 et A16 avec le COI montre
une courbe bimodale (Figure 30). Cela soulignerisgnce de 2 groupes génétiqguement

distincts, présents dans les 2 bassins.
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Fig.30. Distribution des mésappariements avec le @@hez I'ensemble déP. grani
prélevés de A5 et de A16
« Avec le Cytb

Les réseaux haplotypiques construits avec le Cgtly . granique ce soit prélevés dans A5
(Figure 31A) ou dans A16 (Figure 31B), montrent polymorphisme plus important que
celui observé avec le COI puisque on n'observerabaplotype majoritaire avec ce marquer
géneétique. Les individu®. grani issus de A5 montrent la diversité haplotypiqueplas
importante (Hd = 0,111). Les séquences ont permislé@trire 9 haplotypes avec 27 sites
variables. Celles de. graniéchantillonné dans A16 ont permis de décrire Jildigpes avec

39 sites variables. Selon ModelGenerator, les gubshs nucléotidiques observées au
niveau des séquences Begraniémanant de A5 ou de A16, suivent un modele Hasegawa
Kishino-Yano (HKY) (1985).
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Fig.31. Réseaux d'haplotypes construit avec le Cytieprésentant les relations évolutives
entre les différents haplotypes d®. grani échantillonné de A5 (Figure A) et de A16
(Figure B)

La distribution des mésappariements est analysépur@ 32). Elle montre des courbes
bimodales aussi bien pour les échantillons de Abapux de A16. Cela confirme la présence

de groupes génétiquement distincts dans les 2rbassi
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Fig.32. Distribution des mésappariements avec le @ychezP. grani
prélevé de A5 (Figure A) et de A16 (Figure B)
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Le réseau haplotypique de I'ensemble des séquercE€gtb deP. graniprélevé dans A5 et
dans A16 est présenté dans la figure 33.

~—
1 mutation

Fig.33. Réseau d'haplotypes construit avec le Cyteprésentant les relations évolutives
entre les différents haplotypes d®. grani
Le code couleur permet de visualiser la répartitjéagraphique de ces haplotypes (A5 en
vert et A16 en oranger). Les cercles correspona@xgroupes (A et B) formés par Igs
grani prélevés du bassin Ab.

Toutes les séquences obtenues correspondent platypa individuel. Les séquences e
grani prélevé dans le bassin A5 forment deux ensembhkss distincts (A et B). Celles
obtenues a partir des individus prélevés dans Ah6 garfois proches des séquences de A5 et
appartiennent au méme ensemble (A) soit disjoidtss ensembles définis précédemment.
Contrairement a ce qui a été observé avec le A@Urahaplotype commun a ces 2 bassins
n'a été identifié avec ce marqueur.

La distribution des mésappariements clezgrani prélevé dans A5 et A16 avec le Cytb
montre une courbe bimodale (Figure 34). Méme, #edg@modalité est moins marquée que
celle déduite avec le COI, cela semble confirmexidtence de groupes structurellement

différents vivant en sympatrie dans les deux bassin
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Fig.34. Distribution des mésappariements avec le @ychez I'ensemble dé. grani
prélevé de A5 et de A16

+« Comparaison des résultats obtenus avec le COI et@ytb
D'apres les valeurs de différentiation des « pdjmuia » (k), les niveaux de différentiation
des marqueurs COI et le Cytb ne sont pas sembladlableau 12). Ainsi, aucune
différentiation n’est décelable avec le COI, pantoe, le niveau de divergence génétique
révélé avec le Cytb semble plus important.

Tab.12. Différentiation génétique des populationsH) deP. grani

Geéne Fsi
Col |0
Cytb | 0,04007

D. Discussion
L’objectif de ce travail est de réaliser une étadmparative de la phylogénie des espéces de
2 groupes zooplanctoniques et de la structurat@rétgue des populations des principales
especes de copépodes et d'une espece de branehidpod saline de Sfax exposées a
différentes contraintes environnementales, notanemige qui concerne la salinité.
L’analyse de la structure génétique des populatiomss a montré la distribution de la
diversité génétique parmi les bassins étudiés pPawacartia graniet Artemia salina Cette
structure a été décrite sur la base des marqueéAiBNd mitochondrial. Ces derniers
présentent certaines contraintes. L'existence dadogiénes nucléaires mitochondriaux peut
biaiser l'identification (Bensasson et al., 20@).plus, I'héritage d'un génome extranucléaire
est mal connu; généralement, la descendance dstrnelée donc lidentification basée

uniquement sur les genes mitochondriaux peut pr&sedas lacunes car, dans ces conditions,
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un gene mitochondrial détient seulement l'infororatnaternelle (Machida et Tsuda, 2010).
Enfin les génes mitochondriaux peuvent, dans certeds, perdre leur signal phylogénétique
a cause de la saturation des mutations (Buckkh 2011 ; Machida et al., 2006).

Les différentes especes constituants le zooplard#da saline de Sfax présentent un niveau
de variabilité intra-spécifique relativement faildle COI que ce soit au niveau inter ou intra-
populationnel. Le taux de diversité haplotypiquel)tébtenu dans cette étude est compris
entre 0,0217 et 0,05 alors que la diversité nucliépte (1) est entre 0,0008 et 0,0122. Ces
valeurs sont beaucoup plus faibles que celles ebssrdans I'étude de Dippenaar et al.
(2010) ou ils ont étudié les populations de copéphe@sippus orientaliscollectés de
différents sites des coétes de I'Afrique du Sud.diversité globale des individus de cette
espéece est élevée vu les fortes estimations dwedasdé des haplotypes (Hd = 0,988) et des
nucléotides £ = 0,0647). Une grande diversité haplotypique (0;78,96) et une faible
diversité nucléotidique (0O - 0,008) ont été enre§es chez trois especes de gastéropodes
Cellana spp. (Bird et al., 2007), cela est attribué auxuwements récents d'expansion
géographique subi par ces especes, les évenemmidsigues semblent influencer la
structure génétique des populations. La diversigpldiypique et nucléotidique intra-
populationnelle dé. grani (Hd = 0,0500 et 0,0385 pour les échantillons pnawt de A5 et
Al6, respectivement et = 0,0122 et 0,0076 pour les échantillons provedanf5 et A16,
respectivement) sont beaucoup plus faibles queselbtenues pour le méme geAartia
tonsa(Hd = 0,926 et = 0,0904) prélevés sur les cotes Atlantiques (Ghdrare, 2011). De
méme, la diversité haplotypique et nucléotidiguteripopulationnelle ddé>. grani (Hd =
0,0217 etr = 0,0096, respectivement) est extrémement faiblla eomparant avec celle de la
derniere étude citée, indiguant ’lhomogénéité dgsoRipes qui peuvent donc étre considérées
comme formant une seule population capable desdaf¥per dans des conditions de salinité
variables. En fait, la comparaison de la divergjinétique intra-spécifique d’individus
prélevés dans la zone d'étude avec celle d’'indigtovenant d’autres zones montrent que
'origine géographique peut étre un des facteurterd@nant les différenciations des
populations. Cela a déja été observé sur la bask déquence d’ADN codant le gene
ribosomal 28S cheBithona similis; des différentiations génétiques significatives été
établies par Cepeda et al. (2012) entre des paogusaprélevées au Nord et au Sud de l'océan
Atlantique. Les auteurs ont attribué cette difféeeprincipalement aux différentes origines
géographiques de ces populations.

Des divergences ont été mises en évidence Pousalina a I'échelle mondiale par le

marqueur génétiqgue 18S et dans une moindre meaule marqueur 16S (Baxevanis et al.,
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2006 ; Kappas et al., 2009). Le 18S est considérédne un marqueur suffisamment
informatif pour étudier la diversité génétique awplancton au niveau inter-spécifique (Huys
et al., 2006 ; Blanco-Bercial et al., 2011 ; Wynghat al., 2010; Huys et al., 2012 ;
Laakmann et al., 2012). Cependant, dans le casalesix présentés ici, les marqueurs 18S et
le 16S ne permettent pas d'obtenir des arbres wenty pour la population étudiée. Cela peut
s’expliquer par le fait que I'un est un géne exicaire mitochondrial (16S) et l'autre est un
géne nucléaire (18S) et que les vitesses d'évoluteoces 2 génomes sont différentes : le 16S
présente une vitesse d’évolution plus élevée quiEB% ce dernier est donc plus conserve
(Mallatt et al., 2004 ; Schwentner et al., 2009illi@ns et al., 2010 ; Blanco -Bercial et al.,
2011). Cependant, le faible nombre de données niisies pour les différents sites en dehors
de la saline de Sfax et I'absence de données sgatactéristiques des milieux échantillonnés
nécessitent des études complémentaires afin d’autgmie nombre de prélévements et donc
d’échantillonner a la fois d’autres points de s@imrmodérée en Méditerranée mais aussi
d’autres salines.

Dans cette étude, le branchiopode salinaa montré des caractéristigues génétiques
particulieres, difféerentes de celles observées perirautres especes dans le cadre de cette
étude. Cela peut étre éventuellement dU a degsetifés environnementales. L’adaptation des
artémies a de fortes valeurs de salinité abouties: populations génétiquement distinctes
(Baxevanis et al., 2006 ; Hou et al., 2006 ; Kapgial., 2009). L'analyse comparée des
séquences obtenues dans cette étude et cellesnibisgodans les banques de données
internationales montrent que les caractéristiques@nementales du milieu semblent étre
un facteur de différenciation et de ségrégationpgsilations. Au niveau du bassin M2 de la
saline de Sfax, la population semble suivre un ggsgs d'isolement qui peut diminuer sa
variabilité génétique. Le clivage génétique margunie les populations représentées dans les
arbres phylogénétiques, révelé par la comparaissnséquences d’origine populationnelle
variée, souligne une séparation entre les popuktidvant dans de fortes teneurs en sel et
celles supposées prélevées en pleine mer. L'isakeréeologique desA. salina par
fréequentation d'habitats différents, marqués pa taractéristiques environnementales
particulieres du milieu hyper-salé, peut entrail@xistence de groupes en voie de spéciation.
Il apparait que che?. saling la spéciation peut étre un processus rapide miguoée par
l'occupation de nouvelles niches écologiques etigmfortes pressions sélectives du milieu
(Laakmann et al., 2012). Le processus de vicariaad®rigine d’'une spéciation, a montré
gue la divergence intra-spécifiqueAd'salina remonte a environ 40 million d'années

(Baxevanis et al., 2006). Malgré ces millions dé&as d'évolution (Gomez et al., 2002 ;
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Petrusek et al., 2008), la diversité morphologiqualitative est plutot stationnaire c'est-a-dire
les criteres morphologiques sont restés les mémeswrs de toute cette période alors que la
divergence génétique s’est accrue et apparait emgint comme trés élevée. La diversité
écologique et I'adaptation locale de certaines ladipas a leur environnement avec peu ou
sans modification morphologique, comme c'est ledmssA. saling peut se refléter dans la
diversité des séquences d'ADN étudiées et peutigogsl la mise en place de barriéres
d'isolement génétique (Kappas et al., 2009). Idhistévolutive dA. salinadans le bassin
meéditerranéen semble étre étroitement reliée stdingé géologique de cette aire géographique
(Baxevanis et al., 2006). D'aprés la topologie 'debile obtenu avec le marqueur 18S, on
remarque que les population®Ad’salinade la mer Méditerranée sont réparties en 2 groupes,
'un d’entre eux limité a I'extrémité orientale de@ mer Méditerranée, l'autre présent sur
'ensemble de la mer Méditerranée, bassin oriecwaime bassin occidental. Ces résultats
confirment comme I'a observé Munoz et al. (2008)e des lignés &. salina de la
Méditerrané et de I'Afrique du Nord sont hautemeitergentes. Les différenciations
substantielles deA. salinaoccupant les bassins oriental et occidental, aassi fortement
soutenues par les analyses de polymorphisme dedongles fragments amplifies (AFLP )
(Triantaphyllidis et al., 1996).

Les travaux réalisés ont aussi permis d’appréhdadsiversité génétique aux niveaux intra et
inter-spécifiques dans le groupe des copépodess Datre étude, I'approche moléculaire
basée sur ’TADNmt (COI et Cytb) semble mettre emlévce I'existence de deux populations
deP. granigénétiquement distinctes sur I'ensemble des inds/igchantillonnés du bassin A5
(42 psu) et A16 (61 psu). Les réseaux haplotypicuigienus avec ces deux marqueurs
s’appuient sur des modéles évolutifs différentss @arqueurs sont trés informatifs pour un
niveau de divergence intra-spécifiqgue. Le COIl a @iisé avec succes pour étudier la
variabilité intra-spécifigue du Calanoi@&nodiaptomus valkanoyMakino et al., 2010). Il a
fait également l'objet d'une étude réalisée panGhedare (2011) sukcartia tonsa Avec le
méme marqueur génétique, ils ont pu définir trigldes sympatriques au sein de cette
espéece. Dans notre étude, les deux populationgfpmé deP. grani sont réparties en deux
bassins géographiquement proches mais présentwmfdaleurs physico-chimiques différents,
leur présence sympatrique indique que les parametbgotiques comme la salinité ne
semblent pas jouer un réle dans la structuratiométigue des populations. Le niveau de
différentiation inter-groupes mis en évidence aeemarqueur Cytb = 0,04007) est plus
élevé que pour le COI {F= 0). Par conséquent, le Cytb s'avere le plusrpoiphe des 2

marqueurs chez les Acartidae et est donc plus atlépgour différencier les groupes
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d’individus génétiguement proches. La valeur ge@btenue avec le COIl dans cette étude est
plus faible que celle observée en comparant dewpulptions de copépodes Calanoida
Sinodiaptomus valkanguiine prélevée du Nord Est du Japon et l'autre deelr intérieure de
Seto (k; = 0,85) (Makino et al., 2011) ; cela est attrilaw& invasions biologiques qui se sont
produites et qui ont créé une diversité géenétiquaispécifique importante au sein 8e
valkanovi, phénoméne qui ne semble pas avoir existeé au seinotfe site d'étude. La
proximité géographique des 2 bassins échantilloniaés la saline de Sfax peut expliquer
cette proximité génétique et ne soutient pas I'tlypse de la présence d’espéces cryptiques
contrairement a ce que semble montrer la distobutdes mésappariements des séguences
prises 2 a 2.

Les échantillons dé°. grani, qu’ils soient prélevés dans A5 ou dans Al6, momten
polymorphisme intra-spécifique plus élevé que calbservé cheZzA. salina: P. grani
prélevés dans A5 et A16 représentent respectiveB@8b et 50 % d'haplotype majoritaire
alors qu’on observe 83 % d'haplotype majoritairez¢h salina La différence d’amplitude de

la variation génétique peut étre attribuée a plusiefacteurs. L'existence de groupes
cryptigues au sein des Acartidae augmente la vilirgapenétique du groupe. Cette hypothése
est corroborée par le caractére bimodal des coulkedistribution des mésappariement
observés avec les marqueurs COI et le Cytb dhegrani quel que soit le bassin de
prélevement. Avec le COlI, la divergence intra-gmwuans A5 est plus élevée (7,921) que
celle observée au niveau inter-groupe (A5 et A1815), en revanche, dans le bassin A16
cette divergence est plus faible (5,092). Avec y&b(Cla divergence intra-groupe dans A5 est
plus faible (11,306) alors qu'elle est un peu @levé (12,923) dans A16 qu'au niveau inter-
groupe (12,545). Néanmoins ces valeurs ne sontstaistiquement différents. Dans une
étude prealable effectuée par Marrone et al. (28aB8)e Calanoidalemidiaptomus ingena
moyenne de la divergence des séquences inter-atddieisue a partir des marqueurs COI et
Cytb (11-11,5) est plus importante que celle obsemu niveau intra-clades (0,05-4,45). Ce
critere est souvent utilisé pour identifier lesésgs cryptiques (Hebert et al., 2003 ; Baird et
al., 2011). En comparant ces résultats avec noftaits pour lesquels les différences entre les
niveaux intra et inter-groupes sont insignifiafitsypothese d'especes cryptiques ne peut étre
retenue. Des flux d'individus d& graniqui passent d'un bassin a l'autre (de A5 a AlGvu |
sens de circulation des eaux dans la saline de) ®fastent vraisemblablement, ce qui
contribue a I'homogénéisation de la répartition lalediversité génétique. La variabilité
génetique résulte souvent de l'action des factearsronnementaux (physico-chimie de

'environnement, alimentation...) via les capacitée durvie des individus. Les
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caractéristiques environnementales propres a chbgsgin agissent différemment sur les
différents génotypes présents. Les bassins A5 & pduvent s'avérer moins sélectifs au
niveau intra-spécifique que M2, ce qui peut entminne augmentation de la variabilité
géneétique des especes qui se développent dans X adt expliquer I'existence de groupes
génetiqguement différentiables mais insuffisammenir gonfirmer un processus de spéciation
en cours.

Malgreé les travaux réalisés sur les copépodes (pbeeMachida et al., 2006 ; Dippenaar et
al., 2010 ; Wyngaard et al., 2010 ; Blanco-Beretadl., 2011 ; Chen et al., 2011 ; Minxiao et
al.,, 2011 ; Laakman et al.,, 2012), la phylogénie céegroupe reste encore confuse et
controversée. En se basant sur les criteres magiqoles, les copépodes sont considérés
comme un groupe monophylétiqgue depuis 1859 (Dal2@i®4). Cependant, les résultats
obtenus dans notre étude soulignent que la phylegis copépodes apparait complexe et
inidentifiable. Cela est en accord avec ce quiéaoéttenu par Minxiao et al. (2011). lls ont
montré que la phylogénie de ce groupe zooplanatenigui a été longtemps le sujet de
discussion en raison de la complexité des caractdaphologiques, présente toujours des
ambiguites.

Les résultats obtenus grace a l'analyse du maximemraisemblance avec le marqueur
« 18S » ont mis en évidence que seuls les Acartiggartenant a I'ordre des Calanoida
apparaissent génétiguement homogenes, alors qudahpscticoida et les Cyclopoida sont
dispersés. En effet, les séquencesPdarani sont toutes regroupées avec les séquences
d’autres especes Acartidae disponibles dans legueandes genes. Ces résultats confirment
ceux obtenus sur la base des marqueurs 28S, 18%t@9tb qui ont permis de caractériser
7 superfamilles de l'ordre des Calanoida comme mioylétique (Blanco-Bercial et al.
(2011). Cela est en accord avec dautres travamxmeo ceux de Ho (1990) et Huys et
Boxshall (1991) qui se sont basés sur les critgr@gphologiques. En 1984, Dussart a classé
'ordre des Calanoida et des Poecilostomatoidandnse dans la lignée Cyclopinidae-
Oithonidae-(Poecilostomatoida-Calanoida) (Martin Ravis, 2001), alors que les autres
auteurs ont classé les Calanoida comme un groupenexdes Podoplea (Huys et Boxshall,
1991 ; Ho, 1994). Kabata (1979), Marcotte (1982Bexshall (1985) ont considéré I'ordre
des Poecilostomatoida comme frere avec les Cydapdtn revanche d'autres études ont
placé les Poecilostomatoida et les Siphonostormateitsemble. Récemment, Boxshall et
Halsey (2004) ont attribué les Poecilostomatoideno@ un sous-ordre des Cyclopoida.
Toutes ces études effectuées précedemment confilme&omplexité des liens phylétiques

entre les différents ordres des copépodes, notamdesnHarpacticoida, des Cyclopoida et
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des Calanoida. Dans notre étude, les Cyclopoida mnposés de deux sous-groupes, I'un
constitué deO. similis et de Paracyclopina nanaet l'autre présente d'autres especes
Oithonidae. La phylogénie de cet ordre est tresusenpuisque on trouve parfois une méme
espece, comme le cas @e similis dispatché dans les deux sous-groupes, le presoies-
groupe est constitué par les séquence® dsimilis prélevés de la saline de Sfax alors que
l'autre est formé paD. similisdisponible dans la banque des génes. Cela peuti@ta des
problémes d'interprétation des criteres morphologgqétablis lors de lidentification des
especes. L'identification des espéces de copéenasie donc étre un concept trés délicat et
compliqué qui peut entrainer des ambiguités dadédagnation des espéces. Cela est observée
également pour l'ordre des Harpacticoida ou orvede genréBryocamptugéparti sur deux
branchesB. PygmaeugAngleterre) eBryocamptusp. (saline de Sfax)). Le gerviesochra
présente le méme type de disposition dans I'ansgpeM. lilljieborgi (saline de Sfax) el.
rapiens(Suéde) sont éloignés l'un de l'autre. En conseéxpude ces résultats, il est difficile de
définir des groupes comme l'ont fait plusieurs argecités précédemment. Bien que la
fiabilité des phylogénies basées sur les genegaines ribosomaux soit en débat (Minxiao et
al.,, 2011), ce marqueur a pourtant été utilisé aseccés pour résoudre les relations
phylétiques entre plusieurs taxa dans de nombrenaux antérieurs (Wagele et Mayer, 2007
; von Reumont et al., 2009). De méme, dans le talamcopépodes, la plupart des études
(exemple Thum, 2004 ; Wyngaard et al., 2010) onbtnéoque le marqueur « 18S » s'avere
aussi efficace pour résoudre les relations de pargui unissent les especes. Dans notre
étude, seul le branchiopode salinaest clairement discriminé par le 18S. Par contee,
marqueur nucléaire ne semble pas adéquat pounglisti les différents ordres de copépodes
et pour analyser les liens phylétiques entre besrnts étudiés. Les valeurs de bootstrap issues
de l'analyse du maximum de vraisemblance, sontr powplupart, faibles et souvent ne
valident pas les embranchements obtenus. Celagbteuia conséquence d'un faible signal
phylogénétique (Minxiao et al., 2011). L’ambiguities résultats peut étre attribuée,
également, a des erreurs d'identification en raidesa difficultés d’analyse des caractéres
morphologiques, ou a la présence de groupes cugstign voie de différenciation liée a des
processus évolutifs de convergence adaptative keunsiélectif. En effet, sous I'appellation
«P. grani »des espéces congéeneériques cryptiques sont suspecids restent a confirmer ;
Des résultats similaires ont été observés par Makinal., (2010) pour deux espéces de
CalanoidaSinosiaptomus valkanoet S. sarsi; ces deux espéces montrent une divergence

indiscernable sur des critéeres morphologiques iglass, la divergence des séquences du
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fragment de géne COI est estimé entre 23 et 26 ¥ ens deux especes soit des valeurs
supérieures a celles obtenues sur les groupessdéria de Sfax.

L’abondante littérature scientifique qui traite lespépodes et les artémies indique, en
général, une grande variabilité de leur diverséadagique. Les différences entre les groupes
sympatriques sont observées a partir des marquaiichondriaux ayant une vitesse
d'évolution suffisamment informative aux niveauXafique et populationnel. Les résultats
obtenus nous apportent de nouvelles interrogatjonpourront faire I'objet de travaux futurs.
L'utilisation d'autres marqueurs portés par des og@s différents (nucléaire et
mitochondrial) permettrait de confirmer et de reoéw les résultats. D’autre part, il serait
aussi nécessaire d’'accroitre I'échantillonnage dfi#valuer la structure génétique des
populationsin situ que ce soit pour les copépodes ou pour les argémi plus, I'extension
spatiale de la zone d’échantillonnage a d'autrees sle prélevement caractérisés par des
salinités hétérogenes permettrait d’estimer l'iefloe de ce paramétre sur la ségrégation
taxonomique et éventuellement de confirmer I'exisée de groupes cryptiques. Enfin,
'approche phylétique doit étre élargie a d’autpeganismes constituant les peuplements des
salines afin d’'identifier les caractéres repréddatde la faune adaptée a cet environnement

particulier que sont les milieux hypersalés.
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La structure des communautés de copépodes et d'antées de la saline d&fax

Au cours de cette étude, les paramétres biotigoeété déterminés entre le mois de juin 2010
et le mois de mai 2011 au niveau de 4 bassins lieit&acroissante (42 a 193 psu).
Parallélement, outre la salinité, plusieurs paramséphysico-chimiques de l'eau ont été
analysés.

Les organismes qui vivent dans la saline sont dapalte résister a de fortes salinités. Parmi
les organismes qui forment une importante partiéad@omasse dans cet environnement, le
zooplancton est constitué majoritairement, de cogép et d'artémies. Au sein de cet
écosysteme, ces peuplements se structurent selbadsins caractérisés par leur salinité.
L’analyse qualitative a montré que les peuplemdertsrustaces des bassins A5, A16 et C41
étaient constitués de copépodes appartenant ar8saddférents (Calanoida, Cyclopoida et
Harpacticoida) répartis en 10 especes. Le bassik partenements intérieurs » (M2) est
monozoique, on ne trouve que des artémies et phasspmenA. salina

La composition des communautés de la saline de &wanalysée a l'aide d'une méthode
multivariée : Costatis. Cette approche est paréoeinent intéressante et adaptée quand les
relations entre les espéces et les facteurs abéastigont fortes et plus importantes que la
structure temporelle. Elle permet d’étudier lestiehs entre les espéces et I'environnement
au niveau des différents sites étudiés et en texmanpte des dates d’échantillonnage.

Un gradient de salinité opposé a un gradient détgude I'eau et un gradient du rapport N:P
ont été identifiés par Costatis comme déterminaajbritairement la distribution des espéces.
Globalement, les Cyclopoida et les Calanoida sssb@és aux plus faibles valeurs de salinité
et aux plus faibles ratios N:P alors que les Harpaida sont liés aux valeurs de salinité et
aux ratios N:P les plus élevés, et que les artésoes associés a de trés fortes valeurs de
salinité et a de tres faibles valeurs de N:P.

Cette étude confirme le r6le crucial de la salidiéds la distribution des espéeces au sein de la
saline de Sfax ; ce parametre est considéré comnmmfaateur sélectif et de contréle de la
richesse speécifique zooplanctonique. Le présentailrasouligne également linfluence,
guoique plus faible, d’autres facteurs comme I®idtP qui pourrait étre lié au mode de vie
des animaux et directement aux autotrophes quiéselappent au niveau des différents
bassins.
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Dans l'avenir, il faut effectuer un suivi plus nigeux en court terme des parametres biotiques
et abiotiques de la saline afin de mieux caraderg milieu. Il serait aussi intéressant de
suivre la variabilité de la production des ceufs dspéces caractéristiques des différents
bassins a I'échelle mensuelle et saisonniere etedter l'influence de I'environnement
physique, chimique et biologique lors de chaqusosai

La composition des acides gras des copépodes éf.dalina de la saline de Sfax

Les acides gras saturés et insaturés ont été dosg<sertaines espéeces de copépodes et chez
A. salina afin de dégager la nature et I'importance nutmitielle chez ces communautés
zooplanctoniques.

L'analyse biochimique a montré la dominance dedeacgras saturés, les copépodes et les
artémies ont adopté une stratégie d'accumulatiaqudetités considérables d'acide palmitique
(C16:0) et d'acide stéarique (C18:0) qui constitudas réserves énergétiques susceptibles
d'assurer leur survie en période de carence et milieu.

On enregistre les plus grandes valeurs d'acides mganoinsaturés et polyinsaturés totaux
chezA. salina Cela indigue que cette espéce est apte a 8isgatpour des fins aquacoles.
L’apport calorique et la qualité nutritionnelle (Baxmes de composition biochimique) ne sont
probablement pas équivalents entre les differezgpeces. La composition en acides gras est
susceptible de varier en fonction du groupe taxagoenétudié, du sexe de l'espece et des
conditions environnementales et par conséquengestldépendante des ressources trophiques
naturellement présentes dans chaque bassin dinka sa

Des lors, une des perspectives liées a ce traedjt de déterminer la composition en acides
gras des autres compartiments trophiques surtoythgitoplancton présent dans les quatre
bassins étudiés (A5, A16, C41 et M2) pour miewnidier le transfert des acides gras du
niveau supérieur de la chaine trophique (zooplacteers les niveaux inférieures
(phytoplancton).

La diversité génétique des especes zooplanctoniguksla saline de Sfax

Cette étude a permis de tester différents marquaotéculaires selon les espéces ciblées de
zooplancton et de définir I'approche méthodologidaeplus adaptée. Cela a permis de

souligner l'intérét que peut présenter la phylogési la génétique des populations dans la
connaissance des échanges génétiques actuelpeptiations.

Avec les 4 genes étudiés (COI, Cytb, 18S et 168)divergence de variabilité a été observée

entre les niveaux intra-spécifique et inter-spgaidi.
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Echantillonner différents sites de la saline a silmités différentes a permis d'appréhender
les relations existantes entre les différentes aaspeolonisant la saline ayant abouti a leur
distribution actuelle spatiale.

La phylogénie des copépodes est controversée muiagiructuration génétique de ce groupe
n'est pas nettement identifiable. L'existence déegs cryptiques au sein deés grani est
supposée mais reste a confirmer. Les facteursiaqibést ne sont pas impliqués dans ces
processus de divergence génétique.

Chez A. saling la forte teneur en sel, est un facteur de ségodgales populations,
'adaptation des artémies a cette condition abauties populations génétiguement distinctes.
Un clivage génétique est repéré, il met en évidemeeséparation entre les populations vivant
dans de fortes teneurs en sel et celles en plezme m

Cependant, le faible nombre de données disponddes les banques de données pour les
différents sites en dehors de la saline nécessitmdtinuer I'échantillonnage en agrandissant
la couverture spatiale, et donc, d'effectuer défepements a la fois dans d’autres points en
Méditerranée mais aussi dans d’autres salines. fie, @augmenter le nombre de sites

d'échantillonnage permettrait d’accroitre la robssé des interprétations.
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Abstract This study investigated assemblages of
Copepoda and Artemia in saltern ponds and deter-
mined the main environmental factors affecting them.
Copepoda and Artemia were collected from four
ponds of varying salinity. Community composition
was analyzed relative to environmental variables, with
a focus on spatial and seasonal changes. We used a
method called Costatis, which is particularly suited to
analyze species and environmental data collected at
the same sites and dates where the relationships
between environmental conditions and composition of
biological communities are strong and rather stable,
which is the case in our system. The major structuring
factors identified by Costatis were salinity and N:P
ratio. Cyclopoida and Calanoida were associated with
low salinity and low N:P ratios; Harpacticoida were
associated with high salinity and high N:P ratios; and
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Artemia were associated with very high salinity and
low N:P ratios. The distribution of these groups over
the salinity gradient is in accordance with previous
results; the influence of N:P ratio had not been
identified before and may reflect specific environmen-
tal requirements of the taxa.

Keywords Costatis - Zooplankton - Environmental
variables - Salt marshes

Introduction

Wetlands are discerned as essential ecosystems due to
their ecological and economic importance. They act as
biodiversity refugia and contribute to production of
biochemicals, of food resources, and of energy (Smith
et al.,, 2011; O’Connell et al., 2012). They are
particularly vulnerable to activities in surrounding
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area (Smith et al., 2008). Their degradation can have
negative ecological, economic, and sociological
effects (O’Connell et al., 2012). Inland saline biotopes
include various aquatic environments such as lagoons,
marshes, ponds, deltas, natural, and artificial lakes.
Among them, some constitute transitional biotopes
located between marine and continental ecosystems.
They include salterns, which are divided into several
interconnected shallow ponds where salinity increases
from marine water to crystalliser ponds. In the last
ones, salt precipitates (Abid et al., 2008; Guermazi
et al., 2008; Khemakem et al., 2010). Species living in
such habitats have to develop adaptative strategies to
survive and reproduce. Despite the work done in the
field (e.g., Oren, 2001; Thiéry & Puente, 2002;
Torrentera & Dodson, 2004; Dolapsakis et al., 2005;
Sanchez et al., 2006; Abid et al., 2008; Khemakem
etal., 2010), much remains to be discovered regarding
the relationships among biotic and abiotic factors in
hypersaline environments.

In all aquatic environments, zooplankton has a
fundamental ecological importance on account of its
key position in the trophic web (Elloumi et al., 2009;
Damotharan et al., 2010) and in the biochemical cycles
(Leandro et al., 2014; Bickel & Tang, 2014). Zoo-
plankton organisms are considered as secondary
producers between primary producers (phytoplank-
ton) and higher trophic levels such as planktivorous
larval fish and birds (Hays et al., 2005; Sanchez et al.,
2006; Letessier et al., 2012; Gascon et al., 2013;
Rodriguez-Climent et al., 2013).

Some studies have been conducted on zooplankton in
saltern biotopes (e.g., Davis, 2000; Thiéry & Puente,
2002) and most of them showed a strong effect of salinity
on the distribution of zooplankton but few studies
characterized the influence of other environmental
factors (Vieira & Bio, 2011). Within zooplankton,
copepods and Artemiidae are the most abundant groups
in hypersaline ecosystems (Alonso, 1990; Torrentera &
Dodson, 2004; Guermazi et al., 2008; Khemakhem et al.,
2010). Copepods can survive in various ecosystems.
These crustaceans play a major role in the flow of energy
and matter (De-Young et al., 2004) and in biogeochem-
ical cycles (Lorda et al., 2013). Copepods are able to
respond to environmental alterations (Greene & Per-
shing, 2007), therefore they can be considered as good
biological indicator species (Hays et al., 2005; Drira
et al., 2009; Marques et al., 2011). This ability allows
them to develop in extreme environments including
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salterns. Likewise, Artemiidae are also abundant in
salterns; they are able to survive in stressful conditions
like extreme salinity, high or low temperature, and
anoxia (Torrentera & Dodson, 2004). Artemiidae are
actively involved in the functioning of the saltern (Bruce
& Imberger, 2009). Salt production is not only due to a
physical process of evaporation depending on warm and
dry weather (Vieira & Bio, 2011), but is also related to
these brine organisms and biological processes (Davis,
2000; Davis & Giordano, 1996).

So, due to their key role in ecology and economy,
understanding the structure of zooplankton communities
living in extreme environment becomes critical for such
biotope. Previous works aimed to study the population
dynamics and environmental characteristics (Hart et al.,
1998; Thiéry & Puente, 2002), the ecology (Torrentera
& Dodson, 2004), the growth of microalgae (Dolapsakis
etal., 2005), the spatial and temporal variability of water
quality, and zooplankton (Vieira & Bio, 2011) in
different types of salterns. In the target area, some
studies have illustrated the distribution of zooplankton
(Ayadi et al., 2002; Toumi et al., 2005), the biochemical
adaptation (Abid et al., 2008), and ecological succession
(Khemakhem et al., 2010) of phytoplankton.

The major objective of this study is to deepen our
knowledge on the community structure of the two main
zooplankton groups (copepods and Artemiidae) in
relation to environmental parameters, taking into
account inter-pond and seasonal intra-pond variation.
Some methods have been developed specifically to
address such issues using species and environmental
data collected at different sites and at different dates
(Thioulouse et al., 2004; Thioulouse, 2011). These
methods allow pointing out the relationships between
species and environment on different sites, taking into
account the temporal variation. Among them, the most
convenient method depends on the global temporal
variation pattern. Costatis is particularly suitable when
the relationships between species and environment are
strong and prominent relative to the temporal structure
(Thioulouse, 2011).

Materials and methods

Study site and sampling

The solar saltern of Sfax is one of the most important
salt producing hydro-systems in Tunisia (300 000 tons
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Fig. 1 Location of the
sampled ponds (A5, A16,
C41 and M2) in the solar
saltern of Sfax. Arrows
indicate the direction of the
water flow in the saltern

per year). This artificial system is situated on the
central eastern coastline of Tunisia (34°39'N and
10°42'E). The study site is composed of several
interconnected ponds (20—70 cm depth) covering an
area of 1500 ha. It occupies nearly 12 km along the
southern coast of Sfax. An artificial seawall (4 m
height) separates the solar saltern from the sea. The
input of seawater and the circulation between the
various ponds depend on the meteorological condi-
tions. Water salinity varies from 40 psu in the first
ponds to 400 psu in the last ones (Amdouni, 2009).
Moreover, the saltern is located near an industrial
zone. It happens that urban and industrial wastewater
is discharged through a canal located near the salina
before flowing in the sea. Sampling started on the 15th
of June 2010 and ended on the 15th of May 2011. A
sampling was performed once every 2 weeks. Sam-
ples were collected from four ponds (AS, Al6, C41
and M2) of increasing salinity (42, 61, 96, and 193 psu,
respectively) (Fig. 1).

Physical, chemical and biological parameters

Temperature was measured immediately in the field
using a mercury glass thermometer graduated in

0.1°C. Salinity and pH were estimated using a
salinometer and a Met Rohm type pH meter,
respectively.

Magnesium carbonate (MgCO3) was added to
water samples to fix photosynthetic pigments (chlo-
rophyll a, ¢ and carotenoids). Then the samples were
filtered by vacuum through Whatman GF/C glass fiber
filters (0.45 pm). These filters were immediately
stored at —20°C until being extracted using acetone
and read by spectrophotometer. The concentrations
were then estimated using the equations proposed by
Scor-Unesco (1966) for chlorophyll a and ¢ and
Parsons & Strickland (1963) for carotenoids. Samples
for nutrient analysis were filtered and immediately
frozen upon collection in the dark (—20°C). Nutrients
(NO,~, NO;~, NH4*, PO,’~ and Si(OH),;) were
analyzed with a Bran and Luebbe autoanalyzer type 3.
Assimilable nitrogen (NO5;~, NH4 ") and phosphorus
(PO4*7) are very important nutrients for growth of
phytoplankton. The N:P ratio represents the DIN:DIP
ratio where DIN is the dissolved inorganic nitrogen
(the sum NO,™ + NO;~ + NH,") and DIP is the
dissolved inorganic phosphorus (PO, 7).

The concentration of suspended matter was deter-
mined by measuring the dry weight of the residue.

@ Springer
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Table 1 List of species, physical, chemical, and biological
parameters (and their abbreviations) used in multivariate ana-
lysis (Costatis). The salinity range is specified for each species

Taxa Salinity range (psu)
Calanoida
Paracartia grani Pg [40-70]
Acartia discaudata Ad [40-62]
Acartia clausii Ac [40-70]
Cyclopoida
Oithona nana On [40-70]
Oithona similis Os [38-78]
Harpacticoida
Bryocamptus sp. Bsp [76-106]
Euterpina acutifrons Ea [38-42]
Clytemnestra scutellata Cs [42-100]
Mesochra lilljeborgi Ml [80-106]
Microstella norvegica Mn [42-60]
Anostraca
Artemia salina As [182-210]

Physical parameters

Salinity S
Temperature T

pH pH
Suspended matter SM

Chemical parameters

Nitrite NO,™
Nitrate NO;™
Ammonium NH,*
Phosphate PO,
N:P ratio N:P
Silicate Si

Biological parameters

Chlorophyll a Chl a
Chlorophyll ¢ Chl ¢
Carotenoids Car

This residue was obtained by filtration of an adequate
amount of water (50-400 ml) related to its quality
through Whatman GF/C membrane.

Identification and counting of zooplankton

Zooplankton samples were collected by filtering 100 1
of water through a 80 pum net, fixed with formaldehyde
solution (4%) and counted under a binocular magni-
fying glass wusing Dolffus chamber. Species
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identification was based on morphological criteria.
Various keys were used (Rose, 1933; Bradford-
Grieve, 1994; and Boxshall & Halsey, 2004). Cope-
pods and Artemids were the majority. Amphipods,
mysidaceae, nematods, or chironomid larvae were
sometimes found in very small quantity. They were
not included in our study. The H’ diversity index
(Shannon, 1948) was calculated for copepod
communities.

H = (—) log2™
2 ()esty
where ny/N is the fraction of the entire community

made up of species i, s is the number of species
encountered

Statistical analysis

Environmental variables and species are indicated in
Table 1. Only the species with more than two
occurrences were taken into account to limit the
number of zero values. Mean and standard error of the
mean (SE) were reported when appropriate. Differ-
ences between the sampled ponds for diversity index
were analyzed by ANOVA test using Excel-Stat
software.

In order to analyze the relationship between
environmental variables and structure of the zoo-
plankton community in the saltern, we performed a
multivariate analysis. To be able to choose the most
suitable statistical method for our data, we first
assessed the influence of the season on the variable
values and on the species abundances for each site
using a Kruskal-Wallis test. Among 75 combinations
(variables * ponds and species * ponds), we found an
influence of the season for only 23 of them. These
results suggest that environmental and species struc-
tures are quite stable throughout the year. Costatis
was, therefore, the most suitable method to use for
our data (Thioulouse, 2011). This analysis method is
meant to analyze environmental data and species data
collected at different dates and at different sites and
organized in separate series of tables (or k-tables).
One k-table reports the environmental data for each
site and each date, and the other one reports the
species data for each site and each date. The first step
of the analysis is a Partial Triadic Analysis (PTA,
Jaffrenou, 1978; Thioulouse & Chessel, 1987) which
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identifies the stable structure in a k-table. The result
is the mean table of maximum inertia which repre-
sents the “compromise” and captures the similarities
among the k individual tables constituting the k-table
(Mendes et al, 2010). PTA is performed on
environmental data and on species data indepen-
dently in order to summarize what is stable (over
time or among sites) for each kind of data. The
second step is a Co-Inertia analysis which is
performed on the two compromises to describe the
co-structure between the stable part of environmental
data and the stable part of species data. The Co-
Inertia analysis summarizes as well as possible the
squared covariances between environment and spe-
cies (Thioulouse, 2011).

In each table, the four sampled ponds were
specified in rows. Both series of tables (or k-tables)
contained 18 tables corresponding to the 18 sampling
dates. A log(x + 1) transformation was applied to
species abundances to minimize the effect of excep-
tionally large values. Costatis analysis (ade4 library)
was carried out using R to analyze the stable structure
of the relationship between the copepod and Artem-
ildae communities and environmental variables
through temporal variation. First, the two partial
triadic analyses (PTAs) were performed indepen-
dently: The compromises of those PTAs represent the
stable structure, over time, of the environmental
conditions in the saltern on the one hand and that of
copepod and Artemiidae communities on the other
hand. Second, the co-inertia analysis was performed
on the compromises. The result is given under the
form of one plot describing the co-structure between
the stable structures extracted from each series of
tables. The axes of this plot maximize the covariance
between the coordinates of the environmental com-
promise and of the species compromise. The length of
the arrows of the variables is indicative of their
contribution to the zooplankton distribution. This
method highlights the stable relationships between
both structures. It also allows projecting the samples
corresponding to each pond on the co-structure plots,
giving a global overview of the characteristics of the
ponds concerning environmental conditions and spe-
cies distribution. Finally, projection per date, also
called trajectories, may be performed to give an
insight into temporal variation in environmental
conditions and in the composition of the zooplankton
community for each pond.

Results
Physical, chemical and biological parameters

The mean values and standard deviations of the
physical and chemical parameters in the four ponds are
indicated in Table 2. The salinity ranged between 38
psu in the first studied pond (AS, August, 2010) and
210 psu in the last studied pond (M2, June, 2010). This
increase along the saltern is due to water evaporation.
Water temperature differed slightly from pond to
pond, with seasonal variations similar in all ponds.
The lowest value of about 16°C was recorded in
December 2010 (C41) whereas the highest value was
39°C (M2, August 2010). The pH values varied
between 6.34 (M2, October 2010) and 8.92 (AS,
December 2010), but the mean value showed very
little variation among ponds. The annual average of
N:P ranged from 9.85 in M2 to 14.34 in C41. These
values were below the Redfield ratio (16), indicating
an excess of P in all ponds. The highest mean values of
Chlorophyll a and Chlorophyll ¢ were found in A5
(0.053 and 0.056 mg m >, respectively). Carotenoids
increased with increasing salinity to attain a maximum
value in M2.

Zooplankton structure

Copepods were the dominant group of zooplankton
community accounting for 82, 96, and 93% of total
zooplankton abundance in A5, A16, and C41, respec-
tively, but were completely absent from the pond M2.
This one was characterized by the presence of only one
taxon namely Arfemia salina. In the three first ponds
(A5, Al16, and C41), a total of 11 copepod species
(Table 1), representing 9 genera, 7 families, and 3
orders, were found. Obvious differences in copepod
composition were found between the three ponds.
Cyclopoida were dominant in the first pond AS,
representing 50% of the total abundance of copepods.
Calanoida were numerically important in the second
pond A16, contributing to 55% of the total abundance
of copepods. Harpacticoida were poorly represented in
these ponds (13% in A5 and 11% in A16), while they
represented 100% of the copepod community in the
third pond C41 (Fig. 2).

Significant differences were observed in Shannon
diversity between the three ponds (A5, A16, and C41;
F =342, P <0.05, Table 3). The diversity of
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T.able '2 Mean :I: SE of Ponds

biological, physical, and

chemical parameters in A5 Al6 C41 M2

ponds A5, A16, C41, and

M2 Physical parameters
Salinity (psu) 42.1 £0.14 60.8 £ 0.5 96.5 £ 0.5 193.4 £ 0.53
Temperature (°C) 26.6 + 0.37 259 £ 0.36 273 £0.37 273 £0.37
pH 8.1 + 0.03 8.2 +0.03 8.1 +0.02 8.1 + 0.03
Suspended matter 499 + 3539 586.63 & 31.22 7939 + 62.7 2481 £ 129.59

(mg 1)
Chemical parameters

NO,™ (umol 171 0.57 £ 0.03 0.42 £+ 0.02 0.54 £ 0.02 0.73 £ 0.03
NO;™ (umol 171 3.89 £ 0.15 4.52 £ 0.21 6.01 £+ 0.42 494023
NH," (umol 171 222 £ 0.07 2.1 £ 0.06 3.08 £ 0.11 257 £0.1
PO4>~ (umol 171 269 £0.2 1.09 £ 0.07 232 £0.14 3.14 £0.21
N:P ratio 9.63 £ 0.52 12.68 £+ 0.5 14.34 £+ 0.88 9.85 £ 0.81
Silicates (umol 171 36.22 £ 2.29 2228 £ 0.77 2844 £ 2.69 39 £252

Biological parameters
Chlorophyll a (mg m™3)  0.05 + 0.003  0.034 £ 0.002  0.05 £ 0.002  0.03 £ 0.002
Chlorophyll ¢ (mg m™®)  0.06 + 0.004 0.04 £ 0.003  0.05 £ 0.003  0.05 &+ 0.003
Carotenoids (mg m~>) 0.07 £ 0.003 0.06 &= 0.003  0.08 £ 0.003 0.12 + 0.01

Fig. 2 Distribution of the Harpacticoida Cyclopoida Calanoida

three copepod orders in
ponds AS, A16, and C41
(AS5) (A16) (C41)

I )L 1% 100%

37%

50% 223324

Table 3 Mean of diversity index (H') £ SE of copepods in ponds A5, A16, and C41. F values were determined by a one-way
ANOVA test

Ponds

A5 Al6 C41 F values (df)
Diversity index H’' 1.04 £ 0.03 0.63 £ 0.03 0.55 £ 0.02 3.42 (57)*
Copepods species number 9 8 3

* Significant difference between sampled ponds (p < 0.05)

@ Springer
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NH,* Cs

NO;

N:P Bisp

=

Axis 2

T—) Axis 1

Fig. 3 Eigenvalues diagram (fop right) and factor map of the
Costatis analysis showing the environmental parameters (in
black) and the zooplankton species (in blue, underlined)

copepods decreased with increasing salinity, from the
first pond (AS) to the third one (C41).

Community analysis and relationship
with environmental parameters

Costatis performed a co-inertia analysis between the
species structure and the environmental structure. The
first axis accounted for 68.7% of the explained inertia
while the second axis accounted for 26.7% of the
explained inertia (Fig. 3). The first axis describes a
salinity gradient with high values of salinity, sus-
pended matter, and carotenoids on the left side, and
high values of chlorophyll @ and pH on the right side of
the factorial plan. Thus, the left side and the right side
of the factorial plan correspond, respectively, to the
“hypersaline side”” and the “marine side.” The second
axis shows essentially a N:P ratio gradient with
assimilable phosphorus (PO,*") on the top side of
the factorial plan and the ratio of dissolved inorganic
N:P on the bottom side of the factorial plan. Nitrogen
ions have an intermediate position on both axes.
Concerning the species structure, we mainly distin-
guish a pattern in the distribution of species along the
first axis (Fig. 3), with thalassophilic species (Ea, Mn,
Cs, Pg, Ad, Ac, On, Os) located on the low salinity side

of the factorial plan (right side) and halophilic species
(M1, Bsp, and, above all, As) on the high salinity side
(left side). Copepod and Artemia species were,
therefore, distributed according to their salinity affin-
ities. The distribution of the species along the second
axis suggests that M1 and Bsp are associated with high
N:P ratios, whereas all other species are associated
with rather low or medium N:P ratios. As a result, the
stable part of the species—environment relationships
mainly consisted of a salinity gradient linked to a
hypersaline-marine species gradient. N:P ratio influ-
enced the distribution of the species in a lesser extent.
Globally, Cyclopoida and Calanoida were associated
with low salinity levels and quite low N:P ratios,
Harpacticoida were associated with high salinity
levels and high N:P ratios, and Artemiidea were
associated with very high salinity levels and low N:P
ratios.

The projection of each sampling event for each
pond on the factor map allows visualizing the ampli-
tude of temporal variation. For more efficiency, we
presented two plots: one for the environmental struc-
ture (Fig. 4a) and another one for the species structure
(Fig. 4b). The points corresponding to each pond were
less dispersed on the factor map showing the species
structure than on that showing the environmental
structure. This indicates that the composition of the
zooplankton communities was quite stable over time,
despite environmental variation. The overall projec-
tion of the four ponds on the factorial map for the
environmental variables and for the species (Fig. 5)
illustrates the strength of the relationship between the
zooplankton distribution and the environment and
highlights differences between ponds. Each pond is
represented by two points joined by an arrow. The end
of the arrow corresponds to the zooplankton species
and the origin of the arrow corresponds to the
environment. Compared to the distances among
ponds, the lengths of the arrows are short, underlying
a strong relationship between the composition of
zooplankton communities and environmental condi-
tions and highlighting large differences among ponds
concerning both the environmental conditions and the
species composition.

The trajectories maps (Fig. 6) show the mean
projection, per season, of the samples from each pond
on the compromise axes for the environmental vari-
ables and for the species. The maps enabled us to
identify seasonal variation in the environmental

@ Springer
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—

Axis 2]

Axis 1

Axis 2

Fig. 4 Projection of the 18 sampling points corresponding to each pond on the factor map of the Costatis analysis showing a the

environmental variables, b the zooplankton species
2
N
-2

M2
\ 5

Axis 2

L Axis 1

Fig. 5 Projection of the sampling sites on the factor map of the
Costatis analysis, in terms of both environmental and species
structure. Each site is represented by two points: one corre-
sponds to the environmental structure (origin of the arrows) and
the other corresponds to the species structure (end of the arrows)

v

structure and in the species structure. Overall, both
structures were quite homogeneous. In three ponds,
the spring samples were associated with variation in

@ Springer

the environmental factors: excess of PO,>~ in the first
pond (AS) and in the last one (M2), and excess of
NO; ™~ and NH, ™ in the third pond (C41). There was no
strong seasonal variation in the species structure.
Globally, the intra-pond seasonal differences were
lower than the inter-pond differences.

Discussion

The results of the present study provide fundamental
information on the spatial distribution of copepod and
Artemia species in a saltern. This distribution seemed
to be related to several environmental factors varying
among the salina ponds. The analysis highlights that
the distribution of zooplankton is principally related to
a salinity gradient. Other factors are associated with
salinity. Suspended matter which is due to flocculation
processes and carotenoids that are produced by some
halophile phytoplankton species are more abundant in
high salinity ponds (Guermazi et al., 2009). This study
confirmed that among environmental factors, salinity
had a pronounced selective effect on zooplankton
composition and distribution (Hammer, 1986). Spe-
cies diversity decreased as salinity increased, as
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Fig. 6 Mean projection of the samples on the factor map of the
Costatis analysis, per season, for each pond, for environmental
variables (fop) and for zooplankton (bottom). When appropriate,
an ellipse was drawn around the points showing a similar

observed in diverse saline environments, from estuar-
ies to salterns (Colburn, 1988; Williams, 1998; Thiéry
& Puente, 2002; Tripp & Collazo, 2003; Sanchez
et al., 2006; Horvath et al., 2014). Moreover, salinity
was the main factor influencing the composition of the
invertebrate communities, as found in other systems
(Hart et al., 1998; Wollheim & Lovvorn, 1995). The
first salina sections (A5 and A16) maintained typical
features of a marine system concerning both the
environmental parameters and the composition of
zooplankton communities, whereas later sections
(C41 and M2) showed features particular to a hyper-
saline system where conditions are stressful (Sanchez
et al., 2000).

Copepods dominated zooplankton in the three first
ponds (A5, A16, and C41) and were absent in the pond
with the highest salt concentration (M2, 193 psu) in
which the number of taxa was low. The diversity index
(H') showed a general decrease in copepod diversity
with increasing salinity from A5 to C41. The increas-
ing salinity is, therefore, a limiting factor for the
diversity of aquatic fauna, similarly to what is
encountered in other salterns (Britton & Johnson,
1987; Colburn, 1988; Williams, 1998; Amaral & Costa
1999; Thiéry & Puente, 2002; Evagelopoulos et al.,

structure, thereby highlighting the point outside the ellipse,
indicative of remarkable variation. S summer, A autumn,
W winter, Sp spring

2007). This influence of salinity suggests that there is a
threshold above which only the most salt tolerant
species survive (Williams, 1998; Toumi et al., 2005).
Tolerance to salinity varies not only according to
species but also to orders. Cyclopoida and Calanoida
were present only in the two least salty ponds (between
40 and 65 psu). In hypersaline environments, these
thalassophylic copepods, such as O. nana, O. similis,
and P. grani are associated with the lowest salinity
levels (Kobbi-Rebai et al., 2013). Oppositely, the third
pond (C41: about 100 psu) was marked only by the
presence of the Harpacticoida Bryocamptus sp. and M.
lilljeborgi. Such distributional pattern was also
observed in previous works about the studied saltern;
it has been shown that between 77 and 120 psu,
copepod communities would be marked by the
presence of only these two taxa (Khemakhem et al.,
2010; Kobbi-Rebai et al., 2013). These Canthocampti-
dae, adapted to osmotic stress and considered as
halophilic taxa, were linked to the highest salinity level
where we found copepods. In the last studied pond
(M2: nearly 200 psu), euryhaline Artemia salina was
the only zooplanktonic taxon. This corroborates pre-
vious work performed in salterns (Mitchell & Geddes,
1977; Toumi et al., 2005; Elloumi et al., 2009).
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Tolerance or intolerance to salinity is probably
related to the ability or difficulty of some species to
react metabolically to high salinity; only halophilic
organisms have specific ecophysiological and biolog-
ical characteristics allowing them to tolerate such
stress (Oren, 2001; Elevi Bardavid & Oren, 2008).
Copepods are known to respond to osmotic stress by
activating a series of defense mechanisms (Lauritano
et al., 2012). These mechanisms include accumulation
of intracellular organic osmolytes such as proline
(Willett & Burton, 2002) and induction or repression
of heat shock proteins (Willett & Burton, 2003;
Lauritano et al., 2012). Like copepods, Artemia salina
synthesizes a small heat shock protein (p26) to resist to
extreme environmental stress (Clegg et al., 1999;
Tanguay et al., 2004).

Zooplankton distribution was also related to N:P
gradient. In the Sfax salina, both nitrogen and
phosphorus concentrations were higher than reported
for other saltworks like Camargue salina in France
(Thiéry & Puente, 2002) and Megalon Embolon solar
saltern in Greece (Dolapsakis et al., 2005). This
difference could be due to the high anthropogenic
inputs and terrigenous load in the water, as reported by
Elloumi et al. (2008) and Kchaou et al. (2009). The
N:P ratio was lower than 16 everywhere in the saltern,
indicating an excess of phosphorus. This excess may
come from external sources through water intake and
bird droppings and/or from excretion of zooplankton.
The global gradient of P could result from the
combination of two gradients. The first one is due to
a natural entry of sea water through the first studied
pond (AS). The concentration of P is then expected to
decrease along the salina for two reasons. First, it is
consumed by the phytoplankton (Abid et al., 2008).
Second, according to Vieira & Amat (1996), phos-
phorus should precipitate between the supply pond and
the last ones because its solubility decreases as salinity
increases, this nutritive element can be uptaked and
incorporated into sediment. The second gradient might
be caused by anthropogenic spill since the two last
studied ponds (C41 and M2) are located near an urban
and industrial area. An inflow could occur by perco-
lation through the soil and have as a consequence the
enrichment of P in M2 and, to a lesser extent, in C41.
Only two species were associated with high N:P ratios:
the Harpacticoida Bryocamptus sp. and M. lilljeborgi.
These species are characterized by traits of benthic life
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(Williams, 1980; Albeit & Scheibel, 1982; Heip &
Herman, 1985) contrary to the other study species
which are pelagic. Bryocamptus sp. and M. lilljeborgi
live in the sea bed where N:P ratio may be high due to
degradation of organic matter (Tezuka, 1990). High
N:P ratio could, therefore, favor the development of
these benthic taxa.

Our analysis showed a very strong spatial structure
with large differences among ponds both in terms of
environmental conditions and community composition.
Seasonal variations are instead very low. The studied
saltern is located in a semi-arid region without clear
differences among seasons; temporal variations in
temperature and hence in salinity are less marked than
in most other comparable systems. Even if some
environmental factors and the abundance of some
species may fluctuate (Toumi et al., 2005; Khemakhem
et al, 2010), the global structure does not vary
throughout the year. It seems that each species is
associated to a range of environmental conditions met in
a given pond throughout the year. Hence, the seasonal
environmental variations are not strong enough to
significantly influence the distribution of the species in
the different ponds through the selective processes.
Usually, in biotopes characterized by a salinity gradient,
seasonal variations in plankton communities are often
mostly related to variations in temperature and salinity
(Hoffmeyer, 1994; Calbet et al., 2001; Vieira & Bio,
2011) and influenced by water inflow (Mozeti¢ et al.,
1998, Khemakhem et al., 2013). However, seasonal
variations tend to be less distinct with increasing salinity
(Lei et al., 2009). The seasonal variations in the saltern
zooplanktonic communities are, nevertheless, often
more pronounced in temperate climate areas (Hoffmey-
er, 1994; Calbet et al., 2001; Vieira & Bio, 2011).
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Article history: The biochemical composition and abundance variation of zooplankton (copepods and
Received 26 February 2014 Artemia salina) were determined in four ponds of increasing salinity (A5, A16, C41 and M2)
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¢ ! in the Sfax solar saltern (Tunisia). The zooplankton community was dominated by co-
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pepods in the ponds A5, A16 and C41. The pond M2 was marked by the presence of only
Artemia salina. Our results showed the dominance of total saturated fatty acids (SFA),
g(g:":;gsr’ saltern which made up 57%—95% of total fatty acids (TFA). SFA 16:0 and 18:0 dominate in all
Fatty acids ponds. A. salina showed the highest amounts of the total monounsaturated (MUFA) and
Copepods polyunsaturated fatty acids (PUFA), this indicates that this species could be employed in
Artemia salina hatcheries and used as food source for some aquarium species. Fatty acids of herbivory,
proportion of all diatom markers to all flagellate markers (D/F), were negatively correlated
with the total zooplankton (r = —0.998, p < 0.05). A. salina was negatively correlated with a
biomarker for carnivory polyunsaturated fatty acids/saturated fatty acids (PUFA/SFA)
(r=-0.959, p < 0.05). The dietary quality of zooplankton seems to be dependent on food
availability in the four studied ponds.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Hypersaline environments result from the evaporation of sea water and are also called thalassohaline environments (Oren,
2002). An example of an extreme hypersaline environment is the crystallization ponds or solar salterns. The different ponds of
the Sfax solar saltern (Tunisia) provide a diversity of environments where different conditions of salinity, pH, temperature,

Abbreviations: TFA, total fatty acids; SFA, saturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; HUFA, high
unsaturated fatty acids; D/F, proportion of all diatom markers to all flagellate markers; EPA, eicosapentaenoic acid (20:5 (n—3)); DHA, docosahexaenoic acid
(22:6 (n—3)); ARA, arachidonic acid (20:4 (n—6)); PUFA/SFA, polyunsaturated fatty acids/saturated fatty acids; DHA/EPA, docosahexaenoic acid/eicosa-
pentaenoic acid (22:6(n—3)/20:5(n—3)); FATMS, fatty acid trophic markers.
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light intensity, oxygen and nutrient concentrations are found, allowing the study of different communities (Khemakhem
et al., 2010; Kobbi-Rebai et al., 2013). Copepods are the dominant group of mesozooplankton and play a key role in the
food web as they form a link between primary producers and secondary consumers (Richmond et al., 2007; Guschina et al.,
2009). There are important differences between both zooplankton guilds, especially regarding their impact on the lower
trophic levels, either directly via feeding or indirectly by influencing nutrient cycling (DeMott, 1995). More recently, lipid
biomarkers (fatty acid analysis) were used to identify specific food web relationships as they provide time-integrated in-
formation on an organism's assimilated diet (Allan et al., 2010; Kelly et al., 2012). Fatty acids are useful indicators of the
nutritional quality of primary producers for planktonic grazers. SFA and MUFA are of a poorer nutritional quality than PUFA
rich organic matter, which constitute a highly valuable food item for consumers (Parrish, 2009; Pommier et al., 2012). The
physiologically active essential fatty acids in animals are eicosapentaenoic acid (EPA 20:5 (n—3)), docosahexaenoic acid (DHA
22:6 (n—3) and arachidonic acid (ARA 20:4 (n—6) (Sargent et al., 1999). These high unsaturated fatty acids (HUFA) have been
linked to species growth, reproductive success, and neural development in both zooplankton and fish (Brett et al., 2006;
Perhar et al., 2013). PUFA are essential metabolites that cannot be synthesized de novo by consumers but must be taken
up via their food (Kattner et al., 2009; Mayzaud et al., 2013). The volume of literature on lipids in aquatic organisms has
expanded greatly in recent decades showing an increasing interest in the fatty acid composition of marine and extreme
ecosystems like solar salterns. Knowledge on the biochemical composition of copepod and Artemia groups has become
important to understand their physiological functions, metabolism and nutritive value, as this is very relevant for the energy
transfer in aquatic ecosystems and secondary production.

The present study was conducted in the Sfax solar saltern (Tunisia), a typical arid saltern that is well documented in terms
of the distribution of planktonic ciliates (Guermazi et al., 2008; Elloumi et al., 2009a; Elloumi et al., 2009b), and on
zooplankton distributional (Toumi et al., 2005; Kobbi-Rebai et al., 2013). Thus, field investigations of the fatty acid profiles of
Artemia are very scarce (Guermazi et al., 2008). To our knowledge, this is the first attempt to determine the fatty acids
composition of copepods and Artemia salina collected at four ponds of increasing salinity: A5, A16, C41 and M2. This study
focused on the coupling changes in fatty acid composition of zooplankton with environmental factors in the Sfax solar saltern
in order to 1) examine the impact of environmental factors particularly salinity and temperature on the biochemical
composition of zooplankton species and to 2) analyse spatial patterns in these fatty acids profiles. The central hypothesis to
test whether the extreme environmental conditions that prevail in the Sfax solar saltern could influence fatty acids profiles in
the zooplankton species with respect to salinity gradients.

2. Materials and methods
2.1. Study site

The solar saltern of Sfax is located in the central east of Tunisia (Tunisia, 34° 39’ 0.1” N and 10° 42’ 35" E). It is composed of
a series of interconnected ponds (20—70 cm depth) covering an area of 1500 ha. It stretches over about 12 km along the
southern coast of Sfax. An artificial red silt seawall separates the study area from the sea. The input of seawater and the
circulation between the various ponds are entirely depending on the meteorological conditions. Water salinity is subject to an
increasing gradient from 40 psu to 400 psu (Amdouni, 2009).

2.2. Sampling

Four ponds A5, A16, C41 and M2 (Fig. 1) of increasing salinity were sampled bimonthly from 15 June 2010 until 15 May
2011. A5 and A16 (median salinity 41.9 + 0.1 psu and 61.4 + 0.4 psu respectively) are part of the series of preliminary con-
centration ponds in the saltern and are 50 and 30 cm deep respectively. C41 (median salinity 95.5 + 0.5 psu) is part of external
pond and is 35 cm deep. Pond M2 (median salinity 191.3 + 0.6 psu) is the crystallizer and is 30 cm deep.

Samples (200 ml) were collected 20 cm below the surface with a 5 1 Van Dorn bottle at the central part of each pond and
filtered through a nylon net of 80 um mesh. Samples were stored in the dark and cold, for biological analysis and abiotic
variables, except for temperature, which was measured in situ.

2.3. Physical and chemical factors

Temperature was measured immediately in the field using a mercury glass thermometer graduated in 0.1 °C. Salinity and
pH were estimated using a salinometer and a Met Rohm type pH meter, respectively. Samples for nutrient analysis were
filtered and immediately frozen upon collection in the dark (—20 °C). Nutrients (NO,, NO3, NHj, POi‘ and Si(OH)4) were
analysed with a Bran and Luebbe autoanalyzer type 3. The annual average of N:P represents the DIN:DIP ratio where DIN is
the dissolved inorganic nitrogen (the sum NO;, NO3, NH; ) and DIP is the dissolved inorganic phosphorus (PO?{ ).

The concentration of suspended matter was determined by measuring the dry weight of the residue after water filtration
through Whatman GF/C membrane.
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Mediterranean

Fig. 1. Location of the ponds sampled in the solar saltern of Sfax: A5, A16, C41 and M2. Arrows indicate the direction of the water flow in the saltern.
2.4. Chlorophyll and carotenoids

Magnesium carbonate (MgCOs3) was added to water samples to fix photosynthetic pigments (chlorophyll a and carot-
enoids). Then the samples were filtered by vacuum through Whatman GF/C glass fibre filters (0.45 um). These filters were
immediately stored at —20 °C until being extracted using acetone and read on the spectrophotometer. The concentrations
were then estimated using the equations proposed by Scor-Unesco (1966) for chlorophyll a and Parsons et al. (1963) for
carotenoids.

2.5. Zooplankton

Zooplankton samples were collected with a 51 Van Dorn bottle through an 80 um nylon mesh, preserved with formalin 4%
solution and coloured with Bengal Pink. The zooplankton was enumerated and counted under a binocular microscope type
Leica in Dolffus chambers. Species identification was based on morphological criteria. The taxonomic identification was
carried out according to Rose, 1933; Bradford-Grieve, 1994 and Boxshall et al., 2004.

Copepods and Artemia samples were brought to the laboratory, sorted alive at species level and stored frozen at —80 °C in
eppendorfs. For each species, 3 replicates, containing 60 individuals each, were prepared in order to quantify fatty acids.

2.6. Fatty acid analyses

Total lipids in copepods and Artemia were extracted with chloroforme/methanol (2:1) according to the methods of Folch
et al. (1957) modified by Bligh et al. (1959). The fatty acid methyl esters were prepared from the lipid extract by trans-
esterification using a direct transmethylation with metanolic BF; according to Santha et al. (1990). They were solubilized in
hexane and water and injected into a polar column. We used a Hewlett Packard (HP) 5890 II gas chromatograph and flame
detector (FID). The samples were analyzed using a fused silica polar capillary column (0.32 mm, 0.52 pm) with nitrogen as
carrier gas. The oven was programmed to rise from an initial temperature of 180 °C—250 °C at a rate of 10 °C min~! (from 180
to 220), 2 °C min~! (from 220 to 240) and 5 °C min~! (from 240 to 250) with the free fatty acids column. Results were
obtained in the form of chromatogram. The chromatographic profiles of fatty acids were processed using the software
calculation 'DIAMIR'. The heptadecanoic fatty acid (C17:0) was added as an internal standard for the quantification.

The retention time characterized qualitatively fatty acids while the concentration of the standard fatty acid was deter-
mined by the amplitude or area of the peaks.

2.7. Fatty acid trophic markers (FATMS)

Fatty acid ratios were calculated and used as biomarkers based on El-Sabaawi et al. (2009) to inspect whether animal,
bacteria or algae class ratios were maintained in the lipid extracts of zooplankton species thus reflecting their trophic position



240 C. Ladhar et al. / Biochemical Systematics and Ecology 56 (2014) 237—245

and dietary quality. Carnivorous zooplankton often have higher proportions of polar lipids, which are rich in PUFA, than
herbivorous crustaceans zooplankton do, the PUFA/SFA can also be used as an index of carnivory (Cripps et al., 2000; Stevens
et al., 2004). Another index to determine the degree of carnivory was the ratio DHA/EPA (docosahexaenoic acid to eicosa-
pentaenoic acid, 22:6n—3/20:5n-3) (Dalsgaard et al., 2003). DHA is highly conserved in food webs as it is an important
component of polar lipids (Scott et al., 2002; Veefkind, 2003). The ratio DHA/EPA can be used to infer the proportion of
flagellate to diatom consumption in Calanoida copepods because flagellates are rich in DHA, while diatoms are rich in
EPA(Dalsgaard et al., 2003). In carnivorous copepods, the dietary signature of this index can be obscured by the trophic
position because carnivorous copepods preferentially retain polar lipids which are rich in DHA (El-Sabaawi et al., 2009). The
proportion of all diatom markers (D = 16PUFA +16:1(n—7) + 20:5(n—3)) to all flagellate markers (F = 18PUFA +18:2(n—6)+
22:6(n—3)), D/F, was also used to distinguish between diatom and dinoflagellate-based diet (El-Sabaawi et al., 2009). High
proportions of 18:2(n—6) denote the presence of terrestrial detritus or green algae in zooplankton dietary (Dalsgaard et al.,
2003).

2.8. Statistical analyses

The data recorded in this study were examined with a normalized principal component analysis (PCA) (Chessel et al.,
1992). Physico-chemical (temperature, sigma-t, salinity, pH, suspended matter and nutrients), biological parameters (chlo-
rophyll a, carotenoids and zooplankton) and fatty acids were considered. The discrimination between months was assessed
by examining the projection of the plots of the extracted factors on a factorial plan consisting of the statistically significant
axis of the PCA analysis. Simple log (x + 1) transformation was applied to data in order to correctly stabilize the variance
(Frontier and AuthorAnonymous, 1973). Mean and standard deviation (SD) were reported when appropriate. The potential
relationships between variables were tested by Pearson's correlation coefficient. One-way ANOVA was applied to identify
significant differences (p < 0.05) between study ponds for physico-chemical and biological parameters variables. Analysis of
variance (ANOVA) tests were made using XL stat software.

3. Results
3.1. Physical and chemical parameters

The mean values and standard deviations of the physico-chemical parameters in the four ponds are indicated in Table 1.

The water temperature in the four ponds varied from 25.3 + 0.3 °C (pond C41) to 26.8 + 0.3 °C (pond M2) (Table 1). This
pattern of temperature is classically observed in the arid to semi-arid zone of the northern hemisphere (Elloumi et al., 2006).
Due to the shallowness of the four studied ponds, no thermal stratification occurred. The pH ranged from 8.1 + 0.02 in pond
A5 and (41, 8.1 + 0.03 in M2 to 8.2 + 0.02 in pond A16. The salinity showed an important variation between the different
studied ponds (F = 179.98, d f = 76, p < 0.001), it increased progressively from 41.9 + 0.1 psu (pond A5) to 191.3 + 0.6 psu
(pond M2). Concentrations of suspended matter ranged between 548.7 + 27.21 mg 1~ ! (A16) and 2378 + 111.5 mg 1! (M2),

Table 1

Biological and physico-chemical parameters (Mean + SD) of in the four ponds A5, A16, C41 and M2. Results of one-way ANOVA analysis.
Biological and physico-chemical parameters (mean +SD) Ponds F values (df)

A5 Al16 C41 M2

Physical parameters
Temperature (°C) 26.1 £0.3 258 +03 253 +£03 26.8 +0.3 0.22(76)
Salinity (psu) 419 + 0.1 614+ 04 95.5 + 0.5 1913 £ 0.6 179.98(76)***
pH 8.1 + 0.02 8.2 +0.02 8.1 + 0.02 8.1 + 0.03 0.45(76)
Sigma-t (kg m~3) 0.98 + 2.2 0.99 + 2.8 1.02 + 5.1 1.08 + 3.6 9.72(76)***
Suspended matter (mg 1) 652 + 32.6 548.7 +27.21 739.8 + 67.5 2378 + 111.5 9.59(76)***
Chemical parameters
NO; (umol I71) 0.55 + 0.03 0.41 + 0.02 0.53 + 0.02 0.71 + 0.03 1.26(76)
NO3 (pmol I°1) 4.08 + 0.14 4.36 +0.18 5.87 +0.39 4.18 +0.21 0.53(76)
NHj (umol I71) 2.21 + 0.06 2.00 + 0.05 3.00 + 0.10 2.46 + 0.09 1.35(76)
PO;~ (umol 1) 2.56 +0.18 1.01 + 0.06 222+0.13 3.01 £0.19 1.52(76)
Si(OH)4 (umol 1) 35.21 + 2.09 22.1 +0.68 27.76 + 2.48 37.85 + 222 0.87(76)
T-N (umol.l™1) 21.85 + 0.18 22.06 + 0.24 23.94 + 0.41 21.87 + 0.26 0.63(76)
T-P (umol I 1) 9.61 + 0.49 573 +£0.21 8.25 + 0.40 11.23 + 0.55 1.36(76)
N/P ratio 4.78 + 0.14 545 +0.15 5.02 +0.18 3.76 £ 0.13 1.29(76)
Biological parameters
Chlorophyll a(mg m—3) 0.058 + 0.003 0.035 + 0.001  0.049 + 0.002 0.039 + 0.002 1.17(76)
Chlorophyll (mg m~3) 0.018 + 0.001 0.017 + 0.001  0.016 + 0.001 0.014 + 0.001 0.11(76)
Chlorophyll ¢(mg m~3) 0.059 + 0.004 0.034 + 0.002  0.045 + 0.002 0.048 + 0.003 0.61(76)
Carotenoids (mg m>) 0.071 + 0.003 0.064 + 0.002  0.084 + 0.002 0.127 + 0.008 1.74(76)
Zooplankton total (ind m—3) 13,374.3 + 1073.06 3241.45 + 410.5 7733.9 + 4203 11,657.7 + 1729.77 0.90(76)

F values:between groups mean square/within-groups mean square.
Significant difference between sampled ponds: (***p < 0.001).
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and increased with increasing salinity (r = 0.857, p < 0.001). The suspended matter varied significantly between ponds
(F=9.59,d f= 76, p <0.001). Nutrients showed small variation between all ponds. The nitrate concentration was higher than
that of ammonium and nitrite. Orthophosphate and total phosphorus showed a quite similar behaviour. The DIN/DIP ratio
ranged from 10.03 + 0.71 in M2 to 14.44 + 0.81 in C41. These values were below the Redfield ratio (16), indicating an excess of
P in all ponds.

The highest mean value of Chlorophyll a was found in A5 (0.058 + 0.003 mg m~ ') whereas carotenoids attains a maximum
value in M2 (0.127 + 0.008 mg m ™ ').

3.2. Spatial abundance variation of zooplankton

The zooplankton community consisted of 15 copepod species belonging to three groups: Harpacticoida, Cyclopoida and
Calanoida (Fig. 2). The species Paracartia grani, Oithona nana, Oithona similis and Mesochra lilljeborgi were the most abundant.
The zooplankton community was dominated by copepods in A5, A16 and C41 which however were completely absent in the
pond M2. This one was marked by the presence of only one anostraca taxa namely Artemia salina. Obvious differences in
copepod composition were found between all the ponds. Calanoida were dominant in ponds A5 and A16 (48% and 55% of the
total copepod abundance respectively), Harpacticoida were poorly represented in those ponds (10% and 11% of the total
zooplankton abundance respectively). Cyclopoida were numerically important in ponds A5 and A16, contributing to 42% and
34% of the copepod total abundance respectively. Meanwhile, the C41 was mainly composed of Harpacticoida contributing to
100% of the copepod community (Fig. 2). The three groups Cyclopoida, Harpacticoida and Calanoida were negatively
correlated with temperature (r = —0.06, r = —0.95, r = —0.239, p < 0.05 respectively) and salinity (r = —0.889, r = —0.631,
r=-0.949, p < 0.05 respectively). Copepods were absent in pond M2 (Salinity = 191.3 psu), and substituted by Artemia salina
which accounted on average for 100% of the total zooplankton abundance. A. salina was positively correlated with temper-
ature (r = 0.846, p < 0.05) and salinity (r = 0.858, p < 0.05). The highest mean density of zooplankton being recorded in M2
(11657.7 + 1729.77 ind m™1).

3.3. Zooplankton fatty acid composition — general patterns

Species for fatty acids analysis were chosen according to their indicator value (based on densities) within each sampling
station. Fatty acids composition was the same in all ponds and for all species, except some species such as Oithona nana which
does not contain some fatty acid like 24:1 (C 24:1 = 0%) in A16. SFA were composed of 12:0, 14:0, 16:0, 18:0, 20:0, 22:0 and
24:0; but mostly dominated by 16:0 and 18:0 (Table 2). The level of 16:0 ranged from 37.7% in female of Artemia salina to 72.1%
in Oithona similis, the FA 16:0 was the highest concentration of fatty acids. The highest value of 16:0 was observed in A5 in O.
nana and O. similis (64.4% and 72.1% respectively). Fatty acids 18:0 level was lower and ranged from 14.4% in male of A. salina
to 30.9% of TFA in Mesochra lilljeborgi (Table 2). MUFA were composed of 14:1, 16:1, 17:1, 18:1, 20:1, 22:1 and 24:1. The MUFA
was characterized by a high and clear dominance of 18:1(n—9). The pattern of PUFA exhibited a predominance of 18:2 (7.4% in
female of A. salina (Table 3)). The species A. salina showed the highest amounts of the total MUFA (21.7% for male and 24.2% for
female) and the total PUFA (11.7% for female), a higher value of the total PUFA was also observed in female of Paracartia grani
(10.9%); while the lowest values of the total MUFA and PUFA were observed in O. similis collected from A5 (0.6%) and P. grani
males collected from A16 (3.3%), respectively. The species O. similis collected from A5 showed higher quantities of the total
SFA (95.1%) mainly composed of mixtures of 16:0 (72.1%) and 18:0 (22%). The MUFA and SFA in Calanoida copepod P. grani
(male or female) showed a large variation between ponds A5 and A16. The PUFA 20:2(n—6), 18:3(n—3), DHA and EPA were
found in all species (male and female) collected from all ponds with very low amounts. DHA was absent in female of P. grani
and O. nana collected from A16. We did not find ARA in O. nana in A16. The ARA, EPA and DHA abundance was low, not
exceeding 0.7%, 0.3% and 0.5%, respectively in the O. nana (A5) (Table 3). The species O. nana (A5) accumulated more ARA than
other species (Table 3).

*10% ind m™
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Fig. 2. Spatial variations of zooplankton abundance groups and Anostraca in ponds A5, A16, C41 and M2.
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Table 2

Relative fatty acid (FA) concentration (%) in all species at each station.

M. lilljeborgi 0. nana 0. similis P. grani A. salina
Male Female Male Female

Ponds C41 A5 A16 A5 A5 A16 A5 Al16 M2
C12:0 2.3 0.05 9.7 0.05 2.6 29 32 3 1.9 2.1
C14:0 0.5 1.8 13 0.9 0.05 0.03 1.8 13 0.9 1
C16:0 52 64.4 444 72.1 52.6 46.1 473 38.7 414 37.7
C18:0 30.9 18.5 26.5 22 26.4 28.7 28.7 233 144 153
C20:0 0.2 0.3 0 0.01 0.2 04 0.1 0.5 0.1 0.4
C22:0 0.1 0.3 0.1 0.03 0.1 0.1 03 0.5 03 0.6
C24:0 0.05 0.4 0.1 0.01 0.01 0.1 0.01 0.2 0.1 0.2
Total SFA 86 85.8 82.1 95.1 81.9 78.4 814 67.6 59.1 57.2
C14:1 (n-5) 0.5 0.1 0.1 0.05 0.1 0.05 0.05 0.7 0.1 0.7
C16:1 (n-7) 03 0.01 0 0.1 0.1 0.5 0.2 03 0.4 0.7
C16:1 (n-7) 04 0.1 0.2 0.04 0.1 0.5 0.2 3.1 0.2 0.2
C17:1 0.6 0.03 8.9 0.05 0.2 0.8 0.9 94 0.8 0.4
C18:1 (n-9) 0.5 0.1 0 0.1 12.2 0 0.5 0 03 0.01
C18:1 (n—-9) 3.5 6.5 43 0.1 7.2 2.1 4.2 25 15.1 18.6
C18:1 (n-9) 0.1 0.04 0 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 4.1 0.1
C18:1 (n-9) 0.1 0.1 0 0.03 0.1 0.1 0.1 0.1 0.4 2.9
C20:1 (n-9) 0.1 0.4 0 0.03 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.2
C20:1 (n—-9) 04 0.1 0 0.05 0.3 1.7 0.2 2 0.1 0.2
C22:1 (n-9) 0.05 0.2 0.2 0.01 0.05 0.2 0.1 0.1 0.11 0.1
C24:1 (n-9) 0.04 0.5 0 0.01 0.01 0.1 0.01 0 0.05 0.1
Total MUFA 6.6 8.2 13.8 0.6 20.6 6.4 6.8 184 21.7 242
C18:2 (n-6) 0.1 0.2 0.9 0.1 0.1 0.1 0.5 1.6 03 0.5
C18:2 (n-6) 0.8 0.1 0 0.05 0.8 0.7 0.6 0 0.4 3.7
C18:2 (n-6) 0.1 0.04 0 0.04 0.03 0.1 04 0.8 03 03
C18:2 (n—6) 0.8 0.3 0 35 0.2 0.1 45 04 42 2.1
C18:2 (n-6) 03 0.1 0 0.02 0.3 0.1 0.1 0 0.2 0.3
C18:2 (n-6) 0.05 0.3 0 0.01 0.3 0.1 0.1 0.8 0.2 0.5
C18:3 (n-6) 03 0.3 0.2 0.1 0.8 0.05 0.9 1.1 0.9 1.1
C18:3 (n-3) 0.2 0.2 2.1 0.02 0.7 0.3 0.2 2.1 0.2 0.7
C18:3 (n-3) 0.2 0.2 0 0.03 0.1 0.6 04 0 0.5 0.2
C18:3 (n-3) 0.1 0.1 0 0.05 0.04 0.1 03 0.6 0.2 0.2
C20:2 (n-6) 0.1 0.1 0 0.02 0.1 0.1 0.2 1.7 0.2 0.7
C20:3 (n-6) 0.1 0.3 0.4 0.03 0.05 04 0.1 1.1 0.1 0.8
C20:3 (n—-3) 0.04 0.2 0 0.02 0.04 0.1 0.1 0.5 04 0.3
C22:2 (n-3) 0.1 0.4 0 0.02 0.03 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
C22:4 (n-6) 0.03 0.6 0 0.01 0.02 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
C22:5 (n-3) 0.05 0.3 0.03 0.01 0.005 0.2 0.05 0.03 0.1 0.04
Total PUFA 33 3.9 3.7 4 3.7 33 8.7 10.9 8.4 11.7
ARA-C20:4 (n—6) 0.05 0.7 0 0.04 0.04 0.1 0.1 04 0.1 0.2
EPA-C20:5 (n-3) 0.05 0.3 0.1 0.04 0.03 0.1 0.1 03 0.1 0.2
DHA-C22:6 (n—3) 0.03 04 0.3 0.03 0.01 0.1 0.01 0.05 0.04 0.2
DHA-C22:6 (n—3) 0.1 0.5 0 0.01 0.01 0.03 0.01 0 0.04 0.1
Total HUFA 0.2 1.9 0.5 0.1 0.1 03 0.2 0.7 0.2 0.8

3.4. Principal component analysis

The plot of descriptors on axes 1 and 2 explained 83.2% of the total variance in fatty acid and environmental parameters
(Fig. 3). The two axes F1 (44.8% of the total variance) and .3% of the total variance) selected two groups G1 (constituted by
C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:2, PUFA, MUFA, HUFA, others fatty acids, the copepods species Oithona nana, Oithona similis
and Paracartia grani) and G2 (formed by C18:1, temperature, PUFA/SFA, Si(OH)4, salinity, suspended matter, nitrite, total
phosphorus, orthophosphorus, total zooplankton, carotenoids, sigma-t and A. salina) (Fig. 3). The plot of field observations
showed a clear segregation between observations made in the hypersaline ponds M2 and C41 and the less salty ponds A5 and

Table 3

Interspecific differences in fatty acid trophic markers (FATMS) for copepods and Artemia salina from the 4 ponds of the solar saltern of Sfax.

M. lilljeborgi 0. nana 0. similis P. grani male P. grani female A. salina male A. salina female
Ponds C41 A5 Al16 A5 A5 A16 A5 Al16 M2 M2
DHA/EPA 24 297 22 1 0.67 1 0.2 0.17 0.8 1.21
18:2 (n-6) 2.14 1.1 0.89 3.69 1.77 1.14 6.27 3.6 5.56 7.45
PUFA/SFA 0.04 0.05 0.04 0.04 0.05 0.04 0.11 0.16 0.14 0.2
D/F 0.87 0.87 0.88 0.85 0.87 0.89 0.86 0.89 0.86 0.86
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Fig. 3. Principal component analysis (PCA) of the environmental parameters and fatty acid for copepods and A. salina at the four studied ponds A5, A16, C41 and
M2. MUFA: Monounsaturated fatty acids, PUFA: Polyunsaturated fatty acids, HUFA: High unsaturated fatty acids, SFA: Saturated fatty acids, Others FA: Other fatty
acids, DHA: Docosahexaenoic acid, EPA: Eicosapentaenoic acid, D: Sum of 16PUFA; 16:1n—7; 20:5(n—3), F: Sum of 18PUFA; 18:2(n—6); 22:6(n—3), T-N: Total
nitrogen, T-P: Total phosphorus, DIN: Dissolved inorganic nitrogen, DIP: Dissolved inorganic phosphorus.
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A16. The observations made in these two latter ponds were grouped in the positive part of the first axis together with the
several fatty acid, in contrast to the observations made in ponds M2 and C41 which tended to group in the negative part of this
axis, together with temperature, suspended matter, salinity, nutrients PUFA/SFA and total zooplankton (Fig. 3). The first PCA
axis showed to be defined by FATMS of herbivory, D/F, whereas the second axis was more related to FATMS of carnivory and
terrestrial detritus or green algae (PUFA/SFA; 18:2n—6). FATMS of herbivory (DHA/EPA) appear on the negative side of the
second axis (Fig. 3). FATMS of herbivory (D/F) is significantly correlated with the total zooplankton (r = —0.998, p < 0.05). The
PCA biplot showed that A. salina sampled from pond M2 significantly correlated (r = —0.959, p < 0.05) with a biomarker for
carnivory (PUFA/SFA), whereas Mesochra lilljeborgi sampled from pond C41 is associated with the terrestrial detritus or green
algae (18:2n—6) (r = —0.999, p < 0.05). These data are corroborated by ratios of FATMS (see Table 3). The dietary quality seems
to be dependent not only on species but also on food availability in the four studied ponds.

4. Discussion

In the solar saltern of Sfax, no significant correlation was found between the total zooplankton abundance and the two
parameters of salinity and temperature. The same finding was reported by Toumi et al. (2005) in the same studied area. These
results are in incongruity with works by Khemakhem et al. (2010) conducted in the Sfax salina, that showed a close corre-
lation between salinity, associated with other environmental parameters, and zooplankton community. Our results indicate
that the salinity had a negative effect on the abundance of copepods. These results are in agreement with other studies
conducted in the solar saltern of Sfax (Elloumi et al., 2009b; Khemakem et al., 2010).

The species Oithona similis was the most abundant copepod in pond A5. In ponds A16 and C41, the species Oithona nana
and Bryocamptus sp. dominate, respectively. The same results were observed by Kobbi-Rebai et al. (2013).

Our results showed that the percentage of SFA (mainly 16:0) was high in all ponds, which might be related to the feeding of
zooplankton from green algae (Chlorophyta) (Farhadian et al., 2013). This is supported by the fact that myristic acid (14:0) and
palmitic acid (16:0) are the major fatty acids in green algae used by zooplankton (Brett et al., 2006). Generally, 14:0 and 16:0
are known as precursors of 20:1(n—6) and 22:1(n—6) fatty acids; however, the two later fatty acid were not detected in
zooplankton samples of the saltern of Sfax. This might be due to a lack of the enzymatic system for chain elongation and
desaturation of SFA in these zooplankton samples (Nanton et al., 1999). The highest value of 18:0 was observed in C41 in
Mesochra lilljeborgi. The presence of long chain PUFA in the polar lipid fraction of copepods suggests that C18 from the diet
(mainly cyanobacterium) may be elongated and desaturated by the copepod (Nanton et al., 1999). The ability to elongate and
desaturate fatty acid may reduce the importance of some fatty acid as diet biomarkers while it may make the copepods as
trophic intermediaries which transfer the organic matter from microorganisms to higher trophic webs (Caramujo et al.,
2008). A high content of MUFA such as 18:1 (n—9) and 18:2 (n—6) found in Artemia salina (in pond M2) might be related
to the feeding of zooplankton on cyanobacteria. Indeed, chlorophycea and cyanobacteria are the main groups present in pond
M2 (Khemakhem et al., 2010). A high proportion of 18:1(n—9) and 18:2 (n—6) was observed in copepods alimented with
cyanobacteria (Caramujo et al., 2008). The study by Guermazi et al. (2008) conducted in the Sfax salina showed that the fatty
acid composition of the lipid fraction of Artemia was entirely composed of the Chlorophyceae Dunaliella salina and
cyanobacteria.

The fatty acid composition varies among ponds. For instance, Paracartia grani showed a different fatty acid composition
from pond A5 to pond A16. This could point at different food sources that are available in the ponds or it may be due to a
different feeding behavior related to the environmental conditions in the ponds notably salinity. Our results indicate that the
species Paracartia grani showed the highest amounts of the total HUFA in pond A16 than in pond A5. Acartia spp. are known to
be arich source of HUFA, in particular EPA and DHA (Vengadeshperumal et al., 2010). The hypersaline species (Artemia salina)
was a rich source of MUFA, and PUFA. The higher amounts of MUFA and PUFA in Artemidae species than in the copepod
species may be explained by their ability to adjust their MUFA and PUFA to salinity variations, whereas some species of
copepods can't modify their MUFA and PUFA. Zooplankton are unable to synthesize PUFA at significant rates, therefore, this
can be a limiting factor for their growth (Bell et al., 2009; Perumal et al., 2010).

This study indicates that fatty acids of herbivory, D/F, were negatively correlated with the total zooplankton (r = —0.998,
p < 0.05). The species Paracartia grani (in pond A5) and A. salina (in pond M2) showed the highest amounts of the 18:2 (n—6).
High proportions of 18:2 (n—6) denote the presence of terrestrial detritus or green algae in zooplankton dietary (Dalsgaard
et al., 2003). Our results suggest also a high selectivity by all studied species, showing a large difference in fatty acids
composition. Some species like Paracartia grani female (in ponds A5 and A16) and A. salina (in pond M2) showed the highest
concentration of PUFA/SFA, pointing at the high availability of carnivorous food quality and the storage behavior of these
species. The ratio PUFA/SFA denotes carnivory in copepods (Cripps et al., 2000).

The data in the present work showed that the species Oithona nana (pond A5) accumulated more ARA, EPA and DHA than
other species. Copepods are rich in phospholipids, which are natural antioxidants and essential for synthesizing highly
unsaturated fatty acids (Guangxing et al., 2009). A high level of DHA was a benefit effect on the productivity of copepods
(Norsker et al., 1994).

Zooplankton of Sfax saltern can be used as a food source in the cultured finfish and shellfish larvae. The determination of
the biochemical composition of microalgae of this area became important to isolate species which are responsible for high
levels of some fatty acid in zooplankton.
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Résumé

Des approches traditionnelles en combinaison avec des
méthodes moléculaires et biochimiques ont été utilisées
pour étudier les communautés zooplanctoniques de la
saline de Sfax.

Une dizaine d'espéces ont été identifites dans 4
bassins de salinité croissante. Les copépodes étaient la
composante la plus représentative du compartiment
zooplanctonique dans les bassins A5, A16 et C41. Le
bassin M2 est monozoique avec une présence
exclusive d'Artemia salina.

Nous avons montré le réle crucial de la salinité dans la
distribution des espéces mais nous avons souligné
également [linfluence, quoique plus faible, d'autres
facteurs comme le ratio N:P qui pourrait étre liée au
mode de vie des animaux et directement aux
phytoplancton.

La composition en acides gras des copépodes et des
Artemia est liée aux facteurs physico-chimiques et
biologiques. Grace a leur teneur en acides gras
hautement insaturés, les copépodes et les Artemia
peuvent étre utilisés comme source alimentaire pour les
poissons d'élevage.

La phylogénie des copépodes est controversée puisque
la structuration génétique de ce groupe n'est pas
nettement identifiable. L’existence d’especes cryptiques
au sein des Paracartia grani est supposée mais reste a
confirmer. Les facteurs abiotiques ne sont pas impliqués
dans ces processus de divergence génétique.

Chez Artemia salina, la forte teneur en sel, est un
facteur de ségrégation des populations, I'adaptation des
artémies a cette condition aboutit a des populations
génétiguement distinctes. Un clivage génétique est
repéré, il met en évidence une séparation entre les
populations vivant dans de fortes teneurs en sel et
celles en pleine mer.

Mots-clés : milieux extréme, copépodes, Artemia ,
acides gras, diversité génétique, phylogénie,
génétique des populations.

Abstract

Traditional and molecular methods were utilized to study
zooplankton community of solar saltern of Sfax.

A dozen of species were identified in four ponds of
increasing salinity. Copepods were the most abundant
group in A5, Al6 and C41. M2 is monozoic with an
exclusive presence of Artemia salina.

Salinity have a crucial role in species distribution,
whereas, other factors such as N:P ratio have smaller
influence.

Fatty acids composition of copepods and Artemia
depends on  physico-chemical and biological
parameters. Owing to their Highly unsaturated fatty
acids (HUFAs) composition, copepods and Artemia of
the saltern of Sfax can be used as food source for
cultured fishes.

Copepods phylogeny is controversial because their
genetic structure is not clearly identifiable. The
existence of cryptic species within Paracartia grani is
assumed but should be confirmed. Abiotic factors are
not involved in processes of genetic divergence.

For Artemia salina, the high salinity, is a factor of
population segregation, the adaptation of Artemia in
such condition leads to distinct, genetically, population.
A genetic divide was identified, it highlights a separation
between population living in high salinity and those in
the sea.
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