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LE PHYTOPLANCTON : IMPORTANCE ET COMPLEXITE

Importance :
= Fonctionnement de 'Ecosystéme de la planéete

=  Micro-organismes (unicellulaires)
= Dynamique rapide (jour)

Complexité:
Diversité Grande gamme de tailles/abondances Dynamique

Abondance

. ® @ Two sample times
e = " Ohserved.trends..........

Temps (jours)



DYNAMIQUE DU PHYTOPLANCTON :
INFLUENCES DES VARIATIONS PHYSIQUES DU MILIEU

Evenements impulsionnels,
sporadigues <24h

Poussieres et pollutions
atmosphériques

Tempétes,
coups de vent

Phytoplancton

Température =
stratification

Couche de mélange

Apports pulsés de
sels nutritifs

*Une variation de £10% des coups de Mistral peuvent engendrer 54% de variabilité sur la production

annuelle en mer Ligure (Lacroix & Nival, 1998)

*Des tempétes hivernales en mer des Sargasses peuvent induire des pics de croissance qui sont a

I'origine d’exportation de matiere de I'ordre de 20% de I'exportation annuelle
(Lomas et al. 2009).



AUTOMATED HIGH FREQUENCY IN-SITU (SUBMERSIBLE OR NOT) FLOW
CYTOMETERS

=>» Fluorescence and light scatter intensities recorded for each particle (cell)

Imaging FlowCytobot
(IFCB) (Sosik et al.)
McLane Research Laboratories
Oct9th
Cytosense flow ;
cytometer A L e
Cytobuoy b.v. Optical pulses + Image in flow

(Thyssen et al.; Dugenne et al.,
Pommati et al.; Artigas et al., etc.)

SeaFlow cytometer

School of Oceanography,
University of Washington

Continuous, real-time
shipboard observations
of phytoplankton cells

(Ribalet et al.)



http://r20.rs6.net/tn.jsp?f=0017lSJPLKK4hrHcab6r_N5i3JMm7F7wFj2aFcMwSzQ4lwHQ1wOO-PS-88VfWGBPpse6a20XaHZlYWKSsRne6lwb03lGIYdAuizymfbvZxMtJQN9oS3VyHGcyzlR_Ptx3f9LuN3aREMMenSB6mUBFEVhxSOngrRy44JFyLU_M3pPE9qxx3QOQkn7SaNIinikzMrUZUqbK3MJCITRCdokN-ecVVDjhRYTJsjYAOFffwpSIMLH0krMQ9pasjmUeVkOHy0&c=BGbwfATURzhZfvvgovjrt3upTjWwUPn29NcHouV4DzgNQHOxuiAEaQ==&ch=w-NqHLPX1gYZH1vNE6IGEIY-k9vXFyuA9g05-fMSLjOHAhWOZVLkqw==

CAPTEUR INNOVANT EPROUVE:
CYTOMETRE EN FLUX AUTOMATISE CYTOSENSE (CYTOBUOY)

(Thyssen M., M.I.O)



Exemples de photos prises par le cytometre automatisé

Scrippsiella
Diatoms

Chaetoeros
With an auxospore...

Prorocentrum micans

Ciliates

Prorocentrum ?

300 pm

Chaetoceros spp.

C. Curvisetus or pseudocurvisetus



DE LA CELLULE A LA COMMUNAUTE PHYTOPLANCTONIQUE
ET A SA DYNAMIQUE IN SITU

Cytométrie en flux
automatisée
avec prise d’images
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ANALYSE DE DONNEES POUR CHAQUE ECHANTILLON

Groupes cytométriques Images

PARAMETERIZING

(ataxonomique) (taxonomique?)

ized by a set of eight parameters
for each channel. These contain

2 absolute entities and 6 entities
characterizing the profile shape.
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Abundances, average fluorescence and scatter Pictures of the cells
intensities per cell:
=» Chla content, cell size, biomass




ANALYSE DE DONNEES POUR L'ENSEMBLE DES ECHANTILLONS

Strategie :

Haute fréquence
(plusieurs fois/h)

Time / space

(clustering)
+

\ Data mining

Many samples collected
(several per hour)

(Cytometer programmed, remotely operated)
On a Buoy (EOL), on a Ferry (LEFE - Cel2sat),
a research vessel (DEWEX), or in a lab (EC2CO-MISE)

Besoins de méthodes
d’analyses automatisées

Dynamique des groupes

Abundance
(cell/ml)

> Average

cell size (au)
-Diffusion-

hlorophyll
Content (au)
- Red fluorescence -
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Project CNRS EC2CO-DRIL « Mise » (P.I. G. Grégori)




STANDARDISATION ET AUTOMATISATION DU TRAITEMENT
DES DONNEES

Association of traditional and such innovative approaches:

- Need for developing standardised procedures to measure phyto-
plankton diversity, abundance, and biomass

- and to perform better data analysis automation

DYMAPHY European Project (INTERREG IV A “2 Mers Seas Zeeén” project)

 DYMAPHY sets out to improve the assessment of the quality of marine waters in the 2
Seas (English Channel and Manche) area by using the phytoplankton as indicator. This
INTERREG IV A “2 Mers Seas Zeeén” project

— DYMAPHY Partners:

Université du Littoral Cote d’Opale (Dunkerque - Wimereux, France) (Pl: F. Artigas)
Cefas (Suffolk, England)

Rijkswaterstaat (Zeeland, Netherlands)

Ifremer (Boulogne sur Mer, France)

Université Lille 1 (Villeneuve d’Ascq - Wimereux, France)

CNRS (Lille - Wimereux, France)




NECESSITE DE METHODES AUTOMATISEES DE TRAITEMENT DES

DONNEES (DETOURAGE DES GROUPES, COMPTAGE, STATS, TENDANCES...)

= A.Malkassian - Classification tools for flow cytometry phytoplankton monitoring (MIO)

= Guillaume Wacquet - Constrained Spectral Clustering Algorithm FCM application (ULCO/
LISIC-Team)

= P.A. Hebert - Clustering and identifying Phytoplankton groups by FCM signal analysis, with a
new R-toolbox (ULCO/ LISIC-Team)

» K. Rousseeuw - Unsupervised Hidden Markov Model building for high frequency data
(IFREMER-ULCO)

= P.A. Hebert - DYMAPHY’s Results DataBase InputOutput Data, Structure, and Web Access

(ULCO/ LISIC-Team)

T. Rutten - Easy Clus software applications to in situ monitoring (Thomas Rutten Projects)

Methods:

e Clustering methods: Partitioning
-K-medoids, Fuzzy analysis [Kaufmann, 2005], Model Based clustering [Fraley ,2002].
e Visualization: MultiDimensional Scaling (MDS)

-Starting from the D, matrix, we seek for a 3D display of the dataset f
(i.e. the coordinate of particles in a 3D space) [Kruskal, 1978]. R

e Estimation of the optimal number of clusters
-The silhouette coefficient (SC) measures the amount of clustering structure that is discovered
by the classification algorithm for K-medoids and Fuzzy analysis [Kaufmann, 2005]
-Bayesian Information Criterion (BIC) is used for Model Based clustering [Fraley ,2002].

® Unsupervised Hidden Markov Model
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ESTIMATION DU BIOVOLUME PAR CYTOMETRIE EN FLUX

Size calibration

* Beads

T | T
a5 403 2981

FSC (a.u)

|
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Picophytoplankton
Nanophytoplankton

Mcroprilankton
-_I

403 2981

FSC {au)

22026

Forward Angle Light Scatter (FSC)
is a proxy of the size

N

Thanks to microbeads of various
diameters,
conversion of Forward Angle
Light Scatter (FSC)
in volume (um3)



ESTIMATION DU BIOVOLUME A PARTIR DES IMAGES
PRISES PAR CYTOMETRIE EN FLUX

Fiji Software (Imagel)

I Fii == =]

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

ol |ofE 4| +[3 |A|a| 0] 2|@|esu|ua] 0| £|&]_|>] E>
http://imagej.nih.gov/i

Object detection (edges)

@ Distance map

E”ikasEh(ij\Tto srj:;nea dimensions E“E@ biovol u me a Igo rith m
[Label s |BX X [width [Height  fFerst |Feretx  [Ferstr  [FeretAngle [MinFeret | = (MOberg & SOSlk)

1 283)fg B077.73628 19.66102 50.50847 B53.38053 5559322 G3.856603) 1966102 5220339 176.27860 54.12037
Limnol. Oceanogr.: Methods 10,
2012, 278-288

4

Object dimensions (=»ESD, etc.)

\

Estimation du biovolume




MODELE DE POPULATION STRUCTUREE EN BIOVOLUME
POUR CARACTERISER LA DYNAMIQUE DU PHYTOPLANCTON

Cytometric cluster biovolume distribution

Phytoplankton biovolume distribution is
linked to the growth rates, even when
populations are asynchronous.

)

y (t) : probability to grow "
9, (t) : probability to divide

A matrix population model,
fit to hourly cell size distributions,
accurately estimates division rates
of natural populations

Vir1/av
Via Vi

2._vi

Canas)
Modelisation
(Sosik el al., 2003)

(Courtesy M. Dugenne)



DYNAMIIQUE DU PHYTOPLANCTON SUR STATION FIXE

Automated flow
cytometer on
multi-instrumental
platform

7 - EOL Buoy (NW Mediterranean) : M. Thyssen (this session)

Rain Nitrates

Microphytoplankton

2401
0302
1302
2302
0403
1403
2403
2401
0302
1302
2302
0403
1403
2403
0304

- Berre Lagoon (NW Mediterranean) : M. Dugenne
Session 71, Thursday, 3:15 PM

8
@ N Dynamique de Gymnodinium

High frequency sampling
remotely controlled

(hundreds of samples)

Biovolume
Biovolume (m’)
15000

(satellite, internet, Wifi) 4
C ;:_1
o | Windevent |
. T
Sampling frequency =t &
adaptation (sudden event) i e e e T
o
Thyssen et a|.' 2014' Frontiers MiC., 5' 05/10 oe/llo 07/?0 os}lo 09510 w}uo n;lo 12110

Dugenne et al., 2014. Frontiers Mic., 5.



INFLUENCE D’EVENEMENTS IMPULSIONNELS @
SUR LA MISE EN PLACE DU BLOOM PRINTANIER 1115

Baie de Villefranche, bouée EOL
25 janvier - 6 avril 2012

’ Vi"efl’anche S
sur Mer 7

_43.:,41- 57u
Marine .

]
0.5 Km 7-:» 118' 41"

Thyssen M, Grégori GJ, Grisoni J, Pedrotti M, Mousseau L, Artigas LF, Marro S, Garcia N, Passafiume O and Denis
MJ(2014). Onset of the spring bloom in the northwestern Mediterranean Sea : influence of environmental pulse

events on the in situ hourly-scale dynamics of the phytoplankton community structure. Front. Microbiol. 5:387.
doi:10.3389/fmicb.2014.00387



GROUPES FONCTIONNELS DEFINIS PAR CYTOMETRIE EN FLUX

=» Jusqu’a 6 groupes fonctionnels de phytoplancton mis en évidence.
= Echantillonnage toutes les 2 heures
=>» Controle a distance en direct par liaison wifi
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Abondances

DYNAMIQUE DES GROUPES FONCTIONNELS

Maxima de NO3+NO2

/
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La variation journaliere des abondances et de la diffusion est liée au cycle cellulaire et
permet d’estimer une croissance nette in situ (Sozik et al. 2003, Ribalet et al., and Dugenne
et al. 2014)




INFLUENCE D’EVENEMENTS IMPULSIONNELS SUR
LA DYNAMIQUE D’ESPECES PATHOGENES

43472
laboratory
43471
43470 —
(sampling point)
43.460 oo

I I I I
5166 5168 5170 5172

Dugenne M, Thyssen M, Nerini D, Mante C, Poggiale J, Garcia N, Garcia F and Grégori GJ (2014). Consequence of a
sudden wind event on the dynamics of a coastal phytoplankton community : an insight into specific population
growth rates using a single cell high frequency approach. Front. Microbiol. 5:485. doi : 10.3389/fmicb.2014.00485

Project EC2CO-DRIL « MISE » http://www.youtube.com/watch?v=LUX66bD1_Fk



GROUPES FONCTIONNELS DEFINIS PAR CYTOMETRIE EN FLUX

picophytoplancton nanophytoplancton microphytoplancton
0,2 um < taille < 2 ym 2 um < taille < 20 ym 20 um < taille < 200 ym
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Effet du vent sur la dynamique de Gymnodinium
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Prospective 1 : Plateforme multi-instrumentée en baie de Marseille

mio &, Sitede la o
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Q

Dans le contexte réseau SOMLIT,
Programme ROMARIN, Labex OT-MED

La baie de Marseille:
Site privilégié pour suivre I'impact anthropique
Intérét socio-économique

Interfaces continent/mer et atmosphere/mer




‘] Prospective 2 : Continuous and high resolution observation rniq
P R— of the NW Mediterranean Sea S g H .
de Marseille (2 (A*MIDEX CHROME 350 k€) - I"
| -

INSTM

University
of Bologna
Salinité (SINCEM)
Oxygene
Fluorescence
Turbidité
CDOM
PCO2 et pH

Cytométrie automatisée

Relation physique/chimie et diversité fonctionnelle du phytoplancton sur
des criteres de résolution espace/temps similaires

* Couplage avec PHYSAT (LOG) pour une extrapolation des groupes
fonctionnels a I'échelle du bassin

 (Qcéanographie opérationnelle et modeles biogéochimiques




Prospective 3 : Observing Submesoscale Coupling At High
Resolution (OSCAHR, nov. 2015, Pis: A. Doglioli et G. Grégori)
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Relation physique/chimie et diversité fonctionnelle du phytoplancton sur
une structure physique

Couplage avec satellites et radar pour physique adaptative
Océanographie opérationnelle et modéles biogéochimiques




