CONTEXTE ET PROTOCOLE D’INTERVENTION
ANNEXE AUX CERFA n°13 617*0102

1. Description du projet

Ce projet de recherche est utile à une doctorante (Salomé Coquin) bénéficiaire d’un financement du CNRS avec le GDR OMER et à une personne en post-doctorat (Amélie Saunier) financé par une bourse A*Midex. Ce projet est porté Catherine Fernandez au sein de l’Institut Méditerranéen de Biodiversité et d’Ecologie (IMBE) avec la collaboration de plusieurs chercheurs de l’IMBE et du Laboratoire Chimie Environnement (LCE). Les objectifs de recherche et les prélèvements demandés ci-dessous seront pour ces deux personnes regroupées sous le même projet de recherche « BenthicVOC »

1.1. Contexte du projet de recherche
Les métabolites spécialisés sont des molécules produites en particulier par les végétaux (Plant specialized metabolites, PSM) qui participent aux interactions intra et inter-espèces et entre les espèces et leur environnement. Parmi les PSM on retrouve les composés non volatils mais aussi les composés organiques volatils biogéniques (COVB). En milieu terrestre, les PSM sont très bien documentés avec un grand nombre d’études métabolomiques (Niinemets, 2010 ; Cai et al., 2021). 
De plus, les COVB sont la principale source de carbone libéré dans l'atmosphère par les écosystèmes terrestres et marins, avec des émissions mondiales estimées à 1 PgC.an-1 (Yañez-Serrano et al., 2020). Les COVB, très volatils, appartiennent à différents groupes chimiques (e.g. terpénoïdes, benzénoïdes, Green Leaf Volatiles). Une fois libérés dans l'atmosphère, les COVB participent à des processus chimiques responsables de la formation d'ozone et d'aérosols secondaires ou de l'augmentation de la durée de vie de certains gaz à effet de serre tels que le méthane (Scott et al., 2014). Par conséquent, les COVB peuvent avoir un impact significatif sur la qualité de l'air et le climat qui, à leur tour, peuvent avoir un effet positif ou négatif sur les écosystèmes et la santé humaine (Hallquist et al., 2009). Les principaux facteurs abiotiques influençant les émissions de COVB des plantes sont la température et la lumière (Guenther et al. 1995), le taux de CO2 (Velikova et al., 2009), ou d’ozone (Niinemets, 2010) présents dans l’atmosphère, la nature du sol (Ormeño et al., 2007), la salinité (Teuber et al., 2008), ou encore le stress hydrique (Saunier et al., 2018). Les interactions biotiques ont également un impact sur les émissions de COVB. Ainsi, les blessures générées par l’herbivorie tout comme les interactions hôte-parasites influencent les émissions (Niinemets, 2010). Il est essentiel de connaitre les PSM et les sources d’émission des COVB et de comprendre comment les facteurs environnementaux, et notamment ceux qui accompagnent le changement climatique (e.g. température, précipitations, CO2), modifient ces émissions.
À ce jour, la majeure partie des connaissances sur les émissions mondiales de COVB proviennent de l'étude des écosystèmes terrestres, et nous ne savons pratiquement rien sur les émissions de COVB provenant des écosystèmes marins, ni du rôle que ces COVB peuvent jouer dans le fonctionnement et la régulation de la santé des écosystèmes marins. Des travaux historiques ont démontré que les océans peuvent émettre de grandes quantités de COVB tels que l'isoprène et le Sulfure de Diméthyle (DMS) (Peñuelas &Staudt, 2010), avec des points chauds pour les habitats hautement productifs tels que les récifs coralliens (Vickers et al., 2009 ; Exton et al., 2015). Des travaux novateurs ont également permis de découvrir que les écosystèmes marins émettent des cocktails de COVB très divers (le "volatilome") bien au-delà du DMS et de l'isoprène (Trowbridge & Stoy, 2013). Néanmoins, on manque encore de connaissances sur les émissions de COVB des Magnoliophytes marines et de leurs variations en fonction de facteurs abiotiques et biotiques. Ce projet vise à (i) caractériser le métabolomes volatils et non volatils des principales espèces de Magnoliophytes lagunaires méditerranéennes, (ii) caractériser le cocktail de COVB émis par les Magnoliophytes, et (iii) analyser leurs variations en fonction de facteurs abiotiques (température) et biotiques. Ainsi, ce projet permettra de combler cette lacune fondamentale dans les connaissances en utilisant pour la première fois une nouvelle approche interdisciplinaire, grâce aux objectifs suivants.

1.2. Objectifs du projet de recherche et réalisations prévues

Objectif 1 (S. Coquin) : Identifier les composés contenus des principales Magnoliophytes lagunaires et leur dépendance aux facteurs environnementaux.
Question 1 : Quelles sont les composés contenus dans les feuilles de plusieurs espèces de Magnoliophytes ? 
	Pour répondre à cette question, nous collecterons les composés contenus sur plusieurs espèces de Magnoliophytes de Méditerranée : Zostera noltei, Zostera marina, Cymodocea nodosa. Ces prélèvements seront ciblés sur une lagune méditerranéenne : l’étang de Thau.
Question 2 : Quelle est la dépendance des composés non volatils et des émissions de COVB vis-à-vis des facteurs environnementaux (lumière, température) par le biais notamment des changements saisonniers ?
	Dans les systèmes terrestres, les PSM dépendent fortement des saisons (Saunier et al., 2022), principalement en raison des variations saisonnières des conditions environnementales telles que la température ou la lumière. Il est donc logique d’envisager que le même phénomène se produise pour les organismes côtiers (comme cela a été démontré à l'échelle mondiale (Hopkins et al., 2016)). Dans les systèmes côtiers, les saisons agissent également sur la lumière et la température du milieu mais on ne sait pas encore si cela se traduit par des variations en PSM. Pour répondre à cette question, nous ferons des prélèvements de plantes sur les quatre saisons. Nous prévoyons d'observer des changements qualitatifs et quantitatifs dans les PSM et COVB émis en fonction des saisons et/ou température.

Objectif 2 (S. Coquin) : Identifier les émissions de COVB des Magnoliophytes et leur dépendance aux facteurs environnementaux.
Question 1 : Quelles sont les émissions de COVB des principales espèces de Magnoliophytes ? 
	Pour répondre à cette question, nous collecterons les COVB dans un premier temps en laboratoire, sur plusieurs espèces de Magnoliophytes de Méditerranée : Posidonia oceanica, Zostera noltii, Zostera marina, Cymodocea nodosa. 
Question 2 : Quelle est la dépendance des émissions de COVB vis-à-vis des facteurs environnementaux par le biais notamment des changements saisonniers ? Pour cette question, nous nous concentrerons sur la Cymodocée recueillie sur plusieurs sites, pour révéler son volatilome en fonction des saisons. Cette espèce est choisie car c’est une espèce emblématique de Méditerranée que l’on retrouve aussi bien en lagune qu’en mer. A ce jour aucun article portant sur les COVB n’existe sur cette espèce. Notre étude permettra de combler un manque de connaissances scientifique sur cette espèce et sur les herbiers de Méditerranée en général. 

Objectif 3 (A. Saunier) : Identifier les émissions de COVB des Magnoliophytes et leur dépendance aux facteurs biotiques et abiotiques.
Question 1 : Quelle est la dépendance des émissions de COVB vis-à-vis des facteurs abiotiques, notamment la hausse des températures ?
	Pour répondre à cette question, nous collecterons les COVB en laboratoire, sur plusieurs espèces de Magnoliophytes de Méditerranée : Posidonia oceanica, Zostera noltii, Zostera marina, Cymodocea nodosa. 
Question 2 : Quelle est la dépendance des émissions de COVB vis-à-vis des facteurs biotiques, notamment la prédation des herbiers ? Pour cette question, nous nous concentrerons sur la Posidonie pour révéler son volatilome en présence d’oursins.


	Pour les deux objectifs nous nous appuierons sur les Services Communs (SC) de l’IMBE : SC Dispositifs Expérimentaux pour les prélèvements et l’utilisations d’aquarium pour le maintien des organismes et le SC Écologie Chimique pour les analyses chimiques. 

2. Protocole d’extraction des molécules

Nous souhaitons extraire l’ensemble des composés dans les feuilles pour réaliser de la métabolomique : étudier l’ensemble des métabolites spécialisés de chaque espèce. Certains métabolites sont dégradés en métabolites spécialisés souvent volatils. C’est le cas du DMSP et du DMSO qui par dégradation donne du DMS, composés organique volatil soufré le plus émis par les océans (Vila-Costa et al., 2006 ; Jerkovic et al., 2018 ; Richir et al., 2021). Considérer tous les métabolites (volatils et non volatils) c’est intégrer l’ensemble des mécanismes métabolomiques pour mieux comprendre les moyens de défense des Magnoliophytes marines. 

L'extraction et l'analyse des métabolites sont adaptées de l'approche de Renault et al. (2017). Les feuilles sont congelées et lyophilisées puis broyées. Dix milligrammes de masse sèche (MS) de chaque échantillon est pesée et mis dans un tube Eppendorf. Les molécules contenues dans les feuilles des Magnoliophytes sont extraites à l’aide de solvant (Abdel-Aal et al., 2015 ; Jones et Douglas Kinghorn, 2012). Dans chaque tube, 400 μL de méthanol sont ajoutés et mis au bain ultrasons à température ambiante pendant 5 min. Ensuite, un volume de 200 μL de chloroforme sont ajoutés à l'extrait et vortexé pendant 10 s. Le surnageant (environ 300 μL) est transféré dans des microtubes UHPLC de 2 mL avant analyse.

L’extraction par solvant est la méthode la plus communément utilisée par un grand nombre d’études. Réaliser la même méthode permet de comparer nos résultats à la littérature scientifique pour ces espèces (Sugisawa et al., 2009 ; Ragunathan et al., 2019 ; Manilal et al., 2019 ; Richir et al., 2021). Une autre méthode aussi connue est la réalisation d’une huile essentielle mais ne permet de concentrer que les composés les plus apolaires (Kawasaki et al., 1998 ; Qiming et al., 2006).

Pour capter les émissions de COV directement dans une phase gazeuse, la méthode la plus utilisée est l’HS-SPME (Headspace solid-phase microextraction ; Microextraction sur phase solide dans un espace de tête) (Lancioni et al., 2022). Elle consiste à disposer une certaine quantité de matière végétale, souvent découpée en morceaux, dans un flacon scellé. Une seringue transperce le septum du flacon et une fibre SPME est introduite dans le flacon. Cette fibre, recouverte d’adsorbant, va capter les COV émis par notre végétale dans l’espace de tête ou phase gazeuse de notre flacon pendant un certain laps de temps. Le flacon peut être maintenu à une certaine température si on le plonge dans un bain marie. On peut alors mimer un réchauffement de l’eau ou bien fortement chauffer (60°C) pour que le végétale relargue plus de composés. Cette technique est de plus en plus utilisée et plus récente donc comparable avec la littérature actuelle (Jerkovic et al., 2018 ; Rubino et al., 2022 ; Zhu et al., 2022 ; Li et al., 2023).

Pour l’objectif 3, la collecte des COVB sera dynamique avec un flux d’air circulant dans les aquariums et les COVB seront adsorber directement dans des tubes de tenax. Une première question porte sur l’augmentation des températures à venir avec les changements globaux et une deuxième question sur la défense contre l’herbivorie. Pour ces 2 questions, les COVB des organismes seront récoltés selon plusieurs modalités.

La métabolomique et la méthode HS-SPME sont des méthodes déjà éprouvées pour des échantillons de ce type. 
Pour les herbiers de Magnoliophytes aucune étude n’existe encore avec un enregistrement in situ et en direct des émissions de COVB. Toutes les méthodes employées nécessitent du matériel végétal qui sera ensuite manipulé. Cette phase d’exploration, destructive de quelques individus, est nécessaire pour pouvoir comparer les méthodes entre elles.
Le but de ce projet est aussi à terme de mettre en place une méthode moins, voire non, destructive du milieu et des organismes. Nous voulons réaliser des cloches de terrain pour disposer les plantes sous la cloche directement sans porter atteinte aux herbiers et capter les COVB en direct avec un PTRMS (Proton-transfer-reaction mass spectrometry). Avant nous devons savoir si ces espèces sur nos sites d’intérêt émettent des COVB, lesquels et en quelles proportions pour ajuster nos méthodes d’extraction/d’analyse de chacun de nos appareils dont le PTRMS.Cette premiere phase permettra de conclure sur plusieurs questions : Est-ce qu’avec le PTRMS on capte les mêmes molécules qu’avec une fibre SPME, en même proportion ? Est qu’on retrouve des produits de la dégradation de métabolites primaires ? En effet, le PTRMS serait un outil nouveau pour mesurer des COVB sous l’eau donc s’il ne capte aucun COVB on doit être en mesure de dire si c’est parce que les Magnoliophytes sur ces sites n’en émettent pas ou si c’est cette méthode qui n’est pas adaptée. 

3. Protocole de prélèvements 
Les Magnoliophytes seront prélevées sur plusieurs sites dont les points GPS exact sont dans le Tableau 2 ainsi que le nombre de faisceaux prélevés par site pour les 4 saisons. 

[image: ]
Pour Posidonia oceanica et Zostera marina, les feuilles extérieures au faisceau (deux par faisceau) seront prélevées en utilisant des ciseaux, comme décrit sur la figure ci-contre, afin de ne pas nuire à la conservation des espèces récoltées. Nous prélèverons les feuilles sur :
· Objectif 1 : 10 faisceaux de Z. marina par point d’échantillonnage et par saison 
· Objectif 2 : 5 faisceaux de Z. marina et P. oceanica 
· Objectif 3 : 10 faisceaux de Z. marina et P. oceanica 

Pour les Zostera noltei et Cymodocea nodosa les feuilles extérieures au faisceau (deux par faisceau) seront également prélevées en utilisant des ciseaux. Pour C. nodosa uniquement 5 faisceaux seront concernés au cours des 4 saisons pour l’objectif 1. Pour l’objectif 2, les feuilles de 5 faisceaux par point et par saison seront prélevées en plus pour la Cymodocée. Nous prélèverons les feuilles sur :
· Objectif 1 : 10 faisceaux de Z. noltei et de C. nodosa par point d’échantillonnage et par saison 
· Objectif 2 : 10 faisceaux de C. nodosa par point d’échantillonnage et par saison et 10 faisceaux de Z. noltei
· Objectif 3 : 10 faisceaux de Z. noltei et de C. nodosa


Adresse : Une fois prélevés, les faisceaux seront transportés à la faculté de saint Jérôme (52, Avenue Escadrille Normandie Niemen, 13397 Marseille cedex 20) où ils seront congelés, lyophilisés et broyés pour l’objectif 1 et mis en aquarium pour l’objectif 2. 

Les dates de prélèvements sont prévues du printemps 2024 à l’hiver 2025. Dans le cas où les autorisations ne sont pas délivrées à temps, nous prélèverions au printemps 2025 à la place de printemps 2024, tout comme l’été 2024. Pour prévoir cela nous voudrions avoir l’autorisation de printemps 2024 à l’été 2025, sachant qu’on ne prélèverait au final que sur un seul printemps et un seul été.
Les dates exactes dépendront i) de la météo ii) de la disponibilité des bateaux du service de plongée de l’OSU Pytheas et des plongeurs professionnels. 

	BenthicVOC va permettre d’obtenir des connaissances sur la nature, la quantité et le rôle des PSM et COVB provenant d'organismes côtiers soumis à différents facteurs abiotiques et biotiques grâce à une approche multidisciplinaire basée sur la physiologie, la chimie atmosphérique et l'écologie chimique. Ainsi, les données collectées seront utiles à un large éventail de communautés scientifiques. De plus, les prélèvements de COVB sont complexes et peu employés en milieu marin. Ce projet permettra donc de développer un système de mesures des COVB original pour ce milieu. Notre forte expertise sur les systèmes de prélèvements en milieu terrestre nous permettra de lever les verrous techniques sur ce point. Enfin, les données sur les émissions de COVB d’organismes marins encore très peu étudiés permettront d’expliquer les manques observés dans les modèles de chimie atmosphérique (e.g. CHIMERE) à l’échelle globale.

4. Liste des participants et rôle dans le projet

Institut Méditerranéen de Biodiversité et d’Ecologie marine et continentale (IMBE)

Tableau 1 – Recensement des personnes impliquées dans le projet qui manipuleront directement les espèces.

	Salomé Coquin (doctorante)
	Prélèvement, Analyses, traitement

	Amélie Saunier (Post-doctorante)
	Prélèvement, Analyses, traitement

	Virgile Calvert (Tech Aquariums)
	Maintenance organismes en aquariums

	Dorian Guillemain (Tech plongeurs) 
	Prélèvements in situ (plongée)
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Tableau 2 - Localisation des points de prélèvement des Magnoliophytes et nombre de faisceaux prélevés pour les 4 saisons. Entre parenthèse le nombre de point GPS concernés pour un site par espèce. Code couleur par espèce et point GPS où on les retrouve


	
	Région
	Occitanie
	PACA
	Total (faisceaux)

	
	Départements
	Hérault
	Var
	Alpes Maritimes
	Bouches du Rhône
	

	
	Sites
	Etang de Thau
	Fréjus
	Golfe de la Napoule
	Anse de Carteau
	Marseille (Endoume)
	

	
	Point 1
	43°24'24.7"N 3°39'18.6"E
	43°23'33.1"N 6°44'05.4"E
	43°32'15.0"N 7°00'36.4"E
	43°22'34.7"N 4°51'04.8"E
	43°16'46.4"N 5°20'56.4"E

	

	
	Point 2
	-
	43°24'14.2"N 6°44'14.5"E
	43°32'48.5"N 7°00'14.7"E
	43°22'35.3"N 4°51'06.0"E
	-
	

	
	Point 3
	-
	-
	-
	43°22'37.3"N 4°51'46.3"E
	-
	

	Nombre de Faisceaux
	P. oceanica
	0
	0
	0
	0
	15
	15

	
	Z. noltei
	0
	0
	0
	20 (2 points)
	0
	20

	
	Z. marina
	0
	0
	0
	15 (1 point)
	0
	15

	
	C. nodosa
	10 x 4 saisons (1 point)
	10 x 4 saisons (2 points)
	10 x 4 saisons (2 points)
	5 x 4 saisons (1 point) + 10
	0
	150



Descriptif du nombre de prélèvements pour la Cymodocée :

Pour l’Hérault, cette espèce est concernée pour l’objectif 1 et 2 mais n’est présente que sur 1 des 3 points (le 3ème). On prélèvera alors les feuilles sur 5 faisceaux par objectif et par saison, soit 5*2*4 = 40 faisceaux concernées.
Pour les Bouches-du-Rhône, cette espèce est concernée pour l’objectif 2 et 3 mais n’est présente que sur 1 des 3 points. On prélèvera alors les feuilles sur 5 faisceaux pour l’objectif 1 et par saison, soit 5*4 = 20 faisceaux concernées et on ajoute les 10 faisceaux de l’objectif 3 = 30.

Pour les Alpes-Maritimes et le Var, on ne prélève que pour l’objectif 2 et sur 2 points par départements. Donc un total de 5faisceaux*2points*2départements*4saisons= 80 faisceaux concernés.

Au total :  40+30+80 = 150 faisceaux concernés
5. Choix des zones de prélèvement

Occitanie

Pour évaluer l’état et la position des herbiers de C. nodosa dans l’étang de Thau, nous nous basons sur le rapport de l’IFREMER et de l’agence de l’eau Rhône Méditerranée Corse : « Stratégie pour la mise en place d’un Observatoire de la température et des herbiers dans les lagunes méditerranéennes françaises » publié en 2022 pour le projet C2ZO. Nous pouvons y trouver ce genre de tableau avec les points GPS des espèces d’intérêt :











De même que pour la nouvelle Aquitaine, nous sommes également en Contact avec l’IFREMER à Sète pour avoir une équipe sur place qui puisse nous accompagner sur les sites.


PACA

Pour évaluer l’état et la position des herbiers de Z. marina et Z.noltei dans l’anse de Carteau, nous nous basons sur le rapport de GALATEA et de la préfecture des Bouches du Rhône : « Cartographie des phanérogames marines en fond de Darse 2 et analyse des incidences du projet sur ces espèces – Complément à l’étude d’impact suite à l’avis de la MRAe » publié en 2022. Nous pouvons y trouver ce genre de carte pour repérer les espèces :
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Enfin pour le golfe de la Napoule, Fréjus et Marseille, notre équipe de recherche dispose d’une équipe de plongée qui connaît déjà ces sites et savent où trouver ces espèces. Nous nous appuyons aussi sur des rapports de ZNIEFF où Dorian guillemain, notre plongeur, y figure (inventaire des ZNIEFF de PACA « Golfe de la Napoule » et «HERBIER DE CYMODOCÉES DE FRÉJUS ») . 
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Tableau 2 : Profondeur (Prof.), espéce étudiée et coordonnées géographique (Degrés
décimaux, WGS84) des stations suivies dans le cadre de I'observatoire « HERBIER ».

3 Ayrolle  AYR-ZN-03 <1m  Zostera noltei 3,0579 43,0827 Point Ayrolle (MARES2)
19 Thau THA-ZM-19 2-3m  Zostera marina 3,5383 43,3523  Point TH_ZM_C1 (MARHA)
20 Thau THA-ZN-20 2-3m  Zostera noltei 3,5734 43,3637 Point TH_ZN_C1 (MARHA)
21 Thau THA-CN-21 1-2m  Cymodocea nodosa  3,5927 43,4148
22 Thau THA-RP-22 <1m  Ruppia sp. 3,5970 43,3670

27 Urbino  URB-CN-10 <1m  Cymodocea nodosa 9,4748 42,0501 Point U10 (DCE)
28 Urbino  URB-CN-17 >3m Cymodocea nodosa 9,4903 42,0436 Point U17 (DCE)
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Figure 2 : Synthése schématisée des zones d’observation de C nodosa et des Zostéres
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