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1 Introduction

Dans le cadre de la DCE (Directive Cadre sur I'Eau) du Parlement
Européen et du Conseil, adoptée le 23 octobre 2000, et transcrite en droit
francgais par la loi n® 2004-338 du 21 avril 2004, la biologie est I'une des
matrices de base dans |'étude et le suivi des masses d’eaux. Les diatomées
sont un des bioindicateurs utilisés en Europe pour diagnostiquer |'état
écologique des cours d’eau. La DCE a fixé comme objectif de retrouver le
« bon état écologique » des eaux de surface et souterraines d’ici 2015 dans
chaque Etat-Membre de I'Union Européenne. Le bon état écologique est
défini par le faible écart avec un état de référence correspondant a des
conditions non perturbées. Au niveau du territoire francais métropolitain,
des les années 70 I'évaluation de la qualité des eaux par les diatomées a
été approchée (Coste et Leynaud, 1974). Plusieurs indices ont par la suite
été créés, comme I'IPS, Indice de Polluosensibilité Spécifique (Coste, 1982),
ou encore I'IDG, Indice Diatomique Générique (Rumeau et Coste, 1988).
Depuis I'IBD, Indice Biologique Diatomée, est normalisé en France
métropolitaine (AFNOR, 2000 et AFNOR, 2007) et permet de définir et
d’évaluer ce bon état écologique (Circulaire MEDD/DE/MAGE/BEMA N° 14 du
28 Juillet 2005 modifiée le 13 Juin 2007).

Une étude préalable utilisant le calcul des indices IPS et IBD, ainsi que les
affinités écologiques a partir des compilations de Van Dam et al. (1994) a
été effectuée sur I'lle de la Réunion en 2006 et 2007 (Coste et al., 2008) au
niveau de 95 relevés. Cette étude concluait qu’un effort d’adaptation des
méthodes indicielles existantes allant de pair avec une meilleure
connaissance des especes présentes était nécessaire pour estimer plus
justement la qualité biologique des cours d’eau de cette ile.

L'objet de ce programme est la conception d’'un indice diatomique applicable
a La Réunion par l'acquisition des données taxinomiques et écologiques des
especes rencontrées afin que les exigences de la DCE puissent s’appliquer
sur ce territoire.

Ce rapport présente la méthodologie employée du prélevement a la
détermination.

Durant cette étude, les travaux de recherche ont été présentés a différents
colloques sous forme de communication orales (28eéme Colloque de
I’Association des Diatomistes de Langue Frangaise (ADLAF) a Banyuls en
septembre 2009, 30°™ Colloque ADLAF a Boulogne sur Mer en septembre
2011 et Colloque sur la Bioindication et la biodiversité des écosystéemes
d’eau douce en milieu tropical en Martinique, décembre 2010) ou de poster
(Journées Internationales de Limnologie a Thonon-les-Bains, octobre 2010).
Un article scientifique sur une nouvelle espece de diatomée, Kobayasiella
bebourensis, a été accepté et est sous presse. Il va étre publié dans la
revue, Journal of Phycology (vol. 48 (2012)), sous le titre « Kobayasiella
bebourensis, a new freshwater diatom species from Reunion Island, and
further observations on K. micropunctata and K. jaagii».
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2 Géneralités sur les
diatomeées

Historique

La Royal Society of London rapporte que la premiére diatomée a été
observée et décrite par un diagramme pour la premiére fois en 1703 par un
anglais dont le nom reste inconnu (Round, 1990). Leeuwenhoek,
Néerlandais connu pour ses améliorations du microscope optique, en a
sGrement vu la méme année mais il n'était pas un aussi bon illustrateur que
son contemporain. Au XIX®™ siecle, |'observation et la description de
nombreuses diatomées sont faites par des personnes qui restent célébres
dans le monde des diatomistes comme Bory, Erhenberg (qui les classait
déja dans les algues) et Kitzing. La classification des diatomées progressa
alors en méme temps que l'amélioration des microscopes. Pendant
longtemps, les diatomées étaient I'objet préférentiel pour tester la qualité
des objectifs des microscopes.

Morphologie

Les diatomées sont des microorganismes unicellulaires eucaryotes. Le
noyau est I'organite qui a donné son nom aux eucaryotes (eu = vrai, caryos
= noyau). Elles appartiennent au super groupe Chromalveolata Adl et al.,
2005 qui regroupe notamment les Stramenophiles Patterson, 1989, emend.
Adl et al., 2005 (Adl et al., 2005) avec la division des Bacillariophyta
Haeckel, 1878 (Diatomea Dumortier, 1821). Cette division est caractérisée
par des cellules végétatives dépourvues de toute trace de flagelles,
entourées d’une paroi cellulaire composée d’éléments silicifiés. La cellule est
composée de deux valves et de plusieurs bandes de ceinture.

La forme de la valve (linéaire, sigmoide, lanceolée, rhombique...), le type
d’'extrémité (capitée, rostrée, spatulée...), la présence de raphé, Ila
disposition des stries (paralleles, radiantes..) et bien d’autres
caractéristiques morphologiques permettent de différencier les différentes
espéces. Il existerait 2 x 10° espéces différentes de diatomées (Mann et
Droop, 1996) dans le monde, environ 15000 (en comptabilisant les
synonymes) sont encodées sous Omnidia (logiciel de calcul d’indices
diatomiques) (Lecointe et al., 1993). Quelques structures sont illustrées sur
les photos suivantes.
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Figure 1 : quelques éléments de la structure des diatomées

Bien que certaines diatomées puissent vivre en hétérotrophes, c'est-a-dire
en utilisant les matiéres organiques comme source de carbone, la plupart
sont des organismes autotrophes qui utilisent donc I'énergie lumineuse pour
réaliser la photosynthese. Elles font partie des producteurs primaires et se
retrouvent a la base des réseaux trophiques aquatiques.

Reproduction

La multiplication par division (reproduction asexuée), la plus fréquente,
entraine une diminution progressive de la taille des individus. En effet, une
nouvelle hypovalve est secrétée a partir de la séparation des deux valves du
frustule. Ce phénomeéne se répete jusqu’a ce que les dimensions du frustule
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atteignent un seuil minimal, a partir duquel les diatomées ont recours a une
reproduction sexuée qui permet de restituer la taille initiale de l'espéece
considérée. Le premier individu issu de cette reproduction sexuée constitue
la cellule initiale qui présente souvent une structure légerement différente
par rapport aux cellules végétatives.

Cellule initiale
L ]
1 cellule
E H
Stades
L]
3
E H 2 cellules
1
= Mitose
o
a
@ -
c s
o '
£ E| i | 4 cellules
a i
e A
£ .
-]
-4
8 cellules
Taille minimale 16 cellules
Méiose = []H

Figure 2 : diagramme schématique des reproductions sexuée et asexuée
chez les diatomées

Habitat

En riviere, le biofilm désigne la couche de couleur verte a brune, plus ou
moins épaisse et glissante, qui recouvre les rochers et galets du fond du lit
ainsi que les sédiments. Ce terme renvoie a la notion de micro-organismes
agrégés entre eux (Othoniel, 2006). Le terme de périphyton est défini
comme <« une communauté complexe de micro-organismes (algues,
bactéries, champignons, débris organiques ou inorganiques) attachée a un
substrat. Les substrats peuvent étre inorganiques, organiques, vivants ou
morts) » (Wetzel, 1983 in Othoniel, 2006). Biofilm et périphyton peuvent
étre considérés comme synonymes dans le cadre de cette étude. C'est ce
biofilm (ou périphyton) contenant notamment les diatomées étudiées qui a
été prélevé pour constituer les échantillons.
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Figure 3 : Diagramme schématique simplifié de la disposition des différentes
diatomées dans le biofilm. Modifié d'aprés Kelly et Yallop - DARES -
présentation

Les diatomées comme bio-indicateurs

De part leur écologie, les diatomées peuvent étre considérées comme de
bons bio-indicateurs. « Un indicateur biologique (ou bio-indicateur) est un
organisme ou un ensemble d’organismes qui, par référence a des variables
biochimiques, cytologiques, physiologiques, éthologiques ou écologiques,
permet de fagon pratique et slre, de caractériser I'état d’'un écosysteme et
de mettre en évidence aussi précocement que possible les modifications,
naturelles ou provoquées, de ce dernier » (Blandin, 1986).

Les principaux avantages des diatomées comme bio-indicateurs sont :
- une répartition importante dans toutes les rivieres,
- un échantillonnage rapide et « facile »,

- un cycle cellulaire rapide et par voie de conséquence une réaction rapide
aux perturbations,

- une relative insensibilité a la qualité physique du milieu,
- une technique de comptage au microscope « rapide » et fidele,

- un nombre de cellules par unité de surface de substrat énorme ce qui rend
I’évaluation des comptages aléatoires excellente,
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- les besoins écologiques des diatomées peuvent étre connus facilement,

- des enregistrements permanents peuvent étre fait pour chaque échan-
tillon (Round 1993 in Taylor 2005, Coste 1994).

Le plus gros inconvénient de I'étude des diatomées réside dans la
perpétuelle évolution de la taxinomie. De plus, elle n‘est pas forcément
acceptée par les différents diatomistes. Un autre probleme est le recours au
microscope électronique qui devient nécessaire pour les détails non visibles
au microscope optique.

Indices diatomiques

L'intérét principal des études biocénotiques est lintégration du facteur
temps, ce qui est complémentaire aux analyses chimiques qui peuvent étre
comparées a une photographie instantanée des conditions du milieu.

Ces dernieres décennies ont vu se développer, tant en Europe que dans le
reste du monde, de nombreuses méthodes qui tendent a traduire de
maniere fiable le niveau de dégradation ou de qualité des biotopes
aquatiques, a partir de I'étude des diatomées. Ces procédures se basent
généralement sur les préférences écologiques des différentes espéeces et ont
conduit a la mise au point et au développement de divers indices
diatomiques qui permettent d’évaluer la qualité biologique des cours d’eau,
de maniére chiffrée.

Bien que de nombreux indices soient développés pour le continent
européen, il n’‘existe que peu d’‘application en milieu tropical, malgré
I'existence de différentes études sur les diatomées qui aboutissent a la
publication de flore. Peut étre cité, un indice générique, GI pour Generic
index, basé sur le ratio de |I'abondance de certains genres par rapport a
d’autres (Wu, 1999 et Wu et al., 2002) qui a été appliqué pour des rivieres
de Taiwan.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Prélevement des échantillons

3.1.1Les stations d’'études

Les cing campagnes de prélevement prévues ont été effectuées et
ont fait 'objet d’un rapport de terrain pour chacune d’entre elles. Apres la
premiére campagne (51 stations), un réajustement a été apporté
aboutissant a I'ajout, notamment, de nouvelles stations suivies en physico-
chimie (Avenant N° 1 de la convention). Ces stations deviennent celles
définies pour toutes les campagnes suivantes de I'étude.

Un code de 4 lettres pour chaque station a été attribué dont Ia
nomenclature est détaillée ci-dessous.

Campagne Nom du cours d’eau (2 lettres) Station/prélevement

Exemple :

B GL C

B = Campagne B = avril/mai 2009
GL = Riviere des Galets
C = Station C = Amont barrage Ilo
La méme station lors de la campagne d’octobre/novembre 2008 a été codée
AGLC.
Figure 4 : Schéma explicatif des codes des relevés

Le tableau 1 dresse la liste des stations (code diatomée-code Office de I'Eau)
prélevées avec leurs coordonnées GPS ainsi que les dates de prélévements
selon les différentes campagnes.
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Tableau 1 : Liste des stations (code diatomée-code Office de I'Eau),
coordonnées GPS et dates de prélevement

Station Ls\;gi;ug: Latitud854WGS Altitude (m) | Code OLE Dates de prélc t selon
A B C D E

BCA 339048 7656089 370 34077 20/11/2008 | 24/04/2009| 27/10/2009 | 24/04/2010( 19/10/2010
BCB 339721 7650630 200 34079 20/11/2008 | 24/04/2009| 27/10/2009 | 24/04/2010( 19/10/2010
BEA 340964 7662566 1190 18800 20/11/2008 | 24/04/2009| 27/10/2009 | 24/04/2010( 19/10/2010
BNA 342502 7662218 1000 18121 20/11/2008 | 24/04/2009| 27/10/2009 | 24/04/2010( 19/10/2010
BPA 363475 7676522 8 23008 / 28/04/2009| 28/10/2009 | 28/04/2010| 12/10/2010
BSA 333748 7677727 346 14286 27/11/2008 | 20/05/2009 | 04/11/2009 | 27/04/2010( 27/10/2010
CMA 319046 7675113 1 16800 26/11/2008 | 11/05/2009| 02/11/2009| 03/05/2010( 25/10/2010
CVA 352860 7677010 250 22079 / 29/04/2009|21/10/2009| 01/05/2010) 20/10/2010
DNA 337065 7687272 70 14015 13/11/2008 | 28/04/2009| 20/10/2009 [ 04/05/2010| 21/10/2010
DNB 336403 7686795 260 14800 24/11/2008 [ 07/05/2009| 23/10/2009 | 04/05/2010( 21/10/2010
DNC 337926 7689400 20 14362 24/11/2008 | 28/04/2009 | 20/10/2009 | 04/05/2010( 21/10/2010
ERA 319046 7675113 1 15109 26/11/2008 | 11/05/2009| 02/11/2009| 03/05/2010( 11/10/2010
ESA 370214 7663999 190 28019 01/12/2008 | 27/04/2009| 02/11/2009 | 29/04/2010 18/10/2010
ETA 357858 7665863 532 26083 01/12/2008 | 27/04/2009 | 26/10/2009 | 05/05/2010 13/10/2010
FIA 343424 7673061 670 25027 28/11/2008 [ 01/05/2009| 30/10/2009| 05/05/2010( 15/10/2010
FJB 348441 7675977 350 25031 19/11/2008 | 13/05/2009] 21/10/2009 | 14/04/2010| 20/10/2010
GJA 355036 7680648 312 22011 24/11/2008 [ 04/05/2009| 19/10/2009 | 22/04/2010( 12/10/2010
GLA 337617 7666925 1400 18801 28/11/2008 | 30/04/2009| 29/10/2009 | 04/05/2010 | 14/10/2010
GLB 335125 7667023 1200 18105 28/11/2008 [ 30/04/2009| 29/10/2009 | 05/05/2010 | 14/10/2010
GLC 334000 7674430 300 17055 27/11/2008 [ 29/04/2009| 04/11/2009| 27/04/2010( 27/10/2010
GLD 330555 7678396 120 13093 27/11/2008 | 29/04/2009 | 04/11/2009 | 27/04/2010( 27/10/2010
GOA 333901 7645319 3 37101 / 11/05/2009| 02/11/2009| 03/05/2010 25/10/2010
GSA 347572 7656816 690 41016 04/12/2008 [ 05/05/2009| 03/11/2009 | 30/04/2010 | 26/10/2010
LGA 360302 7645148 685 46138 18/11/2008 | 25/04/2009] 22/10/2009 | 23/04/2010| 22/10/2010
LGB 359110 7642687 430 46078 18/11/2008 | 25/04/2009] 22/10/2009 | 23/04/2010| 22/10/2010
LGC 359369 7639703 270 46050 18/11/2008 | 25/04/2009| 22/10/2009 | 23/04/2010| 22/10/2010
LGD 359604 7635129 40 46090 18/11/2008 | 25/04/2009| 22/10/2009 | 23/04/2010| 22/10/2010
LNA 355695 7674288 666 26008 25/11/2008 [ 04/05/2009| 23/10/2009 | 25/04/2010( 11/10/2010
MAA 344265 7671094 670 25026 19/11/2008 | 13/05/2009] 21/10/2009 [ 01/05/2010| 15/10/2010
MAB 348944 7674644 360 25032 19/11/2008 | 13/05/2009] 21/10/2009 | 14/04/2010| 20/10/2010
MAC 352947 7677127 250 22078 19/11/2008 | 29/04/2009] 21/10/2009 [ 01/05/2010| 20/10/2010
MAD 363045 7679219 30 23060 01/12/2008 [ 29/04/2009| 19/10/2009 | 22/04/2010( 16/10/2010
MNA 332192 7646157 4 37800 / 11/05/2009| 02/11/2009| 03/05/2010 25/10/2010
MRA 351107 7664669 1300 25058 17/11/2008 | 27/04/2009| 28/10/2009 [ 25/04/2010| 18/10/2010
MRB 355769 7666733 851 26800 17/11/2008 | 02/05/2009| 26/10/2009 [ 04/05/2010| 12/10/2010
MRC 363101 7672829 60 27054 25/11/2008 | 27/04/2009 | 28/10/2009 | 25/04/2010( 12/10/2010
MRD 366189 7672946 5 27107 01/12/2008 | 27/04/2009 | 28/10/2009 | 28/04/2010( 12/10/2010
PLA 344866 7685016 140 21018 02/12/2008 | 28/04/2009 | 20/10/2009 | 20/04/2010 13/10/2010
PLB 343039 7680829 340 14287 02/12/2008 | 28/04/2009 | 20/10/2009 | 20/04/2010 13/10/2010
PLC 344381 7689221 25 21128 02/12/2008 [ 02/05/2009| 20/10/2009 | 03/05/2010( 11/10/2010
PNA 344924 7653202 410 41012 05/12/2008 [ 06/05/2009| 03/11/2009 | 26/04/2010( 23/10/2010
PNB 344673 7652339 350 41030 05/12/2008 [ 06/05/2009| 03/11/2009 | 26/04/2010( 23/10/2010
PTA 361999 7676910 40 23034 25/11/2008 | 28/04/2009 | 28/10/2009 | 28/04/2010 12/10/2010
ROA 360483 7673453 12 27104 25/11/2008 [ 04/05/2009 | 28/10/2009 | 25/04/2010( 12/10/2010
ROB 364195 7676713 5 23063 25/11/2008 [ 04/05/2009 | 28/10/2009 | 25/04/2010( 12/10/2010
ROC 360643 7673362 158 27044 / 04/05/2009 | 28/10/2009 | 25/04/2010| 13/10/2010
RPA 356739 7634990 10 46102 18/11/2008 | 25/04/2009| 22/10/2009 | 23/04/2010| 22/10/2010
SBA 361009 7673384 160 27046 25/11/2008 [ 04/05/2009 | 26/10/2009 | 25/04/2010( 13/10/2010
SEA 335830 7644693 35 38147 20/11/2008 | 11/05/2009| 22/10/2009| 03/05/2010( 11/10/2010
SGA 316949 7671492 40 15057 21/11/2008 | 15/04/2009| 09/11/2009 | 06/05/2010( 18/10/2010
SJA 357545 7685433 6 22174 24/11/2008 [ 04/05/2009| 19/10/2009 | 22/04/2010 16/10/2010
SJB 357499 7686466 1 22136 26/11/2008 | 11/05/2009| 02/11/2009| 03/05/2010( 25/10/2010
SZA 355794 7686544 3 22057 24/11/2008 | 28/04/2009| 19/10/2009 | 28/04/2010 16/10/2010
szB 353485 7684580 150 22180 24/11/2008 | 19/05/2009| 19/10/2009 | 29/04/2010( 16/10/2010
szc 352549 7682561 365 22144 24/11/2008 | 19/05/2009| 19/10/2009 | 28/04/2010 16/10/2010
SZD 355330 7687440 1 22800 26/11/2008 / / / /
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Le tableau 2 récapitule I'ensemble des stations prélevées et la
correspondance des codes utilisés, leur appartenance aux hydro-écorégions
de Wasson (2004) et certaines données de typologie de Malavoi (1998,
1999).
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Tableau 2 : Liste des stations prélevées (HER : Hydro-écorégion (Wasson), HMR : Hydro-Morpho-région (Malavoi))

Code Station HER de Wasson Typologie de Malavoi Avenant 1
BCA Le Grand Bras de Cilaos au Pavillon 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent HMR sous le vent , sous région cirque de Cilaos / systéme drainant I'ancienne caldeira, leurs couloirs de
sorties et les cones de déjection / profil en long concave classique / Roche mére 7,5% pour 29 km

BCB Le Bras de Cilaos  llet Furcy 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent analysés = cours d'eau "alluviaux" / Cours d'eau a séquences trés diversifiées
BEA Le Bras des étangs aux anciens thermes 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent /
BNA Le Bras de Benjoin a Cilaos (sentier de Trois Mares a Bras Sec) 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent HMR sous le vent , sous région cirque de Cilaos /Cours d'eau peu diversifié / trés torrentiel / 2 chutes

HMR au vent, Sous région pentes orientales / Cours d'eau trés diversifié (5,6 types de faciés dominants)
BPA Le Bras Panon aux Avocatiers 5 : Versants au vent / Cours d'eau peu torrentiels (radiers, plats dominent) + une proportion importante de faciés lentiques Station ajoutée a partir de la deuxiéme campagne

(plats et chenaux lentigues)
BSA Le Bras de Sainte-Suzanne a Mafate (amont captage ILO) 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent /
CMA La Ravine du Cimetiere a Saint-Paul 1 : Versants Sud-Ouest secs / Station dégradée suivi chimie/diatomée
CVA Le Bras de Caverne amont confluence Riviére du Mat 4 : Cirques Sud et Est au vent HMR au vent, sous région cirque de Salazie / Cours d'eau trés diversifiés 4 faciés plutt torrentiels Station ajoutée a partir de la deuxiéme campagne
(cascades, cascades-baignoire, rapide) / 4 chutes

DNA La Riviere Saint-Denis (amont captage AEP) 3 : Versants Nord intermédiaires

HMR au vent, sous régions vallées encaissées / Profil en long cahotique sur I'amont de son cours / Roche
DNB La Riviere Saint-Denis a I'aplomb d'llet a Guillaume 3 : Versants Nord intermédiaires mére 34,5% pour 13,3 km analysée = cours d’eau mixtes (roche mére et alluvions) / Cours d'eau &

séquences moyennement diversifiées
DNC La Riviére Saint-Denis au pont Vihn San 3 : Versants Nord intermédiaires
ERA La Ravine de 'Ermitage a I'Ermitage 1 : Versants Sud-Ouest secs /
- : o dre = eau ™ " reat A
ESA La Riviere de I'Est aval 5 . Versants au vent HMR Sud-Est / profil en I(?ng : profil tendu / 6,8% roche mere cours d'eau "alluviaux" / Cours d'eau a
séquences moyennement diversifiées / Rapides dominent
ETA La Ravine de I'Etang de Grand Etang 5 : Versants au vent /
FIA La Riviere des Fleurs Jaunes au CD 52 4 : Cirques Sud et Est au vent
HMR au vent, sous région cirque de Salazie / profil en long = profil concave classique / cours d'eau a
séquences peu diversifiées

FIB La Riviere Fleurs Jaunes a Salazie (amont barrage ILO) 4 : Cirques Sud et Est au vent

Page 13/28




Asconit Consultants / Office De I’'Eau Réunion

Code Station HER de Wasson Typologie de Malavoi Avenant 1
GIA Le Grand Bras de la Grande Riviere Saint-Jean (captage AEP) 5 : Versants au vent /
GLA La Riviére des Galets a Marla 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent
GLB La Riviere des Galets a Trois Roches 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent

HMR sous le vent / profil en long : chaotique sur I'amont de son cours / cours d'eau alluvial / cours d'eau

a séquences trés diversifiées
GLC La Riviere des Galets a Mafate (amont captage ILO et amont confluence Bras d"Oussy) 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent
GLD La Riviere des Galets a llet Malidé 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent
GOA La Ravine du Gol a Bel Air 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent / Station dégradée .Suw' Ch'm'e/ﬁj'atomee / Station ajoutée a
partir de la deuxieme campagne
GSA Le Bras de Sainte-Suzanne a Grand Bassin (600 m amont cascade) 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent HMR sous le vent / Cours d'eau moyennement diversifiés a faciés plutdt torrentiels / 1 chute
LGA La Ravine des sept bras & Cap Blanc 4 : Cirques Sud et Est au vent
LGB La Riviere Langevin (Cascade Grand Galet) 4 : Cirques Sud et Est au vent
HMR Sud Est / profil en long intégralement cahotique / 100 % Roche mére sur 8,8 km / Cours d'eau a
séquence moyennement diversifiées

LGC La Riviere Langevin a la Passerelle 4 : Cirques Sud et Est au vent
LGD La Riviére Langevin a Langevin (bassin Tamarin) 4 : Cirques Sud et Est au vent
LNA Le Bras des Lianes a Bellevue les Hauts 4 : Cirques Sud et Est au vent HMR au vent, sous régions pentes orientales //C(I:rz:uec:: trés diversifiés / Cours d'eau assez torrentiels
MAA La Riviere du Mat a l'let a Vidot 4 : Cirques Sud et Est au vent
MAB La Riviere du Mat a Salazie (amont barrage ILO) 4 : Cirques Sud et Est au vent

HMR au vent, sous régions cirque de Salazie / Profil en long concave classique / cours d'eau mixte Roche

meére/alluviaux / cours d'eau rapides a radier rapides / Cours d'eau a trois trongons caldeira/couloir/cone
MAC La Riviere du Méat a I'Escalier 4 : Cirques Sud et Est au vent
MAD La Riviere du Mat a 'embouchure (Bras de Pierre) 4 : Cirques Sud et Est au vent
MNA La Ravine du Maniron au Plateau du Gol 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent / Station dégradée suivi chimie/diatomée / Station ajoutée

a partir de la deuxiéme campagne
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Code ‘ Station HER de Wasson Typologie de Malavoi Avenant 1
MRA La Riviére des Marsouins & La Plaine des Palmistes (Bébour) 5 : Versants au vent
MRB La Riviere des Marsouins a Takamaka 1 5 : Versants au vent
HMR au vent, vallée encaissée / profil en long cahotique sur I'amont de son cours / cours d'eau mixte /
cours d'eau a séquence trés diversifiées
MRC La Riviere des Marsouins a Bethléem 5 : Versants au vent
MRD La Riviere des Marsouins 50 m aval RN2 5 : Versants au vent
PLA La Riviere des Pluies a I'llet Quinquina (amont canal la Mare) 3 : Versants Nord intermédiaires
PLB La Riviere des Pluies & I'aplomb du piton Tanan (gorge aval Ravine Diable) 3 : Versants Nord intermédiaires HMR au vent, vallée encaissée / cours d'eau alluviaux / cours d'eau a séquence trés diversifiées
PLC La Riviére des Pluies (embouchure) 3 : Versants Nord intermédiaires
PNA Le Bras de la Plaine (amont captage SAPHIR) 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent
HMR sous le vent / profil en long concave classique / cours d'eau alluviaux / cours d'eau a séquence trés
diversifiées
PNB Le Bras de la Plaine a I'llet du Bras Sec (aval puits AEP) 2 : Cirques Sud-Ouest sous le vent
PTA Le Bras Pétard Libéria 5 : Versants au vent /
ROA La Riviere des Roches a Mon Désir 5 : Versants au vent
A N " . HMR au vent, sous région pente orientale / profil en long intégralement cahotique / Cours d'eau coulant
RoB La Riviére des Roches & Beauvallon (amont radier) 5 : Versants au vent majoritairement sur roche mére / cours d'eau a séquence moyennement diversifiées
ROC La Riviére des Roches a Abondance 5 : Versants au vent Station ajoutée a partir de la deuxiéme campagne
RPA La Riviere des Remparts Le Butor 4 : Cirques Sud et Est au vent /
SBA Le Grand Bras a I'Olympe (amont confluence Riviere des Roches) 5 : Versants au vent /
SEA La Riviére Saint-Etienne & la Chapelle 4 : Cirques Sud et Est au vent /
SGA La Ravine Saint Gilles au captage du verrou 1 : Versants Sud-Ouest secs HMR sous le vent / cours d'eau a séquence moyennement diversifiées
SIA La Grande Riviére Saint-Jean aval Quartier Frangais 5 : Versants au vent
HMR au vent, sous région pentes orientales
SiB La Grande Riviére Saint-Jean & Bois Rouge 5 : Versants au vent Station dégradée suivi chimie/diatomée
SZA La Riviere Sainte-Suzanne aux Cascades (radier Niagara) 3 : Versants Nord intermédiaires
SzB La Riviere Sainte-Suzanne (amont cascade Niagara) 3 : Versants Nord intermédiaires
HMR au vent, sous région pente orient / le profil en long intégralement cahotique / cours d'eau coulant
majoritairement sur roche mére / cours d'eau a séquences peu diversifiées
szc La Riviere Sainte-Suzanne au Bassin Grondin 3 : Versants Nord intermédiaires
SzD La Riviere Sainte-Suzanne au Village Desprez 3 : Versants Nord intermédiaires Station supprimée a partir de la deuxiéme campagne
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La figure 5 représente la localisation des différentes stations.

Echelle 1/700000

Figure 5 : Carte de localisation des stations

Le choix préliminaire des stations du réseau d’échantillonnage, mise en
place en accord avec |I'Office de I'Eau, permet une couverture relativement
compléte des différents bassins versants hydrographiques de Iile. Ce qui
permet la capitalisation des informations nécessaires pour |’évaluation a
terme de I'Etat Chimique et de I'Etat Ecologique des masses d’eau, comme
requis par la DCE. L'ensemble des hydro-écorégions définies par Wasson
(2004) a I'exception d’'une, nommée formations volcaniques récentes, est
pris en compte. Celle-ci correspond au versant Sud-Est du Piton de la
Fournaise qui n‘a pas de réseau hydrographique organisé.

Quatre stations particulierement dégradées sont suivies spécifiquement
pour les diatomées (avec prélevements complémentaires en chimie) afin
d’obtenir des informations sur les sites les plus pollués qui sont en faible
nombre a La Réunion. En effet, le but des indices biologiques est d'évaluer
le degré d’altération anthropique, ce qui nécessite de s’appuyer sur le
gradient maximum d’altération qu’il est possible de rencontrer sur l'ile. Ces
jeux de données couplant chimie et flores phytobenthiques permettent de
définir les différents profils écologiques des especes de diatomées
rencontrées au niveau de ces sites.

A |'exception de 12 stations qui font I'objet de prélevements de diatomées
exclusivement, les 43 autres sont en commun avec au moins un autre volet
de I'’étude ; poissons et macrocrustacés et/ou invertébrés.

Au bilan, le nombre de relevés phytobenthiques collectés tout au long de
I'étude (51 + 55 x 4).
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3.1.2Protocole d’échantillonnage

La structure des communautés change selon les substrats utilisés, les
perturbations (crues), les nutriments présents et par le broutage d’autres
organismes (Biggs et al, 1998 in Taylor et al., 2005). L'effet saisonnier
(différences thermiques, de débits, de dilution, voire rythmicité d’altérations
comme celles liées aux usages agricoles, a |'agro-alimentaire...) n’est pas
négligeable a priori sur les diatomées. Comme les espéces entrant dans
I'indice seront seuillées sur un critere d’occurrence et/ou d’abondance
relative, il est important d’avoir prospecté la variabilité saisonniere pour une
assise représentative des espéces partie intégrante de l'indice.

Pour les campagnes de prélevements déja réalisées, les prélevements ont
été effectués a I'étiage. Pour la plupart, ils ont eu lieu a distance suffisante
des évenements hydrologiques perturbants (crues...) et préférentiellement
au centre du lit du cours d’eau.

La méthode de prélevement s’inspire des normes IBD (NF T 90-354) de
décembre 2007 et de la norme européenne (NF EN 13946) de juillet 2003
et des articles de Kelly et al. 1998 et Prygiel et al. 2002.

Il existe différents microhabitats (épipelon (sédiments), épipsammon
(sable), épilithon (graviers, pierres, blocs, roche meére), épiphyton
(macrophytes)) qui présentent des assemblages différents de diatomées. Le
substrat dur naturel (pierres, blocs) a été choisi parce que les rivieres
réunionnaises s'y prétent bien, avec ce type de substrats facilement
disponibles. La majorité des indices déja existants est basée sur ce type de
substrat qui s’est avéré performant (Kelly et al. 1998 et Prygiel et al. 2002).
Les substrats devront étre de taille suffisante pour ne pas étre déplacés par
le courant et une attention particuliere a été portée pour étre sir qu'ils
n‘aient pas été exondés au cours de la période précédant le prélevement.
Toutes les profondeurs sont échantillonnables tant qu’elles demeurent dans
la zone euphotique.

Un échantillon n’est constitué que d’un seul type de support. Les zones
effectués ont été faits préférentiellement dans la veine d’eau principale en
zone lotique (préférence pour les radiers) et éclairée (évitement des
couverts forestiers). Les zones a faible courant, quand cela était possible,
ont été bannies car elles permettent le dépbt de sédiments et autres débris
en suspension, ainsi que la persistance des diatomées mortes
(thanatocénose). Si, malgré les précautions prises il reste des débris sur le
support, il peut étre agité brievement dans I'eau du courant.

La pression d’échantillonnage étant a moduler en fonction de la densité des
biofilms diatomiques présents sur les substrats, une surface comprise entre
100 et 1000 cm2 a été prospectée et échantillonnée sur au moins 5 a 20
substrats différents. Par retour d’expérience sur les milieux tropicaux, cette
surface est supérieure a ce qui se pratique généralement sur le continent
européen. En effet, la disponibilité d’'une quantité suffisante de matériel
permet d’une part de sécuriser |'archivage des échantillons et d’autre part
de faciliter le travail en laboratoire lors du traitement chimique des
échantillons. Le but de l'analyse étant d’obtenir des valeurs fiables
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d’abondances relatives des différentes especes présentes dans I'échantillon,
I'effort suffisant de I’échantillonnage permet une assise plus représentative
de ces communautés, mais n‘impose pas une connaissance de la surface
exacte d’échantillonnage (approches non quantitatives). Le choix des
supports est aléatoire vu la disponibilité du type de substrat prélevé. Les
diatomées ont été récoltées par grattage de la surface supérieure des
substrats (celle toujours en contact avec lI'eau) (Cazaubon & Loudiki, 1986)
a l'aide de brosses a dents. Afin d'éviter toute interférence entre deux
échantillons, les brosses sont systématiquement remplacées a chaque
relevé.

Le matériel biologique prélevé est immédiatement fixé au formol tamponné
(10 % (v/v)) et conservé dans un pilulier. L'éthanol 90 % (v/v) peut
également servir de fixateur.

Les renseignements suivants sont portés sur chaque flacon : code station,
date du prélevement, nom du préleveur. Des photographies de chaque
station sont réalisées.

La plupart des sites se préte bien a la réalisation de prélevement de
diatomées selon le protocole choisi et détaillé ci dessus. Pour quelques
stations comme sur l'ancien bras de la riviere Sainte-Suzanne (abandonné
apres la premiere campagne), la Ravine du Maniron et la riviere des
Marsouins a Bébour (pour certaines campagnes) la récolte n‘a pu étre
effectuée qu’en facies lentique. La méthode doit pouvoir s’appliquer dans
des zones lentiques bien que les facies lotiques sont privilégiés.

Une fiche décrivant la station est remplie sur place.

En résumé

1- Vérification de la localisation du site (position GPS, cartographie,
photos...).

2- Choix de la station de prélevement (Pierres en zone lotique éclairée
plutét dans la veine principale du cours d’eau).

3- Choix du substrat, dans l'idéal, pierre sans dépot de sédiments et sans
macrophytes (bryophytes, algues filamenteuses...)

4- Récupération de I’épilithon par brossage de la face supérieure d'une
dizaine de pierres avec une brosse a dent neuve

5- Récupération de la récolte dans un pilulier étiqueté
6- Fixation du préléevement

7- Renseignement de la fiche de prélevement et réalisation des photos
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3.2 Traitement chimique et fabrication des lames

Les échantillons prélevés ont été acheminés a I'agence Asconit de
Toulouges par nos soins.

Une partie aliquote fait I'objet d’un traitement chimique pour préparer les
lames d’observation. L'objectif de ce traitement est de débarrasser les
diatomées de leur contenu cellulaire ainsi que de la matiere organique
présente dans l|’échantillon. A l'issu de ce traitement, il ne restera dans
I’échantillon que les parties minérales et donc les frustules en silice des
diatomées. L'aliquote est débarrassé du formol utilisé pour la fixation par
des cycles de lavages/décantation a I'eau déminéralisée dans des béchers.
Les béchers sont couverts pour éviter toutes contaminations entre
échantillons. De l'acide chlorhydrique est ajouté pour éliminer les
carbonates de calcium et commencer l'attaque de la matiere organique.
Apres rincage et décantation, le surnageant est éliminé par pipetage. La
préparation est ensuite mise a chauffer avec du peroxyde d’hydrogene
durant une journée. La température de la solution doit étre d’environ 90°C
pour obtenir un traitement optimal durant une dizaine d’heures. Quatre
cycle rincage/décantation sont ensuite effectués pour éliminer tous les
résidus des produits chimiques utilisés.

La totalité des échantillons des cinqg campagnes a été traitée.

Aprés homogénéisation de I’échantillon traité restant, une goutte est
déposée a l'aide d'une pipette pasteur sur une lamelle préalablement
dégraissée (dans de l'eau savonneuse) ensuite celle-ci est laissée au repos
jusqu’a I'évaporation totale du liquide. Le séchage se déroule a température
ambiante. Le montage de la lamelle sur la lame se fait dans un milieu a
indice de réfraction élevé (Naphrax, Brunel Microscopes Ltd). La plupart des
détails structuraux des diatomées sont a la limite de la résolution de la
lumiere ce qui explique l'utilisation de ce milieu de montage. Une
vérification de la concentration en diatomée en conditions réelles de
comptage (objectif X100) est réalisée, pour aboutir aprés réglage (dilution
ou concentration de I’échantillon traité) a une densité correcte de 10 a 20
unités diatomiques par champs. La lame est alors préte pour la
détermination et l'inventaire.

La majeure partie de I’échantillon traité est archivé dans I'éthanol et pourra
étre utilisée notamment pour les préparations pour le microscope
électronique et la fabrication ultérieure de lame d’observation.
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3.3 Détermination des taxons et inventaires

Les inventaires ont pu étre effectués sur 269 relevés. Les
inventaires floristiques des stations AROB (La Riviere des Roches a
Beauvallon (amont radier) - premiere campagne) et BCVA (Le Bras de
Caverne amont confluence Riviere du Mat - deuxiéme campagne) n‘ont pu
étre réalisés par manque de matériel biologique. Un inventaire
supplémentaire issu d’un rejet sur une rive de la Riviere Saint Denis a été
effectué.

Les observations se font au grossissement X1000. Le microscope
photonique utilisé est un Leica DM5000 B (Leica Microsystems GmbH,
Germany) qui permet des observations en fond clair, en contraste de phase
et en contraste interférentiel différentiel (DIC). Ces différentes techniques
d’éclairage permettent une meilleure visualisation des petites especes ainsi
gue des détails des ornementations. Un systéme de capture vidéo (caméra
Leica DFC 420 digital) permet de photographier les différents individus ainsi
que de les mesurer en direct.

i
i

il |

i
1. .

F

Figure 6 : Microscope et logiciel de capture d'image et de mesures

Il existe plusieurs méthodes de comptage des unités diatomiques
référencées notamment dans CEN 2004. Les choix effectués sont listés ci-
dessous.

L'unité de base choisie est la valve (1 frustule = 2 valves). Le nombre de
valves comptées a été fixé a 500. Il est recommandé de compter entre 300
a 500 unités selon le CEN 2004 et au moins 400 selon la norme AFNOR
2007. L'analyse de la lame se fait par champs par un balayage lent, vertical
ou horizontal, et chaque unité diatomique présente dans le champ
d'observation est identifiée et ajoutée au total jusqu'au champ
d’observation suivant. Le mode opératoire est répété jusqu’a I'obtention du
total d’'unités requis. Une attention particuliere est apportée pour ne pas
compter plus d’une fois une unité diatomique. La prise en compte des
valves cassées se fait uniquement si au moins un péle et la partie centrale
sont présents, ce qui évite de compter deux fois la méme unité. La méme
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regle est utilisée si l'unité dépasse du champ d’observation. Les taxons
observés sont régulierement photographiés pour éviter toute dérive
d’identification pour les taxons déja connus et pour une recherche
ultérieure pour ceux encore non connus.

Des prises de vue au microscope électronique ont déja été effectuées, soit
par M. Coste (Cemagref Bordeaux) et E. Sellier (CREMEM de I'Université de
Bordeaux 1) avec un microscope électronique ZEISS EVO50, soit par R. Le
Cohu, C. Deshayes, S. Le Blond-Duplouy (Université Paul Sabatier
Toulouse) et G. Gassiole (Asconit consultants) avec un microscope
électronique JEOL-JSM 6700F.

D’un point de vue pratique, les inventaires sont effectués a l'aide d’une
macro Excel qui joue le rbéle de compteur manuel. Une « courbe
d'épuisement » peut alors étre tracée ce qui permet d’avoir une image de la
diversité spécifiqgue de la lame comptée. Cette méthode (1000 unités
comptées) a été appliquée lors des inventaires de la deuxiéme campagne et
de la troisieme campagne.
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Figure 7 : Capture d’écran d’'un comptage
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Figure 8 : Exemple de courbe d’épuisement

A partir de 500, les taxons nouveaux apparaissant dans le comptage
présentent une abondance relative toujours inférieure a 1%. Au niveau de
la diversité spécifique le tableau 2 récapitule le pourcentage de nouveaux
taxons de l'inventaire apparaissant de 100 en 100 au cours du comptage.

Tableau 3 : Pourcentage de nouveaux taxons de l'inventaire apparaissant
de 100 en 100 au cours du comptage (sur le jeu de tous les relevés de la
deuxiéme campagne et de la troisieme campagne)

Nombre d'unités
comptées

Pourcentage de nouveux taxons apparaissant dans l'inventaire par rapport a

la diversité totale de I'inventaire

Moyenne

Minimum

Maximum

Médiane

100

46

8

73

46

200

15

35

14

300

10

26

10

400

9

27

500

12

50

600

25

700

13

800

33

900

50

1000

13

Si I'on considéere la médiane, a partir de 600 unités comptées par rapport a
500, il n'y a plus que 2% de nouveaux taxons comptabilisés. La limite de
500 unités comptabilisées a été choisie et semble étre représentative de la
diversité spécifique d’'un échantillon.
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Les déterminations ont été effectuées en s’aidant de nombreuses flores
disponibles dont un apercu non exhaustif suit.

Siibwasserflora von Mitteleuropa :

KRAMMER K. and LANGE-BERTALOT H., Bacillariophyceae 1. Naviculaceae. H. Ettl, G. Gartner, J. Gerloff, H.
Heynig and D. Mollenhauer ed., Siibwasserflora von Mitteleuropa - Vol.2/1 (Gustav Fisher Verlag, Stuttgart -
New York, 1986). 876 p.

KRAMMER K. and LANGE-BERTALOT H., Bacillariophyceae 2. Bacillariaceae, Epithemiaceae, Surirellaceae. H.
Ettl, G. Gartner, J. Gerloff, H. Heynig and D. Mollenhauer ed., Sibwasserflora von Mitteleuropa - Vol.2/2
(Spektrum Akademischer Verlag, Berlin, 1988). 611 p.

KRAMMER K. and LANGE-BERTALOT H., Bacillariophyceae 3. Centrales, Fragilariaceae, Eunotiaceae. H. Ettl, G.
Gartner, J. Gerloff, H. Heynig and D. Mollenhauer ed., Sibwasserflora von Mitteleuropa - Vol.2/3 (Spektrum
Akademischer Verlag, Berlin, 1991). 599 p.
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