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L'azote minéral semble être un élément limitant pour la 

production primaire en Mer du Nord. D'autre part, l'Escaut apporte en mer 

d'importantes quantités de nitrate et d'ammoniaque dans des proportions 

déterminées par les phénomènes microbiologiques qui se produisent dans 

son estuaire.

Il est généralement admis que le phytoplancton peut em­

ployer le nitrate et l'ammoniaque comme source d'azote, mais préfère 

l'ammoniaque si toutes deux soni: disponibles. La présence dans le phyto- 

planston de nitrate réductase (NR), enzyme d'assimilation du nitrate a 

souvent été interprétée comme évidence de l'emploi du nitrate (Eppley et 

al 1969, Bates 1976, Conway 1977). L'absence de l'enzyme permet de dire 

qu'une source d'azote, autre que le nitrate, est employée par le plancton 

(ammonium, amines,urée).

Bien que l'activité enzymatique estimée in vitro est 

pius faible que l'assimilation de nitrate estimée par d'autres méthodes : 

disparition du nitrate (Eppley et al 1969), assimilation de (Collos

et al 1978), le dosage de la nitrate réductase dans le phytoplancton 

semble une bonne mesure qualitative de l'emploi du nitrate.

Simultanément à des mesures de nutrients, des dosages de 
nitrate réductase ont été effectués au large d.e Calais, dans -les eaux 

côtières belges et dans la partie aval de l'estuaire de l'Escaut (derniers 

35 ton) au cours d'un cycle annuel.

Le principe de la mesure de NR est d'obtenir un extrait 

cellulaire de phytoplancton, d'y ajouter du nitrate et un coenzyme sous 

forme réduite : NADH à des concentration non limitantes, et de suivre au 

cours du temps l'apparition de nitrite dans l'extrait.

Pour rapporter les dosages enzymatiques au phytoplancton, 

ils sont exprimés par unité de chlorophylle a.
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Extraction et dosage de la nitrate réductase.

L'extraction et le dosage de la NR employés sont décrits 

par Eppley et al (1969).

Le phytoplancton est recueilli sur des filtres en fibres 

de verre GF/C retenant les particules de taille supérieure à 1 pi. Par 

prélèvement, 3 filtres sont récoltés, 1 de ces filtres immédiatement sur­

gelé est destiné au dosage de la chlorophylle a.

Les deux autres filtres sont placés dans un potter à piston 

en têflon, ainsi que 4 ml de tampon pbpphate 0.2 M , pH 7.9 contenant 1mm/l 

de cystéine, agent réducteur. Le tout est maintenu dans un bain de glace.

Les filtres sont alors broyés pendant le temps minimum nécessaire à 

l'homogénéisation. 2.5 ml d'une solution de KNO^ (10 mM) et MgSO^(100 iriM) 

et 0.5 ml d'une solution de NADH (150 ^uM) sont ajoutés à l'extrait cellu­

laire. Une aliquote du mélange est immédiatement prélevée et filtrée sur 

membrane en acétate de cellulose de porosité 0.2 pi. 2 ml de filtrat sont 

bloqués par 5 ml d'éthanol p. a. et 0.2 ml d'acétate de zinc 1 M.pour doser 

le nitrite dans l'extrait cellulaire avant incubation.

Après incubation le reste du mélange est traité comme ' 
ci-dessus. Après centrifugation des extraits bloqués à l'éthanol

et à l'acétate de zinc, l'activité de la nitrate réductase est évaluée 

par la production de nitrite dans l'extrait cellulaire au cours de l'in­

cubation. La méthode eolorimêtrique de dosage du nitrite (Armstrong et al 

1967) a été employée.

La production de nitrite dans l'extrait cellulaire reste 

constante pendant la première heure (voir fig. 1). Une heure semble donc 

le temps optimal d'incubation.

Les mesures réalisées de mars 1977 à mai 1978 sont reprises 

dans le tableau n°1.
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Figure 1 : Evolution au cours du temps de la concentration en nitrite 
dans un extrait cellulaire de phytoplancton.
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Tableau 1 : Dosages de nitrate réductase de mars 1977 à mai 1978, exprimés 

en production de nitrite par litre d'ecv_ et par heure ( nm NC^/l-h) et 

par unité de chlorophylle (yum NO^ /mg chi. a. heure). Les valeurs correspon­
dantes de nutrients : NC^, NO^ + NO^, NH^, et de chlorophylle a (Lorenzen 

Limn. & Ocean. YL 343 1967) sont également indiquées.

N02 + N0~*

K*

pour 1977 : publié dans Tech. Rep. Survey 1978/02 (J.P.Mommaerts &
I. Elskens)

1978 : en préparation : G. Decadt & J.P. Mommaets.

Chi. a : pour 1977 : publié dans Tech. Rep. Survey 1978/03 (J. Neys &
A. Berthels)

pour 1978 : en préparation : J. Neys & A. Berthels.
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