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SPECIATION BIOCHIMIQUE DE LA PRODUCTION PHYTOPLANCTONIQUE

PARTICULAIRE

Ch. LANCELOT

INTRODUCTION

La valeur nutritionnelle d'une proie est fonction de sa com-
position en éléments essentiels & la croissance et a4 la repro-—
duction du consommateur ainsi que de son degré de digestibiliteé.
La connaissance des variations de la composition biochimique

du phytoplancton constitue dés lors une étape supplémentaire

i la compréhension des interactions phyto - zooplancton et

+zooplancton.

hvto - ié détritique éri
phyto - matiéres tritiques _ . .iéries.

La composition biochimique du phytoplancton ne peut &tre
mesurée directement en raison de la présence, inhérente au
mode de prélévement, de matiéres détritiques.

La méthode statistique des régressions linéaires a permis de
lever cette interférence et d'estimer les variations saison-
niéres de la composition biochimique du phytoplancton dans la
zone cdtidre de la mer du Nord (voir rapport ARC 1977).

Cette méthode présente cependant certains désavantages

elle nécessite un grand nombre de résultats.

elle n'est statistiquement valable que pour des périodes

de croissance bien caractéristiques.

- elle n'est utilisable qu'en milieu homogéne.

Le fractionnement biochimique du carbone organique nouvel-

lement synthetisé par le phytoplancton est un moyen plus
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rapide de lever l'interférence des détritus. La méthode de
fractionnement biochimique a été choisie afin de répondre
aux exigences suivantes :
- 8tre suffisamment simple que pour &tre appliquée
en milieu naturel.
- €tre sensible 4 un changement du milieu extérieur
ou de l'état physidogique.
Nos récents travaux effectués dans la baie Sud de la Mer du
Nord (rapport ARC 1977) montrent qu'un changement du milieu
extérieur influence les quantités relatives des protéines,
carbohydrates et lipides des populations phytoplanctoniques.
Myklestad et Haug (1972) montrent que cette différence s'ex-
prime par la synthése plus ou moins importante du polysaccha-
ride B 1-3 glucan chez les populations phytoplanctoniques

composées en majorité de diatomées.

Sur la base de ces informations, le choix du fractionnement
biochimique s'est porté sur la méthode de Morris et Al (1974),
méthode qui sépare polysaccharides et protéines. Cette mé-
thode est cependant incompléte car elle n'isole pas les
lipides. Seules seront donc discutées dans ce travail les
variations des vitesses de formation des protéines et des

polysaccharides en relation avec le milieu. Dans ce but, trois

milieux totalement différents quant & leur composition en

éléments nutritifs, leur production phytoplanctonique et

leur stock en matiére organique particulaire ont &té mesurés
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simultanément & différentes périodes de 1'année :

milieux riches : Baie Sud de la Mer du Nord (Ostende)

: estuaire de 1'Escaut (Hansweert)

milieu oligotrophe : Manche (Calais)

MATERIEL ET METHODES

Toutes les mesures sont effectuées sur un méme &chantillon

prélevé a4 3 m.

~ . .. - . 14
Des échantillons d'eau de mer additionnés de bicarbonate C
ont &té incubé&s in situ et in vitro (12000 lux) pendant
quatre heures, centrées autour de midi de maniére & avoir

un éclairement relativement constant.

Aprés incubation, les &chantillons ont &été filtrds douce-
ment (p < 100mmig) sur filtres GF/C, rincés d 1'eau de mer
filtrée, et immédiatement congelés.

Le fractionnement biochimique s'est effectué suivant
le tableau I. La radioactivité de chaque fraction a &té
mesurée par scintillation liquide. L'efficience de chaque
type de comptage a été calculée par addition d'un standard

interne (hexadecane ]4C).

B) Mesure des stocks

Les concentrations en protéines, carbohydrates, lipides

et pigments chlorophylliens ont &té& mesurées sur la matiére




NETRERETENEE VN, TS N T S

bt boobs ool ek St i e a0

o e e A s 8 i

ERPVRS P RPN S

particulaire recueillie par filtration sur un filtre GF'/C.

RESULTATS

A) Tests préliminaires

a) calcul d'erreur (seuil de signification : 957%)

Trois échantillons (vol. = 40 ml) ont &té prélevés d'une
méme bouteille. La production particulaire a été fractionnée
suivant le schéma repris dans le tableau T.

L'erreur calculée pour un niveau de confiance de 95 7 est

de 14 7 pour les petits métabolites, 4 7 pour les polysac-—
charides et 7 7 pour les protéines.

L'erreur importante observée dans la mesure des petits méta-

bolites pourrait &tre due & un mauvais ringage des filtres.

b) Effet du temps d'incubation

Une cinétique de marquage réalisce en incubation
(afin de négliger tout effet supplémentaire d'une variation
de la lumidre) montre qu'un régime stationnaire est rapi-
dement atteint dans le marquage des pools internes aprés
une heure d'incubation{ tant dans un milieu nutritif
riche (Tableau IIa, fig la) que dans un milieu oligotro-

phe (Tableau IIb, fig. 1b).

¢) effet de la lumiére

Simultanément aux expériences'in situ'" des incubations

ont été réalisées en incubateur muni d'un &clairement arti-

-l -



ficiel (12000 lux) sur des populations non limitées en
8léments nutritifs. L'&chantillon "in vitro" a &té pré-
-incubé pendant 30 minutes afin d'@viter tout artefact dd

au choc lumineux.

Les résultats (tableau III) montrent que 1'augmentation

de la vitesse de production due & une augmentation de la
lumiére s'accompagne d'une diminution relative de la vitesse
de formation des polysaccharides tant dans un milieu oli-
gotrophe (Calais 180478) que dans un milieu entrophe (Hans-

weert 210478).

Il n'y a d'autre part pas de différence significative au
niveau de la vitesse de formation des protéines. Il semble-
rait donc que cette derniére soit peu influencée par une
variation de la lumidre. Des mesures similaires effectuées
in situ dans un milieu stratifié (Méditerranée) sur des
populations phytoplanctoniques non limitées en azote miné-
ral dissous appuient fortement cette derniére hypothése:

Tableau 1IV.

Il-est encore intéressant de constater que, bien que
significativement différent, le rapport = vitesse de pro-
duction des protéines/vitesse de production des palysac—
. + ..t e .
charides (P /H ) - reste > | en milieu estuarien et

< | dans la Manche.




s e o e o e e s v o e D B G G S R i 5 ) G 0 50 P 0 G 5350 (B e s e\ P Y ot e s S e g o L S S ) 3 B s s o B

L'ensemble des résultats exprimés en % (tableau V) montre
que la nature des produits nouvellement synthétisés par le
phytoplancton varie suivant le milieu échantillonné et suivant

la période échantillonnée.

a) comparaison de milieu & milieu

Le tableau V montre que les conditions de croissance (lu-
miére, é&léments nutritifs) influencent fortement la synthése
des nouvelles molécules organiques soit vers les protéines,
soit vers les polysaccharides. Ceci apparait mieux lorsqu’on

+, + .
compare les rapports P /H (tableau VI). La fraction poly-
saccharide contenant les produits de réserve nouvellement
synthétisés par le phytoplancton, ce rapport est un bon

indicateur de 1l'état physiologique de la cellule.

Si on exclut momentanément l'effet de la lumiére mentionné
dans le § précédent, il semble que la valeur du rapport
+ .+ . . eq . . P .
P /H puisse distinguer les milieux riches en &l&ments nutri-

tifs des milieux plus pauvres.

milieu riche (Escaut : Hansweert ) P/H+ > 1
(mer du Nord : Ostende)

oq e . s + o+
milieu oligotrophe : (Manche : Calais) P/H <1
L'addition de l'effet lumineux renforce la différence
entre milieu riche et milieu oligotrophe puisque la quan-
tité de lumiére regue 3 =3 métres, fonction de la turbidité

du milieu, est décroissante de Calais & Hansweert.

™




14
la quasi égalité de pattern C des milieux estuarien

(Hansweert) et marin cdtier (Ostende) suggére un effet
minime de la lumié&re lorsque les nutrients ne sont pas

limitants.

b) variations saisonniéres

Les fluctuations saisonni&res du rapport P+/H+ montrent
que le phytoplancton des milieux riches en &léments nutritifs
(Ostende et Hansweert) synthétise relativement plus de
polysaccharides en période estivale. Ces résultats sont en
bon accord avec ceux calculés statistiquement pour le phyto-
plancton de la baie Sud de la Mer du Nord (ARC 1977). Aucune
variation saisonniére ne peut étre mise en évidence & Calais

sur la base des résultats obtenus.

C) incidence des variations des vitesses de formation des

Parallélement aux mesures de vitgsse, le contenu en pro-
téines, hydrates de C et lipides de la matiére organique
éarticulaire a ét& mesuré pour chaque point échantillonné : ta-
bleau VI a.

L'application des coéfficients de régression calculés
pour la zone cOtiére et la zone du large de la baie Sud de
la Mer du Nord permet d'estimer le contenu en protéines et
en hydrates de C phytoplanctoniques & partir des pigments

chlorophylliens. Les coefficients caractéristiques de la

SR A A A i R e S
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zone 2 ont &été& appliqués au Pag=de~Calais, ceux de la
zone | Sud i Ostende et Hansweert (tableau VI Db).
L'extrapolation des coefficients caractéristiques de la
Mer du Nord & l'estuaire de 1'Escaut est autorisée en raison
de 1'analogie de pattern 1“C entre les deux stations
(tableau VII).

Les rapports de vitesse P+/H+ ont &té utilement
comparés aux rapports P/H mesurés dans le stock total de

matiére organique particulaire et estimé&s pour le phyto-

placton : Tableau VII.

L'identité des rapports de vitesse et de stock du
phytoplancton montre que, dans nos conditions expérimentales
la mesure des vitesses refléte bien la éomposition biochi-
mique du phytoplancton.

L'analogie entre les rapports P /mt et P/H mesurés
sur le stock total de la matiére organique particulaire
des milieux marins (Ostende et Calais) montre que le
stock total de matiére organique particulaire est prin-
cipalement sous le contrdle du phytoplancton.

La différence est due soit a des apports terrigénes soit
a4 une consommation préférentielle de la matiére organi-

que formée.




D) UTILISATION DE LA MATIERE ORGANIQUE PARTICULAIRE

Si on néglige les apports organiques terrigenes a Ostende
et a4 Calais, on peut déduire des informations qualitatives sur
1'utilisation de la matiére détritique en considérant le modéle

sulvant

— _&->ZPZ>

avec : p1  : flux de production des protéines phytoplanctoniques

hl, : flux de production des hydrates phytoplanctoniques
p2 ¢ flux de production des protéines détritiques

h, : flux de production des hydrates C détritiques

ps : flux de consommation des protéines détritiques

hj flux de consommation des hydrates C détritiques

P$ : stock des protéines phytoplanctoniques
H¢ : stock des hydrates C phytoplanctoniques

Pé

stock des protéines détritiques

HS : stock des hydrates C détritiques

dans lequel on fait les hypothéses suivantes

= P1 = P2 % D3
état statilonnaire
h; = hy = hj
-7 =T =T : les vitesses de turnover des métabolites

PO~ HO T ¢

phytoplanctoniques sont identiques d celles

du phytoplancton (T¢)




Les vitesses de turnover des protéines et des hydrates

C détritiques sont dés lors :

T P1
P§ = DP§

T h,

HS =
s1 TP6 #:THG : on peut déduire une affinité différente des

utilisateurs vis-d-vis des métabolites formés.

Les vitesses horaire de turnover des métabolites phytoplanctoniques
ont été calculés 3 partir des vitesses de production mesurées et
des métabolites estimés 3 partir des pigments chlorophylliens.

Le stock des détritus est lui-méme estimé par différence avec

le stock total mesuré, ce qui permet le calcul T et T

PS HE”

Les coefficients de régression propres & la période printanniére
et automnale n'é&tant pas connus dans la Manche, les vitesses
de turnover ont &été estimés pour le stock total, ce qui ne modi=
fie pas les déductions faites gur 1l'utilisation de la maticre
détritique puisqu'on a supposé T,, = T
Les vitesses horaire de turnover reportées dans le
-tableau VIII doivent Etre interprétées comme des valeurs relatives
car elles sont calculé@es & partir de productions phytoplancto-
niques mesurées pendant l'8clairement maximum de la journée.
L'&galité des vitesses de turnover des protéines et
des hydrates de C, obscrvée pour chaque communauté phytoplanc—
tonique, confirme qu'ad 1'état stationnaire, les protéines et les
polysaccharides strictement phytoplanctoniques sont produits et

consommés dans le méme rapport.




Les valeurs différentes des vitesses de turnover des

protéines et des hydrates de C détritiques “Tpg €6 Tygm mesus

réesg 3 Ostende et & Calais indiquent une capacité d'utilisation
différente de ces substrats chez les organismes détrituvores.

Aussi, les inégalités p; » h; et Tpg > 1. observées i Ostende

HS

supposent que dans la mer du Nord les détrituvores ont une

affinité plus grande pour les protéines.

Par contre, les inégalités p; < h; et Tps < Tys mesurées a

Calais ne permettent pas de conclure i la préférence d'un substrat

par rapport & l'autre des consommateurs.
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CONCLUSTONS.

La mesure des vitesses de formation des protéines et des hydrates
de C, effectude dans les conditions expérimentales précitées,

refléte bien la composition biochimique du phytoplancton.

Les premiers résultats semblent indiquer que chaque milieu sup-
porte la croissance d'une communauté phytoplanctonique propre

caractérisée par une composition biochimique propre.

Bien que cette derniére dépende;de différents facteurs liés i
1'espéce (position taxonomique et &tat physiologique) et au milieu
(nutrients, lumiére, salinité, température), il semble que la
richesse plus ou moins grande d'un milieu en azote minéral dissocus
influence les proportions relatives de protéines et d'hydrates

de C nouvellement synthétisées:

- une communauté phytoplanctonique se développant dans un
milieu oligotrophe (Calais) synthé&tise relativement plus

d'hydrates de C que de protéines (P+/H+ < 1.

- les populations phytoplanctoniques des milieux riches
en azote minéral digsous (Ostende = lHansweert) ont un
taux de protéines supérieur a4 celui des hydrates de

c @/t by,

L'identité de composition biochimique des cellules phytoplanc~
toniques se développant dans des milieux aussi différent que

Hansweert (milieu estuarien) et Ostende (milieu marin cOtier)




indique que ces milieux supportent la croissance d'esplces
phytoplanctoniques identiques ou que les facteurs exté@rieurs
qui déterminent la composition biochimique du phytoplancton

sont identiques.

Ceci impliquerait qu'd chaque période &chantillonnée, chaque
milieu est "saturé" en azote minéral dissous pour la communauté

phytoplanctonique qui s'y développe.
PP

Incidence des variations de la composition biochimique du

phytoplancton sur les activités de consommation :

1) zooplancton herbivore ;

Par sa nature biochimique différente, le phytoplancton

influence la croissance et la reproduction du zooplancton.

Le développement du zooplancton dépend non seulement de
la composition en &léments essentiels du phytoplancton mais
8galement de la capacité qu'a le zooplancton de digérer cette

proie et donc de son équipement enzymatique.

Des mesures d'enzymes digestives menées parallélement aux
mesures de spéciation de la production phytoplanctonique parti-
culaire seront dé&s lors développées au cours des prochaines

campagnes.

2) détrituvores (zooplancton inclus).
Nos expériences ont montré que le phytoplancton des mi-

lieux marins (Ostende et Calais) contrdle le stock total de




la matiére organique particulaire.Toute altération dans la
nature des métabolites phytoplanctoniques formés sc réper-—

cute au niveau de la matiére détritique.

De plus, en faisant 1l'hypothése de la stationnarité
du phytoplancton on a pu montrer une capacité d'utilisation
différente des métabolites détritiques formés dans les deux

milieux échantillonnés.
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SCHEMA Jd'EXTRACTION BIOCHIMIQUE

filtre
+ 3 ml ethanol

ébullition I h.

filtration
lavage 2 ml ethanol
v ) v
surnageant filtre
= molécules organiques + 3 ml TCA 5 Z

3 - : = . - o .
e faible poids moléculaire cbullition 30 min.

ac. aminés

ac. organiques

monosaccharides lavdge 2 ml TCA 5 7
2 ml
+ 15 ml lumagel ‘ v v
E =73 % surnageant filere
= polysaccharides = p:OECLneu
\/ .
2 ml + filtre +lumasolve
15 ml lumagel lipoluma
E =867 N 2
E =76 7

Tableau L.~




CINETIQUE DE

MARQUAGE DES

DIFFERENTS

METABOLITES

Expérience réalisée in vitro ( 12000 lux ) sur 1 &chantillon

prélevé

a) dans la mer du Nord.

b) dans la Manche.

tps incubation] petits métabolites; polysaccharides | protiéines )
h. dpm Z dpm 7 dpm 4
| 188 L 54 |37 ¢ 378 15 |36 ¢ | 284 T 20 |27 7
2 731 £ 102 | 35 7 815 £33 |39 %7 [543 % 38 |26 7
3 949 % 133 | 36 % 949 £ 38 |36 % 1738 52 |28 ¢
3h 50 | 1076 ¥ 150 | 36 % 1076 = 41 |36 % 1837 =59 |28 7
b) Calais 180478
tps incubation | petits métabolites polysaccharides | protéines
h. dpm % dpm 7 dpm A
50 min. 116 < 16 | 33 7 137X 6 139972 995 7 | 28¢
h 25 min. | 260 % 36 |38 7 256 < 10 |38 %] 160 = 11 20 7
2h 25 min. | 346 = 48 |33 % 419X 16 40 7] 282 00 | 27 ¢
4h 10 min. 630 2 88 |34 % 735 £ 29 |40 7| 462 L 32 | 262

Tableau II.




INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR LA VITESSE DE FORMATION

DES PROTEINES ET DES POLYSACCHARIDES.

1) Calais
date incubation Prod.part. polysacc. protéine pmﬁf/polyf
UgC/Lh pgC/Lh HeC/Lh
. . + + .
040478 in vitro 6.54 2.83 - .11 .33 - .09 47
in situ 3.23 1.49 = .06 56 = .04 38
. . + + .
180478 in vitro 2.29 .92 - .04 .58 = .04 .63
in situ 1.61 79 03| 36T .43
2) Hansweert
|
i
date incubation Prod.part. | polysacc. protéine mot:/pdf§T'5
UgC/Lh ugC/Lh pgC/Lh
. . + + .
210478 in vitro 3.33 .75 = .03 1.25 = .09 1.66
in situ 1.05 30% 01| 397 .03 .30 |

Tableau ILI.~-




SPECIATION DE LA PRODUCTION PHYTOPLANCTONIQUE PARTICULAIRE

EN RELATION AVEC LES VARIATIONS DE LA LUMIERE.

Expérience réalisée "in situ" en méditérranée L2°44L TN
8°33'E
intensité de petits metabolites polysacc. protéines
surface
/A % 7% %
100 33 38 29
24 33 - 36 31
6 36 32 32
1.5 39 31 30 |
- 48 ' 22 30

Tableau IV.-




Ui et I Sl e i B i LSS s T

—*A neslqel
ZL€ | €0° - 6€E” %6¢ | 10" 7 0O€” yA%3 €0* -9€” q NMu\m 88 815012 |
- . o, ° - 0 4 e, e — e be] ﬂ. - ,
vzv | eor 3 V7 287 | 107 - L2 20¢€ 70" -0¢ u mo/t oge 8/%0L0
2Ly 1° 5 8e°l Z1E | ¥0" + T6° z12 60" 779" q Neo\m 69 LIO11T
g€ | 1T £ 91°C A R 4 Z1¢€ 87" - T LLLO61
J1Is9n5UBH (g
ZLE 10" - 8l° 206 | 107 - ST Z€1 (800" 7 90" . q Nau\m 8.7 8/G0L1
z1z A A 267 | €0° S 6L Z0¢€ L07 - 8% q Nsu\m 8 8/%081
ZL1 70" < 95° Z9%] 90"  6%°1 %9¢ 91" 7 8I°1 q NaU\m L9 81.0%0
Z61 10" - 9l° 287|107 ¢ L€ 29¢ 70° 7 0€" LLLOYT
: s1E1ED (g
Lcy 80°-TI" I ZLE 70" 7 T6” %61 90" ¢ LY q Nau\m 897
6% ¢ o6E7€ Z0€180° < 91°¢ 212 (AN 4 Nsu\m 911
ja%3 ¢ 5 o¢ 29 1°1 £ 98T 20¢€ € - TSt - L1081
~ Z y1/0 38r % y1/0 81 % y1/o 8r
SRR —— e e e T — 20BIINS U
: ssuiajoxd sepiieyodesdtod sa3jTioQElaw s3tied vENRUINNT 3JTSULIUT BIBD
M 3pus350 (I

‘SEITTOESVIMN SIIIA4 SEQ NOIIVIMOZ H(d  SISS3LIA  S3Q ,, NITS UT




VARIATIONS SAISONNIERES DU RAPPORT PROTEINE / HYDRATE DE C

date phytoplancton stock total phytoplancton

pt/ut P/H p/H
ugC/Lh/ugC/Lh ugC/L ./ugC/L ugC/L /ugC/L

e i 2 s

180777 1.05 .90 .02

181077 1.57 1.72 1.43

160578 1.22 1.10 1.02 < x < 1.36
2) Calais

240777 43 .82 .40

040478 .37 71

180478 43 1.40

170578 . .72 .73

190777 94 1.27 1.02
211077 1.50 .75 1.43
070478 1.52 3.65 1.36
210478 1.30 1.80 1.02 <x < 1.36

Tableau VII.
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COMPOSITION BIOCHIMIQUE DE LA MATIERE ORGANIQUE PHYTOPLANCTONIC

date pigments Protéines Hyd.C lipides C.org. N.prot. C/N

chlorophyl=-
liens.
ug/L ug C/L Mg C/L ug C/L ug C/L upg N/L

1) Ostende

180777  21.50 387 378 256 1021 116 8.8
181077  3.92 73 50 38 161 22 7.4
050478  16.19 238 175 97 510 71 7.
190478  4.97 B 54 30 B B B
160578  5.89 87-106  64-104  35-62 186-272 26-32  7.1-8.6
2) Calais

260777 .34 9 12 20 41 e 2.6
3) Hansweert

190777 18.51 333 325 128 786 100 7.9
211077 4.48 83 57 4t 184 25 7.4
070478  7.21 106 78 43 227 32 7.1
210478  6.31 93 68 38 199 28 7.1
190578  7.17 105-129 77-126 31 213-286  32-39 6.6~7.3

Tableau VI b.=-




TAUX DE RENOUVELLEMENT HORAIRE DES PROTEINES ET HYDRATES DE C

phytoplancton

date detritus
TE? T?? Tli(lS ril? T%/'rﬁé
h h h h
1) Ostende
180777 .08 .08 .071 .058 1.22
191077 .046 .044 .04 .024 [.67
160578 013 014 .01 .006 1.67
2) Calais ;
260777 .02 .03 .002 . 004 .50
phytoplancton + détritus
270777 .0017 L0032 .53
040478 L0113 L0206 .55
180478 . 0092 .0304 .03
170578 .0025 . 0025 !
3) Hansweert
190777 .0065 . 0070
211077 .016 .016
070478 004 .003
210478 .004 .004

Tableau VIII.~-
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