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INTRODUCTION 

Différentes espèces phytoplanctoniques ont été impliquées dans des 
efflorescences toxiques sur l'ensemble du littoral français ces dernières années. 
Parmi celles recencées, les efflorescences du dinoflagellé Alexandrium 
minutum s'avèrent comme particulièrement dangereuses en raison des toxines 
qu'elles produisent et qui sont responsables chez l'homme du syndrome PSP 
(Paralitic Shelfish Poisoning). A. minutum a été signalé pour la première fois en 
France il y a une vingtaine d'années dans les abers bretons puis dans la baie de 
Morlaix (Erard Le Denn, 1999). Depuis, des efflorescences récurrentes y sont 
observées, occasionnant régulièrement des interdictions préfectorales de 
commercialisation de mollusques bivalves. 

Les études menées dans l'estuaire de Penzé (Baie de Morlaix) ont permis de 
cerner les conditions physiques de développement d' A.minutum en milieu 
naturel. Il a été montré en particulier que son développement est tributaire de la 
présence de kystes dans le sédiment dont la remise en suspension est favorisée 
par des débits élevés dans la rivière (Probert, 1999). Une température 
supérieure à l6°C apparaît aussi favorable à la germination de ces kystes 
(Erard-Le Denn, 1997) et à la prolifération des cellules végétatives dans la 
colonne d'eau (Morin et al., 2000). Des travaux récents (Maguer et al., 2004) 
ont mis également en évidence la nécessité d'un synchronisme sur une période 
prolongée entre une séquence de forte stabilité de la colonne d'eau et une 
période continue de fort ensoleillement dans le déclenchement du bloom et le 
maintien de l'espèce jusqu'au stade d'eau colorée. Ces mêmes travaux ont 
montré que le déclin d'A. minutum pouvait être provoqué par une diminution 
importante de la lumière disponible in situ sous l'effet d'auto ombrage. 
L'importance des facteurs nutritionnels sur le développement d'A. minutum n'a 
par contre été que très peu abordée et on ne connaît pas bien en particulier la 
capacité d'A. minutum à utiliser les nutriments en réponse à des modifications 
de l'état nutritionnel des cellules. Les travaux réalisés jusqu'à présent ont porté 
exclusivement sur le phosphore (Labry et al., 2004). Les lacunes actuelles 
tiennent au fait que le développement de 1 'espèce est restreint à la partie de 
1' estuaire fortement enrichie en nutriments. 

Dans cette étude, nous examinons en milieu de culture les capacités 
d'absorption de l'azote par A. minutum en fonction de la nature du substrat, de 
sa disponibilité, et du degré de déficience cellulaire en azote. Les résultats 
obtenus doivent permettre, via l'obtention des paramètres cinétiques, d'établir 
les conditions de limitation et de maintien de l'espèce en milieu naturel; ils 
sont nécessaires à une modélisation ultérieure des conditions de développement 
d'A. minutum. 
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1. MATERIEL ET METHODES 

1. 1. Les Cultures 

Les travaux ont été menés sur des souches d'Alexandrium minutum 
(AM89BM) issues de l'estuaire de la rivière de Morlaix et clonées en 
laboratoire dans un milieu non axénique. Toutes les cultures ont été maintenues 
à 18°C dans une eau naturelle de salinité 27 filtrée à 0.2 J.tm ; elles ont été 
soumises à une irradiance de 200 J.tE m-2 s-1 avec une photopériode lumière 1 
obscurité de 14: 10. 

Pour les expérimentations 15N, des inoculums ont été cultivés en ballon de 3 L 
en mode batch en milieu f/2/6-N et f/2-P, puis en mode semi-continu avec un 
renouvellement du milieu nutritif toutes les 24 heures. Six taux de 
renouvellement différents du milieu (ou taux de dilution D = 0.05, 0.10, 0.15, 
0.25, 0.40 et 0.50) ont été effectués afin de couvrir l'ensemble de la gamme des 
taux de croissance connus pour A. minutum. L'apport quotidien en azote a varié 
de 7.3 à 73.3 J.tmol L-1 selon le taux de renouvellement. Une homogénéisation 
douce, privilégiée à l'agitation automatique susceptible d'altérer l'état 
physiologique de la cellule a été réalisée une seule fois par jour avant 
l'échange. Un suivi des concentrations cellulaires et des teneurs en éléments 
nutritifs a été réalisé tous les deux jours durant toute la durée de l'expérience 
sur le volume échangé. L'échantillonnage pour les expérimentations azote 15 a 
été réalisé sur le volume échangé lorsque l'équilibre a été atteint. Les cultures 
ont été considérées à l'équilibre pour les taux de dilution de 0.05 à 0.40 dès 
lors que les variations des concentrations en cellules et en éléments nutritifs ont 
été respectivement inférieures à 20 et 10%. Pour le taux de dilution le plus 
élevé (D = 0.5 f 1

), l'atteinte de l'équilibre aurait conduit à une disparition 
complète des cellules du milieu (état de lessivage de la culture). Les 
prélèvements pour les expérimentations azote 15 ont dans ce cas été effectués 
alors que les concentrations cellulaires étaient faibles (< 300 cell mL-1

), ce qui 
peut expliquer la plus grande variabilité cellulaire observée (±30%). A partir de 
l'état d'équilibre, ont également été déterminés sur les volumes extraits les 
teneurs en azote et carbone organique. 

2. 1. les analyses 

Les teneurs en nitrate et en phosphate ont été déterminées par analyse 
automatique (Analyseur Technicon type Il) selon les procédures décrites par 
Tréguer et Le Corre (1975). Le dosage en ammonium a été réalisé 
manuellement et en triplicata par la méthode colorimétrique de Koroleff 
(1970). Les teneurs en azote et carbone organique particulaire ont été obtenues 
par analyseur élémentaire (Flash EA, Thermoélectron) et converties en quotas 
cellulaires (QN) en divisant par le nombre de cellules correspondant. Les 
comptages cellulaires d'A. minutum ont été réalisés sur cellule de Nageotte au 
microscope optique après fixation au lugol. 
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3. 1. L'expérimentation azote 15 

Les taux d'absorption du nitrate et de l'ammonium ont été déterminés en 
suivant l'incorporation du traceur azote 15 dans la matière particulaire 
(Dugdale et Goering, 1967) sur des cultures à l'état d'équilibre. Pour chacune 
des expérimentations, un aliquot du volume de culture extrait a été introduit 
dans un flacon d'incubation de 1 L en polycarbonate et complété avec de l'eau 
de mer naturelle filtrée à 0.2 Jlm et pauvre en éléments nutritifs. Un ajout en 
Pol- à une concentration équivalente à un milieu f/2-P a été effectué sur 
chacun des flacons. Les taux d'absorption de 1' azote ont été déterminés pour 
des concentrations finales en azote sous la forme de nitrate ou d'ammonium de 
0.1, 0.4, 0.8 1.5, 3.0, 5.0, 10.0, 20.0 et 30.0 J.lmol L-1 pour les taux de dilution 
0.05, 0.10, 0.15 et 0.25 pour lesquels les concentrations initiales en substrat 
azoté à l'équilibre sont en dessous de la limite de détection. Pour les taux de 
dilution 0.40 et 0.50, seuls les taux d'absorption à concentration saturante en 
azote ont été déterminés. Des expériences d'inhibition de l'absorption du 
nitrate par addition croissantes d'ammonium (entre 0 et 30 Jlmol L-1

) ont 
également été réalisées pour l'ensemble des taux de dilution prédéfinis. 
L'addition du traceur sous la forme de nitrate e5NaN03 99,0 %) ou 
d'ammonium e5NH4Cl, 99,0%) a représenté 10% de la concentration finale en 
azote. Les échantillons ont été incubés à une température de 18°C , sous une 
irradiance de 200 J.!E m-2 s-1 durant 60 minutes. Ce temps d'incubation a été 
choisi après des expériences d'incubation en fonction du temps qui ont montré 
qu'il n'y a pas de variations significatives des taux mesurés dans l'intervalle de 
temps 15mn - 4 heures. A la fin des incubations, les échantillons ont été fixés 
avec une solution de Hg2Ch 60 g L-1 (35 Jll pour 100 mL), puis filtrés sous une 
dépression< 100 mmHg sur filtre GF/D préalablement traité au four (450°C, 
4h). Les filtres ont été ensuite rincés avec de l'eau de mer filtrée à 0.2 Jlm et 
séchés à 60°C pendant 24 heures jusqu'aux analyses isotopiques. Les 
enrichissements en azote 15 dans la matière particulaire collectée sur les filtres 
ont été obtenus par spectrométrie de masse (Delta Plus - Thermoelectron) 
couplée via une interface type III à un analyseur élémentaire carbone azote 
(Flash EA- Thermoelectron). Les taux d'absorption (pen nmol L-1 h-1

) ont été 
déterminés à partir de l'équation de Dugdale (1967) et n'ont pas été corrigés de 
la dilution isotopique. Les taux d'absorption spécifiques (V en h-1

) ont été 
obtenus en divisant les taux d'absorption absolus par la teneur en NOP. 

4. 1. Détermination des paramètres cinétiques. 

L'équation de Droop (1973) (Jl = Jlmax (1- QNmin 1 QN)) été utilisée pour décrire 
les variations des taux de croissance en fonction des différents états 
nutritionnels expérimentés. Dans cette équation, les Jlmax et QNmin représentent 
respectivement le taux de croissance maximum atteint lorsque le quota 
cellulaire ~ tend vers l'infini et le quota minimum en dessous duquel la 
croissance cellulaire devient impossible. 
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Les variations de l'absorption du nitrate ou de l'ammonium en fonction de la 
concentration en substrat ont été décrites en utilisant le modèle cinétique de 
Michaelis Menten proposé par Dugdale ( 1967) pour 1 'azote et qui utilise une 
fonction hyperbolique décrite par l'équation V =(V max-[S])/(Ks+[S]) dans 
laquelle Vmax est la vitesse d'absorption maximale et Ks (constante de demi­
saturation) la concentration en substrat S pour laquelle la vitesse d'absorption 
correspond à la vitesse d'absorption maximale divisée par 2. L'affinité pour le 
substrat aux faibles concentrations (i.e [S]< Ks) a été déterminée à partir de la 
pente initiale de la courbe (a.= V max 1 Ks; Healey, 1980; Goldman et Glibert, 
1982). L'équation V= V max [1-(Imax [NH4]) 1 (Ki+ [N~])] proposée par Varela 
et Harrison (1999) a été utilisée pour décrire l'effet inhibiteur de la 
concentration en ammonium sur 1' absorption du nitrate. Dans cette équation, 
V max représente la vitesse d'absorption maximum du nitrate en absence 
d'ammonium, Imax est la valeur d'inhibition maximum et Ki (constante de 
demi-inhibition) la concentration en ammonium pour laquelle la valeur de Imax 
est divisée par 2. 

La méthode de calcul par régression non linéaire du logiciel Sigma plot (Jandel 
Scientific) a été utilisée pour obtenir les valeurs de Jlmax et QNmin ainsi que les 
paramètres cinétiques d'absorption Ks et V max et d'inhibition Imax et Kï 

Il RESULTATS 

1. II. Etat physiologique des cellules en culture semi-continue 

La dynamique de croissance des cultures en mode semi-continu a permis 
d'obtenir un gradient décroissant des concentrations cellulaires (de 29000 à 
200 cellules mr1

) et croissant de quota en azote (de 4.2 à 24.0 pmol N cell-1
) en 

fonction du taux de dilution. (Figure 1 ). 
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Figure 1 : Concentrations cellulaires et quotas en azote en fonction du taux de dilution (j-1
) 

imposé aux cultures à l'équilibre. Les barres d'erreurs correspondent à 9 mesures pour chaque 
culture. 
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Les rapports C/N cellulaire varient en fonction du taux de dilution (Figure 2) 
entre 6.4 et 12.9. Ils diminuent entre les taux de dilution 0.05 et 0.25 traduisant 
un gradient de limitation en azote (Dortch et al., 1984). Aux taux de dilution 
0.25 et 0.40, les rapports sont peu différents ; ils sont comparables au rapport 
C/N cellulaire reporté par Pro bert ( 1999) comme étant caractéristique de 
cellules d'A. minutum dans un état transitoire entre cellules déficientes et non 
déficientes en azote. L'augmentation du rapport C/N à partir du taux de 
dilution 0.40 caractérise le changement d'état nutritionnel. 
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Figure 2 : Rapport C: N des cellules d•A. minutum en culture semi-continue à !•équilibre en 
fonction du taux de dilution u-t). Trois cultures ont été réalisées pour chaque taux de dilution. 
Les barres d•erreurs correspondent à 9 mesures pour chaque culture. 

Pour ce type de culture, une valeur du taux de dilution D impose une valeur du 
taux de croissance théorique. Les taux de croissance mesurés des cellules à 
l'équilibre ont varié entre 0.04 et 0.59 f 1 (Tableau 1) et ne sont pas 
significativement différents des taux de croissance théoriques obtenus à partir 
de l'équation de Tilman et Kilham (1976) {Jlthéo = LN(1-D)) 

Tableau 1 : Taux de dilution u-t). taux de croissance théorique et mesuré u-t) des cellules 
d• A. minutum en culture semi-continue 

Tx dilution 0.05 0.10 0.15 0.25 0.40 0.50 

J1 théorique 0.05 0.11 0.16 0.29 0.51 0.69 

J1 mesuré 0.04 0.14 0.20 0.29 0.51 0.59 
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La variation hyperbolique des taux de croissance en fonction du quota 
cellulaire (Figure 3) peut être décrite par le modèle de Droop. Les paramètres 
J.lmax et QNmin sont respectivement de 0.64 f 1et 4.08 pmol N cell-1

• Le quota 
maximal théorique (0Nmax), calculé à partir de la relation de Morel ( 1987), est 
de 27 pmol N cell-1

• Le rapport QNmaxiQNmin qui représente la capacité de 
stockage maximale en azote d'A. minutum atteint 6.6. 
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Figure 3 : Evolution du taux de croissance G-1
) atteint par les cellules en culture semi­

continue à l'équilibre et le quota cellulaire en azote (pmol N cell-1
)- Application du modèle de 

Droop. 

2. II. Cinétiques d'absorption - relation avec Pétat physiologique des 
cellules 

L'influence de la concentration en nitrate et en ammonium sur la capacité d'A. 
minutum à utiliser ces deux formes de l'azote a été étudiée pour 4 états 
nutritionnels différents des cellules ou taux de croissance relatif (J.LIJ.lmax). Les 
variations des vitesses d'absorption en fonction de la concentration en substrat 
suivent le modèle classique de Michaelis Menten (Figure 4). Les constantes de 
demi saturation Ks (Tableau 2) sont comprises respectivement pour le nitrate et 
pour l'ammonium entre 0.22 et 0.27 J.Lmol L-1 et entre 0.25 et 0.37 J.Lmol L-1

• 

Elles ne présentent pas de variations significatives en fonction du quota en 
azote. Les vitesses d'absorption maximales varient entre 0.028 et 0.071 h-1 

pour le nitrate et entre 0.051 et 0.156 h-1 pour l'ammonium (Tableau 2). Ces 
vitesses décroissent linéairement (r2No3 = 0.90 et r2NH4 = 0.83, n=6) avec 
l'augmentation du quota en azote quelle que soit la forme azotée considérée 
(Figure 5). Les rapports v max NH4 1 v max N03 sont très supérieurs à 1 quel que 
soit l'état nutritionnel de la cellule et ne varient pas significativement en 
fonction du quota en azote (2.38 ± 0.18). Le coefficient a = VmaxiKs varie 
respectivement pour le nitrate et l'ammonium entre 0.17 et 0.30 et entre 0.31 et 
0.62. L'efficacité d'A. minutum à utiliser ces deux formes d'azote tend à 
augmenter avec le degré de déficience en azote de la cellule (Tableau 2). 
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Figure 4 : Relation entre la vitesse d'absorption (h"1
) de a) l'ammonium et b) du nitrate et la 

concentration en substrat (J.lmol L"1
) à l'équilibre pour 4 états physiologiques des cellules ou 

taux de croissance relatif (J.1IJ.1max). 

Tableau 2 : Paramètres cinétiques d'absorption (K., Vmax et a) en fonction de l'état 
physiologique des cellules. Les écarts types sont présentés entre parenthèses. 

Tx dilution 0.05 0.10 0.15 0.25 0.40 0.50 

QN (pmol Cell"1
) 4.2 5.2 6.2 11.6 13.6 24.0 

f.l/ J.1 mu 0.07 0.22 0.31 0.45 0.80 0.92 

Ks Nn4 (J.lmol L"1
) 

0.25 0.27 0.37 0.32 nd nd 
(0.03) (0.03) (0.04) (0.06) 

V mu NH4 (h"1
) 

0.156 0.152 0.154 0.101 0.075 0.051 
(0.003) (0.003) (0.003) (0.003) 

ŒNH4 0.62 0.56 0.41 0.31 nd nd 

Ks NOJ (J.lmol L"1
) 

0.26 0.22 0.26 0.27 nd nd 
(0.02) (0.02) (0.03) (0.06) 

V mu N03 (h"1
) 

0.071 0.066 0.058 0.046 0.032 0.028 
(0.001) (0.001) (0.001) (0.002) 

0.27 0.30 0.22 0.17 nd nd 
aNoJ 
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Figure 5 : Variations des vitesses d'absorption maximale de l'ammonium (rond vide) et du 
nitrate (rond plein) (h-1

) en fonction du quota cellulaire (pmol N cell-1
) pour des cultures en 

semi-continue d'A. minutum à l'équilibre. 

3. II. Cinétiques d'inhibition de l'absorption du nitrate par la 
concentration en ammonium - relation avec l'état physiologique des 
cellules. 

L'effet inhibiteur de l'ammonium sur l'utilisation du nitrate a été examiné pour 
six états nutritionnels différents des cellules, entre QNmin et QNmax· Les résultats 
montrent clairement que la vitesse d'absorption du nitrate décroît, quelle que 
soit l'expérimentation avec l'augmentation de la concentration en ammonium 
(Figure 6). Dans tous les cas, la décroissance observée peut être décrite par une 
relation de type Michaelis Menten inversée. La réduction maximale aux plus 
fortes concentrations en ammonium Omax) varie de 0.62 à 0.90 (Tableau 3). 
Dans aucun cas, l'inhibition n'est totale. Les constantes de demi inhibition 
(Ki), comprises entre 0.26 et 4.16 J.Lmol L-1

, décroissent de manière 
hyperbolique en réponse à une augmentation du QN ( Figure 7). 
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Figure 6: Evolution de la vitesse d'absorption du nitrate (h-1
) et la concentration en 

ammonium (~mol L-1
) pour des cultures semi-continues d'A. minutum pour 6 états 

physiologiques ou taux de croissance relatif(~ 1 ~max). 
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Tableau 3 : Paramètres cinétiques d'inhibition (K;, Imax et Vmax) en fonction de l'état 
physiologique des cellules. Les écarts types sont présentés entre parenthèses. 

Tx dilution 0.05 0.10 0.15 0.25 0.40 0.50 

QN (pmol Cell"1
) 4.2 5.2 6.2 11.6 13.6 24.0 

fl/flmn 0.07 0.22 0.31 0.45 0.80 0.92 

K1 (Jlmol L"1
) 

4.16 3.46 2.69 0.55 0.31 0.26 
(1.08) (0.62) (0.51) (0.07) (0.04) (0.02) 

0.72 0.63 0.62 0.94 0.89 0.90 
Imn (0.05) (0.03) (0.02) (0.02) (0.02) (0.01) 

V mu NOJ (h"1
) 

0.062 0.062 0.059 0.043 0.038 0.030 
(0.002) (0.001) (0.001) (0.001) (0.001) (0.001) 

6,00 

5,00 

It1 
- 4,00 !... 
0 3,00 E 
2: 
~ 2,00 

1,00 
• • 0,00 • 

0 10 20 30 

a.. 

Figure 7 : Variations de la constante d'inhibition K; (J.lmol L"1
) en fonction du quota 

cellulaire en azote pour des cultures en semi-continue d'A. minutum à l'équilibre. 

Ill. DISCUSSION 

De nombreux travaux ont montré que 1 'intensité et la fréquence accrue des 
efflorescences d'Alexandrium ont pour origine un enrichissement des eaux 
côtières en azote (Hallegraeff et al., 1988; Cannon, 1990; Glibert et al., 2001, 
Anderson et al., 2002, Vila et al., 2005). La compréhension de la dynamique 
de croissance en réponse à l'accroissement des concentrations en azote 
implique de cerner les capacités physiologiques de la cellule à utiliser le 
substrat ; elle nécessite aussi de disposer des informations sur les interactions 
(préférence, inhibition) entre les différentes formes d'azote utilisées par 
l'espèce. 
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Le mode de culture en semi-continu nous a permis d'examiner la réponse 
physiologique d'A. minutum à des fluctuations contrôlées en azote pour une 
large gamme de quotas cellulaires en azote (4.1-25.0 pmol N cell-1

) et pour des 
taux de croissance relatifs J.LIJ.lmax compris entre 0.07 et 0.92. La plus faible 
valeur de quota expérimentée est comparable à celle obtenue sur la même 
souche par Probert (1999) en mode semi-continu (4.1-5.3 pmol N cell-1

). Elle 
est inférieure à celle mesurée pour d'autres espèces du même genre, telles que 
Alexandrium affini (18 pmol N cell-1

, Flynn et al., 1996) ou Alexandrium 
catanella (7.0 pmol N cell-1 

; Matsuda et al., 2001), indiquant que A. minutum 
peut proliférer, pour des conditions environnementales identiques, à des 
densités cellulaires supérieures de 2 à 5 fois à ces deux espèces. Des plus forts 
quotas en azote sont généralement reportés pour les dinoflagellés que pour les 
diatomées (Yamamoto et Hatta 2004 ). 

1. III. Influence du degré de limitation en azote des cellules d'A. minutum 
sur les cinétiques d'absorption du nitrate et de l'ammonium. 

Une comparaison avec la littérature des valeurs des constantes de demi 
saturation Ks du nitrate (<0.30 Jlmol L"1

) et de l'ammonium (<0.37 J.Lmol L"1
) 

montrent que les valeurs de Ks déterminées pour A. minutum sont proches de 
celles obtenues pour Gonyaulax polyedra (Harrison, 1976) ou Lingulodinium 
polyedrum (Kudela et Cochlan, 2000), mais faibles au regard des valeurs 
habituellement reportées en milieu de culture pour l'ensemble des dinoflagellés 
(voir pour une revue des Ks en milieu de culture, Smayda, 1997). Elles sont par 
contre comparables aux constantes Ks généralement faibles des diatomées. 

L'utilisation de la seule constante de demi saturation Ks pour conclure quant à 
l'affinité d'une espèce vis-à-vis d'une forme d'azote ou sur la compétitivité 
entre espèces dans des milieux pauvres en azote est controversée en raison des 
co-variations possibles entre les paramètres cinétiques Ks et V max (Healey, 
1980; Asknes et Egge 1991), la taille des cellules (Malone, 1980), leur état 
nutritionnel (Dortch et al., 1982; Syrett et al., 1986; Dortch et al, 199la, b) ou 
leur taux de croissance (McCarthy et Goldman 1979, Dortch et al., 1991, Fan 
et al., 2003). Dans ce contexte, le coefficient a= V maxiKs est considéré comme 
le meilleur indicateur d'affinité d'une espèce vis à vis d'un substrat (Healey, 
1980, Harrison et al., 1989). Les valeurs des coefficients aN03 et aNH4 sont 
d'un ordre de grandeur supérieur à celles calculées pour d'autres dinoflagellés 
(Tableau 4). Elles sont dans la gamme des valeurs déterminées pour les 
diatomées qui sont considérées comme des espèces à affinité adaptée à des 
milieux épuisés en azote (Sommer, 1986). Ces résultats montrent que A. 
minutum s'avère être, quel que soit l'état physiologique des cellules, compétitif 
vis-à-vis d'autres communautés phytoplanctoniques en condition de déplétion 
du milieu en azote. Cette forte affinité d'A. minutum pour l'azote correspond 
davantage à des valeurs de Ks faibles qu'a une forte capacité d'absorption (i.e 
V max élevé) (Tableau 4). 
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Les constantes Ks du nitrate et de l'ammonium ne varient pas significativement 
avec le degré de carence cellulaire en azote. Les variations de a en fonction de 
QN correspondent par conséquent à celles de V max· Les variations de V max 

Tableau 4 : paramètres cinétiques Ks (Jlmol L-1
), V max (h-1

) et a (L h-1 Jlmor1
) du nitrate et 

de l'ammonium pour différentes espèces phytoplanctoniques en milieu de culture. Le 
paramètre a a été calculé à partir des données disponibles dans la littérature. Entre parenthèses, 
sont donnés les écarts type. 

Espèce KsNo3 v .... No3 a Ks NH4 VMasNH4 a Réf. 

Dinoflagellés 

Alexandrium. minutum 0.22-0.37 0.028-0.071 0.17-0.30 0.25-0.37 0.051-0.156 0.31-0.62 (1) 
Alexandrium catane/la 0.60-28.1 0.003-0.047 2.0 0.026 0.013 (2) 
Prorocentrum minimum 5,0 (0,6) 0.05 (0.01) 0.01 (3) 
Gonyaulax excavata 1.49-2.84 0.020-0.029 0.019 1.95 0.041 0.021 (4) 

Cb1orophytes 

Dunaliel/a tertiolecta 11.1 (3.6) 0.03 (0.01) 0.003 0.48-1.48 0.07-0.10 0.05-0.21 (3) (5) 

Diatomées 

Chaetoceros simples 1.24-2.22 0.17-0.45 0.08-0.36 (5) 
Skeletonema costatum 0.4 (0.1) 0.10 (0.01) 0.25 (2) 
Thallasiosira weissfloggii 2.8 (0.3) 0.17 (0.01) 0.06 (2) 
Phaeodactylum tricomutum 0.8-1.2 0.18-0.23 0.19-0.22 (6) 
Thallasiosira pseudonana 0.22-0.66 0.09-0.58 0.41-1.45 (7) 

Réf: (1) cette étude; (2) Collos et al., 2004; (3) Lomas et Glibert (2000); (4) Maclsaac et al., 
(1979); (5) Goldman et Glibert (1982); (6) Collos et al. (1982); (7) Eppley et Renger (1974) 

versus QN montrent que l'affinité d'A. minutum à utiliser les différentes formes 
de l'azote est d'autant plus marquée que le degré de déficience des cellules en 
azote est important. Les relations entre la disponibilité du substrat, la capacité 
d'absorption et la division cellulaire (croissance) d'une cellule déficiente en 
azote sont complexes. Collos (1986) a proposé deux stratégies d'adaptation 
pour des espèces phytoplanctoniques carencées puis soumises à des pulses en 
nutriments : une stratégie de croissance caractérisée par une absorption du 
nutriment et une division cellulaire rapides et en phase, et une stratégie de 
stockage du nutriment, conséquence d'une absorption modérée et d'une 
division cellulaire retardée (jusqu'à 24 heures). La stratégie adoptée par A. 
minutum peut être examinée en comparant la vitesse d'absorption maximum de 
l'ammonium ou du nitrate (h-1

) au taux de croissance (h-1
). Le taux de 

croissance horaire a été calculé comme le taux de croissance journalier divisé 
par 24. Les rapports V max/ J.1 de l'ammonium et du nitrate sont d'autant plus 
élevés que le quota cellulaire est faible (Figure 8). Ces résultats montrent que 
plus la déficience en azote de la cellule est prononcée et plus A. minutum 
accumule des quantités importantes de NID pour une croissance ultérieure, 
confirmant ainsi la stratégie de stockage déjà observée chez cette espèce vis-à­
vis du phosphore (Labry et al., 2004). Une réponse similaire à des apports 
d'azote a été reportée pour des cultures d'Alexandrium catane/la, (Collos et al., 
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2004). Cette stratégie de stockage confère un avantage écologique aux 
dinoflagellés sur les diatomées lorsque la fréquence des apports est inférieure 
au taux de division cellulaire (Collos, 1986). Dortch et al. ( 1982) ont montré 
que dans certains cas, jusqu'à 50% de l'azote absorbé n'est pas incorporé sous 
forme de protéines 10 heures après l'apport d'azote, et est stocké 
principalement sous la forme de nitrate, d'ammonium ou d'acides aminés. Ce 
décalage dans le temps entre processus d'absorption et de croissance a été 
proposé pour expliquer la migration verticale nychtémérale des cellules de 
dinoflagellés et le maintien de fortes concentrations cellulaires dans la couche 
de surface épuisée en azote (Labib et Halim, 1995). Les cellules migreraient la 
nuit vers les eaux de fond pour y puiser 1' azote. Cet azote serait ensuite 
incorporé le jour dans la couche éclairée de surface. La capacité des 
dinoflagellés à absorber les nutriments à l'obscurité (Eppley et Harrison, 1975) 
appuie fortement cette hypothèse. Les études expérimentales menées par Zhou 
et Elbratchter (1994) sur une espèce voisine, Alexandrium lusitanicum, 
montrent une migration synchrone avec le cycle jour-nuit. 
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Figure 8: variations du rapport Vmax 1 Il du nitrate (rond vide) et de l'ammonium (rond 
plein) en fonction du quota cellulaire en azote pour des cultures en semi-continue d'A. minutum 
à 1' équilibre. 

2. III. Interactions entre le nitrate et l'ammonium- Relations avec l'état 
physiologique des cellules d'A. minutum. 

Les interactions entre les substrats azotés, et plus particulièrement entre le 
nitrate et l'ammonium, ont fait l'objet de nombreux travaux qui ont révélé une 
grande variété de réponses dépendant des espèces et de l'état nutritionnel des 
cellules (voir pour une revue, McCarthy, 1981 ; Syrett, 1981, Dortch 1990). 
Ces interactions incluent l'utilisation préférentielle d'un composé par rapport à 
un autre et l'inhibition de l'absorption d'une forme azotée par une autre forme. 

L'utilisation préférentielle d'un composé azoté par le phytoplancton est 
indépendante de la concentration des autres formes d'azote et est généralement 
étudiée en comparant les vitesses d'absorption maximales. Les Vmax NH4 
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toujours très supérieures à V max N03 montrent une préférence d'A. minutum pour 
1' ammonium quel que soit 1' état physiologique des cellules (Figure 5). Cette 
utilisation préférentielle de l'ammonium est très généralement observée chez le 
phytoplancton (Dortch, 1990). Elle correspond lors de 1 'assimilation à une 
dépense énergétique moindre que celles des formes oxydées, tel que le nitrate. 
Il a été montré pour certaines espèces que la préférence pour l'ammonium est 
favorisée aux faibles intensités lumineuses (Dortch, 1990) ; elle peut aussi être 
accentuée par une déficience en azote (Collos, 1983, Goldman et Glibert, 1983, 
Dortch, 1990). Dans le cas d'A. minutum, les faibles variations du rapport 
V max NH4 1 V max N03 ( <0.20) avec le quota cellulaire montre que, le degré de 
préférence pour l'ammonium est indépendant de l'état nutritionnel des cellules. 

L'effet inhibiteur de l'ammonium sur l'absorption du nitrate a été observé pour 
de nombreuses espèces phytoplanctoniques (Voir pour une revue Dortch, 
1990). Le degré avec lequel l'ammonium exerce cet effet est par contre très 
variable selon les espèces étudiées. Varela et Harrison (1999) et Dortch et al., 
(1991) ont montré par exemple que des teneurs en ammonium de 2 J.tmol L-1 

étaient suffisantes pour entraîner une suppression totale de 1' absorption du 
nitrate respectivement chez Emiliana huxleyi et Thallasiosira pseudonana, 
alors que des concentrations 10 fois plus élevées réduisent 1 'utilisation du 
nitrate de uniquement 6% chez Skeletonema costatum (Dortch et Conway, 
1984). Dans le cas d'A. minutum, l'inhibition n'est jamais totale; elle peut être 
réduite au maximum de 90% pour des concentrations en ammonium de 30 
J.tmol L-1

• Nos résultats montrent que le degré d'inhibition dépend de l'état 
nutritionnel des cellules (de 62 à 90%) et tend à diminuer, plus les cellules sont 
déficientes en azote. Une diminution de l'effet inhibiteur avec l'accroissement 
d'une carence cellulaire en azote, comparable à celle mise en évidence dans 
notre étude, a déjà été signalée en milieu de culture pour d'autres espèces 
phytoplanctoniques telles que Chorella sorokiniana (Tischner, 1981 ), 
Monochrysis lutherii (Caperon et Meyer, 1972) ou Skeletonema costatum 
(Conway, 1977). D'autres travaux ont montré qu'une déficience cellulaire en 
azote était par contre sans effet (Dortch, 1990) ou pouvait au contraire 
accentuer (Harrison et al., 1996) le degré avec lequel l'ammonium exerce un 
effet inhibiteur sur l'utilisation du nitrate. Du préconditionnement des cultures 
(Dortch, 1990), des conditions d'éclairement (Bates, 1976, Yin et al., 1998) et 
de température (Lomas et Glibert, 1999) imposées aux cellules, peut aussi 
dépendre le degré inhibiteur de l'ammonium sur l'absorption du nitrate. 
Les valeurs des constantes de demie inhibition Ki (Tableau 3) sont comparables 
aux valeurs reportées en milieu de culture par Lomas et Glibert (1999) lors 
d'une étude sur différentes espèces de dinoflagellés et de diatomées. Elles sont 
par contre très différentes selon l'état nutritionnel des cellules indiquant que la 
sensibilité d'A. minutum vis-à-vis de l'effet inhibiteur dépend de l'état 
physiologique des cellules. La diminution hyperbolique des valeurs de Ki en 
réponse à une augmentation de la concentration cellulaire en azote (Figure 7) 
montrent, qu'à des faibles concentrations en ammonium, les cellules non 
déficientes en azote (C/N > 7, Figure 2) sont plus sensibles à l'effet inhibiteur 
de l'ammonium (Ki< 0.5 J.tmol L-1

) que les cellules déficientes en azote (C/N 
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< 7 ; Ki> 2.5 J.tmol L-1
). L'ensemble de ces résultats souligne l'importance de 

l'effet inhibiteur de l'ammonium comme facteur important de contrôle de 
l'absorption du nitrate chez A. minutum. Dans le domaine côtier, ou 
1' ammonium est présent en forte concentration, ce processus peut alors être un 
frein à l'utilisation massive du nitrate apporté par les fleuves. 

CONCLUSION 

Ces travaux ont permis, et ce pour la première fois, de fournir les paramètres 
cinétiques d'absorption du nitrate et de l'ammonium pour le dinoflagellé A. 
minutum en réponse à l'état physiologique des cellules. Les résultats obtenus 
montrent clairement qu'A. minutum présente une forte affinité à la fois pour le 
nitrate et 1' ammonium ; cette espèce s'avère donc être un bon compétiteur vis­
à-vis d'autres communautés phytoplanctoniques lorsque l'azote est en faible 
concentration dans le milieu. La capacité d'A. minutum à absorber l'azote est 
d'autant plus importante que le degré de carence cellulaire en azote est marqué. 
L'augmentation des rapports V max/ J..l de l'ammonium et du nitrate avec la 
diminution du quota montre, que plus la déficience en azote de la cellule est 
prononcée et plus A. minutum accumule des quantités importantes de NID pour 
une croissance ultérieure, confirmant ainsi la stratégie de stockage déjà 
observée chez cette espèce vis-à-vis du phosphore (Labry et al., 2004). 
L'ammonium s'avère être la source d'azote préférentiellement utilisée par A. 
minutum. Le degré de préférence pour cette forme de 1 'azote est indépendant 
de l'état physiologique des cellules. De fortes concentrations en ammonium 
peuvent inhiber l'absorption du nitrate. L'inhibition n'est cependant jamais 
totale. Elle atteint aux fortes concentrations en ammonium et selon le degré de 
déficience des cellules en azote entre 62 et 90%. Aux faibles concentrations en 
ammonium, les cellules non déficientes en azote sont plus sensibles à l'effet 
inhibiteur de l'ammonium (Ki< 0.5 J.tmol L-1

) que les cellules déficientes (Ki 
> 2.5 JlmOl L-1

). 
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