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INTRODUCTION GENERALE

« Quant aux infusoires, reprit-il, quant a ces
milliards d’animalcules, qui existent par millions
dans une gouttelette, et dont il faut huit cent mille
pour peser un milligramme, leur réle n’est pas
moins important. Ils absorbent les sels marins, ils
assimilent les éléments solides de Il'eau, et,
véritables faiseurs de continents calcaires, ils
fabriquent des coraux et des madrépores ! Et alors
la goutte d’eau, privée de son aliment minéral,
s’allege, remonte a la surface, y absorbe les sels
abandonnés  par  l'évaporation, s’alourdit,
redescend, et rapporte aux animalcules de

nouveaux éléments a absorber. »

Jules Verne, Vingt mille lieues sous les mers, 1869
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Introduction générale

Dans les milieux aquatiques (eaux douces, eaux marines, estuaires et lagunes), le
développement de certaines especes de micro-algues et de cyanobactéries peut s’avérer
néfaste, soit envers les activités socio-économiques de la zone considérée, soit au vu de
risques pour la santé humaine : on parle alors d’efflorescences nuisibles, dites « Harmful
Algal Blooms » (HABs) (Smayda et al. 1997a). Ces nuisances peuvent provoquer de fortes
perturbations de I'écosysteme, associées a la production de toxines par les cellules ou a une
forte production de biomasse pouvant mener a des phénomanesgid{manque d’oxygene
dans le milieu). Dans les eaux cotieres et les estuaires, les événements HABs répertoriés sont
associés a une grande variété de classes phytoplanctoniques, comprenant des dinoflagellés
(dont Alexandrium catenella), des diatomées, des raphidophytes et des prymesiophytes,
regroupant environ 150 especese. 3,5% des especes phytoplanctoniqgues marines
(Landsberg et al. 2005).

I- LES HABS DANS LE MONDE

1- Expansion globale des HABs

Depuis une trentaine d’années, les efflorescences nuisibles observées dans les zones
cotieres et d’eaux douces apparaissent en nette augmentation a I'échelle globale, aussi bien du
point de vue de leur fréquence, que de leur amplitude et de leur distribution (Anderson et al.
2002 ; Glibert et al. 2005). La zone de répartitiodleikandrium catenellaemble suivre cette
tendance puisque, depuis I'apparition de cette espéce en Méditerranée en 1994 dans le port de
Valence (Espagne), une expansion de sa zone de distribution semble s'étre opéree le long des
cOtes nord-ouest de la Méditerranée (Vila et al. 2001 ; Garceés et al. 2005). Cette expansion
globale des HABs a pu étre mise en évidence grace a la compilation et a I'analyse de données
a long-terme €.g. Imai et al. 2006 ; Collos et abus presge Plusieurs hypothéses, encore
débattues actuellement, pourraient I'expliquer.

Une partie de cette augmentation serait due a une amélioration des techniques de
détection des especes nuisibles et de leurs toxines, grace a une intensification des suivis in situ
et une augmentation de l'efficacité des techniques de mesures (Hallegraeff 1993 ; Anderson et
al. 2002). Le nombre d’especes de dinoflagellés toxiques répertoriées est ainsi passé
d’environ 20 il y a une dizaine d’années a plus de 60 aujourd’hui (Burkholder 1998). Les
séries a long-terme intégrant des données historiques (comme celles obtenues avant les années

90) doivent donc étre analysées et interprétées avec précaution. La publication des travaux de
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Introduction générale

Brand & Compton (2007) a fait récemment débat en ce sens en Floride. Ces travaux
préesentent des données d’abondance et de distribution des bloodareld@a brevis
(dinoflagellé toxique) le long de la cote sud-ouest de Floride qui proviennent d’'une base de
données compilée par le Fish and Wildlife Research Institute (FWRI). En comparant les
années 1954-1963 aux années 1994-2002, ces auteurs stipulent que ces données mettent en
eévidence un changement saisonnier dans I'apparition des blooms et une amplification de leur
intensité, en particulier dans les eaux plus au large. Un rapport du FWRI a depuis été publie,
précisant que la forte modification des technigues de mesures et des fréquences
d’échantillonnages avant et aprés 1998 ne permettait pas une comparaison directe entre
données historiques et données actuelles d’amplitude des blooms. Cette évolution marquée
des techniques rendrait de plus inadéquate l'utilisation d’outils statistiques tels que ceux
employés par Brand & Compton (2007) pour réduire le biais d’échantillonnage (FWRI
2007a). Les données historigues d’abondance, fournies par le FWRI, pourraient cependant
étre utilisées pour comparer les zones d’apparition des blooms toxiques et leur évolution
spatiale (FWRI 2007b).

Ce biais d0 a I'amélioration des techniques de détection ne peut cependant pas
expliquer 'ampleur de la tendance observée a I'échelle mondiale : I'expansion globale des
HABs dans le monde est une réalité. Elle serait le résultat de I'intensification des activités
humaines qui favoriseraient, a la fois, la dispersion des espéces nuisibles et le développement
des HABs dans des environnements ou les espéces seraient déja présentes, parfois sous forme
d’ « especes cryptiques » (« hidden flora.e) encore non-détectées (Smayda 2002 ; Smayda
2008).

Une dispersion des especes nuisibles due aux activités humaines pourrait s’effectuer
par le transport d’eaux de ballast ou le transfert d’animaux vivants, coquillages ou poissons.
Ces modes de dispersion auraient entre autres permis aux especes dblegemeérium
d’étre introduites dans des zones coétieres méditerranéennes (Penna et al.e2f05) (
apparition d’A. catenelldans I'Etang de Thau dans le sud de la France, Lilly et al. 2002), du
Japon (Furuhata et al. 1996) et d’Australie (Lilly et al. 2005) depuis les années 80.

Les activités humaines pourraient également favoriser le développement d’espéces
nuisibles au détriment d’autres espéces en modifiant les conditions environnementales des
milieux aquatiques. De nombreux exemples soutiennent I'hypothése d’un lien entre processus
d’eutrophisation (terme défini pour les écosystemes d’eau douce et extrapolé aux milieux
c6tiers indiquant un enrichissement de I'environnement en éléments nutritifs) et amplification

des événements HABs (Anderson et al. 2002 ; Glibert et al. 2005) : dans un contexte
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Introduction générale

d’intensification de l'urbanisation et des activités industrielles et agricoles, de nombreuses
especes nuisibles se seraient développées plus activement en réponse a une augmentation du
déversement de nutriments dans les systéemes aquatiques. Les HABs seraient alors favorisés
soit par I'apport massif d'un élément limitant du milieu (azote, phosphore, silicate ou fer)
(d’ou le terme de « nutrification » défini par Smayda (2008) pour remplacer le terme anglais

« eutrophication » lorsque I'on considere les eaux cétieres), soit par une modification des
rapports élémentaires N:P:Si caractérisant les conditions nutritives du milieu. La nature des
éléments nutritifs déversés aurait également un réle majeur ; I'urée (source d’azote sous forme
organique dissoute) favoriserait ainsi le développement de nombreuses especes nuisibles
(Glibert et al. 2006). Cependant, chaque espéce, phytoplanctonique ou cyanobactérie, est
caractérisée par des capacités propres de prélévements des ressources en nutriments. Elles ne
répondent donc pas de la méme maniere a une modification des conditions nutritives. Ainsi,
dans la mer intérieure de Seto au Japon, la nette diminution de la pollution des eaux cétiéres
en terme de déversement de nitrate, ammonium et phosphate a permis une nette diminution du
nombre global de HABs (en particulier des développementKatenia mikimotoi et
Heterosigma akashiwo), mais également lI'apparition d’espéces du gexandrium (A.

catenella etA. tamarense qui produisent, depuis, des efflorescences toxiques récurrentes
(Anderson et al. 2002 ; Imai et al. 2006). De méme, d’aprés Collos etoak fresge

I oligotrophisation (appauvrissement de I'environnement en éléments nutritifs) des eaux de
'Etang de Thau dans le sud de la France, et en particulier la diminution de la concentration en
phosphate, aurait favorisé le développememrt. datenellaqui produit, depuis 1995, des

efflorescences régulieres dans cette lagune.

2- Impacts des HABs dans les zones cotiéres

a- Impacts écologiques et risques pour la santé humaine

Parmi les HABs, certaines especes créent des nuisances par la production d'une tres
forte quantité de matiére organique. Les efflorescences récurrentes du prymnesiophyte
Phaeocystis globosa en Manche et Mer du Nord en sont un bon exemple : cette micro-algue
synthétise de forte quantité de mucus (Seuront et al. 2006) qui, lors d’efflorescences massives,
provoque l'accumulation de grandes quantités de mousse sur les plages (Figure 1). Cette

accumulation de matiére organique sous forme de mousse perturbe I'écologie de la zone
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intertidale (Rauch et al. 2008) et a des conséquences particulierement néfastes sur les activités

touristiques de la zone cotiere.

+ #.' - ' DGlies-Lenglos

Figure 1 : Dépodts de mousse sur les plages de la Cote d’Opale (Manche orientale),
conséquence d’'un bloom massif de Phaeocystis globosa

D’autres espéeces (environ 40% d’'apres Zingone & Enevoldsen (2000)) sont nuisibles
par leur faculté a produire des toxines qui peuvent s’accumuler le long de la chaine trophique
et provoquer un risque pour la santé humaine. Dans la majeure partie des cas, les intoxications
chez 'homme proviennent de la consommation de coquillages ou de poissons ayant accumulé
des toxines dans leur chair. Différents types de syndromes dits « Shellfish Poisoning » ou
« Fish Poisoning » ont donc été décrits et associés a des classes spécifiques de toxines
(Tableau 1; Landsberg et al. (2005)). Parmi ces syndrofkegandrium catenella est
responsable du syndrome PSP (Paralytic Shellfish Poisoning) par action de saxitoxines (STX)
qui perturbent le systeme nerveux par blocage des canaux sodiques, la dose létale pour
’homme étant de 1-4 mg d'équivalent STX (Levin 1992). Seules les toxines de type
brevetoxines peuvent provoquer un risque additionnel pour la santé humaine par inhalation,
car une partie des toxines excrétées pendant une efflorescendéar@ea brevis par
exemple) passe dans I'atmosphére et créée un « nuage toxique » au dessus de la zone. Les
toxines associées aux syndromes PSP, NSP, CFP et ASP (sigles explicités dans le Tableau 1)
ont été identifiées comme responsables de la mort de nombreux vertébrés (poissons, oiseaux
ou mammiferes). Ces mortalités peuvent étre le signe de conséquences eécologiques
désastreuses (Figure 2), comme la mort d’individus appartenant a une espeéece protégée ou

menacéed.g. dauphins ou lamantins ; Flewelling et al. 2005).

15



Introduction générale

Syndrome

Toxines

Genre
phytoplanctonique

Cas de mortalité

Animaux

Humains

Symptdmes en ca
d'intoxication grave

Paralytic Shellfish Poisonit | Saxitoxine: Alexandrium * Oui Oui Problemede motricite
(PSP Gymnodinium Arrét de larespiratiol
Pyrodinium ~
Neurotoxic Shellfish Poisonin|Brevetoxine Karenia * Oui Non Problémes gast-intestinau:
(NSP Chattonella ** Problémesde motricite
Heterosigma * Géne respiratoil
Diarrhetic Shellfish Poisonin | Acide okadaiqu |Dinophysis Non Non Problémes intestinau
(DSP Dinophysistoxine | Prorocentrum °
Yessotoxine Protoceratium
Lingulodinium *
Ciguatera Fish Poisoni Ciguatoxine Gambierdiscus Oui Non Problemegastre-intestinau:
(CFP Problémes neurologiqu
Problemes cardiovasculai
Amnesic Shellfish Poisonnii |Acide domoiqu | Pseudenitzschia *** Oui Oui Vomissement
(ASP; Désorientatio
Azaspiracid Shellfish Poisoni | Azaspiracid Protoperidinium ° Non Non Problémes intestinau

(AZP)

-z

omes associes

A

tamination par des toxines algales, sympt

BN

€S a une con

7z

Tableau 1 : Syndromes li

et cas répertoriés de mortalité d’animaux (poissons, mammiferes ou oiseaux) et chez 'homme.

Les genres phytoplanctoniques cités appartiennent a la classe des dinoflagellés(*), des

Landsberg et al. (2005)

~

apres

raphydophytes(**) ou des diatomées(**f).
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Figure 2 : Mortalités de poissons et de lamantins dues aux brevetoxines pre
au cours d’'un bloom cKarenia brevissur la céte de Floride
Photos obtenues aupres du Fish and Wil(Research InstitutFWRI)

b- Conséquences économiques des HABs

Les HABs peuvent induirdes conséquences économiques graves, en particulie
les zones cotierefortement dépendani de la conchyliculturede la piscicultur ou du
tourisme. Les pertesrfanciéres provoquées sont difficiles a évaluer d’'un point de vue ¢
en particulier concernant le secteur touristiqueelles peuvent étre significatives a u
échelle tres locale (comme le front de mer) rpasa I'échelle de la zone cotic. En effet, en
cas de crise HAB, une partie des dépe prévues par les visiteurs pour des activ
touristiquesdevenues impraticables (péche, activités nautiques, restaurant en front de
seraient réorientées vers d’autres activités dans des lieux p

Une estimation globale des colts assoaux HABs a été effectuée a I'échelle
Etats-Unis: les efflorescences nuisibles causeraient des pertes finis annuelles d’envirol
50 millions de dollarsestimées en oyenne sur la période 19892 (Hoaland et al. 2002)
qui se répartiraient de la maniere suiv. : 45% seraient duaux frais de santé publique
37% aux pertes de production de la filiere aquacole, 14% aux pertes dans le
touristique et 4% a la gestiona la mitigation des événements HA@sderson et al. 2000
Ces proportions seraient cependant tres variables en fodes zones cotieres considé ;
par exemple, les cotes de Floride subiraient plus de pertes liées au tourisme qu’au:
industrielles. Concernant la filire aquacole, un bloom d€hattonella antiquaa déja
provoquéla mort de 14 millions de poissoau Japon en 1972 menantide perte directe ¢
76 millions de dollarglmai et al. 200¢€. Parmi les espéeces du gemdexandriun, un bloom
d’Alexandrium fundyensgans les eaux de Nouvelle Angleterre en 2005 a causé des p
directes pour la filiere aguacole estimée a 18 millions de dollars au Massachusetts (.
2008).Ces pertes peuvent étre renforcées par une baisse des pe marché de la filier

aguacole localedue a une baisse de la consomm: résultant de la mauvaise image
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produits diffusée par les médias et a une réorientation des approvisionnements des revendeurs

vers d’autres sources comme les exportations (Jin et al. 2008).

3- Gestion des HABs

Pour limiter les impacts néfastes des HABs en terdeesanté humaine, d’écologie et
d’activités socio-économiques de la zone cétiere, trois stratégies de gestion peuvent étre
envisagées (i) la prévention, qui permet de limiter 'apparition et 'ampleur des HABs et
donc leurs conséquencds) le contrdle, qui regroupe des actions visant a limiter ou stopper
le développement d’'un bloom existaifiij) la mitigation qui vise a réduire les impacts
environnementaux et les risques pour la santé humaine (Boesch et al. 1997 ; Landsberg et al.

2005). Une gestion optimale doit intégrer ces trois stratégies.

a- Prévention

Parmi les mesures de prévention, on retrouve principalement la limitation du
déversement de nutriments (nitrates, phosphates, pollution organique...) dans les eaux douces,
les eaux cotieres et les lagunes, méme si une oligotrophisation du milieu peut parfois favoriser
le développement de certaines espéces nuisibles. Des mesures peuvent également étre prises
pour limiter I'introduction de nouvelles espéces nuisibles par transport d’eaux de ballast ou
transfert d’animaux (coquillages ou poissons). Cependant, le traitement et le contréle des eaux

de ballast & I'échelle mondiale restent difficile a envisager.

b- Controle

Pour le contréle des blooms, des techniques permettant d’éliminer une efflorescence
existent ; si elles se révelent souvent efficaces au laboratoire en milieu confiné, elles sont peu
envisageablem situ, entre autres a cause de potentiels dommages collatéraux au niveau de
I'écosystéme. Par exemple, certaines techniques provoquant la destruction des cellules algales
toxiques peuvent s’avérer plus néfasiassitu, que de laisser une efflorescence toxique se
développer et décliner naturellement : la libération massive de toxines dans le milieu qu’elles
provoquent peut étre catastrophique pour le reste de I'écosysteme et amplifier le risque de
contamination des zones aquacoles. Une autre limitation de I'application de ces tedhniques
situ concerne leur colt. En effet, le colt a envisager pour réaliser un traitement a grande

échelle peut s’avérer plus important que les pertes associées au développement de
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I'efflorescence nuisible. Trois types de traitements visant a contréler le développement d’'une
efflorescence ont été testés : des traitements chimiques, physiques et biologiques.

Les traitements physico-chimiques correspondent a des techniques inspirées des
procédés utilisés pour la potabilisation de I'eau. On y retrowzeation (injection d’ozone
dans l'eau), process qui permet la destruction a la fois des cellules et de leurs toxines
(Schneider et al. 2003), mais qui provoque la destruction de tout organisme présent dans 'eau
traitée. En plus du risque écologique encouru, son utilisatieitu apparait difficile & mettre
en ceuvre au vu des risques a envisager pour les opérateurs, dus entre autres aux risques de
relargage d’'ozone dans I'atmosphére. Un traitement plus prometteur consiste en I'utilisation
de floculants (comme l'argile) qui vise a faire sédimenter les cellules phytoplanctoniques
grace a création d’un maillage entre particukeg.(Archambault et al. 2003). Cependant, ce
traitement par floculation n’est pas spécifique : il provoque donc des pertes collatérales sur les
communautés bactériennes et zooplanctoniques (Lee et al. 2008). De plus, les précipités
obtenus apres floculation restent toxiques. Avant de tester cette techmijtie il apparait
donc important d’envisager les conséquences néfastes possibles de ce traitement sur la
communauté benthique (Lewis et al. 2003) et de tester si les conditions hydrodynamiques de
la zone ne vont pas provoquer leur remise en suspension dans la colonne d’eau (Beaulieu et
al. 2005).

Un contrdle biologique des blooms par action de svet de bactéries algicides a
également été envisagé. Concernant l'action virale, des essais effectués en culture sur
Heterosigma akashiwo éfleterocapsa circularisquama ont montré que les virus seraient
spécifigues a une souche plutét qu’a I'espéce : un simple clone de virus algal ne pourrait donc
pas permettre d’éliminer totalement une efflorescence (Imai et al. 2006). L'utilisation de
bactéries algicides pour réduire des efflorescences nuisibles est également a I'étude. Un projet
d’aquaculture de macro-algues favorisant le développement de bactéries algicides est
actuellement envisagé dans les zones cétiéres du Japon : il s’agirait alors d’'une méthode de
prévention du développement d’'HABs grace a des apports réguliers de bactéries algicides
dans les eaux cotieres (Imai et al. 2006).

Méme si des techniques de contréle existent, leur applicatiaitu reste encore
controversée, entre autres a cause des dommages collatéraux potentiels gu’elles peuvent

produire. De plus amples recherches sont nécessaires afin de les améliorer.
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c- Mitigation

Les stratégies de mitigation incluent tout d'abord une amélioration de la
compréhension des processus écologiques impliqués dans les HABs, ceci afin de pouvoir
détecter, suivre et prédire plus efficacement le développement des efflorescences nuisibles.
Elles consistent également en une amélioration de la communication envers le grand public
afin d’améliorer sa compréhension des risques encourus pour la santé humaine.

La détection précoce d’'un événement HAB est essentielle pour optimiser les stratégies
de prévention et de contrble. Elle nécessite la réalisation d’'un suivi régulier et a haute-
fréquence des zones a risques, comme celui réalisé par Ifremer au niveau de la Crique de
'Angle ou s’initient les efflorescences Alexandrium catenelladans I'Etang de Thau.
L’efficacité de ce genre de suivi est souvent limitée par les techniques employées pour
dénombrer les cellules d’algues nuisibles, en particulier par les observations au microscope.
Des méthodes de détection en temps réel sont actuellement en développement afin
d’améliorer cette efficacité ; elles font appel a des sondes ADN, des sondes anti-corps ou bien
des suivis vidéos in situ (Scholin et al. 2005).

La mise en place d’'un systeme d’alerte nécessite, de plus, un effort de prédiction. Pour
le réaliser, il est nécessaire d’acquérir une bonne connaissance des processus de croissance de
'espece en cause et de leur contréle par les conditions environnementales, mais aussi une
capacité a modéliser cette croissance. Le travail réalisé au cours de cette these s’integre
pleinement dans cet objectif : il vise a caractériser et paramétrer I'influence des éléments
nutritifs sur la croissance Alexandrium catenella, en vue de pouvoir définir les conditions
nutritives favorisant I'initiation et le développement d’une efflorescence et mettre en place un

modele de croissance pour cette espéece.

II- LES EFFLORESCENCES TOXIQUES RECURRENTES D’ALEXANDRIUM
CATENELLA DANS L’ETANG DE THAU

1- Caractéristiques actuelles de ’Etang de Thau

a- Caractéristiques hydromorphologiques

L’Etang de Thau est une lagune caractérisée par une superficie d’envirorf 8 km
uneprofondeur moyenne de 5 m qui en font la lagune la plus grande et la plus profonde de la
région Languedoc-Roussillon. Ces caractéristiques s’expliquent par sa formation d’origine
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tectonique : cet étangst le synclinal d'un plissement dont l'aiinal est la montagne de
Gardiole au nord-est.

Cet étangest alimenté en eau douce par un réseau hydrographique compos
dizaine de petits cours d’eau dont la majorité présente un caract-pérenne pendant la
saison seche. Les deux cours d’ezajeurs entrants sont la Véne et le P. (Figure 3). Les
débits de ces cours d’eau sont régis par le climat méditerranéen, caractérisé par dt
précipitations irrégulieres et souvent automr; les débits moyensnesurés sont do
faibles et desrues soudaines et fortes peuvent étre générées pendant la saison a
Cette lagune recoit également I'eau de deux canaux de navigation, le canal du Mid) et
le canal du Rhéne (a 'est), et reste en communication directe avec la mer par ds, le
grau de PisseSaumes au sud et le canal de Sete ¢ (Figure 3).
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Figure 3 : Réseau hydrographique associé a la lagune de Thau et local
des zonesle tables ostréicole Photo satellite obtenue a partir de Google E:

Ces caractéristiques hydromorphologiques menent a un faible taux de renouve
des eaux lagunaires gsint, de ce fa particulierement sensibles aux conditions d’ap,
en particulier provenardes cours d'e:. Elles permettent également de maintenir une sa
élevée dans la lagune (proche de celle de la mer Méditerrrendantpossiblc la mise en
place d'une activité conchylico
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b- L’Etang de Thau, une zone de production conchylicole

La production conchylicole du bassin de Thau atteint environ 13000 tonnes d’huitres
(Crassostrea giggset 2500 tonnes de mouleslytilus galloprovinciali3 chaque année, ce
qui en fait le plus gros bassin méditerranéen en terme de production de coquillages et le
premier bassin d’Europe en terme de commercialisation (données fournies par le Syndicat
Mixte du Bassin de Thau, SMBT). Elle représente 10% de la production nationale et atteint un
chiffre d’affaire direct de 37 millions d’euros. Cette activité, gérée par 750 producteurs, est
organisée en trois secteurs (Figure 3), couvrant 1/5 de la surface de la lagune.

La filiere conchylicole représente ainsi un secteur majeur d’activité de la zone cétiére.
Les développements récurrents d’efflorescences toxigudexaindrium catenella, observés
dans I'Etang de Thau depuis la fin des années 90 (Collos stue. presge peuvent donc
fortement perturber la production de ce secteur, en plus de provoquer des risques majeurs

d’intoxication alimentaire.

2- Evolution des conditions environnementales de la lagune —
Analyse de séries long-terme

D’aprés Collos et al.spus presge I'analyse de séries long-terme de données de
température, salinité et concentrations en éléments nutritifs des eaux de 'Etang de Thau a
permis de mettre en évidence deux changements majeurs dans les conditions
environnementales de la lagune sur la période 1972 — 2006 : une augmentation globale des
températures (0.045°C/an), principalement marquée au printemps, et une diminution marquée
des concentrations en phosphate (90% au cours de la période 1970-1995 d’apres Souchu et al.
(1998)) qui sont maintenues, depuis le début des années 90, a des niveaux bas, inférieurs a 1
UM en été et indétectables en hiver (<0.03 uM). L'Etang de Thau est ainsi devenu l'une des
lagunes les moins eutrophes de la cote méditerranéenne.

Les variations des conditions chimiques de la lagune sont principalement le résultat
des activités humaines. La forte baisse des concentrations en phosphate observée dans les
années 70 et 80 peut par exemple s’expliquer par la mise en place de nombreuses
infrastructures de traitements des eaux usées au cours de cette période (La Jeunesse & Elliott
2004).

Les variations des parameétres physiques (température, salinité, hydrodynamisme) sont

majoritairement le fait du climat (la salinité et I'hydrodynamisme étant fonction des
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précipitations et des vents sur la zone), mais également des activités humaines a travers le
réchauffement global. Or, a I'échelle du globe, les variations en termes d’amplitude et de
localisation des zones anticycloniques et dépressionnaires majeures créent des oscillations
naturelles dans les transferts de masses d’air a I'échelle des bassins océaniques qui peuvent
influencer les climats de larges zones géographiques. Le bassin de Thau pourrait ainsi subir
l'influence de I'Oscillation Nord Atlantique, quantifiée paintlice NAO (calculé a partir de

la difference de pression entre l'anticyclone des Acores et la dépression d’lslande) et,
également, celle d’une oscillation définie a I'échelle de la zone ouest du bassin méditerranéen,
caractérisée par I'indicd/eMO(Western Mediterranean Oscillation Index, calculé a partir de

la différence de pression entre I'anticyclone des Agores et la dépression de Ligurie) défini par
Martin-Vide & Lopez-Bustins (2006). L'analyse des corrélations entre données de
température ou de précipitations et valeurs de ces indices sur des séries long-terme peut
permettre de mettre en évidence un forcage climatique global de la zone considérée. Pour
'Etang de Thau, une série de données d’anomalies de température de l'air sur la période

1971-1998 a pu étre comparée aux valeurs des indices NAO (www.cpc.noaa.gov/index.php

et WeMO (www.ub.es/gc/English/wemo.Htri utilisation des données de température de

I'air plutdt que de I'eau a permis d’agrandir la série de données disponibles tout en conservant
une bonne représentation de l'influence des forcages climatiques sur les caractéristiques des
eaux lagunaires puisque les valeurs de température de I'air sont apparues fortement corrélées

a celles de I'eau (Figure 4).
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Figure 4 : Corrélation entre données de température de I'air et de I'eau
au niveau de la lagune de Thau — Dondégo France et Ifremer
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Figure 5 : Caractéristiques des corrélations obtenues entre anomalies de température de I'air
au niveau de I'Etang de Thau et valeurs des indices NAO et WeMO au cours d’un cycle
annuel, (a) coefficient de corrélatiod @ P < 0.1, ** P < 0.01, *** P < 0.001) et (b) pente.
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D’apres la Figure 5, une succession dans les facteurs de forgage climatiques jouant sur les
conditions environnementales de I'Etang de Thau semble s’opérer au cours de I'année : les
conditions de température au cours de la période hivernale seraient influencées par l'indice
NAO (corrélation positive) ; les températures au cours du printemps et de l'automne
subiraient l'influence plus locale des conditions atmosphériques de I'ouest méditerranéen,
représentée par une corrélation négative avec l'indice WeMO, qui prendrait alors le relais sur
linfluence atlantique ; I'été serait une période ou les deux forgcages, atlantique et
méditerranéen, joueraient simultanément.

De telles corrélations pourraient permettre une prévision des régimes de température,
du moins en hiver. En effet, une partie de la variabilité de I'indice NAO d’hiver (tendance
vers des indices positifs ou négatifs) pourrait étre estimée a partir des anomalies de
température sur I'Atlantique en fin d’été (Cassou 2004). D’autre part, chaque espéce
phytoplanctonique étant caractérisée par une gamme de tolérance par rapport aux facteurs
physiques telles que la température et la lumiére, les efflorescences phytoplanctoniques sont
des phénomenes saisonniers ; les corrélations mises en évidence révelent donc que, dans la
lagune de Thau, leur contrdle par les facteurs physiques du milieu pourrait étre influencé soit
par le régime climatique atlantique, soit par celui (plus local) de I'ouest méditerranéen, en

fonction de la période privilégiée d’'apparition des blooms.

3- Apparition d’Alexandrium catenella dans la lagune de Thau
dans les années 90

a- Cycle de vie d’A. catenella

A. catenella est une espéece pouvant étre présente dans le milieu soit au niveau de la
colonne d’eau gtade pélagique) sous forme de cellules mobiles flagellées nonuslédss
végetatives soit au niveau du sédimerdtdde benthique) sous forme HKgstes dormants
(cellules au métabolisme ralenti permettant a I'espece de survivre a des conditions
environnementales défavorables) appelés également kystes de résistance. Les liens entre les
stades benthique et pélagique au cours du cycle de vie de I'espéce sont représentés sur la

Figure 6 :
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Figure 6 : Représentation du cycle de viAxandriumsp.
— d’apres Wyatt & Jenkinson (1997)

D’apres le cycle décrit sur cette figure, la germination d’'un kyste dormant (1) permet
la libération, dans la colonne d’eau, d'un planoméiocyte diploide (2) qui, apres meiose, donne
deux cellules végétatives haploides. La division par mitoses successives (3) de ces cellules
végétatives va mener au développement d'une efflorescence. Des variations brusques de
I'environnement peuvent provoquer la formation de kystes temporaires (3a). Aprés la phase
de croissance exponentielle, les cellules végétatives produisent des gametes (4) qui fusionnent
(5) pour former un planozygote diploide (6). Cette cellule évolue en se chargeant de réserves
et en perdant sa mobilité afin de mener a la formation d’'un kyste dormant immature (7). Ce
kyste benthique subit, dans le sédiment, une période de dormance obligatoire associée a une
phase de maturation (8) avant de pouvoir germer.

Les kystes de résistance restent en état de dormance tant que les conditions
environnementales (entre autres de température et de lumiére) ne sont pas favorables au

développement d’'une efflorescence (Anderson 1998).

b- A. catenella, une espéce probablement invasive

Un suivi régulier de la communauté phytoplanctonique a été mis en place dans I'Etang
de Thau a partir de 1987. La premiere efflorescenédestandrium catenellfut observée en

1995 (événement non-toxique) et le premier bloom toxique en 1998 (Lilly et al. 2002).
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Depuis, des efflorescences récurrentes saisonnieres ont lieu chaque année, au printemps et a

I'automne (Figure 7 ; Collos et adous presge les deux saisons subissant l'influence du

régime climatique ouest méditerranéen. Le bloom le plus dense fut observé en automne 2004,

au cours duquel une concentration decI%f cell/L fut atteinte.

Abondanced’ A.catenella(cell/lL)
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Figure 7 : Evolution des abondances mensuellés datenella au cours d’un cycle annuel —
Données Ifremer obtenues a la station A5 de la Crique de I'Angle, dans I'Etang de Thau.

Le suivi de la concentration en cellules végétatives dans la colonne d’'eau n’est pas

suffisant pour déterminer une date d’introduction de I'espéece dans I'Etang de Thau :

elle

pouvait étre présente dans la lagune avant 1995, en particulier sous forme de kystes de

résistance. Néanmoins, l'estimation de la densité des kystes de résistance au niveau du

sédiment a révélé une valeur moyenne faible a I'échelle de I'Etang de Thau (moins de 20

kystes par gramme de sédiment sec) qui suggere une invasion récente de I'espece (Genovesi-

Giunti, 2006).

4- Facteurs de contréole des efflorescences et stratégies de
croissance

Avant 1995, deux raisons peuvent expliquer I'absence de floraisdnscakenella

dans I'Etang de Thau: soit I'espece n’était pas encore présente dans le milieu, soit les

conditions n’étaient pas favorables a son développement. L'initiation et le développement

d'une efflorescence nécessitent que la croissance cellulaire de la population soit supérieure
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aux pertes de biomasse dues aux pressions environnementales, comme le broutage,
I'advection (Smayda 1997b) ou la lyse parasitaire (Chambouvet et al. 2008). Cette croissance
cellulaire est fonction des capacités nutritionnelles, photosynthétiques et d’adaptation des
cellules. Ces caractéristiques métaboliques, définies par la génétique, sont aussi régulées par
des facteurs environnementaux aussi bien physico-chimiques (tels que la température,
lintensité lumineuse, la turbulence ou la disponibilité en sels nutritifs) que biologiques
(comme la compétition interspécifique). L’observation d’'une efflorescence dans un milieu
donné est donc la preuve Q@@ cette population est adaptée aux conditions physico-
chimiques du milieu, (i) qu'elle est compétitrice par rapport aux autres especes
phytoplanctoniques dans ces conditions environnementalgsi)etqu’elle présente une
croissance suffisante pour compenser les pertes de biomasse.

D’aprés Tilman et al. (1982), I'acquisition de la ressource nutritive limitante a un réle
majeur dans la croissance nette des populations phytoplanctoniques. Cepenciienella
présenterait de faibles capacités compétitrices en terme d’utilisation des ressources nutritives
dites inorganiques, en particulier si les ressources sont limitantes. En effet, les capacités
d’absorption dA. catenellaseraient caractérisées par de fortes constantes d’affini}eéKk
rapport aux sels inorganiques, aussi bien azotés (nitrate et ammonium ; Collos et al. 2004) que
phosphorée (phosphates ; Ou et al. 2008). Or, d’aprés I'évolution des caractéristiques physico-
chimiques des eaux lagunaires décrite précédemment, I'apparition des efflorescénces d’
catenella dans I'Etang de Thau a coincidé avec une oligotrophisation du milieu: les
efflorescences sont observées de maniére récurrente depuis 1995, période caractérisée par de
faibles concentrations en phosphate. L'espéce doit donc compenser ce désavantage vis-a-vis
de l'utilisation des nutriments inorganiques par la mise en place de stratégies de croissance
particulieres ameéliorant sa compétitivité. Chez les dinoflagellés toxiques, ces stratégies
peuvent concerner le cycle de développement, les caractéristiques morphologiques ou les
capacités métaboliques des cellules (Smayda 1997b ; Glibert et al., 2005).

Pour A. catenella, les connaissances physiologiques de I'espece permettent
d’envisager quatre types de stratégies apportant des avantages complitifsxistence
d’'un cycle de vie complexe faisant intervenir une phase de dormance sous forme de kystes
benthiques car la régulation associée a la germination de ces kystes permet de libérer un
inoculum de cellules dans une fenétre environnementale favorable a leur
développement (Anderson 1998Jii) I'excrétion de molécules toxiques ou allélopathiques
(Arzul et al. 1999) qui peuvent permettre de limiter le broutage ou d’inhiber la croissance de
certaines espéces algales compétitrices (Smayda 19@iNb)es capacités de migration des
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cellules végétatives qui permettent aux cellules d’optimiser leurs conditions de lumiere ou de
disponibilit¢ en nutriments en fonction de leurs besoins (Sullivan et al. 2@03)des
capacités nutritionnelles spécifiques de tppigotropheg(utilisation de la matiére organique

par un organisme photosynthérique ; Caron (2000)) Acarcatenella serait capable de
récupérer des éléments nutritifs pour sa croissance par absorption d’azote organique dissous
(Carlsson & Granéli 1998 ; Collos et al. 2004) et phagocytose de cyanobactéries (Jeong et al.
2005).

Les capacités mixotrophes Ad.catenella, et en particulier la phagocytose de
cyanobactéries, pourraient correspondre a un des avantages compétitifs majeurs permettant
d’expliguer I'apparition d’efflorescences récurrente8.dtatenelladans I'Etang de Thau dés
les années 90. D’apres Collos et abus presge I'évolution des caracteéristiques physico-
chimiques de la lagune (hausse des températures et baisse des phosphates) aurait favorisé
indirectement le développementAd’catenellaen créant une niche écologique favorable au
développement de sa proie potentielle, les cyanobactéries. La hausse globale des températures
de 'Etang de Thau n’aurait favorisé en aucune maniere le développement de cette espece
toxique car linitiation des blooms M. catenella nécessiterait une fenétre de température
stable aux alentours de 20°C pendant plusieurs jours (Collos et al. sou} presse

L’existence d’'une zone préférentielle d’initiation des blooms a I'échelle de I'Etang de
Thau confirmerait I'importance majeure des stratégies d’acquisition des nutrimems par
catenella dans la compétitivité de cette espece. En effet, dans la lagune, les efflorescences
semblent systématiquement s’initier au niveau de la crique située a 'embouchure de la Vene
(Figure 3), nommée Crique de I'Angle. Pourtant, I'étude de la répartition des zones
d’accumulation de kystes au niveau des sédiments de la lagune a mis en évidence I'existence
d’au moins trois zones privilégiées (Genovesi-Giunti 2006) : la Crique de I'Angle (jusqu’a
440 kystes par gramme de sédiment sec), 'Etang des Eaux blanches (crique située a I'est de la
lagune) et une zone située au sud de la lagune, face a Marseillan (Figure 3). Les conditions
environnementales spécifiques de la Crique de I’Angle doivent donc étre les seules favorables
a l'initiation et au développement d’efflorescences.datenella. Cette spécificité pourrait
résider dans les deux caractéristiques suivan(gsla Crique de I'Angle est une zone
d’apports importants d’éléments nutritifs a I'échelle de I'Etang de Thau, grace au débit de la
Véne et aux rejets associés a une station de lagunage située en bordure de la Crique et a
l'activité thermale de la ville de Balaruc-les-Baingi) elle présenterait des périodes de
confinement (fonction des conditions de vents et de courants associés) (Vincent 2007) qui

favoriseraient I'amplification d’'une efflorescence en maintenant les cellules dans des
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conditions favorables et stables, alors qu'une absence de confinement favoriserait la
dispersion des cellules vers le reste de la lagune et augmenterait ainsi le risque de

contamination des parcs conchylicoles.

Les conditions nutritives du milieu et les stratégies de croissance associées a
I'assimilation des éléments nutritifs semblent donc avoir un role clé dans le déclenchement et
'amplification des efflorescencesAl’ catenelladans I'Etang de Thau. Afin d’approfondir la
compréhension des processus associés a ce facteur de contréle, ce travail de thése a été mené
avec, comme objectif global, la caractérisation des processus de nutrAionatenellaet
leur réle dans le développement des efflorescences. Il vise a répondre aux deux questions

majeures suivantes :

= Quelles caractéristiques originales de nutrition apprtent a A. catenella des avantages
compétitifs permettant a cette espéce de réaliser des blooms de grande ampleur dans
'Etang de Thau ?

= Comment paramétrer les processus de nutrition des lteles d’A. catenella afin de
pouvoir comparer l'influence du contréle des éléments nutritifs sur la croissance par

rapport a celle d’autres facteurs environnementaux ?

Pour répondre a ces questions...

a- Trois approches complémentaires d’analyse

Trois approches complémentaires d’analyse ont été suivies afin de pouvoir répondre a
ces interrogations : la mise en place d’expérimentations en milieu contrdlé en cultures, la
réalisation de mesures in situ et une approche par modélisation des processus.

L’approche en milieu contrélé permettra de mettre en évidence I'influence spécifique
des conditions nutritives sur la croissance algale en rendant négligeable la limitation des
autres facteurs environnementaux sur la croissance. Elle sera centrée sur I'étude des sources
majeures d’azote et de phosphore des cellulksaditenella. Afin de vérifier que certains des
processus mis en évidence en conditions de laboratoire ont une réalité environnementale, des

observations ont été réalisées a partir d’échantillonssitu prélevés au cours des
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développements A. catenella. Cependant, I'approche de terrain réalisée a été fortement
limitée par la faible ampleur des blooms qui ont eu lieu pendant le déroulement de cette these,
empéchant d'effectuer la majeure partie des mesures initialement priévisisi. Une
globalisation de ces résultats sera mise en place grace a une approche par modélisation des
processus de nutrition observés. Elle consistera a formaliser sous forme mathématique
linfluence des éléments nutritifs sur la croissance a partir des résultats obtenus, mais
egalement celle de la température, de la salinité et de l'intensité lumineuse grace a un jeu de
données mis a disposition par Mohamed Laabir. Cette caractérisation du contrble de la
croissance d’A. catenellgar différents facteurs environnementaux pourra servir de base a la
mise en place d’'un futur modéle de croissance qui permettra de hiérarchiser l'influence de ces

facteurs au cours du développement des blooms.

p- Différents types de stratégies nutritives testées

Pour mettre en évidence des caractéristiques dans la nutrithancdtenellaqui lui
apporteraient des avantages compétitifs majeurs, différentes stratégies nutritives ont été
envisagées concernant la nutrition azotée et phosphorée. Les stratégies originales qui seront
abordées concernent principalement I'assimilation potentielle de matiere organique (dissoute

et particulaire) et I'absorption potentielle d’éléments nutritifs la nuit.

A savoir...

Expérimentations et modélisation, deux approches interconnectées

Les protocoles suivis en culture ont été en partie choisis afin de pouvoir faciliter la
formalisation mathématique des processus de nutrition des celliescatenella. Une
présentation préalable des modeéles testés pour simuler ces prestsbusc nécessaire afin
d’expliciter les parametres que I'on a cherché a estimer a travers les expérimentations en
milieu contréle.

Pour les organismes unicellulaires, l'utilisation des éléments nutritifs pour la
croissance s'effectue globalement au cours de deux processosorption des éléments, qui
correspond au passage physigue de la membrane plasmique du milieu extracellulaire vers le

milieu intracellulaire, et Bssimilation réelle de cet élément pour la croissance par son
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intégration dans les composés organiques vitaux. Certains éléments nutritifs peuvent étre
accumulés en exces par les cellules; il existe alorsdécouplageentre le processus
d’absorption et de croissance. Une maniére de formaliser ce découplage fait appel a une
variable que I'on nomme quota, représentant la quantité d’élément présent dans la cellule sous
forme a la fois organique et inorganique. La valeur du quota integre donc une valeur de
subsistance (le quota minimumg)Qassociée au matériel cellulaire vital, a laquelle s’ajoute

la quantité d’élément disponible en surplus pour la croissance, soit sous forme de matériel
non-assimilé (inorganique) stocké dans des vacuoles, soit sous forme de molécules organiques
pouvant étre facilement recyclées (Flynn 2008).

Les capacités de stockage d’éléments nutritifs peuvent correspondre a un avantage
compétitif dans un environnement ou les apports en nutriments sont irréguliers. En cas de
possibilité de découplage important entre absorption et assimilation, il apparait donc
nécessaire de caractériser spécifiguement les capacités de prélevement de la ressource
(absorption), mais aussi d’accumulation (augmentation du quota) et d'utilisation réelle de
I'élément pour la croissance (assimilation) afin d’estimer le contréle potentiel des conditions
nutritives sur la croissance. L’acquisition de la ressource reste cependant le processus majeur
dans la définition des capacités de compétition interspécifique (Flynn 2002) ; I'estimation des
parameétres caractérisant I'absorption est donc la plus cruciale.

L’azote est un élément ne pouvant étre stocké sous forme inorganique que dans de
faibles quantités. Or, l'utilisation de stocks intracellulaires sous forme organique nécessite
plus de dépenses énergétiques que l'utilisation de molécules inorganiques. La prise en compte
d'une variable représentant le quota intracellulaire est donc moins essentielle pour I'azote,
pour lequel le lien entre concentration extracellulaire et croissance est relativement direct,
gu’elle ne l'est pour le phosphore (Flynn 2008) qui peut étre stocké en exces, en forte
guantité, sous forme inorganique (Watanabe et al., 1987). L’effort de caractérisation des flux
d’azote chezA. catenella a donc été centré sur le processus d’absorption. Pour le phosphore,
une analyse des variations de quota intracellulaire en fonction des conditions nutritives a été
effectuée en paralléle a I'étude des flux d’absorption.

L'utilisation de modéles mathématiques permet alors une caractérisation de maniere
guantifiable des différents processus de nutrition. Le processus d’'absorption est généralement
modeélisé en utilisant une équation inspirée du modele de Michaelis-Menten (Figure 8),

définie par :
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Figure 8 : Représentation du modéle
de Michaelis-Menten

ol V est la vitesse d'absorption du substrat S (&) Wmax €St la vitesse maximale
d’absorption (en 1), [S] est la concentration en substrat (en pM) gkt la constante de

demi-saturation (concentration a laquelle V 7¥/ 2, en uM).

Le modele le plus simple permettant de simuler le flux d’assimilation est celui décrit
par Droop (1968) (Figure 9) et défini par la relation :
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Figure 9 : Représentation du
modele de Droop
ol [ est le taux de croissance (émi div/j), Q est le quota (exprimé par cellule en pg/cell ou
pa unité de C en pg/pgC),dEst le quota minimal (en pg/cell ou pg/pgC) giqest le taux

maximal de croissance théorique atteint pour une valeur de quota infinie.

En vue de formaliser les flux de nutrition azotée et phosphoréeActoatenella, des
expérimentations ont donc été menées afin d’estimer la variabilité des différents parametres
d’entrée utilisés dans ces modélega\et Ks pour caractériser la nutrition azotée gty Ks

et Qo pour caractériser la nutrition phosphorée.
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Partie 1

PARAMETRISATION DE LA
NUTRITION AZOTEE

Préparation d’échantillons pour passage au spectrométre de r
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Part I- Contexte, résumeé et perspectives

Contexte, résume et perspectives

Alexandrium catenella est une espéce phytoplanctonique capable d'utiliser divers
éléments nutritifs comme source d’azote, dont des sources dissoutes d’azote minéral (telles
que 'ammonium (NH'), le nitrate (NQ) et le nitrite (NQ)) et organique (urée) (Matsuda et
a. 1999, Dyhrman & Anderson 2003, Collos et al. 2004). Lors des efflorescenkes d’
catenella dans I'Etang de Thau, NfH et urée correspondraient aux deux sources majeures
d’azote pour ces cellules : NHet urée permettraient de combler respectivement entre 30 %
et 100 % et entre 2 % et 59 % des besoins cellulaires pour la croissaice(Collos et al.

2007). Cependant, Collos et al. (2007) ont rapporté une forte variabilité temporelle dans les
capacités d’absorption de ces deux éléments nutritifs par une population natukelle d’
catenella. Une caractérisation détaillée des capacités d’absorption deeXld'urée par cette
espece et de leur contrdle apparait donc importante a réaliser afin d’améliorer la
compréhension du role des éléments nutritifs comme facteur de contrble des efflorescences
toxiques dans I'Etang de Thau.

Des variations de la valeur des parameétres cinétigugs e&f K, caractérisant les
capacités d’absorption d’'un nutriment spécifique, ont déja été observées en fonction du taux
de croissance et de la limitation en nutriments des cellules phytoplanctoniques. L'étude de
Maguer et al. (2007) montre ainsi I'exemple de variations gy-MH,4" en fonction du taux
de croissance et de I'état de carence en N des celludexdhdrium minutum. La valeur des
parametres cinétiques pourrait également varier au cours de la période de lumiere (Eppley et
al. 1971 ; Tamminen & Irmisch 1996). Une premiere série d’expérimentations (décrites dans
le Chapitre 1) a donc été menée en vu d’analyser les variations des cinétiques d’absorption
de NH;" et de l'urée pai. catenella au cours d’un cycle diurne ; les résultats y ont été
discutés par rapport au contréle potentiel de la limitation en azote et/ou d’'une périodicité

journaliére.
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RESUME DU CHAPITRE 1 - Variabilité court-terme des vitesses d’absorption
de NH4* et d’urée par Alexandrium catenella en cultures

Les capacités d’absorption d’ammoniutH;") e durée de quatre souches
méditerranéennes 4. catenella (de France, d’ltalie et d’Espagne) ont été estimées par
marquage ad°N et comparées & I'échelle d’'un cycle diurne. La réalisation de cinétiques
d’absorption sur un gradient de concentration en substrat de 1-10 patgN/L a permis de
caractériser les capacités de prise Nid," des quatre souchesAd’ catenella par des
cinétigues de type Michaelis-Menten. Pour l'urée, trois des souches ont présenté des
cinétiques linéaires le long du gradient de substrat testé. Dans tous les cas, une augmentation
des vitesses d’absorption a été observée au cours de la période diurne. Cette tendance a mené
a une augmentation nette des vitesses maximales d'absorption et des pentescinlizdes
vitesses maximales d’absorption sont apparues varier d'un facteur 2-1Blgufvitesses
théoriques, Wax pour les cinétiques saturantes) et d’'un facteur 2-18 pour l'urée (vitesses
mesurées) en fonction des souches testées. Les variations temporelles des constantes de demi-
saturation (Ks) n'ont pas montré de tendance claire. Les augmentations des vitesses
maximales et des pentes initiales ont révélé une optimisation, au cours du temps, des systemes
de prélévement d’'azote en réponse a un apport pulsé, probablement associée a une périodicité
journaliére. D’autre part, une excrétion intensiveNd®,” a été mise en évidence au cours de
I'assimilation de l'urée pour deux souchedA.dtatenella. Un tel processus d’excrétion
d’azote pourrait mener a des surestimations considérables de la contribution de l'urée a la
croissance phytoplanctonique lorsque seule la diminution des concentrations dans le milieu
est estimée.

Les résultats obtenus dans ce premier chapitre ont mis en exergue deux points
importants qui seront étudiés dans les chapitres suivéitsexcrétion deNH," pendant le
processus d’assimilation de l'urée peut donner cours a des interactions potentielles entre
prélévements dé&lH," et d'urée ; le role possible de ces interactions dans le systéme de
régulation du flux d’absorption de N-urée par les cellulés citenella a été envisagé dans le
Chapitre 2 ; (ii) L’augmentation, au cours du temps, des capacités d’absorptidi deet
urée a été interprétée comme une variation associée au cycle diurne, malgré I'observation
conjointe d’une augmentation du rapport C/N ; des expérimentations décrivant la variation
des capacités d’absorption de l'azote et du rapport C/N sur un cycle jour/nuit complet,

présentées dans le Chapitre 3, ont permis de vérifier cette hypothese.
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RESUME DU CHAPITRE 2 - Interactions entre prélévements de NH4* et
d’urée par cinq souches d’Alexandrium catenella en cultures

Des expérimentations a court-terme ont été menées giodier si des interactions
entre prises d’ammonium (NP et durée participeraient a la régulation du flux
d’assimilation de I'azote chez le dinoflagellé toxichlexandrium catenella. Afin de prendre
en compte la variabilité génétique, cing souchés aitenella ont été utilisées : trois souches
isolées dans I'Etang de Thau (sud de la France) et deux souches provenant du bassin catalan
(en Espagne). Pour chaque souche, les variations du taux d’absorption d’un nutrimént (NH
ou urée), apporté a une concentration référence dextyiN/L, ont été analysées le long d’'un
gradient croissant de concentration (0-L@tgN/L) pour lautre nutriment. Les taux
d’absorption simultanés des deux sources azotées ont été obtenus par mesures de
l'incorporation de*>NH," et de™N-urée. Une forte inhibition du taux d’absorption du N-urée
pa NH; (inhibition maximale, hax > 55 %) a été mise en évidence pour les souches
francaises. Aucune influence de I'urée sur le taux d’absorption dé N&l été observée.
L’estimation des taux d’absorption totaux d’azote a révélé que I'inhibition du prélévement de
'urée ne représenterait pas un inconvénient compétitif pour les celldesaténella: la
réduction du taux de prélevement de N-urée s’est avérée étre plus que compensée par le
préléevement de NH. De plus, I'estimation de paramétres cinétiques caractérisant les flux
totaux d’azote a suggéré que les souches francaises seraient plus compétitives que les souches
espagnoles dans un environnement caractérisé par de faibles concentrations én SNH
uatgN/L) et de fortes concentrations en N-urée (tedies 10uatgN/L). Ces caractéristiques
de préléevements refléteraient des adaptations métaboliques des différentes souches a leur
environnement respectif.

RESUME DU CHAPITRE 3 — Couplage entre métabolismes de I'azote et du
carbone chez le dinoflagellé toxique Alexandrium catenella

Chez les cellules phytoplanctoniques, la dépendaneetéi de certains processus
biologiques envers des produits de la photosynthése peut induire I'existence d’'une périodicité
journaliére dans l'intensité de ces processus. Le couplage entre métabolismes de I‘azote (N) et
du carbone (C) cheZlexandrium catenella a été étudié lord’expérimentations en culture, au
cours d'un cycle Jour/Nuit. Les taux d’absorption de trois sources potentielles de N
(ammonium, nitrate et N-urée) et de deux de C (KI@OC-urée) ont été estimés par ajout de
composés marqués diN et °C. D’aprés les variations observées du rapport isotopique
BcC d'A. catendlla, ces cellules ne seraient pas capable d'utiliser 'urée comme source de
C. Des baisses observées du contenu cellulairéGau cours de la phase sombre ont, de
plus, révélé une probable forte contribution du C récemment fixé dans le processus de
respiration au noir. L'analyse des taux d'incorporatiori°lea permis de mettre en évidence
de bonnes capacités de prises au noir des trois nutriments azotés testésafmnella, avec
des taux d’absorption au noir représentant entre 27 % et 65 % du taux estimé en phase claire.
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De fortes variations journaliéres du rapport C/N ont révélé une accumulation de composés

riches en C le jour qui permettrait, entre autres, de combler les besoins en C et énergie des
processus d’absorption au noir. De telles stratégies de prises au noir et de stockage de C
représenteraient un intérét écologique particulier pour les espéces capables de migrations
verticales, comme A. catenella.

Les études présentées dans les chapitres 1 et 2 ont permis de mettre en évidence une
forte variabilité des capacités d’absorptioniid,” et d’'urée entre souchesAd'catenella,
ainsi que des variations dans le contrdle de ces flux. Une part de cette variabilité a pu étre
associee a des adaptations environnementales envers differentes zones coétieres
méditerranéennes. Cependant, la variabilité observée entre souches isolées dans I'Etang de
Thau pose la question de l'existence ou non d'une sélection des caractéristiques

nutritionnelles au cours du développement des efflorescences dans cette lagune.
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Principes méthodologiques majeurs

I- ESTIMATION DES VITESSES D’ABSORPTION PAR MARQUAGE AU 15N ET 13C
1- Les isotopes stables de I’azote et du carbone

Dans la nature, la plupart des éléments chimigques peuvent exister sous plusieurs
formes ditesisotopiquesqui se différencient par les caractéristiques de leur noyau : des
isotopes présentent le méme nombre d’électrons mais un nombrecid®ns(particules
constituant le noyau) différent qui caractérise chaque isotope par une masse atomique
spécifigue. Chaque atome possédant une charge électrique neutre, les différences de masse
atomique entre isotopes proviennent de différences dans le nomieeatdens(particules du
noyau de charge électrique nulle) et non dans celpratens(particules du noyau de charge
électrique positive). Certains isotopes présentent une structure atostédplequi ne se
modifie au cours du temps qu’avec un apport d'énergie extérieure. Les autres isotopes sont
radioactifs et caractérisés par un noyau instable qui évolue spontanément par émission de
rayonnements ou de particules. L'écart de masse entre deux isotopes peut entrainer des
différences en termes de propriétés physico-chimiques, telles que la température de fusion, la
viscosité ou la vitesse de réaction. Ces différences peuvent jouer sur la répartition des isotopes
au cours des réactions chimiques ; on parle alors de fractionnement isatopique

Parmi les deux isotopes stables de I'azote et du carbone, I'isotope le plusisuod (
3C) est présent en quantité trés faible dans la nature. Exprimées par rapport au nombre total
d’atomes PN+"“N ou 2C+C), les abondances naturelles des isotopes de l'azote et du
carbone sont globalement de 0,37 % pourfecontre 99,63 % pour N et de 1,11 % pour
le 3C contre 98,99 % pour [&éC.

2- Principe du marquage a l’isotope stable et estimation des
vitesses d’absorption

En expérimentation, l'utilisation d’isotopes stables plutdt que d’isotopes radioactifs
présente deux avantages majeurs : contrairement aux éléments radioactifs, les isotopes stables
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ne sont pas dangereux, et leur stabilit¢é n’impose aucune contrainte quant aux temps
d’incubation & réaliser. Par exemple, Iisotope radioactif de I'azot&Nleest hautement
radioactif et posséde une durée de demi-vie extrémement breve de 10 minutes, ce qui rend son
utilisation particulierement contraignante. Afin de limiter ces contraintes méthodologiques,
les vitesses d’absorption de I'azote et du carbone par les celldlesahdrium catenella ont

été estimées par marquage des cellules aux isotopes stables'fouet$’C.

L’estimation de ces vitesses d’absorption a été effectuée au cours d’incubations
débutant par I'ajout d’'une quantité connue'thé et *C. Ces éléments étaient apportés sous
forme de sources nutritives et de HLC@Constitués a 99% d’isotopes lourds. Au cours des
incubations, les rapports isotopiques en azdtdl (= >N / (*°N+*N)) et carboneq**C =3C
/ (B°c+'*C)) des cellules &. catenellaaugmentaient par le biais de I'absorption progressive
des éléments marqués. L'augmentation de ces rapports isotopiques relativisée par rapport au
temps d’incubation donnait alors une estimation des vitesses d’absorption.

En fin d’'incubation, chaque échantillon était filtré afin de concentrer les cellles d’
catenella sur un filtre en accumulant une biomasse supérieure a 5.8 pg d’'azote et 35.3 ug de
carbone, valeurs nécessaires afin d’assurer des mesures isotopiques fiables sur les appareils
utilisés. Les rapports isotopiques, ainsi que les masses azotée et carbonée associées, étaient
mesureés pour chaque filtreg{ chaque échantillon) grace a un systeme couplant une méthode
séparative par chromatographie en phase gazeuse a une méthode d’identification par

spectrométrie de masse.

3- Mesures couplées des rapports isotopiques et des masses
azotées et carbonées par spectrométrie de masse

Le principe de I'appareil utilisé pour ces mesures, couplant un systeme de séparation
des gaz par chromatographie a un spectrometre de masse, est décrit sur la Figure 1
répertoriant les principales étapes du processus d’analyse des échantillons. Au cours d'une
premiére phase de formation et de séparation des gaz, I'échantillon subit tout d’abord une
combustion en présence d’oxygéne transformant la matiere particuliere sous forme de gaz.
Les passages successifs de ces gaz dans une colonne de réduction, un piége a eau et une
colonne de chromatographie permettent d’obtenir, en sortie, l'azote et le carbone de
I'échantillon sous forme de N\et de CQ arrivant séparément au niveau du spectrométre de

masse. Le transport des gaz dans le systéme est ici assuré par un gaz vecteur inerte, I'hélium.
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Figure1: Mesures des rapports isotopiques et des masses azotées et carbonées
par utilisation d’'un systeme couplant une phase de chromatographie
en phase gazeuse a une analyse par spectrométrie de masse
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Apres séparation des gaz, les molécules gdgiNs de CQ sont ionisées positivement et
accélérées dans un champ électrique. Chaque particule est ensuite déviée par un aimant en
fonction de sa masse et de sa charge. Un détecteur mesure alors l'intensité des signaux
obtenus pour les différents types de déviation caractéristiques des molécujest die ICQ,
correspondant respectivement aux molécdfd&*N, NN, N**N et ?C0O,, *C0,. En

sortie d’analyse, chaque échantillon est caractérisé par sa masse totale d’azote (hnommée NOP,
azote organiqgue particulaire), sa masse totale de carbone (nommée COP, carbone organique
particulaire), et les rapports isotopiquéd\bet §*°C associés.

II- ETAPE INITIALE DE RESUSPENSION DES CELLULES D’ALEXANDRIUM

CATENELLA

Les travaux présentés dans cette partie visent principalement a caractériser les
processus d’absorption de l'azote par les cellules. datenella. Afin de contrbler les
ressources en azote disponibles pour les cellules pendant les incubations, chaque
expérimentation débutait par une premiére étape de resuspension des cellules dans un milieu
sans azote, schématisée sur la Figure 2. Au cours de cette étape, les cellules sont récupérées
sur une soie pagravitation, i.e. aucun systeme de pompage n’est utilisé afin d’accélérer le
processus de filtration. Cette pratique, quoi que plus lente, permet de minimiser le stress des
cellules afin de les garder viables et actives. Bien que les tailles cellulaires répertoriées pour
A. catenellavarient de 23 um a 36 um (Rapport Ifremer N° 05/5210506 référencé sous Collos
2006), l'utilisation d’'une soie de 20 um ne s’est pas toujours avérée suffisante pour récupérer
la majorité des cellules de la culture : un stress trop intense, par agitation ou autre, peut
pousser les cellules a se séparer de leur theque les rendant déformables et donc aptes a
traverser une maille de 20 um. Afin d’assurer une biomasse suffisante dans les échantillons a
incuber, une soie de 10 um a donc éteé utilisée dans la suite des expérimentations.

Deux types de milieu de culture ont été utilisés pour la resuspension des cellules : de
'eau de mer vieillie, enrichie en éléments minéraux, vitamines et phosphates puis stérilisée
par filtration sur 0.2 um ou de l'eau de mer artificielle (Enriched Seawater Atrtificial
Water without N@, ESAW-N) enrichie suivant les mémes dosages et filtrée sur 0.2um.
L'utilisation de I'eau de mer atrtificielle présente comme avantage de pouvoir contréler au
mieux la composition du milieu utilisé, et donc de minimiser la concentration en azote dissous

lorsque l'on utilise de 'ESAW-N. Cependant, la composition chimique de I'ESAW reste
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Resuspension des cellules d'A. catenella
dans un milieu sans azote

Figure 2 : Etapes de la resuspension d’une cultue datenella
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légerement incompléte par rapport aux besoins des cellufescdtenella: on observe
toujours une meilleure croissance des cellules en milieu d’eau de mer naturelle vieillie qu’en
milieu artificiel.

En fonction des souches Al' catenellatestées, I'un ou l'autre des milieux de
resuspension a été utilisé. Ceci correspond a un compromis entre maintien de conditions
similaires d’expérimentation et facilité de mise en ceuvre des expériences. En effet, la majorité
des travaux présentés dans cette partie ont été réalisé en collaboration avec l'Institut de
Ciencies del Mar de Barcelone, ou les expérimentations faisant intervenir les souches
espagnoles (VGO 565, VGO 715), italienne (ACATA4A dtatenellaet la souche francaise
VGO 815 ont été menées. Au cours des expérimentations réalisées dans cet Institut, le milieu
de resuspension utilisé correspondait a de I'eau de mer vieillie, alors plus aisément
disponible ; les expérimentations réalisées a I'Université Montpellier Il sur les souches TLO1
et ACTO3 ont été effectuées en utilisant de I'eau artificielle. Cette différence de composition
de milieu a été considérée comme négligeable par rapport aux processus étudiés et est

discutée dans les deux premiers articles présentes.
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VARIABILITE A COURT-TERME DES VITESSES D’ABSORPTION D’AMMONIUM
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ABSTRACT

In batch cultures of four Mediterranean strains (from France, Italy and Spa#n) of
catenella(Whedon et Kofoid) Balech growing on a daily light cycle, ammonium and urea
uptake were estimated by th\ tracer technique. Ammonium uptake could be described by
Michaelis-Menten kinetics along a substrate gradient of 04g&0ON.L* for the four strains,
while two different patterns were observed for urea uptake with Michaelis-Menten kinetics
for one strain and linear kinetics for the others. In all cases, an increase in uptake rates with
time was noted over the daylight period. This trend led to a net increase in the maximum
uptake rate (May (for saturable kinetics) and in the initial slopeFor ammonium, Wax
increased by a factor of 2-10 depending on the strain and, for urea, the maximal uptake rates
measured increased by a factor of 2-18. Temporal variations of half-saturation consfants (K
for both nutrients did not show a clear trend. IncreasesyiR anda showed an acclimation
of cells uptake system over time to a N pulse which may be explained by the light periodicity.
For two strains, extensive ammonium release was observed during urea assimilation. This
mechanism removes urea from the medium, so it is no longer available to other potential
competitors, but supplies N back to the medium in the form of ammonium. From a
methodological point of view, the phenomenon leads to considerable underestimates of the

contribution of urea to phytoplankton growth.
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I- INTRODUCTION

In coastal areas of the Mediterranean Sea, blooms of the toxic dinoflagellate
Alexandriumcatenellahave been observed since the 1990s (Penna et al. 20@a}enellas
able to use several nitrogen (N) sources for its vegetative growth in laboratory cultures
(Matsuda et al. 1999; Dyhrman & Anderson 2003; Collos et al. 2004) or during bloom
formation in the field (Collos et al. 2004; 2007). Ammonium ¢NFand urea appear to be the
main N sources for growth during bloom periods, contributing from 30 to 100 % and from 2
to 59 % respectively to N requirements (Collos et al. 2007). However, Collos et al. (2007)
reported a high temporal variability in IyHand urea uptake kinetics for natural populations
of A. catenellain Thau lagoon (France). For example, half-saturation constants varied
between 0.2 and 2@gatN.L* for NH," and between 0.1 and 44aN.L™ for urea over four
bloom episodes. Corresponding,Yvalues on a cell basis ranged ten fold for,N&hd eight
fold for urea over the same period of four years. On a shorter time scale, the half-saturation
constants for Ni (KsNH,") increased from 0.5 to 6;&jatN.L™* over a period of three days
during a bloom development. This variability in kinetics parameters precludes precise
estimates of the NH and urea contributions to growth, and requires additional studies.

Over the same period of three days, the cell-based growth rate cohtenella
decreased by a factor of two while the-MH," increased. Previous studies have shown that
the variability in kinetics parameters could be related to growth rate or N-limitation. For
example, a direct relationship betweem.¥of NH;" and growth rate was observed for
Alexandrium minutunby Maguer et al. (2007) and were related to N-limitation. However, for
other phytoplankton species such as the diatom Thalassiosira pseudonana, conflicting trends
have been reported for specifich,¥ for NH," as a function of growth rate/N-limitation
(Caperon & Meyer 1972; Eppley & Renger 1974; McCarthy & Goldman 197Q) fdér
NH;" and urea is also known to vary during the light period (Eppley et al. 1971; Caperon &
Ziemann 1976; Maclsaac 1978; Tamminen & Irmisch 1996).

Here we examine the short-term variability during the light period of Nidd urea
uptake kinetics ofA. catenellain batch cultures growing on a light-dark cycle. Results are

discussed with regards to N-limitation and daily periodicity.
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11- MATERIALS AND METHODS

1- Culture conditions and kinetics experiments

Four clonal strains ofAlexandrium catenella originating from three different
geographical areas were used: two strains from France (ACT03 and TLO1 isolated from the
Thau lagoon), one from Spain (VGO 565 from the Tarragona harbor) and one from Italy
(ACATA4 from Olbia, Sardinia). Non axenic cultures of each strain were grown at 20°C on
enriched seawater with nitrate (APas N-source. The medium used for the maintenance of
the cultures and during the experiments was f/2 medium (Guillard & Ryther 1962) prepared in
0.2 um filtered seawater for the Spanish and the Italtesirss and ESAW atrtificial seawater
medium (Andersen et al. 2005) with S = 38 for the French strains. Illlumination was provided
by fluorescence tubes (Grolux, Sylvania, Germany), providing an irradiance of 100
umol photons.i.s* using a light:dark cycle of 12h:12 h.

At the beginning of each experiment (around 10:00), cells were collected on an 11 or
20 um mesh size net and resuspended in N-free cultureumeadiless than an hour. This step
also allowed the removal of most of the bacteria and limited their contribution in the
resuspended culture (Rausch de Traubenberg & Soyer-Gobillard 1990; Doucette & Powell
1998). Three 1 hour incubations were then performed during the light period, respectively just
after resuspension and 3 h and 6 h later. Each incubation started with the addif©n of
labeled bicarbonate at a constant concentration aft\bif;” or 1°N-urea at 8 concentrations
(0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 3, 5 and 16atN.LY) in two different series of 50-mL samples. This range
of substrate concentrations was chosen because it corresponds to theomMNHrea
concentrations measured in the field areas wiereatenellablooms occur (Garcés et al.
2005; Collos et al. 2007). For the ACATA4 strain, the third incubation was only done with
the highest substrate concentration ofu@@tN.L". For one strain (VGO 565), an additional
incubation was also carried out 24 h after resuspension only @agatON.L . Incubations
were ended after 1h with filtration through Gelman A/E (equivalent pore sizgraj 13 mm
pre-combusted glass fiber filters (Gelman Sciences, Ann Arbor, MI, USA). Filters were dried
at 60°C for 24 h and then stored at room temperature until analysis. Measurements of
particulate nitrogen (PN), particulate carbon (PGE/A°C and™N/**N isotopic ratios were
doneon the filters with an Integra CN elemental analysis-mass spectrometry system (PDZ
Europa, UK).
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Separate 50-mL aliquots with 1@atN.L* addition were filtered every 10-15 min to

follow the short-term evolution of uptake over the 1-h incubation.
2-  Cell counts and nutrient analysis

To estimate growth rates at the beginning and during each experiment, cells of
A.catenellawere counted the day before, just after resuspension and 24 h later. Growth rates
were calculated according to Guillard (1973).

For each experiment, concentrations of urea,N&hd NQ were determined just
after resuspension. Urea concentrations measurements were done using the method of
Goeyens et al. (1998). NHand NQ’ concentrations were measured with a continuous flow
analyzer following Grasshoff et al. (1983) for the Spanish and the Italian strains and using
respectively the method of Koroleff (1976) and Collos et al. (1999) for the French strains. For
the Spanish strains, nitrite (NP concentrations were also measured using the method of
Bendschneider & Robinson (1952) and additional measurements of nutrients concentrations
were done at the end of each incubation. For the French strains, oglycbittentrations
were measured at the end of ti-urea incubations to assess NHelease during N-urea

assimilation.
3- N uptake measurements and kinetic parameters

Uptake is defined as the sum of processes resultifgNinncorporation in cells. It
includes adsorption and absorption. For urea, assimilation is defined as the transformation of
intracellular urea to NI and its incorporation into carbon skeletons.

Net uptake rates of Nfiand urea (V in h) were calculated from theéN-enrichment
of the samples according to Collos (1987). If the relationship between net uptake rates and
concentrations appeared to conform to saturable kinetics, a nonlinear regression was
computed according to the Michaelis-Menten model and allowed to estimate the affinity
constant (K in pgatN.L?), the maximum uptake rate £ in h') and the initial slopea(in
L.h"t.ugaN™). The initial slopex was calculated from the uptake rate at the condéaniraf
0.5 pgatN.L* estimated by the model equation as recommended by Hurd & Dring (1990) and
was used as an indicator of the cells competitive ability at low substrate concentrations. The

other data showing unsaturable uptake were fitted to linear regressions.
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The estimation of net uptake rates neglects any log8\ofiuring incubation. The
losses under the form of NHmay be estimated from NHconcentrations and allowed to

calculate gross uptake rates using the following equation:
p=V+A[NH4]/(At-PN)

Where p is the gross uptake rate (if)hV is the net uptake rate (in)h A [NH4]
(in pgatN.L?Y) is the difference in Ni concentrations during the incubation tinzet( in h)

and M is the particulate nitrogen (irgatN.L™).
III- RESULTS

1- Cellular growth, C/N composition ratio and nutrient

conditions

At resuspension time, growth rates estimated from cell counts were respectively 0.23
d*, 0.50 d', 0.32 d', 0.25 d" for strains ACTO03, TLO1, VGO 565 and ACATA4. Additional
measurements of Nl uptake were done with an ACTO3 culture growing at 0:68Tdhese
complementary data are only discussed with regards to the variability due to growth rates.

Variations of C/N composition ratios are available only for two strains (ACT03 and
TLO1) due to problems with the C measurements for the other strains. These values show
increases over the light period: from 7.8 £ 0.16 (mean + SD) molC/moIN immediately after
resuspension to 10.0 £ 0.20 three h later and to 11.6 + 0.87 six h later for ACT03 and from 6.2
+0.27,t0 7.0 £ 1.33 and to 9.8 + 0.46 molC/molIN for TLO1.

Nutrients conditions during each experiment in terms of N-sources are summarized in
Table 1. They showed that cells were N sufficient due to significan{ Blidcentrations.
Initial NOs™ concentrations ranged between 3.9 and L8&N.L™ in resuspended cultures
and the monitoring of these values along the day of experiment for VGO 565 and ACATA4
indicated that only a low consumption of this N-source occurred, during the first hour after

resuspension.
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Strain | Medium | Nutrient Initial Concentration at the end of incubation
concentration To To + 3h To+6h | To+24
VGO 565| Filtered NQ 56+0.5 42+0.2 43+03 44+10 46xp4
seawater NO 0.1+0.0 0.1+00 01+00 01+£0p0 0.2%0.0
NH," 0.8+0.0 1.2+01 11+0.8 1.3 47 +0.0
Urea 2.9
ACATA4 | Filtered NQ 3.9+0.1 28+0.2 3.1+04 3.0x0Pp
seawater NO, 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2x0pPp 0200
NH," 0.1 09+03| 03+x05% 04+£03
Urea 2.5
ACTO3 ESAW NQ 17.7
NH," 3.0+0.3 31+0.1 24+0B 12-135H*
Urea 0.9+0.8
TLO1 ESAW NG 18.5
NH," 1.4+0.0 1.5+02 07202 01x0.41
Urea 1.0+0.9

Table 1: Nutrients concentrations (in pgatN)Lmeasured in the culture medium during each
experiment. The initial concentration corresponds to the nutrient concentration in the

resuspended culture. Concentrations at the end of each incubation (starting just after (To), 3h

after (To+3h), 6h after (To+6h) or 24h after (To+24h) the cells resuspension) corréspond
the mean value of 16 samples of the two series (with additibiNbE," or °N-urea) for NQ
and NGy and to the mean value of 8 samples of‘theurea incubations for NH. Data

presented for the To+6h and To+24h incubations with the VGO 565 strain correspond only to

measurements after addition of 10 pgatNdf NH," or urea. * Range of values for 8
measurements reflecting increasing Niklease upon increasing urea concentration.

2.

Short-term time series of uptake rates

The existence of a preconditioning effect due to growth on’ ,N&3 described by

Dortch et al. (1991), or a surge uptake just after substrate addition has been tested through
high frequency measurements (Fig. 1). Ammonium and urea uptake rates appeared to be
constant over one hour, even for cells maintained several hours in the resuspension culture

medium. Results of urea uptake Aycatenellacells maintained six hours in the resuspension
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medium are shown in Fig. 1la for one Spanish strain (VGO 565) and one French strain
(ACTO03). The linearity of N and N-urea uptake rates over time just after substrate addition
was also verified in field conditions, during tAe catenellabloom episode of 2001 in Thau

lagoon (Fig. 1b).
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Figure 1: **N incorporation (in % of°N-atom in cells contents) over one hour just after
substrate addition in cultures (a) and field conditiohsdatenella bloom of 2001 in Thau
lagoon) (b). Measurements in cultures correspondéiNtarea uptake by cells maintained
6h in the resuspension medium for VGO 5C5 ( ) and ACT®3 ( ). Respettratues of
linear regressions are 0.96 and 0.99. Linear regressions associated with field measurements
of ®™NH," incorporation # ) and®N-urea incorporation”j ) were characterized by
respective Tvalues of 0.97 and 1.00.

3- Ammonium uptake

For the four strains tested, relations between,Nuptake rates and added NH
concentrations followed Michaelis-Menten kinetics. Uptake data obtained are presented in
Fig. 2 and values of kinetics parameterg{y/Ks, o) generated by the model are summarized
in Table 2. Repeat values obtained a year apart for ACTO3 at two different growth rates (0.23
d* and 0.08 @) were similar for the first incubation (at To) (Fig. 2b). Three h after
resuspension, results showed identical uptake rates @atON.L* but small differences at

intermediate substrate concentrations.
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Figure 2 : Kinetic curves of Ni uptake for the TLO1 strain from France (a), the
ACATAA4 strain from ltaly (b) and the VGO 565 strain from Spain (c). Data from the
three experiments, are representedQy ( ) for the incubation just after the resuspension
(To), (A) for the second incubation (To+3h) add () for the third incubation (To+6h).
The respective modeled curves by the Michaelis-Menten model correspond to a dot
line (To), a dashed line (To+3h) and a solid line (To+6h).

The values of Wax andoa showed an increase over the three successive incabddodr

the four strains oA\. catenella. This trend was particularly strong for the ACTO03 strain, the

TLO1 strain and the ACATA4 strain. For those straingaMncreased, respectively, by a

factor of 9, 10 and 6 over the course of the experiment, and alpha by a factor of 47, 16 and 5

(Table 2). Thus, even if the values of/ anda estimated just after resuspension were very

similar, differences between strains for these parameters increased with time. The maximal
value of Vfnax Obtained for each strain was 0.040fbr TLO1, 0.029 i for ACT03, 0.012 H
for ACATA4 and 0.007 1 for VGO 565.
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Table 2:Kinetics parameters (x (h™), Table 3: Parameters (Max (h™), Ks
Ks (ugatNL™), a (L.hpgatNY)) of gugatNL'l), a (L.h™.pugatNY) obtained for
5

NH, uptake by the four strains of A. N-urea uptake rates of. Aatenella cells,
catenella, just after the cells resuspension just after the cells resuspension (To), 3h
(To), 3h after (To+3h) and 6h after after (To+3h) and 6h after (To+6h).

(To+6h). For VGO 565, Waxat To+6h
corresponds to the uptake rate measured
after an addition of 10 patgN* of NH4".
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Ks values decreased over time for TLO1 and ACTO3 (factor of 4 and 12 respectively)

butdid not show a clear trend for the other strains.
4- Urea uptake — saturable kinetics for ACT03

Two different patterns were observed in the relation betw®émrea uptake rates and
added urea concentrations, depending on the strain tested.

For the ACTO3 strain, variations dfN-urea uptake rates along the urea gradient
followed the Michaelis-Menten model (Fig. 3 a). As for Ndptake, an increase inm and
a was measured over the course of the experimentTableading to a maximal value of
Vmax Of 0.023 R No trend could be defined in the temporal variations of Ks which varied
around a mean of 1.7gatN.L™.

a)

O
-

0.025 ~ 16 1

V-urea (h't)

[NH ] (ngatN O 1)

[urea] (ngatN.L™?) [urea] (pgatN.LT)

Figure 3: Kinetic curves of N-urea uptake (a) and ammonium concentration in the
medium culture (b) for the ACTO3 strain from France. Data from the three experiments,
are represented b( ) for the incubation just after the resuspension&To), ( ) for the
second incubation (To+3h) an# ( ) for the third incubation (To+6h). The respective
modeled curves by the Michaelis-Menten model correspond to a dot line (To),

a dashed line (To+3h) and a solid line (To+6h).

Measurements of NH concentrations in the culture medium permitted the detection
of a large NH' release in cultures 6 h after resuspension (Fig. 3 b). Thig pdduction
during urea assimilation resulted in a significant discrepancy between net and°hrosea
uptake rates. For example, at the higher urea concentratiqmy&tB.L?), a gross uptake rate

of 0.749 R was computed from a net uptake rate of 0.01%HPN value of 13.8gatN.L?, a
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difference in NH" concentrations of 12.8gatN.L* and an incubation time of 1.22 h. When
comparing the rate of NA release during this third incubation period with the product of
gross uptake rate and PN-PN, in pgatN.L™.h?), **N losses under the form of NH
accounted for 91-97 % of gro$¥N-urea uptake rate @. catenellacells. Thus, the pattern of
gross uptake rate as a function of the urea concentration became similar to the oné of NH

release and may be modeled by a linear regression with a global slope of 0-bjdaNi".

5- Urea uptake — unsaturated kinetics for TL01, ACATA4 and
VGO 565

For the three strains TLO1, ACATA4 and VGO 565, linear relations were observed
between 15N-urea uptake rates and added urea concentrations along the substrate gradient
tested (Fig. 4). Estimations of the slope and r2 values for each linear regression are
summarized in Table 3. For the three data series of the TLO1 strain and the first incubation of
the VGO 565 strain, parameters values were computed from linear regressions without zero Y
intercept.

The range of temporal variations’iN-urea uptake rates appeared to be very different
between the three strains. A regular increasé Mrurea uptake rates all along the urea
gradient for the TLO1 strain (Fig. 4 a) led to a net increase in the regression slope during the
course of the day (Table 3) and to a maximal uptake rate of 0:0Fbhthe ACATA4 strain,
this trend was not clear. Even if an increase in urea uptake rates was visible between the first
and the second incubation, these rates were not all maintained 3 h after (Fig. 4 b), leading to a
maximal urea uptake rate of 0.008.No trend was visible for VGO 565 for which very low
>N-urea uptake rates (lower than 0.004 tvere measured during the three incubations (Fig.

4 0.

For the first incubation of VGO 565, a low r2 value was obtained (r2 = 0.22) even
though the linear regression was not forced through the origin of axes. The Y intercept may
only be representative of the standard error of measurements. For the TLO1 strain (Fig. 4 a),
significant Y intercepts were also necessary to yield high r2 values for the linear regressions.
Considering the significant trends observed with r2 > 0.96, these deviations may be
representative of a physiological process. They suggest that a complete description of the
relation between urea uptake and concentration may involve biphasic kinetics. These mixed
kinetics could be described by a Michaelis-Menten relationship under very low urea
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concentration (probably less thamdatN.L™.h™) and by a linear fit at higher concentrations
(1-10 pgatN.L*.hY). However, more uptake rate data are required undeyalN.L™.h? of
urea to test and estimate parameters of these biphasic models.

a) c)
0.025 - 0.025 -
0.020 - 0.020 A
£ 0015 £ 00151
s o
P — GJ
I 0.0101 E 0.010
0.005 0.005 A
0.000
[urea] (ngatN.L?) [urea] (pgatN.L?)
b)
0.025 7 Figure 4: Linear kinetics of N-urea
uptake for the TLO1 strain from France
00 (a), the ACATAA4 strain from Italy (b)
= and the VGO 565 strain from Spain (c).
< 0.015- .
o Data from the three experiments, are
5 00104 represented by ) for the incubation
> A just after the resuspension (Ta} ( ) for
the second incubation (To+3h) ar® ( )
for the third incubation (To+6h). The

respective linear regression curves
correspond to a dot line (To), a dashed
[urea] (pgatN.L?) line (To+3h) and a solid line (To+6h).

For those experiments, no change in4Nidoncentrations in the medium could be
noted for these three strains over the incubation period (Table 1). So, no N losses have to be
taken into account during the incubations and the net and gross N-urea uptake rates could be
considered as similar for the TLO1, ACATA4 and VGO 565 strains. Twenty four hours after
resuspension, NH excretion was observed for the Tarragona strain (VGO 565) (Table 1). At
this point, about 45 % of the N taken up as ureauffed N.L* addition) was recovered in the
medium under the form of Nf.
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IV-  DISCUSSION

1- Temporal variations in nutrients kinetics

There is a strain-dependent acclimation over time of the cells uptake system to a N
pulse (either Ni or urea) along the concentration gradient. Except for N-urea uptake by
VGO 565, this acclimation is expressed through an increasg.iaNd ofor saturated uptake
kinetics and by an increase in the slader linear kinetics (Fig. 2, 3 and 4, and Tableand
3). According to the results of short time-series experiments (Fig. 1), constant uptake rates
were observed over the incubation period. Although in contrast with previous studies showing
preconditioning effect (Dortch et al. 1991) or surge uptake (Conway et al. 1976; Glibert &
Goldman 1981; Goldman & Glibert 1982; Horrigan & McCarthy 1982), these trends are in
accordance with the results of Cochlan & Harrison (1991a) in cultundscodmonas pusilla
for both NH;" and urea, Wheeler et al. (1982) for Chesapeake Bay phytoplankton at high
nutrient stations and Tamminen & Irmisch (1996) in the Baltic Sea. Therefore, no such effect
has interfered in the trends observed here, even for incubations six hours after resuspension.
Stress due to resuspension does not seem to be involved here as inorganic carbon uptake did
not differ with time at low N additions. For example, values of 0.030, 0.033 and 07026 h
were observed for inorganic C uptake by TLO1 at To, three h and six h respectively following
NH," addition. For the series with urea additions, corresponding values were 0.036, 0.031 and
0.027 h™. Therefore, those trends could be due to two major causes: daily periodicity in
uptake due to the light/dark cycle or change in the cells nutrient state following resuspension
in low nitrogen medium.

Concerning the first cause, very few studies exist on changes in kinetic parameters
over the light-dark cycle. Eppley et al. (1971) noted a peak in Nptake bySkeletonema
costatumaround noon in continuous cultures on a day-night cycle (factor of 3 increase over 6
h). Ammonium uptake bfPavlova lutheriincreased by a factor of 4 over 6 hours in the light
period (Caperon & Ziemann 1976). In natural populations of marine phytoplankton
dominated byGonyaulax polyedra, Max for NH;" increased two fold over 4 to 8 hours
depending on stations (Mclsaac 1978). For urea uptake, Tamminen & Irmisch (1996) reported
a five fold increase in uptake rate over 12 h under natural irradiance, with the maximum
uptake taking place in the late afternoon (around 18:00). The only study on changes in both

Ks and Vinax for a major limiting nutrient over a day/night cycle that we are aware of is that of
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Chisholm & Stross (1976 a,b) on phosphate uptakieugyena gracilis For P-sufficient cells,

they observed an increase iR (factor of 2.5 272 over 5 h) and an increase ¢(Xfold

over 5 h, 3.5 fold over 10 h) during the light phase (Chisholm & Stross 1976 a). They related
those changes to the daily oscillation in energy source (L-D cycle) or to an endogenous
rhythm.

The alternative explanation to temporal variations jwManda is a change in the
nutrient status of cells (Caperon & Meyer 1972; Conway et al. 1976; Collos 1980). Thus,
Harrison (1976) managed to separate effects of daily periodicity from those of N deficiency
by comparing N sufficient and N starved (24 h without N) cells. Such coupled experiments
have revealed that nutrient limitation may modify the daily rhythm of nutrient uptake.
Chisholm and Stross (1976 b) have observed a temporal shift in the maximal P-uptake rate
from noon for P-sufficient cells to the end of the light period for P-limited cells. A small
increase in Max for P-limited cells (1.5 fold over 12 h) was also observed, as well as no
variation in Ks which contrasts with the increase noted for P-sufficient cells (Chisholm &
Stross 1976 a,b). In the present study, the presence of significghtd@entrations indicate
that A. catenellacells were N-sufficient during experiments. Therefore, increases in C/N
ratios measured for ACTO3 and TLO1l over 6 h must be due to the daily irradiance
(uncoupling between carbon fixation and N assimilation) and not to N deficiency.

Thus, the changes in kinetic parameters with time as observed here are due to the daily

irradiance cycle.

2- Variability among strains

Large differences in uptake kinetics are seen between strains. The clearest one
concerns urea uptake and contrasts ACTO3 to the other strains. This strain is the only one for
which a large N release linked with urea assimilation has been observed during the
incubations and for which net N-urea uptake rate can be modeled by Michaelis-Menten
kinetics over the concentration range tested. The existence of a release process during urea
assimilation may not be limited to this strain. A strongs;Nkelease was also noted for the
Tarragona strain (VGO 565) but only 24 h after resuspension. This illustrates the need for a
better knowledge of the time scale of this process. A number of unicellular algae have been
reported to release NHduring urea assimilation (Rees & Bekheet 1982; Price & Harrison

1988; Uchida 1976). In particulaProrocentrum micanseleased large amounts of WH
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during urea assimilation, with a mean of 60 % of urea uptake, and individual values ranged
between 23 and 81 % of urea taken up (Uchida 1976)AFcatenellacells, no NH' release

was observed in a previous work (Collos et al. 2004) using another strain (ACT 2000). The
strong NH" release measured for the ACTO3 strain (more than 90 % of gross N-urea uptake)
is accompanied by very high gross N-urea uptake rates, which are nevertheless within
physiological bounds (McCarthy & Goldman 1979). Comparing these gross N-urea uptake
rates with NH™ uptake rates, the preferred N source for ACT03 appears to be urea 6 h after
resuspension, whereas NHlearly remains the preferred N source for the other strains. The
NH;" release process by ACTO3 is consistent with the observed lack of intracellufar NH
accumulation in that strain in contrast with TLO1 (Collos et al. 2006). Such a mechanism
removes urea from the medium, thereby making it unavailable to other potential competitors,
but it supplies N back to the medium under the form of NFhe net result is a rather limited
incorporation of N, so the ecological advantage of such a limiting nutrient acquisition strategy
is not obvious. Ammonium release could also be a mechanism for reducing intracellglar NH
toxicity during uncoupling between urease activity and the maximum rate of NH
assimilation following exposure to a urea pulse.

The second characteristic of the urea uptake system of ACT03 was represented by
saturable kinetics. Values ofsianged from 0.6 to 2.8gatN.L* (Table 3) in our study and
agree with the range of 0.4-1;7gatN.L* generally observed for urea uptake by marine
phytoplankton in laboratory cultures (McCarthy 1972; Rees & Syrett 1979; Cochlan &
Harrison 1991b). In particular for dinoflagellates, (Fan et al. 2003a) reported values of 0.9-1.8
ngatN.L?* for Prorocentrum minutumNo data exist in the literature for oth&kexandrium
species.

Considering gross N-urea uptake rates, kinetics of uptake for the ACTO3 strain
appeared to be linear, as for the three other strains of A. cat@figlld). Such linear kinetics
are surprising because urea assimilationAbycatenellacells involves the enzyme urease
(Dyhrman & Anderson 2003) whose activity has always been related to Michaelis-Menten
kinetics (Mobley et al. 1995; Fan et al. 2003b). This discrepancy can be explained by the
existence of separated regulation systems between urease activity and urea uptake or by a
saturation kinetics model involving a very highs. KResults obtained in previous works
supported the second hypothesis. Collos et al. (2004) repogedeld values of 28 and 44
ngatN.L* respectively for cultures and natural populationé.ofatenella. For the strain ACT

2000 (Collos et al. 2004), saturation of urea uptake occurred only abg@®QL™. Linear
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kinetics are usually interpreted as diffusion of substrate (Glibert et al. 2006) or non-saturable
kinetics which maximize the uptake rates at high concentrations (Fan et al. 2003a). In the
present study, the linearity between uptake rates and substrate concentration may reflect a
different process: very low capacities @& catenellacells to take up urea at low
concentrations through saturable kinetics with very high K

For NH4" kinetics, Ks-NH," values obtained foA. catenellacells ranged from 0.1 to
6.2 pgatN.L* in our study (from 0.1 to O.ggatN.L* for TLO1 and from 2.3 to 6.2
ngatN.L* for VGO 565). Concerning otheklexandriumspecies, values between 0.25 and
0.38 pgatN.L' were observed iM. minutumby Maguer et al. (2007) and a value of 2
ngatN.L* was reported by Maclsaac (1978) far tamarense So the variability between
strains of A. catenella observed here is as large as that between species of the same genus.

From a temporal point of view, marked differences between strains were also noted in
acclimation capacities of uptake kinetics to N pulses. The range of acclimation potential
observed widens the differences in N-uptake between strains with time. Thus, a large range of
maximal values of uptake rates (close to thgxWalue for saturable kinetics) were measured
6 h dter resuspension: 0.007 to 0.048for NH,*, and 0.001 to 0.024for urea (or 0.001 to
0.749 h™* for gross uptake rates), depending on the strain. These differences in maximal
uptake rates could not be explained by differences in growth rates. Additional measurements
done with the ACTO3 strain (Fig. 2b) showed that;NHptake rates measured at the higher
concentration (10ugatN.LY) were similar for two different growth rates (0.08 dnd
0.23dY) just after and three h after resuspension. The small differences in utptake rates
observed at lower concentrations suggest that the affinity tq" My be reduced when the
growth rate decreased, as observed by Collos et al. (2007) duriAg Gatenellabloom in
Thau lagoon. However, the uptake rates at 0:0§Fig. 2b) do not change intra- and inter
strain trends and ranking of uptake capacities. Moreover, the Spanish strain VGO 565
presented a high growth rate but the lowest uptake rates qf Wikl urea 6 h after
resuspension. Thus, the range of uptake rates achieved during each experiment represents
differences in uptake capacities between strains. Values obtained for both French strains
(TLO1 and ACTO03) are in accordance with,/ estimated in cultures by Collos et al. (2004)
with the strain ACT 2000 and confirm previous results on such differenceg 4
between TLO1 and ACTO3 (Collos et al. 2006).

The comparison of kinetics parameters allows the ranking of those strains as a
function of their acclimation potential and N acquisition capacities. Faf ,NHe coupled
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increases in ¥ax and alpha (Table 2) allow to define the following ranking (from lowest to
highest acquisition capacities): VGO 565 < ACATA4 < ACT03 < TLO1. For urea (Table 3),
net uptake capacities may only be compared with the maximal uptake rate measured (after
addition of 10ugatN.L?") because of the difference in kinetics patterns between strains and
lead to the same ranking between strains. The comparison of gross N-urea fluxes changes this
ranking, giving ACTO03 the best N-urea influx capacity 6 h after resuspension. So, for ACT03,
NH," losses by excretion clearly decrease the competitiveness of this strain when urea is the
limiting resource. The fact that similar rankings were observed between strains from net
uptake rates and that both French strains remain close in these rankings may indicate specific
adaptations ofA. catenellacells to environmental conditions characterizing the three
originating areas, the Tarragona harbor in Spain (for VGO 565), the Olbia Bay in lItaly (for
ACATA4) and the Thau lagoon in France (for ACTO3 and TLO1).

V- CONCLUSION

In conclusion, differences observed in N-uptake characteristics between strains of
catenellapoint out difficulties to extrapolate results obtained in culture to the field. However,
the analysis of several strains has shown a range of daily variations in N-uptake kinetics. This
range encompasses the variations jipx\bbserved in the field over a few days by Collos et
a. (2007), but not those of K The latter could be due to an interaction between light and N
limitation. Studies of N limited. catenellain cultures are presently seriously hampered by
methodological problems (Collos et al. 2006). Nevertheless, the relationship between N-
uptake kinetics and the daily light cycle highlights the importance of assessing daily uptake
rates from successive short-term measurements rather than a sole one during the day. Two of
the four strains tested, the ACT03 and the VGO 565 strain, seem to have complex regulation
systems of N-urea fluxes, including extensive N losses during N-urea assimilation through
NH,;" excretion. Moreover, this excretion process points out potential interactions between
NH," and urea uptake. Such nutrient interactions may be part of the regulation system of N
urea uptake and require further investigations. A wider implication of our results concerns the
estimation of urea uptake by th® tracer technique. If N losses due to Nirelease during
urea assimilation are not taken into account, it is likely that the importance of urea in the N

nutrition of phytoplankton has been widely underestimated (up to 90 %).
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ABSTRACT

Short-term experiments were carried out to investigate whether interactions between
ammonium (NH") and urea uptake regulate the total nitrogen assimilation of the toxic
dinoflagellateAlexandrium catenella. To test for strain variability, five straind.oatenella
from the NW Mediterranean were used: three strains from the Thau lagoon (South of France)
and two strains from the Catalonia basin (Spain). For each strain, the uptake rate of one
nutrient (NH* or urea) at a reference concentration (10 pgat\tas been measured as a
function of the increasing concentration of the other nutrient (0-10 ug9tNSimultaneous
N-uptake rates of the distinct nitrogen sources were obtained ‘fiteaNH," and **N-urea
incorporation measurements. A strong inhibition of urea uptake by  Nidaximum
inhibition, kax > 55 %) was observed exclusively for the French strains. No influence of urea
onthe NH; -uptake rate was noted for any strain. Estimation of total N-uptake rates revealed
that the N-urea uptake inhibition was not a competitive disadvantagk. foatenella cells
considering that the reduced N-urea uptake was more than compensated; bhyptdke.
Furthermore, the computation of composite kinetic parameters from total N-uptake data
suggested the French strains to be more competitive than the Spanish ones in an environment
characterized by low NH concentrations<(5 pgatN.L}) and high urea concentrations (as 10
ngatN.LY). These N-uptake characteristics may reflect particular metabolic adaptations by the
strains to their respective environment.
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I- INTRODUCTION

During the last few years, recurrent toxic bloom#\lexandrium catenella have been
observed in coastal waters of the NW Mediterranean Sea. In particular, this dinoflagellate
species was detected for the first time in the Catalan coast of Spain in 1996 (Vila et al. 2001)
and in the Thau lagoon, an intensive shellfish farming zone in France, in 1998 (Lilly et al.
2002). Physiological rate measurements on natural populatioAs adtenella have shown
that most of the dissolved nitrogen supply for growth comes from ammonium)(ihd
urea (Collos et al. 2007). A large variability in uptake kinetic parameters was noted for both N
sources, part of which could be attributed to differences in growth rate (Collos et al. 2007).
Nevertheless, the interactions between,N&hd urea uptake were not taken into account in
these investigations. Historically, urea has been relatively ignored as a N source compared to
other compounds such as nitrate @y®@r NH,", but recently, urea is suggested as a major
factor leading to harmful algal blooms (Glibert et al. 2006).

Studies on interactions between NHand urea uptake by microalgéeve been
relatively few. In marine phytoplankton, Waser et al. (1998) found a variety of interactions.
For example, N sufficient cells dhaetoceros debilipreferred NH" to urea, while N
starved cells took up urea first and only upon exhaustion of this compound wagaken
up. For Emiliana huxleyj N sufficient cells preferred NF and NQ' to urea, while starved
cells took up NH" first until exhaustion, and then urea, in preference tos NEor
Thalassiosira weissflogiiNH;" had no effect of N-urea uptake (Lomas 2004). In natural
popuhtions of phytoplankton in the Baltic Sea, Irmish (1991) found thaj Nidditions
reduced urea uptake in a significant way. Such studies are complicated by physiological
processes such as WHexcretion that occurs during urea assimilation (Uchida 1976; Rees &
Bekheet 1982; Price & Harrison 1988), and could lead to feedback regulation.

Bioassays have indicated N to be the limiting nutrient in the Thau lagoon for
phytoplankton in general (Bec et al. 2005) andAftexandrium catenella in particular (Collos
et al. 2007). Here we present results of experiments designed to characterize the interactions
between NH" and urea uptake as well as to assess whether or not inhibition of one N source
by the other leads to an increase in the overall uptake of this limiting resource. As significant
differences in the N uptake and assimilation ofs;NHave been noted previously between
strains of A. catenella(Collos et al. 2006), several strains were used in order to examine this

variability regarding the Nid/urea interaction process.
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II- MATERIALS AND METHODS
1- Culture conditions

The five strains used in this study were isolated from different Mediterranean coastal
areas: VGO 715 (Barcelona, Spain), VGO 565 (Tarragona, Spain), ACT03 (Thau lagoon,
France), TLO1 (Thau lagoon, France) and VGO 815 (Thau lagoon, France). Except TLO1
isolated in 1998, other strains were acclimated in cultures more recently, between 2002 and
2004. Stock cultures were non axenic and maintained on enriched seawater wits WO
source. Before and during the experiments, the cultures were grown at 20°C and exposed to
100 pumol photons.ins® with a 12:12h light:dark cycle using fluorescent tubes (Gyrolux,
Sylvania, Germany). The culture medium used was ESAW artificial seawater medium
(Andersen et al. 2005) for ACT03 and TLO1 strains and f/2 medium (Guillard & Ryther 1962)

prepared in 0.2 um filtered seawater for the other strains.
2- Interactions experiments

For each strain, the experiment started with the resuspensfarcatenella cells from
the stock culture into 2.6 | of medium without N-source. This resuspension step was
performed by collecting the cells on a 10 um mesh net by gravity filtration and allowed for
the withdrawal of most of the bacteria from the culture medium (Rausch de Traubenberg &
Soyer-Gobillard 1990). The cells were kept in these low N conditions during 6h to ensure
undetectable NI concentration in the medium at the beginning of the incubations.

Then, two series of incubations were done successively, to(igshe influence of
urea on the maximal uptake rate of NHVmaxNH4") and(2) the reverse influence of NH
on the maximal uptake rate of N-ureap{(}urea). During each part of the experiment, the
uptake rate of one nutrient at a reference concentration of 10 pgatas measured as a
function of the increasing concentration of the other nutrient (0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 3, 5 and 10
ngatN.LY). The reference concentration (10 pgafN.lcorresponds to the upper range of
NH," or urea concentrations observed in the field duAngatenella blooms in Spain and
France (Garcés et al. 2005; Collos et al. 2007). For each part of the expefipant(2)),
two incubations of 1h were performed in parallel, based on the same nutrient regimes but one

in which the constant nutrient was labeled wWitN and the second in which the varying

71



Part I, Chap 2 - Interactions ammonium/urée

nutrient was labeled. The coupled incubations allowed measurements of simultaneous uptake
of NH;" and N-urea for all the nutritive conditions. Incubations started with the addition of
>NH,* or >N-urea into 50-ml samples. At the end of the incubation period, all samples were
filtered through precombusted (4h at 450°C) A/E filters (Gelman Sciences, Ann Arbor, Ml,
USA). Filters were dried at 60°C overnight and analyzed on an Integra CN elemental
analysis-mass spectrometry system (PDZ Europa, UK) to obtain measurements of particulate

nitrogen (PN), particulate carbon (PC) dnid/**N isotopic ratio.

3- Nutrient analysis

Concentrations of different N-sources (NCNH," and urea) were determined in the
culture medium just after resuspension and at the beginning of each experimetit) zard (
(2)). Ammonium and N@ concentrations were measured using a Technicon AutoAnalyzer®
as described in Grasshoff et al. (1983) for VGO 715, VGO 565 and VGO 815 and using
respectively the methods of Koroleff (1976) and Collos et al. (1999) for TLO1 and ACTOS3.
Urea measurements were performed according to Goeyens et al. (1998). For most of the
strains, the whole of these measurements was not obtained.

Complementary measurements of Nidoncentration were done every 15 min during
each incubation periods to check for a potential excretion of,"Nkiked with urea

assimilation.

4- N-uptake measurements

Measurements dfN-enrichments were converted to net uptake rates af ldhd N-
urea according to Collos (1987). For urea uptake, inclusion of an ambient urea concentration
higher than 0.5 pgatNtin the calculation of°N-urea uptake rates led to apparent reverse
kinetics (decrease in uptake rate with increasing urea concentrations) despite the fa¢t that
isotopic ratio increased along the urea gradient. Such patterns are thought to be due to
overestimation of the ambient substrate concentration (Eppley et al. 1977; Kristiansen & Lund
1989; Sahlsten 1987). Therefore, we chose to not include ambient urea concentrahien in
urea uptake calculations. Furthermore, a lack of change qf didhcentration in the medium

during each incubation allowed the consideration that no N excretion losses have to be taken
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into account in N-urea uptake estimations. Thus,'éurea uptake rates measured were
equivalent to gross N-urea uptake rates.

From simultaneous incubations, total N uptake rates (frori ldhid urea fluxes) were
computed for each nutrient condition and strain, using the following equation:

pn-tot =py (urea) +pn (NH4') (1)

Wherepy.tot is the total influx of °N (in pgatN.L*.h?) for each nutrient conditions anp,

(urea) andpy (NH,") are respectively the influx dfN-urea and™NH," (in pgatN.L%.h™)
obtained from simultaneous incubations.
To compare strains, total N uptake rates were normalized to the particulate nitrogen

(PN) according to the following equation:

V-tot = pn-tot / PNyean (2

Where \{.tot is the total N uptake rate from NHand urea (in 1) and PNyean (in pgatN.L)
is the mean of PN values from both coupled incubations.

5- Modeled curves and kinetic parameters

When the relation between uptake rates and concentrations exhibited saturation
kinetics, the Michaelis-Menten model was used to generate kinetic parameters from the
original or modified equations depending on cases.

(i) For a specific nutrient, if saturable kinetics were observed in the relation between
uptake rates andoncentrations, uptake data were modeled using the original Michaelis-

Menten relation:

VN = Vimaxn ON] 7 (Ks + [N]) 3)

Where \{ (in h') is the N-uptake rate under a nutrient concentration of [N] (in pgajN.L
Vmaxn is the maximal uptake rate (ifthand Ks is the half-saturation constant.

(i) If an exponential decrease was noted in the uptake rate of one nutrient (N1) when
increasing the concentration of the other (N2), modeled uptake rates and inhibition parameters
were determined using the reverse Michaelis-Menten relation (Varela & Harrison 1999):
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Vi1 = Viax-nt (1 = (hax IN2] / (K; + [N2])) 4)

Where the N-uptake rate of the nutrient N4y \in h%), is function of the maximum uptake
rate without inhibition (Viaxn1 in h%), the concentration of the inhibitory nutrient [N2] (in
pgatN.Lh), the maximum inhibitiona (values from 0 to 1) and of the inhibition constant K
(concentration of N2 at which | 7.d«/ 2, in pgatN.).

(iii) If the variations of total N-uptake rates along a concentration gradient followed a
saturable kinetics, “composite” kinetic parameters associated with the total N flux (frgin NH
and urea) were defined using the following equation which derived from the Michaelis-
Menten model:

V0t = Vo + (Vimaxtot- Vo) CIN] / (Kstot+ [N])  (5)

Where \.tot is the total N uptake rate from WHand urea (in 1), [N] (in pgatN.LY) is the
variable nutrient concentration (the other nutrient concentration being fixgdn ) is the
N-uptake rate when [N] = 0 and\tot and Kstot are the two composite parameters

equivalent to a maximal total N-uptake rate and a half-saturation constant for the total N flux.

ITII- RESULTS

1- Nutrient conditions

Nutrient concentrations during each experiment (just after resuspension and at the
beginning of each experiment paftl) and (2)) in terms of N-sources are summarized in
Table 1. An NH" concentration lower than 1.2 pgatN.was ensured at the beginning of
each incubation. For N§ significant concentrations were measured during experiments and
prevented any changes in N-metabolism due to N-deficient conditions. Such N free conditions
may result in population crashes and/or gametogenesis for this species (Collos et al. 2006).
According to the available data, a slight N@rawdown may have occurred during the first
pat (1) of experiments using VGO 565 and VGO 715.
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Strain Nutrient |After resuspension | Part (1) Part (2)

VGO 565| Tarragona harbor NO 4.80 3.46 3.19
(Spain) NH' 0.41 0.25 0.28

Urea 1.77 NA 1.32

VGO 715| Barcelona harbor NO 5.54 5.65 3.39
(Spain) NH" 0.36 0.10 1.22

VGO 815 Thau lagoon NQ@ 4.63 4.20 4.77
(France) NH* 0.32 0.60 0.35

TLO1 Thau lagoon N© 2.19 NA NA

(France) NH" 0.40 0.28 0.57

Urea NA 0.10 NA

ACTO3 Thau lagoon N NA 3.75 NA
(France) NH" 0.57 0.17 0.27

Table 1: Nutrient concentrations (in pgatN‘L.measured in the culture
medium just after the resuspension step and at the beginning of the two
successive parts of each experiment (Partar{d)(2). NA: not available.

2- Influence of urea on NH uptake rates

The influence of urea on the maximal uptake rate of NMmaxNH4") was analyzed
through the variations dPNH,* and**N-urea uptake data after an addition of 10 pgathot
NH.," and along a urea gradient of 0-10 pgatN(Table 2, Fig. 1). For both N-sources,
variations of uptake rates along the urea gradient were constrained in similar ranges of values
for the four strains tested, with high hHuptake rates (Mu+ > 0.011 i) and very low N-
urea uptake rates Mrea< 0.002 A all along the concentration gradient. Uptake data of two
strains (TLO1 and ACTO3) are shown in Figure 1. In this range of nutrients conditions, V
remained higher than \ea by a factor of 10 also when both nutrients were added at the

same concentration.
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Strain Origin V n-urea (Kinetic parameters) V NHa+ V-tot

Vimacurea | Ksurea| r?

VGO 565| Tarragona| g 0005 053 | 0.9 0.015+0.001 0.014 +0.001
VGO 715| Barcelona | g p12 0.86 | 0.89 0.021+0.002 0.022 +0.004

VGO 815| Thaulagoon ¢ op19 0.84 | 0.99 0.023+0.002 0.026 +0.005

(Spain)
(Spain)

(France)

TLo1 | Thaulagoon ¢ 0020 331 | 093 0.019+0.003 0.019+0.003

(France)
VN-urea
ACT03 | Thau lagoon 0.0006 + 0.0002 0.012 +0.001  0.012 +0.0Q2
(France)

Vi ()

Table 2: Kinetic parameters (¥ in h' and Ksin pgatN. %) and mean (SD)
uptake rates of N-urea, NHandv,.tot obtained along a urea gradient of
0 to 10 pgatN.L* and after an addition of 10 pgatN.bf NH,".
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Figure 1: Ammonium @ ) and N-urea uptake ratCs ( ) obtained for the strains (a) TLO1
and (b) ACTO3 after an addition of 10 pgatN.ef NH,* and along a graded urea
concentration ([urea]) of 0-10 pgatN*LThe modeled curves of NHand N-urea
uptake data correspond to the solid and dashed lines, respectively. N-urea uptake

data for TLO1 were multiplied by a factor of 10, as indicated by the bracket.
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No trend was observed in variations inqy: along the urea gradient for any strain
(Table 2). Thus, the level of urea concentration (between 0 and 10 pgpted no effect on
NH," uptake byA. catenella cells when NA concentration is high, suggesting no influence
of urea concentration on the,%NH,".

Regarding M.urea @S a function of urea concentration and in the presence of 10
ngatN.L! of NH,*, particular patterns were displayed for every strain except ACT03 (Fig. 1,
dashed lines). These patterns corresponded to Michaelis-Menten kinetics with very,low V
(< 0.002 i) and Ks values of 0.53 - 3.31 pgatN*LAll the parameters values obtained for

V \-ureaVEISUS concentration relationships are summarized in Table 2.
3- Influence of NH4+* on N-urea uptake rates

The complementary analysis of the NHhfluence on the maximal uptake rate of N-

urea (Mnaxurea) was based on reverse nutrient conditions: a constant urea concentration of 10

pgatN.L! and a variable Ni concentration (0 to 10 pgatN'). Results revealed that
NH,'/urea interaction may be an important feature for N-uptake regulation, depending on the

strains of A. catenella.
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’ /
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Figure 2: Ammonium uptake rate®( ) and N-urea uptake r&es ( ) obtained for the
VGO 815 strain (a) and ACTO3 strain (b) of A. catenella after an addition of 10 pgatN.L
of urea and along a graded MNHoncentration of 0-10 pgatNL The modeled curves
of NH;" and N-urea uptake data correspond to a solid line and a dashed line respectively.
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An NH,'/urea interaction was exclusively observed for the French strains, TLO1,
ACTO03 and VGO815, and was visible through the net decreasen.gfsWvhen NH'
concentration increased. Figure 2 displayed patterns obtained for two strains taken as
examples, TLO1 and ACTO3. This interaction corresponded to a stroggiftbition on the
Vmaxurea which could be characterized by fitting the data to reverse Michaelis-Menten
kinetics. The inhibition parameters obtained (Table 3) corresponded to high maximum
inhibition values (hax > 55 %) and respective, Kalues of 0.44, 1.47 and 6.81 pgatNor
TLO1, ACTO3 and VGO815. The maximal N-urea uptake rate achieved withasitwdHed
from 0.003 H for VGO 815 to 0.008 hfor ACTO3.

For the Spanish strains (VGO 715 and VGO 56%),,% was more or less constant
aong the 0-10 pgatN:E NH," gradient with mean uptake values lower than 0.002Tiable
3). These patterns showed low capacities of these strains to take up N-urea even if urea was
the unique N-source and suggested no influence af Behcentration on Wacurea for these
cells in the range of concentration tested.

Variations of {4+ along the N gradient and under a constant urea concentration
(10 pgatN.[Y) showed similar patterns for the five strains tested, corresponding to Michaelis-
Menten kinetics. These patterns are presented in Figure 2 for TLO1 and ACTO03. Kinetics
parameters calculated for all strains are computed in Table 3. ConsidggaN," values
in the presence of 10 pgatN.lof N-urea, ACT03 presented a lower value (0.01B than
other strains ofA. catenella for which MarNHs" ranged from 0.021 to 0.025*hThe
comparison of K-NH,;" values separated the strains differently, putting in contrast the French
strains (Ks-NH;" < 2.2 pgatN.[Y) to the Spanish strains ¢fH," > 3.5 pgatN.[}) when a

high urea concentration was added.
4- Total N fluxes

Data of the summed uptake rates of ;NHnd N-urea (total N-uptake rates.it)
represent N-uptake capacities when both nutrients are present in the medium and reflect the
competitiveness of each strain in these multi-nutrient conditions. Results obtained along the
urea gradient and the NHgradient are presented in Figure 3a and b respectively. Similar
paterns were observed for the five strains along the varying nutrients conditions, with two

different kinds of variations depending on the nutrient gradient tested.
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Strain Origin V N-urea Vnha+ (Kinetic parameters) Vi-tot (kinetic parameters)
VimaxNHg" | KsNHg" | r? Vimaxtot | Kstot | r?
VGO 565| Tarragona (Spain) 0.0009 £ 0.0004 0.023 6.49 0.83 0.026 6.80 0.99
VGO 71t| Barcelona (Spail 0.0016 + 0.000 0.021 3.5C 0.9t 0.041 9.01 0.9¢
V N-urea (iNhibition parameters)
V ([NH,T=0) | 1max | Ky r?
VGO 815| Thau lagoon (France 0.003 55.6| 6.81 0.80 0.025 0.31 0.95 0.027 0.96 (.96
TLO1 Thau lagoon (France 0.006 75.6| 0.44 0.91 0.021 2.15 0.97 0.022 2.60 0.95
ACTO3 | Thau lagoon (Franc 0.00¢ 75.C | 1.47 | 0.9¢ 0.01c 0.3¢ 0.7¢ 0.01¢ 0.1¢ 0.74

(N-urea uptake rate without inhibition, V ([NH = 0) in h%, Imaxin % and Kin
ngatN.L!) and mean (= SD) uptake rates of N-urea,N&hdv, tot obtained along

Table 3:Kinetic parameters (Vaxin h* and Ksin pgatN.L?), inhibition parameters
an NH," gradient of 0 to 10 pgatN1and after an addition of 10 pgatNtbf urea.
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Figure 3: Total N-uptake rates (from Nfiand urea) obtained under (a) a constant urea
concentration of 10 pgatN'Lcoupled with a graded Nfconcentration of 0 to 10 pgatN‘L
and (b) under the reverse nutrients conditions, a constagit éttdcentration of 10 pgatN’L
coupled with a graded urea concentration of 0 to 10 pg#tN-hese data compile the results
obtained for the five strains tested, the French strains VGO@15 ( ), TLO1 (stars) and ACT03
(A) and the both Spanish strains VGO 785 () and VGO 065 ( ). Modeled curves are
represented by solid lines for the French strains and dashed lines for the Spanish
strains. The black arrow in (a) points to the threshold concentration of 5 pdatN.L

When urea concentration was high (10 pght\ Vy.tot increased with increasing
NH;" concentration according to Michaelis-Menten kinetics for the five strains (Figure 3a).
The composite kinetic parameters values for the total N-fluxes are summarized in Table 3.
Contrary to \haxtot values, the comparison ofskot values between strains highlights two
contrasting groups: the French straing{#t < 2.6 pgatN.[*) and the Spanish strains{tot
> 6.8 ugatN.[Y). This difference in Ktot suggests higher N-uptake capacities for the French
strains at low NH' concentration when the urea concentration is high (10 pgatNThis
was confirmed by the fact thaty¥ot mean values of the French strains were significantly
different (two tailed paired t test) from those of the Spanish strains below 5 wM(&row
in Fig. 3a), while they were not for the other concentration values.

No clear trend in \.tot could be defined along the urea gradient (0-10 pgdjNuiith
an addition of 10 pgatN:t of NH," (Fig. 3b). Estimation of \.tot mean values through the
urea gradient (Table 2) allows for the assessment of the N-uptake capacities of each strain
under a high N&f concentration, whatever the urea concentration. The range of mean values
obtained is bracketed by two French strains, VGO 815 and ACTO03. Witltet Yhean value
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of 0.026+ 0.005 K, VGO 815 appeared to be the most competitive strain when thé NH
concentration was high. Conversely, ACT03 showed poor competitive abilitig®tvhean

vaue of 0.012 #0.002 i) under the same nutrients conditions.

IV- DISCUSSION

Even if NGy may be considered as a potential interfering factor fo5'Nidd N-urea
uptake estimations in the present results, its influence is probably negligible. Stock cultures
grown on a N@ based medium could lead to underestimations of Nidd N-urea uptake
rates due to pre-conditioning effects. However, from short time-series experiments using
French and Spanish strains &f catenella, Jauzein et al. (2008) obtained linear trends in
uptake rates of N and N-urea with time over 1h, following the same protocol. Such trends
alowed to reject any potential interference associated with pre-conditioning effects as well as
with surge uptake processes due to maintenance in low N-conditions before starting
incubations. Furthermore, significant BlOconcentrations measured during experiments
require assessing the potential effect ofsN@ NH,” and N-urea uptake. Concerning NH
uptake, NQ" has sometimes been reported to reduce its uptake, but the effect was only slight
(2-15 %) in Monochrysis lutheri(Caperon & Zieman 1976) anBlkeletonema costatum
(Dortch & Conway 1984). Larger effects were only observed either in N deficient cells
(Dortch & Conway 1984) or at values above 8 uM3N@ochlan & Harrison 1991). No
effect has been reported by Terry (1982)Tanweissflogii Nakamura (1985) ofhatonella
and Lund (1987) or. costatumeven at 10 uM N@. Similar characteristics have been
reported for the potential interaction betweenzN&hd N-urea. The influence of NGn N-
urea uptake has only been reported by Lund (1987 faostatunand by Molloy & Syrett
(1988) for Chlorella emersoniiand Phaeodactylum tricornutumin these studies, N-urea
uptake was reduced by only 10-24 % at respective levels of 10 puM and 100003iMNNO
effect of NO; (40-50 uM) was evident from data of Grant et al. (1967) and Waser et al.
(1998) on four species of marine phytoplankton, justifying that such inhibition is species
specific. NQ" concentrations always being under 5.7 uM during our experiments (Table 1)
and cells being N sufficient, we assumed that interaction with N@y be considered as not
interfering in the trends observed for Ntand N-urea uptake.

For all strains, a factor of 10 was measured betwagn\and W.urea Values after an
addition of 10 pgatN.[* of NH,". This discrepancy implies low capacities Af catenella
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cells to take up N-urea when NHconcentration in the medium is high. Depending on the
strains, this N-uptake characteristic may be explained by low intrinsic N-urea uptake

capacities or by an NFurea interaction.
1- Characteristics of the NH4* inhibition of urea uptake

Among all potential interactions between N-sources available for phytoplankton
growth, the NH" effect on NQ uptake has been focused by most ecological studies (Dortch
1990 and references therein). The results of the present study point out the importance of
another potential nutrient interaction with the strong inhibition of,/N#th urea uptake noted
for Thau lagoon strains &. catenella. Even if only a few studies have been conducted on
this interaction, such an NHinhibition of urea uptake has been previously observed for other
phytoplankton taxa, such as diatoms (Horrigan & McCarthy 1982; Lund 1987) or freshwater
cyanobacteria and chlorophytes (Healey 1977), and for field plankton communities
(McCarthy & Eppley 1972; Irmish 1991; Tamminen & Irmish 1996). The inhibition
characteristics reported in these previous studies show a high variability, both for the level of
inhibition observed (from 15 % to 90 %) as for the threshold of Nncentration needed to
depress urea uptake. The only two studies which present inhibition data along An NH
gradient reported two distant threshold values, 2 pgathhlthe study of Healey (1977) and
50 pgatN.L* in the work of Tamminen & Irmish (1996). Another difference in the inhibition
characteristics may also be noted in the time scale over which the inhibition process is
implemented. The NH addition may induce an instantaneous decrease in urea uptake (Lund
1987)or after a time lag as observed in cases reported by Horrigan & McCarthy (1982) and
Tamminen & Irmish (1996). Such differences in the reactivity time may suggest differences
in the control of the inhibition process. An immediate inhibition effect may indicate a direct
repression of the urea transport activity, while a time lag may reflect a more complex
regulation system such as a disruption of the synthesis/degradation cycle in transport proteins
or a control system by an internal pool.

The NH;'/urea interaction observed in the present study was strictly af” NH
inhibition of urea uptake, and more precisely on thesdrea according to the protocol
employed. This “one way” interaction contrasts with the results of the two previous studies
where mutual interaction experiments were conducted (Healey 1977; Lund 1987), and for

which the NH" inhibition of urea uptake was coupled with a reverse inhibition of urea on
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NH.," uptake. The use of an inhibitor concentration gradient ranging from 0.1 to 10 pigatN.L
has led to a visualization of a regular hyperbolic decrease of urea uptake with increaging NH
concentration. This detailed pattern of the fkhhibition of urea uptake is the first one
reported for phytoplankton species and allows characterization of thguxg4 interaction
usng an adequate modeling approach.

So far, studies on NF¥NO;' interaction have led to the most abundant available data
on nutrients interaction, resulting from four decades of experiments (Dortch 1990 and
references therein). This well documented ;JNNOs interaction has allowed a strong
modeling effort, from laboratory experiments to marine ecosystem models (e.g. Sarmiento el
al. 1993; Chapelle et al. 2000). Numerous mathematical formulations have been proposed to
simulate the co-limitation between these nutrients, making the interaction modeling somehow
confusing (Tian 2006) when the choice among them may be critical in the case of ecosystem
simulation (Andersen & Heibig 1998; Sharada 2005). The lack of knowledge on the processes
involved in the NH'/urea interaction makes the mechanistic models, relying on uptake
regulation by feedback mechanisms and internal biochemical pools (e.g. Flynn (2001)), too
complex to simulate this inhibition. A modeling approach referring only to external nutrient
concentrations appears to be more adequate in the present case. When modeling the
NH,;'/NO;s interaction, modelers usually set as a postulate thatNL / VimaxN2 = 1, where
VmaxrN1 and VhacN2 are the maximal uptake rates of both nutrients without interaction
process. However, this relation may not be verified in the case of thguxéh interaction.

Even if results of Collos et al. (2004) on the nitrogenous nutritioAl@andrium catenella
cells presentedsimilar values for VacNHs" and \hacurea, the present investigation
demonstrates that it was not the case for all the strains of A. catenella.

Following the recommendations of Sharada et al. (2005) and Tian (2006)
recommendations, two formulations (Parker (1993) and Varela & Harrison 1999) were tested
with our data. The equation proposed by Varela & Harrison (1999) appeared to generate the
most efficient simulation of the inhibition process observed for Thau lagoon strains. The
accuracy of this formulation is strengthened by the fact that it gathers the three essential
properties defined by Sharada et al. (2005), so called similarity, hyperbolicity and incomplete
inhibition.

From the model fitting, the inhibition parametegsxl(maximum inhibition) and K
(inhibition constant) were generated and allow for the characterization of the urea uptake
inhibition observed for the Thau lagoon straingdotatenella. The TLO1 and ACTO0S3 strains
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showed an inhibition of urea uptake that was particularly strepgX175%) and sensitive to
NH;" concentration (K< 1.47 pgatN.[}). The range of values obtained fok.d and K
appears to be similar to the one reported for the,NiHhibition on NQ  uptake of the
dinoflagellatesAlexandrium minutum(Maguer et al. 2007)Prorocentrum minimumand
Gyrodinium uncatenurfLomas & Glibert 1999). However, this similarity is not sufficient to
suppose identical mechanisms of regulation between these distinct interactions.

The influence of N concentration on N-urea assimilation Aycatenellacells may
not be restricted to the uptake process. Aocatenella, the assimilation of N-urea involves
the enzyme urease (Dyhrman & Anderson 2003). An inhibition of the activity of this enzyme
by NH;" concentration has been previously reported for diatoms (Lomas 2004) and freshwater
cyanobacteria (Singh 1992), pointing out the interest of studying such a potential influence for
A. catenella.

2- Variability between strains and ecological considerations

From the estimation of total N-uptake rates (from4NiEnd N-urea, \.tot), it is
possible to describe further aspects of the control of N-uptaké.bgatenella cells and to
compare N-uptake capacities of the different strains in a range of nutrient conditions. For all
the strains, \.tot was mostly constant along the urea gradient, whereas an increase was
observed along the NH gradient. This suggests that the total N-uptaké\ bgatenella cells
may be mainly governed by the lWHoncentration when both nutrients are present. As well,
the strong inhibition of N& on N-urea uptake noted for the French strains enhances the
importance of this NI control of total N-flux for these strains. In this particular case, the
increase in \.tot along the N gradient arises from the compilation of two inverse trends: a
decrease in M.ureatogether with an increase inywWa+. This suggests that N-urea uptake losses
induced by NH inhibition were more than compensated by the,Niptake. Such a
compensatory effect may also be noted in the results of Healey (1977) and Lund (1987) on
other phytoplankton species and points out that thg” MHibition of N-urea uptake is not a
competitive disadvantage for these cells. Moreover, this compensation of tfiénkiition
allows an increase in ytot with the diversification of the potential N-sources. A similar
consideration may be made for the Spanish strains but from the lack;0uNgd interaction.

Considering the \tot values obtained along the BHgradient, French strains

appeared to be more competitive than the Spanish ones in an environment characterized by

84



Part I, Chap 2 - Interactions ammonium/urée

NH," concentration below 5 pgatN' (see Fig. 3) and high urea (as 10 pgati).L
concentrations. This competitive ability may be explained by better capacities of the French
strains to take up NA at low concentrations (lowerdfH,4" than the Spanish strains) but

also to higher capacities to take up N-urea when the &tticentration is low, in particular

for the ACTO3 strain. These uptake capacities may be examined relatively to the nutrient
conditions reported for each originating area of the strains. Ranges of dissolved inorganic
nitrogen concentrations during. catenella blooms are usually higher in Barcelona and
Tarragona harbors in Spain (0.4 - 36 pgatNof NO; ; 0.1-17.9 pgatN.t of NH,") than in

Thau lagoon in France (0.1 - 4.4 pgatN.bf NO; ; 0.2 - 9.6 pgatN.tt of NH;")
(unpublisheddata collected in 2000-2003 from 2 and 4 blooms, respectively for French and
Spanish sites). Furthermore, high dissolved organic nitrogen concentrations (up to 26
ngatN.L'Y) have been measured during these blooms in Thau lagoon. So, the differences noted
in Kstot values between Spanish and French strains may reflect particular metabolic
adaptations of the strains to their respective environment.

Although French strains appear to be well adapted to an environment with lgw NH
concentration, they present different ranges of optimal nutrient conditions. For example, with
a high MmaxNH4 coupled with a low K-NH;", VGO 815 showed competitive abilities to
take up NH' under a large range of NHconcentrations, whatever the urea concentration.
With the lowest WacNH4', ACTO3 did not show efficient N-uptake capacities when the
NH," concentration was high but presented the highest ability to use urea as a major N-source
when NH," concentration was low. Such diversity between strains of the same originating
area allows us to consider two potential ecological strategie8.foatenella, which can be
called adaptability or efficiency. If the strategy points to adaptability, no selection of N-uptake
characteristics occurs from nutrients conditions during the bloom development, keeping the
diversity in N-uptake capacities at the population level. In this case, the global N-uptake rate
of the population may be maintained even if the environmental conditions vary but an optimal
uptake and competitiveness are prevented. The efficiency strategy requires a selection phase
of the cells. It leads to a population well adapted to the instantaneous environmental
conditions with an optimal N-uptake but very sensitive to changes in nutrients conditions.
Only a biomolecular approach of the genetic variability of bloonfingatenellacells may
give a broad insight on the ecological strategies encountered in the field and on the potential

selection of genotypic and phenotypic characteristics.
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V- CONCLUSION

Ammonium concentration appeared to be the main factor controlling N-uptake by
catenella cells when NH and urea are simultaneously present in the medium. For the French
strains tested, this control is reinforced by a strong inhibition of Nid N-urea uptake. The
potential influence of Nl on the urease activity of these cells has to be analyzed to achieve
a complete understanding of the control of N-urea assimilation. This understanding is
complicated by a high variability noted between strainsAofcatenella. If part of this
variability may be associated with environmental adaptations, this diversity allows a potential
selection of the cells during bloom developments with regards to thejf Bkt N-urea
uptake characteristics.
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ABSTRACT :

For phytoplankton cells, irradiance oscillation throughout the light:dark cycle may
induce a diel periodicity in metabolic processes dependent on end-products of photosynthesis,
such as nitrogen (N) uptake and assimilation. Variations of N-uptake and carbon (C) fixation
by Alexandrium catenella cells were analyzed throughout a complete light:dark cycle during
culture experiments to investigate the coupling between N and C metabolism for these cells.
Uptake rates of three potential N-sources (ammonium, nitrate and N-urea) and two potential
C-sources (HC® and C-urea) were estimated during both light and dark phases, from the
incorporation of >N and**C labeled compounds. According to the variations obserté@-in
isotopic ratio,A. catenella cells were not able to use C-urea. Furthermore, decredds in
cell content during darkness were noted and revealed probably a high involvement of C
recently fixed in dark respiration. From the analysisbfincorporation, relatively efficient
dark N-uptake capacities were estimatedAorcatenella cells: dark/light uptake ratio of 27%,

43% and 65% were measured for OIH," and N-urea respectively. An accumulation of C-

rich compounds during the light period was highlighted through strong diel variations in C:N
ratio and would provide C and energy for these dark uptake processes. Such dark uptake and
C-storage strategies may be of particular interest for migrating species, such as A. catenella.
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I- INTRODUCTION

Biological processes of phytoplankton cell metabolism may show a diel periodicity,
initiated by extracellular oscillations in environmental growth conditions, internal variability
associated with cell division cycle or circadian rhythms driven by a biological ctick (
Sweeney 1987; Edmunds 1988). For phytoplankton cells, irradiance oscillation throughout the
light:dark cycle corresponds to the most significant cyclic environmental variable: it can
regulate metabolic processes through the influence of day or night length, maximum
irradiance or spectral composition, which can act individually or in combination (Prézelin
1992). This regulation may not only affect photosynthesis activity, but also metabolic
processes dependent on end-products of photosynthesis. For nutrition metabolism, nitrogen
(N) uptake and assimilation may be linked with photosynthesis through different metabolic
pathways (Turpin 1991) as it requires production of ATP, reducing power (NAD(P)H) and C-
fixation. A strong coupling between N and C metabolism may lead to diel periodicity of N
uptake and assimilation, provided that cells are in N-sufficient conditions: N-limitation
conditions may induce the storage of C-rich compounds which facilitates dark nutrition
processes and the decline of diel periodicity (Turpin 1991).

In the previous study of Jauzein et al. (2008), diurnal pattéesd(ring the light
period) were highlighted foklexandrium catenella cells, consisted in an increase in N-uptake
rates for ammonium (N¥)) and N-urea, and an increase in C:N composition ratio interpreted
as a consequence of uncoupling between C and N uptake despite N-sufficient conditions. The
present work was conducted to carry out complementary analyses of N-uptake and C-fixation
by A. catenella cells throughout a complete light:dark cycle, in particular to test the
potentiality of dark uptake of nitrogen which would be sustained by C accumulation during
the day reflected by the diurnal increase in C:N ratio. Three potential nitrogen soufces of
catenella cells were tested, ammonium @QHnitrate (NQ") and N-urea (Collos et al. 2004).
Some phytoplankton species being capable of utilizing urea not only as a N-source but also as
a C-source (Lomas 2004), this study gave the opportunity to test the potential use of C-urea

by A. catenella cells.
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II- MATERIAL AND METHODS

1- Culture conditions

The A. catenella strain (ACTO03) used in this study was isolated from the Thau lagoon
in 2003. Cultures were maintained at 20°C on ESAW artificial seawater (Andersen et al.
2005) with nitrate (N@) as N-source. Cells were synchronized on a 12h light:12h dark cycle
using a photon flux density of 100 umol photon3.st.

2- Experimental procedures

To investigate the diel variations of N and C-uptake Awycatenella cells, two
experiments were conducted in batch cultures, based on the same experimental design but
different ranges of N-additior{1) in the first one, N-additions were performed to ensure N-
sufficient conditions all along the experiment durati@®) in the second one, lower N-
additions were done to allow a depletion of N-sources before the end of the experiment. The
latest experiment was also performed to test the potential uptake of C-urea. A unique 3L-stock
culture in exponential growth phase was used for each experiment to ensure that cells were in
similar growth conditions.

Each experiment started at the beginning of the light period with the resuspension of
A. catenella cells in 3L of ESAW medium without N-source using an 11 pm mesh size net.
To avoid modifications of metabolic processes due to agitation during repeated sampling, the
resuspended culture was immediately split in 40mL-aliquots and difféfsn&nd **C-
additions were performed.

In the first experimen(l) four series of samples were compiled for testing three
different N-sources (ammonium (NB, NOs” and urea) in N-sufficient conditions, one series
without N-addition being used for control purpose. N-sources were add&-#sbeled
nutient at an initial concentration comprised between 66 and 140 patgf@iabeled
bicarbonate (FfCO;) was added simultaneously at 78 pmol@yleach sample.

The second experime(R) tested three N-conditions, applying an initial pulse of urea
(15 pgatN/L) or NH" (15 pgatN/L) or no N-addition. Four series of samples were performed
as follow: addition of*®N-**C-urea only, addition o°N-**C-urea and KCO;, addition of
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1>%NH," and H3*COs, and neithet>N nor **C-addition. Pulses of HCO; corresponded to 78
pmolC/L additions.

Incubations started with the addition 6N and **C-sources and samples were
immediately replaced in the culture chamber under initial conditions. During each experiment,
at least one aliquot was used every hour during light periods and every 2 h (except for one
missing incubation time) during dark periods for parameters measurements. Experiment
duration of respectively 26 h and 29 h {&) and(2) secured the survey of a complete diel

cycle.

3- Chemical and biological parameters

Each incubation was ended with sample filtration through precombusted (4h at 450
°C) AJE filters (Gelman Sciences, Ann Arbor, MI, USA). Measurements of nutrients
concentrations were performed from the filtrate using the methods of Collos et al. (1999),
Koroleff (1976) and Goeyens et al. (1998) respectively fog NdH," and urea. Filters were
dried at 60 °C overnight and kept at room temperature until analysis. Estimations of
particulate nitrogen (PN), particulate carbon (PC)8Nd"*N and**C/*“C isotopic ratios were
obtained from filters analysis on an Integra CN elemental analysis-mass spectrometry system
(PDZ Europa, UK).

ITII- RESULTS

Consdering variations of Nif concentrations in the series of samples were an initial
®N-urea addition was performed, no extensive sNHelease, associated with urea
assimilation process, was observed during both experiments. Thus, no N-losses have to be
taken into account in the analysis'@f-isotopic ratios.

1- Experiment in N-replete conditions

For the first experimen(tl), a linear decrease in nutrient concentrations was observed
with time for the three series of samples performed with an intighddition. Despite this
consumption, nutrient concentrations remained over 12 pgatN/L until the end of the

experiment.
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According to the patterns ¢?N isotopic ratios shown in Figure A, catenella cells

were capable of using the three N-sources; NNOs and urea, during the light and the dark

periods. Considering data of each consecutive light/dark period, most appeared to increase

linearly with time, indicating a constant uptake rate.
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Figure 1 : Variations in™N isotopic ratio

of A. catenella cells for the four series of samples,

with ®NH,4" (circles),"™NOs (triangles),”>N-urea (diamonds) and without N-addition
(squares). Open and closed symbols correspond to light and dark measurements respectively.
The end of the complete light:dark cycle (24h) is indicated by the vertical doted line.

Only data associated with tHé&NO3

series displayed a particular pattern
the light
corresponding to an exponential rise in
lSN

increase in N@-uptake rate over the

during first period

ratio which revealed a linear
first 8 hours (Figure 2). To compare N-
uptake capacities oA. catenella cells

under the different nutrient and light
conditions, linear regressions of the
®N-ratios as a function of time were

computed for each light/dark period.
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Figure 2 : Variations in N@-uptake
rate (") during the first light period.
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Mean uptake rates estimated from regression slopes are presented in Table 1 with
corresponding Rvalues. Comparing data of the dark period with data of the first light period,
dark uptake rates corresponded to 43%, 27% and 65% of light uptake rates forNG4

and urea respectively.

>N-uptake 3C.uptake | C:N composition ratio
Vi R? Ve R? Slope R
First light period
+NH,* 0.018 | 0.99| 0.025 1.00
+ N0y 0.012 | 0.96| 0.028/ 0.94
+N-urea 0.005| 0.85 0.031 0.99
Without N-addition 0.030 1.00
Dark period
+NH,* 0.008 | 0.92 -0.196 0.71
+ N0y 0.003 | 0.98 -0.139 0.79
+°N-urea 0.003| 0.91 -0.071 0.71
Without N-addition -0.156 0.89

Table 1: Estimations of°N-uptake rates (Vin h?), **C-uptake rates (¥in h?) and slopes

from regressions dfN-isotopic ratio,**C-isotopic ratio and C:N ratio verstisie during the

light and dark periods, for the four series of samples (with an without N-additfondlures

corresponding to each data regressions are sHoBxuptake rates (Va0 Were estimated
from data obtained in the linear part of variation§@isotopic ratio.

Variations of the'®C isotopic ratio showed similar patterns for the four series of
samples, with and without initial N-pulses. These patterns were constituted of successive
increase and decrease during the light and dark periods respectively (Figure 3). The first linear
rise, identified between 11:00 - 17:00, allowed the definition of maxii@uptake rates
(Vmax-9 from regression slopes (Table 1). Uptake rates obtained were very close £0.028
0.003h™Y), with a minimal value noted for theNH," series. After 17:00%°C-uptake rates
appeared to slow down until the beginning of the dark period (20:00). Linear decre&&s in
isotopic ratios were then observed during darkness, characterized by similar negative slopes

for the four series of samples with a mean of -0.00870004 i. From the minimal Wax.c
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maintained until 17:00 and the similarity observed in subsequent variatidi€ @fotopic
ratio, measurements OIC ratios performed after 17:00 were significantly (P > 0.0001) lower

for the'>NH,* series than for the others.
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Figure 3 : Variations in'*C isotopic ratio of A. catenella cells for the four series of samples,
with ®®NH,4" (circles),"™™NOs (triangles)*®N-urea (diamonds) and without N-addition

(squares). Open and closed symbols correspond to light and dark measurements respectively.
The end of the complete light:dark cycle (24h) is indicated by the vertical doted line.

Under low N-conditions, likewise under N-sufficient conditions, variations in C:N
composition ratios revealed a clear diel cycle showing a global increase during the light
period followed by a decrease during the dark period (Figure 4). Slight deviations from these
general trends were observed: during the first 24h, the maximal C:N value was shifted
backward to the end of the light period for ffid-urea series and forward to the early night
for the®NH," series ; no resumption of the increase in C:N was visible at the beginning of the
second light period for th&NH," series. According to variations observed in isotopic ratios,
discrepancies noted for tH&NH," series could be explained by measurements variability.
During the first light period, the highest increase in C:N ratios was noted for the series
without initial N-pulse, reaching 12.1 molC/molIN. Thereafter, trends observed allowed the
maintenance of significantly higher C:N values (P > 0.0001) for this series of samples
(without N-addition) than for the three others until the end of the experiment. Data obtained

between 19:30 and 08:00 were used to estimate regression slopes associated with decreases in
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darkness (Table 1): slope values between -0.07 and -0.20 molC'mdINere obtained,

with the lowest calculated for tH&N-urea series and the highest for tPeH," series.
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Figure 4 : Variations in C:N composition ratio of A. catenella cells for the four

series of samples, withNH," (circles),”>NOjs (triangles)*°N-urea (diamonds)

and without N-addition (squares). Open and closed symbols correspond to light

and dark measurements respectively. The end of the complete light:dark cycle
(24h) is indicated by the vertical doted line.

Cumulating C:N variations along the first 24h (limit indicated by a dashed line on
Figure 4), C:N ratios measured at the end of the complete diel cycle;{Canre 7.3, 9.0,
9.3and 11.1 for thé°NH,4", *NOs, **N-urea and without N-addition series respectively. For
the *°NH,4" series, the C:Nj value was close to the initial value of 6.8, indicating that the
increase during the light period was entirely compensated by the decrease in darkness. Such
compensation was only partial for the others series. Similagseuidlues were obtained for
the series based dANOs; and**N-urea and corresponded to initial ratio increased by 33 %
and 37 % respectively. The series without N-addition showed the greatest difference between
initial C:N and C:Ng4, matching an increase of 64 %.

Using regressions of C:N values afil isotopic ratios during the dark period, costs
of N-assimilation intoA. catenella cells during darkness (including maintenance metabolism)
were estimated from variations in POC relatively to changes in PORQC /A PON).
Respective costs of 13.7, 14.2 and 10.3 gC-gbére calculated folPNH,4", *>NO3 and**N-

urea series.
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2- Experiment with N-depletion

For the second experime(g), an initial pulse of 15 pgatN/L of NHor N-urea was
performed for three of the four series of samples. Nutrient depletions occurred during the first
light period (~16:30) for th&°NH," series and at the end of the dark period (~08:00) for the
15N-1C-urea series. This difference came from the maximal N-uptake rate measured during
the light period for thé°NH," series (0.026 1 that was found three times higher than the
onemeasured fot®N-'*C-urea series (0.007'h These uptake rates were estimated from the
linear part of the increase in cellufdN isotopic ratio with time (Figure 5). Variations iN
isotopic ratio were similar for bothN-"*C-urea series, so associated results were considered
as replicates and are reported on Figure 5 as mean values. As for the first experiment in N-
replete conditions, N-urea uptake rate was measured also during the dark period, with a ratio
between dark and light uptake rates of 53 %. Increases obser&digotopic ratios ended
with nutrient depletion and ratios were then globally maintained at a constant level until the
end of the experiment, 15.2 + 0.9 % and 10.3 + 0.7 % fof“ttid,"- and the**N-'*C-urea

series respectively.
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Figure 5 : Variations in™N isotopic ratio of A. catenella cells after an initial pulsé’biH,"
(circles),™N-*C-urea (diamonds) and withotiN-addition (squares). TH&N-*C-urea data
compiled the results obtained from both series, with and without supplementary addition of
H®CO5". Open and closed symbols correspond to light and dark measurements respectively.
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Assimilation of °C by A. catenella cells was measured only for samples where an
initial addition of HCO; had been performed (Figure 6). When compaffi@) isotopic
ratios of the series based biN-'*C-urea addition (without HCO;) and the series without
initial pulses of>N and°C, results were found equivalent, suggesting fhatatenella cells
were not able to use urea as a C-source. Variatiol€inatios observed for the other series
with H®CO; additions ¥*NH," + H™CO; and ™N-*C-urea + H3C0;) showed trends
similar to those highlighted under N-replete conditions: increases during the light periods and
decreases during the dark period, however decreases appeared exponential rather than linear
in this second experiment. As fiC-assimilation was noted after an initial addition®{-
3C-urea only, variations observed for the series compiling both potéf@ialources*N-
13C-urea and FCO;, were representative 61C assimilation from FCO;s™ exclusively and
alowed estimations of HCO; uptake rates. Ma.c from H*CO; estimated during the first
light period were 0.040hand 0.046 1 for the series based diNH," and *>N-**C-urea

respectively.
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Figure 6 : Variations in"*C isotopic ratio of A. catenella cells for the four series of samples:
with initial pulses of>NH," and H3CO5 (circles),’>N-*C-urea and EfCO; (diamonds),
15N-t3C-urea solely (triangles) and without ariid or **C-addition (squares). Open and
closed symbols correspond to light and dark measurements respectively.
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IV- DISCUSSION

1- I5N-Uptake capacities in light and darkness

Measurements of°N-isotopic ratio during the light:dark cycle showed tht
catenella cells were capable of using the three N-sources tested, (NG and N-urea)
gither in the light or in the dark periods. Results confirmed that"Nédthe major N-source
for A. catenella cells (Collos et al. 2004), as it was taken up at the highest uptake rate during
both light and dark phases.

During the light period, Ni and N-urea uptake appeared to be maintained at a
constant rate until the end of the photophase or N-depletion in experifigrasd (2),
suggesting a slight increase in N-uptake capacities with time, enough to compensate the
regular decrease in nutrient concentration. Measurements ¢fug@ke rate under the N-
sufficient conditions of experimer(il) showed a clearer trend as a function of time with a
linear increase from 0.003Ho 0.025 H over 6h. Such increases of N-uptake rate during
daytime have previously been reported for the same strain by Jauzein et al. (2008) analyzing
evolution of NH" and N-urea uptake rate at fixed nutrient concentrations, even though trends
reported for both these nutrients were found higher, close ta Djfake rate variations
measured in the present results.

During the dark phase, respective uptake rate8.ofatenella cells in N-sufficient
conditions of experimenfl) were 0.008 1 for NH," and 0.003 1 for NOs and N-urea.

These dark uptake rates corresponded to 43%, 27% and 65% of the light uptake rate measured
during the previous photophase for NHNO; and N-urea respectively. Part of the variability
observed in these percentages may be explained by the energetic cost required for each
nutrient to be assimilated. Compared toJYHhe reduction of N® successively into nitrite

(NO>) and NH,", which is required for the nitrogen assimilation into amino acids, induces an
additional energetic expense (Syrett 1981) associated with the requirement of ATP, reductant
(NAD(P)H) and enzyme synthesis (M@nd NQ reductases). This may explain the stronger
dependence on light observed for Bl@ptake compared to N which was reported for
several marine phytoplankton species through a stronger difference between light and dark
uptake rates noted for NQPaasche et al. (1984); Clark & Flynn (2002); present results). For

A. catenella, the limitation of NOdark uptake by the energetic demand was confirmed from

estimations of costs in terms of C unit associated with N-uptake at night: a similar value was
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obtained (around 14 gC.g0\ for both NH* and NQ, while uptake rate of N
corresponded to only half the rate of NHThese costs appeared to be much higher than
values (< 3 gC.gN) reported for the diatorfihalassiosira weissflogin N-replete conditions
(Clark et al. 2002). However, such a discrepancy may be explained by the higher respiration
rate required for the maintenance metabolism of flagellates compared to diatoms, which could
be partly explained by the additional energetic expense associated with active swimming.
With a dark/light uptake ratio of 65%, N-urea uptake showed the greatest maintenance in
darkness, more efficient than NWHwhile assimilation of N-urea includes an additional
transformation step of urea into WHwhich involves the synthesis of the enzyme urease by

A. catenellacells (Dyhrman & Anderson 2003). This high dark:light uptake ratio may be
explained by the relatively low dark uptake rate measured for N-urea (0’06alhthe NH*

uptake rate) which required a lower energetic cost (10 g&).gidmpared to other nutrients.

This suggests tha. catenellacells may not have optimized their N-urea uptake rates during
the experiments.

Abilities of marine microalgae to carry out uptake at night under N-replete conditions
was observed for various taxonomic groups, including prymnesiophytes and diatoms
(Needoba & Harrison 2004). No global classification of phytoplankton taxonomic groups
according to their dark uptake abilities in N-replete conditions may be proposed as reported
capacities varied strongly between genera of the same class and even between species of the
same genus. Between diatom genera, Needoba & Harrison (2004) reported a slantak@
rate corresponded to 50% of light uptake rateMualassiosira pseudonana, while Granum et
al. (2002) observed only low ability ddkeletonema costatuto realize N@ uptake in
dakness. Between dinoflagellate species of the same genus, Paasche et al. (1984)
characterized Prorocentrum micabg dark:light uptake rate ratios of 15% and 36% forsNO
and NH,;" respectively, whileProrocentrum minimunshowed respective values 4 times and
2.5 times higher. Similarly, they measured 75% of;N@ptake maintenance at night for
Heterocapsa triquetra while the proportion reported Himterocapsa illdefina by Clark et al.
(2002) was lower than 20%. Compared to other species presenting capacities of nutrient dark
uptake A. catenella showed a relatively efficient maintenance of Nftake at night but low
for NH,", with reported dark:light uptake rate ratios ranging from 12% to 75% far &@
from 36% to 100% for NI (Paasche et al. 1984; Clark et al. 2002; Granum et al. 2002;
Needoba & Harrison 2004). To the best of our knowledge, no comparable dark N-urea uptake
estimations were reported from culture experiments in previous works.
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Data presented fok. catenella may not be representative of the whole potentiality of
dark uptake of these cells as the dependence of nutrient uptake on light appeared to vary with
nutrients conditions. Several studies reported an improvement of N-uptake and assimilation in
darkness when cells were N-limited, as fdeterosigma carteraeand Thalassiosira
weissflogiiwhich showed an increase in the ratio between dark and light uptake rates with
decreasing N:C ratio (Clark & Flynn 2002; Clark et al. 2002) orGgrodinium aureolum
andEmiliana huxleywhich realized dark uptake only when cells were N-starved (Paasche et
al. 1984; Riegman et al. 2000).

2- Variations of 13C-isotopic ratio during the light:dark cycle

During the light period, estimations ofC-uptake rates may be representative of
estimations of photosynthetic activity. They revealed #atatenella cells maintained an
optimized photosynthetic activity during the main part of the light period, with a drop in C-
uptake rate noted during the 3h preceding the dark phase.

During the dark phase, the decrease3@-isotopic ratio could result from an
unbdanced loss of carbon (loss of products enrichédGrrelatively to natural abundance) or
from dilution of the POC labeling by uptake of unlabelled C-products. The second hypothesis
was previously proposed by Collos et al. (2006) to explain a concomitant decrease in both
13c- and '™N-isotopic ratios of A. catenella cells in cultures once the extracellular
concentration of inorganic nitrogen was exhausted: they interpreted these trends as dilution of
cell labeling due to uptake of unlabelled organic compounds. However, results obtained in the
experiment(2) (Figure 5) did not reveal the existence of a decreas®imell content after
exhaustion of°NH," (during the first light period) o°N-urea (at the end of the dark phase).
Thus, if uptake of unlabelled organic compounds has occurred during expefiiyemd(2),
this process would not be the only one to contribute to the decreS&rigmtopic ratio noted
duning the dark phase. Concerning the first hypothesis and according to Burkhardt et al.
(1999a), an unbalanced loss of carbon may be the result of a fractionation process associated
with carboxylation/decarboxylation reactions, complete decarboxylatidfiCefich organic
compounds or loss of*C-enriched dissolved organic carbon from the cell. Even if
complementary measurements are required to estimate the role of these processes in the
decrease of°C content during the dark phase, the decarboxylatior®®frich organic

compounds is likely to have contributed the most to the trends observed. According to Geider
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& Osborne (1989), dinoflagellates may be characterized by high ratios between dark
respiration and maximum net photosynthesis rates, generally higher than 25% and reaching
upto 59%. In the present resultdC-decreases during darkness represented 12-15% of the
maximal C-uptake estimated during the previous photophase. Comparing these values with
dark respiration versus net photosynthesis ratios proposed by Geider & Osborne (1989), a
contribution of 20-60% of previously fixédC in the pool of C respired during the dark phase
may explain slopes dfC-decrease observed far catenella cells. Thus, the decrease’d

cell content in darkness may reflect a high involvement of C recently fixedd(ring the

previous light period) in dark respiration.
3- Uncoupling between photosynthesis and nutrient uptake

Dark N-uptake capacities highlighted far catenella cells are dependent on particular
metabolic adaptations. Nutrient uptake and assimilation in darkness require an additional
expense of previously fixed C to be supplied with energy (ATP), reductant (NAD(P)H) and
C-skeletons, creating an uncoupling between photosynthesis and nutrition processes (Cosper
1982). Photosynthetic C fixed in excess during the light period may be stored into C-rich and
N-free macromolecules, such as carbohydrates or neutral lipids which can account for 10-50%
of the dry weight of the cell (Geider & La Roche 2002). Accumulation of large pools of C-
rich storage compounds may modify significantly C:N and C:P ratios (Geider & La Roche
2002), as observed for A. catenella cells during the experighgent

Diel variations observed in C:N ratio during the light:dark cycle highlighted the
uncoupling between photosynthetic and nutrition processeé.faatenella cells. C-uptake
from urea did not interfere in these trendshagatenella cells were not able to use urea as a
C-source according to the results of experim@)t Therefore, the increase in C:N ratio
during the light period revealed that photosynthetic C was stored in excess relatively to
requirements for N-uptake and assimilation. The decrease in C:N during the dark period
resulted from C losses, through respiration and DOC excretion, and N-uptake at night for
cultures with an initial N-addition. The high C:N decrease observed for the control series
(without initial N-addition) suggested that C:N variations in darkness were mainly governed
by C-losses. From the comparison of initial C:N value and,£;:Mnly the series based on
1>NH,*-addition may be considered as being under N-replete conditions during experiment
(1); N-conditions encountered foTNOs and *°N-urea series were sufficient for growth but
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not replete as an increase of more than 30% was noted betwegp &t the initial ratio.

The compensation of C:N variations over the diel cycle obtained for th&-9¢iHes may be
explained(i) by lower C requirements of NHuptake and assimilation compared to3\#hd
N-urea, which explained the loweSC-accumulation and C:N value noted for this series at
the end of the light period, arfii)) by the two times higher N dark uptake relative to NO

or N-urea, which allowed the highest C:N decrease at night. The minimal C:N value obtained
for A. catenella cells in N-replete conditions (6.8) is in the range of values reported by Flynn
et al. (1996) for otheAlexandriumspecies, which were 5-7.5 molC/molIN #r minitum 5.6

for A. affiniand 9.1 forA. tamarenseDiel variations of C:N ratio observed fér catenella

cells in N-replete conditions confirmed the assumption proposed by Jauzein et al. (2008a)
according to which an increase in C:N values from 7 to 11 during the light period is not
evidence for N-deficiency but the result of the irradiance cycle: for such species showing an
uncoupling between C and N uptake, variations in C:N values must be interpreted carefully.

Similar detailed patterns of C:N diel variations were obtained for various marine
species, such as the chlorophiftenaliella tertiolecta (Sciandra et al. 1997), the diatdns
costatum (Burkhardt et al. 1999b) and. weissflogii (Clark et al. 2002), and the
prymnesiophyteE. huxleyi(Bucciarelli et al. 2007). C-storage compounds contributing to
diurnal increase in C:N ratio and support of dark processes may be carbohydrates (Cuhel et al.
1984; Clark & Flynn 2002; Granum et al. 2002) or lipids (Fabregas et al. 2002), depending on
species. However, uncoupling between photosynthesis and nutrition process, revealed by diel
C:N variations, does not represent necessarily a strategy focused on dark uptake optimization.
For example, even if clear diel C:N variations were observe8.fopstatuncells (Burkhardt
et al. 1999b), this algae presented only low dark; NPtake capacities but a N-storage
strategy: during the light period, this species showed Nftake rate which exceeded growth
rate and allowed N-storage into intracellular pools ofsNEDd intermediate N-assimilation
products (Granum et al. 2002). For such species, exceeding fixed C is exclusively used for N-
assimilation into proteins, respiration or cell division in darkness.

Storage of C-rich compounds may also have other implications on nutrient acquisition
strategies, increasing the cell density. The role of carbohydrates as ballast may have an
ecological interest in particular for non-flagellate phytoplankton species, such as diatoms:
intracellular accumulation of carbohydrates in response to nutritive stress may trigger cell
sinking into deeper layers where more nutrient sufficient conditions may be encountered
(Richardson & Cullen, 1995). However, this buoyancy regulation process operates over

105



Part I, Chap 3 — Couplage entre métabolismes de N et C

longer time scales than diel variations. Porcatenella cells, migrations are mainly governed
by active swimming; accumulation of C-rich compounds over the daylight may just favor the

migration to the deep during the night period.

V- CONCLUSION

Experiments performed have allowed the test of two potential nutritive stratedies of
catenella cells: dark N-uptake and C-urea uptake capacitids.détenella cells showed no
ability to use C-urea, they were characterized by relatively efficient dark N-uptake capacities
at the expense of previously fixed carbon, in particular from the dissolved organic source N-
urea. Complementary experiments have to be performed to test the whole potentiality of dark
uptake ofA. catenella. This includes potential increase in dark N-uptake capacities under N-
limited conditions and potential use of phosphorus in darkness. Indeed, dark P-uptake
capacities have been reported previously for some phytoplankton species, such as the
dinoflagellate Gymnodinium bogoriense (Lieberman et al. 1994).

According to Litchman et al. (2004), the impact of the dark N-uptake strategy on
species competitiveness depends on the proportion of the light period in the diel cycle
(dependent on the day length and the mixing deptitu) and on the energetic cost of the
nutrient uptake and assimilation. Fr catenella cells, dark uptake was associated with high
energetic costs in terms of C. However, the major part of this C-expense was probably more
linked with maintenance metabolism than N-uptake in darkness. This was suggested by the
fact that decreases observed& cell content and C:N during the dark phase, mainly
governed by C-losses, appeared to be close between the control series (without N-addition)
and the N-sufficient series. Furthermore, the abilithAotatenella cells to migrate actively in
the water column optimizes the efficiency of the dark uptake strategju for this species:
migration behavior during the diel cycle allows the improvement of dark N-uptake at night
optimizing nutrient conditions, as well as C storage capacities during the daylight optimizing
irradiance conditions. Even if dark-uptake strategyAotatenella probably corresponds to a
competitive advantage favoring bloom developméntsitu estimations, such as migration
behavior, water column stability or repartition of nutrient pools, have to be performed to

conclude on the competitiveness gain of this strategy.
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Partie 2

PARAMETRISATION DE LA
NUTRITION PHOSPHORELE

Culturesd’Alexandrium catenell maintenues en seroontint.
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Contexte, résume et perspectives

L’apparition dAlexandrium catenella dans I'Etang de Thau en 1995 a fait suite & une
diminution des concentrations en phosphate de 90 % entre 1970 et 1995 (Souchu et al. 1998),
résultant de I'implantation de systemes de traitements des eaux usées (La Jeunesse & Elliott
2004). Les concentrations en phosphate mesurées sont ainsi passées de 10 uM a 1 uM en été
et de 3 uM a des valeurs indétectables (< 0,03 uM) en hiver au cours de cette phase
d’oligotrophisation des eaux (Collos et abus presse). La coincidence observée entre la
baisse de concentrations en phosphate et 'émergeAceaténella suggere qu’une niche
ecologique favorable au développement de cette espece toxique est apparue dans les années
90.

Différentes espéces Al'exandrium, dont A. catenella, sont capables de diversifier
leurs sources potentielles de phosphore grace a la synthése d’enzymes particulieres appelées
phosphatases alcalines (Flynn et al. 1996 ; Ou et al. 2008). Ces enzymes permettent aux
cellules les synthétisant de récupérer des phosphates a partir de la fraction de phosphore
organique dissous. Elles représentent donc un avantage compétitif en cas de limitation en
phosphate du milieu.

Dans ce contexte, des expérimentations, présentées dans le Chapitre 1, ont été menées
en culture afin de caractériser les capacités d’absorption du phosphécecatanella en cas
de limitation en phosphate. L'utilisation potentielle des fractions inorganique et organique
dissoutes y a été étudiée grace a des mesures de vitesses d’absorption du phosphate et

d’activité des phosphatases alcalines.

RESUME DU CHAPITRE 1 - Capacité d’assimilation du phosphore par
Alexandrium catenella en condition de limitation en phosphate

Alexandrium catenella est un dinoflagellé toxique responsable d’efflorescences
récurrentes dans I'Etang de Thau (Sud de la France) depuis 1995. L'apparition de cette espéce
a fait suite a une forte diminution (90 % entre 1971 et 1994) de la concentration en phosphate
(PO*) du milieu. Pour déterminer #i. catenella présente un avantage compétitif en cas de
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limitation en PQ*, ses capacités de prélévement du P inorganique et organique dissous ont
éé analysées le long d’un gradient de limitation en®P@u cours d’expérimentations en
semi-continu. Pour cela, des mesures de taux de prélévemefiP@¢, d'activité des
phogphatases alcalines (APA) et de quotas intracellulaires en B fQ@mt été réalisées le

long d’'un gradient de taux de dilution. Les vitesses maximales (Vmax) d’absorption du
¥3p0,> et d’hydrolyse des phosphatases sont apparues plus élevées aux faibles taux de
dilution, indiguant des capacités d'adaptations physiologiques des cellules a un état de
limitation en PQ*. Ces flux de P seraient plus fortement contrdlés par la concentration
extracellulaire en P& que par Qper. Un seuil de déclenchement de la synthése des PA,
compris entre 0,4 pM et 1,0 pM de FQa pu étre mis en évidence. Des concentrations en
PO,> inférieures & 0,4 uM étant réguliérement mesurées au cours des efflorescAnces d’
catenella dans I'Etang de Thau, une part significative de la croissance de ces cellules serait
basée sur l'utilisation des composés organiques phosphorés.

Cette étude a permis de préciser, de maniere indirecte, que la nutrition phosphorée
d’A. catenella lors des efflorescences serait en partie mixotrophe, grace a l'utilisation de la
fraction organique dissoute par action des phosphatases alcalines. En complément, des
mesuresn situ de l'activité de ces enzymes ont donc été tentées au cours d’'une efflorescence
d’A. catenella lors du printemps 2007 ; elles sont présentées dabkdpitre 2. Cependant,
les résultats obtenus ont montré les limites des méthodes fluorimétriques dans 'estimation de
I'activité des phosphatases alcalines (AP#3itu. La réalisation d’'une méthode de marquage
a 'ELF serait intéressante a tester et employer en complément d’'une méthode quantitative de
mesure d’APA : elle permettrait d’estimer, des le début d'une efflorescence, le mode de
nutrition phosphorée (mixotrophe ou nonj\dtatenella.

Dans tous les cas, des mesures quantitatives dih\R&au, au cours d’efflorescences
futures dA. catenella, sont a prévoir afin d’estimer la contribution du phosphore organique
dans la nutrition de cette espéce au cours de ses développements dans I'Etang de Thau. Cette
qguantification du flux entre phosphore organique et populatigh datenella apparait
majeure pour la compréhension des processus de contrble des efflorescences, entre autres par

les éléments nutritifs.
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Principes méthodologiques majeurs

Les expérimentations réalisées en vue de paramétrer I'absorption du phosplore par
catenella et d’étudier l'utilisation potentielle du phosphore organique dissous (POD) par cette
espece ont été effectuées au laboratoire DYNECO/Pelagos d’lfremer Brest. Elles ont fait
appel a deux modes de mise en culture différents (culture en batch et en semi-continu) qui ont
permis d’obtenir des résultats de réponses cellulaires en fonction d’'un gradient de limitation

en phosphate.

I- MODE DE CULTURE EMPLOYE

1- Description des différents modes de culture d’algues

existants

Une culture d’algue peut étre mise en place suivant trois modes, en batch, en semi-
continu et en continu, schématisés sur la Figure 1. Ces modes de culture se différencient
exclusivement par la régulation des apports en nutriments réalisée. Pour comparer ces modes,
on considérera donc que les autres facteurs de contréle de la croissance algale (comme la
lumiere et la température) sont maintenus a un taux optimum pour la croissance grace a une
régulation adéquate en chambre de culture.

Pour une culture ebatch, un apport unique en éléments nutritifs est effectué au
moment de linoculation de la culture : les cellules sont alors repiquées dans un milieu
enrichi, sans aucun apport ultérieur en nutriments. La population va croitre de maniere
exponentielle en consommant le stock disponible en nutriments, jusqgu’a atteindre une phase
stationnaire, correspondant au plateau observé dans le suivi temporel de la densité cellulaire
(Figure 1 a), lorsque I'un des éléments constitutifs du milieu nutritif arrive a épuisement.

Une culture maintenue emsemi-continu va recevoir des apports réguliers en
nutriments, en général journaliers. Chaque apport se fera par le biais du remplacement d’'une
partie du volume de la culture par du milieu neuf : cette étape est appedéeellementLe

rapport entre volume de renouvellement et volume total de la culture défini le taux de
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Figurel: Représentation des trois modes de culture algale,
en batcha), en semi-continu (gt en continyc).
L’allure théorique des variations de la concentration en sels nutritifs ([SN])
et en cellules ([Cell]) dans le milieu est présentée pour chaque mode.
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renouvellement, également nomme&ux de dilution. Ce renouvellement a deux
conséquences : il permet, d'une part, d’augmenter la concentration disponible en nutriments
en remplacant un volume ou les éléments nutritifs ont été partiellement consommés par un
volume pleinement enrichi, mais provoque, d’autre part, une diminution du nombre de
cellules due au retrait d’une partie de la culture. En maintenant une culture a un taux de
dilution constant, la population finit par atteindre un état d’équilibre ou le taux de croissance
compense exactement la perte de densité cellulaire due au renouvellement, comme représenté
sur la Figure 1 b.

Une culture maintenue etontinu subit un renouvellement permanent. Grace a un
appareillage adapté, un flux régulier de milieu nutritif neuf est introduit dans la culture, alors
gu’un flux équivalent de milieu riche en cellules en est retiré. Ce systeme permet d'atteindre
un état d’équilibre mieux défini (Figure 1 c¢), mais nécessite une agitation permanente de la

culture afin d’homogénéiser le milieu.

2- Choix du mode de culture

Le choix entre ces modes de culture dépend des processus que I'on cherche a étudier et

des contraintes expérimentales.

a- Intéréts et contraintes des cultures en batch

Des cultures en batch peuvent étre représentatives de processus de croissance
cellulaire en milieu complet si le temps d’incubation choisi est bien plus court que la période
nécessaire a épuiser les ressources nutritives. Ce type de culture peut également servir a
obtenir une culture graduellement limitée en nutriments, mais dont les états successifs de
limitation sont difficiles a étudier. En effet, tout prélevement diminue le volume total de la
culture, il faut donc s’assurer que le volume prélevé n'ait pas d’influence significative sur le
comportement des cellules, ou bien fractionner la culture mére en sous-échantillons afin de les

maintenir en conditions similaires, comme réalisé au cours du chapitre précédent.

b- Intéréts et contraintes des cultures en continu et semi-

continu

Les cultures en continu et semi-continu permettent d’obtenir un état d’équilibre

caracteérisé par un taux de croissance fixe, dont les paramétres peuvent étre facilement étudiés
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a partir du volume retiré au cours du renouvellement. Une modification dans la composition
nutritive du milieu de renouvellement permet d’atteindre un état d’équilibre spécifique, fixé
par la concentration en I'élément limitant et par le taux de dilution de la culture. Ainsi, un
renouvellement des cultures par un milieu de composition équivalente a un milieu complet
pour tous les éléments nutritifs sauf le phosphate (introduit en concentration plus faible) peut
permettre de mettre en place des cultures a I'équilibre représentant différents état de limitation
en phosphate en faisant varier le taux de dilution : plus les cultures auront un taux de dilution
faible, plus elles seront limitées en phosphate. A un tel gradient de limitation est alors associé
a un gradient de taux de croissance suivant le précepte « plus les cellules sont limitées en
nutriments, moins leur croissance est forte ». Une estimation des taux de croissance associés a
chaque taux de dilution est alors possible a condition que les cultures soient a I'équilibre et
que les seuls facteurs de contrdle du métabolisme des cellules algales soient le taux de
dilution et la concentration en I'élément limitant du milieu de renouvellement. Ces principes
seront discutés dans le chapitre suivant, aux vues des résultats obtends qaienella le
long d’'un gradient de limitation en phosphate.

Les cultures maintenues en continu présentent comme avantages par rapport au semi-
continu de mettre en place des états d’équilibre mieux définis et de limiter les contaminations
bactériennes grace a une automatisation du circuit de renouvellement. Mais elles présentent

comme désavantages de nécessiter un appareillage lourd et un brassage continu des cultures.

c- Protocole choisi

Le but des expérimentations menées était d’étudier la réponse celluhaicatEnella

en fonction de conditions variables de limitation en phosphate. L’étude de divers parameétres
en parallele nécessitant un volume de prélevement important, il a donc été choisi d’utiliser des
cultures renouvelées. ComrAe catenella est une espéce sensible a I'agitation, le gradient de

limitation en phosphate a été obtenu par le biais de cultures maintenues en semi-continu, ce
qui permettait de limiter le stress des cellules en n’effectuant qu’une seule homogénéisation
par jour, au moment du renouvellement. Afin d’obtenir de maniere assez rapide des états
proches de I'équilibre, une culture en batch en gros volume a été entretenue en début
d’expérimentation. Elle a permis d’obtenir, au bout d’'une semaine, une biomasse abondante
dans un milieu a faible concentration en phosphate. Ainsi, cette culture mére a pu étre répartie

dans différents ballons afin d’assurer I'ensemencement de toutes les cultures utilisées en
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semi-continu, tout en apportant une concentration en phosphate cohérente avec le gradient

d’apports qui allait étre mis en place en semi-continu.

II- ESTIMATION DES PARAMETRES ASSOCIES AUX STOCKS ET FLUX DE

PHOSPHORE

1- Identification et estimation des différentes formes de

phosphore

Le phosphore existe sous différentes formes dans I'environnement marin, qui peuvent
étre identifiées par rapport a deux criteres majeurs : la composition chimique et la taille des
composés phosphorés. La composition chimique permet de définir deux fractions parmi ces
composeés, la fraction minérale (ditmrganiqué et la fractionorganique qui se distinguent
par le fait qu'une molécule organique est constituée d’au moins deux atomes de carbone
formant un squelette carboné et de plusieurs liaisons carbone-hydrogéne. La taille du composé
phosphoré permet de séparer la fract@soute(molécules traversant un filtre de 0.2 um au
cours d'une filtration d’eau de mer) de la fractiparticulaire (molécules associées aux
particules restant piégées sur un filtre de 0.2 um).

La combinaison de ces criteres définie quatre fractions : le phosphore inorganique
dissous (PID, correspondant aux iqreosphates le phosphore organique dissous (POD), le
phosphore inorganique particulaire (PIP) et le phosphore organique particulaire (POP). Le
POD correspond a la seule fraction qui n'ait pas été estimée au cours des expérimentations

réalisées.

a- Phosphore inorganique dissous

Les ions phosphates formant le PID correspondent aux anions associés a la

dissociation de I'acide phosphorique suivant les réactions :

HsPO, > HPQy + H <> HPQ® + 2H" <> PQ + 3H'
Les abondances relatives de ces ions phosphates sont dépendantes du pH, de la température et
de la disponibilité d’autres cations et anions présents dans le milieu. Dans les conditions
physico-chimiques de lI'eau de mer, la principale forme de DIP est l'ion orthophosphate
HPO” (~ 87 %) (Cembella et al 1984). La forme ££Qorrespond & la seconde forme
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majeure de DIP, libre ou associée a des cations tels que le soditjn I@Nmagnésium
(Mg?") et le calcium (CZ) sous forme de sels.

La concentration en PID dans les échantillons d’eau de mer est souvent estimée par
formation de phosphomolybdate en milieu acide, suivant la méthode développée par Murphy
& Riley (1962). Cependant, I'étape d’acidification provoque I'hydrolyse d’'une partie du POD
(principalement des monoesters de phosphate et des sucres simples) présent dans
I'échantillon. Cette hydrolyse non-contrdlée entraine une surestimation de la concentration en
PID (Benitez-Nelson, 2000 et travaux cités dans cette revue bibliographique). La fraction
mesurée par cette technique est donc souvent appetéphore réactif solublplutét que
PID ou phosphates.

Dans la suite du manuscrit, on utilisera la notation £P©pour représenter la
fraction de phosphore mesurée par la méthode de Treguer & Le Corre (1975) ici employée

pour estimer le PID.

b- Phosphore particulaire

Trois méthodes, Solérzano & Sharp (1980), Raimbault et al (1999) et Tovar-Sanchez
et al (2003), ont été utilisées pour estimer le phosphore particulaire au cours des
expérimentations.

La méthode de Soldrzano & Sharp (1980) est basée sur un processus de calcination
couplé & une attaque acide qui permet de libérer le phosphore cellulaire sous formg, ge PO
compris le PIP présent dans les cellules sous forme de phosphates de fer, d’aluminium ou de
calcium ainsi que de polyphosphates. La concentration d& Bf@enue en fin de réaction
donnealors une estimation de la quantité de phosphore particulaire total (PPT = PIP + POP)
contenue dans I'échantillon.

La méthode de Raimbault et al (1999), s’effectuant a pH légerement basique, ne
permet pas de prendre en compte le PIP intracellulaire et fournit donc une estimation proche
du POP de I'échantillon. Cette méthode fait appel a une oxydation au persulfate de potassium
et permet d’estimer le phosphore particulaire par mesure de la concentration®eaiaD
libére.

Cependant, une partie du phosphore estimé par ces méthodes n’est pas intégrée au
matériel cellulaire, mais adsorbé a la surface des cellules. Afin de vérifier que cette fraction de
phosphore adsorbé ne méne pas a une surestimation des mesures de PPT et POP, les

protocoles de Solérzano & Sharp (1980) et Raimbault et al (1999) ont été suivi avec ou sans
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désorption préalable de ces molécules phosphorées par ajout d’oxalate suivant la méthode
décrite par Tovar-Sanchez et al (2003).

L’efficacité et la significativité de ces différentes méthodes seront discutées dans le
chapitre suivant par comparaison des résultats obtenus pour des celulesitdhellaen

cultures.

2- Estimation des vitesses d’absorption du PO s

Parmi les sept formes isotopiques du phosphore (voir I'introduction de la Partie | pour
des compléments d'informations sur les isotopes), setlPlest stable et représente ainsi
I'’élément le plus abondant naturellement. Le suivi de I'absorption du phosphore par les
cellules ne peut donc pas étre réalisé par marquage a l'isotope stable comme pour I'azote ou
le carbone : il nécessite I'emploi d’un isotope radioactif. Les forifes®P, *%P etP ont
unedurée de vie extrémement bréve (de moins d’'une seconde a quelques minutes) les rendant
inadéquats pour une utilisation en expérimentation®*Peet le**P sont les seules formes
isotopigues compatibles avec des mesures d’absorption grace a des durées respectives de
demi-vie de 14,3 et 25,3 jours. Au cours des expérimentations menéas catenella, la
forme isotopique utilisée a été 8P car sa demi-vie plus longue et son énergie de
désintégration moins élevée rendent son utilisation moins dangereuse et contraignante.

Pour estimer les capacités d'absorption du’P@ar A. catenella, des incubations
courtes ont été mises en place avec ajout initial@€,>. Aprés l'arrét des incubations par
filtration, des mesures d'incorporation &P dans le matériel cellulaire étaient réalisées a
patir des filtres obtenus, par comptage en scintillation liquide. Pour cela, les filtres étaient
placés dans un liquide scintillant dont les substances fluorescentes réagissent aux
rayonnements radioactifs par émission de photons. La quantité de photons émise,
représentative de la quantité B présent sur chaque filtre, était estimée en coups par minute
(cpm) au niveau d’'un compteur de radioactivité. Une estimation des vitesses d’absorption du
PQO,® parA. catenella était alors obtenue en divisant les quantités de radioactivité mesurées
par le temps d’incubation.

121



Part IT - Principes méthodologiques

3- Activité des phosphatases alcalines (APA)

Le POD peut correspondre a une autre source de phosphore pour les cellules
phytoplanctoniques, a condition que ces cellules aient synthétisé au niveau de leur membrane
des enzymes particulieres nommeéasosphatases alcalinePA). En milieu marin, ces
enzymes permettent de libérer du,P@ partir des molécules organiques dissoutes, le rendant
ainsi disponible pour les cellules. Ces enzymes agissent par catalyse de I'hydrolyse des
liaisons phosphomonoester (-C-O-PY) sans spécificité par rapport au type de substrat
organique (Chrost 1991).

Les phosphatases alcalines ne sont pas spécifiques du phytoplancton : elles sont, entre
autres, également synthétisées par des bactéries et des protozoaires. L'estimation de I'activité
des enzymes associées exclusivement aux cellules phytoplanctoniques nécessite donc la
réalisation d’'urfractionnemenpour tout échantillon d’ean situ ou provenant d’une culture
non-axeniquenon-stérile, contenant des bactéries). Un tel fractionnement consiste a réaliser
des filtrations en paralléle a différentes porosités, a partir de sous-échantillons ; les porosités
sont choisies de maniere a pouvoir « encadrer » au mieux la taille des cellules étudiées. Dans
le cas des cellules A! catenella(taille comprise entre 23 et 36 um) en cultures non-
axéniques, un fractionnement a été réalisé par filtration sur 0.2 um et 10 um. L'activité
associée aux cellulesAl’ catenellaétait alors estimée par différence entre I'activité mesurée
dans I'échantillon total et celle mesurée dans le filtrat apres filtration sur 10 um. L’activité
estimée dans le filtrat obtenu apres filtration sur 0.2 um a permis d’estimer '’APA dissoute.
En effet, la liaison entre I'enzyme et la membrane cellulaire est parfois fragilisée et peut se
rompre. Estimer cette activité dans la fraction inférieure a 0.2 um permet alors de vérifier que
I'APA cellulaire calculée est bien représentative de l'activité de I'ensemble des enzymes
synthétisées au cours des incubations.

Les mesures d’APA ont ici été réalisées en estimant le taux d’apparition d’un produit
fluorescent (le methylumbeliferyl, le MUF) aprés hydrolyse du substrat ajouté (le
methylumbelliferyl-phosphate, MUF-P) au cours d’incubations réalisées au noir afin d’éviter

toute dégradation du produit fluorescent.
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DINOFLAGELLATE ALEXANDRIUM CATENELLA TO PHOSPHATE LIMITATION
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® IFREMER, Laboratoire LER-LR, Séte

P Université Montpellier 2, UMR 5119 UM2-CNRS-IFREMER,
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ABSTRACT

Alexandrium catenelldas exhibited seasonal recurrent blooms in the Thau lagoon
(South of France) since its first report in 1995. Its appearance succeeded to a strong decrease
(90%) in phosphate (P®) concentrations in this environment during two decades. To
determine if this dinoflagellate species presents a competitive advantage,inlif@ed
conditions, semi-continuous cultures were carried out to characterize P-uptakedignella
cells along a P-limitation gradient using different dilution rates. Both inorganic and organic P-
sources were tested measuring respectivElp,*-uptake and alkaline phosphatase activity
(APA), and cells P-status was estimated from cellular phosphorus contenis).(Qbe
maximal uptake rate 0fPQ;> increased strongly with the decrease in dilution rate displaying
physiological adaptations to R®limitation. Concerning maximal APA per cell, the
observation of an all-or-nothing pattern along the dilution gradient suggests that synthesis of
AP was induced and maximized at the cellular scale as soon AsliPi@ation set in.
However, only weak relations could be defined between P-uptake processes apd Qp
indicating that extracellular R®rather than Qp/cell seemed to be the main factor controlling
P-uptake byA. catenellacells. The synthesis of AP was repressed over & Ri@eshold
comprised between 0.4 anduinol.L™. Lower PQ* concentrations being regularly reached
during A. catenellablooms in Thau lagoon, a significant part of P-uptaké bgatenellecells

in the field may come from organic compounds.
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I- INTRODUCTION

Phophorus (P) deficiency in marine systems has been reported for several open-ocean
areas and coastal waters (Vidal et al. 2003; Labry et al. 2005; Thingstad et al. 2005) and may
lead to growth limitation of both phytoplankton and heterotrophic bacteria communities
(Thingstad et al. 1998). In such environments, a significant fraction of the total dissolved
phosphorus pool (TDP) often corresponds to dissolved organic phosphorus (DOP) (Karl &
Yanagi 1997; Karl & Bjorkman 2002; Suzumura & Ingall 2004), making the enzymatic
remineralization of organic P compounds a key process in species competitiveness.

In the Thau lagoon (South of France), the role of organic P compounds may have
become more critical for organisms nutrition as a strong decrease in phosphate (PO
concentrations has been observed for the last four decades, summer values dropping from 10
pumol.L* to 1 pmol.I* and winter values from 3 pmol‘Lto undetectable (<0.03 pmotiL
(Collos et alin pres$. This oligotrophication has principally occurred during the 1970-1995
period, over which annual mean values have decreased by 90 % (Souchu et al. 1998) as a
consequence of effective implementation of waste water collection and treatment facilities (La
Jeunesse & Elliott 2004). The end of this period coincided with the first report of the toxic
dinoflagellate Alexandrium catenella in Thau lagoon waters, followed by a first PSP
(Paralytic Shellfish Poisoning) toxic event in 1998 (Lilly et al. 2002; Collos et gress.

Ever since 1998, seasonal recurrent bloomA.atatenella have been observed, suggesting
the oligotrophication has created a niche where A. catenella may perform an effective growth.

To determine if this species presents a competitive advantage jfi Iited
conditions, we investigate P-uptake characteristicA.ofatenella cells along a P-limitation
gradient.Alexandrium sp., and in particul&lexandrium catenella, are known to produce
alkaline phosphatases (Oh et al. 2002; Ou et al. 2006) in case,dfde€iciency. These
enzymes hydrolyze ester bonds between*Pé@nd dissolved organic compounds, making
PO,> available for cellular assimilation (Perry 1972). In the present study, both inorganic and
organic P-sources were examined, carrying ouf P@take and alkaline phosphatase activity
(APA) measurements.
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11- MATERIALS AND METHODS

1- Experimental design

Two Thau lagoon strains d&. catenella were tested: TLO1 and ACTO3, isolated
respectively in 1998 and 2003. Nonaxenic cultures were maintained on ESAW artificial
seawater (Andersen et al. 2005) at 20°C and were illuminated with 100 3l under a
12h ight : 12h dark cycle.

For each strain, one stock culture was used to inoculate 14 3L-flasks using ESAW
medium with PG concentration limited to ESAW/4 (N:P = 98). These cultures were run
unde batch conditions until P9 concentrations were reduced to less than 0.2 pfholhe
cultures were then maintained semi-continuously renewing a part of the medium every 24 h.
The fresh medium used for dilutions was based on ESAW composition with modifiéd PO
and nitrate (NQ@) concentrations, corresponding to 9.1 umdl.and 882.5 umolt
respectively (N:P = 98). Seven dilution rates (DRs) were assayed (0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.30,
0.40, 0.50 @) with replicated cultures. After each renewal, the withdrawn water samples were
used to measure RO and A. catenella cells concentrations.

After nine days of semi-continuous conditions, additional measurements of maximal
PO,>-uptake rate, maximal alkaline phosphatase activity (APA) and cellular composition
paameters were performed for each DR during three successive days. These measurements
were done using withdrawn water samples from both replicated cultures mixed together and
the day-by-day results obtained were considered as triplicates. They were followed by
additional kinetics measurements testing three different DR conditions (6. 0%2d", 0.3 d
! for TLO1 and 0.1 d, 0.15 &, 0.2 d* for ACTO3), realized over the next three days of

experiments. Each kinetic experiment was performed using the whole of a 3L-flask.

2- Chemical measurements and cells counts

Phosphate concentrations in water samples were measured on an autoanalyzer AACE
Bran and Luebbe following Treguer and Le Corre (1975).

For measurements of particulate phosphorus and carbon, water samples were filtered
on pre-combusted (12 h at 400°C) 25 mm Whatman GF/D filters which were then maintained
at -20°C until analysis. Different fractions of particulate phosphorus were estimated. The total

particulate phosphorus (TPP) was measured according to Sol6rzano & Sharp (1980). The
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particulate organic phosphorus (POP) was determined based on the method of Raimbault et
al. (1999). As a complement, the contribution of 2@dsorbed on cells surface in these
estimations was analyzed testing the influence of an initial addition of oxalate reagent
following Tovar-Sanchez et al. (2003). Measurements of particulate organic carbon (POC)
were performed using a carbon-nitrogen elemental analyzer (VarioEL Il Elementar).

Cells concentrations and colonies enumerations were estimated from water samples
fixed with formaldehyde addition (final concentration of 5%), counting the cells under

microscope using a haemocytometer.

3- POs-uptake rate

Rates of PQ' uptake were measured using tf@0O,> incorporation technique.
During the first three days of semi-continuous experiments, incubations were performed to
estimate maximal uptake rates (dp for each DR. After adjusting the ROconcentration of
water samples to 6.4 pmotLincubations started with the addition of 20 f&#0Q,> and
were ended by addition of 4 % formaldehyde final concentration. Different incubation times
ranging from 5 min to 6 h were tested and,PQptake rates were calculated on the linear
pat of the*P incorporation time series. For kinetics experiments, similar incubations were
peformed by adding graded RO concentrations (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 and 6.4
pumol.Lt KH,POy,) and 16 pCPQO,” to subsamples. At the end of incubations, samples were
filtered on 8 um 25 mm Millipore filters with or without 5 mL oxalate washing as described
by Tovar-Sanchez et al. (2003) for surface-adsorbed P determination. Then, filters were rinsed
twice with 5 mL of 0.2 pum filtered AW water and stored with 4 mL of scintillation cocktail

until they were counted with a liquid scintillation counter (Wallac 1414).

4- Alkaline phosphatase activity

APA measurements were performed in duplicates after pre-filtration of the water-
samples through 0.2 or 10 um polycarbonate filters. From the fractionated APA
measurements, APA associated wih catenella cells was determined by subtracting the
APA in the <10 pm fraction from the total APA and APA obtained from the 0.2 pum filtrate
was regarded as soluble APA.

Fractionated APA was assayed by using the fluorogenic substrate methyl-umbelliferyl

phosphate (MUF-P) (Hoppe 1983; Ammerman 1993). During the three days of semi-
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continuous experiments, a MUF-P final concentration of 250 pmaokas added to 2mL-
water samples to determine maximal hydrolysis rates along the DR gradient. For kinetics
experiments, ten MUF-P final concentrations ranging from 0.5 to 250 pifmolere used.
Incubations were carried out in the dark at 20°C and were ended by formaldehyde addition,
with final concentration of 4 %, and by freezing the samples at -20°C. Incubations stop was
performed when APA variations with time were still linear, avoiding saturation of enzymatic
sites and hydrolysis of the main part of available MUF-P. In this way, incubation were
performed during 30 - 60 min for the DR gradient analysis (incubation time increased with
increasing DR) and during 15 min or 30 min for kinetics experiments (15 min when substrate
concentration was lower than 2 umetL The concentrations of the dephosphorylated
fluorescent product 4-methyl-umbelliferone (MUF) at the end of incubations were estimated
from fluorescence (365 nm excitation and 460 nm emission) measured by flow injection
analysis (Delmas et al. 1994; Labry et al. 2005). To convert units of MUF fluorescence into
concentration values, a calibration curvé $R0.999) was performed with standard solutions

of MUF in the range 0.02-20 pmolL

5- Modeled curves and kinetic parameters

Data from kinetics experiments were used to compute maximal uptake raigs (V
and half-saturation constants Kof PQ-uptake rate and APA, fitting the data to the
Michaelis-Menten model by nonlinear regressions.

We tested our data against the Droop model (1968) from quota measurements and
theoretical growth rates estimated as 1) @- In (1 — DR (&) (Tilman & Kilham 1976).

III- RESULTS

Data presented along the DR gradient corresponded to mean values compiled from the

three successive days of experiments in semi-continuous conditions.
1- Phosphate concentrations and cells enumerations

Measurements of P® concentrations in the TLO1 and ACTO3 cultures are presented
as a function of DR in Figure la. For both strains, a net decrease in phosphate concentrations

with decreasing DR was observed between 0.5 andbahd reached values lower than 0.3
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pmol L for cultures diluted at 0.2'dand less. Along this decrease, phosphate concentrations
were significantly lower (two tailed t-test) in the TLO1 cultures compared to the ACT03
cultures at DR of 0.4 and 0.3'd
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Figure 1 : Residual phosphate concentrations in the cultures (a), phosphorus content per cell
of Alexandrium catenella (b), phosphorus content per cell carbon (c), maximal phosphate
uptake per cell (d), maximal alkaline phosphatase activity per cell (e) as a function of dilution

rates (DR) in semi-continuous cultures.
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Along the dilution gradient, cell concentration showed a maximum at respective DR of
0.2 and 0.15 & for TLO1 and ACTO3 cultures (Figure 2). The maximum was particularly
evident for TLO1 with a decrease of 47 % between the maximal value and the density
measured at the lowest DR (0.0%)dThe DR associated with the maximal cell concentration
also defined a threshold in colonies formation, even if the proportion of single cells decreased
globally with increasing DR. At lower DRs, no four cell colonies were present and the
percentage of two cell colonies increased as the DR increased. At higher DRs, four cell
colonies were observed representing up to 32.3 % and 19.1 % of the TLO1 and ACTO3
populations respectively, and the proportion of cells in colonies of two appeared to be
stationary with respective means values of 38.5 + 4.6 % and 39.9 + 2.5 % for TLO1 and
ACTO3 (Figure 2).
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Figure 2 : Cell densities and cell distribution in colonies as a function of dilution rates (DR)
in semi-continuous cultures of Alexandrium catenella strain TLO1 (a) and ACTO03 (b).
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2- Cellular composition parameters

The two methods used to estimate particulate phosphorus, Solérzano & Sharp (1980)
and Raimbault et al. (1999), showed a good concordance between their results, with a slight
over-estimation observed for TPP estimations compared to POP estimations (Figure 3a). The
addition of oxalate reagent did not allow to detect a significant ROol adsorbed on cells
membrane as a regression slope of 1.02<(R.54) was observed between data obtained with
and without addition. In the following, TPP estimations based on the Solérzano & Sharp
(1980) method without oxalate addition are used to represent the P-status AQpatanella

cells.
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Figure 3 : Comparison of phosphorus cell content from (a) total particulate phosphorus
(TPP, Solorzano & Sharp 1980) and particulate organic phosphorus (POP, Raimbault et
al. 1999) in Alexandrium catenella and (b) maximal phosphate uptake rates with and

without oxalate addition.

When expressed on a per cell basis, Qp variations observed along the DR gradient
globally followed the pattern of P® concentrations (Figure 1b). For DR0.2 d*, no trend
was visible in the relationship between cellular Qp {&pand DR, as Qg values were
constrained at low levels surrounding a mean value of 24.8 + 2.6 pgPcoatipiled from
both strains measurements, with a minimum value, &) of 20.3 pgP.ceft. At higher
DRs, a significant increase in Qg with the DR was apparent only for the ACTO3 strain with
amean Qp value (QRi.may) Of 61.1 + 17.8 pgP.céllobtained from triplicates at DR = 0.5 d
! For TLO1, Qpen values appeared to be higher in the range of DR 0.3 —%).Baivever
they only reached 33.1 + 9.9 pgP.calk the highest DR.
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Compiling Qp and C concentration per celgf@ata, P quota values have also been
estimated on a C unit basis (Qr/Qigure 1c). Trends observed were different from the
Qprcen Variations: from a minimal value (QpéQin = 0.010 + 0.001 pgP.pglJ obtained at the
minimal DR, Qp/Q increased regularly with increasing DR and reached a maximum plateau
a an intermediate DR: 0.4dfor TLO1 (two-tailed t test) and 0.3'dor ACT03 (repeated
measures ANOVA). Taking into account results of both strains, this plateau was characterized
by a mean value of 0.021 + 0.001 pgP.pg6lightly lower than the Redfield ratio (0.024
pgP.pgCl). This pattern of Qp/@ variations along the DR was particularly visible for
ACTO3, for which a linear increase?R 0.95) was observed between 0.05ad 0.3 &

As discussed below, only data obtained at DRs ranging fromi'a@@5 &' for TLO1
and 0.15 d to 0.5 d' for ACTO3 may be compatible with Droop’s theory. Taking both strains
as a whole, these data were fitted to Droop’s model to estimate the theoretical minimum quota
(q0) associated with a zero growth rate. From Qp values expressed on a per cell basis, a value
close to the Qpei-min Measurement was obtained,=16.4 pgP.ceft ( = 0.54). From Qp
estimations per cellular C unit, a, gvalue (0.010 pgP.pgd equal to the Qp/Qmin
measurement was calculated from a better data fittfrig (c67).

3- 33P-uptake rates

For measurements of RDuptake rates along the DR gradient, the addition of oxalate
reagent induced a drop of about 33 % in maxifiaD,> uptake estimations (g, (Figure
3b). Uptake results presented below correspond*®®,> uptake measurements without
oxalate addition. Estimations corresponding to DR = 0-5od ACTO3 strain were not taken
into account as values obtained were clearly incoherent with the rest of the data.

Along the DR gradient, ipx showed a maximum at the lowest DR, corresponding to
1.9 fmolP celi* min™® and 1.4 fmolP cefl min® (0.129 K* and 0.097 1 after division by
Qprcen) for TLO1 and ACTO3 respectively (Figure 1d). A regular decrease gf\ath the
DR was observed as DR increased from 0:6%0d0.3 d" and a mean value of Vg, of 0.2 +
0.1 fmolP.celi*.min™ (0.014 + 0.009 #) was obtained for DR-0.3 d*, compiling data of
both strains.

Considering variations of V{p, as a function of extracellular RO concentrations
(Figure 4a), Vpax higher than 0.42 fmolP c&limin™ (0.039 H") were associated with RO
concentrations lower than 0.34 pmof.LWhen PQ® concentrations were higher than this
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threshold, Vpax was maintained at 0.21 + 0.11 fmolP.¢etin™, corresponding to 0.011 +
0.007h™. No relationship was found between Mpand Qpe, but an exponential decrease

was observed representing Mpas a function of Qp/€(r* = 0.68) (Figure 4b).
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Figure 4 : Maximal phosphate uptake rates per cell of A. catenella as a function of
(a) the residual phosphate and (b) the phosphorus content per cell carbon,
in semi-continuous culture grown at various dilution rates.

From Kinetics experiments testing three DR conditiorseach strain, variations of
PO,> uptake rates as a function of concentrations followed the Michaelis-Menten model with
r* > 0.79. Considering the kinetics parameters valueaiméd, the maximal P-uptake rate
Vmax@) Showed a net decrease as the DR increased (Table 1), in accordance with previous
trends observed in R® uptake rate data (Figure 1d). Associateghbfalues ranged between

0.01pumol.L* and 1.17 pmol.tt for TLO1 and between 0.03 and 0.14 pmolfor ACT03
(Table 1).

4- APA measurements

The main part of the APA measured in the total fraction was cell-bound. The dissolved
APA (< 0.2 um) represented less than 13% of the total APA for all measurements, while for
most of the data (77%)) it reached less than 5% of the total fraction.

Considering the variations of maximal APA per cell as a function of DR, values

showed an all-or-nothing pattern (Figure 1e). Significant APA measurements were obtained
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for DR < 0.3 d* for TLO1 and 0.2 d

for ACTO03, with no particular trend
observed as the DR decreased. In this
normalized APA

range, maximal

varied around respective means
values of 13.4 3.6 fmolP.celf.min*
and 10.0+ 3.2 fmolP.celf.min for
TLO1 and ACTO3.

Expressed as a function of
PO, concentrations (Figure 5a),
values of maximal APA per cell
showed a pattern clearly defined by a
threshold value comprised between
0.4 pmol.l* and 1.0 pmol.t of
PO, APA

measurements

while  significant

were  exclusively
associated with P£ concentrations
lower than this threshold, negligible
APA values were obtained for higher
concentrations. A similar pattern was
observed considering maximal APA
per cell as a function of Qp&Q
(Figure 5b) and highlighted a strict
threshold at Qp/@= 0.016 pgP.pgt
(C:P ratio of 161) which separated
significant APA data from negligible
ones. The relation observed between
maximal APA estimations and Qg
vaues was not so clear-cut, but
significant APA measurements were
obtained for Qe < 42.1 pgP.ceft

(Figure 5c).
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Figure 5 : Maximal alkaline phosphatase
activity as a function of (a) residual
phosphate concentrations in the cultures, (b)
phosphorus content per cell carbon and (c)
phosphorus content per cell of A. catenella
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Along the MUF-P gradient of 0.5 — 250 umot,Lthree series of specific APA
measurements were realized for each strain corresponding to three different DRs. The use of a
single Michaelis-Menten equation did not allow a convergence of the hyperbolic regression
analysis with confidence intervals of 95% in all cases. For three of the six kinetic
experiments, the use of a single equation did not led to a random dispersion of normalized
residues along the substrate gradient, with a trend suggesting that the model tends to
overestimate activities between 3.9 and 62.5 prifobMUF-P and underestimate them at
higher substrate concentrations. To avoid distorted estimations of kinetic parameters, biphasic
patterns described by two Michaelis-Menten equations were used to model these data, with a
transition between both phases in the range 31.3 - 62.5 [ihwflMUF-P. Figure 6 presents
two biphasic kinetics taken as examples (one for each strain) with the two phases of the
modeled curves denoted as | and Il. Values of kinetic parametgr¥ {k) obtained for both
uniphasic and biphasic models are summarized in Table 1. For biphasic meoeddyés of
Phase | provide estimations of the AP affinityAdfcatenella cells and )\« values of Phase |l
estimations of the enzyme efficiency under high substrate concentrations. Comparing these
parameters values with theslnd \hax Values of uniphasic models, respective mean values
of 0.78 + 0.47 pmol.t and 1.86 + 0.43 pmolL.were estimated for &of TLO1 and ACTO3
and respective ¥y values obtained were 10.1 + 1.5 fmolP¢ehin® and 14.8 + 0.5
fmolP.cell>.min™®. From the low standard deviations obtained, no trend was observed in

variations of kinetic parameters values of APA with the DR.

a) b)
9 16
~ | I o~
£ £
£ =
z 6 0 =
g (0 PN 8
o o
o = '
£ 34 g I
< S
< < ¢
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
MUF-P concentration (umol L1) MUF-P concentration (umol.L1)

Figure 6 : Alkaline phosphatase activity as a function of methyl-umbelliferyl phosphate
(MUF-P) concentration for A. catenella TLO1 strain (a) and ACTO03 strain (b).
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Kinetic Dilution | PO4 uptake APA

parameters rate Uniphasic mode| Biphasic model
Phase | Phase |

TLO1 Ks 0.15 0.93 1.22 - -
0.2 0.92 - 0.82 11.64
0.3 0.01 - 0.29 26.58

Vmax 0.15 1.97 11.80 - -

0.2 0.77 - 6.61 9.64

0.3 0.49 - 5.24 8.89

ACTO3 Ks 0.1 0.83 1.79 - -
0.15 0.97 - 1.47 27.55

0.2 0.04 2.33 - -

Vmax 0.1 1.75 14.29 - -
0.15 0.75 - 9.04 15.26

0.2 0.48 14.84 - -

Table 1 : Values of kinetic parametersqit pmol L* and Vnaxin fmolP cell* min™)
obtained for PQ* uptake rate and APA at different dilution ratesS)(cAPA results
compiled data obtained using uniphasic and biphasic Michaelis-Menten models, with
values detailed for each phase in case of biphasic patterns.

IV- DISCUSSION
1- P-limitation conditions

Measurements of phosphate concentrations along the dilution gradient indicated that
phosphate pulses were almost entirely consumed after 24h in the cultures diluted atDR
d?, suggesting that the DRs gradient used (0.05 —t).5as imposed a severe P-limitation
for A. catenella cells maintained at low renewal rates.

At the population scale, the rate of colony formation reflected the graded phosphate
conditions. Considering global cell concentrations, a critical dilution rate (DfrdTLO1
and 0.15 & for ACT03) can be defined for each strain from the maximum observed in cell

density (Figure 2 ; DRon Figure 7).
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Figure 7 : Schematic representation of the different phases of nutrient state of A. catenella
assessed from trends in cell density (solid line), phosphorus content per cell (dashed line) and
phosphorus content per cell carbon (dotted line) as a function of dilution rate (DR).

Maximal values at intermediate DRs were unexpected as cell concentrations in semi-
continuous and continuous cultures at steady states often decrease linearly with the DR,
matching Droop’s model (1968). Divergences from this theoretical trend may be observed
under high DRs (near the maximal growth rate) where cell density may drop rapidly towards
zero due to culture washout, and under low DRs where cultures may reach particular steady
states well described by Sciandra & Ramani (1994). According to these authors, decreasing
cell density as the DR becomes low may be explained by the presence of additional
controlling factors, such as competition with bacteria, strengthened by low algal growth rates,
or negative retroactive effects due to accumulation of excreted products. Shafik et al. (1997)
and Le Floc’h et al. (2002) also reported cellular densities lower than the ones supported by
Droop’s model for phytoplankton cultures maintained under low DRs <DR11 d). As
DRs < 0.3 d* were sufficient to lead to steady states different from Droop’s theory in the
study of Sciandra & Ramani (1994), results presented her®. foatenella are in the range of
DR threshold values reported previously for such effects.

At the cellular scale, the graded P-stress conditions encountereddayenella cells
may also be described through variations of intracellular quotas, consisting of a successive
decrease in Qp per cell () followed by a decrease in Qp per C unit (Q®/@s the DR
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decreased (Figure 1). These trends were particularly visible for ACT03 and are schematized
in Figure 7. When P-stress increased, the lag observed at highest DRs betygean®p
Qp/Qc variations revealed that cellular P quota started to decrease proportionally with the
cellular C quota, leading to constant Qp/Q@his lag defined a first P-stress range where
conditions are still P-sufficient for cell metabolism but the cell size decreases when the P-
stress increases. The start of decrease in Qpiign the DR decrease®DR; on Figure 7)
indicated the threshold between P-sufficient conditions and P-limitation. As noted for the
threshold defined by cells densitpRs), the P-limitation was induced at a higher DR for
TLO1 than ACTO3, with respective P-limitation thresholds reached at DR ='0f@& @L01

and = 0.2 & for ACT03. The trends observed in Qp variations along the DR gradient
indicated an additional P-stress threshold: the shift to P-starvation conditions, encountered
when Qpe reached down the minimum plateddR, on Figure 7). These conditions set in
unde the same range of DR (DRO.2 d") for both strains. Below this P-starvation threshold
(DRy), Qp could not act as a buffer against externa}*P@epletion. Consequently, when
PO,> from the daily pulse was exhausted, cells could not use the internal P pool to maintain
their growth. This explains the observed decrease in cell density at lowest DRs by limited
growth rates, lower than the ones predicted by Droop’s theory.

Contrary to our results, Matsuda et al. (2006) obseevenaximal cell density and a
minimal Qpeen at the lowest DR (0.05% from semi-continuous experiments performed with
axenic cultures of\. catenella along a P-limitation DR gradient of 0.05 - 0.35Nbn-axenic
cultures being used in the present study, competition with bacteria may have been an
additional controlling factor of\. catenella growth at low DRs in our experiments, resulting
in more severe P-limitation conditions for algal cells. The discrepancies noted along similar
DR gradients also suggest that the French straiks oatenella may be more sensitive to P-
stress than the Japanese strain TNY7 used by Matsuda et al. (2006). This hypothesis is
sustained by previous observations of significant differences in N-uptake capacities between

different A. catenella strains (Collos et al. 2006; Jauzein et al. 2008).

2- P-storage capacities

The range of Qp variations allows the estimation of potential P-storage capacities of
algal cells. However, differences noted in variations of.&@and Qp/@ along the DR

gradient highlight the importance of the reference considered (cell Qrf@ quota
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estimations. Compiling data of ACT03 and TLO1 compatible with Droop’s theory (obtained at
DR > DRy), values of the theoretical minimum quota (6.4 pgP.ceft ; 0.010 pgP.pg®)

obtained from Droop’s model were close to minimal Qp measurementg(@p= 20.3
pgP.cell* ; Qp/Q-.min = 0.010 pgP.pg®). Thus, neither estimations of ratios between the
maximal and minimal Qp measurements & Qpnin) NOr of Qpnax/ Go revealed a particular

P storage capacity of these strains because each ratio value (not detailed) was lower than an
amplitude variation of 3.7.

From the studies of Sakshaug et al. (1984) and Ou et al. (2008), a large range of
minimal (1.3 — 83.5 pgP.cé) and maximal (1.9 — 788.7 pgP.c8lQpce values have been
reported for six different species of marine dinoflagellates, suggesting the existence of
different P requirements and P-storage capacities between phytoplankton genera. Focusing on
Alexandriumspecies, Qpui-min €Stimations were obtained fédexandrium tamarens€?3.6
pgP cel™) andA. catenella (9.0 pgP cé&l) by Yamamoto & Tarutani (1999) and Matsuda et
al. (2006) respectively, with a high P storage capacity highlightedAfailamarenserom
Qpmax!/ 0o = 36 (cited in Yamamoto & Tarutani 1999). However, cellular Qp in these studies
were not measured but calculated from the difference of ROGncentration between input
and output media, which makes difficult a direct comparison with oyg.fQgata. More
comparable results faklexandriumspecies were obtained by Ou et al. (2008 honatenella
and by Béchemin et al. (1999) oh minutumand present ranges of @ values in
accordance with our results. FAr catenella, Ou et al. (2008) reported similar.Qpin (24.7
pgP.cell') but two times higher QRimax values, leading to Qpx/ Qpmin = 7.68 which
confirms the low P storage capacity Af catenella cells. According to Béchemin et al.
(1999), A. minutummay present even lower P-storage capacities as they did not observe a
trend in Qp.y variations along a gradient of P-stress conditions, defined by N:P in the culture
medium ranging from 16 to 160, with £p values oscillating between 8.7 and 14.3

pgP.cell™.
3- Alkaline phosphatase activity

Alkaline phosphatases being inducible by low extracellulas*R@@ncentrations for
many marine phytoplankton species, their activity is often used as another P-limitation
indicator (Cembella et al. 1984; Dyhrman & Palenik 2003). However, such influence is not so

easy to interpret in terms of metabolic control as additional factors may regulate AP synthesis
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(Hoppe 2003) and, in particular for tldexandriumgenus, APA appeared to be a poor
indicator of PQ*-stress forA. minutum A. tamarensandA. affini cells (Flynn et al. 1996).
Among the potential controlling factors, a regulation by the intracellular P-pool has often
been reported, for example by Xu et al. (2006) who noted a delay of several hours in the
induction of genes associated with AP synthesi€Ebyuxleyiafter a cells transfer in P-
depleted conditions.

In the present study, fractionated APA measurements were realized to estimate
specific APA ofA. catenella cells and dissolved APA. While algal alkaline phosphatases were
described as linked with the cell surface for most marine phytoplankton (Cembella et al.
1984), this enzyme may also be released in the aqueous environment by some species, such as
Prorocentrum donghaiengéluang et al. 2005) dg. huxleyi(Xu et al. 2006). The low levels
of dissolved APA measured during our experiments indicate that APA measurements
associated witt\. catenella cells (estimated in the > 10 um fraction) represented almost all of
the activity of synthesized AP.

The comparison of the specific APA measurements with both cellular quotas and
extracellular P@F concentrations allow to pinpoint AP controlAn catenella cells. Contrary
to the observations of Flynn et al. (1996) on other speciéddeghindrium the regulation of
APA synthesis by extracellular RO concentrations appears to be straightforwardAin
catenella cells, defined by a threshold value between 0.4 pthahd 1.0 pmol.X of PQ*

(Figure 5a). AP synthesis was repressed wheg® Rfdncentration was higher than the
threshold and induced otherwise. Such threshold values have been reported for other marine
phytoplankton species (Table 2) revealing that this parameter is species specific, with a high
variability noted inside phytoplankton classes. Thg*P&@ncentration threshold observed for

A. catenella is in accordance with the one characteri&gingmarens€Oh et al. 2002), while
values reported for other toxic dinoflagellates ranged from 0.2 pthdiot Karenia
mikimotoi (Yamaguchi et al. 2004) to 3.3 umot.lfor Gymnodinium catenaturfOh et al.

2002). Regulation by the intracellular P-pool did not seem to be as direct as by extracellular
PQ,®> concentration. Indeed, the relation between APA ang.Qpas not so clear-cut, even
though a Qper value lower thari#0 pgP.cell* (Figure 5c) appears necessary to allow AP
synthesis. The control by the intracellular P-pool may take effect principally through the
C:N:P stoichiometry because Qr/© 0.016 pgP.pgt (C:P (at:at) ratio of 161) appeared as a
threshold for AP synthesis (Figure 5b). Comparing variations of APA and(péQg the

DR gradient (Figure 1), normalized APA per cell increased drastical whenr Q@ai@ed to
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Classes Species PO4 concentration Reference
threshold
Dinophyceae
Alexandrium catenella 04-1 Present study
Alexandrium tamarense 0.43 Oh et al. (2002)
Gymnodinium catenatum 3.3 Oh et al. (2002)
Karenia mikimoto 0.2 Yamaguchi et al. (2004)
Ptychodiscus brevis <0.5 Vargo and Shanley (1985)
Bacillariophyceae
Phaeodactylum tricornutum 50 Garcia-Ruiz et al. (1997)
Skeletonema costatym 0.25 Yamaguchi et al. (2004)
Prymnesiophyceae
Emiliana huxley 0.25 Dyhrman and Palenik (2003)
Phaeocystis sp. 0.5 van Boekel and Veldhuis (1990

Table 2 : Values of PGQ¥ concentration threshold (in umot‘L.reported to induce AP
synthesis for marine phytoplankton species.

decreasel§R; on Figure 7) but did not vary under more severe P-stress conditions. Thus,
synthesis of AP byA. catenella cells appeared to be induced and maximized at the cellular
scale as soon as P-limitation set in. According to Ou et al. (2006), this maximization of APA
synthesis may also be observed at the population scale. From batch culiresianella,
these authors noted that a change in bulk APA of 0 to 1.42 nridiP.lduring two
consecutive days was associated with a percentage of ELF-labeled cells from 1.4 % to 100 %,
where cells were labeled on their active AP sites located on the cell surface by a fluorescent
precipitate (the hydrolysis product of the ELF-97 substrate).

To complement the characterization of APARofcatenella cells, kinetics experiments
were performed. Biphasic models were used to describe enzyme kinetics results for half of the
data series. In previous works, multiphasic kinetics were rarely reported for AP produced by
phytoplankton cells. Studying APA associated with the dinoflageRgtecystis noctiluca,

Rivkin & Swift (1980) described three phases in the relationship between APA and substrate
concentration, each one following a Michaelis-Menten type kinetics. Biphasic kinetics in the
coccolithophoridEmiliana huxleyiwere reported by Riegman et al. (2000) and Dyhrman &
Palenik (2003) and may result from the combined activity of two different enzymes, one
characterized by a high-affinity/low-capacity and the other by a low-affinity/high-capacity.

In the present results of APA kinetics, data series associated with biphasic patterns did
not show a clear intermediate saturation plateau, but a single Michaelis-Menten model did not
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correctly represent the data, with a net underestimation of enzyme activity noted at high
substrate concentrations. This reveals an inadequacy between the Michaelis-Menten model
and the data series rather than a potential multi-enzymatic system. A similar consideration has
been made by Garcia-Ruiz et al. (1997) describing APA kinetichaeodactylum
tricornutumand may be explained by the high dependence of the kinetic parameters values
upon the range of substrate concentration considered (McComb et al. 1979). Using the model
proposed by Li (1983), Sebastian et al. (2004) observed similar underestimation of APA at
high substrate concentrations fior situ samples, but chose to keep a single equation to
calculate kinetics parameters. According to these authors, concentration of bioavailable DOP
in marine systems being often maintained at very low levels, the model efficiency has to be
especially focused on the low substrate concentrations. However, this point of view does not
take into account the potential patchiness of nutrients concentrations at the cellular scale as
described by Shanks & Trent (1979). According to these authors, aggregates in the water
column may be characterized by nutrient concentrations several hundred times higher than the
surrounding water. Considering this potential heterogeneity of the environment, we choose to
take into account biphasic patterns, using one equation to obtain an estimation of the enzyme
affinity (Ks of Phase I) in the range of low substrate concentrations and the other equation to
estimate the enzyme capacity (M of Phase Il) using data at high substrate concentrations.
This approach is endorsed by the consistency noted between parameters values obtained from
uniphasic and biphasic models.

From the three DR tested, no trend in kinetic parameters values of APA with the DR
was observed and values obtained for TLO1 and ACTO3 appeared to be very close. Compiling
the data obtained for both strains, APAfofcatenella cells were characterized by an affinity
constant (K) of 1.3 + 0.7 pmol.L* and a potential maximal activity value{\) of 12.5 + 2.8
fmolP.cell.min®. Ou et al. (2008) determined lower kinetics parameters valued\.for
catenella cells (§ = 0.55 umol.L}, Vinax = 2.88 fmolP.celt.min™) using another fluorogenic
substrate, MFP (methylfluorescein-phosphate). The comparison of values obtain&d for
catenella with results of previous studies on marine phytoplankton where MUF-P or MFP
were used (Table 3) reveals tiatcatenella cells showed a major competitive advantage for

utilizing the DOP resource at low concentrations.
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Classes

Dinophyceae

Species

Heterocapsa circularisquan
Prorocentrum donghaien
Alexandrium catenel
Alexandrium catenel

Bacillariophycea

Phaeodactylum tricornutu
Chaetoceros ceratosport
Skeletonema costati

Prymnesiophyce:

Emiliana huxley
Emiliana huxley

Substrate

MUF-P
MFP
MFP

MUF-P

MUF-P
MUF-P
MFP

MFP
MUF-P

0.2f

0.5¢

1.3z

3.1

1.3¢

1.8
2.2

3.44
0.0¢
2.8¢
12.4¢

18¢
1.04
0.0¢

3.17
510(C

Reference

Yamaguchi et al. (200
Ou et al. (200¢

Ou ¢ al. (2008
Present stuc

GarcieRuiz et al. (1997
Yamaguchi et al. (200
Ou et al. (200¢

Riegman et al. (200
Dyhrman and Palenik (20C

Table 2: Comparison of kinetic parameter values {f pmol L* and \fnaxin fmolP cell* min™)

reported for APA between A. catenella and other marine phytoplankton species. Compilation

limited to previous works where the fluorogenic substrates MUF-P or MFP were used.
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4- Phosphate uptake characteristics

Experiments realized also allowed to analyze metabolic adaptatioAs @dtenella
cells to graded P-limitation conditions in terms of ;2Qiptake. For estimations of FO
uptake rates using th&P technique, the additional use of oxalate reagent according to the
method of Tovar-Sanchez et al. (2003) appeared to be conclusive. Results obtained revealed
that one third of thé&®PQ;* associated withh. catenella cells at the end of incubations was
adsorbed on the cell membranes, whatever the cell P-deficiency. As previously highlighted by
Safudo-Wilhelmy et al. (2004) and Fu et al. (2006), these results confirm the importance of
taking into account the surface-adsorbedP@ool in**P0O,> uptake rate estimations. These
authors reported®PO,;* uptake rates after removal of the P-adsorbed fraction corresponding
to 42 - 51 % and 25 - 78 % of the total uptake rate, depending on P-limitation conditions, for
respective cyanobacteria cultures Tfichodesmium(Safiudo-Wilhelmy et al. 2004) and
SynechococcugFu et al. 2006). While these authors measured also an influence of the
adsorbed fraction on Qp estimations, oxalate addition did not induce a significant difference
in Qp measurements foA. catenella cells, probably because the chemical technique
employed to measure Qp is less sensitive than the radioactive method useg’fopf®e
rates.

The control of VpayxWas clearly linked with the extracellular FQconcentrations and
Qp/Qc, but no characteristic influence of @pon Vpnax could be identified. Thus, as for AP
regulation, P@ uptake rates appeared to be regulated by the intracellular P quota only
through an indirect pathway, the P:C stoichiometry of the cell. The exponential decrease
observed considering Wgx as a function of Qp/Qrevealed thaf. catenella cells were able
to optimize their PQ' uptake capacities as the P-deficiency increased. Even if, under P-
limitation conditions, the specific APA per cell did not rise with the P-stress, this potential
optimization of P@Q™ uptake may also benefit to the DOP utilization as Pf@leased from
APA may be more rapidly taken up in case of highly P-deficient conditions. However, the
maximal value of Vpaxreached was 1.9 fmolP célin™ (for TLO1) corresponding to 0.13
h™. This value is low compared to the one reportedAfocatenella (2.5 1) by Ou et al.
(2008) and for the other dinoflagellatéstamarensg1.8 h*, Yamamoto & Tarutani (1999))
and G. catenatun{0.31 K*, Yamamoto et al. (2004)) or the diat@ncostatum(2.6 h*, Ou et
a. (2008)). Thus, Thau lagoon strainsAafcatenella showed poor competitive abilities under
high PQ* concentrations. Concerning abilities under low concentrationse@sured during
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kinetics experiments (0.01 - 1.17 pmoéf)Lare in accordance with the range 0.4 — 1.68
pumol.L* reported for Alexandrium species by Cembella et al. (1984), Yamamoto and
Tarutani (1999) and Frangodpulos et al. (2004). However, Ou et al. (2008) characterized a
Chinese strain oA. catenella by a higher Kof 2.28 pmol.L}. Based on the summary of
reported K values (0.01 — 2.8 pmol) for marine phytoplankton species proposed by
Yamamoto and Tarutani (1999)s iibtained for Thau lagoon strains pres&ntatenella as a

more efficient competitor for P® at low concentrations.

V- CONCLUSION

To conclude, shifts in trends of Qp#Qpcen and cell density variations along the DR
gradient have allowed the definition of three successive P-stress threshokischienella
cells, from the setting up of P-limitation to severe P-deficiency (Figure 7). Regarding the DR
values associated with these shifts, the TLO1 strain presented slightly higher P-requirements
than ACTO3. For each strain, a slight change in DR values, from'a@ @2 d" for ACTO03
and from 0.4 & to 0.2 & for TLO1, was sufficient to induce a shift from P-sufficient
conditions to P-starvation. Thus, catenella cells showed a very high sensitivity to P-stress.
For ACTO3 taken as an example, this shift corresponded to a difference of only 0.9 pmol
PO,> per culture liter in the daily pulse.

Since the first thresholdDR; on Figure 7) defining P-limitation initiation was
overstepped, APA synthesis has been induced, presenting APA as a robust indicatgi-of PO
limitation for A. catenella cells. This also suggests that this threshold is the only one which
can be used to analyze situ conditions. Indeed, while AP are synthesized during a bloom
development, the cellular P-demand Af catenella cells may be modified from culture
observations if a significant DOP concentration exists, delaying other metabolic responses to
PO, -stress.

Comparing the characteristics highlighted in cultureAocatenella cells witln situ
conditions, DOP may play a significant role in bloom formatio\otatenella in the Thau
lagoon (France), similar to that proposed by Ou et al. (200&.foatenella developments in
Chinese coastal waters. Considering the P-sources concentrations encountered in Thau lagoon
waters during blooms oA. catenella in spring 2002 and autumn 2003 (unpublished data),
PO,> concentrations lower than 0.4 umat,Lwhich stimulate AP synthesis #f catenella

cells, were often measured (80 % and 33 % of the respective duration of blooms) and DOP
144



Part I, Chap 1 - Capacités d’assimilation du phosphore

estimations ranged between 0.6 pmol.and 1.4 pmol.l. Under such environmental
conditions,A. catenella presents a competitive advantage to use the DOP pool when APA is
induced, as DOP concentraticinssitu were close to the Kof APA (1.3 umol.[}). Thus,A.
catenellabloom developments in 2002 and 2003 may have been sustained by the DOP
resource, with a significant part of P-uptake based on APA. Additioretu measurements

have to be performed to assess to what extent the DOP utilization may be considered as a key
competitive advantage fohk. catenella cells in Thau lagoon waters with regards to other

environmental controlling factors.
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Part 1, Chap 2 — Mesures in situ d’APA

MESURES IN SITUD’ACTIVITES DES PHOSPHATASES ALCALINES
AU COURS D’UNE EFFLORESCENCE D’ ALEXANDRIUM CATENELLA

DANS L’ETANG DE THAU

I- INTRODUCTION

Des estimations de l'activité des phosphatases aé=al{APA) ont été réalisées a
partir d’échantillons d’eau prélevés dans I'Etang de Thau, au cours de l'efflorescénce d’
catenella du printemps 2007. Ces estimations visaient a obtenir une quantification de la part

potentielle du phosphore organique dissous dans la nutridomcatenella in situ.

II- MATERIEL ET METHODES

Des échantillons d’eau ont été prélevés le 24/05/07 au niveau de la station C3 de la
Crique de 'Angle lors du suivi hebdomadaire Ifremer et ont été immédiatement ramenés au
laboratoire pour analyses. A partir de ces échantillons, des estimations de l'activité des
phosphatases alcalines ont été effectuées et complétées par des mesures d’abagkndance d’
catenella par comptage au microscope. Des estimations des concentrations en phosphate dans
la Crique de I'Angle lors de cette journée d’échantillonnage ont été fournies en complément
par Ifremer.

Le protocole suivi pour estimer I'APA a été similaire a celui présenté dans le chapitre
précédent. Afin d’optimiser les mesures, un fractionnement de classe de taille a été réalisé au
préalable sur les échantillons d’eau par filtration sur une soie de 10 um. La réalisation de
mesures d’activités enzymatiques a la fois dans I'eau filtrée et non-filtrée a permis d’estimer
I’APA associée spécifiquement aux cellules planctoniques de taille supérieure a 10 um (dont
A. catenella), par difféerence entre l'activité totale (mesurée dans I'’échantillon non-filtré) et
l'activité de la fraction < 10 um. Un tel fractionnement permet entre autres de limiter la
contribution des bactéries dans les estimations d’APA.

Les mesures d’APA ont été obtenues par quantific ation de la concentration en produit
formé par la réaction enzymatique au cours d’incubations au laboratoire. Le substrat employé,

le MUF-P (substrat des phosphatases dont le produit, aprés action enzymatique, est
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fluorescent), a été ajouté suivant un gradient de concentration (0,5 — 250 uM) afin d’obtenir
des cinétiques de l'activité enzymatique fractionnée. Les incubations étaient réalisées au naoir,
a 20 °C, pendant environ 2h30. Elles furent stopper par ajout de formaldéhyde (concentration
finale de 4 %) et passage des échantillons & — 20°C. Les échantillons furent stockés dans ces
conditions jusqu’a analyse, correspondant a des mesures de fluorescence effectuées suivant le

méme protocole que celui présenté dans le chapitre précedent.

ITI- RESULTATS ET DISCUSSION

L’eau prélevée contenait une concentratiof. datenella de 419 300 cell/L. Des
valeurs de concentrations en phosphate variant de 0,03 uM a 0,09 uM ont été mesurées sur
guatre stations de la Crique de I’Angle le jour de I'’échantillonnage. Le seuil de déclenchement
de la synthése des phosphatases alcalines par les celhuleatehella (compris entre 0,4 uM
et 1 uM de phosphate d’apres le chapitre précédent) a donc largement été dépassé sous ces
conditions environnementales.

Cependant, d’'apres les résultats de mesures d’APA obtenues le long du gradient de
MUF-P testé, I'activité associée a la fraction > 10 um s’est avérée tres faible par rapport a
l'activité de la fraction < 10 um (Figure 1). De tels écarts rendent inadéquates des mesures
d’APA par fractionnement de classe de taille : le calcul, par différence entre activité totale et

activité de la fraction < 10 um, impose alors une erreur trop grande.
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Figure 1 : Mesures de l'activité des phosphatases alcalines associées
aux fractions totale et < 10 um des échantiliorstu.
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La concentration en cellulesAd’catenella n’a probablement pas été assez élevée pour
permettre une estimation correcte de leur activité enzymatique. De telles mesures, réalisées a
I'échelle des populations, sont fortement dépendantes de I'abondance de I'espece étudiée :
cette abondance doit étre suffisamment importante pour permettre de mesurer un signal, mais
doit également représenter une part majeure de la population planctonique (de méme classe de
taille lorsqu’un fractionnement est réalis€) afin que le signal mesuré puisse étre interprété
comme représentatif de I'espéce considérée.

Concernant les mesures d’APA, une méthode existe permettant de pallier a ces
contraintes : 'utilisation du substrat ELF-97 (Enzyme Labeled Fluorescence) dont le produit,
fluorescent, précipite au niveau des sites enzymatiques membranaires (e.g. Gonzalez-Gil et al.
1998 ; Lomas et al. 2004). L'observation d’échantillonssitu incubés avec ce substrat
permet alors de visualiser, sous un microscope a épifluorescence, les cellules pour lesquelles
des phosphatases alcalines sont actives. Ces observations s’effectuant a I'échelle cellulaire, il
est possible, méme en cas d’abondance faible et de forte mixité planctonique, de définir pour
chaque espece présente si les cellules ont synthétisé ou non des phosphatases alcalines. Cette
méthode de marquage au ELF a cependant le défaut de ne pas étre quantitative alors que les
méthodes dites fluorimétriques, telle que I'utilisation de MUF-P, le sont.

Cette méthode ELF serait intéressante a tester pour compléter la compréhension des
processus de controle des efflorescencés chtenella dans la lagune de Thau. En effet,
d’apres le chapitre précédent, le déclenchement de la synthese des phosphatades chez
catenella s’est averé étre un bon indicateur d’'un état de limitation en phosphate chez cette
espece. L'utilisation de cette méthode des l'initiation des efflorescences permettrait d’estimer
le mode de nutrition phosphoréeAd’catenella: par absorption de phosphate (tant que sa
concentration dans le milieu n’est pas limitante pour la croissance) ou par mixotrophie (grace
a la synthése de phosphatase alcalines permettant d'utiliser le pool de phosphore organique

dissous).

IV- CONCLUSION

L’ utilisation de la méthode fluorimétrique par ajout de MUF-P s’est révélée non-
adaptée a des mesuiassitu pour une concentration A’ catenella d’environ 400 000 cell/L,
malgré la mise en place d’'un fractionnement de classe de taille. L’emploi d’'une méthode par
marquage a I'ELF apparait étre pleinement complémentaire face a ce genre de contrainte

méthodologique. Son utilisation (encore non-testée) pourrait permettre de suivre le mode de
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nutrition phosphorée (par utilisation ou non de la matiere organique dissoltenteéhella
in situ, des linitiation des efflorescences, fournissant ainsi des informations majeures

concernant le contréle de la croissance de cette espéce par les éléments nutritifs.
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Partie 3

PHAGOCYTOSE DE
CYANOBACTERIES

Observation d’'une colonie Alexandrium catenella aonicroscope confocz
(Images 3D reconstituées avant (a gauche) et aprés (a droite) traitement du
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Contexte et perspectives

Lors des efflorescencesAtiexandrium catenella dans I'Etang de Thau, la nutrition
azotée de cette espéce consisterait principalement en absorption d’ammonium et d’'urée, mais
une source d’azote organique encore non-identifiée pourrait contribuer a 0-67 % de la
croissance de cette espece (Collos et al. 2007). Ces capacités mixotrophes correspondraient a
un avantage compétitif dans le contexte d'oligotrophisation des eaux de I'Etang de Thau,
observé sur une échelle de 40 ans (Collos et al. 2009). Une analyse détaillée des capacités
d’A. catenella a utiliser des sources nutritives originales (autres que les nutriments
inorganiques dissous) apparait donc essentielle a la compréhension des conditions favorisant
le développement et le maintien des efflorescences dans cette lagune.

Les capacités d'utilisation de la matiere organique dissoute (MOD) de haut poids
moléculaire (supérieur a 1000 dalton), obtenue par ultrafiltration, a été testé au cours de
bioessais effectués par Christian Béchemin et Philippe Souchu. Les résultats de cette étude
n’'ont révélé aucune capacité d'utilisation de ces composés organiques dissous par A. catenella
(Rapport Ifremer N° 05/5210506 référencé sous Collos 2006). La publication récente d’'une
étude révélant des capacités de phagocytose de cyanobactéries diyrmgehoeoccus parA.
catenella (Jeong et al. 2005) a permis d’envisager une autre voie d’étude, d’autant plus
prometteuse qu’'une émergence conjointe Sgieechococcus sp. et dA. catenella a éte
observée dans I'Etang de Thau (Collos et al. 2009).

L’étude présentée dans ce chapitre porte sur les capacités phagotréploateotiia
sur des proies du genBgnechococcus. Elle a été basée sur des expérimentations en culture et
des observations situ, réalisées en vu d’estimer si la nutrition phagotrophe de cette algue
toxique pouvait correspondre a un avantage compétitif dans les eaux de I'Etang de Thau. Les
résultats concluants obtenus suggérent I'importance de prendre en compte ce mode de
nutrition dans I'étude des facteurs de contrdle régissant le développement des efflorescences
toxiques dans cette lagune. Ces capacités phagotrophes pourraient également inclure la
phagocytose de bactéries (Seong et al. 2006), processus qu’il apparait donc important
d’étudier par la suite.
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Principes méthodologiques majeurs

I- SIGNATURE PIGMENTAIRE

Chez les algues et les cyanobactéries, pagments photosynthétiqugsolécules
présentes au sein des chloroplastes permettant aux organismes d’étre autotrophe par rapport
au carbone en réalisant la photosynthése) peuvent étre de trois types, définis par rapport a leur
composition chimique :(i) les chlorophylles caractérisées par I'existence d'un noyau
tétrapyrrolique avec un atome de magnésium en son cdiijrées caroténoidesconstitués
d'une longue chaine carbonée avec deux extrémités cyclis@es jes phycobilines
composeées d'un noyau tétrapyrrolique ouvert, associé a une protéine. Chaque pigment est
capable d’absorbé la lumiére sous certaines radiations dites actives pour la photosynthése. Les
chlorophylles absorbent la lumiére dans les rougesg25 nm) et dans les bleus (entre 400 et
500 nm), d’'ou leur couleur apparente verte due a une mauvaise efficacité d’absorption entre
500 et 600 nm. Le spectre d’absorption des caroténoides est restreint dans les bleus (entre 400
et 500 nm). Les phycobilines sont les seuls pigments présentant une absorption efficace dans
les verts : les deux composants majeurs de cette classe pigmentaire sont la phycoérythrine et
la phycocyanine qui absorbent respectivement les radiations comprises entre 500 et 570 nm et
entre 550 et 650 nm.

L’absorption de radiations par les pigments photosynthétiqgues provoque leur passage
dans un état excité. Le retour a leur état fondamental, plus stable thermodynamiquement, peut
se faire de difféerentes maniéres: par émission de lumflrergscencge par transfert
d’énergie a une molécule procheegonancy par perte d’'un électronpljotochimi¢. La
résonance et la photochimie vont permettre aux cellules de réaliser la photosynthese par
transfert d’énergie et transfert d’électrons. La fluorescence va permettre de caractériser la
signature pigmentaireles cellules.

Chaque espéce d’algues ou de cyanobactéries peut étre caractérisée par sa composition
pigmentaire. Sous une excitation donnée, un spectre d’émission caractéristique peut ainsi étre

mesuré, cumulant les capacités de fluorescence des différents pigments présents. Les
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cyanobactéries, dont les especes du genre Synechqquuseslent des pigments appartenant
aux trois classes, chlorophylles, caroténoides et phycobilines. Les dinoflagellés, dont
Alexandrium catenella, ne possedent que des pigments chlorophylliens et des caroténoides.
Une excitation a 543 nm d’une cellule 8gnechococcua révélé un spectre d’émission a
deux pics nettement définis : I'un aux alentours de 570 nm et l'autre a 680 nm, probablement
associés a la fluorescence respective de la phycoérythrine et de la chlorophylle a. Sous cette
méme excitation, le spectreAd’catenellane révele qu’un pic a 680 nm. Le signal mesuré a
570 nm, sous une excitation de 543 nm, permet donc de distinguer la signature pigmentaire
spécifique de Synechococalescelle d’A. catenella.

Les mesures de fluorescence a I'’échelle cellulaire peuvent étre effectuées a I'aide d’'un
microscope a épifluorescence. Lors de I'étude du processus de phagocygaeawcoccus
par A. catenella, une technologie plus complexe a été employée : la microscopie confocale.

II- MICROSCOPIE CONFOCALE

La microscopie confocale est une technologie permettant d’analyser l'intérieur des
objets microscopiques en réalisant des coupes optiques virtuelles. Son principe, décrit sur la
figure 1, permet d’enregistrer la fluorescence émise en un plan uniqgue, nomme plan focal, en
limitant les pertes de résolution dues aux informations parasites issus des plans voisins
(Pawley, 1990 ; Matsumoto, 1993 ; Stevens et al. 1994). Le chemin optique réalisé est le
suivant : le rayon laser excitateur pénétre dans I'échantillon, provoquant I'émission de rayons
lumineux provenant de différents plans de la préparation ; ces rayons émis atteindront le
photo-détecteur aprés passage par le diaphragme variable, npnioke en anglais (« trou
d’aiguille »). C’est le réglage de ce diaphragme qui va permettre de sélectionner le signal
provenant d’'un plan unique : les rayons issus des plans hors-focal (représentés en rouge et
orange sur la figure 1) ne seront pas enregistrés au niveau du photo-détecteur. En réalisant une
succession de coupes sous un pas d’échantillonnage suffisamment faible, il est possible de
réaliser une reconstitution 3D de I'objet étudié.

Le choix des longueurs d’onde d’excitation et d’émission est fonction des composés
fluorescents étudiés. Dans le cadre de I'étude du processus de phagoc$psectiecoccus
par A. catenella, la signature pigmentaire caractéristiqu8ytechococcua pu étre révélée

par analyse du signal d’émission & 570 nm sous une excitation de 543 nm. Aucun marquage a
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l'aide de fluorochromes n'a été effectué pour cette étude: les analyses au microscope

confocal ont été réalisées sous fluorescence naturelle.

Photo-détecteur

y
Diaphragme ——\—

LASER

Miroir dichroique

PLAN FOCAL

Figure1: Principe de la microscopie confocale
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CARACTERISATION DES CAPACITES DE PHAGOCYTOSE DES

CYANOBACTERIES SYNECHOCOCCUS SP.PAR ALEXANDRIUM CATENELLA

Jauzein G*, Rouquette M, Masseret B, Collos Y?, Lautier J°, Vaquer A°, Grzebyk I3,
Pastoureaud A.

® IFREMER, Laboratoire LER-LR, Séte
b Université Montpellier 2, UMR 5119 UM2-CNRS-IFREMER,
Laboratoire Ecosystémes Lagunaires, Montpellier

RESUME :

L’espéce phytoplanctonique toxiqudexandrium catenella, principalement photo-
autotrophe, est capable de compléter sa nutrition par mixotrophie, en phagocytant des
cyanobactéries du geni®ynechococcusLes genresAlexandriumet Synechococcusont
apparus simultanément dans la communauté planctonique de I'Etang de Thau (Sud de la
France) dans les années 90, au cours d’'une phase d'oligotrophisation du milieu. Les capacités
mixotrophes dAlexandrium catenella pourraient donc représenter un avantage compétitif
majeur. Afin étudier 'importance de cette nutrition organique au cours des efflorescences
d’A. catenella, des expérimentations en culture ont été réalisées et complétées par des
observationsn situ. En laboratoire, des cellulesAd’catenellaont été mises en commun avec
des cellules d8ynechococcumarquées atPN sous différentes concentrations en ammonium
et N-urée. Le processus de phagocytose a été analysé a partir des variations observées du
rapport isotopique™N/**N et de la signature pigmentaire des cellules. diatenella.
L’observation de I'ingestion progressive 8gnechococcust de vacuoles digestives a pu étre
effectuée par microscopie confocale. Le processus de phagotrophie semble étre un mode de
nutrition additionnel des cellulesAl’ catenella, quelque soient les conditions nutritives. Les
observations effectuées a partir d’échantillonsitu au cours des efflorescences de juin 2008
ont confirmé l'importance écologique de cette nutrition organique, avec un pourcentage de
cellules dA. catenella ayant ingéré des Synechocoatieggnant 41%.
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I- INTRODUCTION

Depuis une dizaine d’années, de nombreuses espéces de dinoflagellés, connues pour
étre exclusivement autotrophes, se sont révélées étre mixotrophes, capables d'utiliser la
matiere particulaire comme source de nutrition par des processus tels que la phagocytose
(Stoecker 1999 ; Jeong et al. 2005a). Cette stratégie mixotrophe assurerait aux cellules
phytoplanctoniqgues des gains en termes de carbone, dazote ou de phosphore
indépendamment de la photosynthése, pouvant représenter des avantages compétitifs entre
autres en cas de limitation en nutriments dissous (Nygaard & Tobiesen 1993). Parmi le genre
Alexandrium Alexandrium tamarensg’est avéré capable de phagocyter des proies de taille
variée, allant des bactéries (Nygaard & Tobiesen 1993) jusqu'a des cellules
phytoplanctoniques de diamétre supérieur a 11 pm ddeierosigma akashiwo et
Prorocentrum minimum(Jeong et al. 2005a). Les capacités mixotrophddedandrium
catenellaont été découvertes plus récemment : parmi les proies potentielles de cette espéce se
trouveraient des bactéries (Seong et al. 2006) et des cyanobactéries diygeat®coccus
(Jeong et al. 2005b).

Dans I'Etang de Thau, 'émergence conjointe de développemehtsatenellaet de
Synechococcusp. dans les années 90, dans un contexte d'oligotrophisation des eaux, a
conduit a poser I'hypothése d’'un lien trophique entre ces especes (Collosoeisgbresge
les capacités phagotrophedAd’catenellapourraient correspondre a un avantage compétitif
pour cette espece favorisant le développement et le maintien de blooms toxiques dans cette
lagune. Afin de tester cette hypothese et de tenter de caractériser ce processus de nutrition
mixotrophe che?A. catenella, des expérimentations en culture et des obsenvatisinsdans
les eaux de I'Etang de Thau ont été menées.

|- MATERIEL ET METHODES

1- Expérimentation en culture

L’isolation de souches 4. catenellaet deSynechococcusp. dans I'Etang de Thau a
permis de mettre en place une expérimentation en culture pour quantifier les capacités
phagotrophes spécifiquesAd’catenella sur ces cyanobactéries. Les souches utilisées au cours
de cette expérimentation furent la souche ACTG8 datenella et la souche TES 206 H6 de

Synechococcussolées respectivement en 2003 et 2006. Ces souches ont été maintenues a
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20°C sous un éclairement de 100 pmdlgh variant sur un cycle jour/nuit de 12h/12h. Le
milieu de culture employé était similaire pour les deux especes (eau artificielle ESAW,
Andersen et al. (2005)), a la différence prés que la seule source d’azotA. maienella
correspondait a du nitrate (NQalors que l'azote était disponible sous deux formesy BO
ammonium (NH"), pour Synechococcus

Deux semaines avant le début de I'expérimentation, la cultuBymechococcua été
repiquée dans un milieu de composition similaire mais comprenant des sources azotées
marquées ad®N (*°NOs et ®NH,"). L'expérimentation menée a consisté en la mise en
commun de ces cellules &nechococcurtement marquées atN avec des cellules A’
catenellanon-marquées sous différentes conditions nutritives, afin d’estimer si le taux de
phagocytose par A. catenella était fonction de la disponibilité en nutriments azotés dissous.

Afin de contrdler les conditions en azote dissous du milieu, I'expérimentation a débutée
par une resuspension des celluleA. datenella et d&ynechococcudans un milieu ESAW
sans azote (Figure 1A. catenella étant une espéce sensible a I'agitation lorsqu’elle est
maintenue en culture (Collos et al. 2006), cette étape a été effectuée aprés concentration des
cellules sur une soie de 10 um par filtration gravitaire (voir les Principes méthodologiques de
la Partie 1) pour cette espéece alors qu’elle a consisté en une centrifugation (10 000 tr/min
pendant 5min a 20°C) avant resuspension pour les cellul&yrkchococcusApres une
mise en commun des deux cultures resuspendues, trois conditions nutritives ont été mises en
place et maintenues sur plusieurs jours : des conditions de croissance; StBUNN-urée ou
sans apport d’azote (Figure 1). Les conditions nutritives non-déficientes ont été maintenues
grace a la réalisation d’apports pulsés (de'Ndi de N-urée) augmentant la concentration en
azote dissous du milieu d’environ 10 patgN/L toutes les 3h pendant la période diurne et de 45
patgN/L avant le commencement de la phase obscure.

Des temps d’incubation variant de 3.5 h a 78.5 h ont été effectués (Figure 1). A chaque
arrét d’incubation, des préléevements d’'eau étaient réalisés pour permettre I'estimation des
abondances d’A. catenekd deSynechococcusd.a concentration en éléments nutritifs (NH
N-urée et N@) était mesurée a partir d’échantillons d’eau préalablement filtrés sur 0,2 pum.
200 mL de culture étaient de plus récupéres et filtrés sur une soie de 10 um par gravitation
afin d’isoler une grande quantité de celluled\.dcatenella, qui étaient immédiatement
resuspendues dans 200 mL d’ESAW stérilisée (par filtration sur 0,2 um). Des filtrations
étaient alors réalisées a partir du milieu de resuspension afin d'analyser la signature

pigmentaire et le rapport isotopigtrdl/**N des cellules dt. catenella.
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Figure1l: Schéma du protocole suivi au cours de I'expérimentation.
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Deux types de filtres ont été employés lors des arréts d’incubation : des filtres noirs en

polycarbonate (porosité de 0.2 um, diametre de 25 mm), utilisés pour des observations au
microscope confocal, et des filtres en fibre de verre précalcinés (A/E, de porosité 1 um et de
diamétre 13 mm), employés pour réaliser des mesures de rapport isotGpidtn et de

matiere particulaire azotée et carbonée au spectrometre de masse. Apres filtration, les filtres
noirs étaient montés entre lame et lamelle dans de I'huile & immersion et conservés a -20°C
avant observation ; les filtres en fibre de verre étaient séchés a 60°C pendant 24h puis

maintenus a température ambiante avant analyse.

2- Prélevements in situ

Des prélevements situ ont été effectués au cours du bloom.dcatenellaqui s’est
développé dans I'Etang de Thau au printemps 2008. Trois stations de la Crique de I'’Angle ont
servi aux échantillonnages : les stations A3 et B3 (préléevements le 05/06/08) et a la station C5
(prélévements le 19/06/08). En plus de l'estimation des abondanBesatenellaet de
Synechococcusces prélevements ont permis de realdes observations au microscope
confocal de cellules &. catenella lors d’'une efflorescence afin de pouvoir tester I'existence
in situde processus de phagocytose. Pour faciliter 'observation des celldlesaténellaau
sein de la communauté planctonique, un fractionnement de classe de taille a été réalisé au
niveau des échantillons. Pour cela, les cellules de diametre supérieur a 10 prA.(dont
catenella) ont été isolées par filtration/resuspension a I'aide d’'une soie de 10 pm (comme lors
des expérimentations en culture) ; la resuspension s’effectuait dans de I'eau de mer naturelle
stérilisée par filtration préalable sur 0,2 um. Des échantillons d’eau furent ensuite prélevées a
partir du milieu de resuspension afin de réaliser des montages pour observation au microscope

confocal, comme décrit précédemment.
3- Mesures des parametres biologiques et physico-chimiques
L'abondance des cellulesAl’ catenellaétait estimée par comptage au microscope,
celle deSynechococcugar cytométrie en flux. Les concentrations ensNHN-urée et N@

étaient respectivement mesurées suivant les méthodes de Koroleff (1976), Goeyens et al.
(1998) et Collos et al. (1999).
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4- Observations au microscope confocal

Pour I'expérimentation en culture, 50 cellules ont été scannées pour chaque temps
d’'incubation et chaque condition de culture. Le nombre de scans a été augmenté pour les
observations d’échantillons in situ, a raison de 55 a 100 cellules scannées par station.

Les observations au microscope confocal ont été réalisées sous une excitation laser
unique de 545 nm. L’émission associée aux pigments spécifiques des cyanobactéries
(principalement la phycoérythrine) était mesurée a 570 nm et celle des pigments
chlorophylliens (présents a la fois chezcatenella eSynechococciiss 680 nm. En réalisant
des scans de cellules sous un pas de 0,2 um entre les coupes, des représentations 3D ont pu
étre obtenues grace a l'utilisation d’un logiciel de traitement d'image (Imaris). Ce logiciel a
egalement permis d’'estimer les volumes vacuolaires apres filtration des signaux de

fluorescence.

III- RESULTATS ET DISCUSSION

D’aprés les résultats obtenus en culture, la souche ACPOZdtenellas’est avérée
capable de continuer a croitre pendant plusieurs jours en conditions de carence en azote
lorsque des proies potentielles du geBymechococcustaient présentes dans le milieu. Ces
conditions de carence se sont mises en place dans la culture nfixteatEnella et de
Synechococcusu aucun apport d’azote n'a été effectué pendant 'expérimentation, une fois
que les contaminations en N@3,4 pM) et NH" (3,1 uM) du milieu de resuspension sans
azote aient été épuisées. D’aprés la Figure 2, un état de carence, caractérisé par des
concentrations en NQindétectables et des concentrations en ;'NHférieures a 0,6 uM,
sest instauré des le deuxieme temps d’incubation (6,7 h apres la mise en commun des cellules
d’'A. catenella et deSynechococclis Malgré cette carence en azote, la populatiof. d’
catenellaa montré un taux de croissance de 0;13y cours des trois jours suivants (Figure
2). Cependant, ces résultats de variations de densité cellulaire ne suffisent pas a conclure
guant a l'existence d'une nutrition mixotrophe Ad’ catenella par phagocytose de
cyanobactéries cak. catenella serait capable d’assurer plus d’'une division cellulaire en état
de carence. Les variations des diameétres cellulaires (obtenus sur les cellules scannées au
microscope confocal) suggérent tout de méme qu’une croissance effective a eu lieu pendant
ces jours de carence : aucune diminution des diamétres cellulaires n'a été observée dans la

culture ou aucun apport d’azote n'a été réalisé ; les diametres moyens des cellules scannées
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ontétéde 17£3 um, 17 £3 um, 17+l umet22 +5 um aux temps T1, T2, T3 et T5 (définis
sur la Figure 1), suggérant qu’un processus de nutrition mixotrophe a pu permettre de combler

les besoins en azote nécessaires pour soutenir la croissance des cAlldatedella.
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Figure 2 : Variations des concentrations en NGINO3]"), NH 4" ([NH4]) et cellules dA.
catenella, entre TO (heure de mise en commun des cellules avec Synechatdeadsrnier
temps d’'incubation (T5), dans la culture mixte ou aucun ajout d’azote n’a été effectué.
Les barres noires représentent les périodes d’obscurité.

Deux types de marquage de la matiere particulaire des cellu@gneéehococcusnt
été envisages en vu de caractériser la nutrition mixotroghecdtenella par phagocytose : la
signature pigmentaire spécifique des cyanobactéries et le marquite Seule 'analyse, a
I’échelle cellulaire, du marquage pigmentaire a donné des résultats concluants ; le suivi du
rapport isotopique®N/**N des cellules &t catenella n’a pas montré d’accumulation de
matériel marqué au cours de I'expérimentation, qui aurait pu permettre de quantifier un flux
d’azote entre populations d&nechococcust d’A. catenella. Les variations observées du
rapport isotopique des cellulesAd’catenella, oscillant entre 0,41 et 0,53 atom% (Figure 3),
seraient probablement dues a des phénomenes d’adsorption et désorption physique du
matériel marqué sur les theques des cellules. En effet, une valeur de 0,50 atom% (supérieure a
'abondance naturelle de 0,37 atom% estimée dans la culture initialecatenella) a été

mesurée immédiatement apres la mise en commun des cellllescatenella et de
Synechococcug-igure 3).
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Figure 3: Variation du rapport isotopiqueN/**N des cellules dt. catenella au cours de
I'expérimentation sous les trois conditions de croissance (suf, N-Urée ou sans apport
d’azote). T ini et TO représentent respectivement les temps précédent et succédant
immédiatement la mise en commun des cellulés datenella et de Synechococcus.

Si les mesures de marquage isotopigue au spectrométre de masse ne se sont pas
avérees suffisamment précises pour mettre en évidence le processus de phagocytose de
cyanobactéries, I'analyse de la fluorescence des pigments photosynthétiques présents au sein
des cellules dA. catenellaa permis de caractériser en partie ce processus de nutrition

mixotrophe.

1- Les figures de phagocytose

L’analyse des signaux de fluorescence de cellulksaditenellaobservées en coupe, a
'aide d’'un microscope confocal, a permis de visualiser trois étapes dans le processus de
phagocytose : linternalisation de cellules &ynechococcusu niveau de divers sites
membranaires, la formation de vacuoles digestives et la migration de pigments non
pleinement dégradés dans I'ensemble du protoplasme (Figure 4, 6 et 8). Ces trois types de
figure de phagocytose ont été observés aussi bien lors de I'analyse des échamtilitns
gu’'au cours des expérimentations en culture, et ceci des le premier arrét d’incubation (3,5 h

apres la mise en commun prédateurs/proies).
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Figure4 : Deux coupes d'une méme cellulddcatenella observées au microscope
confocal. La chlorophylle a apparait en rouge et la phycoérythrine en vert. Les petites
fleches blanches indiquent des cellules de Synechoctmdyaste ingérées ;
la grosse fleche brune indique I'encoche créée par le noyau entre les chloroplastes.

D'apres la Figure 4 présentant deux

coupes d'une méme cellule AI' catenella .

_ . ) o EPI-THEQUE S
prises a 3,4 um d’écart sur l'axe Z, différents
sites membranaires semblent propices a Cingulum ==

l'internalisation de cellules d8ynechococcus HYPO-THEQUEA

La localisation du noyau (elliptigue et
équatoriale chezA. catenella (Whedon &
Kofoid 1936 ; Balech 1995), situé le long du

sillon central nommeé cingulum, voir Figure 5)

Figure5: Représentation d’'une
permet de préciser que ces sites de theque dA. catenella en face ventrale
avec localisation du pore ventrale

phagocytose seraient répartis de part et d’autre (Vp) caractéristique de cette espéce.

du cingulum,i.e. aussi bien au niveau de Schéma compléte a partir des
; \ NV représentations de Balech (1995)
I'hypo-theque que de I'épi-theque. et Faust & Gulledge (2002)

171



Partie III, Chap - Phagocytose de cyanobactéries

L’analyse des sites potentiels de phagocytose Ale@andrium tamarensetalisée par Jeong

et al. (2005a) a I'aide d’'un microscope classique n’a pas révélé une telle diversité de sites. En
observant le comportement prédateurA.d’tamarenseface a six proies potentielles,
correspondant a six especes phytoplanctoniques de diameétre variant de J3sdglnys(s
galbana) a 12,1 pmPforocentrum micar)s un seul site préférentiel d'ingestion des proies a

été mis en évidence pour cette espece : le sillon longitudinal nommé sulcus, situé au niveau de
I'hypo-theque (Figure 5). Trois hypothéses pourraient expliquer I'observation de cellules de
Synechococcu$out juste piégées en divers sites membranaires d’'une méme cehule d’
catenella :(i) A. catenella serait capable d’internaliser des proies dans son protoplasme a
partir de sites plus diversifiés du’tamarense ; les proies pourraient alors étre capturées au
niveau de différentes sutures entre les plaques de la théque, comme observé par Jeong et al.
(2005a) au cours de la phagocytose d'un cryptophytd®pamicans (ii) A. catenella serait

capable de capturer des proies au niveau des sutures de la theque a condition qu’elles soient
de tres petite taille, comme Synechocodcaiules en batonnet de longueur moyenne 1 um) ;

les capacités de phagocytosé\.dtatenella envers des proies plus grosses (supérieures a 5
pim) seraient alors limitées aux sites du sulocoiime cheZzA. tamarense (iii) lors de la
phagocytose par des cellules du geAtexandrium les proies traverseraient la theque au
niveau du sulcus, puis migreraient dans I'espace situé entre theque et membrane plasmique
avant d'étre internalisées dans le protoplasme au niveau de divers sites membranaires, répartis
largement sur la périphérie de la cellule. Des observations supplémentaires sont nécessaires
afin de pouvoir trancher entre ces trois hypotheses. La réalisation d’'un marquage fluorescent
de la theque (tel qu'au calcofluor) avant observation des cellules au microscope confocal
pourrait permettre des avancées dans la compréhension du processus de capture se déroulant
chez A. catenella.

Une fois le processus de digestion initié, la rupture des membranes plasmiques des
cellules deSynechococcua permis la visualisation de vacuoles digestives par diffusion de
leurs pigments spécifiques dans le volume vacuolaire. Une a cing vacuoles par callule d’
catenella ont été observées ; des grosses vacuoles périphériques sont visibles sur la Figure 6.
L’estimation des volumes vacuolaires, apres compilation en 3D des coupes réalisées (Figure
7), a révélé une grande variété de tailles de vacuoles digestives (de 0,3 a49,0 pm
correspondant a un pourcentage de 0.01 % a 2.5 % du volume cellulaire total). Cette variété
s’expliquerait par des phénomenes de fusion de vacuoles au cours du processus de digestion,

pouvant mener a la formation de vacuoles de trés grande taille (Figure 6 et 7e).
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Figure 6 : Observation de vacuoles de grosse taille (fleche blanche) sur des coupes de cellules
d’A. catenella. La chlorophylle a apparait en rouge et la phycoérythrine en vert.

Figure 7 : Réalisation de représentations 3D de cellulés datenella ou les vacuoles
digestives apparaissent en vert. Observation d’'une vacuole digestive au sein d'une colonie de
4 cellules avant (a) et aprés (b) filtration du signal de fluorescence compilé en 3D ; (c) Cellule

avec vacuole digestive ou le sillon créé par le noyau entre les chloroplastes est visible ;

(d) Vacuole digestive dans une cellule en état de bourgeonnement ; (e) Grosse vacuole

digestive en périphérie d’'une cellule (représentée en coupe sur la Figure 6b).
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Skovgaard et al. (2000) ont envisagé le fait que les vacuoles digestives pourraient provoquer
une baisse de l'efficacité de la photosynthése en masquant les chloroplastes environnants.
Chez I'espéce mixotrophe étudiée dans ces travaagi{idium subglobosuin I'influence de

ce phénomene serait limitée grace a I'accumulation des vacuoles au centre de la cellule
(Skovgaard 1996). Pouk. catenella, un tel phénoméne d’ombrage pourrait étre envisagé au
vu de la taille et de la répartition de certaines vacuoles, telles que celles visibles sur les Figure
6 et 7e.

La variabilité observée dans les tailles des vacuoles et I'existence de processus de
fusion vacuolaire sont également a prendre en compte dans I'estimation du taux d’ingestion
chez A. catenella. Les taux d’ingestion sont habituellement estimés a partir du contenu
instantané en vacuoles digestivies, le nombre moyen de vacuoles par cellule prédatrice. Au
cours de I'expérimentation vitro, des vacuoles de grosses tailles (dont celle présentée sur la
Figure 6 et 7e) ont été observées des le premier arrét d’'incubation. Le plus court temps
d’incubation réalisé (3,5 h) s’est donc avéré trop long pour estimer un taux d’ingestion suivant
cette méthode : I'existence de vacuoles fusionnées risquait de provoquer une sous-estimation
du processus de phagocytose. Dans cette étude préliminaire ou des temps d’incubations
variant de 3,5 h a 78,5 h ont été réalisés, le taux de phagocytose sera donc analysé a travers la
proportion de cellules &. catenellaprésentant des figures de phagocytose plutét qu’'a partir
de I'estimation du nombre moyen de vacuoles par cellules.

Une autre étape du processus de digestion des proies a pu étre visualisée a partir de
'observation de coupes cellulaires, et ceci des le premier temps d’incubation (3,5 h) des
expérimentations en culture : la diffusion, dans tout le protoplasme des celAlleaténella,
de la fluorescence caractéristique des cyanobactéries (Figure 8). Ces figures de diffusion sont
la marque d’'une digestion antérieure d’au moins une cellulgydechococcust suggerent
gue les pigments des proies restent non pleinement dégradés au moment de la disparition de la
vacuole digestive. L'observation de telles figures suggére que le taux de digestion (taux de
disparition de vacuoles par unité de temps) pourrait atteindre 3,29 h / 3,5 i) valeur
nettement supérieure & celles estimées par Li et al. (2001) (entre 0,004 et )Q8&uh

caractériser le taux de digestion de cryptophytes par le dinoflagellé Gyrodinium galatheanum
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Combinaison des signaux
obtenus a 680 et 570 nm

Figure 8 : Visualisation, au niveau d’une coupe cellulaira.catenella,
des signaux obtenus aux deux longueurs d’'onde mesurées (680 nm et 570 nm),
le signal a 570 nm représentant la signature pigmentaire de Synechococcus

2- Observation des figures de phagocytose a léchelle de la
population d’A. catenella

Au cours de I'expérimentation en culture, le pourcentage de celludescdtenella
présentant des figures de phagocytose a varié entre 0 % et 17,5 % (Figure 9a), sans aucune
tendance nette différenciant les trois conditions nutritives testées (croissance; SISUNN-
urée et sans apport d’azote). La phagocytose de cyanobactéries semble donc correspondre a
un mode de nutrition additionnel par rapport a I'absorption de nutriments azotés dissous. Son
intensité n’est pas apparue fonction de la disponibilité en azote dissous ou de la concentration
en Synechococcu§igure 9) ; on aurait pu S’attendre a une intensification du mode de
nutrition mixotrophe en cas de carence en azote dissous et a une corrélation positive entre
pourcentage de cellulesAl’ catenellamarquées et nombre de proies. La comparaison des
valeurs obtenues en milieu (temps d’incubations T1 et T3) ou en fin de phase claire (temps
d’'incubation T2, T4 et T5) n’a pas non plus révélé de variation diurne dans l'intensité du

processus de phagocytose (Figure 9a).

175



Partie 111, Chap - Phagocytose de cyanobactéries

N
o

a) 3 W+ NHA
3 O+ N-urée
© 16 +—| Msansapport N
£
(7]
2
F 12
1 (=]
g &
()
T 8 -
<
.0
£
o 4 -
o
o
a
O 4
T1 T2 T3 T4 T5
Temps d'incubations
160
b) 2 W+ NH4
S O+ N-urée
S @ sans ajout N
L 120
Q
g
=
9= 80 -
w O
c O
o~
-
© 40 -
e
c
]
c X
S o~
TO T1 T2 T4 T5

Temps d'incubations

Figure9: Variations de la proportion de celluledcatenella présentant des figures de
phagocytose (a) et de la concentration en proies (b) au cours de I'expérimentation.
La croix indique une perte d’échantillons.

Les échantillons prélevéa situ sur trois stations au cours du printemps 2008 ont
montré des concentrations &ynechococcusettement plus faibles que celles testées en
culture. Les pourcentages atteints de cellule&. datenellaprésentant des figures de
phagocytose sont cependant apparus du méme ordre de grandeur, voire nettement
supérieurs aux résultaits vitro : des proportions de 5 %, 18 % et 41 % de cellules marquées
de la signature pigmentaire @&ynechococcuent été estimées pour des concentrations en

proies de 0,5 cell/uL, 3,7 cell/luL et 3,1 cell/uL respectivement. Ces valeurs prouvent

176



Partie III, Chap - Phagocytose de cyanobactéries

limportance du processus de nutrition mixotrophe par phagocytose de cyanobactéries dans le
développement des efflorescencef\dtatenelladans I'Etang de Thau et suggérent Au’
catenella serait capable d’exploiter de faibles densités cellulaires de proies.

En culture, les taux de phagocytose observés (< 17,5 % de cellAlesatéenella
marquées) ont pu étre limités par une faible appétence des proies. En effet, les conditions de
culture employées étaient adaptées a la croissanke aditenellamais n'ont pas été
optimisées pour celle d&nechococcusles cellules d&ynechococcusnt donc pu subir un
stress important en culture diminuant leur appétence par rapport a des conditions de

croissance in situ.

IV- CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La nutrition mixotrophe dA. catenellapar phagocytose de cyanobactéries du genre
Synechococcuspparait donc étre essentielle a prendre en compte dans la compréhension des
développements et maintien d’efflorescences toxiques dans la lagune de Thau. L'importance
de la bactérivorie dans ces efflorescences reste a définir. Le processus de phagocytose des
cyanobactéries a pu étre en partie caractérisé grace a l'utilisation de la microscopie confocale,
mais ce mode de nutrition semble étre difficile a quantifier en terme de flux de matiere, de
maniére expérimentale. L'estimation réelle des gains métaboliques associés a cette stratégie
mixotrophe par rapport a lI'absorption de nutriments dissous risque donc d’étre complexe a
réaliser.

Ce processus de phagocytose est apparu indépendant des conditions nutritives en
terme d’azote dissous. Il serait cependant intéressant d’envisager et de tester également
I'influence de la disponibilité en phosphate car une augmentation du taux de phagocytose de
bactéries paA. tamarensen cas de limitation en phosphate a déja été observée (Nygaard &
Tobiesen 1993). L'interaction potentielle entre processus de phagocytose et photosynthese
représente une autre voie a étudier en vu de caractériser de maniere plus compléte le
processus de phagocytose chez A. catenella. En effet, des influences de l'irradiance sur le taux
de phagocytose par stimulation (Caron et al. 1993) ou inhibition (Jones et al. 1993) et, a
l'inverse, de la phagocytose sur le taux de photosynthese (Skovgaard et al. 2000) ont déja été
mises en eévidence. La phagocytose pourrait limiter les capacités photosynthétiques par
diminution du contenu en chlorophylle a des cellules (Skovgaard et al. 2000), mais peut-étre
également par un phénomene d’'ombrage des chloroplastes par les vacuoles digestiies chez

catenella.
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Part IV - Contexte, résumé et perspectives

Contexte, résume et perspectives

Les expérimentations réalisées en chambre de culture au laboratoire ont permis de
mettre en évidence les effets spécifiques de la disponibilité en éléments nutritifs sur la
croissance di. catenella en maintenant les autres facteurs majeurs de contrdle (température,
salinité, lumiere...) a des conditions proches des conditions optimales. Chacune des
experiences réalisées, décrites préecédemment, a permis d’apporter des informations quant a la
formalisation a envisager pour simuler ce contrdle par les éléments nutritifs.

Cependant, la description des processus de nutritidn adtenella s’est aveérée
particulierement complexe de pafi) la mise en évidence d’'une grande variété de sources
nutritives potentielles pouvant intervenir significativement dans la croissance, suggérant un
nombre important de fonctions de limitations a intégrer dans un modéle expligdtf forte
variabilité observée dans la valeur des parametres utilisés pour modéliser les processus
d’absorption, poussant a complexifier I'expression mathématique des fonctions de limitations.
Le Chapitre 1 de cette partie dresse un bilan des avancées et contraintes, effectuées au cours
du travail expérimental, concernant la paramétrisation des flux d’absorption et d’assimilation
par A. catenella. La complexité observée dans l'analyse des processus de nutrition rend
incompatible ces résultats de modélisation avec un modele de type prédictif a court terme,
comme celui prévu pour compléter le systeme d’alerte précoce au niveau de I'Etang de Thau.

Le Chapitre 2 présente des formalisations de l'influence de la température, de la
salinité et de I'éclairement sur la croissancé. diatenella sous forme de fonctions de
limitation. Ces travaux de modélisation ont été effectués a partir d’'un jeu de données fourni
par Mohamed Laabir. Les fonctions de limitation proposées pourront étre intégrées a un futur

modéle de croissanceAl’catendlla.
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Principes théoriques majeurs

Les systemes biologiques se caractérisent par une gcangsexit¢ engendrée par
une forte hétérogénéité structurelle que I'on retrouve a toutes les échelles (de I'écosysteme a
I'échelle moléculaire), couplée a une complexité dans les comportements des organismes.
Pour représenter de tels systéemes, le modélisateur a alors le choix entre favoriser une
représentation la plus proche possible du réel ou préférer simplifier la réalité afin de se
focaliser sur les mécanismes les plus élémentaires ou fondamentaux. Ce choix se fera en
fonction de I'objectif recherché : désire-t-on un modele pletgilicatifou prédictif? Une
représentation proche du réel vise a décrire plus finement les mécanismes biologiques, mais
impose une plus forte complexité mathématique. Cette derniére se traduit par I'introduction
d'un grand nombre de paramétres dans le modele dont les incertitudes cumulées augmentent
le risque global d’erreur dans les simulations. Plus un modele sera complexe, moins il aura de
chance de pouvoir étre utiliser dans un but prédictif. Un modele explicatif doit, lui, intégrer un
certain niveau de complexité dans la représentation des processus. Cependant, pour chaque
type de modéle, il est important de limiter le nombre de parameétres intégrés et d'utiliser, en
grande majorité, des parameétres mesurables afin de permettre une validation du modele.

La démarche de modélisation suivie dans cette thése a été centrée sur la représentation
de processus (comme l'absorption des éléments nutritifs) qui sont apparus rapidement
complexes. Elle s’integre donc, tout d’abord, dans une approche explicative des mécanismes
biologiques associés a la croissancé\.dtatenella. L'utilisation de ces résultats de
modélisation dans un but prédictif, tel que celui de modéliser le développement d’un bloom
dans I'Etang de Thau en vue d’améliorer le systeme d’alerte pour la protection de la

production ostréicole, dépendra du potentiel de simplification de ces résultats.
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I- FACTEURS DE REGULATION DE LA CROISSANCE

L’ influence des facteurs environnementaux sur la croissance du phytoplancton (voir
Introduction générale) peut étre qualifiéelidg@tante ourégulante Les facteurs ditBmitants
sont strictement nécessaires a la croissance algale et une modification de leurs caractéristiques
peut étre induite par cette croissance. On y retrouve, par exemple, les éléments nutritifs
(facteur chimique) dont la concentration dans le milieu diminue lorsque les algues les
consomment en vue de combler leurs besoins nutritifs pour la croissance. Les facteurs dits
régulants ont une influence sur la croissance algale mais ne subissent pas, de maniere
significative, I'influence des organismes. Ces facteurs peuvent étre de type physique, comme
la température, l'intensité lumineuse ou la turbulence, ou bien chimique, comme lie pH.
situ, dans certains cas extrémes, des facteurs considérés comme régulants peuvent tout de
méme étre modifiés par le développement de micro-algues : une efflorescence massive peut,

par exemple, provoquer un phénomeéne d’'ombrage ou bien une modification du pH du milieu.

II- MISE EN PLACE D’UN MODELE DE CROISSANCE

La mise en place d'un modéle de croissance vise a formaliser l'influence de ces
facteurs de régulation sur le taux de croissance (1) a travers un schéma conceptuel composé

d’hypothesest d’'un systeme d’équations mathématiques

1- Les hypotheses

Pour clarifier ce concept d’hypotheéses, on peut se baser sur I'exemple
d’expérimentations réalisées en semi-continu, telles que celles mises en place pour étudier le
prélevement du phosphore pAr catenella. Pour pouvoir modéliser ces systémes et les
comparer a la théorie de Droop (1968), trois hypothéses doivent étre posées : la premiere
postule que les cultures sont a I'équilibre ; la deuxiéme est basée sur les bilans de matiére,
définis par les flux d’entrée et de sortie ; la troisieme concerne 'homogénéité du milieu de
culture et postule que les concentrations mesurées dans le volume prélevé au cours du

renouvellement sont égales a celle de la culture complete.

186



Part IV - Modélisation

A partir de ces postulats, les variations de la concentration en éléments nutritifs dans le
milieu de culture, prises en exemple, peuvent alors étre formalisées de la maniére suivante :
d ([SN]) / d (t) = DR X[SN]o— DR X [SN] — Vsn X [cell] (1)

ou la concentration en élément nutritif SN est notée [SN] (UM) dans la culture au temps t et
[SN]o (M) dans le milieu de renouvellement, DR est le taux de dilutidn [gell] est la
concentration cellulaire (nombre de cellules par litre, céJl.et Vs (patg.celfj?) est la

vitesse d’absorption de cet élément par les cellules.

2- Le systeme d’équations

Le systeme d’équations fait appel a trois types de variablesvdrezbles d’état
regroupent des indicateurs de biomasse, comme le nombre de cellules ou la quantité de
matiére particulaire, et des parameétres associés aux facteurs environnementaux limitants (voir
définition ci-dessus) comme la concentration en éléments nutritiffabesurs de forcages
correspondent aux facteurs régulants la croissance (voir définition ci-dessuspnkemtes
sont des parametres d’entrée dont la valeur est fixée au cours de chaque simulation. On y
retrouve par exemple les constanteseK Vinax du modéle de Michaelis-Menten ou bien le
quota cellulaire minimal Qo du modele de Droop.

Le systeme d’équations est construit autour d’'une équation centrale exprimant le taux

de croissance () en fonction de facteurs potentiels de régulation suivant la relation générale :

M = Hnax X {f onctions de limitation} 2

ou le taux de croissance p (éhgu div/j) est exprimé en fonction du taux maximal de
croissance Hax (constante correspondant au taux de croissance atteint quand les conditions
environnementales sont optimales, expriméeeay div/j) auquel est appliqué un ensemble
defonctions de limitation dont la valeur est comprise entre O et 1.

Etablir cette équation générale va donc consister a faire des choix concemmamibte de
fonctions de limitationsa intégrer (i.e le nombre de paramétres environnementaux dont
l'influence sur la croissance apparait significative et importante a prendre en compte), les
liensreliant ces fonctions (de type multiplicatif, additif, par seuil ou bien une combinaison de

plusieurs types) et la formalisation mathématigee chaque fonction de limitation.

187



Part IV - Modélisation

Par exemple, l'influence des éléments nutritifs sur la croissance est souvent représentée soit

pa un modele de type multiplicatif (33oit par un modele de type seii) :

M = Hnax X T (SN X T (SNp) X f (SNs).... 3)

K = pnax X Min {f (SN1) ; f (SNp) ; f (SNg)...} (4)

ou, pour tout entier, if (SN) représente la fonction de limitation associée au sel nutritif SN
La formalisation mathématique la plus simple et couramment employée pour représenter ces

fonctions f (SN suit le modéle de Michaelis-Menten :
f (SN) = [SN]/ ([SN] + Ks) (5)

ou la concentration de I'élément nutritif Sdéét notée [SN(UM) et Ks est la constante de
demi-saturation (LM).

La prise en compte de facteurs limitants dont les caractéristiques sont influenceés par la
croissance phytoplanctonique, tels que les sels nutritifs, va nécessiter la mise place
d’équations couplées simulant la variation simultanée des différents indicateurs. Ceci peut
étre visualisé dans I'équati@h) formalisant les variations de la concentration en sels nutritifs
dans un systéme maintenu en semi-continu : cette équation est dépendante de la concentration
en cellules qui, elle-méme, varie en fonction du temps. Il en découlera la mise en place d’'un
systeme d'équations multiples, représentant les variations simultanées des différentes

variables d’'état.

Au cours de cette these, I'objectif de modélisation était de caractériser l'influence de
certains parametres environnementaux majeurs sur la croissan@aidnella. Les efforts de
simulation ont été centrés sur l'influence des éléments nutritifs (ammonium, urée, nitrate,
phospate), de la température, de la salinité et de I'intensité lumineuse sur la croisdance d’
catenella. Ce travail a permis de proposer des formalisations mathématiques pour chacune des
fonctions de limitation associées, en estimant les valeurs des parametres d’entrée (constantes
telles que K, Vmax...) par programmation sous Matlab. Ces valeurs de paramétres ont été
obtenues en minimisant la somme des carrés des écarts entre valeurs modélisées et valeurs
mesurées. La caractérisation de I'influence des éléments nutritifs sur la croissance a été basée
sur les résultats obtenus lors des expérimentations en culture effectuées au cours de cette
these. Celle de I'influence des parametres physiques a été réalisée a partir d'un jeu de données

obtenu par Mohamed Laabir.
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CARACTERISATION DU CONTROLE DE LA CROISSANCE

D’A. CATENELLA PAR LES ELEMENTS NUTRITIFS

I- MODELISATION DE LA REGULATION DE LA CROISSANCE PAR LES
ELEMENTS NUTRITIFS MAJEURS, AMMONIUM, UREE, NITRATE ET
PHOSPHATE

1- Simulation des vitesses d’absorption des nutriments—
Probleme de la variabilité des parameétres cinétiques du
modéle de Michaelis-Menten

Afin de caractériser I'absorption des nutriments parcatenella, desinétiques
d’absorption (suivi de la vitesse d’absorption en fonction d’un gradient de concentration en
nutriment) ont été réalisées pour les deux sources principales d’azote de ces cellules,
I'ammonium (NH") et I'urée (Partie I, Chap 1), ainsi que pour le phosphatg*|R®artie I,

Chap 1). Elles ont permis de vérifier que le modele de Michaelis-Menten, faisant intervenir
comme parameétres d’entrée la vitesse maximale d’absorptigneVla constante de demi-
saturation ks (voir Introduction Générale), permettait d’obtenir une bonne représentation des
donnés pour chacun de ces éléments nutritifs ; ceci en considérant que les cinétiques
linéaires mises en évidence le long d'un gradient de 0 — 10 pgatN/L d’'urée peuvent étre
représentatives de courbes michaéliennes caractérisées par un tres Oep&ndant, une

grande plasticité a été observée dans la valeur de ces parametres cinétiques, rendant délicat le

choix des valeurs a intégrer comme parametres d’entrée dans un modéle de croissance.

a- Variabilité entre souches d’A. catenella

Les caractéristiques d’absorption des nutriments azotés et phosphorés sont apparues
nettement variables entre souches.dcatenellaPartie I, Chap 1 et Partie Il, Chap 1), et ceci
méme entre souches provenant de la méme origine géographique (comme entre TLO1 et
ACTO3 toutes deux isolées dans I'Etang de Thau). Ces différences ont été plus
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particulierement marquées pour les sources azotégs &tHN-urée. Concernant la vitesse
maximale d’absorption, les variations dw)NH," entre souches ont, par exemple, atteint un
facteur 6. Le coefficient Ka également montré de fortes variations, visibles pour l'urée a
travers les différences d’allures de cinétiques (avec ou sans plateau de saturation) obtenues sur
le gradient testé. Une maniere de prendre en compte cette variabilité dans un modele de
croissance serait d’effectuer des simulations testant les deux souches présentant les valeurs les

plus extrémes.

b- Variations au cours du cycle diurne

D’apreés les résultats exposeés dans le Chapitre 1 de la Partie |, la valeur des parameétres
cinétiqgues caractérisant I'absorption de NHet N-urée a également montré de fortes
variations a I'échelle d’un cycle diurne, atteignant un facteur 10 patNH, . Une maniére
d’'intégrer ces variations consisterait a exprimer les parametres cinétigngesei(\Ks) en
fonction du temps; ce qui nécessiterait de simuler le cycle Jour/Nuit. Cependant, des
expérimentations supplémentaires seraient a envisager pour formaliser ces relations car les
variations observées a I'échelle d'une période diurne n'ont pas toujours montré la méme
ampleur d’aprés les résultats présentés pour la souche ACT03 dans les chapitres 1 et 3 de la

Partie I.

c- Variabilité due aux interactions entre éléments nutritifs

D’autres types de variations des parameétres cinétiques ont pu étre formalisés sous
forme mathématique. Concernant I'absorption de l'azote, des variations du paramgtre V
dues aux interactions entre élément nutritifs ont été mises en évidence (Partie I, Chap 2) entre
NH;" et urée : il s’agit exclusivement d’une inhibition de la concentration ef Nt la
vitesse maximale d’absorption de l'urég,g¥urée). L'influence de cette interaction sufa¥

urée a pu étre caractérisée a lI'aide du modéle proposé par Varela et Harrison (1999) :
Vmaxurée = Vinaxdhib X (1 — (hax X [NH4+] /(K + [NH4+])) (1)

Ou la vitesse maximale d’absorption de I'urée.{Muirée, en H) est fonction de la vitesse
maximale sans inhibition (Wxirhib, en hl), de la concentration de linhibiteur NH
(INH4'], en pgatN/L), du coefficient d’inhibition maximalgak (valeurs entre 0 et 1) et de la

constante d’inhibition iK(concentration de NH & laquelle | = }ax/ 2, en pgatN/L).
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Référence Vitesse d’absorption du Murée | Vitesse d’absorption du Nk,* | Paramétres d'inhibition
Walsh et Dugdale | V1N1 . V2 N2 a(h?)
- — < _
(1971) E+\<H*G aN2), siN2 <1/« T N2
0, sinon
Jamart et al. (1977 s1V1IN . S2V2N . SiN2 > Ncr, s1=0 ets2=1
02k+oten’ SOSN <5 02k+oten’ SO =N =5 siN2 < Ner<NI sI=1 ets2=0
Sinon,s1=N1/Nets2=N2/N
s1IVIN s2V2N
k+n 0 Smon k+n) >mon Ner (umolN kg')
Wroblewski (1977)| V1IN1 . vznz ¥ (kg pmolINY)
TR 22
O'Neill et al. k2V1N1 k1V2 N2
(1989) k1k2+ k2 N1+ k1 N2 k1k2+ k2 N1+ k1 N2
Parker (1993) V1N1 . k2 V2 N2
k1+ N1 (k24 N2) k2 + N2
Varela et Harrison | V1N1 f(1- Imax * ZNV V2 N2 Imax
(1999) k1+ N1 kI + N2 k2 + N2 ki
Spitz et al. (2001) k2 V1N1 L o-¥ N2 k1V2 N2 ¥ (kg pmolINY)
k1k2+ k2 N1+ k1 N2 k1k2+ k2 N1+ k1 N2
Yajnik et Sharada | V1N1 , 1+ aN2 V2 N2 a
k1+ N1 1+bN2 k2 + N2 b

ter les

interactions entre éléments nutrit¥§.représente la vitesse maximale d’absorptibig constante

de dermr-saturation et Nia concentration en élément nutritif, aved pour N

7

dans divers travaux pour représen

7

iques proposées

Tableau 1 : Formalisations mathémat

it2 pour NH*.

-urée d
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Différentes formulations mathématiques ont été proposées dans la littérature pour
simuler ce genre d’interaction entre éléments nutritifs : huit d’entre elles sont présentées dans
le Tableau 1. Le choix de I'équation de Varela & Harrison (1999) a tout d’abord été orienté
par les travaux de Sharada et al. (2005) et Tian (2006) ou sont détaillées des comparaisons
entre différents modéles. D’aprées Sharada et al. (2005), un modéle efficace et réaliste
d’inhibition doit répondre a trois propriétés essentiellassimilarité qui suggere que l'allure
de la fonction d’inhibition n’est pas fonction de la concentration de I'élément subissant cette
inhibition, I'’hyperbolicité qui définie I'allure décroissante de la courbe d’inhibition suivant
deux asymptotes paralleles aux axed'iehibition incomplétequi impose une asymptote
horizontale de la courbe non-confondue avec I'axe des abscisses. Les fonctions proposées par
Jamart et al. (1997) et O’'Neill et al. (1989) ne suivent pas la propriété de similarité. Celle
décrite par Walsh & Dugdale (1971) ne répond pas a la propriété d’hyperbolicité. Les cing
formulations restantes sont comparées dans les travaux de Tian (2006) a travers les variations
observées dans les flux totaux obtenus le long du gradient d’inhibition. Pour I'interaction
observée entre NF et urée poul. catenella, I'allure observée des flux totaux d’azote le
long du gradient de NA (Partie |, Chap 2) a été de type michaélien, avec plateau de
saturation ; or, les équations proposées par Wroblewski (1977) et Spitz et al. (2001) ne
génerent pas ce genre d'allure. D’autre part, d’aprés Tian (2006), la fonction décrite par
Yajnik & Sharada (2003) peut générer un facteur de limitation en nutriment supérieur a 1,
créant alors une croissance phytoplanctonique non-réaliste dont le taux de croissance dépasse
le taux maximal pax Ainsi, seules les formulations proposées par Parker (1993) et Varela &
Harrison (1999) ont été testées sur nos données et les meilleures simulasopsrieurs)

ont été obtenues en employant le modele de Varela et Harrison (1999).

d- Variabilité due au niveau de carence

Concernant 'absorption du B8 une variation significative du My en fonction du
niveau de carence en P des cellules a été observée et caractérisée par la relation

suivante (Partie Il, Chap 1) :
Vimnaxdb = 5,2 X 10° x (Qp/Qc)*’ )

ol Vmap est la vitesse maximale d’absorption du ;PQfmolP.cel>.min?) et Qp/Qc

correspond au ratio entre quotas intracellulaires en P et C (en pgP/pgC).
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Le ratio Qp/Qc est employé comme un indicateur du niveau de carence en P des
cellules. En effet, a condition que le C ne soit pas limitant pour la croissance, ce rapport
atteint une valeur maximale (Qp/Q lorsque les cellules ne sont pas déficientes en P, qui
est proche de 0,024 (valeur du rapport de Redfield) et caractéristique de I'espéce considérée.
Une valeur inférieure a Qp/Qs; indique alors une carence en P, d’autant plus importante que
cette valeur est faible. Poi. catenella, Qp/Qgax = 0,021 pgP/pgC a été estimée a partir de
prélevements effectués a heure fixe au cours du cycle Jour/Nuit (en fin de matinée ; Partie I,
Chap 1). Ce rapport Qp/Qc est plus souvent exprimé en écologie sous la forme du ratio C:P
(ratio entre le nombre d’atomes de C et de P par cellule), pour lequel une valeur minimale
(proche de la valeur 106 définie par le rapport de Redfield) est atteinte lorsque P n’est pas
limitant pour la croissance.

Cependant, les valeurs des parametres obtenues dans la r@atemtre \,axp et
Qp/Qc doivent pour l'instant étre prises avec précaution et demandent a étre généralisées. En
effet, les variations observées a I'échelle d’'un cycle diurne des vitesses d’absorption des
sources azotées (Partie I, Chap 1) ainsi que du ratio C:N (Partie I, Chap 3) poussent a
concevoir qu’une variabilité cycligue similaire serait a prévoir pouay et Qp/Qc,
suggérant une possible variation temporelle a I'échelle de la journée de la valeur des
constantes de I'équation (2)

2- Simulation des vitesses d’assimilation des éléments nutritifs

a- Pour le phosphore

Des expérimentations réalisées en semi-continu (Partie Il, Chap 1) ont permis
d’analyser les variations du quota intracellulaire en phosphore (Qp) des celuleatdhella
en fonction d’un gradient de limitation en BOrégi par un gradient de taux de dilution (voir
Introduction Partie II). En semi-continu, si I'on considere que les cultures ont atteint leur état
d’équilibre, il est possible d’estimer les taux de croissance de chaque culture par la
relation (Tilman & Kilham 1976) :

=— In(1-TD) )

ou le taux de croissance [)jest exprimé en fonction du taux de dilution TD)(j
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Les capacités d’assimilation du phosphore pacatenella ont ainsi pu étre caractérisées a
partir des variations théoriques de U, exprimées en fonction des valeurs de Qp mesurées. Le
modele de Droop (voir Introduction Générale), faisant intervenir comme parametres d’entrée
le taux maximal de croissance.gd et le quota minimum (§ obtenu pour une croissance

nulle, a pu étre testé malgré le fait qu’un tiers des données n’ait pas pu étre utilisé en ce sens
(Partie Il, Chap 1). La figure 1 montre les résultats des simulations obtenues en exprimant le
quota intracellulaire de P par cellule (@) ou par unité de carbone (Qp/Qc). Les faibfes r
obtenus sont en partie dus au faible nombre de données disponibles. Une partie de la
dispersion observée provient, entre autres, du cumul des résultats obtenus pour deux souches

différentes (TLO1 et ACTO03), effectué en vue d’augmenter le nombre de points de la série a

modéliser.
a) o8
A ()
0.6 —
A//
S 04
= A °
0.2 ® A TLOL
® ® ACTO3
= Modele de Droop
0.0

10 20 30 40 50 60 70
Qprcen (pgP/cell)

b) os

0.6
/./
S 0.4
g / °
0.2 A [ ) A TLO1
® ® ACTO3
- Modele de Droop
0.0

0.008 0.012 0.016 0.020 0.024
Qp/Qc (pgP/pgC)

Figure 1 : Simulation des variations de taux de croissancé)e(j fonction du quota
intracellulaire en P, exprimé par cellule (Qp (&) ou par unité de C (Qp/Q¢D).

Valeurs obtenues pour les paramétres d’entrée du modéle de Da)pp.ax= 0,87 |,
Qo = 16,4 pgP/cell fr=0,54) ; (b) phax= 1,06 j*, Qo = 0,010 pgP/pgC {= 0,67).
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Ces deux parametres, @y et Qp/Qc, ont montré des variations nettement différentes
le long du gradient de limitation en FQ(Partie Il, Chap 1), soulignant I'importance du choix
de l'unité employée pour représenter le quota intracellulaire (par cellule ou par unité de C).
Dans le modele originel de Droop (1968), la cellule était proposée comme référence dans
'estimation du quota. Cependant, Droop (1979) précisa que ce modeéle était adapté a une
représentation en unité de masse et que son emploi pour des données exprimées par cellule
n'était envisageable que si la masse par cellule ne variaii.pague la taille cellulaire ne
variait pas). Cet argument est encore employé aujourd’hui par les modélisateurs pour justifier
I'intérét d’utiliser des valeurs de quota en unité de masse par unité de C (Flynn 2008) puisque
la taille cellulaire est un parametre variant suivant de nombreux facteurs, comme au cours du
cycle cellulaire. De nombreux écologistes continuent, cependant, a utiliser le modeéele de
Droop a partir de données par cellule (ex. Matsuda et al 2006). Dans I&caatdhella, le
choix de l'unité ne tombe pas sous I'évidence puisque cette espece présente une régulation
particuliere de sa masse carbonée, avec stockage de C en exces le jour afin d’assurer le
prélevement des nutriments la nuit (Partie I, Chap 3). Utiliser le carbone particulaire comme
unité de référence risque donc d’apporter également un biais.

Un choix de l'unité & utiliser pour représenter les quotas intracellulaires n’est pas
toujours envisageable. En effet, dans le cas de modéles de type écosystémique, représentant
des flux de matiere associés a des liens trophiques, l'unité de base est obligatoirement la

masse et non le nombre d’organismes.

b- Pour l'azote

Concernant l'assimilation de l'azote, aucune expérimentation n’'a été menée pour
estimer le lien existant entre quota en azote (N) et taux de croissance. Un premier essai de
paramétrisation de cette relation a pu étre réalisé a partir de données de taux de croissance et
de quotas en N par cellule, obtenues en cultures par Yves Collos (Collos et al. 2004). Malgré
une tendance cohérente avec le modéle de Droop, le nombre de données a disposition n'a pas
permis une bonne convergence du modéle, avec un coefficient de corrélation trés*faible (r
0,3) et une sous-estimation dy4t (Figure 2a). Une amélioration des coefficients du modele
a été obtenue en intégrant au jeu de données des mesures réalisées par Yves i@ditas en
(entre 2001 et 2004), au cours d'efflorescenceés datenella ou I'abondance des cellules

était supérieure & un million de cellules par litre (Collos et al. 2007) (Figure 2b).
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Figure 2 : Mesures de taux de croissance (1 Brekprimées en fonction du quota en N par
cellule obtenues en culturés) et en in situ (bt données modélisées associées estimées a
partir du modéle de Droop. Valeurs obtenues pour les paramétres d’entrggax ,49 ',
Qo = 59.3 pgN/cell @=0,28) ; (b) phax= 0,69 j*, Qo = 74.0 pgN/cell ¢ = 0,37)

Cependant, il serait tout de méme intéressant d’acquérir des données supplémentaires afin de
formaliser de maniere plus précise la relation entre taux de croissance et quota en N qui

apparait étre significative.

3- Simulation du cycle Jour/Nuit

D’apres les résultats présentés dans le Chapitre 3 de la Partie I, A. catenella possede de
fortes capacités d’absorption des éléments nutritifs azotés' (Nk€e et nitrate (N§)) la

nuit. Ces capacités de prélevement nocturne nécessitent des adaptations métaboliques
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particulieres permettant un stockage en exces de carbone (C) et d’énergie au cours de la phase
diurne afin d’assurer un maintien des processus d’absorption la nuit. Toutes les especes
phytoplanctoniques ne réalisant pas de prélevements nutritifs la nuit, ces capacités ont un role
majeur dans la compétition interspécifique. D’apres Flynn & Fasham (2003), un modele ne
décrivant le comportement que d’'une seule espéece effectuant des prélevements de nutriments
la nuit sans compétiteur ne nécessite pas la prise en compte d’'un cycle Jour/Nuit ; par contre,
pour un modéle faisant intervenir plusieurs groupes phytoplanctoniques ou une des especes
est capable d’absorption au noir, il apparait important de simuler le cycle Jour/Nuit en
intégrant des caractéristiques d’absorption et d’assimilation des €léments nutritifs spécifiques
a chaque espéce considérée (ou groupe phytoplanctonique) et a chaque période (jour ou nuit).
Pour simuler le cycle Jour/Nuit, un pas de temps de O'@&nviron 15 min) serait alors
suffisant, méme pour des simulations d’écosystemes sur un an (Flynn & Fasham 2003).

Pour un modéle décrivant la croissance d’'une populatidnaditenella, I'intégration
d’un cycle Jour/Nuit permettrait également de faire varier, sous forme de fonction temporelle,
les valeurs des parametres cinétiquesaf\ét Ks) au cours de la période diurne afin de

simuler les variations observées (Partie |, Chap 1).

II- AUTRES SOURCES NUTRITIVES ORGANIQUES A PRENDRE EN COMPTE

D’aprés les expérimentations réalisé®scatenella présente des capacités originales
d'utilisation de la matiere organique disponible dans le milieu, qui lui conféreraient des
avantages compétitifs. Il apparait donc important de prendre en compte ces sources nutritives

potentielles organiques dans un modele de croissaAceatenella.

1- Le phosphore organique dissous (POD)

L’estimation des capacités de synthese de phosphatases alcalin®s gadenella
(Partie 1, Chap 1) a montré que les composés organiques dissous pouvaient correspondre a
une source significative de phosphore (P) pour la croissance de cette espéce, en particulier en
période d’efflorescence dans I'Etang de Thau. Le POD est donc un stock de P qu'’il apparait
important d’intégrer dans un modeéle de croissange aitenella.

Cependant, les mesures dactivité enzymatique ont été effectuées par méthode
fluorimétrique ; elles donnent donc des estimations de quantités de P libéré et rendu

disponible pour la croissance, mais ne permettent pas d’estimer le flux réel de P entre POD et
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stock intracellulaire (Qp). Pour paramétrer ce flux d’absorption provenant du POD, des
expérimentations supplémentaires devront étre réalisées en utilisant une méthode de mesure
par marquage radioisotopique, utilisant des substrats naturels comme I’ATP ou le glucose-6-
phosphate. Ce genre de méthode présente comme désavantage de ne pas pouvoir rendre
compte de l'activité de I'ensemble des phosphatases présentes sur les cellules a cause de la
haute spécificité des substrats employés. Comme le MUF-P (substrat utilisé dans les mesures
fluorimétriques présentées) est un substrat artificiel justement peu spécifique, les capacités
globales d'activité enzymatique des cellulesA.dcatenellaont déja été caractérisées.

Effectuer des mesures par marquage radioisotopique serait donc pleinement complémentaire.

2- La matiére organique particulaire

Les cellules d’A. catenellsont capables de récupérer des éléments provenant du stock
de matiére organique particulaire, grace a un processus original pour une espece
phytoplanctonique autotrophe : la phagocytose de cyanobactéries duSgeehococcus
D’aprés les résultats présentés dans le Chapitre de la Partie Ill, ce processus de nutrition par
phagocytose serait utilisé de maniére additionnelle par rapport a I'absorption des éléments
nutritifs dissous, quelque soient les conditions nutritives. De plus, il pourrait jouer un réle
majeur dans le développement des bloomds datenella dans 'Etang de Thau puisque des
prélevements réalisés @msitu ont révelé que la proportion de cellules ayant phagocyté des
Synechococcusouvait atteindre 41 % de la population. Lors de la mise en place d’un modéle
de type écosystémique simulant la croissande datenella enin situ, il apparait donc
important de considérer et d’intégrer la population de cyanobactéries (en unité de masse)
comme une source nutritive potentielle des cellul@s datenella.

Cependant, quantifier le flux de matiére associé a ce processus de phagocytose, et ainsi
estimer sa part par rapport aux flux d’absorption, apparait tres complexe. Un premier essai a
été effectué en utilisant IEN comme traceur, mais s’est révélé non-concluant. De plus
amples recherches et expérimentations seront a réaliser en vue de paramétrer ce processus

original de nutrition par phagocytose.

ITI- CONCLUSION

L’influence des éléments nutritifs sur la croissande datenellaa ici été estimée de

maniére indépendante des autres facteurs de contrble, permettant une simplification de
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I'interprétation des résultats et une caractérisation plus aisée des processus impliqués. Malgré
cela, la caractérisation de l'influence des éléments nutritifs est apparue tres complexe, de par
le nombre de sources nutritives a prendre en compte ainsi que la variabilité a envisager pour
certains parameétres d’entrée du modéle. Une partie de ce contrble de la croissance par les
éléments nutritifs a pu étre formalisée sous forme mathématique, fonctions qui pourront étre
directement intégrées aux fonctions de limitation. Cependant, des expérimentations
supplémentaires permettraient de compléter cette caractérisation, afin d’aboutir & un modele
de type explicatif plus completey. quantification des flux provenant de la matiere
organique).

La complexité observée dans I'analyse des processus de nutrition rend incompatible
ces résultats de modélisation avec un modele de type prédictif a court terme, comme celui
prévu pour compléter le systeme d’alerte de risques de contamination des parcs a huitres. En
effet, trop de parametres seraient a suivre en continu pour pouvoir alimenter le raagéle (
grand nombre de sources nutritives potentielles) et un niveau équivalent de précision dans la
représentation des flux serait a obtenir pour les autres communautés phytoplanctoniques

compétitrices (e.g. capacités de stockage ou de prélevement de nutriments la nuit).
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CARACTERISATION DU CONTROLE DE LA CROISSANCE

D’A. CATENELLA PAR CERTAINS FACTEURS PHYSIQUES

Les principaux facteurs physiques controlant la croissance phytoplanctonique sont la
température, la salinité, I'intensité lumineuse (ou irradiance) et la turbulence. Ces paramétres
sont généralement considérés comme des facteurs de forcage dans les modeles (voir
Introduction Partie IV). L'influence de trois de ces facteurs (température, salinité et
irradiance) sur la croissanceAd’catenellaa pu étre paramétrée sous forme de fonctions de
limitation grace a un jeu de données fourni par Mohamed Laabir.

De nombreuses formulations ont été proposées dans des travaux antérieurs pour
représenter l'influence de la température et de [lirradiance sur la croissance
phytoplanctonique. Un bon apercu de la variété de ces fonctions de limitation est présenté
dans les travaux de Tian (2006) et Baklouti et al (2006). Moins d’efforts, en termes
d’expérimentations et de modélisation, ont été fourni pour étudier le contréle de la salinité sur
la croissance phytoplanctonique. Son influence est donc, en général, simulée par une fonction
polynébmiale d’ordre 1 a 3, soit sous forme d’une fonction de limitation a un seul parametre,
comme dans les travaux de McGillicuddy et al (2005) et Stock et al (2005), soit sous forme
d’'une fonction polynomiale unique couplant Température-Salinité, comme dans les modeles
décrits par Nagasoe et al (2006) et Matsubara et al (2007), ou encore Température-Salinité-
Irradiance (e.g. Paz et al 2006).

Pour caractériser l'influence de la température, de la salinité et de I'irradiance sur la
croissance d’A. catenelldiutilisation de fonctions faisant intervenir des parametres ayant une
réalité biologique (pouvant donc étre estimés expérimentalement) a été privilégiée par rapport
a I'emploi de fonctions polynomiales.
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I- CARACTERISATION DE L’INFLUENCE DE LA TEMPERATURE ET DE LA
SALINITE

1- Données a disposition

La souche d’A. catenella ACTO3 (isolée dans I'Etang de Thau en 2003) a été utilisée
pour réaliser des expérimentations en culture en vue de caractériser l'influence couplée de la
température et de la salinité sur la croissance algale de cette espéce. Pour cela, des mesures de
taux de croissance et dabondance cellulaire ont été effectuées sur 48 combinaisons
Température-Salinité, comprenant 8 valeurs de température (9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 et 30 °C)
et 6 de salinité (10, 15, 20, 30, 35 et 40 psu). Une pré-acclimatation des cellules aux
différentes conditions expérimentales a été assurée avant chaque mesure. De plus amples
détails sur le protocole employé sont présentés dans les travaux de Laab8atrai$.(

Une modélisation des données sous forme de fonctions de limitation a été mise en
place pour les deux parametres, taux de croissance et abondance, et valorisée dans I'étude de
Laabir et al. (SoumjsSeule la mise en place des fonctions de limitation associées au taux de
croissance sera ici détaillée car ce parametre est le plus essentiel dans la mise en place d’'un
modele de croissance.

Un apercu des données de taux de croissance disponibles (exprimées en termes de taux
de division par jour) est présenté dans la Figure 1, sous forme d’'un diagramme 2D et de deux
graphiques détaillant les variations observées le long de chaque gradient, température et

salinité.

2- Caractéristiques de Uinfluence de la température et de la
salinité sur le taux de croissance d’A. catenella

a- Influence de la température

A chaque salinité testée, les variations observées de taux de division en fonction de la
température (Figure 1) suivent globalement une courbe en cloche, caractérisée par deux
criteres :(i) un taux de division maximal est atteint a une température optirgale(ii) la
croissance est inhibée (valeurs de taux de division négatives) sous une température critique

Terit, COMprise entre 12 et 15°C.
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Figure 1 : Variations du taux de croissance (i (div/j)) en fonction de la température
(9 — 30 °C) et de la salinité (10 — 40 psu). Données de Mohamed Laabir.

b- Influence de la salinité

Les variations de taux de division le long du gradient de salinité sont moins nettes
(Figure 1). Il semble cependant qu@):il existe une salinité optimale {9 aux alentours de

3040 psu ;(ii)) des variations de salinité entre 10 et 20 psu n'influencent pas le taux de
division.

c- Influence couplée Température-Salinité

La mise en place de gradients de variations combinés Température-Salinité a
également permis de mettre en évidence les caractéristiques suivplastempérature
optimale semble varier en fonction de la salinité, elle est mesurée a 27°C pour des salinités
comprises entre 30 et 40 psu et semble comprise entre 15 et 22°C pour les salinités comprises
entre 10 et 20 psu(ii) la combinaison d’'une température supérieure a 27°C et d’'une salinité
inférieure a 20 psu semble inhiber la croissance.
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d- Bilan

L’influence couplée de la température (T) et de la salinité (S) sur la croiss#nce d’
catenellasemble principalement régie par I'existence d’une combinaison optimaje; {T
Sopg Caractérisant le taux de division maximalg) et par celle de gammes ou la croissance
est inhibée (quand K Tgi et quand {S< 20 psu; T> 27°C}). Les données disponibles
limitent I'estimation de ces bornes caractéristiques aux combinaisons {T ; S} testées. Une
simulation des données a l'aide de formulations mathématiques adéquates peut permettre
d’améliorer cette estimation, en testant les valeurs présentes au sein des intervalles entre
données réelles et en diminuant 'impact des erreurs de mesure par lissage du jeu de données.
Afin de pouvoir aisément visualiser I'efficacité de différentes simulations effectuées,
certaines combinaisons Température-Salinité du jeu de données seront codifiees sur les
graphiques présentant les résultats de modélisation : la combinaisgn ¢ sera
représentée par un point rouge et les gammesT{i: et {S < 20 psu ; T> 27°C} par des

croix violettes.

3- Mise en place des fonctions de limitation du taux de
croissance

En premiére approche, deux fonctions de limitation indépendantes (f(T) et f(S)) ont été

mises en place et reliées par un modeéle de type multiplicatif suivant I'équation globale :

H = pnax X £(T) X f(S) 1)

ou le taux de croissance p (en div/j) est exprimé en fonction du taux maximal de croissance
Mmax (€n div/j) auquel est appliqué deux fonctions de limitations variant entre 0 et 1, celle de
la température f(T) et celle de la salinité f(S).
La valeur du parameétre d’entrégguest fixée a 1,03 div/j, valeur maximale mesurée a une
température de 27°C et une salinité de 30 psu.

L'utilisation de fonctions de limitation de type polynomiale d’ordre 2 (Figure 2a) ou 3
ne permet pas de représenter l'allure complexe observée : ni I'optimum, ni les zones
d’inhibition de croissance ne sont bien retranscrits. Pour obtenir une simulation plus efficace
des données, il apparait donc important de se baser sur les critéeres mis en évidence ci-dessus
caractérisant l'influence de la température et de la salinité sur la croissance, afin de choisir les

eéguations adéquates a employer. Chaque critere sera progressivement intégré au modéle
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Figure 2 : Modeles utilisant deux fonctions de limitation (f(S) et f(T)) de type
polynomiale d’ordre 2 (a) ou une fonction f(S) polynomiale et une fonction
de type Thebault pour représenter f(T) (b).
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jusqu’a obtenir une représentation satisfaisante des données. Ceci permettra de limiter la
complexité des équations et le nombre de parametres dentrées et de définir les
caractéristiques essentielles du controle de la température et de la salinité sur la croissance

d’A. catenella.

a- Optimisation de la fonction de température

Les patrons de variations les mieux définis et les plus homogenes sont ceux observés
le long du gradient de température. L'effort de modélisation a donc tout d’abord consisté a
améliorer la représentation de l'influence de la température sur le taux de croissance. Deux
caractéristiques fortes sont ressorties des variations de taux de division observées en fonction
de ce paramétre : I'existence d’'une température optimajg €T d’'une température critique
(Terit) sous laquelle la croissance est inhibée. Parmi les fonctions de température rapportées
dans la littérature (voir Tian (2006)), une apparait étre particulierement bien adaptée aux
données, celle décrite par Thebault (1985) qui ne fait intervenir que trois parameétres d’entrée
dont Topt €t Terit

fM=2xA+a)xp/(F+2xaxp+1) 2)
avec p=(T—Fi)/ (Topt— Terit)

ou T est la température (en °C)gidla température critiqgue (en °C) sous laquelle le taux de
croissance est nul,qj; la température optimale (en °C) etiaeconstante.

Comme les variations du taux de division en fonction de la salinité semblait présenter
un maximum, une premiéere simulation a été réalisée en cumulant une fonction de température
de type fonction de ThebayR) a une fonction de salinité de type polynéme d’ordre 2 suivant
'équation (1). Le résultat de cette simulation (Figure 2b) montre que l'intégration des
parametres &i, Topt €t o permet de représenter la zone d'inhibition de camies T< Teji,
mais ne suffit pas a simuler correctement la zone d’inhibitior<{& psu ; T> 27°C} et
I optimum de croissance.

Une premiére amélioration du modele a été obtenue en intégrant le critere suivant
lequel la température optimale semblait varier en fonction de la salinité. Une maniere de
globaliser les variations observées a consisté en la construction d’'une fonction & deux
plateaux simulant les valeurs dgylle long du gradient de salinité et fixant une valeur

constante minimale quand <8 psu et une v aleur constante maximale quan8@psu.
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Figure 3 : Modéles intégrant une variation de la température optimale en fonction de la
salinité avec f(S) = 1 (a) ou f(S) sous forme d’'une fonction a deux plateaux (b).
f(T) est représentée par une fonction de Thebault.
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En extrapolant les valeurs de maniere linéaire entre 20 et 30 psu afin d’obtenir une fonction

continue le long du gradient de salinité, on obtient les équations mathématiques suivantes :

Topt = Topt-min quand S 20 psl
Topt=axT+Db quand S 20 ; 30 psu [ (3)
Topt = Topt-max quand S =30 psl

ec a = (bpt-max— Topt-min) / (30 — 20) = (Bpt-max— Topt-min) / 10
{ b =Topt-min— 20 Xa

ou Test la température (en°C).

La Figure 3a donne une représentation des données modélisées obtenues en
combinant, dans I'équatiafl), f(S) = 1 et f(T) sous forme d’une fonction de Thebgzjitou
Terit = 12°C et Tyt varie suivant (Svec Topt-min = 17°C et Tprmax = 27 °C. En fixant f(S) = 1,
seule l'influence de la température a été prise en compte dans ce modéle, ce qui permet
d’estimer plus précisément linfluence des parametres associés a f(T). D’apres l'allure des
données modélisées obtenues, faire varigy €n fonction de la salinité améliore
significativement le modele en permettant de simuler la zone d’inhibition de croissarce {S
20 ps1; T>27°C}.

b- Optimisation de la fonction de salinité

Dans le modéle combinant les équatifiis (2) et(3), exprimer f(S) sous forme d’'une
fonction polynomiale ne permet pas de bien représenter la réalité : la majorité des données est
alors sous-estimée et le modéle converge pour un optimum de croissarcé0apSu, hors
de la gamme de données. Il est donc nécessaire d’améliorer la représentation de f(S) en se
basant sur les criteres mis en évidence précédemment, suivant lesquels le taux de division ne
varierait pas sous S [10 ; 20 psu] et atteindrait un maximum sous 801; 40 psul].

Une premiére maniére d’intégrer ces critéres consiste a construire une fonction f(S)
avec deux plateaux, I'un définissant une valeur minimum sosgs2B psu et l'autre un
maximum sous $ 30 psu. Le taux de division maximum atteint sous2® psu a été de 0,37
div/j ; cette valeur a donc été prise comme référence pour définir le taux de limitation a
appliguer au pax Sous S< 20 psu. En extrapolant les données de maniére iinéatre les

deux plateaux, on obtient une fonction de limitation du taux de croissance telle que :
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f(S) = 0,37 / hax= 0,36 qguand S 20 psl
f(S) = 0,064 xS — 0,92 guand S [120; 30 psu [ 4)
f(S)=1 quand S 30 psu

ou Sest la salinité (en psu) etk le taux maximal de croissance (en div/)).
Cette approche améliore le modele mais ne retranscrit pas la diminution de taux de division
globalement observée entre 35 et 40 psu et présente I'optimum de croissance comme un
plateau plutot qu’'un point unique (Figure 3b, Q-hin= 17°C et Tprmax = 27 °C).

Pour obtenir une allure en déme telle que celle observée et conserver un plateau
minimum sous X 20 psu, une autre fonction f(S) a été testée, quureant a une fonction
de Thebault modifiée de telle sorte qug &alinité critique) définisse une gamme de salinité
ou le taux de division soit maintenu a un niveau minimum (et non pas nul comme dans la
fonction originelle). Comme pour la fonction définie d4A§ cette nouvelle fonction a été
construite de fagon que f(S) soit fixée a 0,3%4ant que S< 20 psu et varie entre 0,37 /

Mmax €t 1 pour S > 20 psu. Retranscrit sous forme mathématique, ceci donne :

f(S) = 0,37 / H]ax"' (1 - 0,37 / Hax) X {fThebam}

oU Pmax €st le taux maximal de croissance (en div/j) eteffu} une fonction de type
Thebault.

dou : f(S) = 0,36 + 1,28 (L +B) xq/ (F + 2 xp x q + 1) (5)
avec q=(S-&)/ (Sopt— Srit)

ou S est la salinité (en psu)siSla salinité critique (en psu) sous laquelle le taux de croissance
est fixe a 0,37 div/j, §la salinité optimale (en psu) eupieconstante.

Une combinaison des équatiofiy, (2), (3) et (5) donne un modéle a 7 paramétres
d’entrée dont 5 sont mesurablesn{gl Topt Tcrit, Sopty Srit). Ce modele a été optimisé en
imposant comme contrainte une erreur inférieure a 5% sur la valeur p (T = 27°C; S = 30
psu), considérée comme donnée de référence. Les valeurs des parametres d’entrée utilisées
apres optimisation du modéle sont données dans la Tableau 2.

Les résultats de simulation sont apparus satisfaisants (Figure 4): les criteres
principaux (optimum de croissance et zones d’inhibition de croissance) caractérisant
linfluence de la température et de la salinité sur la croissance y sont bien retranscrits et le
coefficient de corrélation entre données réelles et modélisées obteha 8559. La Figure 5

donneun apercu des fonctions de limitation f(T) et f(S) utilisées.
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Figure 4 : Résultats de modélisation obtenus en combinant les
équationg1), (2), (3)et(5) (a) et données réelles associées (b).
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Figure 5 : Représentation des fonctions de limitation de la température (&)1} de
la salinité (f(S)Xb) le long des gradients respectifs de température et de salinité testés.
La fonction f(T) est ici représentée pour une salinité fixée a 30 psu.

c- Bilan

Cette approche par modélisation des données a permis de faire ressortir les
caractéristigues majeures de l'influence couplée de la température et de la salinité sur la
croissance d’A. catenella grace a l'intégration successive de différents criteres au sein des
fonctions de limitation f(T) et f(S). Une simulation correcte des données a nécessité la prise
en compte(i) d’'une combinaison optimale {T ; S} maximisant le taux de croissgnieale
valeurs critiques définissant des seuils d'inhibition complétg)(®u partielle (i) de la
croissance efiii) d’'une dépendance de f(T) a la salinité. D’apres le Tableau 2, I'utilisation
d’'un modele pour simuler le jeu de données a egalement permis de proposer une estimation
plus précise de la valeur des parametres définissant ces caractéristigues, St €t Spt.

Dans I'Etang de Thau, d'aprés des données cumulées entre 2000 et 2004 (voir
Introduction générale), la température oscille entre 5°C et 30 °C au cours du cycle annuel et la
salinité entre 30 et 40 psu. Malgré de possibles déversements massifs d’eau douce dans
'Etang de Thau, et en particulier dans la Crique de I'Angle ou les efflorescentes d’
catenellas’initient, seule la gamme de la salinité 30-40 psu apparait intéressante a considérer
pour analyser les conditions situ de cette lagune. L’ensemble du gradient de température
testé présente, lui, une réalitésitu. Dans ces gammassitu, la modélisation des données a
permis de définir comme valeurs caractéristiques définissant l'influence de la température et

de la salinité sur la croissanceéAdcatenella : Tt = 12°C, Ty = 26°C et Gt = 31 psu.
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II- CARACTERISATION DE L’INFLUENCE DE L’INTENSITE LUMINEUSE
1- Données a disposition

Des expérimentations ont été menées par Mohamed Laabir a partir de cultures de la
souche ACTO03, en vue d’estimer I'influence de l'intensité lumineuse sur le taux de croissance
d’A. catenella. Huit niveaux d’intensité lumineuse ont été testés, variant de 10 a 260" umol.m
25, Les cultures étaient maintenues sous une température de 20 °C et une salinité de 30 psu.
Un descriptif détaillé du protocole suivi est présenté dans les travaux de Laabir et al. (soumis).

Les variations de taux de croissance obtenues le long du gradient d’irradiance suivent
une courbe croissante avec plateau de saturation (Figure 6). Aucune tendance de diminution
n‘'est apparue aux fortes intensités lumineuses, suggérant qu’aucun processus de

photoinhibition n’a pu étre mis en évidence sur le gradient testé.
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Figure 6 : Valeurs de taux de croissance mesurées le long d’'un gradient d’intensité
lumineuse et données modélisées associées, obtenues a partir de I'équation de

Kim et al. (1984). Valeurs estimées pour les parametres d’entrée :
Hmax = 0,5 div/j, K = 23,7 pmol.rif.s, Io = 0 pmol.n.s* (* = 0,77).

2- Choix de la fonction de limitation par Uirradiance

Une grande variété de formulations mathématiques a été proposée dans des travaux

antérieurs pour représenter I'influence de I'intensité lumineuse sur le taux de croissance du
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phytoplancton (Tian 2006 ; Baklouti et al. 2006). La majorité d’entre elles font intervenir un
terme de photoinhibitione(g. modéle de Peeters et Eilers (1978)), qu’il n'apparait pas
important de prendre en compte pour simuler les données a disposition. D’apres l'allure
observée, un simple modéle inspiré du modeéele de Michaelis-Menten a été testé sur les
données, celui décrit par Kim et al. (2004) ou une valeur critique d’intensité lumineuse est

intégrée suivant :

K = Hnax X f(I) (6)

ou le taux de croissance u (en div/j) est exprimé en fonction du taux maximal de croissance
HUmax (€n div/j) auquel est appliqué une fonction de limitation par I'intensité lumineuse f(l)
variant entre O et 1.

avec f)=(—-b)/(+(K—=2xXlg) (7)

ou | est lirradiance (en pmol:fis?), o l'intensité critique sous laquelle la croissance est
nulle et K la constante de demi-saturation (en pm@lst).

Avec un coefficient de corrélation entre données réelles et données modélisées r
0.77, ce modele donne une bonne représentation des données (Figure 6). Cependant, il
converge pour un coefficieng I= 0, signifiant gu’'un simple modéle de Michalis-Menten

suffit a simuler efficacement cette série de données.

ITT- CONCLUSION

L’ influence des facteurs physiques, température, salinité et intensité lumineuse, sur la
croissance d’A. catenella pu étre caractérisée et formalisée sous forme de fonctions de
limitation s’appliquant au taux maximal de croissanggxpar un modele multiplicatif. Les
trois fonctions de limitation décrites ne sont pas indépendantes : une simulation correcte des
données a nécessiter l'intégration d’'une dépendance de f(T) a la salinité sur le gradient 10-40
psu testé. Cependant, dans l'optique d'étudier les facteurs de contréle environnementaux
régulant le développementAl’catenella dans I'Etang de Thau, seule une gamme de variation
entre 30 et 40 psu est nécessaire a envisager, gamme pour laquelle les trois fonctions (T),
f(S) et f(I) décrites sont indépendantes.

Concernant l'influence de la température, cette caractérisation a été mise en place a

partir de données de croissance obtenues sous des conditions stables de tempérAture. Or,
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catenella est une espece qui semble étre sensible aux variations de température. D’aprés
Collos et al. (2008), les efflorescencesé dtatenelladans I'Etang de Thau se développeraient
a condition que la température soit stable (aux alentours de 20°C = 1°C) et qu’il y ait peu
d’agitation (une vitesse des vents inférieure a 2-3 m/s) pendant une quinzaine de jours. Une
hausse ou une baisse brutale des températures pendant une période favorable de croissance
n'a jamais permis le développement d'une efflorescence. Pour simuler la croissance d’
catenelladans I'Etang de Thau, il pourrait donc étre intéressant d’intégrer au modele, en
complément de la fonction f(T) ici présentée, un coefficient dit « de choc thermique » qui
simulerait un arrét de croissance en cas de forte amplitude de variations de la température.
Enfin, A. catenella est une espéce phytoplanctonique capable de migrer dans la
colonne d’eau vers des conditions physico-chimiques plus favorables a sa croissance. Pour
appliguer correctement les fonctions de limitations ici décrites dans un modele de croissance,
il pourrait étre nécessaire de caractériser les migrations verticales journaliéres de cette espéce
in situ afin de connaitre plus précisément a quelles conditions de Tempérautre-Salinité-

Irradiance les cellules sont confrontées.
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Synthése et conclusion générale

I- COMPLEXITE DES PROCESSUS DE CONTROLE DE LA CROISSANCE D’A.
CATENELLA PAR LES ELEMENTS NUTRITIFS

Ces travaux de thése ont permis de nettes avancées quant a la compréhension de la
régulation de la croissanceAd’catenellgpar les éléments nutritifs grace a une caractérisation
détaillée de nombreux processus de nutrition, dont I'absorption de divers nutriments dissous
(ammonium, urée, nitrate et phosphate), l'utilisation potentielle du phosphore organique
dissous et l'internalisation de matiére particulaire par phagocytose. Une partie des processus
de régulation impliqués dans ces modes de nutrition a pu étre formalisée sous forme
mathématique, définissant ainsi des relations qui pourront étre intégrées a un futur modele de
croissance. Une paramétrisation de l'influence des facteurs physiques, température, salinité et
intensité lumineuse, sur la croissancA.dtatenellaa été réalisée en complément au cours de
ce travail, dans le but de définir d’autres fonctions de limitation pouvant étre utilisées pour ce
modele.

L’analyse des processus de nutrition clAezcatenella a également réveélé leur forte
complexité, par la mise en évidence d’'une grande diversité de sources nutritives potentielles,
de variations temporelles dans les capacités d’absorption, de phénoménes
d’excrétion/réabsorption et d’interactions entre processus d’assimilation. Cette complexité
limite I'utilisation de ces résultats, pris dans leur ensemble, dans la mise en place d’un modele
de croissance de type prédictif a court terme, comme celui prévu pour compléter le systeme
d’'alerte associé aux risques de contamination des parcs a huitres de I'Etang de Thau. Elle
pourra cependant étre intégrée a un futur modéle de croissaficeadenellade type
explicatif qui pourrait servir d’aide a la décision quant a la gestion des problemes associés aux
efflorescences toxiques dans I'Etang de Thau ; ce genre de modele permettrait, entre autres,
de hiérarchiser l'influence des différents facteurs environnementaux dans le développement

des efflorescences toxiques.

II- LES STRATEGIES NUTRITIVES D’A. CATENELLA DANS L’ETANG DE THAU

Les expérimentations et observations réalisées au cours de ce travail de these ont
permis de mettre en évidence deux types de stratégies nutritives pouvant représenter un
avantage compétitif poul. catenella : I'absorption de nutriments azotés au noir et les
capacités d'utilisation de la matiére organigue dissoute et particulaire comme source nutritive.

L'existence de ces stratégies permet de justifier la possibilité, pour cette espéece, de réaliser
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des efflorescences de grande ampleur dans la lagune de Thau malgré qu’elle apparaisse peu
compétitive, par rapport aux autres especes phytoplanctoniques, pour l'acquisition de ses
ressources azotées majeures que sont 'ammonium’\N# I'urée (Collos et al. 2004 ;

Collos et al. 2007).

1- Capacités d’absorption de nutriments azotés au noir

D’aprés les résultats obtenus au cours d’expérimentations en cultuoatenella
présenterait de bonnes capacités d’'absorption au noir des nutriments azotés dissous,
ammonium, nitrate et urée. Il serait intéressant de compléter la caractérisation de ces capacités
d’absorption nocturne en analysant, par exemple, la variation des taux d’absorption de ces
sources azotées au noir en fonction du niveau de carence en azote des cellules ou bien les
capacités d’A. catenella prélever du phosphate la nuit. Cette stratégie de prise de nutriments
la nuit, combinée aux capacités migratrices de cette espece, lui apporterait un avantage
compétitif majeur in situ : elle ne semble pas imposer de colts métaboliques supplémentaires
trop importants et permet aux cellules d’optimiser la prise cumulée de nutriments sur un cycle
de 24h.

L’efficacité de cette stratégia situ reste cependant a définir. Des analyses, lors d’'une
efflorescence dans la Crique de I'’Angle, des comportements migratoires de cette espéce en
fonction de la répartition des nutriments dans la colonne d’eau et des conditions de lumiere

sont nécessaires afin de définir le réel gain de cette stratégie pour A. catenella.

2- Importance des éléments nutritifs régénérés dans la
croissance d’A. catenella dans I’Etang de Thau

Un bilan des conditions nutritives observées pendant les effloresceAcaeatdnella
qui ont eu lieu dans I'Etang de Thau entre le printemps 2002 et le printemps 2007 est présenté
dans le Tableau 1. D’apres Collos et al. (2007), les sources majeures d’azdteqaianella
dans cet environnement seraient Nt I'urée. Les résultats obtenus en culture lors de cette
thése, comparés aux conditions nutritives présentées dans le Tableau 1, permettent d’obtenir
des informations supplémentaires quant aux éléments nutritifs contribuant significativement a

la croissance &. catenella lors des efflorescences.
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Sogrpe Année | Minimum| Maximum| Moyenne| Ecart-typg:
nutritive
2002 0,01 0,41 0,16 0,16
NO;3 2003 0,12 6,48 1,82 1,91
2005 0,07 2,44 0,62 0,84
2007 0,11 0,38 0,23 0,13
2002 0,02 0,25 0,06 0,07
NO, 2003 0,05 0,39 0,20 0,11
2005 0,06 0,31 0,12 0,09
2007 0,03 0,07 0,05 0,02
2002 0,26 1,08 0,49 0,29
NH4" 2003 0,42 9,60 2,84 2,69
2005 0,00 0,04 0,02 0,03
2007 0,36 0,83 0,48 0,20
2002 - - - -
Urée 2003 0,73 2,55 1,46 0,66
2005 0,14 1,23 0,52 0,37
2007 0,28 2,50 0,96 0,91
2002 0,21 0,80 0,43 0,19
PO, 2003 0,24 1,10 0,59 0,31
2005 0,28 0,51 0,36 0,10
2007 0,03 1,40 0,37 0,58
2002 - - - -
POD (calculé) 2003 1,14 3,03 1,85 1,03
2005 0,47 1,00 0,75 0,22
2007 0,85 1,09 0,94 0,09

Tableau 1: Récapitulatif des concentrations en nitrate {)N@itrite (NOG,), ammonium
(NH,"), urée, phosphate (R et phosphore organique dissous (POD) estimées lors des
efflorescences dk. catenella ayant eu lieu au printemps 2002, automne 2003, automne 2005
et printemps 2007 dans la Crique de '’Andgdennées Ifremer obtenues en station A5.

Malgré le fait que N soit un inhibiteur potentiel de la prise d’urée pacatenella,
les niveaux de concentrations en NHbbservés au cours des efflorescences (Tableau 1)
confirment le fait que l'urée puisse étre une source significative d’azote pour ces aellules
situ : les efflorescences de 2002, 2005 et 2007 ont été caractérisées par des concentrations
moyennes en NH (entre 0,02 0,03 uM et 0,4% 0,29 puM) inférieures a la valeur moyenne
des constantes d’inhibition,kestimées en culture (K 0,44 uM de NE pour la souche

TLO1 et 1,47 uM pour la souche ACTO03) ; l'inhibition de la prise d'uréeApaatenella est

donc probablement restée faible au cours de ces efflorescences. Par contre, la concentration
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moyenne de 2,& 2,7 uM estimée au cours de l'efflorescence de 2003 a pu limiter la
contribution de l'urée dans la croissancA.ctatenella lors de cette période.

Concernant la nutrition phosphorée, les concentrations gh iREsurées au cours des
efflorescences révelent que le seuil de concentration sous lequel la synthése de phosphatases
alcalines serait activée chek. catenella (situé entre 0,4 pM et 1 uM de ,POa
réguliérement été dépassé. Des niveaux dg¢ R@érieurs & 0,4 pM ont en particulier été
mesurés pendant des périodes représentant 80 %, 33 % et 68 % de la durée des blooms de
2002, 2003 et 2005 respectivement. La fraction de phosphore organique dissous (POD) a donc
probablement alimenté significativement la croissanc&. datenellaau cours de ces
efflorescences grace a l'action des phosphatases alcalines. Ceci aurait permis aux cellules
d’A. catenella de doubler la concentration de phosphore disponible pour sa croissance au vu
des concentrations estimées de POD (valeurs calculées par différence entre concentration en
PO,> et concentration en phosphore organique total).

De plus, de nombreuses figures de phagocytose de cyanobactéries ont été observées au
niveau de cellules prélevées lors de la floraison du printemps 2007 ; la proportion de cellules
d’A. catenellaprésentant de telles figures a alors atteint 41 % de la population. Ce processus
de phagotrophie étant apparu peu fonction des conditions de disponibilité en nutriments
dissous et efficace pour de faibles concentrations en cyanobactéries, I'utilisation de la matiére
organique particulaire pd. catenella doit correspondre a un mode de nutrition régulierement
actif lors du développement des efflorescences toxiques dans la lagune de Thau.

Dans I'Etang de Thau, la croissanceAd’catenellaserait donc tres liee a la
disponibilité en sources nutritives régénérées au niveau de la colonne d’eau. En gffet, NH
urée sont des éléments pouvant étre produit par la dégradation bactérienne de la matiere
organique, I'excrétion du zooplancton ou la lyse cellulaire ; POD peut étre libéré par lyse
cellulaire ou a partir des débris de broutage par le zooplancton ; les cyanobactéries constituent
une source de matiére particulaire que I'on pourrait qualifier de «régénérée » de par la
croissance propre de la population. Si l'utilisation de,Nebmme source d’azote est un
processus commun chez de nombreuses especes phytoplanctoniques, I'utilisation de
composés organiques dissous ou particulaire est une stratégie peu courante chez les
organismes photosynthétiques : les capacités mixotrophes mises en évidence chez A. catenella
doivent donc fournir a cette espéce un avantage compétitif, en particulier dans I'Etang de

Thau, lagune caractérisée par une oligotrophisation du milieu.
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3- Variabilité entre souches et stratégies écologiques

Si la mixotrophie apparait étre une stratégie écologique majeur pour le développement
d’A. catenelladans 'Etang de Thau, elle pourrait résulter d’'une adaptation spécifique de
'espece a cet environnement. En effet, I'analyse comparée des capacités d’absorption de
NH;" et d’urée par différentes souchesdtatenella, provenant de la lagune de Thau et
d’autres zones cotieres mediterranéennes, a révélé que les souches francaises présenteraient
des capacités plus efficaces de prise d’'urée. Les souches isolées de I'Etang de Thau seraient
ainsi plus compétitives que les souches espagnoles testées (isolées dans les ports de Barcelone
et de Tarragone en Espagne) dans un environnement caractérisé par de fortes concentrations
d'urée et des concentrations en NEhférieures a 5 uM.

Les conditions nutritives rapportées par Bravo et al. (2008) au cours d’efflorescences
d’A. catenellagui ont eu lieu dans les ports de Barcelone et Tarragone entre 2000 et 2003
confirment cette idée. Ces sites espagnols présentaient des concentrations en azote minéral
dissous plus élevées que celles mesurées dans I'Etang de Thau au cours des flofaisons d’
catenella, avec des concentrations respectives dg¢ t6,9+ 54 uM et 9,4+ 8,9 uM
mesurées a Barcelone et Tarragone et des concentrations respectives de BBt 4,3 uM
et 4,4+ 3,1 uM. Dans ces eaux cétieres espagnoles, la disponibilité en azote minéral a pu se
révéler suffisante pour ne pas favoriser le développement d’une stratégie de mixotrophie chez
les populations @&. catenella s’y développant, comme par optimisation de l'utilisation des
ressources organiques azotées telles que l'urée.

D’importantes différences de capacités d’absorption des nutriments dissous ont
également été mises en évidence entre souchexalenella isolées dans I'Etang de Thau.
Cette diversité entre souches de la méme origine géographique rend envisageable la mise en
place d’'une sélection, a I'échelle de la population, de capacités d’absorption spécifiques,
adaptées aux conditions environnementales, lors du développement d’une efflorescence. Deux
stratégies ecologiques peuvent alors étre envisag@esne stratégie « d’efficacité » pour
laquelle une forte sélection s’opérerait, rendant la population bien adaptée aux conditions
environnementales instantanées mais sensibles aux changements environneniéntaex ;
stratégie « d’adaptabilité », caractérisée par des criteres inverses et mise en place en cas
d’absence de sélection. Une sélection, fonction des conditions nutritives, ne semble pas
s’opérer lors de la germination des kystes (Genovesi-Guinti 2006). Cependant, des relations
entre viabilité des cellules germées et concentrations en nutriments ont déja été observées

chez Scrippsiella lachrymosepar Olli & Anderson (2002), suggérant gqu’'une seélection
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potentielle par les conditions nutritives pourrait se réaliser dés les premiers stades de
développement d’'une efflorescence. Seule une étude de la variabilité génétique des cellules
d’A. catenellaau cours du développement d'une efflorescence dans I'Etang de Thau, par

analyses de biologie moléculaire, permettrait d’acquérir des informations concernant le type
de stratégie écologique suivie par cette espece, efficacité ou adaptabilité. De telles
connaissances permettraient entre autres de connaitre la sensibilité d’'une population a un

changement brutal des conditions nutritives.

4- Considérations concernant la gestion des HAB’s dans I’Etang
de Thau, inspirées des stratégies nutritives d’A. catenella

La forte implication des sources nutritives régénérées dans la croissancatdhella
dans les eaux de I'Etang de Thau impose des contraintes quant aux possibilités de contréle de
ces efflorescences. Tout d’abord, la disponibilité réelle de ces sources nutritives pour la
croissance d’A. cateneljgeut s’avérer difficile a évaluer : étant produites et consommeées au
niveau de la colonne d’eau, ces sources nutritives peuvent étre en « flux tendu », signifiant
que leur présence instantané dans le milieu est faible alors qu'’il existe un flux réel important
entre production et consommation. Le simple suivi des concentrations ou abondances de ces
sources nutritives régénérées n’est donc pas suffisant pour conclure quant a I'aspect favorable
ou non, pour la croissanceAd’ catenella, des conditions nutritives du milieu a un instant
donné. D’autre part, cette forte contribution de sources régénérées dans la croissance de cette
espeéce toxique rend inefficace toute tentative de limitation du développement des

efflorescences par modification des conditions d’apports en nutriments par les riviéres.

IITI- PERSPECTIVES

Des voies de recherche restent a explorer pour pouvoir conclure sur I'importance des
eléments nutritifs comme facteur de contrdle des efflorescengesatenella dans I'Etang de
Thau. Une globalisation de l'influence des divers facteurs potentiels de contréle de ces
efflorescences doit étre réalisée pour cela. Elle nécessite entre autres de caractériser plus en
détails le rdle de facteurs physiques tels que la turbulence dans le développement de ces
floraisons.

Les résultats obtenus a partir d’expérimentations en culture au cours de cette these
devront étre prolongées par des observatiorstu. Les méthodes de suivi situ prévues
initialement dans ce travail se sont avérées trop dépendantes des conditions d’abondance des
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cellules dA. catenella : les faibles abondances observées entre 2005 et 2008 n’ont pas permis
leur utilisation efficace. D’autres méthodes d’analyse, a I'échelle cellulaire plutdt qu’'a celle
de la population, seraient a prévoir et tester afin d’améliorer la qualité du suivi in situ.

Un des modes de nutrition mis en évidence au cours de ce travail mais encore peu
caractérisé reste le processus de phagocytose Aheatenella. Des expérimentations et
observations supplémentaires seraient nécessaires pour estimer la contribution réelle de la
phagotrophie a la croissancédd’catenellaafin d’estimer le rble potentiel des populations de
cyanobactéries et bactéries dans le développement et le maintien des efflorescences toxiques
dans la lagune de Thau.
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RESUME

L’activité ostréicole de I'Etang de Thau subit, depune dizaine d’années, des pertes
de production régulieres dues a des contaminations des parcs conchylicoles par des
microalgues toxiques de I'espéBkexandrium catenella. Cette thése a été menée dans le but
d’améliorer la compréhension des processus de contrdle environnementaux régulant ces
efflorescences toxiques, en étudiant plus particulierement l'influence des éléments nutritifs
azotés et phosphorés sur la croissanée citenella. Ces travaux ont permis de mettre en
evidence une grande variété de sources potentielles nutritives pour cette espece, dont la
majorité peut étre régénérée au niveau de la colonne d’eau. Différentes sources organiques
contribueraient a la croissanceAd’catenella grace a divers processus de nutrition :
absorption direct a travers la membrane plasmique (pour l'urée), dégradation enzymatique
dans le milieu extracellulaire (pour le phosphore organique dissous) ou phagocytose (pour
internaliser des cyanobactéries). Ces capacités mixotrophes représenteraient un des avantages
compétitif permettant a cette espece de réaliser des efflorescences de grande ampleur ; un
autre correspondrait a [l'utilisation potentielle de nutriments azotés la nuit. Les
expérimentations réalisées ont de plus révélé une grande complexité dans les processus de
nutrition de cette espece, par la mise en évidence de variations temporelles dans les capacités
d’absorption, de phénomeénes d’excrétion/réabsorption et d’interactions entre processus
d’assimilation. Cette complexité a pu étre en partie paramétrée afin de définir des relations
mathématiques pouvant étre intégrées a un futur modele de croissance.

Mots clés: Alexandrium catenella, cinétiques d’absorption, ammonium, urée, phosphate,
mixotrophie, phosphatases alcalines.

TITLE: PARAMETERIZATION OF THE NITROGEN AND PHOSPHORUS NUTRITION OF

ALEXANDRIUM CATENELLA, A TOXIC MICROALGAE BLOOMING IN THAU LAGOON WATERS

ABSTRACT

In the Thau lagoon, blooms of the toxic microalgdexandrium catenella have
induced regular losses of shellfish production since 1998 due to bioaccumulation of toxins in
oysters and mussels. This thesis was conducted to enhance knowledge of toxic bloom
development regulation by environmental factors, focusing on nitrogen and phosphorus
nutrients influence orA. catenella growth. These works highlighted a large variety of
potential nutritive sources for this species and a major part of these nutrients appeared to be
potentially regenerated in the water column. Different organic sources may contribute to the
growth of A. catenella from diverse nutrition processes: direct absorption through the cell
membrane (for urea), enzymatic degradation in the extracellular medium (for dissolved
organic phosphorus) or phagocytosis (for ingestion of cyanobacteria). These mixotrophic
capacities may represent competitive advantages for this species allowing the development of
huge blooms; another competitive advantage may correspond to the potential use of nitrogen
nutrients at night. A high complexity in nutrition processes of this species was revealed
through observation of temporal variations in uptake capacities, excretion/absorption
phenomena and interactions between nutrient uptake processes. The parametrization of a part
of this complexity allowed the definition of mathematical formulations which can be
integrated in a future growth model.

Key words: Alexandrium catenella, uptake kinetics, ammonium, urea, phosphate,
mixotrophy, alkaline phosphatases.



	Page-de-garde
	remerciements+ sommaire
	INTRO-page-garde
	Intro-générale
	Page34
	PARAM-N-page-garde
	Contexte-partie-N
	Princ-assim-N
	Texte-Vnh4-Vnuree
	page 68
	text-interactions
	page 90
	Texte-CN
	PARAM-P-page-garde
	Contexte-partie-P
	Princ-assim-P
	Texte-P
	page 150
	Chap 2-insitu
	Phagocyt-page-garde
	Contexte-Synec
	page 158
	Princ-Synec
	page 162
	Text-Synec-2
	Model-page-garde
	Contexte-model
	page 184
	Princ-model
	Model-SN
	Model-T-S-I
	Conclu-page-garde
	Conclusion-générale
	Références Biblio
	Résumé-thèse

