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ESSAI DE REVUE DES
, ~ . '

MODALITES: TECHNIQUES

par

Jean PAGES

.... :

l NT ~O pU C T ION

La bicmasse du phytoplancton est souvent détermin~e par le biais de
ses pigments chlorophylliens. La mesure de la concentration de ces pisments
est déjà un procedé fort ancien, mais une rapide revue de la littérature
fait cependant appara1tre que, malgTe divers essa.is de normalisa.tion (SCOR-

:UNESCO 1966 ), les modalités techniques sont loin d i~tre uniformes.
..llous-.avone tenté de rassembler ici un certain nombre de details tech­
.niquès citê~ par divers auteurs, afin d' obtenh-une vue générale. Ceci ne
saurait ~tre une revue exh51stive, et encore moins. critique, venant après
les travaux publiés dans les "Et"gebnisse der Limnologie" (Beiheft 14, 1980).
li s'agit plutet d'un el!!lsai de mise au point, ~ usage interne, axé sur les
détails ma.tériels et prenant en compte quelques techniques récentes.

En outre, l'accent a. été mis, volontairement, sur le dosage par tluo­
rimétrie, plus·adapté aux conditions .de la haute mer et plus. rapide ; la.
spectrophotcmétrie ~ eté assez négligee.

,. FIL T RA T l ON

1 • 1. CHOIX DES FILTRES

Les membranes filtrantes permetteht, du moins en théorie, de.. séparer
des tailles différentes d'organismes (Faust et Correl, 1976 ) Venrick et al. ~

1977). En fait, le choix de la marque est &ssez ca.pital ; les membre.nes
Nuclepore semblent seules fournir des perforations réellement calibrees
(Shéldon, '1912). ·La. plupart des membranes , cependant t colmatent assez vite
et peuvent, par leur di~solutio[l ultêrieure ,apporter des substances parasites.

Les filtres en fibt'e de verre ont des care.ct~ristiques de :filtration
plus satisfaisantes (Lenz et Fritsche. , 980). Leurs fibres BIIl.éliorent la
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destruction des cellules dans le cas où le filtre est broyé dans le solvant.
Leur porosité est assez bien contrtllee (Holm Hansen et Riemann, 1978 ; Marl:er
et al., 1980). Il semble cependant que les filtres Gelmen type A soient infé­
rieurs aux filtres Whatman GF/C (Herbland, COlllll~\ pers.).

1.2. MODAL1TE DE:LA FILTRATION

La dépression, lors de la filtration, ne doit pas dépasser 1/10e diat­
mosph~re (Ae:ronson, 1978 ; Sha:rp, 1978) .

L'addition d lune suspension de MgC?:} a été 'recamnandee (Strickland et
Parsons, 1968), L'utilité, ou même les bienfaits, d'une telle procéd~e~ sont
assez discutés pourtant (Holm Hansen et Riemann, 1978 ; Marker et al., 1980 b),

1 .3. consERVATION DES FILTRES

Certains auteurs signalent une baisse sensible de la teneur en chloro­
phylle, tant dans les extraits que surIes filtres (Bl.asco, 1973), même si
ceux-ci sont lyophilisés (Lenz et Fritsche, 1980). Inversement, d'autres
essais n'ont pu mettre en évidence de pertes sur des filtres congeles enco­
re humides et conservés à -20°C (Holm Hansen et Riemann, 1980). Des filtres
ont été conservés de façon satisf~isante (moins de 20 %de pertes) à -i5°C~

sur gel de silice, pendant 10 mois (Dufour, 1972).

2. E X T R ACT l 0 li

Plusieurs solvants ont eté employés pour extraire les pigments. L 1aCl~­

tone èst le plus fréque!inI!lént utilisée, mais d 7autres solvants ont été recCI!l­
mandés •.

2. 1. ACETONE

Un des principaux désavantages de l'acétone est sa faible efficacité
d'ei"traction sur de nambreilsés formesplanctùniques.

{1 ~. Le'm1S0 fluoreSèe. fortattent a.vec· ~xc 'z 405, A€mi::
, ....

;.,.

525riii
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2. 2. METHANOL

.;;c Plu~ieursaute1irs recamnandent, ··cœme ·plus efficace. le m.~tha.nol, soit
::b,ouil;J,.e.ntpendant -30 s (Heaney, 1978 ;Stf:l,'Q.ffer.et aL, 1979 ~Riamannf'

1980) ,. soit. plus ,simplement à froid (Berland et al. ,1910 • HoJm Hansen- et
Hieme.nn, 1978 ; Marker et al., 1980 a. et b). Ün 1:>royage du filtre est alors

!;inUtiie ..

Le; ccmportement des pigments da...'rlS le méthanol acidifié peut"présenter
quelques problèmes (Marker et e.l., 1980 a. ; Nusch~ 1980)..Les vapeilrs de
méthanol sont assez toxiques (Nusch, 1980) •

. • 1",

2. 3. ETHA.TiOL

L',éthanol bouillant· est employé par. quelques auteurs (Moed etHa.l~Beff a

1978 ; Marker eta.l., 1980 ~ ;:~sch, 1980). Le bon canportementlors de
l'acidification est intéressant. Le prix réduit est un argument supplémen­
taire.

A CI DI FIC A''l' ION
. ~.

Pour transformer les chloroph.ylles en ph6opigments, divers agents peu­
vent ~tre employés. La chaleur (100°C) a étéemployêe (TNhite et al., 1972).
Plus fréquent ~ car plus simple, est i' emploi de l! acidification, par un
acide minéral fort ou un a.cide organique.

3 •1. MODALITES.

3.1.1. Hel

. La procedure la plus, fréquente consiste§ additionner un volume faible
de Hel dilue à l'échantillon. Les conditions opératoires sont souvent décri­
tes avec une surprenante imprêcision,tant sur le volume, (l7quelques gouttes!l)
que ~ilaconcentration(Udiluéil,Vide O.,5-,à:-l!'1"). Holm Hansen et,Riemann
(1978) r~camnandent une concentration fittale de3,10-3M HCI, 'ngissant 3min.
Le .pH intervient fortement, à. la. fois,·~ur les spectres-dea différents' pi~­
ments et sur la vitesse de transformation- des chlorophylles:lachl b se
transforme en ph~o b 5 à 9 fois plus lenténiërit que la chI a en phéo a.-
(Holm Hansen et Riemann, 1978). Moed et Hallegraeff (1978)-indiquent-un
pH souhaitable de 2,6 à 2,8. Pour un même volume d'Hel, le pouvoir tampon
des différents solvants décrott dans le sens éthanol~éthanol-acétone

,8o.~acétone 90 %•
. . Pour des dosages ultérieurs en spectrcm.~trie!l l'extrait seraneutrEüi­

,se (~91Jn Hansen .et Riemann, 1978,;. Marker et al., 1980 b).."

"·3.1.2. Acid,eoxalique. '",;.; 'C, ;,' '.

Afin de limiter ies risquès aJ'facidirication ëxcessive,cèrte.ins âut~s
préconisent 1 ~ emploi de l'acétone saturee di a.cide oxalique, il raison de' 2
à 5 %de l' écht=lntillon (Bèudbuinêt ScOPpe.~1971).La. rp&c1:ion' estbeaueoup plus
lente' (UolmHansen -et e.1~, .1965) ,.~ il est possible que ce soit .une raison
du peu de succès de le méthode.



1976) ~ cet effet est pro­
I.e fe.cteur acide diminue

" .

J.j.

3.2. FAC'I'EUR ACIDE . ( IlACID FACTOR/1, ACro RATIO" ). .. '. .

Dans le cas"de la: spectr6photan,étrie,. Ûl mo.jorité des auteurs considè­
r.ent qup.le facteur, aCide: .rapports des'. absorpti,ons a.vant et aprèsacidifi ..
cation, a une va.leur constante de 1,7 pour la'chl E:. observee à 665 nttl.

Le. rapport des fluorescences ayant et. après acidification. (Fo/Fa ) varie
en fonction de nombreux fa.cteurs ~.' '. '.. ..' . ' .

. ..:. ModalÏtédc li acidification (voir-plus haut) ~, le temps joue uri' r'à­
le prepondérant dfJ!ls le cas des acides faiblés ;:

- Pourcentage dicau dans l'acétone (Neveux,
bablanent lié au pH (MOèd et Ha11egraeff, 19(8).
q,uènd le pourcentage dl NUl augmente ;

- Longueur d/onde de l'excitation, à largeur de bande constant (Saijo
et Nishizawa., 1969) ; ., ....

- rJ~geur de bande de 'lalumie:re d'excitation (BaudouinetScoppa.~19(1);
- Nature des filtres secondaires et du photo~ultiplicateur (Neveux,

1976). .

L'interaction de ces différents facteurs explique les chiffres extrême­
ment variables apparaissant dans les publications 9 puisque les conditions
exp~rimentales sont pour le moins variables, ct parfois non contrôlables.
Le facteur acide diffère, de plus, suivant le pigment considér~. Les valcu~s

varient ainsi entre 0,9 et plus de 11, suivant les conditions (tabl. I).

4 • MESURES PAR' FLUORIMETRIE

4.1. CARACTERISTIQUES OPTIQUES DES PIGMENTS

Les longueurs d 1 onde d'absorption (excitation) et d ;émission maximum
sont varie.bl~s selon les. pigments considerés . Ainsi , Baudouin et Scop};-a
(1971) relèvent un spectre de diff~r~nce entre chI a et pheo a av~cun

maximum à )~33 .!ml '; le "ratio spectrumî1 de ces deux pigments a-unmoodnnnâ
à environ 438 nm. . . . .

Pour les divers pigments principaux, les longueurs d' onde di èxcita.tion
.et di émission sont assez différentes suivant les auteurs (tabl. II).

Les. fluorescenc;;s ont des intensitêsrelatives variables. En outre ~ le
sigI;\al donne par 1 ~Jr1. 1-1 d Vun pigment donné est fonction de la longueur
dl onde d'excitation (Wh,ite et aL~1972).

4. 2. M~~TERIEL
. .

Les problèmes purement techniques de matériel sont sOuvent tota.lement
négliges, ou du moins fort peu mentionnés. La rigueur semble faire souvent
défaut que.nt aux conditions experimentales {temps, volumef3, pH, etc), nous
l'avons déjà vu. Peu d'efforts sont faits, également, en vue diœneliorer
les techniques et le matériel et des publications relevant des déta.ils im-·
portants ont ét{-: négligées au profit de routines bien établies mais· per-
sonn'elles . - .

. ':Le ,fluormètre le plûs ro,ployé est le 'furner 111. équipé de 'divers.: ac·­
cesBoires. L'anploi de spectrofluorimètres est exceptionnel en routine de
terrain.
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4.2.1. Lampes

- F4T4 BL (Strickle.ntl et Parsons, 1968) t lanpe UV à vapeur de Hg, donc
spectre de lignes ;

- F4T5B, qui aune âmission continue (d'après le constructeur) et non
un pic (Neveux .. 1976) ; . . .'

- Hanovia. xenon i 150 ~.v(Be:udouin et Scoppa., 1971). On peut reaerquer que
la. puissence totale du Turner 111 est de 120 W(Operating manue.1) ;

- Kulanda.ivelu et Daniell (1980) indiquent un optimum de 10 W.m-2 pour
l'excitation.

4.2.2. Photomultiplieateur

- ftCA 93 1.. A sur les anciens Turner 111 ~

- 1\136 Hamamatsu, 15 foia plus senible que le préc~dent dans le rouge
(Neveux, 1976) ;

- R 446 Hamernatsu, plus sensible encore (BaudOllin et Seoppa, 1971).
Insta.ll6 en usine sur les modÈ!les actuels Turner 111-003 et. 111-004 ;

- R 456 Hamam~tsu (B8Udouin et Scoppa., 1971); .. '
. - R' 375 H8r.l8l!1a.tsu (Ifulandaivelu et Daniell, 1980) •

.4.2.3. Filtres opti~es

Il semble que les Publi~~tionsmontrant l'~portance du choix des lon­
gueurs d'onde, et de leur précision, n'aientgu~re eu d'écho. Les filtres
interférentiels semblent rarement employés,. bien que nettement pr€férables
quant à le.definition,.et à l'étroitesse de leur bande passante. Ils sont
:pius chers que les filtres d'absorption (600FFou 120 US, contre 200 FF).

4.2.3.1. Filtres prÜlaires--------------------------
- CS 5-60 Corning (Turner 110-992), le plus employé ; maximum ~ 420 Dm

(Blasco, 1973) ou 425 rm (Heaney, 1978) ; ..
- cs 5-6~. (Corning ?) s maximum il 402 nm (White et al., 1972) ;

cs 5-74 If , msximum à 442 !lU, (White at eJ..• , 1972) ;
- CS 5-75 rI , maximum à· 465 Ml (White et al ... 1972) ;
- Corning 5113, maximum à 400-460 Dm (Kulandaivelu et Daniell)
- Corning 55h3 ? (Slovacek et Rannan, 1977)
- \olràtten 47 B, équivalent au as 5-60 (Strickla.nd et Parsons).

4.2.3.2. Filtres secondaires----------------------------
- CS 2-64 (Turner 110-921), filtre d'arrêt:
• arrêt il 640, me.x:imum. à 675 Dm (Blasco, 1973),
• arrêt à 645, maximum à 687 mn (Heaney ,1978) t

• arrêt à 650 environ CHolm Hansen et al. t 1965) s
- CS 2-60 : ..
• errât &.630 (Holm Hansen et e.l. ,1965) ou 599 lin (White et al., 1972) .
- Wratteri 25 : .
• arrêt à 600 nm environ (Ho3m Hansen et al., 1965), moins ~troit que

CS 2-64 CTunzi et e.l., 1974).· . .
- (CS 2-60 + B&L (1) 680) maximum à 680 m (White et al., 1972)
- (CS 2-60 + 13&L (650) maximum il 653 nm (White et al., 1972)

( 1; I&L : Bauseh " Lcab.
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.. '/

- (Cs 2-64 + i~atten 70)
:'; . rarrêt"~,,,6p'0 nm (J..qftus et CarpentE'Z,,' J971)r

-"(CS' 2-5~i'+ Corion 6509 (1))
"mSJf~:~t5;50 nmJL?ftus et Carpenter, 1971),
;.. (ès 2-62 + Corion 6217 (1)).' ,
,f1~~ à 620, np.(Lot"tus e't. êarpente+" 1970

- Corni~ 2418, '" , ' ,,' : ",
, .: ,;1" ' ,(Slova.cek e1; )iannap, , 1977), '
- Schott ?'?

maximum à 690 nm (Kulandaivelu et Daniell, 1980)
... ," .:..: .: .~

.... : '

'/:;

4.2.4. Cuvettes
..... "., ,

,L,,+ f()I'me des cuvettes et;llPloyéesn', estg~néralement pas .-mentionnée.
TUrnér fournit dës cuvèttes cylindriques. Une cuvette rectangUlaire est em~
ploy~e:'l)~ l):ula,ndaivelu, et Da.niell,. (1.980) • " !' '" ..,.,! .

• '~.. •. \ l '" • • • . '.'."

,j,·ô"· 'f''';': ~·r.:,;· :'U~~ :,;):',

4.2~5. 'EmPloi du fluOl,"~~tre:".:",;., ". . . . . .... . . . . ..... . .~ ;, ... ; ...:; ",',.;.. .
Bl.en que de nanbreux :rluorimetres èoientremé.rquablement stables dans

le temps (Dufour $ CClnm. pers.), plusieurs auteurs recanmandent des recali­
brations périodiques par le sulfate de quinine en solutiondans,H2S04-: 0, 1 :fi!
à: des co,ncentratton,s ,var iaples fL<i>ftus. et Ca.rpenter, 1971 : Slovacek ,et ­
HanJ;lan i 1.,97,7).. StewaJ!'t, et 'Wetzel <,1.980) indiquent une lecture de 40; en,:"''',
ech,elle J.-O X,J?our 15, ug.,-14e quinine. .t, '.' ... "',,';,,:,~:

Une.:recal,ib;rat:j.on es:-taussi possible pa.rde la chlorophylle a pure> .~

(réf. C5753 "éhe,z ;§ligmey Ch~ical Canpany ~ POB145,08~ .St";Louis ,'63172, USA).

4.3. MESURES ,EN FillOR~ETRIE

4.3.1. Hesures sur les extrait,s;,
::.

Dans la plupart "d,ës cas,,: .une seule lQngueur d'onde est utilisée à
l'excitation, une a,utre àlal'ec'ture. Des.,ïi:.nterferences peuvent apperaître~

surtout TIl:\r la.~hi .'l( (Hom 'I!~~en et Riemann:, 1978 : Rai, 1980). Il est POS-­

sible detravailler;fi plusieurs longueurs d ionde pour éviter' ces interférences.

~9E.Q.9,'9r,ÇÇJ.~~igg!L

Si T est le facteur acide ~ détermine pr€a.lablE!llent dans les même's con­
ditions expérimentales, on a ~ ,

.,!

chl a = a.(T /(T~t».(Fo-:F~)

phéo!: = Ct.(T ICT-'n,).(T.~a-Fo)

avec un facteur constant a regroupant toutes les caractéristiqùesQ,e Il ap­
pareillage.: rJe'facteur' (l'devra aussi êtt-edéterminé e:xpérilrienta,l!'!U~~t
(Holm :iIa.nsen et al., 1965 ) Strickland ,et ;persons .. ,1968 ; Loftus et,çarpcnt,~r,
197 n. '.' " ..."..'.', ' ":' ,

Les é"quations ci-dessus présupposent 1.,' absence, èie ch.f ·~,dont la pré-
\ ~ l ~ , r . • . ~ . .

"r

.. :.' ~., T._. •..• :.'J,".:

___, tlJIl,est.à ,remarquer. que (;les deuxroférences ni existent pas dans le;"
catalogue Corion 1979.
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sence entra!ner.a, une ,sur-estitnation de la. p~1éo a (Merker et 8J.., 1960 b).
I.,es différences de vitesse ~dètrans:forme.tiondes chI a et p (Ho:lmHansen
etaienann, 1980l n'ont:pas ~téutilisées,anotre conn&Î.ssince t pctUr dis-
tinguer, entrE! iles deux chloroPhYlles. . . ' ,

·'~!~~cm~~!.q~~_L.. "
Les longu~rsd'ônde différentes .d'excitation et d lllnission maximum des

divers pi~ents peuvent permettre de les distinguer. Quelques hypoth~ses
doivent~tre faites, entre autres que les divers, canposants du mélange fluo­
rescent independamment'et que,la canbinaison de leur réaction est linéaire.

- A l'excitation (Whit'e et M., 1972):
• en l'absence de phéopigœents :

chl ~ = 0,733.F405 - 0,029.F460
chl . .!l = O,292 .F450 - 0,131.F405

• en présence deph~opisPlents, avec !J. la. variation de F apr~s a,cidifi··
ca.tion. et Fa la fluorescence aprÈ!s acidification':

chl ~ = 1,46~!J.440 + O,013.Ô 460
chl'!? • 0,43.!J.460 - 0,33.11 440
pheo.! • 0,70.Fa405 - O,23.Fa440

pheo È. =. ,81.Fa440 - 0,04.Fa,405

- A l'émission (Loftus et Carpenter, 1971) :
chla. := 0, 110.~660-0,109•.1.650+0, 110~A620

chl'S ~ 0,052.Ô660-0,286.Ô.650+0,310.Ô620

chI c = -0,012.A660+0,036.~650+0,265'~620

4.3~2. Mesures in vivo

ra concentration de chlorophYlle (mesur~e par spectrophotan€trie, ou
par fluorimetrie sur les extraits )ne presente pas une relation lin~aire

avec la. fluorescence in vivo (" IVr',) •

Un prEmier facteur est instrumental. Neveux (1976) rel~ve une saturation
de l'appareillage. Une telle saturation, due à l'instrumentation autant qu'à
l j auto-absorption par le pigment mÊme, apparaît aussi sur des extraits au­
delède 100 J,Jg.1- 1 (Dufour,canm. pers.). Strickland (1968) observe une loi
exponentielle entre NF et chI, et recanmand.ede ne pas utiliser l'échellé
1X. Thanas (1970) obtient une réponse linéaire mais ne pr~cise pas la marque.
Kulandaivelu et Daniell (1980) indiquent un maximum mesurable de 500 ~. 1-1•

bans la 'plupart 'des cas in situ, la relation'est cependant lin~&ire d~ls

une même masse d' eau entre NF,et c.hlorophylle (:Blasco, 1973;Neveux, 1976:;
Herbland et Voituriez, 1977) et on peut Ecrire :

chl = K. (M')

Ce coefficient de proportionalitê, K, varie de 1,1 (Hesney, 1978) ~
7,6 ('funzi et al., 1974) en fonction de nanbreux facteurs. K diminue quand
la profondeur de la th~ocline augmente (Herbland et Voituriez~ 1977) ;
l'espèce daninante ,joue un rôle (Strick1and, 1968 ; Slovaeck et Hannan, 1977 ).
L'état physiologique semble jouer un rôle primordial,pe.r exemple déficience
en N ou P (Kieter, 1973 a et b ~ Slovaeek et lIannan, 1971) ou taux de crois-
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sance ,in, situ (He~ey,:1978), ou in vitro(DÙf'Otir,ccilful.., pers~). Le' tl fluores-·
cenee ,nwnbern"1'Kiè:re:t:"~ 1973 a) varie tr~s;Yôrt'Snént àveè la lumièr'è (Heaney,
1978). Le.photoiiihibiitionse manifeste nettement ( Kiefer, 1973 b ; Heaney, ..
1978) à des intensités lumineuses faibles. Son mécanisme est double (Kiefer;
1973 a ; Harris et P1ccinin, 1977).

La mesure de le. IVF ne resoud'donc 'pas le problème de la. dét.enriination.
de la "9iorna.sse :l?laIlstonique. :E~n outre, de nam.breux travaux effec:tu~s sur la
IVF' ne 'ti~rinerit':pas..'co:nptede la fluorescence ,Q.i~,9ut~•.,dont Il impor:i:;anc.e '. '
n'~st pas'n~gligB~ï;>J.el?l,)r:f'ois(Herbland et Voitll~iei:,:1977 ;. Hean~y~ 19J<'3:,:
CullenetRehger ,: 1~79) . S1.livant le type .de filtre ~Pf,9yé~ des Aêpris:celr
lulaires ou des cellules de petite taille peuvent pas~er do.ns le filtrat
(Herbland, canm. per s .) et entraîner une ~Ur-éva;luat:ion'séi-ièUse' de ln.' fluo..
rescence dissoute.":,

4.3.3. Emploi de la DCMU

Les variations vues ci-dessus du" fluorescence number ll K correspondent
à un,: i-èndem:ebt'" deluorescetl.'~e (1' Iluo1"escence yi~ldi:' )va.ria.ble •:, ',. :.:

Ce rendement est fonction invèri:i'e dutittiX aètransport à; électrons'
pour la photosynthèse (Ki~:t;'erl" 1973 I!J,) ;, leiren".ement de :fluorescence est
en canpétition E),VCC le rendement chimique (Butler, 1966) • Une mesure fiable
de la chlorophylle par rIT implique un déc<fuplage~ par blocage chimique
in vivo (Duysens et S-weers,1963L qui (;f],uivaut"all découplage réalis~, au-­
t.reznent, par 1 vextraction acetonique. La Da.m (1) réalise ce blocage au niveau.
de la réaction de Hill (Fleischhacker et fenger, 1978).

Les concentrations finales réalisées sont varièbies :10-5M(Fl:eischhacker
et Se~er~ 1978 " SaiJiuelson eta.l.,' 1978;. Ku1andaivelil et Daniell, 1980).
3. 1O-~ (Cullen et ReJ;lSer, ·1979) ~ 3 à 10 •.. 10~~ (Slovacek et Hannan, 1977).
Les délais de réactioIl h et d iobserve.tiori,varient de 30 s (Cullen et Renger 5

1979 ; Kulandaivelu,et Daniell ~ 1980-) .l10mîn' (Samuelson et al., 1978). Le,
production d102 est totalement stopp~e après ?.5 min même sur des formes
cuirassees (Slovacek et Hannan, 1977). Des d~lA.is' tlé Ji, à 1h s sont probable···
ment insuffisants, et expliqueraient certains resultà:t's, décevants in situ
(Roy et Legen<ire, 1980), .',

La··f'lubrc'scence·'esi mesuree 'sans DeMu (F):~) et. avec DCMU{FD). On calcu-:
le, soit le rr.pport FD/FN (Roy et LegendTe',1980), soit un "fluorescence"
r~sponse in~exl!," FRI : ' ..

,,' FRI":::· ''(:t<'' . -. F')/F .
,::", ..D ", :·.;.N D. .:;..- ...,:'

Une v~e'1I' nul;Le: de;· FRI ~ corresp~m.<lant ~ une absence dl effet de l~ " "
DCMU, ind i que une capacit.ê photQsyntJ:léti que nulle ~ . '

(1) DCMU

" .' i ';'

,\ ;.: .

3':;'(3,4-dichlorophenyl')-1,1-diméthyl-urée
•• ., .:. '. 0"',-

. ,'.

.1'

fabriquée par K & K: ,,'
vendue par O.S.I~ (154 FF/100 g)

.,. . \

ou Touzart et,Matignon
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Resultats :

'FD~gménte~·de;fe.çOn as~ptCltique a.~ec le temps de réactiol1 (Sf.ml\lelson
et al., 1978). La. :f'1uorescence double (FR! :: 0,5) après 30 à 60 5 te.nt sui
des cultul"CS que sur des populations n"t\li"ellel;i. In situ~ le J2l.sxÏJnum d.e FRI
(0,6) est observé à-le. profo:ndeu:r du: maximum de chlorophylle (Cullen et
Renger, 1979). FRI augménte avec' le.. profondeur' (Roy et Legendre, 1980).

Plusieurs éta.ts phYsiologiques extrênes ont été réalises sur des cultu­
res : forte éerence' en N, 'P ,C02 , anpoisonnanent par HgC12 etc'..• Quelles
~le soient les espèces et les conditions, il existe une reiation entre PD
et la concentratio~ de chI a. mesurée sur les extraits (Slovacek et Rannan ..
1977). ,'. '."

.... On obse~e d'autre partl,lnerel!,\tion étroite entre 'FRI ·et ,la photosyn··
thes.e, me~eepar exE!llple par, •14C. (Samuelson et al. ,1978). D'eutréSèXau-'­
plesd'ut,ilisatio,n de. laDCMU..aboutissentà des conclusions, analogues quant·
à l' inter~t de cette méthoq.e (HaJmann et Elgavish, 1979 ; K'ule.ndaivelu et .."
Danie),1, 1980). ',;':

5. MESURES PAR SPEC~ROPHOTOMETRIE

La spectrophotanetrie est généralement considérée caœme la méthode de
r efér~nce pour des mesures par fluorim,étrie. Nou.:savons vu que. l,' emploi de
la DcMtJ permet des déterminations absolu.es .~. d'autre part ~ la ca.1ibr.a.tion
du fluorimètre peut se faire suP de la chlorophylle pure. Pour ces raisons 5

1& spectrophotamétrie perd une partie de son importance, et ne sera traitee
ici que rapidanent ,peur mÉmoire.

Les corrections de turbidité d~s extraitssontbasees généralement sur
une lecture à 750 nm (Moss, 1967 ; Samuelson et al. ~ 1978), encore que d'e.u·­
tres longueurs d'onde aient été employées: 730 on (Jensen, 1978) ou 720 IT<n.

5. 1. MESURES MONOCHRCMATIQJES

. Pour la chlorophylle ~ les coefficients d'absorption specifique sont
assez biEm connus (Marker et al., 19~0 b). A 665 Ilm, on a selon le solvant
employé :

-:-a.cétone; 9,0 %. 89
':',éthanol 90 % 87
~.' mtSthanol' . . ·77
- di~thyl éther 100

Pour l'acétone 90 %, on aura ainsi lléqua.tio~ (Jensen, 1978) :

chI é. = 11,?3.(D665 -D
730

)

D'autres auteurs utilisent dGS va.leurs quelque peu différentes: 11,9
chez TeJ.ling et Dr i ver (1963) par exemple.

La'détermirlation des phéopigments se fait par lecture à 665 nm a.vant
(D9) et après (Da) acidification. Diverses équations sont donn~es ,e.ha.logues

ma1.S non identiques ,par divers auteurs. En négligeant les facteurs de volu-
mes d ',extrait .et, <l'échantillon, on trouve e.in$Ï :. .'. .'.

, ... c:~a ~~26,1 (Do - Da) )~.Strickland et,
pheo' = 26,7 (1,7 .Da. - Do) .. ) . Parsons; 196$
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5.2. MESURES A DIDX LONGUEURS 0 1 ONDE

"

Oifférents pigments peuvent être détermines en utilisant les dif;féren,ti;;
:J1oximulns d'absorption

. , chI a . = ,1,1 ~6.0665:-:,+~~'.D645 ) "

chI b =,1 9,,1.D
645

- i~!J.D665 )-.Talling, 19

et

5. 3. MESURES A TROIS LONGUEJRS D'ONDE ., '.

Des lectures ~ troislorigu~s d~onde permetteni de, déterminer les con·­
ceritrations respcctive!2 dê chI a, b et' c. Les équations ne prennent.cepen- .
dantpi:i.s èriccmpte les pheopigments correspondants et, de ce fait, sur-",'
évaluent les chlorophylles (Marker et aL, 1980 b). ...., .

Les coefficients t et les longueurs d 1onde _ varient suivant les auteurs ;
Jensen (1978) donne les équations: .

chl a = 11,85.D664 - 1,54.D6l~7 - 0,OS.D630 ·

chI b - 5,43.0664 +21,03.D647 - 2,65.D630
chI c:: 1,6LD664' ~7,60.D641,+2~t52.D630

Strickland et Pai'sons (1968 ) donnent 'trois sêriesd 1équ~tions ,de sour·­
cesdiff'érentes ~ .sa.ng·aéte~iner lé.' valeur r~lntiv(~d,e ces ~c;iuations, dont
les coefficients' sont assezfortÉ!nent différ.ents.· . '. .
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3,07
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TABLEAU L-' valeur du facteur aèide

. chla

valeur mOyenne

acide oxalique, 3 ~in

excitation à 445nm
exdtation à 438 nm : ~xtrapolê à

largeur de bandé nulle

suivant acirle e~ployé et temps

~vec photomultiplicateur R. 136
.. ' ;', 'r .."· :'.;

excitation e~tre 430 et 1~50 UB, largeur
-Jè .. bande 1(' nPl

chlb

chI c

Réf •*

(1)

(2)

0) .

(4)

(5)

(6)

(7)

1,73 filtre

2,ll filtre ('he; 2-()/'

5,8 filtre CS ?-60

14. 1

' .



TABLEAU II.- Caractéristiques optiques 1 5

excitation réf. * émission réf. *
L
il

432 (8) " 674 (3),

chl 1+30 (7) " 676 (6)a ;!

445 en ,
670 (9);,

.(

chl b
466 (8)

l'
659 (8)
660 (6)

f:
JH
1chl c 6/~2 (6)

i

i ~

pheo 398 (B) 676 (8)
a 445 (3) ;: 676 (6)"- "l,

:!
(S)

pheo b
437 (8) !; 662

- 4to (7) !~ 66? (6)
id

pheo
~ i

665 (6)c ,
-

JI
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