
MICROFICHÉS 

DANS UNE LAGUN-E TROPICALE 
(LAGUNE ÉBRIÉ,; CÔTE D’IVOIRE). ‘. 

BIOMASSE, PRODUCTION, <. : 
EXPORTATIONS.. 

. 1  



Année 1991 

THESE 

prkentée par 

Jean-Pascal TORRETON 

pour obtenir le grade de 

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE D’AIX-MARSEILLE II 

FACULTE DES SCIENCES DE LUMINY 

Spécialit6 : Biologie cellulaire et microbiologie 

Importance des bactbries hétérotrophes aérobies dans une 
lagune eutrophe tropicale (Lagune Ebri6, Côte d’lvoire). 

Biomassq, production, exportations 

Soutenue le 25 septembre 1991 

Devant le jury composé de : 

MM. A. BIANCHI 

D. BONIN 
/ P. CAUMETTE 

Ph. DUFOUR 

MME. F. JOSET 



Editions de I’ORSTOM 
INSTITUT FRANÇAIS DE RECHERCHESCIENTJFIQUE 

POURLEDÉVELOPPEMENTENCOOPÉRATION 

Collection : 
Travaux et Documents Microédités 

PARIS 1992 

ISBN:2-7099-1097-7 

0 ORSTOM 

I 

I -3 
#La bi du 11 mars 1957 n’autorisant, aux termes des alinéas 2 

a et 3 de l’article 41, d’une part, que les (scopies ou reproductions 
w strictement réservées à l’usage privé du copiste et non des- 
« tinbes à une utilisation collective~~ et, d’autre part, que les 
a analyses et les courtes citations dans un but d’exemple et 
« d’illustration, etoute représentation ou reproduction intégrale, 
« ou partielle, f’aite sans le consentement de l’auteur ou de ses 
« ayants droit ou ayants cause, est illiciie* (alinéa1 er de l’article 40). 

« Cette rep&entatbn ou reproduction, par quelque procédé 
« que ce soit, constituerait donc une contrefaçon sanctionnée par 
« les articles 425 et suivants du Code pénal.~~ 



AVANT-PROPOS 

Le travail presente ici a ete malis au Centre de Recherches Oceanographiques d’Abidjan 

(C&e d’lvoire). Je tiens en premier lieu CI remercier toutes les personnes qui ont contribue à 

d8velopper l’ewlogie microbienne à I’ORSTOM. Cette discipline est &ente, du moins dans son 

approche actuelle, et ses acquis sont wntinuellement remis en question, essentiellement pour des 

raisons d’ordre méthodologique. La confiance accorde8 par I’ORSTOM à l%quipe “environnement” du 

CRO a grandement facilit8 l’approche qui s y est ainsi d8velopp8e dans une s8rénit6 appmciable. 

Au CRO, je dois beaucoup à Daniel Guiral pour sa profonde connaissance de I’&ologie en 

général, et du milieu lagunaire ivoirfen en particulier, pour ses wn@tences dans des domaines très 

vari8s et enfin pour sa grande r&ptivite aux opinions diverses. Une part importante de ce travail 

n’aurait pu &re effectuee sans I’arnv8e providentielle de Marc Bouvy fin 1988. La plus grande part des 

resultats expos& ici sont le produit de notre travail commun. L Wude des cycles nycthem&aux et les 

améliorations du protocole de mesure de la production bactetienne n’auraient pu &re réalisees dans 
le m8me temps sans son concours. Le travail realise depuis son arnvee souligne l’importance de 

travailler en binôme en 8cologie microbienne. 

L’essentiel de ce travail a 8te r8alise en Équipe. Au cours de I’etude des variations 

nycthemerales et des profils verticaux en 1989, Robert Arfi a pris en charge les mesures de 

production primaire au 14C et les dosages des pigments photosynthétiques. Souleymane Bambara a 

realisé /essentiel des dosages d’oxyg8ne dissous n8cessaires aux mesures de respiration et de 

production a l’oxygene. Pascal Macouby s’est chat& des ddnombrements du zooplancton. Les 

mesures spécifiquement bactedennes etaient rt$afisées par Marc Bouvy et moi-meme. L ‘étude de la 

déstratification en baie de Bi&ti en 1987 a 48 réalisée a l’initiative de D.Guiral qui s’est plus 

particul~erement occupé des sels nutritifs et des mesures physiques et chimiques. La wurantologie et 

les pigments photosynthétiques étaient pris en charge par R. Arfi. La production primaire 4 I’oxygéne 

et la respiration étaient effectués par S. Bambara. 

Le travail de terrain doit beaucoup a E Faure pour la fabrication du mésocosme et de diverses 

réalisations necessaires a cette Btude. L’emploi de I’Akoue, le bateau laboratoire du CRO, n’a été 

possible que grace à l’acharnement therapeutique de F.Sanseo et de son équipe sur sa version 

ancienne, puis grâce à I’opiniatrett? de J.-B. Amon-Kothias pour obtenir les financements nécessaires 

a sa nouvelle motorisation. A bord, j’ai énormément apprecie la compétence et le devouement de 

Ouattara . Sin et de Abou Traore. Merci aussi aux piroguiers anonymes qui nous ont permis de 

continuer tes prel8vements lorsque I’Akoué n’&ait pas disponible. 



Tout au long de nwn sejour au CRO l’aide technique de Roland Djedje et de Rigobert 

Banhoro m’a été precieuse. Je tiens egalement à remercier Norbert Silvera et Jean-Louis Burgaud 

pour m’avoir permis Tac&s au compteur a scintillation du centre Adiopodoume et avoir entretenu le 

venerable appareil jusqu’à sa panne definitive. Par la suite, seule la gentillesse de Regis Lacrotte m’a 

permis de continuer les mesures grace au compteur de I’IRCA. Merci egalement au CEA pour avoir 

fourni gracieusement la totalité des radio-isotopes utilisés au cours de cette etude. 

L’isolement scientifique et la faiblesse des moyens analytiques disponibles en C&e dlvoire 

ont été grandement attenues par des séjours réguliers au laboratoire de Microbiologie marine (CNRS, 

UPR 223) où l’on m’a toujours reserve le meilleur accueil. Chaque passage était l’occasion d’y mettre 

a jour mes recherches bibliographiques et de b&Wkier de I’expenence de tous les membres de 

I’equipe. Je tiens a les remercier encore une fois pour m’avoir permis d’effectuer cette année de 

redaction au sein de leur laboratoire dans les meilleures conditions. 

Toute ma gratitude va a MM. Armand Bianchi, Daniel Bonin, Pierre Caumette, Philippe 

Dufour, MME. Françoise Joset et M. Pierre Servais qui ont accepte de juger ce travail et de prendre 

place dans mon jury. 

Merci enfin a Julie sans laquelle ce travail n’aurait pas Bté possible. 

A mes parents, 

A Julie, Pia et Léo. 



Table des matihs 

I TABLE DES MATIERES 
1 

Chapitre 1 : INTRODUCTION 

1. BACTERIES HETEROTROPHES: GENERALlTES . ROLE GLOBAL DANS UN ECOSYSTEME ...... 6 

II. LA LAGUNE EBRlE ........................................ 6 
1. Sltuatlon-morphoiogie .................................... 6 
2.VarkMllli. ......................................... 6 
3. Etudes mlcrobiologlquer défi r6allsker on lagune Ebrl& ................... 11 

Ill. APPROCHE DU TRAVAIL ..................................... 12 
1. Wfinltlon du paramitres L &dler ............................. 12 
2. Llmlter d0esrux uract6rlotlquer du mllleu lagunalro- Approchodu travail .......... 13 

Chapitre 2 : METHODOLOGIE 

A . DETERMINATION DE LA BIOMABSE BACTERIENNE .......................... 17 

LDENOMBREMENTS. ....................................... 17 
1. Commun8uU tot8k. ...................................... 17 
2. Bact6ri.a flx6er l t Ilbru .................................. 18 

Il. VOLUME CELLULAIRE MOYEN .................................. 19 
1. D&ermlnrtlon ........................................ 19 
2. Etalonnage. ......................................... 19 

Ill. CONVERSION DU BIOVOLUME EN BIOMASSE .......................... 23 
1. Contexte. .......................................... 23 
2. Approoher utllls6es. .................................... 25 
3. Concluslon. ......................................... 30 

B -. MESURE DE IA PRODUCTION DE BIOMABBE BACTERIENNE 
PAR L’INCORPORATION DE THYMIDINE ............................... 31 

1. INTRODUCTION .......................................... 33 
l.Prlnclpe. .......................................... 34 
2. Crltkes d’applioablllU da la méthode ............................ 35 
3.ooncturlon .......................................... 37 

Il. METHODOLOGIE EMPLOYEE. .................................. 38 
1. Inoorporatlon dans Jea macromokkulea ........................... 38 
2. Nature des macromolkules marquibr . extraction do I’ADN ................. 41 

a. Introduction ....................................... 41 
b.Mat&ieletm&hodes. ................................. 42 
c. Rhltats et discussion. ................................ 44 
d.Condusions. ...................................... 56 

Ill. CONVERSION DE L’INCORPORATlON DE THYMIDINE 
EN PRODUCTION DE BIOMABSE BACTERIENNE .......................... 66 

1. Introduction ......................................... 58 
a.LecalculthWique. .................................. 66 
b. Déteninatfon empidque dans un systime de calibration .................. 60 
c. Validation par une mf%hode in&pendante ........................ 60 

2. Approcha utllls&o on lagune Ebri) ............................. 61 
a. Determination empirique ................................ 61 
b. Validation du facteur de comwsion par la consommation d’oxygéne , , , , , , , , , , , , , 74 

lV.CONCLUSION. .......................................... 84 

1 



Table des marhes 

C . DETERMINATION DE LA PREDATION SUR LES BACTERIES ....................... 85 

1. CONTEXTE ........................................... 65 
II. MEWODES DEVELOPPEES .................................... 95 
III. RESULTATS. .......................................... 59 

l.MrpsriUon~I’ADNbr~r~mrrqu~. .......................... 89 
2. Inhibltour dœ l ucaryotœ ................................... 94 
3. Inhibltaurs des procuyotoo ................................. 95 

D - ACTIVITE DU SYSTEME DE TRANSPORTS D’ELECTRONS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 99 

1. INTRODUCTlON ET PRINCIPE. .................................. 99 
II. PROTOCOLE EMPLOYE ...................................... 100 

1. Prubvomanî rtodug* .................................... 100 
2. Priprratlon de I’oxtralt celluklro .............................. 100 
3.R6allutlonduwst. ..................................... 100 
4.OJkuk ........................................... 101 
5.Effhclt6derUentlondeebact4rier. ........................... 101 

E - AUTRES PARAMETRES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , 102 

1. CONCENTRATION EN PIGMENTS CHLOROPHYLLIENS , , . . . , . . . . a , . . . . . . , , . , 102 

II. PRODUCTlON PRIMAIRE AU 14O. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . , . 102 

III. CARBONE ET AZOTE PARTICULAIRES , , . . . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 102 

IV. RESPlRATtON ET PRODUCTlON D’OXYGENE . . . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 103 

Chapitre 3 : ETUDE DE LA VARIABILITE NYCTHEMERALE 
DES BIOMASSES ET ACTIVITES BACTERIENNES 

1. INTRODUCTION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ...* e.... 107 

II.OBJECTIFSDECETlJDE.. . , . . . . . . . . . . . . . . . . . s . . . . . . . . . . . . . . . 109 

Ill. REALISATION PRATIQUE ..................................... 110 
l.Cholxdasltuetdesépoquer. .............................. 110 
2.~8uiptlon&I’~n~.mlwonpkœ. ......................... 112 
3. Purmitroa itudl6r . m&hodoa ............................... 112 
4. EchantIllonnage ....................................... 113 

IV. RESULTATS, DISCUSSION .................................... 114 
1. Varlatlona 8Patlrlas ot uls.onnlCn ............................. 114 

a. Biimasse photosynthhque et production primaire ..................... 116 
b.Biomas~ec~neetincorporationdethymidne. ................... 118 
c. Respiration et Bvolution nyctimhale de I’oxygfhe dissous ................. 132 
d.SMimentatjon ..................................... 133 
8. Phdation ........................................ 140 

2. Evolution nycthémérale des l ctlviUr et dea blomasses bact6rlenner ............. 144 
a. Allure g&Wale. Signhïcalion des diffkenœs jourhuit ................... 144 
b.RelationprobableaveclesswrcesnuWtives. ...................... 157 

v. cOwLuSlONS. ......................................... 165 
1.V~ldIU6PaPproohenmbocouno ............................ 155 
2. OaractWatlqur deo dlffhnts rltor M ipoquos ....................... 166 
3. Repr6aentatlvlU d’une mesure ponctuelle .......................... 166 
4. Contr&e de la production bcthlenne: bactbles Ilbres et tixh ............... 167 
5. Sources de production bact6rlenne. ............................ 167 

2 



Table dss maths 

Chapitre 4 : PROFILS VERTICAUX 

1. OBJECTIFS ........................................... 170 

II. METHODES ........................................... 170 

111. RESULTA= ~USSlOfd. .................................... 171 
l.Mstrlbutionrmtlcrk~bioma~otderacUvit~. .................... 178 

a.Phybplandon ..................................... 176 
b.Bact8riœ.. ...................................... 178 
c. Nanoplancton h&Wrophe ............................... 179 

2. Productions l t blomaree8 IntMr6er par m2 ......................... 182 
a. Comparaison des biotnasses bacMienne et phytoplanctonique ............... 182 
b. Comparaison des productions bacttkienne et phytopknctonique ............... 184 
c. Consommations d’oxygkie bact&ienne et phytoplanctonique ................ 186 

3. Evolution dœ l ffectlfe l t des l ctlvlt&s bactMennee dans les couchoe profondes ....... 187 

IV. CONCLUSlON ........................................... 191 

Chapitre 5 : ETUDE DE LA DESTRATIFICATION EN BAIE DE BIETRI 

1. INTRODUCTION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 194 
CIRCONSTANCES ET CONSEOUENCES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA DESTRATIFICATION 

1. La bale do Bi&t& &mlutlon annuelle, zonatlon horizontale l t vertlcale 194 ’ ............. 
2. Mrtr8tlfkatlon annuelle .................................. 196 

II. ETUDE DES CONSEQUENCES MlCROBIOLOGIQUE DE LA DESTRATIFICATION ........... 200 
l.Mot6rleletmModee. ................................... 200 N_I 

a. Echantillonnage, .................................... 200 
b. ParamMes physico-chimiques. ............................ 200 
c. Param&resbidogiques ........... 8. ..................... 200 

2. Rk0ats dlrcuulon .................................... 201 ‘1 
a.P&iodestratifi6e. ................................... 203 
b. Colonne cktratifi6e ................................... 205 
c.conlparaisondœprofils. ................................ 207 
d.Importanœdesbact8riesda~~le~MissementdeI’anoxie. ............... 210 
8. Interpt6tatian des mesures d'ETS ............................ 210 

3.Conclurlon. ......................................... 214 

Chapitre 6 : CONCLUSION GENERALE 

METHODOLOGIE. .......................................... 215 
Mesure de la production de biomsue bact6rienne ....................... 215 
Prédation. .......................................... 217 

FONCTIONNEMENT. ........................................ 217 
Varfabillti ........................................... 217 
Contr&e de k blomasse bactirlenne ............................. 224 
Importance des processus bactérlenr dans les flux de carbone ................. 226 
Importance probable en tant que producteurs de blomosse ................... 229 

REFERENCES CITEES. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ‘. . . . . . . . 233 

3 





Chapitre 1: Introduction 

Chapitre 1 : INTRODUCTION 

1. BACTERIES HETEROTROPHES : GENERALITES - ROLE GLOBAL DANS UN ECOSYSTEME 

II. LA LAGUNE EBRIE 
i. Sltuatlon-morphologie 
2. Varlabllit4 

a. VariabilitB des paratitres physico-chimiques 

Vafiabilité temporelle 

- A courte Echelle 

- saisonniére et interannuelle 

Variabilité spatiale 

b. Variabilité des paramétres biologiques 

3. Etudes mlcroblologlques déjà r&all&es en lagune Ebrl6 

Ill. APPROCHE DU TRAVAIL 
1. DefInItIon des paramètres à 6tudler 
2. Llmltes dues aux caract&lstlques du milieu lagunalre 
Approche du travail 

1 - Etude des variations journaliéres en surface 

2 - Etude de la vatiabilit6 verticale (profils verticaux) 

3 - Etude d’une variabilite CI khelle de temps moyenne 

(Wstratification en baie de Biétri) 

4 - Méthodologie 

5 



Chapitre 1: introduction 

1. BACTERIES HETEROTROPHES : GENERALITES - ROLE GLOBAL DANS UN ECOSYSTEME 

Depuis une dizaine d’annee, grace à l’apport de nouvelles techniques d’approche, les 

connaissances sur le r8le des bacteries héterotrophes aerobies dans les ecosystèmes aquatiques 

montrent une évolution rapide. Leur importance quantitative dans les flux de matiere et d’énergie a 

ainsi été considérablement reevaluée. Si un certain consensus regne sur cette importance 

nouvellement acquise, l’incidence de leur activité sur la chaîne trophique n’apparaît encore pas trés 

clairement. Les bacMes heterotrophes, selon l’influence globale qu’on leur attribue dans 

I’écosystème, peuvent être considérées comme un “relais” (lit&) ou une “impasse trophique” (sink). 

Le concept de la boucle microbienne (microbial bop, Azam et a/. 1983) leur attrtbue un double 

rôle. D’une part, leur activite mineralisatrice remet à la disposition des producteurs primaires les 

elements minéraux complexes dans la matiere organique détritique. La mineralisation d’une partie du 

matériel détritique particulaire en voie de sédimentation favorise ainsi la productivite de la colonne 

d’eau. D’autre part, la biomasse bactérienne produite, exploitee efficacement par des prédateurs 

eucaryotes (comme les flagellés heterotrophes, Fenchel, 1984) parvient progressivement jusqu’aux 

niveaux sup&teurs de la chaîne trophique. Ce double r8le a pour effet d’accroître le rendement global 

de I’écosystéme. 

Cette vision est toutefois contestée par certains travaux. Dune part, les bactéries semblent 

pouvoir entrer en compétition avec le phytoplancton pour certains Rléments nutritifs limitant& 

notamment le phosphore en milieu limnique (Currie & Kalff. 1964) et I’ammonium en milieu marin 

(Eppley et a/. 1977). Les nuttiments seraient alors liberes par les micro-hétérotrophes consommant 

les bactéries, qui seraient donc à considerer comme les vrais mineralisateurs (Andersson et a/. 1985 ; 

Bratbak, 1987). D’autre part, le transfert significatif de la biomasse bactérienne produite vers les 

niveaux supérieurs de la chaîne trophique a pu Qtre contesté par une approche directe en milieu 

contrôle (Ducklow et a/. 1986). L’evolution rapide des connaissances, encore trés fragmentaires, sur le 

contrôle de la biomasse bacterfenne par les parasites bacteriophages (virus et bacteries) fournira peut 

être une explication de ce transfert peu efficient. 

II est peu probable néanmoins que les interactions entre le compartiment heterotrophe 

bactérien et l’ensemble de la chaîne trophique obéissent à un schéma unique et universel et seule 

l’étude de milieux variés, associee ti des expérimentations en milieux contrôlés, pourra permettre 

d’etablir des modéles de fonctionnement correspondant à des situations trophiques et 

environnementales données. 

L’objectif de cette étude est d’apprécier l’importance quantitative des bactéries hétérotrophes 

aérobies dans quelques biotopes d’un milieu lagunaire tropical, la lagune Ebrie (Côte d’lvoire). 
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Chapitre 1: Inbvducbion 

II. LA LAGUNE EBRIE 
1. Situation-morphologie 
Le systeme lagunaire Ebrié est le milieu saumatre le plus étendu d’Afrfque de l’Ouest. II s’etire 

sur 125 km le long du littoral ivoirien à environ 5’N de latitude (fig. 1). II est represente, pourl’essentiel, 
par la lagune Ebrfe d’une surface totale de 523 km2 pour un volume de 258 kms (sur 566km2 et 2,72 
kr# pour la totalité du système lagunaire, Varlet, 1978). C’est une lagune ouverte, en communication 
permanente avec l’océan par le canal de Vridi (volume d’echange annuel 38 km3 en 51-52 d’aprés 
Varlet, 1978) et de maniere saisonniére par le Grau de Bassam (exutoire naturel du Comoé, réouvert 
en 1988). Le milieu lagunaire presente donc un caractere estuarien sur une large zone de part et 
d’autre du canal de Vridi. La lagune Ebrié est, de plus, largement soumise aux apports continentaux 
par un fleuve de regime soudanien, le Comoe (4,l kms/anl), a I’extremité Est et des rivieres de type 
Guineen comme I’Agnéby et la Me (0,9 krWan1). 

De faible profondeur moyenne et tres étiree, la lagune Ebrie presente donc des surfaces et 
des volumes d’echanges considerables par rapport a son volume total. Ces Rchanges sont répartis 
entre les quatre milieux-frontiéres I’atmosphére, le continent, l’océan et les sédiments, auxquels il faut 
ajouter l’activité humaine. L’importance de ces echanges vis-à-vis du volume total, associee à la 
multiplicité des frontieres, entraîne une variabilité temporelle et spatiale trés marquée. 

b. Varlablllté 
Variabilité des oarametres ohvsico-chimiaues 
Varfabilite temporelle : 
L’hydroclimat, c’est a dire l’ensemble des variations climatiques affectant les milieux 

frontiéres et le milieu lagunaire, définit une variabilite à moyenne et grande échelle : Saisonniere et 
interannuelle. A plus courte échelle, les cycles de marées et les alternances morte-eauhrive-eau 

induisent une forte variabilité dans les parties estuariennes. 
- à courte échelle : 
Dans les parties estuariennes, les marées de périodicité semi-diurne à 

inegalité diurne imposent des variations d’hydrodynamisme, de salinité et de température. A ces 
variations se superposent celles induites par I’evolution semi-synodique de l’amplitude des marées 
(Tastet, 1974, 1979 ; Gallardo, 1978 ; Varfet, 1978). La maree saline semble s’amortir rapidement 
avec l’éloignement au canal de Vridi. A l’opposé, la maree dynamique se transmet jusqu’aux 
extremites les plus continentales de la lagune (Tastet, 1974). Si I’hydrodynamisme de la lagune Ebrit! 

est assez mal connu, celui de la baie de Bietri a fait l’objet d’etudes plus achevees (Lemasson et a/. 

1981 ; Guiral et Lanusse, 1984 ; Arfi et a/. 1987 ; Guiral et a/. 1987 ; Arfi & Guiral, 1991). Dans un 

milieu d‘aussi faible profondeur moyenne, le r@ime des vents, caractérfsé par des variations jourInuit 
importantes et des directions généralement perpendiculaires à l’axe de la lagune, est également 
source de variabilite à courte echelle. 

1 : en 1977 cf’aprbs Dufour, (1992) 
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Chapitre 1: Introduction 

- saisonniére et interannuelle 
L’hydroclimat de fa lagune Ebne a Rte d6crit par Dufour (1982) et Durand et 

Chantraîne (1982). Les grandes lignes en sont resumees en Tableau 1 (tire de Dufour, 1982). Tres 
schematiquement, les saisons “lagunaires”, sont au nombre de quatre : 

- La grande saison d’etiage s’etend de janvier à avril. Les apports continentaux sont minimaux 
(étiage du Comoe et des rivieres guineennes). L’influence marine est predominante en zone 
estuarlenne. La temperature, I’ensoleillement, la salinite et I’evaporation sont maximaux. 

- La saison des pluies dure de mai a juillet. La salinite diminue en raison des pnkipitations 
locales et de la grande crue des fleuves guineens. L’ensoleillement est attenue. L’upwelling cbtier en 
fin de saison refroidit l’atmosphere. La temperature des eaux lagunaires diminue. 

- La petite saison d’etiage, d’août à septembre, correspond à la petite saison seche du 
domaine Guinéen, et est caractkisee par une remontee de la salinite souvent peu maquee. 

- La saison de cnms s’etend d’octobre a decembre. Les apports continentaux sont 
predominants. Ils sont caracterises par la crue du Comoe, relayee par la crue secondaire des fleuves 
guineens et les prkipitations locales au cours de la petite saison des pluies en novembre. La salinité 

de la zone estuarlenne atteint son minimum et la turbidite son maximum. 
Cette evolution saisonniere est toutefois considerablement modulee par des variabilites 

regionales et interannuelles maquees (Dufour, 1984). 

l- 

1 
C 

L 1 

1 

Mois 
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.es donntes concernant le VCBI sont issues d’une compilation par L. Lemasson (Comm. pers.) des mesures de I’Asccna P I’aCroporT 
l’Abidjan. 

‘Meau 1 .l : Decoupage saisonnier de I’hydmclimat lagunaire et de ses principaux facteurs (Dufour, 
982) . 
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Chapitre 1: Inbuduction 

Variabilité spatiale : 

Dans les systémes lagunaires, il existe genéralement une zonation horizontale en 

fonction des communications avec l’océan, les fleuves et le milieu terrestre et parfois une zonation 

verticale (discontinuites de salinite, temperature, oxygénation) dépendant de la topographie, de 

I’hydroclimat et de Mat trophique. 

En lagune Ebrie, un decoupage sur des bases géomorphologiques et physico-chimiques a 

permis de distinguer six regions lagunaires (fig.l.1). Au sein de ces regions, de fortes variations 

spatiales et saisonnieres subsistent, notamment dans les baies et aux embouchures des rivieres. 

b. Variabilité des parametres bioloaiaues 

Les vartabilites spatiales et temporelles des caracterisüques physiques et chimiques se 

répercutent à I’evidence sur les caracteristiques biologiques. Celles-ci sont definies, d’une part, par les 

contraintes physico-chimiques, d’autre part, par les apports d’origine humaine varfables selon les sites 

(dechets urbains, industrtels, agricoles . ..). 

Plusieurs auteurs ont adopte, pour leur Etude biologique, le découpage en six zones 

lagunaires (Plante-Cuny, 1977 pour le phytobenthos, Durand et a/. 1978 pour la production tertiaire, 

Dufour, 1987 pour la production primaire pelagique ; Pagano et Saint-Jean, 1988 pour le 

zooplancton). 

L’influence des apports anthroptques est nettement perceptible en zone urbaine notamment 

en baie de Biétti où sont déverses actuellement l’essentiel des rejets urbains (de l’ordre de 260 t j-1 de 

DBO, Arfi et Guiral, 1991). L’influence de ces charges polluantes a un impact considérable sur toute la 

chaîne trophique (Dufour et a/. 1981). 

A Mchelle lagunaire, cette variabilite exclut une approche globale, en particulier pour les 

etudes microbiologiques dont l’acquisition des parametres descrfptifs implique un coût élevé. Par 

contre, elle presente l’avantage d’offrir, dans un p&im&re restreint, des milieux de richesses 

trophiques varlées, dont la comparaison permet de cerner le fonctionnement de I’ecosystéme. 
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Chapitre 1: Introduction 

3. Etudes microbiologiques d&jA réalIs&% en lagune Ebrie 
- L’activite hétérotrophe a et6 déterminee, au cours de quelques campagnes echelonnées de 

1975 ct 1977 par i’utiiisation de W-glucose (Pages et Lemasson, 1981). La vitesse de disparftion du 

traceur etait correiee a la concentration en carbone particuiaire (Cp) détrftique (caractkise par le 

rapport Cp/ATP) et I’adivite specifique (exprfmee par unite de Cp) ainsi que la proportion de glucose 

respiré etait fonction inverse du rapport CINIP (donc du caractere refractaire) de la matiere organique 

dissoute. Par la suite, l’importance pressentie des activites bacteriennes en milieu iagunaire a été 

confirmée par des etudes qualitatives sur les batteries héterotrophes aérobies (BHA) (Carmouze & 

Caumette, 1985 ; Caumette &a/. 1991) et plus quantitatives sur le cycle du soufre (Caumette, 1985). 

- Le denombrement des BHA capables de se deveiopper sur milieux de cufture a montré que 

leur abondance était Bievee dans le milieu iagunaire, de l’ordre de 105 mi-l. Cette approche a permis 

de decrire des aspects qualitatifs concernant les flores hetérotrophes présentes, comme i’evoiution 

saisonniere de l’abondance des BHA capables de croître sur milieux de cuftures doux et salés, en 

relation avec l’évolution de la saiinite, ainsi que les principaux groupes isoles aux différentes saisons 

avec leurs caracterfstiques trophiques. 

Le cycle du soufre a bté aborde sous un aspect plus quantitatif. Les communautés 

hetérotrophes suffator&fuctrices montrent une ‘activite mineraiisatrice importante dans i’hypoiimnion :;,’ 
anaerobie des zones estuariennes polluées. Dans certaines zones de la Baie de Bietri elle peut être 

du mQme ordre que la production primaire dans l’épiiimnion. Les activités suffooxydantes sont 

également importantes & l’interface hypoiimnion anoxique - épiiimnion oxygéné (bactérfes ““::, 

chimiotrophes et surtout phototrophes). L’activité des bactéries photosynthetiques suifo-oxydantes, 

notamment, semble pouvoir supplémenter de maniere significative la production prtmaire 

phytopianctonique, d’autant plus qu’elles semblent consommees efficacement par le zooplancton 

(Caumette et a/. 1983). II. 
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Chopltm 1: Inïtvduction 

III. APPROCHE DU TRAVAIL 
1. D6finition des parametres al étudier 

L’importance quantitative des processus héterotrophiques bactériens dans les flux de matiére 

et d’energie est une réalite dans la plupart des ecosystemes aquatiques marins ou continentaux 

(revue par Cote et a/. 1988). Dans les milieux recevant de fortes charges allochtones en matiere 

organique (apports par les fleuves, déchets urbains et rejets agro-industnels) leur role est 

potentiellement plus important encore car ils sont les intermediaires obligés entre la matiere organique 

detritique et les autres compartiments de la chaîne trophique. De plus, dans ces milieux, la turbidité 

des eaux limite la production photosynthetique. Les questions peuvent donc Qtre posees de la 

maniére suivante : 

1) Quelle est l’importance quantitative des bacterfes heterotrophes? 

2) Quelle incidence sont-elles susceptibles d’avoir sur la chaîne trophique lagunaire? 

La reponse à la Premiere interrogation peut etre approchée par la détermination de la 

biomasse bactérfenne et des flux entrants (activité hétérotrophe et production de biomasse) et leur 

comparaison avec la biomasse et la productivité du phytoplancton. 

La reponse à la deuxiéme question implique de connaître la nature du contrôle de la biomasse 

bactérienne. Elle peut Atre controlée en amont par la disponibilité nutritive, ou en aval par ses 

exportations (predation ou sedimentation (pour les bactéries fixées)). II est donc nécessaire d’estimer 

les differents flux de sortie du compartiment bactétfen et de les comparer à la production de 

biomasse. 

L’estimation du r6le des BHA dans un milieu nécessite donc une approche quantitative plus 

Pr&ise que celle fournie par les techniques culturales classiques dont les phases successives 

d’enrichissement et d’isolement sont trop selectives pour avoir un inter& dans l’étude des flux. 

Globalement l’approche quantitative idéale passe par l’estimation : 

- de la biomasse 

- des flux entrants : activité hettérotrophe et production de Bornasse 

- des flux sortants : mortalité, prédation, sédimentation et exportations laterales 

Afin de les comparer aux flux traversant l’ensemble de la chaîne trophique, les flux traversant 

le compartiment bacterien sont en géneral exprimes en terme de carbone, alors qu‘aucune methode 

connue ne permet d’y accéder directement (a l’inverse de la fixation autotrophe de 14C pour 

determiner la productivité du phytoplancton). L’importance que l’on peut attribuer au r6le des BHA 

dans le fonctionnement de I’écosystéme dépend donc largement, d’une part, de I’applicabilite des 

methodes employées, d’autre part, des facteurs de conversion utilises, tres souvent issus de la 

littérature. 

Les milieux eutrophes tropicaux sont encore peu étudies, la specificite de la lagune Ebrie a 

donc justifié la vérification, quand elle était possible, d’un certain nombre d’hypothéses préalables, ce 

qui explique l’importance relative du chapitre méthodologie. 
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2. Llmftes dues aux caractéristfques du mllfeu IagotnaBre 
Approche du travail 
Comme dans la plupart des milieux lagunaires, la variabilité spatiale et temporelle est 

considerable en lagune Ebrie. Cette variabilite impliquerait une stratégie d’echantillonnage .complexe. 

Malheureusement, l’acquisition des parametres bact&fologiques, peu ou pas automatisee, est 

actuellement coûteuse en temps et en matériel. II est donc important de se limiter à I’etude de 

phénomenes, sans espérer pouvoir décrfre le fonctionnement des bactéries hetérotrophes aerobies à 

Mchelle de la lagune, à l’inverse de ce qui a pu etre fait pour le phytoplancton (Dufour, 1984). 

La faiblesse des moyens analytiques disponibles au CRO a conduit à privilegier les etude in 

situ. L’etude de discontinuites peut en effet permettre, d’une part, de préciser la représentativité des 

mesures, d’autre part, de definir les relations entre la variabilite des parametres bacMens et les 

évolutions des conditions environnementales. II a donc été choisi d’etudier bs phenomenes bactériens 

en quelques situations caractéristiques d’une époque et d’un biotope, en relation avec les conditions 

de milieu et les paramètres biologiques. 

Globalement trois serfes d’expérimentations ont ainsi été realisees sur le terrain : 

1 - L’etude des variations ioumaliéres en surface 

Lors de cette skie d’expkimentations en 1989, le premier objectif Rtait de preciser la 

variabilite à courte echelle, en milieu ferme (mesocosme) et ouvert (lagune) afin : d’une part, de ” r ii 
preciser la representativité d’une mesure ponctuelle, a khelle de la journée (en dissociant la _) 

variabilité nycthémérale de celle induite par I’hydrodynamisme), d’autre part, d’etablir, a travers la 

variabilite probable des sources nutritives a cette échelle (exsudation phytoplanctonique de jour, ‘Y’ 

“sloppy feeding” et excrétion zooplanctonique de nuit), l’importance de ces sources dans l’activité ” ” 

globale bactérienne. .-. 
La spkificité des communautés bactetiennes etudiees en trois sites, chacun caract&istique 

d’une zone lagunaire, à trois saisons lagunaires ont en outre permis de préciser quelques aspects du 

fonctionnement du compartiment microbien. 

2 - L’étude de la variabilité verticale - profils verticaux 

La représentativité à l’échelle de la journee d’une mesure ponctuelle étant connue, l’étude de 

la structure verticale a permis, en comparant les productivites primaire et bactérienne intégrées par 

unité de surface, d’appréhender l’importance des flux traversant le compartiment hétérotrophe 

bactérien aux sites et aux époques décrits plus haut. 
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3 - L’etude d’une variabilite a echelle de temos moyenne 
Influence de la destratification en baie de Bietri 
Dans les zones les plus profondes de la baie de BM, l’influence conjugue8 de I’ocean et du 

Comoé induit une stratification de densité de la colonne d’eau 10 mois par an. La pycnocline delimite 
un epilimnion oxygené et un hypolimnion anoxique. L’influence de I’homogeneisation annuelle de la 
colonne d’eau, p&iode de changements physiques et chimiques majeurs dans l%cosyst&ne, sur les 
activites et biomasses bacteriennes a et6 Rtudiée en janvier 1987. 

Parallelement diverses exp&imentations ont eté realisees in situ et en laboratoire afin de 
tester et d’adapter les methodes utilisees. Celles-ci sont decrites dans le chapitre rn&hodologie. 
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Chapitre 2 - METHODOLOGIE 

I A - BIOMASSE BACTERIENNE I 

1. DENOMBREMENTS 
1. Communaut6 totale 
2. Bactéries fixees et libres 

II. VOLUME CELLULAIRE MOYEN 
1. D&ermlnatlon 
2. Etalonnage 

Ill. CONVERSION DU BIOVOLUME EN BIOMASSE 
1. Contexte 
2. Approches utills6es 

a. Bactéries en culture 
b. Bactéries in situ 

3. Conclusion 

B - PRODUCTION DE BIOMASSE BACTERIENNE 
INCORPORATION DE THYMIDINE 

1. INTRODUCTION 
1. Principe 
2. Crlt&es d’appll6ablllté de la méthode 
3. Conclusion 

II. METHODOLOGIE EMPLOYEE 
1. Incorporation dans les macromol&ules 

a. Protocole standard 
b. Activfte de la fraction fixée 
c. Saturation 
d. Linearité 
e. Dilution isotobiaue 

2. Nature des macromol&ules marquées - extraction de I’ADN 
a. Introduction 
b. Matériel et méthodes 
c. R&%ats et discussion 
d. Conclusions 

Ill. CONVERSION DE L’INCORPORATION DE THYMIDINE EN PRODUCTION DE BIOMASSE 
BACTERIENNE 

1. Introduction 
a. Le calcul théoriaue 
b. Détermination embiriaue dans un svsteme de calibration 
c. Validation Dar une méthode indépendante 

2; Approche utllls6es en lagune Ebrlé 
a. Determination emdrfaue 
b. Validation du facteur de conversion oar la consommation d’oxvaéne 

IV. CONCLUSION 
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C - DETERMINATION DE IA PREDATION SUR LES BACTERIES 

1. CONTEXTE 
II. METHODES DEVELOPPEES 
Ill. RESULTATS 

1. Dlsparltlon de I’ADN bactérlen marque 
a. Pfincirx3 
b. Réalisation en laaune EbriA 

2. Inhlblteur des eucaryotes 
3. Inhlbtteurs des procaryotes 

a. Pfinci~e 
b. Test d’efficacitd des antibiotiaues 

D - ACTIVITE DU SYSTEME DE TRANSPORTS D’ELECTRONS (ETS) 

1. INTRODUCTION ET PRINCIPE 
II. PROTOCOLE EMPLOYE 

1. Pr&&vement stockage 
2. Preparatlon de l’extrait cellulaire 
3. Réallsatlon du test 
4. Calculs 
5. Efficacité de rétentlon des bact&les 

E - AUTRES PARAMETRES 

1. CONCENTRATION EN PIGMENTS CHLOROPHYLLIENS 
II. PRODUCTION PRIMAIRE 
Ill. CARBONE ET AZOTE PARTICULAIRES 
IV. RESPIRATION ET PRODUCTION D’OXYGENE 
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chapittv 2 : mdthodalogk : biomasse bactiienne 

A - DETERMINATION DE LA BIOMASSE BACTERIENNE I 

1. DENOMBREMENTS 
Les denombrements des effectifs ont ete realises par comptage direct de la totalite des 

cellules bacteriennes au moyen de la microscopie en epifluorescence (Hobbfe et a/. 1977). 

1. Communautd totale 
Les &zhantillons (6 ml) sont fixes immkfiatement apres le prelevement avec 0,5 ml de formol 

(37%) sature en borate de sodium (concentration finale 3% dans I’echantillon) et conserves à 4-C 
jusqu’au comptage. 

Les agregats bacteriens et les bacteries liees aux particules sont dissociees en suivant la 
proc$dure decrite par Velji & Allbrfght (1986). Au moment du comptage les Echantillons reçoivent 
0,3 ml de pyrophosphate de sodium 20 mM (1 mM concentration finale) et sont laisses au moins 
20 minutes a temperature ambiante avant la sonication au moyen d’une sonde à ultrasons. Le 
traitement est effectue dans la glace pendant 30 secondes. Des essais prealables ont en effet montre 
que le nombre de bactéries se stabilisait à partir de cette duree (Fig. 2.1). 

Figure 2.1 : Effet du passage aux ultrasons sur l’abondance bacterfenne totale 
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Les filtres en polycarbonate (Nuclepore, porosite 0,2 pm) sont teintés en noir par immersion 
pendant au moins 24 h dans une solution de Noir d’lrgalan (2 g I-1, acide acetique 2 OA). Apres rinçage 
ils sont montes sur la tourelle avec un sous filtre mouillé avec de l’eau préfiitree (Millipore GF/F ou 
Whatman 045 pm). Ils reçoivent 4 ml d’eau demineralisee prefiftree et 05 ml de DAPI a .lO mg 1-l 
(Di-Amino-Phenyl-Indole, Porter & Feig, 1980). Les echantillons (0,l à 05 ml) sont alors déposés 
dans la tourelle a filtration et laisses 10 minutes à colorer. Apres la filtration sous faible depression 
(< 10 cm de Hg), les Achantillons sont rlnc& par 2 ml d’une solution de Tris pH 9 qui ameliore la 
fluorescence. Les membranes sont alors montees entre lame et lamelle avec de I’huile à immersion 
non fluorescente (Olympus). Les dbnombrements sont effectues au plus tard 24 h aprés la coloration. 

Le systeme utilisé est constitue d’un microscope Olympus BH-2 Bquipe d’un objectif a 
immersion (grossissement final 1250) et d’une lampe B vapeur de mercure de 100 W avec un filtre 
d’excitation Violet et un filtre d’an& L435. 

Les bactéries sont denombrees sur au moins 20 champs comprenant 30 à 60 bactéries. Des 
duplicats réalisés occasionnellement diff erent en moyenne de 15%. 

2. Dlstlnction des communautés flxhes et libres 
Des essais préalables ont montre que les effectifs bactériens passant à travers des 

membranes de porosite 1 um etaient légèrement inferfeurs à ceux passant a travers des membranes 
de porosité 3 um. L’examen microscopique montre qu’aucune particule n’est visible dans le filtrat 
3 um. La difference est essentiellement due au colmatage plus rapide des membranes 1 um qui 
conduit vraisemblablement a une sous-estimation des effectifs libres. De plus seules les particules 
organiques supérieures à 3 pm peuvent presenter une vitesse de sedimentation significative dans 
I’etude des exportations bacterfennes (d’aprés la bi de Stokes, des particules sphériques de 
diamétres respectifs 1 et 3 pm sédimentent avec des vitesses de 0,03 et 0,22 m j-l pour une densite 

de 1,5). Les membranes de porosité 3 pm ont donc 6te choisies pour distinguer communautés fixées 
et libres. 

Immédiatement aprés l’apport de formol, une partie de l’échantillon est tamisée sur membrane 
en polycarbonate de porosite 3 pm (Nuclepore) sous une dépression inferfeure a 5 cm de Hg. Les 
membranes ne sont pas rincees pour eviter l’incertitude due au volume restant accroché aux parois du 
systeme de filtration. L’abondance bactérienne des bactéries libres est determinee sur le filtrat selon la 
procédure decrfte plus haut. L’abondance des bactéries fixées est estimée par la différence entre 
abondance totale et abondance des communautes libres. 
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II. VOLUME CELLULAIRE MOYEN 

i. D&errninatlon 

Les volumes cellulaires sont d&ermin& d’aprés photographie selon le protocole suivant. Les 

preparations mkroscopiques, realisees comme d&rit cfdessus sont photographiees. sur film 

Ektachrome 400 ASA (temps d’exposition 20 secondes). Au moins 4 diapositives de champs 

contenant au moins 50 bacteries sont realisees par Bchantilton. Les diapositives sont projetees sur un 

tableau avec un agrandissement final constant, determine en projetant la photographie d’un reticule 

(grossissement final 13200). Les contours des bacMes nettes sont d&imit& au marqueur pour 

faciliter la mesure. Au total la bngueur (a) et la largeur (b) d’au moins 150 bacteries sont mesurees 

pour chaque Bchantilbn. Le volume (V) est calcul6 en assimilant toutes les bactkies a des cylindres 

comprenant une demi-sphere à chaque extremite selon la formule V = &(3b-a)/12 (fig. 2.2). 

Avec ce protocole, la diffbrence des volumes cellulaires moyens d&ermin& sur deux series 

de photographies d’un tirne 6chantilbn est d’environ 20%. 

OI a/ ‘L 
a cocci ,’ 

b forme G 

coccoide 

Figure 22 : Crftéres de mesure du volume bacterien. 

2. Etalonnage 

Quelle que soit la methode utilisee pour determiner le volume cellulaire, il est important de la 

calibrer. Les objets photographies emettent une lumiere et leur dimension apparente dépend donc de 

la quantite de lumiere reçue sur la surface sensible. L’atalonnage est en general effectue sur des 

pmparations entre lame et lamelle de spheres de latex fluorescentes de diametre connu. 

La figure 2.3 montre IUvolutiin du diametre apparent de spheres fluorescentes (Polysciences 

cor& diametre nominal 0,49 p.m) photographiees avec des durees d’exposition croissantes et 
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mesurees avec l’agrandissement final (13200) employé pour les bacteries. La taille moyenne 
apparente augmente avec la duree d’exposition et donc avec la quantite de lumiere reçue par le film. 
Toutefois, les spheres Bmettent une fluorescence plus intense que celle des bacteries cobrees au 
DAPI. Les temps d’exposition ne peuvent donc pas 8tre compares avec ceux utilises. pour les 
bacterfes. Afin d’obtenir un element de comparaison avec la luminosite des bacteries mesurees, la 
luminosite des spheres a et6 determinee directement sur les diapositives. Les diapositives Ment 
disposees sous l’objectif d’un microscope et etaient illuminees par le bas. Le diaphragme de la source 
lumineuse etait ferme au maximum delimitant chaque sphere. La lumiere transmise 8 travers chaque 
sphere (au grossissement 200) etait alors determinee a l’aide d’une cellule de mesure, et exprtm6e en 
inverse de temps de pose (Tab. 2.la). La mesure etait rep&ee pour 20 spheres choisies au hasard 
sur chaque diapositive. 

Une relation simple semble relier, de maniere satisfaisante, lutinosite moyenne et diametre 
apparent des spheres sur diapositive (Fig. 2.4). Cette procedure a 816 rep&ee, avec les memes 
reglages, sur 20 cellules de meme diametre apparent provenant de diapositives d’assemblages 
bacterfens issus de la lagune Ebrie (10 Rchantilbns) et de cultures de dilution (10 echantilbns, voir 
chap.2 etalonnage thymidine/production bactertenne) (Tab. 2.1 b). 

Figure 2.3 : Influence du temps de pose sur le diamétre apparent de microspheres de latex 
‘luorescentes determine sur diapositives. 
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fJw:u” Cellules 
Etalonni ogcs 

i I I i 0 

&/J=f 
0. 

OI 
I 

- - -” -------. 
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LOG LUMINOSITE MOYENNE (unites r~&ive?) 
2.2 

D 

Figure 2.4 : Relation entre le diametre apparent de microsphéres de latex fluorescentes su 
diapositives et luminosite moyenne (en log) par microsphere. 

1- ~~ Tableau P.la : Luminosite (unit& arbitraires) par microsphere en fonction du temps de pose. 
I 

Dur&e Diametre mesure 
d’exposition MOYENNE E.-TYPE N 
(secondes) (mm) (mm) 

5 4.5 0.7 78 
10 5.2 0.7 80 
15 6.2 0.6 48 
25 6.6 0.7 48 
30 7.1 0.6 102 
40 7.9 0.8 52 
50 7.9 0.6 52 
60 8.3 0.5 50 

Lumincsite par sphere Log(luminosité paf sphere) 
MOYENNE E.MPE MOYENNE E.lYPE N 
(unites relatives (a) ) 

2.8 0.6 0.44 0.10 20 
8.1 2.7 0.88 0.15 20 
11.2 3.0 1.03 0.12 20 
19.9 5.1 1.28 0.12 20 
64.2 17.4 1.79 0.12 20 
97.0 5.7 1.99 0.03 20 
117 19.5 2.06 0.07 20 
139 18.8 2.14 0.06 20 

l (a) : Luminodti exptimbe en Ihemps de pose en s (cellule sur 400 ASA) 

21 



Chapitm 2 : mithodoiogio : bbnasse Lx&rknne 

Tableau 2.1 b : Luminosité (unites arbitraires) par batterie dans 10 khantillons issus detalonnages et 
du milieu lagunaire. 

Cellules (a) Log(luminosité par batterie) Cellules (a) Log(luminosite par bactkie) 
In situ moyenne E.-Type N en cultures moyenne E.Type N 

B1.4<3 0.69 0.37 20 B4.T3 1.57 0.19 20 
B1.7~3 0.79 0.23 20 B4.T3 1.81 0.19 20 
B2.3 0.71 0.26 20 B5.T3 1.60 0.17 20 
B3.5 0.75 0.17 20 B3.T2 1.53 0.18 20 
Al .3 1.21 0.26 20 A3.T3 1.71 0.22 20 
Al.11 1.20 0.26 20 A2.T4 1.75 0.23 20 
A2.10 1.24 0.23 20 AlJl.T4 1.70 0.25 20 
M3.2 1.13 0.25 20 AlJl.T2 2.03 0.16 20 
fvl3.2~3 1.15 0.25 20 Ml J2.T3 1.74 0.26 20 
M3.4<3 0.74 0.25 20 Ml J2.T4 1.77 0.25 20 

Moyenne 0.96 1.72 
Ecart-Type 0.24 0.14 

(a) : LMsignation des &hantillons voir chap.3 cycles et chap.2 paragraphe Monnages thymidinekellules 

Sans prétendre chiffrer avec précision le biais r6alisé il est facile de constater que celui-ci est 
differertt selon l’origine des W-rantilfons (lagune ou cultures, voir fig. 2.4). Les dimensions des 
bactéries en culture semblent Atre surestimées d’environ 13% (10 à 16% limites pour a=O.OS, n=lO) 
alors que celles des batteries prelevdes in situ, moins lumineuses, semblent sous-estimees d’environ 
10% (5 & 15% limites pour a=O.OS, n=lO). Ces diffdrences sont probablement a relier à l’état 
physiologique des cellules. Les cellules en culture ont un contenu plus éieve en acides ribonuciéiques 

(fixant le colorant fluorescent) et émettent vraisemblablement une luminosité plus importante par unite 
de volume. 

II est probable que ces corrections soient sous-estimees pour les dimensions inférieures à 

0,49 pm, mais cela n’a que peu d’influente sur le volume moyen. De maniére analogue, cette 
correction serait surestimée pour les dimensions sup&feures. 

Ces corrections ont donc 6te uniquement appliquees aux dimensions inferieures a 8 mm sur 
les diapositives (0.6 pm) car 95% des batteries spheriques et 90% des batonnets ont une largeur 
infetieure a cette dimension. 
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Ill. CONVERSION DU BIOVOLUME EN BIOMASSE 

1. Contexte 

La conversion du volume bactenen en biomasse est sujette à de larges incertitudes. Jusqu’à 

recemment le rapport carbone/volume bacterien provenait conventionnellement des travaux de 

Ferguson & Rublee (1976) (0,66 lO-1sgC urns) et Watson et a/. (1977) (1,21 10-13gC w3). Ces 

valeurs proviennent en fait de suppositions non vérifiees et de réferences trés anciennes (voir 

Bjomsen & Riemann, 1988). Les déterminations directes effectuées plus recemment fournissent des 

valeurs plus elevées et ceci d’autant plus que le volume cellulaire moyen diminue. La figure 2.5 

montre les valeurs obtenues avec des méthodes similaires (biovolumes par analyse d’image ou 

photographie, carbone par analyse CHN sauf Simon & Azam, 1989) par differents auteurs. A 

l’exception des résultats de Bratbak (1988), I’evolution générale du rapport carbone/volume avec le 

volume cellulaire individuel semble confirmer la relation proposee par Simon & Azam (1989)(fig. 2.5). 

Les larges incertitudes persistant dans la détermination de ce rapport sont probablement a attribuer, 

pour une grande part, au critere choisi pour determiner les dimensions bactériennes (Lee & Fuhrman, 

1987; Nagata & Watanabe, 1990) et à la tetractation mal connue des cellules sous l’action du formol 

(Lee 8 Fuhrman, 1987) sans pouvoir exclure les différences inhérentes aux peuplements bactériens 

eux-mêmes. Avec une approche trés différente Norland et a/. (1987) ont montré la meme tendance. *,;’ 
_- II 

Les seules certitudes (relatives) que l’on puisse Etablir sont que : 

- le rapport carbone/volume varie avec la taille des bactéries (Psenner, 1990) 
- pour les petites cellules (< 0,05 p.rr+) ce rapport est plus Bleve que les valeurs 

conventionnellement utilisees de 0,86 ou 1,21 IO-tsgC prrts. 
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Figure 2.5 : Evolution du rapport carbone/volume avec le volume bacMien moyen. 
(o) Lee & Fuhnnan, 1987 ;, (A) Nagata & Watanabe, 1990 ; (0) Nagata, 1986 ; (0) Bjjmsen, 1986 ; 
(+) Bratbak, 1986 ; (w) Simon & Azam, 1989. 
Les courbes (puissance) twpr&entent le meilleur ajustement selon Simon & Adam (trait discontinu) E 
le meilleur ajustement en utilisant toutes les donnees sauf celles de Bratbak (trait plein). 
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2. Approches utilis&s 
Des tentatives ont et& effectuees pour estimer directement le rapport carbone/volume sur les 

communautes bacteriennes issues de la lagune Ebrié. Deux approches ont et& utilisees : (1) le rapport 

a eté determine directement sur des cultures d’eau de lagune utilisées pour l’ettalonnage de 

l’incorporation de thymidine et (2) les valeurs de carbone et d’azote particulaire (Cp et Np) 

déterminees dans trois classes de taille (total, < 3 pm, < 1 pm) sur des échantillons d’eau de la 

lagune, ont eté comparees aux abondances bactériennes et aux concentrations en pigments 

photosynthetiques dans ces rr&mes classes de tailles. 

Dans les deux cas, les valeurs obtenues ne sont qu’indicatives car les valeurs de Cp et Np 

obtenues se situent a la limite de precision de l’appareillage utilise. Un travail spkifique sur ce sujet 

serait kessaire pour obtenir des valeurs plus précises. Les resultats obtenus ici pem-rettent toutefois 

de se situer par rapport aux valeurs proposees dans la littérature. 

a. Bactéries en culture 

Deux expériences ont et4 realisées. Au cours des étalonnages B4 et 85 (21 et 23/05/90), les 

biovolumes bactériens (bactéries retenues sur membranes Nuclepore de porosite 0,2 um) et le Cp et 

Np (retenu sur filtres en fibre de verre Whatman GF/F, porosite nominale 0,7 um) ont été determines 

simultanément. Les dénombrements et la détermination du biovolume bactérien dans le filtrat ont 

montré que pratiquement toute la biomasse bacterfenne etait retenue sur membrane GF/F, même en 

début de culture lorsque le volume cellulaire moyen est le plus faible (fig. 2.6). 

Les resultats sont présentés en Tableau 2.2. Le rapport détermine ainsi est en moyenne de 

266 16fsgC prn3 (n=13, limites de l’intervalle de confiance à Pro,05 : 2,3 à 3,0). Le rapport 

carbonekolume bacterien semble egalement diminuer lorsque le volume individuel moyen diminue 

(fig. 2.7), bien que le nombre restreint de mesures limite fa portee des resultats. 

Tableau 2.2 : Carbone particulaire et biovolume bacterien dans deux cultures d’eau de lagune 

Echantillon Cellules Volume Biovolume CP. CP. Cp.Bact CP/Vol. 
moyen Bacteries Filtrat -Filtrat 

109r Jl&bll.-1 106pl3P FQC I-1 pgc I-1 pgc I-1 lo-'3gcpnr3 

21-5T4 3.48 0.160 5% 526 344 162 3.28 
21-5T5 3.41 0.207 705 472 269 203 2.88 
21-5T6 4.19 0.205 853 610 365 225 2.64 
21-5T7 13.4 0.169 2246 772 360 412 1.04 
21-ST8 22.7 0.157 3536 961 356 605 1.71 

235T2 1.88 0.073 137 250 206 44 3.21 
285T3 1.95 0.066 167 274 210 64 3.84 
23-5T4 2.09 0.101 210 300 236 64 3.04 
285T5 2.62 0.135 354 316 225 91 2.57 
23-ST6 2.54 0.157 399 357 261 96 2.40 
29ST7 2.82 0.174 490 325 236 90 1.83 
235T8 3.90 0.188 733 366 179 186 2.54 
235T8 3.90 0.188 733 371 179 192 2.62 

moyenne 2.65 

~=wpe 0.62 
N 13 
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BIETRI 23-05-90 

T2 filtrat GFIF 

0 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28 0.32 0.36 0.40 0.44 0.48 

BIETRI 23-05-90 

T3 filtrat GF/F 

0 0.04 0.00 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28 0.32 0.36 0.40 0.44 0.48 
P3 

Flgure 2.6 : Histogrammes de taille des bacthies en début de culture 
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Figure 2.7 : Rapport carboneholume bact&ien obtenus au cours de cette &ude sur deux 
assemblages bac-Miens en croissance issus de la baie de Bi&ri (0) 21/5/90 ; (0) 23/5/90. 
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b. Bacteries in situ 

Les valeurs de Cp et Np obtenus par classes de tailles < 1 um, 1-3 um et > 3 prn ont Bté 

comparées avec les concentrations en pigments photosynthetiques et les abondances bacteriennes 

dans les classes < et > 3 um. On a supposé pour cela que : (1) II existe une relation constante entre 

contenu en chlorophylle 8 et contenu en Cp du phytoplancton quelle que soit sa classe de taille. Soit : 

Cpphyto=kphyto.Chl.a ; (2) Dans la fraction c 3 pm, le Cp est compose pour l’essentiel de bacteries 

libres et de phytoplancton, soit : Cp(<s)= Cpphyto(<s) + Cpbacy<s). L’observation microscopique montre 

en effet que le mat&iel détritique est retenu par le tamisage sur membrane de porosité 3 um ; (3) En 

l’absence de colmatage, l’essentiel des bacteries passant à travers une membrane de porosité 3 prn 

passe egalement à travers une membrane de porosite 1 um, soit : Cp~~t(~s)=Cpbact(,~). 

On peut alors 6crire : cp(d!)-Cp(<i) = Gpphyt0(<3) + CPbact(~3))-(Cpphyto(<i) + Cpbact&, 

soit Cp(i-3) = Cpphyta(<q - Cpphyt~(~i), donc Cp(i-s) = kphyti.Cht.a(<s) - kphyt&hk?(ç1) 

donc CP(I-~ = k,at,yto.(Chl.a(i-a)), d’où : kphyto = (CP(r-3)) / Ghkqr-3)) 

Une fois kphyto determiné il est possible de calculer le carbone bactérien dans la fraction inférieure à 

’ pm : CPbact(<l) = CP(<I) - Cpphyto(<l) donc CP~~(<I) = CP(<I) - kphyto.Chl.8(<t) 

.En divisant cette valeur par le biovolume des bactéries libres, on obtient une estimation du 

rapport carbone / volume bactérten en lagune. Ces calculs ont eté appliques aux donnees obtenues 

au cours de Mtude des variations nycthemerales d’activite bactérienne dans l’eau lagunaire (chap.3). 

Les rapports carbone/chlorophyle obtenus sont en moyenne de 30,7 (13,6) gC/g Cht.g totale 

(n=45) et 395 (f52) gC/g Chl.8 “active” (n=45) (Tab. 2.3). Ce sont des valeurs faibles par rapport à 

celles reportées dans la litterature (Langdon, 1988) mais proches de celles obtenues par Lemasson et 

a/. (1981) sur les mêmes sites. Les rapports azote/chlorophylle obtenus de maniére identique sont en 

moyenne de 4,8 (H ,4) gN/g Chl.8 totale (n=27) et 5,3 (&1,8) gN/g Chl.8 “active” (n=27). Les rapports 

C/N pour le phytoplancton sont donc de 6,4 - 7,4 (gC/gN), des valeurs conformes a celles 

genéralement reportees (Langdon, 1988). Le rapport carbone/chlorophylle, ainsi déterminé, ne semble 

pas montrer d’evolution avec les sites etudiés (tes moyennes respectives des rapports C/Chl.8 totale 

pour Abou-Abou, Bietri et Mopoyem ne sont pas significativement differentes au seuil 0,05). 

Le rapport CiChl.8 totale de 30,7 a donc eté utilisé au cours de cette etude pour convertir la 

concentration en chlorophylle 8 totale (active et degradee) en carbone phytoplanctonique. 

Seule l’abondance bactertenne totale a eté determinee à l’extérieur de l’enceinte où Cp et 

pigments photosynthetiques ont été determines sur différentes classes de taille. Toutefois, les 

abondances bacteriennes fixees et libres ont eté distinguees dans l’enceinte et la similitude des 

activités specifiques de la communauté totale a I’extérieur et dans l’enceinte permet de supposer que 

les rapports des activités specifiques respectives des communautes libres et fixées sont similaires. La 

proportion des bacteries libres à l’extérieur (BUBT) a donc eté extrapolée a partir de la proportion de 

l’activité libre (TL/IT) et du rapport des activités specifiques respectives des communautes libres 

(ASL) et fixées (ASF) selon l’expression : BL/BT= I/(l-F+(FxlT/TL)) avec F=ASL/ASF. 

Qn peut verifier que BUBT=TUiT quand F=l (activités spécifiques identiques des 

communautes libres et fixées). 
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rableau 2.3 : Relation entre Cp, Np et pigments chlorophylliens par classes de taille 

Edl. Pigments (pg l-l) Carbone partblaire (pgC l-1) Azote partialaire (pgN I-t) Cp/ NpI 
<t t-3 SI total <t t-3 sa total <1 t-3 s3 total Pigm. Pigm. 

41 6 2.8 8.4 9.8 21.0 St6 143 459 1120 89 40 131 260 17.1 4.7 
41 9 2.6 11.3 11.9 25.6 632 143 395 1170 79 -4 213 288 12.7 -0.3 
91 12 3.0 9.0 13.2 25.2 375 35s 267 tooo 13 88 25 125 40.0 9.8 
41 15 2.1 10.4 12.1 24.7 432 508 24 963 46 106 34 165 48.6 10.2 
426 2.3 19.1 9.6 31.0 271 729 125 1125 0 237 -5 232 38.2 12.4 
928 4.4 17.9 17.2 39.5 341 299 627 1267 91 34 75 200 16.7 1.9 
A2 10 3.0 16.6 13.4 36.0 424 293 83 600 34 23 63 120 15.8 1.2 
92 12 3.2 20.2 9.6 33.2 250 342 197 789 162 2 -29 135 16.9 0.1 
A2 14 4.0 19.0 8.9 31.9 431 319 16 768 96 -7 34 125 16.6 -0.4 
92 16 7.1 16.5 2.4 28.0 375 496 40 911 94 36 14 143 26.6 1.9 
h36 0.9 7.5 13.9 22.3 333 132 1410 1675 nd nd nd 650 17.6 
A36 1.4 6.6 19.1 27.1 252 209 1486 1946 nd nd nd 622 31.4 
A310 1.2 9.1 16.8 27.1 313 340 1260 1913 nd nd nd 763 37.3 
A3 12 1.0 8.6 15.9 25.6 396 70 1366 1854 nd nd nd 122 8.0 
A3 14 0.9 11 .o 16.5 30.4 303 485 1187 1975 nd nd nd 716 44.0 
A3 16 1.2 9.0 14.3 24.5 354 212 1629 2195 nd nd nd 761 23.5 

Bl 6 10.1 23.9 41.9 75.8 588 1279 1467 3333 252 215 19 486 53.6 9.0 
Bt 9 3.9 34.1 55.3 93.3 464 1656 669 2608 133 265 62 460 48.5 7.6 
Bt 12 3.1 33.3 59.2 95.6 537 1294 1837 3667 195 262 676 1133 38.8 7.9 
Bt 15 2.5 37.3 47.6 67.5 933 1903 1564 4400 133 315 419 867 51.0 6.4 
B26 2.7 53.5 27.2 83.5 629 1743 429 2800 86 457 57 600 32.6 6.5 
829 2.8 38.5 41.6 83.1 733 1410 1124 3267 167 214 486 867 36.6 5.6 
82 12 7.5 40.1 49.9 97.5 tooo 967 1674 3841 167 267 295 729 24.1 6.6 
82 15 3.0 37.8 45.0 85.8 941 1059 1400 3400 157 76 633 867 28.0 2.0 
836 1.6 50.1 73.9 125.6 767 975 5258 7000 nd nd ndtOO0 19.5 
836 1.4 65.1 68.1 134.7 793 981 4512 6286 nd nd nd nd 15.1 
83 10 1.6 39.6 97.2 138.4 667 774 5202 6643 nd nd nd 214 19.5 
83 12 2.9 35.6 96.4 134.9 621 1279 5274 7174 rd nd nd 1522 36.0 
83 14 3.3 34.0 107.2 144.4 613 1420 4726 6759 nd nd nd 414 41.6 
63 16 3.2 32.5 98.0 133.6 600 1365 5516 7483 nd nd nd 350 42.0 

Ml 6 0.9 26.1 2.4 29.4 600 761 331 1692 167 83 39 289 29.2 3.2 
Ml 9 0.6 15.6 11.9 28.5 433 473 639 1546 133 117 23 273 30.0 7.4 
Ml 12 0.9 24.2 5.6 30.7 533 600 496 1629 133 52 83 26s 33.1 2.1 
M2 6 1.9 34.3 7.4 43.6 429 796 625 1852 143 57 41 241 23.3 1.7 
M28 10.6 35.6 6.0 54.2 600 733 451 1784 167 83 64 314 20.6 2.3 
M2 10 1.5 34.3 16.1 51.9 458 688 659 1805 63 84 146 293 20.1 2.4 
M2 12 1.9 37.7 13.6 53.2 354 914 651 2119 104 74 107 286 24.2 2.0 
M2 14 1.9 27.2 12.9 42.0 442 626 966 2234 70 101 148 319 30.4 3.7 
M2 16 1.9 21.4 26.5 49.8 561 612 647 2039 97 134 44 275 26.6 6.3 
M36 1.4 10.7 13.5 25.6 288 532 1012 1632 nd nd rtd nd 49.9 
M38 1.1 9.9 16.8 27.9 290 451 1341 2082 nd nd nd 286 45.4 
M3 10 1.6 16.8 11.9 30.2 340 600 1360 2500 nd nd nd 260 47.7 
M3 12 2.0 18.0 11.4 31.4 429 396 1615 2640 nd nd nd 550 22.0 
hh3 14 0.4 20.8 11.8 33.0 360 771 1519 2650 nd nd nd nd 37.1 
M3 16 1.6: 12.2 12.9 26.7 380 509 1397 2286 nd nd nd 286 41.7 

Moyenne 30.7 4.6 
ECWt-type 12.0 3.6 

nd : non d&erminb N 45 27 
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Tableau 2.4 : Relation entre Cp non phytoplanctonique etbiovolume bacGien 
dans laclasse de taille .X 1 pm 

CYCLE HEURE Piments cp total cp aact cellllles vdumel biovdume Carbone 
4 cl cl libres œllule bacmfiefl volume 
w 1-l CIB I-l w 1-l 10%’ w3 lOQpm3i-1 lo-‘3gc 

P-3 

A2 6 2.3 271 203 13.3 0.105 1.40 1.5 
A2 6 4.4 341 212 10.5 0.105 1.10 1.9 
A2 10 3.0 424 336 9.3 0.105 0.98 3.4 
A2 12 3.2 250 156 10.5 0.105 1.10 1.4 
A2 14 4.0 431 314 10.5 0.105 1.10 2.9 
A2 16 7.1 375 167 9.4 0.105 0.99 1.7 

M2 6 1.9 429 373 11.6 0.099 FI.115 3.2 
M2 8 10.6 600 289 11.9 0.099 a.a7 2.5 
M2 10 1.5 414 12.5 0.099 1.24 3.3 
tv12 12 1.9 354 299 11.1 0.099 1.10 2.7 
M2 14 1.9 442 386 13.0 0.099 1.29 3.0 
M2 16 1.9 581 525 14.7 0.099 1.45 3.6 

A3 6 0.9 333 306 10.3 0.101 1.04 3.0 
A3 8 1.4 252 210 10.4 0.101 1.05 2.0 
A3 10 1.2 313 278 8.5 0.101 0.86 3.? 
A3 12 1.0 396 366 7.4 0.101 0.75 4.9 
A3 14 0.9 303 277 7.7 0.101 0.78 3.6 
A3 16 1.2 354 318 10.4 0.101 1.05 3.0 

B3 6 1.8 767 713 22.7 0.114 2.59 2.8 
B3 8 1.4 793 751 12.7 0.114 1.44 5.2 
B3 10 1.6 667 621 16.0 0.114 1.82 3.4 
83 12 2.9 621 537 14.9 0.114 1.69 3.2 
B3 14 3.3 613 516 12.2 0.114 1.39 3.7 
B3 16 3.2 600 508 15.9 0.114 1.82 2.8 

M3 6 1.4 288 247 10.1 0.081 0.82 3.0 
M3 8 1.1 290 257 9.8 0.081 0.79 3.2 
M3 10 1.6 293 10.5 0.081 0.85 3.5 
M3 12 2.0 429 369 9.4 0.081 0.76 4.9 
M3 14 0.4 360 347 12.3 0.081 1.00 3.5 
M3 16 1.6 380 332 11.2 0.081 0.90 3.7 

Moyenne 3.1 
Ecart-type 0.9 
n 30 
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Les volumes cellulaires moyens ont et6 tires des moyennes obtenues dans l’enceinte 
(Tab. 3.4, chap.3, variations journaliéres). Les résultats sont presentés en Tab. 2.4. 

Le rapport moyen catbonehrolume bacterien de 3,i lO-tsgC um-s (limites de l’intervalle de 
confiance à P = 0,05 : 2,8 à 35) se rapproche, la encore, des valeurs elevées propose& dans la 
litterature. 

3. Concluslon 
Les resultats obtenus sur les cultures d’eau de lagune se rapprochent de ceux obtenus très 

indirectement avec l’approche in siru. MAme si cette etude ne peut etre oonsiderée comme 
exhaustive, les deux approches suggérent un rapport moyen carbone/volume bacterien sensiblement 
plus eleve que ceux reportes initialement (0,88 et 1,21 lO-13gC pme ; voir plus haut). Les valeurs 
déterminees ici se rapprochent de la relation proposée par Simon & Azam (1989) (cf. Fig. 2.5). Celleci 
permet d’estimer le rapport CarboneNolume à 2 lO-13gC pms, lorsque le volume cellulaire moyen 
est de 0,100 um3, valeur obtenue genéralement en lagune Ebrie (entre 0,OQ et 0,12, voir Tab.3.4, 
chap.3, variations journalieres). C’est la valeur qui a été retenue pour la suite de ce travail. 
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B - PRODUCTION DE BIOMASSE BACTERIENNE 
DETERMINEE PAR L’INCORPORATION DE THYMIDINE 

1. INTRODUCTION 
1. Principe 

2. Crlt&es d’appllcablllt~ de la m&hode 
a. Sokificité 
b. Universalité 
c. Conversion indépendante du taux de croissance 
d. Non oerturbation de la croissance dans les conditions de mesure 
e. L’étaoe limitant I’incorooration est la svnthése de I’ADN 
f. L’activite spkifiaue de la Tdr est inchanade au niveau de la svnthése de I’ADN 
g. L’essentiel du marcluaae des macromolécules est retrouve dans I’ADN 

3. Conclusion 

II. METHODOLOGIE EMPLOYEE 
1. Incorporation dans les macromol6cules 

a. Protocole standard 
b. Activitd de la fraction fixée 
c. Saturation 
d. Linéatite 
e. Dilution isotodaue 

2. Nature des macromol&ules marquees - extraction de I’ADN 
a. Introduction 

b. Matériel et méthodes 
bl . Incubations 
b2. Pr&ipit6 TCA 
b3. Digestion enzymatique 
b4. Extraction au phénol-chloroforme 
b5. Hydrolyse acide-base 

c. Résultats et discussion 
cl. Prkipité TCA 
c2. Digestion enzymatique 
c3. Extraction au phénol-chloroforme 
c4. Hydrolyse acide-base 
d. Comparaison des 3 méthodes 

a. Insuffisance de l’extraction par le phdnol-chloroforme 
b. Hydrolyse non-spkifique par NaOH 
c. Insuffisance des m6thodes d’extraction des protéines 

c6. Fraction soluble dans I’éthanol 
c7. Comparaisons des méthodes dans d’autres milieux 
c8. Validité de la mesure 
cg. Application en lagune 
cl 0. Effet de la concentration en Tdr sur la répartition du marquage 

d. Conclusions 
dl. Choix d’une méthode d’extraction de I’ADN 
d2. Impossibilité de dkrire la répartition compléte du marquage 
d3. Proportion du marquage dans I’ADN en lagune Ebri6 
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III. CONVERSION DE L’INCORPORATION DE THYMIDINE EN PRODUCTION DE BIOMASSE 
BACTERIENNE 

1. Introduction 
a. Le calcul theoriaue 
b. Détermination emoiriaue dans un svstéme de calibration 
c. Validation oar une méthode indéoendante 

2. Approches utlllsdes en lagune Ebrl6 
a. Determination emoirfaue 

al. Methodologie 
a2. Resultats 

a2.1. Production de biomasse et incorporation dans le TCA précipité 
a2.2. Proportion du marquage dans I’ADN au cours des etaionnages 

a3. Discussion 
a4. Conclusion 

b. Validation du facteur de conversion oar la consommation d’oxvaene 
bl. Introduction 
b2. Postulats 
b3. Resultats - discussion 

b3.1 Analyse statistique 
b3.2 Respiration phytoplanctonique 
b3.3 Respiration bacterfenne validation du facteur de conversion 
b3.4 Biais créés par l’activité du nanoplancton heterotrophe 

b4. Conclusion 

IV. CONCLUSION 
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1. INTRODUCTION 

La mesure de la production de biomasse bactenenne a suscité de nombreuses recherches. 

Sans entreprendre une revue crtique des methodes developp6es (voir par exemple Cho & Azam, 

1988) signalons que les seules methodes sur lesquelles regne un certain consensus sont : La mesure 

de la frequence des cellules en division (FDC ; Hagstrom et a/. 1979), la détermination du taux de 

synthese de I’ADN bact&ien (thymidine ; Fuhrman & Azam, 1980) et des protéines (leucine D 

Kirchman et a/. 1985). 

Une observation microscopique rapide montre que la methode FDC est inadequate en lagune. 

D’une part, les volumes bacteriens s’etendent sur un large spectre, une cellule en division de volume 

éleve doit avoir ainsi une importance proportionnellement plus importante qu’une cellule en division de 

plus petite taille. Sans dispositif d’analyse automatique d’in-rage, il n’est pas realiste d’envisager la 

determination du pourcentage de cellules en division dans chaque classe de taille bactérienne avec 

une pr6cision raisonnable. D’autre part, une proportion notable des cellules sont fixees sur des 

particules ou agglom&ees en agr6gats cellulaires. Cet attachement peut entraîner une forte ,, 

surestimation de la production bacterienne (Fallon & Boylen, 1990 et ref. citees). 

La mesure de la synthése proteique par incorporation de sH-leucine presente deux 

inconvénients : la dilution isotopique n’est jamais négligeable (leucine extra et intracellulaire) et doit 

donc Qtre syst&natiquement determinee. De plus, sa sp&ificité pour les bacteries n’est pas etablie de 

maniere certaine et doit donc Qtre verifiée dans les milieux abordés. Ces inconvénients ne lui 

permettent pas de remplacer l’incorporation de thymidine qui reste la méthode la plus employée 

actuellement (Bjornsen & Kuparinen, 1991). Elle presente toutefois un inter& certain dans les couches 

oc6aniques profondes, sans phytoplancton (Simon & Azam, 1989) et d’une maniere génerale dans 

toutes les situations où seules les bacterfes sont susceptibles de l’incorporer (cultures bactériennes, 

Riemann et a/. 1990 ; eaux souterraines ..,) car sa sensibilité est plus élevée que celle de la thymidine 

(activites spéafiques disponibks plus elevées). Au cours de cette étude la production bactérienne de 

biomasse a eté déterminee par l’incorporation de thymidine. 

- 
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1. Principe 
La vitesse d’incorporation de thymidine dans I’ADN donne une estimation de son taux de 

synthese, donc de la productivite d’un peuplement bacterien lorsque l’on connait la teneur en ADN du 
peuplement etudie. Cette incorporation dans I’ADN Mcessite la P&ence, chez les oiganismes 
etudies, d’un mecanisme d’uptake et d’une enzyme, la thymidine kinase, catalysant la synthese de 
dTMP (deoxy-Thymidine Monophosphate) a partir de la thymidine (“salvage pathway”). La synthese 
de novo, voie normale de la production de thymidine dans la cellule, est inhibée a partir d’un certain 
niveau de dTTP (deox)cThymidine Trlphosphate) intracellulaire. Le degre de participation de la 
thymidine marquee exogene à la synthese d’ADN est abrs maximal (Fig. 2.8). 

Tdf 

métabolisme cellulaire 

Thymi;e - * acide 
p- aminobutyr ique 

dTMP - dTDP - dTTP w 

I 
dUMP * 

J, 
,k dCMP - 

t 
5 

\ dC 
dljTP w dCTP c -dCDP 

t 
dUDP 

6 \I 

1 
- dTTP 

UDP 

Figure 2.8 : Incorporation de la thymidine dans le m&abolisme cellulaire. D’apres Morfarty (1986). 
Tdr, Thymidine ; mP, dTDP, et dTTP, thymidine mono-, di- et ttiphosphate ; dUMP, dUDP et dUTF, 
deoxyuridine mono-, di- et triphosphate ; dCMP, dCDP, dCTP, deoxycytidine mono-, di- et 
triphosphate ; dC, deoxycytidine. Enzymes : (1) mecanisme de transport actif ; (2) thymidine 
phosphorylase ; (3) thymidine kinase ; (4) thymidilate synthetase ; (5) deoxycytidilate deaminase ; (6) 
ribonucboside reductase. Les croix montrent les sites de retro-inhibition par la dlTP. Le “salvage 
pathway” et les voies de degradation sont indiques par les fleches fines. La synthese de novo est 
indiquee par des fieches plus épaisses. 
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La mesure de l’incorporation de [meMy&sH]thymidine a éte introduite dans le domaine de 

l’ecologie microbienne aquatique par Brock (1967, 1971) dans le milieu marin, puis Tobin & Anthony 

(1978) dans les sediments lacustres. Par la suite, Fuhrman & Azam (1980) dans le milieu marin et 

Moriarty & Pollard (1981) dans les sediments ont developpe cette approche en definissant les bases 

de la mesure et ses limites. Cette m&hode a connu un vif succes, par sa simplicite d’emploi et sa 

sensibilité, et a 6th depuis largement employée, testee et critiquee à l’occasion de son application 

dans divers ecosystemes aquatiques. Cette technique ne peut pourtant Atre appliquée sans tenir 

compte de ses limites. 

2. CrMres d’appllcablllt6 de la m&hode 

La determination de la productivite bacterienne par la mesure de la vitesse de synthese de 

I’ADN au moyen de l’incorporation de thymidine semble répondre de maniere satisfaisante a quatre 

ctiteres definis par Azam & Fuhrman (1984) : 

- La mesure est spécifique des bactéries. 

- L’incorporation par les bactenes hetérotrophes aérobies en croissance est universelle. 

- La conversion en production de biomasse est independante du taux de croissance. 

- La mesure est assez sensible pour permettre de courtes incubations et ne modifie pas le 

taux de croissance moyen de la communaute bacterienne. 

a. Spécificite 

Elle dépend de la concentration employee et de la duree d’incubation avec le traceur. Dans 

les conditions usuelles d’utilisation (2 - 20 nM pendant quelques dizaines de minutes), celle-ci paraît , ,, 

bien &Mie. Cette specificite a ete vérffiee par autoradiographie dans divers milieux (Fuhrman & 

Azam, 1980 ; Bem, 1985 et Douglas et a/. 1987). Elle a egalement éte vérifiee sur des cultures 

axéniques d’algues eucaryotes (Bell et a/. 1983 ; Findlay et a/. 1984), de cyanobactéries (Bell et a/. 

1983 ; Findlay et a/. 1984 ; Robarts & W~cks, 1989) et de champignons (Findlay et a/. 1984). Enfin, 

l’absence de thymidine kinase a été démontrée chez de nombreuses especes d’algues eucaryotes 

(Moriarfy 1984), de champignons (Grive11 & Jackson, 1968), et de cyanobactéries (Glaser et a/. 1973). 

b. Universalité 

II semble que l’incorporation de thymidine dans I’ADN soit assez universelle chez les bactéries 

heterotrophes aerobies en croissance. Les premieres comparaisons effectuees en autoradiographie 

ont montre que les bacteries incorporant des amino-acides incorporaient également la thymidine 

(Fuhrman & Azam, 1980, Tabor & Neihof, 1982). Depuis, toutefois, Douglas et a/. 1987 ont dénombre 

moins de bacteries incorporant la thymidine que le glutamate (sans cependant pouvoir exclure la 

possibilite d’une croissance non balancée) et Pedros-Alio & Newell (1989) ont denombre au plus 57% 

de bactéries incorporant la thymidine dans un assemblage bactérien en croissance exponentieile. 

Enfin, certaines souches pures de Flavobacterium, Wbrio et Pseudomonas se sont révelées 
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incapables d’incorporer la thymidine exogene (Davis, 1989). En milieu oligotrophe cette universalite 
est plus douteuse (Duckbw 8 Hill, 1986 ; Moriarty, 1986). 

Chez les bactéries heterotrophes anaerobies strictes notamment les batteries sulfato- 
réductrices la thymidine ne semble pas incorporee au niveau de I’ADN (Moriarty & Pollard, 1981 ; 
Wellsbury et a/. 1990). Toutefois, Mc Donough et a/. (1986) et Bloem et a/. (1989), ont mis en 
Bvidence dans I’hypolimnion anoxique d’un lac, une activité d’incorporation de thymidine inhibée par 
I’oxygene. 

Enfin, la thymidine ne semble pas incorporee par les batteries chemolithotrophes (Johnstone 
& Jones, 1989). 

c. Conversion indéoendante du taux de croissance 
La conversion des valeurs d’incorporation en production de biomasse a suscite de nombreux 

travaux. Elle semble d’avantage dépendre du protocole employe et de l’assemblage bacterien etudié, 
avec ses caractéristiques nutritives, que du taux de croissance lorsque les parametres precédents 
sont identiques (voir chap.2, etalonnages). C’est probablement la plus grande faiblesse de la 
méthode. 

d. Non perturbation de la croissance dans ies conditions de mesure 
Les fortes activités specifiques de la thymidine tritiée disponibles permettent des 

durees incubation courtes vis-à-vis du temps de géneration bactérien et minimisent ainsi les 
perturbations dues au confinement. Ces durees d’incubation limitees permettent egalement de 
supprimer I’eventualité du tum-over de I’ADN (reparation ou dégradation résultant de la predation sur 
les bactéries). La perturbation du taux de croissance par l’apport de quelques nmoles par litre de 
thymidine est peu probable, bien que non Etablie avec certitude en milieu oligotrophe. 

Ces crftéres, supposant que l’incorporation de la thymidine tritiee dans les macromolécules 
(précipitees par l’acide Trichbro-adtique ou TCA) est une mesure fiable de la synthése de I’ADN 

bactérien, decoulent donc implicitement de 3 postulats : 

8. L’étape limitant l’incorporation est la svnthèse de I’ADN 
Avant de participer à la synthese de I’ADN, la thymidine exogene doit Qtre incorporée dans la 

cellule puis phosphorylee en dlTP (Fig. 2.8). La vitesse d’incorporation de la thymidine dans I’ADN ne 
reflete le taux de synthése de I’ADN que si cette demiere étape est limitante. Cela semble être 
géneralement le cas pour les bactedes hétérotrophes aerobles (Moriarty, 1986). 

f.,L’activite spécifiaue de la thvmidine est inchanaée au niveau de la svnthése de I’ADN 

L’activité specifique de la thymidine ne peut Qtre directement déterminee au niveau de la 
synthese de I’ADN car les nucléotides sont fonctionnellement séparés au niveau du complexe ADN- 
polymerase (Morfarty, 1988). Elle peut Qtre estimee par l’analyse de la dilution isotopique (Moriarty & 
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Poilard, 1981, 1982) si l’étape limitante est bien la synthèse de I’ABN. La source principale de cette 

dilution est la synthése de novo de dTMP dans la cellule, la concentration naturelle dans les milieux 

pélagiques 6tant en g6néral inf&ieure à 1 nM. En découplant dilution intra et extracellulaire au moyen 

de la FdUrd (Fluoro-deoxy-Uridine), Jeffrey & Paul (1988) l’ont confirm6 d’une mani&e indépendante. 

Sauf exception (Chrzanowski, 1988), le degr6 de participation (DP) de la thymidine exogéne 

mesuré par l’étude de la dilution isotooiaue semble en g&&al approcher 100% en milieu pélagique 

lorsqu’on emploie une concentration saturante du marqueur. (Bell, 1988 ; Motiarty, 1988 ; Jeff rey & 

Paul, 1988). 

II convient de noter que la ddtermination du degré de participation de la thymidine ttWe a la 

synthese de I’ADN ne peut Atre d&emriMe par Mtude de la dilution isotopique que si cette &pe est 

bien limitante. Cette approche surestime le degr6 de participation si une proportion significative de 

l’assemblage bact&fen en croissance n’incorpore pas (ou peu) la thymidine exogbne (uptake limitant 

par exemple). Ainsi, une faible proportion de bactéries incorporant la thymidine exogéne pourrait 

expliquer la forte sous-estimation de la synthese de I’ADN déterminée au moyen de l’incorporation de 

thymidine par Jeffrey & Paul (1988), meme apr&s correction du DP par la dilution isotopique. 

g. L’essentiel du marauaae des macromolécules est retrouv6 dans I’ADN 

La contribution de I’ADN au marquage total a 6t6 estimée initialement à 80% dans les eaux 

côtiéres de Californie (Fuhrman & Azam, 1980). De nombreux travaux ont, par la suite, montre que ‘I_; 

cette contribution pouvait être plus faible et varier d’un milieu à l’autre. II est vraisemblable que bette 

proportion varie egalement suivant les m&hodes d’extraction employées (voir chap.2, extraction de ,, j 

I’ADN), :‘,:, 

3. Concluslon 

La validit6 et l’interprétation des résultats obtenus avec cette m6thode sont probablement plus 

problématiques que l’on ne le pensait initialement. Ainsi, un certain nombre de v&ifications ou 

d’adaptations sont Mcessaires lorsque l’on aborde un nouveau site d’étude. Dans la mesure du 

possible celles-ci ont ét6 effectuees en lagune Ebrié. Elles sont développ&s dans les paragraphes 

suivants. 
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II. METHODOLOGIE EMPLOYEE 
1. Incoiporatlon dans les macromol6cules 
a. Protocole standard 
Le protocole utilise dans cette etude, inspire de celui propose par Fuhrman & Azam (1980), 

est le suivant : 
Pour chaque mesure, deux echantilbns d’eau du milieu (3 a 6 ml) sont incubes à temperature 

in sifu (30X dans la plupart des cas) et à I’obscurite en presence de 20 nmole l-1 de [mefhyl- 
sH]thymidine (CEA, 45-50 Ci mmole-1). Les incubations sont arMees en ajoutant une quantite 
suffisante de TCA 30% froid (5% concentration finale). Pour chaque mesure un temoin est réalise en 
ajoutant le TCA immédiatement apres la thymidine (temoin to). Apres precipitation (10-20 min à 2-C) 
en presence de thymidine non maquee (40 pM concentration finale) le pnkipite est collecte sur une 

membrane en nitrate ou acetate de cellulose de porosite 0,2 pm imbibee au prealable de thymidine 
non maquee (10 mfvf). Cette procedure reduit fortement les Mnoins. Le precipite retenu sur le filtre 
apres trois rtnçages successifs par 5ml de TCA 5% froid est alors depose dans une fiole a scintillation. 
il reçoit 0.5 ml d’HCI 0.5N et est laisse a 95-1OO’C pendant 30 minutes. L’hydrolyse des acides 
nucleiques permet de minimiser l’autoabsorption de la radioactivite du tritium et se traduit par un gain 
de 70% des dpm (fig. 2.9). 

Figure 2.9 : Comaraison de la radioactivite dans le materiel TCA pr&$ite mesuree avant et apre: 
hydrolyse par HCI 0,5N B 166’C. 

Le fiftre est ensuite dissous dans 1 ml d’ac&ate d’ethyle et le melange scintillant est ajouté. Apres une 
nuit P l’obscurite pour eliminer fa chimie-luminescence, la radioactivite est alors detenninee en 
scintillation liquide, f’efficacit~ de comptage est determin& par etalonnage externe. 
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L’activite d’incorporation dans le TCA precipite est estimée par le calcul suivant : 

THYM = (dpmIAW2.22 10s) x (IOOON) x (6O/t) 

Avec : THYM, activite d’incorporation en nmole I-f h-1 ‘; AS activite du traceur en Ci mole-f 

2.22 10s dpm/Ci ; V, volume incuti en ml et t, durée d’incubation en minutes. 

b. Activité de la fraction fixée 

Lorsque l’activité sur particule est determinee, l’incubation (Echantillon de 6 ml + 0,2ml de 

solution de thymidine) est arretee en ajoutant 0,3 ml de Formol 40% (tamponne au borate de sodium) 

et 0,3 ml de thymidine 10 mM non marquee (50 utvl finale). Les activites obtenues ne sont pas 

différentes de celles detertinees après arr& au TCA. Une partie de I’echantilbn (3 ml) est alors 

tamisee (dépression < 5 cm de Hg) sur membrane en polycarbonate de porositd 3 prn (Nuclepore). 

L’echantillon n’est pas rincé, pour respecter le protocole suivi pour les denombrements cellulaires (voir 

chap.2, biomasse). La différence avec un echantillon rince est negligeable. Les echantilb,ns bruts et 

tamises sont alors précipités comme decrit plus haut. La suite du protocole est identique. L’activite est 

determinee dans chaque fraction en corrigeant les volumes. 

Soit pour la fraction tamisee : Vt= 3x6/(6+0,2+0,3+0,3)= 2,57 ml 

Et pour la fraction brute : Vb= 3,6x6(6+0,2+0,3+0,3)= 343 ml 

c. Saturation 

Des expériences de saturation de l’incorporation ont éte régulièrement réalisees en utilisant 

des concentrations de thymidine tritiée allant de 2 a 30 nM. La saturation était systématiquement 

vérifiée a 20 nM. 

d. Linéarité 

Les incorporations sont en general linéaires plus d’une heure. La duree d’incubation 

couramment empbyee est de 20 minutes. 

e. Dilution isotopiaue 

La dilution isotopique, estimée selon l’approche de Moriarty et Pollard (1981), a ete vérffiee 

occasionnellement avec des résutats toujours proche de zero dans le TCA précipite (fig. 2.10). Le 

degré de participation de la thymidine exogéne à la synthése de I’ADN semble donc maximum à 

20 nM en lagune Ebrié. 

La proportion du marquage dans I’ADN a été déterminee plus recemment, elle fait l’objet du 

paragraphe suivant. 

La conversion des valeurs d’incorporation en production de biomasse bactetfenne a etté 

determinee à l’aide d’etabnnages empiriques et est discutée au paragraphe C. 
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Figure 2.1Oa : Mesure de la dilution isotopique par ajout de concentrations croissantes de thymidine 
ion radioactive (3H-thymidine 20 nM, Bi&ri mars 1986 0,5 m, 4 m et 5 m) 
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Figure 2.iOb : Mesure de la ditution isotopique par ajout de concentrations croissantes de thymidins 
wn radioactive (3H-thyrWine 20 nM, Abou-Abou 21/6/88,1.5 m) 
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2. Nature des macromol&ules marquees - extraction de I’ADN 1 
a. Introduction 

Des travaux fecents montrent que le marquage préférentiel de I’ADN par la [methyC 

sH]thymidine n’est pas vertfie dans certains ecosystemes (Riemann er a/. 1962 ; Mc Donough er ai. 
1966 ; Robarts et a/. 1966). De plus le rapport du marquage dans I’ADN au marquage du TCA 

pr&ipité semble etre tres variable pour un m&ne ecosysteme (Lovell& Konopka, 1965 ; Robarts et a/. 
1966 ; Mc Donough et a/. 1966 ; Moriarty, 1966 ; Smits & Riemann, 1966). 

L’inter& d’employer le marquage sur le methyl de la thymidine est de perdre celui-ci lors de la 

transformation Tdr * Thymine * Uracile. En constatant une plus forte sp&ificité du marquage obtenu 

avec la [&sH)thymidine qu’avec la [merhyI-sH)thymidine, Hollibaugh (1966) a conclu que l’origine du 

marquage non sp&ifique Rtait principalement due a la deméthylation du dTMP en dUMP (voie inverse 

de celle réalisée par la thymidilate synthetase, fig. 2.6). Toutefois, Jeffrey & Paul (1966), en constatant 

I’inefficacite de la trfmethoprime et de I’aminopterine (inhibant la regénération du tetrahydrofolate donc 

I’etape dTMP * dUMP) à prévenir le marquage non specifique, suggerent que le catabolisme de la 

3H-T,dr s’effectue principalement par la thymidine phosphorylase (fig. 2.6). 

La nature controversee des voies par lesquelles le trftium aboutit hors de la molecule cible ne 

permet pas d’envisager l’emploi d’inhibiteurs ou de traceurs aboutissant à une meilleure specificité 

pour l’instant. II semble donc necessaire d’extraire et de purifier sp&%iquement I’ADN pour Rviter ces 

biais. Parmi les rn&hodes decrîtes, trois sont plus frequemment utilisees : 

- l’hydrolyse acide-base (Fuhrman & Azam, 1962 ; Riemann & Sondergaard, 1964 ; Scavia et 

a/. 1966 ; Paul et a/. 1967 ; Hollibaugh, 1966), 

- le fractionnement enzymatique (Riemann, 1964 ; Servais 8r a/. 1967 ; Wrcks & Robarts, 

1967), , 

- l’extraction au phénolchloroforme (Wrcks et Robarts, 1967 ; Bell & Riemann, 1969). 

Nous avons comparé ces trois méthodes, facilement applicables sur le terrain, afin de 

déterminer la meilleure procedure pour estimer la productivite du bactérioplancton de la lagune Ebrie. 

Les auteurs definissent généralement trois composants macromoléculaires pouvant être marqués par 

la [frtefhytsH)thymidine : I’ADN, I’ARN et tes protéines. Afin de comparer les spécificités apparentes 

de marquage de chacune de ces fractions, au moyen des trois methodes, trois precurseurs tritiés ont 

ete employes : ta thymidine (Furhman & Azam, 1960, 1962), I’uridine (Karl, 1962 ; Witzef & Graf, 

1964) et la L-leucine (Kirchman et a/. 1965). 

1 Une partie de œs rh&ats est pubk dans : 
Tor&on & Bouvy (1991). Estimating bacterial DNA syrithesis from 3H-thymidine incorporation : Discrepancies among 
macromdecuiar extraction pmcedures. Limnol. Oceanogr. 36(2):299-206 
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b. Materiel et méthodes 
bl . Incubations 

Les echantillons sont preleves en baie de Bietrf a 50 cm de profondeur et reçoivent l’un des 
trois traceurs suivants : [methy/-sH]thymidine (45 Cilmmole), [5, G*HJuridine (49 Ci/mmole) et [4, 5 
sH]L-leucine (60 CVmmole) (CEA France). Toutes les incubations sont realisees dans des 
erlenmeyers de 150 ml stériles, en lumiere atténuee à 3O’C avec une concentration finale 20 nM. Les 
incorporations sont arr&tees en plongeant les Echantillons dans un bain cryostate a 2-C. Les témoins 
~CI sont realisés en ajoutant egalement chaque traceur dans des echantillons d’eau du milieu 
maintenus à 2’C. Des sous-echantilbns sont alors repartis dans une série de tubes en polystyrene 
sterfles. 

b2. Precipite TCA 
La determination des macromolecules est realisee selon le protocole standard defini plus 

haut. La difference entre des duplicats est en moyenne de 6.4% (n=15). 

b3. Digestion enzymatique 
Deux protocoles de digestion enzymatique des macromolecules precipitées ont ete testés 

avec la [methyl-sH]thymidine et trois enzymes (DNase 1, grade I,3000 unité Kunitz mg-f ; RNase A, 40 
unit& Kunitz g-f ; ptoteinase K, 20 unit& mg-l; Soehringer Mannheim GmbH). Le protocole 
développé par Servais et a/. (1967) base sur la sonication des cellules en presence de Triton X100 et 
l’incubation en phase liquide donne des résultats trés proches de ceux obtenus en suivant le protocole 
de Robarts et a/. (1966). Les digestions enzymatiques ont ete par la suite effectuees à l’aide de cette 
demiére procedure permettant de conserver les precipites congelés sur des membranes et donc d’en 
differer le traitement. 

Les filtres retenant le precipite TCA sont rinces trois fois avec 3 ml de KHCC&t 10 mM pour 
retirer I’exces d’acidite. Ce rinçage retire moins de 5% de la radioactivité totale. Les filtres sont alors 
placés dans des fioles 9 scintillation et stockés à -20’C jusqu’à l’hydrolyse. Le stockage jusqu’à une 
semaine n’affecte pas la répartition finale du tritium. Les digestions enzymatiques sont alors réalisees 
dans les fioles contenant les filtres, par ajout de 2.5 ml de lune des solutions enzymatiques suivantes 

DNase 
MOPS pH 7.5 
Enzyme 60 mg l-t 
MgCla 5 mM 

CaCls 0.5 mM 

RNase Proteinase 
MOPS pH 7.5 Tris pH 6 
Enzyme 80 mg l-f Enzyme 80 mg l-t 

Chaque extraction enzymatique est faite en duplicat. Pour chaque extraction un blanc de 
rinçage est effectue (en duplicat) en omettant l’enzyme correspondant. Apres une heure d’incubation à 
37’C,sur un agitateur rotatif (200 rpm) les solutions d’incubation sont filtrées sur des membranes en 
ac&ate de cellulose (Millipore GS, 0.22 pm). La radioactivité du filtrat est alors determinee. La 
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radioactivite des blancs de rinçage, plus faible et plus reproductible avec cette procédure, est 

soustraite du signal obtenu avec l’enzyme correspondant. La radioactivfte extraite des blancs de 

rinçage et des solutions enzymatiques est identique pour les blancs t,~. Pour les exp&fences avec 

I’undine, le blanc de rinçage est realise en portant la solution de DNase pendant 30 minutes à 1OO’C 

pour en 6liminer l’activité. L’activtte enzymatique residuelle est alors attribuee à la RNase 

contaminante et est soustraite de I’activitr! du signal. La difference entre les réplicats est en moyenne 

de 7.6% (n=30). 

b4. Extraction au phenol-chbroforme 

Cette extraction est realisee selon le protocole devebppe par Wicks & Robarts (1987). Les 

Bchantilbns de 5 ml stockes 15 minutes à 2-C sont hydrolyses en presence de NaOH (0.5N 

concentration finale) pendant 15 minutes à 3O’C puis acidifies avec 1.4 ml de TCA 100% pendant 15 

minutes. Le precipite est alors collecte sur membrane en nitrate de cellulose (Whatman, 0.2 pm), 

rfnce trois fois avec 3 ml de phenolchbroforme (50% poids/vol.) pour extraire les protéines puis deux 

fois avec 5 ml d’éthanol froid (80% v/v). La radioactivite retenue sur les membranes est alors 

determinee comme décrit plus haut. La radioactivite du blanc tc determinee de la meme maniére est 

retiree du signal. La difference entre les replicats est en moyenne de 7.1% (n=12). 

b5. Hydrolyse acide-base 2’ ‘/L 

L’hydrolyse acide-base est realisee selon la procédure de Fuhrman & Azam (1982) modifiee 

par Riemann 8 Sondergaard (1984) pour les environnements saumatres. Une paire d’echantilbns ‘- 

reçoit du TCA (5% final, 2’C) afin de precipiter les macromobcules (ADN + ARN + protéines ; fraction”+’ 

TCA froid). Un second duplicat reçoit de la soude (NaOH 1N concentration finale) et est maintenu ’ 

pendant 1 h à 6O’C pour hydrolyser les acides rfbonucleiques. II est ensuite acidifie avec du TCA 

100% froid (1.4 ml pour 5 ml d’tkhantilbn) et laisse 15 minutes à 2’C pour precipiter les 

macromolécules non hydrofysees (ADN + proteines ; fraction NaOH). Un troisieme duplicat est 

maintenu 30 minutes à 95’C avec du TCA 20% (concentration finale) afin d’hydrolyser les acides 

nucleiques et ne conserver que la fraction proteique (fraction TCA chaud). 

Tous les prkipites sont collect& sur membrane en nitrate de cellulose (Whatman, 0.2 prn), 

la radioactivite retenue est determinee comme decrft plus haut. Le temoin TO est traite de maniere 

identique et la radioactfvfte est soustraite des fractions correspondantes. La difference entre les 

réplicats est en moyenne respectivement de 4.3% et 9.9% (n-7), apres les hydrolyses NaOH et TCA. 

La radioactivtte dans les trois fractions est cabulee de la maniere suivante : 

dpm ADN = dpm NaOH - dpm TCA chaud 

dpm ARN = dpm TCA froid - dpm NaOH 

.dpm proteines = dpm TCA chaud 
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c. RBsultats et discussion 
cl. Pr&Qit~ TCA 

Sur la skie d’exp&iences rdalis&s en baie de Biétri, les valeurs d’incorporation de thymidine, 
uridine et leucine dans le TCA pr&ipit8 sont en moyenne de 2.14 nmol I-1 h-1 (n&), 5.46 nmol I-1 h-1 
(n=3) et 5.10 (n=3) nmol l-1 h-1. 

Tous les résultats des expérfences de fractionnement ont étd exprimés en pourcentage de 
l’incorporation dans le TCA p&ipité. Le tableau 2.5 illustre un exemple de la repartition dans les trois 
fractions du marquage obtenu avec les trois traceurs selon les trois proMures. 

Tt 
th 
e> 

ableau 2.5 : Repartition du marquage dans les diffkentes fractions ap&s l’incorporation de 3H 
ymidine, leucine et uridine (baie de Bi&i, 20/12/89). Les fractions sont d&inies dans le texte et sont 
cprities en pourcentage de la radioactivité du pr&ipit~ TCA 5%. NE : non expliquk 

a) FractIonnement enzymatique 

5% +CA ADN ARN ProMines NE 

Thymidine 100 18.8 -0.7 38.6 43 

Uridine 100 13.8 82.6 10.1 - 

Leucine 100 0.8 0.0 78.0 21 

b) Extraction au phénol-chloroforme 

5% TCA ADN ARN Protdines Lipides 

Thymidine 100 36.1 13.8 46.0 4.1 

Utidine 100 13.1 74.0 8.4 4.5 

Leucine 100 55.5 0.0 36.7 5.8 

c) Hydrolyse acide-base 

S%TCA ADN ARN ProMines 

Thymidine 100 15.5 21.0 63.3 

Uridine 100 7.5 85.8 6.7 

Leucine 100 20.8 29.8 49.4 
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c2. Digestion enzymatique 

Apres l’incorporation de thymidine, la digestion enzymatique du précipité TCA montre ; (1) 

qu’une faible part du marquage (16.7 à 16.6%, n=3) apparaît dans I’ADN, (2) que I’ARN n’est pas 

marqué et (3) qu’une fraction importante du marquage total est retrouve dans la fraction proteique 

(14.0 a 36.6%, n=3). Par contre, une fraction importante 43.6 à 68.6% (moyenne 57.7%, n=3) n’est 

hydrolysable par aucun des trois enzymes et n’est donc pas expliquée (Tableau 2.5). Cette part 

inexpliquée est en partie due aux controles de rinçage dans chaque fraction (moyenne 3.1%, n=9) et 

au rinçage initial au KHCOs (moyenne 2.9%, n=3). Seule la partie restante,(moyenne 45.4%, n=3) est 

donc à attribuer à une hydrolyse insuffisante par les enzymes employees ou à une autre fraction 

cellulaire marquee (voir plus loin). 

Trois exp&fences de digestion enzymatique montrent que l’essentiel du marquage (sH) 

urfdine est retrouvé au niveau de I’ARN (62.9 to 90.7%, n=3, 62.6% dans le Tableau 2.5). 

Enfin le marquage provenant de la (sH) leucine apparaît essentiellement dans la fraction 

protéique (47.0 et 76.1%, n=2). 

Selon la procedure enzymatique, la leucine et I’uridine semblent avoir une meilleure spécificité 

de marquage que la thymidine vis à vis de leur molécule cible. 

c3. Extraction au phenol-chloroforme 

Apres incorporation de thymidine la radioactivité totale dans les macromolecules (TCA 

précipité) est similaire avec ou sans le traitement alcalin preconise par Wicks et Robatts (1967). Une 

large fraction du marquage est solubilisee par le mélange phenol-chloroforme (33.0 to 56.5%, 

moyenne 44.3%, n=4 - tableau 2.5). Le rinçage du filtre à I’ethanol solubilise entre 4.0 et 14.9 % du ,,, 

marquage total (moyenne 6.4 %, n=4). La fraction residuelle, définie par Wicks & Robarts (1987) + 

comme étant de I’ADN représente 29.8 a 49.2% du marquage total dans le TCA precipité (moyenne 

41.1, n=4). 

Deux expériences montrent que le traitement alcalin initial retire 74 et 78.5% du marquage par 

I’uridine, suggérant une hydrolyse imrtante de I’ARN marque avec cette procedure. Le phenol- 

chloroforme solubilise 8.4 et 11.4% et I’éthanol 4.5 et 0.5% du marquage total. Finalement le 

marquage residuel “ADN” représente 13.1 et 9.6% du marquage initial. 

Trois experfences de marquage a la leucine ttitiée montrent que la radioactivité dans le TCA 

précipité froid n’est pas différente avec ou sans le traitement alcalin initial. Le mélange phénol- 

chloroforme ne retire que 16.3 à 41 .l% (38.7% dans l’exemple du tableau 2.5) du marquage total. 

Après l’extraction à l’ethanol, retirant 3.3 a 11.6% du marquage (5.8% au tableau 2.5), une proportion 

étonnamment elevee (55.4 à 60.5%, 55.5% au tableau 2.5) reste dans la fraction “ADN”. 
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c4. Hydrolyse acide-base 
Comme dans beaucoup d’autres Etudes utilisant cette procedure (Karl, 1982 ; Lovell & 

Konopka, 1985 ; Riemann et a/. 1982), une proportion significative du marquage [sH-methyljthymidine 
(21.2 à 56.6%, n=3) est retrouvee dans la fraction ARN (hydrolysee par 1N NaOH à 60X). 
Cependant, la plus grande part du marquage reside au niveau de la fraction proteique (38.1 a 63.3%, 
n=3) et la plus faible dans I’ADN (5.8 à 15.5%, n=3). 

Deux exp&iences montrent que la radioactivite provenant de I’utidine tritiee predomine 
largement dans la fraction ARN (84.9 et 85.8%), le reste etant egalement reparti dans les fractions 
ADN et proteines. 

Enfin, la plus grande part du marquage issu de la leucine est retrouvee dans les proteines 
(49.4 et 62.9%, n=2). La fraction ARN represente 29.8 et 22.4% et I’ADN contrfbue pour 20.8 et 14.7% 
au marquage total. 

~5. Comparaison des trois méthodes 
Dans Mcosystéme étudie, les trois méthodes utilisées donnent des resultats contradictoires. 

La proportion d’ADN maqué varie avec la technique de fractionnement uülisee. Des expériences 
supplementaires ont permis de preciser l’origine de certaines divergences. 

a. Insuffisance de l’extraction par le phenolchlorofomte 
Le precipité final obtenu apres extraction au phénol-chloroforme soumis à une digestion 

enzymatique a montre qu’une part importante du marquage issu de la thymidine tritiee était 
hydmlysable par la proteinase K (10.7%, tableau 2.6). Le traitement de ce mQme precipité par la 
DNase montre par ailleurs que l’on hydrolyse la m&me quantite du précipité marqué avec ou sans 
traitement prealable au phenolchlorofomte (18.9 compare à 18.6%, Tableaux 2.5 et 2.6). Ces 
resultats suggerent que le traitement au phenol-chloroforme n’altere pas I’ADN (en accord avec 
Robarls et al. 1986), mais qu’il n’extrait pas non plus toutes les protéines marquees. Plusieurs qualités 
de phénol ont éte testées sans amélioration notable de l’extraction. L’augmentation du nombre de 
rinçages est Agalement restee sans effet. Des comparaisons effectuees en divers sites de la lagune 

ont montré une différence systematique entre extraction au phenol chloroforme et a la DNase 
(fig. 2.11). 
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Figure 2.11 : Incorporation de thymidine dans le prkipite TCA total et dans I’ADN (extraction au 
ph&Wchloroforme : gros symboles, trait plein, extraction par la DNase : petits symboles trait 
discontinu). 

Cette faible efficacite d’extraction de la fraction proteique est en accord avec la faible 
proportion du marquage issu de la leucine extraite par le melange phenol-chloroforme (moyenne 32%, 
n-3, 36.7% d tableau 2.5). Les procedures enzymatique et acide-basique indiquent un plus fort 
marquage des proteines par la leucine (moyennes respectives 62.6, n=2 et 56.2%, n-2). De plus, 
environ 50% du marquage a la leudne resistant à l’extraction phenol-chlorofonne est encore 
hydrofysable par la proteinase K (tableau 2.6). 

Tableau 2.6 : Fractionnement enzymatique de I’ADN obtenu avec l’extraction au phenolçhloroforme 
(Baie de Bietrf, 20/12/69). Les resultats sont exprimes en pourcentage d’incorporation dans le TCA 
precipite. NE : non explique 

Fraction 

Thymidine 

S%TCA 

100 

“ADN” Extraction enzymatique 
(phenokhlo.) ADN ARN Proteines NE 

36.1 16.9 0.0 10.7 6.5 

I LeuciIW 100 55.5 0.0 rtd 25.7 29.6 

47 



chapitre 2 : mdthodoiogie : incorporation de thymidine, extraction de I’ADN 

b. Hydrolyse non-spkifique par NaOH 
Les fractions ADN determinees d’apres l’hydrolyse acide-base et l’hydrolyse par la DNase 

sont egalement systematiquement differentes (Tableau 2.5). Certaines sources d’erreur ont pu Atre i 
precisees de la maniere suivante. 

Selon la methode enzymatique, le marquage provenant de la [met/ryksH] thymidine n’est pas 
incorpore dans I’ARN, alors que la procedure acide-base suggere une incorporation significative au 
niveau de cette fraction. La RNase hydrolyse pourtant l’essentiel du marquage provenant de I’undine 
(83%) montrant que le marquage de I’ARN par la [methyCsH] thymidine aurait eté retrouvé s’il avait 
ét6 present. 

II semble donc que, dans nos conditions d’exp&imentation, la [met/~ykst-l] thymidine n’est pas 
incorporee dans I’ARN et que le marquage apparent de I’ARN determine par l’hydrolyse acide-base 
est dû a un attefact de cette procédure. Ce resultat est en accord avec les observations de Riemann 
(1984), Moriarty (1986), Robarts et a/. (1986) et Coveney & Wetzel(1988) qui observent un marquage 
insignifiant de I’ARN lorsque de courtes durees d’incubation sont employées. Ce biais pourrait 
expliquer les pourcentages negatifs du marquage dans I’ADN reportés par Hollibaugh (1988) en 
presence de mitomycine C, inhibiteur de la synthése d’ADN. A l’opposé, Servais et a/. (1987) utilisant 
une procedure enzymatique, et Brittain & Karl (1990), employant une procedure acide-base tres 
rigoureuse (mais des durees d’incubation tres longues), ont montré un marquage consequent de 
I’ARN par la [meMy/sH] thymidine. 

La nature du matériel cellulaire extrait par la soude 1N n’est pas élucidee. La procédure acide- 
base indique également qu’une part du marquage leucine apparaît dans cette fraction, alors que la 
procédure enzymatique indique que le marquage leucine ne se retrouve pas dans les acides 
nucleiques. La digestion par la DNase a différentes etapes de la procedure acide-base a révélé que 
I’ADN marque par la thymidine, representant initialement 17.9% du marquage dans le precipité TCA, 
n’etait plus que de 7.7% aprés l’hydrolyse basique (tableau 2.7). Donc une part de I’ADN est 
vraisemblablement hydrolysee par ce traitement. Cette observation est en accord avec le faible 
recouvrement de ssP-ADN (68%) reporté par Robarts et a/. (1986) aprés traitement par la soude 1 N à 

60-C. 

Tableau 2.7 : Estimation de I’ADN marqué par la (3H) thymidine (estime par extraction enzymatique) 
dans les differentes fractions obtenues au cours de l’hydrolyse acide-base (Baie de Bietti 31/01/90). 

TRAITEMENT 

Précipite 
Total 

ADN 

TCA 5% NaOH TCA 5% TCA 20% 
froid 6O’C 100-c 1 OO’C 

100 52.0 49.0 35.3 

17.9 7.7 3.5 0.0 
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c. insuffisance des methodes d’extraction des protéines 

La proportion du marquage leucine apparaissant dans les proteines varie egalement selon la 

methode utilisee. Le traitement par la Proteinase K revele davantage de proteines marquees que les 

traitements par le TCA 20% ou l’extraction par le phenol-chloroforme ne le suggerent (tableau 2.5). Au 

contraire, une part plus importante du marquage provenant de la [mefI)y/sH]thymidine apparaît dans 

les proteines avec la procédure acide-base (moyenne 46.3%, n=3) et l’extraction au phenol- 

chloroforme (moyenne 44.3%, n=4), qu’avec le traitement par la protéinase K (23.6%, n=3). Ces 

résultats ne sont pas necessairement contradictoires dans la mesure où le marquage des protéines ne 

suit pas les m&mes voies metaboliques s’il provient de la thymidine ou de la leucine. Le traitement du 

precipite TCA 20% par la DNase montre que tout I’ADN semble avoir ete hydrolyse (tableau 2.7). De 

plus, apres l’incorporation d’uridine, une proportion tres faible du marquage est retrouvée dans la 

fraction resistante au TCA 20% à chaud (7.5 et 5.7%, voir plus haut). Ces deux observations 

suggerent que l’hydrolyse au TCA 20% à 95-1OO’C est efficace sur les acides nucléiques (ADN et 

ARN). 

L’hydrolyse acide-base montre que 49.4 et 62.9% du marquage par la (sH) leucine dans le 

TCA précipité froid est présent dans les protéines, le reste etant réparti dans les fractions ADN et ARN 

(voir plus haut), or les digestions enzymatiques n’ont montre aucune trace du marquage (sH) leucine 

dans I’ADN ou I’ARN. II semble donc que la fraction resistante a l’hydrolyse au TCA 20% sous-estime 

la fraction proteique marquée et donc ne peut être utilisee pour déterminer le marquage des acides 

nucléiques par diffërence. 

Certains auteurs utilisent le TCA 5% afin de minimiser l’hydrolyse des protéines (Simon & 

Azam, 1969). La comparaison des deux traitements montre qu’en effet le TCA 5% hydrolyse moins de 

materiel cellulaire marque que le TCA 20% (tableau, 2.7) ; cependant la digestion par la DNase du 

precipite resistant à l’hydrolyse au TCA 5% montre que I’ADN semble incompletement hydrolyse 

(tableau 2.7). Ce résultat est en accord avec les observations de Riemann (1984) et Servais et a/. 

(1967) utilisant du W-ADN purifié. En conclusion, aucune des méthodes testees n’apparaît adequate 

pour déterminer la proportion du marquage (sH) thymidine dans les protéines. 

c6: Fraction soluble dans I’ethanol 

Robarts et a/. (1966) et Robarts & Wicks (1969) ont montré qu’une fraction significative du 

marquage par la thymidine (jusqu’à 76% du total) pouvait être extraite par I’ethanol 60% froid. Ils ont 

pu l’attribuer a de la thymidine associée aux phospholipides de l’enveloppe cellulaire. Hollibaugh 

(1966) avec le mQme rinçage retirait une fraction plus faible mais toujours significative (15-23%). En 

baie de Bietri, (tableau 2.6) le rinçage à l’ethanoI retire en moyenne 14.9% (6.1 à 19.4%, n=7) du 

marquage (sH) thymfdine dans le précipité TCA 5%. Sur quatre expériences, I’ethanol extrait 

systémati’quement d’avantage de matériel marqué du précipité TCA (moyenne 15.1%) qu’apres 

traitement au phenol-chloroforme (moyenne 8.4%) ce qui n’est pas surprenant dans la mesure où le 

chloroforme est également un solvant des lipides. 
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Tableau 2.8 : Pourcentage du marquage perdu par rinçage à I’ethanol 80% après incorporation de 
(3H) thymidine et leucine. Entre parentheses, pourcentage du prkipité total.(Baie de BM, 20/12/89) 

Traitement TCA froid 

Thymidine 15 

NaOH 6O’C 

28 
(22) 

TCA 20% 1 OO’C 

46 
(31) 

Leucine 1.5 32 
(23) 

De plus, Robarts & Wicks (1969) ont montre que l’ethanoI pouvait retirer jusqu’à 87% du 

marquage thymidine apres hydrolyse acide ou basique. Hollibaugh (1968) a observe des pertes de 10 

ci 31% du marquage aprés ces traitements. En baie de Bi&t, trois expériences montrent qu’une part 

importante de materiel est soluble dans I’ethanol apres extraction au TCA bouillant ou à la soude 1 N a 

6O’C (voir exemple en tableau 2.8). Dans tous les cas ces fractions sont supérieures a celles 

directement extraites du précipité TCA. II est donc difficile d’estimer la contribution du matériel soluble 

à l’ethanoI dans les trois fractions obtenues par la procédure acide-base. Finalement, la présence 

d’une fraction soluble dans l’ethanoI est probablement une source d’erreur supplktentaire lors de 

l’hydrolyse acide-base. 

L’ADN ne semble pas extrait par l’ethanoI, la digestion par la DNase n’ayant montre aucune 

difference avec ou sans pré-traitement à l’ethanoI, en accord avec les résultats de Robarts et a/. 

(1986). Cette fraction soluble a l’ethanoI peut expliquer une part du marquage non extrait par les 

digestions enzymatiques. Si cette fraction est retiree, la part non expliquee par la procedure 

enzymatique se Muit en moyenne a 29.3% (n-3) au lieu de 454%. Elle peut Atre due a une 

hydrolyse insuffisante. par l’une au moins des enzymes utilisees. L’activité insuffisante de la protéinase 

K a été montree mais cela n’exclut pas une activite insuffisante de la DNase. Cependant, la sous- 

estimation de I’ADN marque, si elle existe ne doit pas Qtre tres importante. En effet, l’extraction au 

phénol-chloroforme donne une surestimation de I’ADN marqué (moyenne 41 .l%, n=4). Le traitement 

à la proteinase de cet “ADN” a révele qu’une part significative du marquage était due a des proteines 

(environ 10% du precipite TCA initial, et cette fraction est probablement sous-estimee par la 

proteinase). Donc si la contribution de I’ADN marque est sous-estimee avec la procedure enzymatique 

(moyenne 17.7%, n=3), celle-ci ne peut exc6der 30% du marquage total en baie de BM. 
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c7. Comparaisons des methodes dans d’autres milieux 

Certaines divergences entre les méthodes de fractionnement n’ont pas eté observees au 

cours d’autres Etudes. En utilisant la digestion enzymatique et l’hydrolyse acide-base, Riemann (1984) 

a obtenu des resultats comparables. En employant la digestion enzymatique, Wcks & Robarts (1987) 

ont montre que I’ADN etait le seul compose marque present apres les lavages à I’ethanol et au 

ph&rolchloroforme. Enfin en utilisant la (sH) adenine, Bell & Riemann (1989) ont obtenu des résultats 

comparables avec l’hydrolyse acide-base (Fuhrman & Azam, 1982) et l‘extraction au phénol- 

chlorofomre (Wicks & Robarts, 1987). 

Afin de preciser si ces resultats contradictoires etaient caractéristiques de la lagune Ebrié, 

nous avons compare les fractionnements par hydrolyse acide-base et hydrolyse enzymatique apres 

incorporation de thymidine dans un echantillon d’eau de mer c&iere à un endroit non influence par 

l’eau de lagune. Bien que la contribution du marquage dans I’ADN ait augmente jusqu’à 51% du 

marquage dans le precipite TCA froid, le fractionnement était encore contradictoire avec les deux 

méthodes (tableau 2.9). Ce résultat suggére que les différences peuvent etre observée dans d’autres 

Bcosystemes plus oligotrophes que la lagune Ebrié. 

Tableau 2.9 : Digestion enzymatique et hydrolyse acide-base aprés incorporation de (3H) thymidine 
dans un échantillon d’eau c&iere (20/12/89). 

TRAITEMENT TCA 5% ADN ARN Protéines NE 

Digestion enzymatique 100 51.0 0.1 7.5 41 

Hydrolyse acide-base 100 15.3 80.9 23.8 

Les rbsuttats sont exprirds en pourcentage de l’incorporation totale dans le precipiti TCA (17 pmoles 1-l h-l). 
NE : non expliqu6. 

c8. Validite de la mesure 

On peut se demander si une aussi faible specificite du marquage dans I’ADN n’invalide pas la 

methode. Carman et a/. (1988) et Brittain & Karl (1990) suggérent que la faible spkificite du 

marquage par la thymidine indique un catabolisme important du traceur et que l’extraction specifique 

de I’ADN ne resout pas le probleme. En effet, l’analyse des résidus nucleotidiques de I’ADN a montré 

un marquage significatif des quatre deoxynucléotides avec l’utilisation de sH-Tdr (Brittain & Karl, 

1990). Ceci indique qu’une part significative du tritium a effectué un parcours complexe dans le 

métabolisme cellulaire avant de marquer I’ADN. Cela semble toutefois essentiellement dû à leurs 

conditions d’experimentation. Brittain & Karl (1990) mentionnent, en effet, qu’aprés 2 heures 

d’incubation a 22X, 83% de la radioactivité injectée (14.5 nM) etait incorpor6e dans I’ADN, soit une 

incorporation moyenne de 5.25 nmol l-lh-1 (probablement très sous-estimée lorsque une telle 

proportion de la radioactivite initiale est incorporée). II est probable qu’une durée d’incubation de 2 
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heures represente une duree trop longue vis-a-vis du temps de generation d’un assemblage aussi 
actif. Le marquage non sp&ifique peut alors se répandre dans tous les compartiments cellulaires. De 
courtes durees d’incubation vis-à-vis du cycle cellulaire ne semblent pas conduire à de tels artefacts 
(Morfarty & Pollard, 1990). Cette faible sp&ificite du marquage en lagune Ebrie, obtenue à l’aide 
d’incubations de courte duree (20 minutes pour un temps de doublement de quelques heures) ne rend 
donc pas la methode inopkante en lagune. La faible proportion d’ADN marque oblige donc à corriger 
les valeurs d’incorporation et à s’interroger sur d’eventuelles fluctuations de cette proportion. 

c9. Application en lagune 
L’extraction par la DNase semble Btre la meilleure des m&hodes applicables sur le terrain 

pour extraire I’ADN des assemblages bacteriens de la lagune Ebrie. Cette prockfure a Bte appliquee 
par la suite en divers sites de la lagune (toujours avec la même duree d’incubation : 20 min et la 
même concentration de traceur : 20nM) dans des conditions environnementales variees incluant la 
profondeur, la concentration en oxygene (superieure à zero), la salinite et l’heure du jour. 

La proportion du marquage dans I’ADN est apparue constante sur une large gamme 

d’incorporations dans le précipite TCA (0.1 à 3.03 nmol I-f h-t; Fig. 2.12). 
Une regression linéaire donne Mquation suivante : 

ADN = 0.201 TCA - 0.006 (r=O.952, n=lOl). 
L’ordonnee a I’orfgine n’est pas differente de zero (p = 0.36) la moyenne lagunaire est de 

19.2% (16.2% à 20.2% limites de l’intervalle de confiance à a=O.O5). 
Dans le but de valider les donnees d’incorporation de thymidine dans le precipite TCA 

realisees antérieurement, des relations eventuelles entre proportion de marquage dans I’ADN et 
diverses variables environnementales ont ete recherchées. Aucune tendance significative (P c 0,05) 
n’a pu etre notee en fonction de I’activite totale, de la conductivité ou du niveau d’oxygenation 
(Tab. 2.10a). Par ailleurs, les moyennes obtenues sur les trois sites, et de jour et de nuit, ne différent 
pas significativement les unes des autres (P > 0,05 ; Tab 2.10b). 
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Figure 2.12 : Incorporation de thymidine dans le prkipit~ TCA total et dans I’ADN (extraction par 1: 
DNase). 

rableau 2.lOa : CorMations de rangs (Spearman) entre la proportion d’ADN marqu6 dans le prkipit~ 
T’CA total et divers paramétres de l’environnement lagunaire. 

PARAMETRE Activitd totale Conductivité 02 
WA) Dissous 

nmol I-1 h-1 (mS cm-l) ow I-1) 

Coeff.decorMation 
avec%dansI'ADN 
Probabilitb 
nombre de points 
Minimum du param&re 
Maximum du param&re 

0.046 0.097 0.119 
0.63 0.37 0.35 
101 66 63 

0.090 2.32 2.07 
3.036 10.56 10.67 
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Tableau 2.10b : Comparaison des proportions moyennes d’ADN marqué dans le precipité TCA total 
dans les trois baies et de jour et de nuit (test t de student). 

Moyenne 
Limites (a=0.05) 
N 

Abou-Abou Bietri Mopoyem Jour Nuit Toutes 
18.1 19.9 19.8 19.4 19.0 19.2 

(18.2-20.0) (18.3215) (17.7-21.4) (18.1-20.7) (17.4-20.8) (18.2-20.2) 
31 37 33 81 40 101 

Abou-Abou --s- 1.59a 1.03 1.07 
Bietff Nsb em__ 0.30 0.74 
Mopoyem NS NS --- 0.31 
Jour ---- 0.37 0.74 
Nuit NS me__ 0.25 
Toutes NS NS NS NS \ NS ---- 

a:valeurckt.b. , pmbabilith d’une dii&mce non nulle 

cl 0. Effet de la concentration en Tdr sur la répartition du marquage 
Moriarty (1986) a montré que la proportion du marquage dans I’ADN dependait de la durée 

d’incubation (les vitesses d’incorporation dans I’ADN et les autres macromolécules ne sont pas 
identiques), c’est pourquoi toutes les mesures ont été effectuées avec la même durée d’incubation. 

L’extraction de I’ADN marqué aprés l’incorporation a differentes concentrations de thymidine 
montre que cette proportion depend egalement de la concentration utilisee (fig. 2.13). La vitesse 
maximum d’incorporation semble atteinte à de plus faibles concentrations dans I’ADN que dans les 
autres macmmol&xiles. 
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Figure 2.13a : Effet de la concentration en thymidine sur l’incorporation dans I’ADN et le TCA 
x&ipit6 (BM 23-05-90) 
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:Igure 2.13b : Effet de la concentration en thymidine sur l’incorporation dans I’ADN et le TCA 
x6cipM (Bibi 23-05-90). 
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d. Conclusions 
dl. Choix d’une methode d’extraction de I’ADN 

Cette etude montre que la procedure acide-base n’est pas adequate pour quantifier la fraction 
d’ADN marquee par’ la thymidine en lagune Ebrfe. Quelques auteurs ont rapporte des resultats 
comparables (Robarts et a/. 1986 ; Servais et a/. 1987) alors que d’autres la trouvent efficace (Bell & 
Riemann, 1989). L’extraction au phénol-chloroforme semble egalement inadaptee dans ce milieu, 
alors qu’elle donne satisfaction dans d’autres ecosystemes (Wicks & Robatts, 1987). Ce travail 
n’apporte pas la preuve que l’extraction enzymatique de I’ADN est reellement quantitative. Bien que 
Servais et a/. (1987) aient montré l’hydrolyse compléte de I’ADN purffie de E.co/ipar la ONase il reste 
à demontrer que celle-ci suffit à hydrolyser tout I’ADN marque d’un assemblage bactetioplanctonique 
naturel. Toutefois, cette procedure peut certainement Atre consideree comme etant specifique et donc 
donnant au moins une sous-estimation de I’ADN marqué. La comparaison avec l’extraction au phénol- 
chloroforme montre que cette sous-estimation, si elle existe, ne doit pas Rtre importante. 

II convient de remarquer qu’une bonne methode d’extraction, c’est à dire, permettant d’obtenir 
de I’ADN faiblement contaminé, peut Qtre inadequate si la fraction contaminante est fortement 
marquee. Aucun travail n’a montré que le marquage non spécifique par la thymidine était distribué de 
maniere uniforme dans la fraction protéique. Les proteines li&es à I’AON dans les cellules vivantes 
pourraient Qtre fortement marquées et moins faciles a séparer en utilisant des procédures standard. 
Dans les milieux où le marquage non specifique par la thymidine est important, il faut probablement 
preférer les méthodes spécifiques au risque de sous-estimer legérement I’AON marqué. 

L’extraction enzymatique appamh donc, dans Mat actuel de nos connaissances, 
comme la méthode la plus appropriee pour extraire spklfiquement I’ADN bactérien marqué 
par ta thymidlne en lagune Ebrie. 

d2. Impossibilite de decrire la répartition complete du marquage 
Le traitement par la proteinase K semble insuffisant pour hydrolyser toutes les proteines 

marquées par la thymidine ou la leucine. Aucune des methodes employées n’a donc permis de décrire 
complétement la repartition du marquage issu de la thymidine tritiee en lagune Ebrié. 

d3. Proportion du marquage dans I’AON en lagune Ebrié 
La proporflon d’ADN maque par la thymldine en lagune Ebrle apparaît tres constante 

(192% fl% aux 3 sites etudies). Cette constance permet d’tntetpr&er le maquage du TCA 
prWpite en maquage dans I’ADN, aux m4mes sites, lorsque I’extractron enxymatique n’a pu 
Btre r&Msee. 

Certains auteurs ont Agalement mentionné des proportions constantes dans un milieu donne. 
Oucklow et a/. (1990) en utilisant le phenol-chloroforme ont trouve 40% dans la baie de Chesapeake 
et 80% dans l’Atlantique), Bell & Riemann (1989) rapportent une valeur constante de 85% dans un lac 
Suédois. II semble que les valeurs les plus variables soient obtenues avec la méthode acide-base 
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lorsque la proportion moyenne observée est relativement faible (voir Tab. Bnttain & Karl, 1990), ce qui 

pourrait s’expliquer par la faible spkificité de cette methode. 

La proportion d’ADN marqué par la thymidine en Lagune Ebrfé se situe parmi les plus faibles 

publiées, dans un kosystéme qui est plutôt à considerer comme eutrophe. Une decroissance de la 

proportion du marquage dans I’ADN a Rtt! quelquefois mentionnee lorsque les concentrations en 

nutrfents baissent (Hanson & Lowery, 1983 ; Servais et a/. 1987 ; Cho & Azam, 1988) ; cette tendance 

a ete interpretee comme Otant un processus d’adaptation pour tirer un avantage de toute source de 

carbone ou d’azote. Des proportions d’ADN marquees tres faibles ont egalement 616 determinees 

dans des ecosystemes limniques mésotrophes (Riemann et a/. 1982 ; Mc Donough et a/. 1986 ; 

Bbem et a/. 1989) et eutrophes (Robarts et a/. 1986 ; Ducklow ef ai. 1990 ; Servais, 1987). II semble, 

d’une maniere generale, que les assemblages bactkiens p&ents dans les ecosystemes 

continentaux montrent une spécificite de marquage plus faible dans I’ADN que ceux issus des milieux 

marins (Hobbie, 1988). 

Ces observations, difficiles a interpréter actuellement, montrent a quel point il est important 

d’extraire specifiquement I’ADN lorsque l’on étudie les milieux frontières comme les estuaires, les 

lagunes et les panaches où les valeurs d’incorporation de thymidine n’ont probablement pas la rn&ne 

signification en terme de productivité bacterfenne le long des discontinuites. 

Quoi qu’il en soit, la variabilite des resultats obtenus avec les trois m&hodes en lagune Ebrfé 

suggére que la comparaison des repartitions du marquage obtenues avec des methodes différentes h .!:, 

est hasardeuse. Certaines méthodes peuvent &tre appliquees avec succes dans certains ;,, 

environnements et être à l’origine de larges erreurs dans d’autres, notamment quand le marquage non 

specifique est important, comme en lagune Ebrte. Les travaux portant sur I’etude de la productivité ~$1 

bactérienne par incorporation de thymidine commencent genéralement par la recherche des 

conditions optimales de la mesure dans le milieu Rtudie (concentration du traceur, p&lode de linéarité 

etc...) et ces conditions varfent généralement d’un milieu à l’autre, mQme si des tendances peuvent 

être degagees. De rnaniére similaire, il n’y a pas de raisons a ptk~ripour que les différentes methodes 

de fractionnement soient efficaces avec n’importe quel assemblage bactérien. Ces méthodes 

facilement appficables sur le terrain sont imparfaites et les biais qu’elles entraînent dépendent 

probablement des voies métaboliques suivies par le trftium, donc des assemblages bactérfens 

étudiés. 

Dans cette hypothése tester la validité des méthodes en utilisant un composé purifié, comme 

c’est le cas généralement (Findlay et a/. 1984 ; Mc Donough et a/. 1986 ; Servais et a/. 1987) ne 

donnera pas une indication réelle de sa validité dans le milieu. L’approche utilisee en lagune, bien que 

plus fastidieuse, fournit une vérification indépendante de la validite des méthodes employées. 
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III. CONVERSION DE L’INCORPORATION DE THYMIDINE EN PRODUCTION DE BIOMASSE 

BACTERIENNE 

1. Introduction 

La faiblesse principale de la technique d’incorporation de thymidine est qu’elle n’aboutit pas 
directement à une estimation de la production bacterienne en terme de carbone ou de cellules. Dans 
I’hypothese où l’on mesure quantitativement la synthése de I’ADN bacterten, ce qui requiert un certain 
nombre de suppositions (voir plus haut), il reste encore à convertir la vitesse de synthese d’ADN 
bacterfen en production de biomasse bacterfenne. Cette Etape cruciale a suscite de nombreux 
travaux. On peut classer les approches employees en trois groupes : 

Le calcul th6orique (Fuhrman et Azam, 1980) 
La determination empirique, dans un systeme de calibration (Klrchman et a/. 1982) 
La validation independante (Cole et a/. 1989) 

a. Le calcul théoriaue 
Cette approche peut Btre resumee par le schema suivant : 

ETAPES PARAMETRES A 
DETERMINER 

POSTULAT 

3H-TdR dans les 
macromolécules 

1 

Proportion du 
t marquage dans I’ADN 

“H-Tdr dans I’ADN 

Dilution isotopique 
t (extracellulaire 

et synthése de novo) 

t Proportion de 
Thymidine dans I’ADN 

c 
v 

Synthese de I’ADN 

I 

t ADN par cellule ou 
Rapport ADN/Carbone 

Toutes les bactéries 
en division incorporent 
la Tdr dans I’ADN 

Production de cellules 
ou de carbone bacterien 
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Cho et Azam (1988) ont discuté chacune de ces etapes. On peut en degager les points 

suivants : 

La dilution isotopique extracellulaire peut etre considéree comme négligeable dans la plupart 

des environnements aquatiques. Les concentrations sont en gen&il subnanomolaires ,m&ne au 

niveau des sediments (Morfarty, 1988). La synthèse de novo semble Atre inhibée lorsque l’on utitise 

une concentration saturante de TdR (Morlarty, 1988). 

La proportion de residus thymine dans I’ADN, que l’on estime par convention à 25% 

(correspondant a un GC% de 50 ; Fuhrman et Azam, 1980), peut varier entre 28 et 70% (Cho & 

Azam, 1988, bien que ces valeurs extremes soient peu vraisemblables dans un peuplement mixte) et 

depend donc vraisemblablement du peuplement etudie. 

On admet gen&alement que le contenu en ADN des batteries est de 2.5 à 5 fg par cellule 

(Simon & Azam, 1989), bien que des valeurs superieures épient pu Me reportees, (5.8 & 14 fgkellule ; 

Paul & Carlson, 1984). II est possible que celui-ci varle avec la taille des cellules et leur taux de 

croissance (multiples fourches de replication). Dans une culture d’eau de mer, Cho et Azam (1988) 

ont ainsi observe une augmentation du contenu par cellule de 3.3 dans l’inoculum a 6.1 en phase 

exponentielle. Le rapport carbone bactérien/ADN (pg/ug) semble augmenter de 4 à 11 pour des 

cellules de 0.03 à 0.4 prns (Simon & Azam, 1989). Ainsi, avec des valeurs d’ADN comprises entre 2.5 

et 5 lO-159 par cellule et une proportion de r&idus thymine de 15 a 38% (GC% de 70 à 28) on peut 

s’attendre à un facteur compris entre 1.7 1017 et 7.4 1017 cellules par mole de thymidine incorporee 

dans I’ADN, soit un facteur 4.4. 

II est donc peu vraisemblable que l’on puisse dégager un facteur de conversion unique valable 

pour tous les ecosystemes aquatiques. Le calcul d’un facteur de conversion nécessite la 

determination de chacun des paramétres cités plus haut dans le milieu etudié. Ce n’est 

malheureusement pas toujours possible, Ainsi, la presence d’ADN detritique dans les milieux riches, 

comme les lagunes côtières ou les estuaires (Paul & Carlson, 1984, Paul et a/. 1985, 1988) exclut de 

pouvoir directement estimer la quantité d’ADN par cellule sans passer par des cultures de dilution 

telles que celles utilisées pour la détermination empirique. Dans I’hypothese ou un rapport unique 

carbone/ADN se révelerait valide dans tous les milieux etudies, il resterait à démontrer qu’une 

proportion constante des bactéries en croissance incorporent la thymidine exogene dans I’ADN. Cela 

ne semble pas non plus etre le cas (Davis, 1989 ; Douglas et a/. 1987 ; Pedros-Alio & Newell, 1989). 

Ainsi, il semble donc, pour J’instant, preférable de calculer une relation empirique entre 

incorporation de thymidine et production de biomasse bactérfenne pour chaque ecosysteme etudié. 
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b. Determination empirique dans un svstéme de calibration 
Le principe est de supprimer le contrble de la biomasse bacterienne et d’observer 

simultanement I’evolution de l’incorporation de thymidine et de la biomasse bacterienne afin de 
calculer la biomasse produite par mole de thymidine incorporee. On suppose evidemment que 
l’assemblage bacterfen en croissance dans la culture conserve au cours du temps les Mmes 
caracteristiques que celui dont on veut determiner I’activitr5 in situ. 

Ces cultures sont le plus souvent réalisees en inoculant une fraction d’eau du milieu tamisee 
sur membrane de 0.6 a 2 pm (pour en eliminer les predateurs ticrozooplanctoniques) dans un 
volume de la mQme eau filtree sur membrane de 0.2 um (pour eliminer un eventuel contrôle par les 
nutrients). Ce traitement suffit en general pour observer une courbe typique de croissance bacterienne 
en trois phases ; phase de latente, phase exponentielle, plateau ou decroissance. Le facteur de 
conversion empirique peut 8tre obtenu par differents calculs reposant sur des conditions préalables 
differentes. Ils seront discutes plus loin. 

Cette approche presente l’avantage d’éviter la détermination de tous les paramétres 

indispensable au calcul theorique et de tenir compte de I’eventuelle présence de bactéries en 
croissance, incorporant peu ou pas la thymidine exogene (Davis, 1989 ; Douglas et a/. 1987 ; Pedros- 
Alio & Newell, 1989). Enfin la variation des Facteurs de Conversion (FC) obtenus avec differents 
traitements (apports d’elements limitants) et une méthodologie identique (Coveney & Wetzel, 1988) 
suggere que le calcul theorique ne prend peut-être pas en compte toutes les specificités d’un 
peuplement bactérien. 

c. Validation par une methode indébendante 
La troisieme approche permettant de déterminer un facteur de conversion ou au moins d’en 

discuter la validite est d’obtenir une estimation indépendante de l’activité bactérfenne. Une illustration 
de cette approche est l’etude realis4e par Cole et a/. (1989) sur le Mirror Lake (USA). Dans ce lac 

entrées et sorties de la matière organique sont determinées. La perte de carbone du systéme a Rté 
estimée et les contributions du zooplancton et du phytoplancton ont 6th retirées. La perte résiduelle 
attribuee à la respiration bactérfenne a 6th comparée aux taux d’incorporation de thymidine sur la 
meme p&iode et a permis d’etablir des couples de valeurs probables d’efficacité de croissance et de 
facteurs de conversion. 

La respiration bacterienne peut Rgalement &re déterminee par la consommation d’oxygéne à 
I’obscutite. La consommation bactetienne d’oxygéne est obtenue le plus souvent par fractionnement. 

Elle peut egalement Atre obtenue par une analyse statistique (Jensen et a/. 1990). Enfin, dans certains 
biotopes particuliers, comme certains sédiments on attribue aux bactéries l’essentiel de l’activité 
respiratoire determinée. Ainsi, Fallon & Boylen (1990) ont compare la respiration totale dans les 
sediments d’un lac oligotrophe et la production bactérienne par la mesure d’incorporation de thymidine 
et de la frequence de division cellulaire (FDC). Ils ont ainsi montre que les activités respiratoires 

mesurées etaient en accord avec l’incorporation de thymidine (en utilisant un facteur de 2 101s 
cellules par mole) alors qu’elles etaient incompatibles avec les valeurs de production estimées par 
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FDC. Trois approches similaires ont eté utilisees dans des kosystemes benthiques (Fallon et a/. 

1983 ; Bell & Ahlgren, 1987 ; Cammen, 1991). 

Enfin, Bjornsen (1988) a comparé, dans des flacons où la biomasse Rtait stable, tes pertes de 

biomasse bacterienne par predation et l’incorporation de thymidine. Cette approche peut egalement 

donner une estimation independante du facteur de conversion, si l’on admet que la prédation est la 

seule source de disparition de la biomasse bacterienne et que celle-ci est determinee de manier-e 

fiable. 

2. Approches utllls&s en lagune Ebrl6 

a. Détermination emoiriaue 

a1 . Méthodologie 

L’inoculum est préparé en tamisant 50 ml d’eau du milieu sur membrane Nuclepore de 2 pm 

puis est ajoute à 450 ml d’eau du milieu filtrée sur membrane de 0.2 pm. Toutes les filtrations sont 

effectuées sous dépression réduite (C 5cm de Hg) afin de minimiser l’enrichissement provoque par 

l’éclatement des organismes fragiles. Les cultures sont incubées a 30% en lumiere attenuée sous 

Iégere agitation. A differents intervalles de temps, des echantilfons sont prelevés pour determiner la 

biomasse bacterienne et l’incorporation de thymidine dans le TCA precipité. A quelques exceptions /, 

prés, la determination de la biomasse bacterienne n’est effectuee que sur les intervalles de temps où ‘3 
l’incorporation de thymidine indique une phase exponentielle de croissance. :. II 

Afin d’observer d’éventuelles variations du facteur de conversion avec le site ou l’époque du 

prélévement, au moins un etalonnage empirique a ete effectue au cours de chaque cycle nycthem&al 

etudie. 

a2. Résultats 

a2.1. Production de biomasse et incorporation dans le TCA précipité 

Le volume bactérien moyen augmente g&&alement au cours de la culture et l’incorporation 

de thymidine est toujours mieux carrelée à la biomasse (biovolume) cellulaire qu’à l’abondance 

bactérienne (tab. 2.11, fig. 2.14A-L). Cette augmentation du volume moyen peut avoir deux origines, 

non exclusives : (1) une augmentation de la taille des bactéries (2) un taux de croissance plus elevé 

des bactéries les plus volumineuses. 

Cette attemative n’est pas sans importance. Dans le premier cas, l’incorporation de thymidine 

doit etre reliee au nombre de cellules et l’augmentation du volume cellulaire moyen n’est qu’un 

artefact. Dans le second cas, la relation avec le volume bactérien total est justifiée par les 

caracteristiques du peuplement en croissance active (les cellules plus grosses ont un taux de 

croissance sup&teur). Le parallelisme entre augmentation du biovolume et incorporation de thymidine 

Suggére la deuxieme solution. L’étude de l’évolution des abondances par classe de taille montre que 

les plus petites cellules ne disparaissent pas lors de l’augmentation du volume moyen (fig. 2.15,2.16). 

Cette difference des taux de croissance avec la taille bactetienne a déja été montree en baie de Biétri 

(Tor&on et a/. 1989). Ces grosses cellules, à taux de croissance plus éleve, pourraient subir un 
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contr6le plus actif in si& par le micro-zoopiancton (Andersson et a/. 1988 ; Newell & Turley, 1987 ; 
Chrzanowski & Simek, 1990 ; Gonzalez et a/. 1990) ce qui expliquerait leur rapide prédominance dans 
les cultures d’eau de lagune en l’absence de predation. 

Le calcul du facteur de conversion, ne peut en toute rigueur Rtre effectu6 que lorsque 
l’incorporation de thymidine et la biomasse bactérienne montrent le même taux de croissance. A partir 
de ce protocole, deux m&hodes de calcul sont alors possible : 

(1) L’approche de Kirchman et a/. 1982 qui permet de calculer le facteur de conversion (FC) 
par la formule : 

FC = p N(O)/T(O) 
avec : 
FC : cellules produites par nmole de thymidine incorporde 
~1: taux de croissance de l’assemblage bactérien (h-l) 
N(0) : abondance bacMienne à t0 (cellules l-1) 
T(0) : incorporation de thymidine à 10 (nmoles t-‘h-1) t 
Ce mode de calcul a toutefois l’inconvénient d’exiger une croissance exponentielle sans 

phase de latente. 

(2) La deuxidme mani&e de calculer, moins contraignante, consiste a diviser la biomasse 
produite par I’Mgrale de l’incorporation de thymidine calculde à partir des mesures ponctuelles sur 
les intervalles où incorporation de thymidine et biomasse croissent parall&lement (Riemann et a/. 
1987). La biomasse produite est simplement estimbe par la diffdrence des biomasses entre deux 
mesures successives. L’intégrale d’incorporation de thymidine est calcul6e de la maniére suivante : 

En phase exponentielle, elle suit une Equation du type : T(t)=T(O) exp(jJt) 
avec T(t), incorporation de thymidine au temps t ; T(0) incorporation de thymidine au temps 10 et /.l 
taux de croissance (h-l). 

On a alors : 
s 

T(t) = 11~ T(0) exp(pt) + cte 

Soit entre 11 et t2 : 

ou 

t1 1 thym = (11~ T(0) exp(pt2) + cte) - (111.1 T(0) exp(ptl) + cte) 
t2 

thym = (VWTO1 ))M 

Ce calcul a 46 utilis6 pour les j 2 etalonnages effectués en lagune, les r6suitats sont expos6s 
sur le tableau 2.11. 
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Tableau 2.11 : Etalonnage8 rdalisbs en lagune Ebrié. 

Thym. AborKJanœ Vdume Tauxde Biovdume Faceurde 

ECH. T Heure PmOk 109 Cellulaire Biivoiume crdssanœ produit conversion 
,-lb-l cellulae 1-l moyen 106&ull~-l (h-l 1 (intigraletdr) 10r7prn3 

w3 Biovdume losjlm3l-1 mde-l 

(Wm) (pmole I-1) 

pu; 0 
; 

fg 
7'2 

1% 1.30 1.17 0.121 0.042 142'0 Tao %2 304.2 2.13 
BlJl 

ii.3 
:7% 1.64 0.219 359:4 (0:258) (14%) 

BlJl 3 

BlJ2 0 0.0 0.068 32 : i.8 l%l 32 3147 0.141 0.170 1%02 589:1 *:t3;2 (0:244) 509.1 2.58 

BlJ2 3 ii.3 fi% 
WV 
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Tableau 2.11 : Etalonnages réalisés en lagune Ebrie (suite) 

Thym. Abcndanœ Vdume Tauxde Biovdume Facteurde 
ECH. T Heure PmOb 109 Cellulaire Biovolume croissanœ pdUii Convereicn 

,-lh-1 cellulee t-1 moyen 106&l-1 (h-l) (intigraieTdr) 1017pm3 
cvn3 Biovdume lO$dl-1 mde-1 

(Thym) (pmolel-1) 

9 15.0 
10 16.5 
il 24.0 

0 
: 

:*so 
5:s 

: BO5 
5 16.0 

0 

: 
z.; 

5:5 

: 8':: 

s 1:: 
7 14:o 
8 23.0 

131 

$2 
486 

%i 

” 
617 

0.93 

t:: 
1:45 

0.55 
1.01 

3:: 

% 

%t 
1:88 
1.95 
2.09 
2.62 

282 
Go 

0.039 
0.061 

%i 

t”z 0:086 
0.083 
0.160 
0.207 

0.054 
0.058 
0.073 
0.086 
0.101 

i-155 
0:174 
0.188 

35.8 
71.7 
125.5 
114.0 

ii 
196 

E 

TlIM 

0.418 89.7 
(0.417) (339) 

TOIT2 

(EEi) 

TOIT2 

0.353 89.7 
(0.298) (635) 

153.6 
(926) 

2.64 

1.66 

1.41 

A:Abou-abou;B:Ei&ri;M:Mopoyem 

1.87 
1.59-2.15 

12 

Les facteurs de conversion calculés semblent peu varier autour de la valeur moyenne de 1.87 
lOl7umsmole-1 (HI 78 1017 prn?nole-1, limites de l’intervalle de confiance Z! n-0.05). Aucune 
tendance n’a pu être: notée en fonction du site etudie (Bi&t ou Abou-Abou) YI de la période de 
prelevement (saison seche, saison des pluies, saison des crues). 

La valeur moyenne 1.87 1 0t7pm3 produits par mole de thymidine incorporee dans le précipité 
TCA a donc et6 retenue aux sites etudies. 
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Ilgure 2.14 : Etakjnnages entre incorporation de thymidine et production de biomasse bact&ienne. 
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Figure 2.14 (suite) : Etalonnages entre incorporation de thymidine et production de biomassé 
3acMenne. 
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a2.2. Proportion du marquage dans I’ADN au cours des dtalonnages 

Dés que la méthode d’extraction enzymatique de I’ADN a ét6 jug6e satisfaisante, son 

application aux quatre derniers etalonnages a donne des rkultats surprenants. Atirs que la 

proportion ~‘ADN marque avoisine 20% en lagune (cf fig. 2.12), elle s’est r&Me syst6matiquement 

plus 6levée en phase exponentielle, avoisinant 50% (Tableau 2.11, figures 2.17A-D) pour dkroitre 

des l’apparition du plateau. Cho & Azam (1988) ont déja montré que la proportion de proMines 

marquées par la thymidine triMe augmente lorsque les cellules se carencent en azote. La thymidine 

(CataboliSée) serait alors utilis6e pr6f&entiellement pour la SytIthéS8 protdique. L’augmentation du 

pourcentage de marquage dans I’ADN apr8s l’apport d’extrait de levure (2mg.l-1) en phase plateau, 

lors de Mtalonnage du 21-05-90 (fig. 2.17C) montre bien que cette dkroissance est due à une 

carence des cellules. Ce ph6nomMe explique le paradoxe qui existe entre une production de 

biomasse apparemment constante (incorporation de thymidine constante dans le TCA pr6cipit6) et 

une biomasse constant8 en l’absence de prkdat8UrS au cours de la phase plateau des cultures 

d’étalonnages. 

A partir de l’ensemble de ces rkultats, en lagune Ebrié, il est ais6 de remarquer que la 

mesure de la productivité bactkienne est surestimée d’un facteur 2.8 (soit 49M9.2) si l’on utilise des 

incorporations dans le milieu et des valeurs d’atalonnage obtenues par l’incorporation de thymidine 

dans le seul pr6cipit6 TCA. Ce ph&oméne a également et6 observé dans le lac Leman (Torréton et 

a/. en préparatiqn) et pourrait donc être r6pandu dans divers écosystémes. A I’oppos6, Coveney & 

Wetzel (1988), en utilisant une extraction à l’acide perchlorique, déterminent une proportion plus faible 

dans les cultures. II est donc vraisemblable que bien d8S facteurs de conversion publiés aient 6té 

biaisés par des proportions du marquage dans I’ADN differentes in situ et dans les cultures. . . 

Si l’on admet que cette proportion du marquage dans I’ADN (moyenne 49.8%, a=3.8%, n=l2, 

cf tab. 2.12) 8St la meme au cours de tOut8S les phases exponentielles des etalOnnageS effeCtU6S en 

lagune, on obtient alors un facteur de conversion de 1.87/0.498 = 3.77 1017 prnsmole-1 Tdr dans 

I’ADN. Pour convertir directement l’incorporation dans le TCA en production de biomasse il faut utiliser 

le facteur 3.77 x 0.192 = 0.72 1017 pmsmole-1 Tdr dans le TCA précipité. 

En sommant les incertitudes d8 chacun des facteurs utilisés (215.0% sur le facteur de 

conversion, f5.2% et k4.9% pour les proportions du marquage dans I’ADN in situ et au cours des 

etalonnages) on peut estimer que ce facteur de conversion est prkis à f25% prés. 
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Tableau 2.12 : Proportion du marquage 3H-Tdr dans I’ADN au cours des atalonnages. 

MOYENNE 
ECH. 1 HEURE TCA ADN ADN Ecart-typa 

prnoll-'h-l pmoll-'h-l %TCA ON 

03 1 3.0 129 73 56.6 
83 2 4.5 226 116 51.3 l 

83 3 6.0 403 223 55.3 + 53.3 % 
83 4 7.5 674 374 55.5 l 2.8 % 
a3 5 9.0 1124 698 62.1 (3) 
03 6 10.5 1629 1060 58.0 
83 7 12.0 3317 1820 54.9 
83 8 13.5 2267 991 43.3 
83 9 15.0 2310 541 23.4 
83 10 16.5 2342 539 23.0 
B3 11 24.0 1586 255 16.1 

A3 1 3.0 57 29 51.1 l 

A3 2 4.5 103 51 49.6 l 

A3 3 6.0 198 106 54.4 l 51.7% 
A3 4 7.5 434 235 54.2 2.5 % 
A3 5 9.0 989 585 58.6 (3) 
A3 6 10.5 1248 672 53.9 
A3 7 12.0 1601 796 49.7 
A3 6 13.5 2084 636 30.5 
A3 9 15.0 1910 470 24.6 
A3 10 16.5 1784 392 22.0 
A3 11 24.0 1394 156 11.2 

B4 0 2.5 125 57.8 46.2 l 

84 1 4.0 277 126 48.2 l 

84 2 5.5 619 267 46.4 l 46.3% 
84 3 7.0 670 266 39.7 0.1 % 
84 4 8.5 1081 320 29.6 (3) 
84 5 10.0 999 244 24.4 
84 8 11.5 2172 1418 65.2 
04 7 13.0 2514 1416 56.3 
04 8 14.3 2571 941 36.6 

05 0 2.5 131 61 46.6 l 

B S  1 4.0 207 96 46.4 l 

85 2 5.5 320 148 46.3 l 48.4 % 
B5 3 7.0 486 167 34.4 0.2 % 
B5 4 8.5 603 192 31.8 (3) 
B5 5 10.0 651 176 27.0 
85 6 11.5 645 135 20.9 
06 7 14.0 710 132 18.6 
85 8 23.0 617 55 8.9 

MOpIlll9 49.6 % 
Touslespoink: Intervalle&3confiance 47.2-52.0% 

N 12 

Lesastbtisquesindquentlespoink utilisbs pourles6talonnages,lamoyennecorrespondanteestreport6edansla~lonne 
~~i~ante.Echantillons:mWessymbolesqu'enTab.2.11 
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ETALUWAGE 84 (BIETRI 21-65-981 
ET.UM’IAGE 84 ( BIETRI 21-85-98) 

Figure 2.15 : Evolution de la taille moyenne des cellules au cours d’un atalonnage 
thymidine/production de cellules. A Frdquence, B Effectifs. 

ETALGWAGE B5 (EIETRI 23-05-901 

Figure 2.16 : Evolution de la taille moyenne des cellules au cours d’un etalonnage 
thymidine/production de cellules. A Frdquence, B Effectifs. 
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Figure 2.17 : Evolution de la proportion de thymidine incorpor6e dans I’ADN au cours de: 
Btalonnages. 
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a3. Discussion 
Ce facteur de conversion, qui s’avere stable en lagune Ebrie, se situe dans les valeurs 

elevees de la litterature, bien qu’il soit hasardeux de comparer des facteurs empirfques obtenus avec 
des modes de calcul et surtout des methodes de fractionnement du pr&cipite TCA differents. 

L’influence de certains facteurs sur les valeurs exp&imentales du facteur de conversion a et6 
discutee par quelques auteurs. Smits & Riemann (1988) ont note une augmentation de celui-ci avec le 
taux de croissance de l’assemblage bacterfen et concluent que l’uptake doit Atre limitant pour des 
temps de generation inf&teurs à 20h. L’uptake de thymidine a et6 mesure au cours des etalonnages 
A3 et 83. La quantite de radioactivite intracellulaire non TCA precipitable issue de fa thymidine trftiee 
Btait toujours significativement sup&ieure a 0 (fig. 2.17A et 6). II n’a toutefois pas 616 possible de 
montrer qu’il s’agissait de thymidine et non de catabolites maques. Toutefois, si l’incorporation de 
thymidine dans le TCA pr6cipite etait limitee par l’uptake, on obtiendrait vraisemblablement une limite 
de f’incorporation par cellule pour les valeurs les plus Rlevees du taux de croissance, ce qui ne semble 
pas Atre le cas pour les etabnnages realises en lagune (fig. 2.18). Ces arguments n’excluent pas 
evidemment que l’uptake soit limitant pour une fraction du peuplement en croissance. Cette hypothese 
ne pourrait Atre vertfiee que par autoradiographie, la determination de la dilution isotopique n’etant 
d’aucune utilite dans ce cas (Moriarty, 1988). 

Figure 2.18 : Relation entre incorporation de thymidine et taux de croissance dans les etalonnages 
(trait plein : droite de regression, tralt discontinu : droite forcee par l’origine). 
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Recemment, Bell (1990) a suggere que la concentration optimale (saturante) de thymidine ne 
serait pas employee dans la plupart des experiences d’étalonnage. II est vrai que la plupart des 
auteurs utilisent la time concentration de thymidine que l’optimum determine in situ. Ses arguments 
sont bases, d’une part, sur la plus grande variabilite et les plus fortes valeurs des FC obtenus à 5 nM 
qu’a des concentrations supkeures, d’autre part sur des observations directes. Le premier argument 
part du postulat qu’il existe un facteur de conversion unique pour des peuplements aussi differents 
que ceux presents dans des lacs eutrophes et dans I’ocean oligotrophe, ce qui reste à demontrer. 
D’autre part, les FC compares sont obtenus avec des methodes de fractionnement du marquage 
assez differentes et Robarts & Wicks (1989) suggerent que la proportion du marquage dans I’ADN 
pourrait expliquer des differences d’un facteur 10 dans f’estimation des FC. Les resultats des 
fractionnements enzymatiques obtenus au cours des etalonnages montrent que cet aspect souvent 
neglige est probablement une source de biais répandue. 

L’optimum de concentration n’a 816 verifie qu’une fois au cours de la phase exponentielle de 
l’étalonnage 84 (fig. 2.19). La concentration employee etait saturante, alors que le taux de croissance 
etait parmi les plus eleves observes. Une seule expkfmentation est evidemment insuffisante pour 
affirmer que l’on se trouvait à concentration saturante au cours de tous les etalonnages. Toutefois, ICI 
encore, cet artefact, s’il existait dans ces exp&imentations, serait probablement mis en evidence par 

une relation entre FC et taux de croissance. Cela ne -semble pas Btre le cas en lagune Ebrie 
(fig. 2.20). Smits & Riemann (1988) ont par ailleurs montre qu’une concentration de 15 nM etait 
saturante, m6me avec des facteurs de conversion tres Elevés. 

Figure 2.19 : Effet de la concentration en thymidine sur l’incorporation dans le preCipit6 TCA 
(Etalonnage B4 : l3ietri 21-05-90). 
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Ftgure 2.20 : Relation entre facteur de conversion et taux de croissance. <‘A. 
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Enfin il n’est pas possible d’exclure la possiblite qu’une proportion significative de bacteries en ‘,‘.: 
croissance dans les cultures n’incorporent pas la thymidine (Pedros-Alio 81 Newell, 1989). Ce 
phenombne conduirait a l’obtention d’une valeur de conversion elevee et ne serait pas detectable par .., 
I’etude de la dilution isotopique. 

a4. Conclusion 
Bien qu’il Soit difficile d’affirmer que le degre de participation de la thymidine tritiee ait et6 

identique in situ et dans les cultures d’eau de lagune, la reproductibilite des facteurs de conversion 
determines exp&mentalement aux differents sites et ptkiodes d’etude, avec des taux de croissance 
differents, suggere que ces attefacts, s’ils existaient, seraient curieusement constants. La valeur 
moyenne obtenue (3.77 1017 pm%ole-1 Tdr dans I’ADN) a donc et6 utilisee pour convertir les valeurs 
d’incorporation de thymidine en production de carbone bacterfen. La validite de ce facteur a, par 
ailleurs, et6 verifiee par une approche independante developpee dans le chapitre suivant. 
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b. Validation du facteur de conversion par la consommation d’oxvaéne 
bi . Introduction 

La consommation d’oxygene est probablement la meilleure methode pour déterminer l’activité 

hétérotrophique bacterienne aerobie. L’activite d’uptake et de mineralisation d’un substrat ne mesure, 
en effet, qu’une partie de I’activite heterotrophe totale. Des comparaisons effectuees in situ (Sepers et 
a/. 1982) ont montre que l’uptake maximum d’amino-acides representait au plus 10% de l’activité 
mineralisatrice déterminee par la consommation d’oxygene attribuee aux bactéries (50% du total). Des 
resultats comparables ont ete obtenus, in vitro, sur des assemblages bactenens maintenus en 
chernostat (Sepers & van Es, 1979). 

La mesure de la consommation du carbone organique dissous (COD) elimine le probléme de 
la faible representativite d’un ou d’un groupe de substrats. Toutefois la pari facilement degradable du 
COD est en général assez faible (15 à 40% en milieu limnique et estuarien, Servais, 1987) et la 
détermination precise de la fraction consommee exige de longues durées d’incubation (Servais, 
1987). De plus, en chemostat, le COD total semble utilise sequentiellement, les bacteries utilisant en 
premier lieu les molecules les plus facilement degradables (Sondergaard et a/. 1990). La fraction 
consommee in situ dépend donc a la fois du taux de croissance bactérien et de la vitesse de 
production du COD (Sondergaard et a/. 1990). La determination de l’activite organotrophe par 
I’evolution du COD exige donc des temps d’incubation du m&me ordre que le temps de generation 
bacterien, ce qui limite la precision de la mesure. En lagune Ebrié, les concentrations en COD 
(déterminees en 1977) varfent entre 6000 et 18000 ugC t-1 dont une forte proportion semble 
oonstituee de matériel réfractaire (Pages et Lemasson, 1981) ce qui limiterait la précision de l’analyse 
de la fraction consommée. Enfin, il convient de rappeler qu’une mise en doute de la fiabilité des 
dosages classiques du COD a eté formulee recemment (Sugimura et Suzuki, 1988). 

II semble donc préferable de relier la consommation bactérienne d’oxygéne & la mesure de la 
pmductivite bactenenne afin d’obtenir une comparaison independante. Malheureusement c’est une 
methode moins sensible que la mesure de l’incorporation de radiotraceurs, un inconvenient toutefois 
minimise en milieu eutrophe ou des valeurs importantes peuvent être mesurées. . 

L’activité respiratoire n’est toutefois pas specifique des bacterfes. Différents auteurs ont 

attribue une partie de l’activité respiratoire totale aux bactéries hétérotrophes en prefittrant des 
échantillons d’eau et en comparant les consommations d’oxygene dans les fractions tamisees et 
totales (Williams, 1981 ; Sepers et a/. 1982 ; Bell & Kuparinen, 1984 ; Laanbroek & Verplanke, 1986a, 
1986b ; Griffith et al. 1990 ; Schwarter et a/. 1988 ; Sand-Jensen et a/. 1990). Dans tous les cas, une 
part importante (30 à 100%) de la consommation d’oxygéne totale in situ etait retrouvee dans l’eau 
tamisee sur membranes (de porosité 1 a 3 pm) donc attribuable au picoplancton constitué pour 
l’essentiel de bactéries. 

Toutefois, les artefacts resultant d’une separation avant incubation sont toujours possibles, le 
plus classique etant l’enrichissement entraîné par la rupture des cellules les plus fragiles lors du 

tamisage (Ferguson et a/. 1984). Plus recemment, Hopkinson et a/. (1989) ont montré une autre 
source d’erreur entraînée par les tamisages. Les consommations d’oxygene dans la fraction inférieure 
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à 1 pm etaient systematiquement superieures à la consommation totale. Des dénombrements 

bactériens et des dosages de NH4+ et amines primaires ont montré que ce phénomene n’était pas dû 

à une croissance bacterienne stimulee par I’eventuel relarguage de nutrients par le tamisage. Au 

contraire, dans leur milieu, les bacteries separees des flagelles par filtration se carençaient en azote, 

reiargue par ces derniers, entrainant une forte chute de leur rendement de croissance et une 

augmentation conséquente de leur activite respiratoire. 

b2. Postulats 

Pour eviter ces artefacts, seule I’activite respiratoire totale a et6 determinee en lagune Ebrfé. 

La validite du facteur de conversion thymidine/production de carbone bactérfen a donc et6 testee en 

essayant d’attribuer empirfquement une part de l’activité respiratoire totale aux bactéries 

hetérotrophes. 

Pour déterminer cette activite respiratoire on a supposé : 

l- Que I’activite respiratoire totale mesurée est la somme des activités du phytoplancton et du 

bactérioplancton. 

2- Que le rendement de croissance bactérien est constant dans les sites etudies (donc qu’il 

existe une relation constante entre respiration bacterienne et incorporation de thymidine) et que 

l’essentiel de I’activite mineralisatrice est aérobie. 

3- Que la respiration phytoplanctonique etait constante par unit6 de biOmaSS8 (donc qu’il 

existe une relation constante entre respiration phytoplanctonique et pigments photosynthétiques si l’on 

admet que ceux-ci sont proportionnels à la biomasse phytoplanctonique). 

Ces trois postulats peuvent etre considerés comme Valables en Premiere approximation. 

l- L’activité respiratoire totale mesure8 peut etre consideree comme la somme des activités 

respiratoires du phytoplancton et du bactérioplancton. En effet, d’une part, le méso-zooplancton n’est 

pratiquement pas préleve avec les bouteilles utilisees (Pagano Comm. pers.), d’autre part, il est 

virtuellement absent de la colonne d’eau pendant la joumee (Pagano & Saint-Jean, 1989, voir aussi 

chap.3, Cycles nyctheméraux). L’activité respiratoire du nanoplancton héterotrophe est 

VraiSemblabl8m8fIt prise en compte dans la respiration attribuée aux bactéries Si l’on suppose que 

celui-ci exerce son activite sur tes bactéries comme le laisse supposer la taille des OrganiSnW 

phytoplanctoniques (96% et 53% de la chlorophylle 3 est retenue sur membranes de porosite 

respectives 1 pm et 3 pm , moyenne sur les 3 sites étudies, d tab.2.3). Dans ce cas si on lui attribue 

une efficacite de croissance de l’ordre d8 50% sur les bactéries, la contribution bacterienne sera 

legerement surestimée. Cette hypothése est discute8 plus loin. 

2- Le rendement de croissance bactérien tend probablement vers une valeur moyenne si l’on 

admet que la relation entre les bactéries et leurs sources nutritives est la meme aux différents sites 8t 

epoques etudiés. 

3- La respiration phytoplanctonique est constante par unité de biomasse, l’indicateur de 

biomasse utilisé etant la conce.ntration en ChlOrOphyll8 2. Quelques donnees sont disponibles sur Ce 

Sujet. De plus, on admet generalement que la respiration phytoplanctonique représente 10 à 40% de 
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la production brute (Beardall & Raven, 1990), ce qui peut fournir une autre base de verification. II 
semble toutefois que la respiration phytoplanctonique a I’obscudte puisse etre fortement influencee 
par l’histoire lumineuse prudent la mise à l’obscurité necessaire a la mesure (Stone & Ganf, 1981 ; 
Verity, 1982). Cette hypothese a ete testee sur les donnees obtenues lors de cette etude. 

b3. Résultats - discussion 
b3.1 Analyse statistique 
Les consommations d’oxygéne determinées (cf chap.2 m&hodes) en sub-surface 

varient de 20 a 128 pgOa 1-lh-1 à Abou-Abou (moyenne 63), 127 a 371 pgOa l-f h-1 à Bietri (moyenne 
218) et 19 à 83 pgOa I-lh-1 à Mopoyem (moyenne 61). Ces fortes valeurs, en accord avec le 
caractere eutrophe de la lagune, sont similaires à celles reportees par Camwuze 8 Caumette (1985) 
sur les memes sites. 

L’attribution d’une partie de l’activité totale au phytoplancton et aux bacteties a et4 tentee en 
utilisant une régression multiple pas à pas en utilisant les variables explicatives suivantes (voir 
Tableau 2.13) : 
- Chlorophylle a 
- .Pheopigments 
- Somme des pigments 
- Incorporation de thymidine 
- Energie lumineuse reçue par Mchantillon au moment du prelevement (uE m-a) 
- Production primaire au 14C 
- Production prlmaire à I’oxygene 

Seuls ont ete exclus les points de nuit où le zooplancton abondant pouvait contribuer à la 
respiration totale (lors des trois derniers cycles). 
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Tableau 2.13 : Regression pas a pas pour expliquer la varfable respiration 

Variables 
incorporees 
au modele 

ETAPE 0 
FI2 = 0.000 
ddl = 147 

ETAPE 1 Thymidine 
R2 = 0.728 
ddl = 146 

ETAPE 2 Thymidine 
FI2 = 0.801 ChI.a 
ddl= 145 

MODELE FINAL 

Variable Coefficient 

Coefficient 

95.2 

60.9 
1.15 

R2 = 0.801 

Erreur 
Standard 

Variables Correlation , F 
non Partielle 

incorporees 

0.820 298.8 Chl.6 
Pheo. 0.572 70.9 
Pigments 0.812 283.3 
Thymidine 0.854 391.7 
Lurniére 0.141 3.0 
Prod 14C 
Prod: 

0.276 12.0 
0, 0.396 27.2 

Chl.6 0.517 52.8 
Phk 0.173 4.5 
Pigments 0.478 42.9 
Lumiere 0.053 0.4 
Prod 14C 
Prod: 

0.119 2.1 
0, 0.103 1.8 

Pheo. 0.024 0.1 
Pigments 0.024 0.1 
LurrWe 0.071 0.7 
Prod 14C 
Prod: 0, 0.033 0.108 0.2 1.7 

n=148 

t P 

Thymidine 60.9 8.3 9.7 0.000 
ChI.a 1.15 0.16 7.3 0.000 
Constante -2.72 5.6 -0.5 0.631 

MODELE FINAL FORCE PAR L’ORIGINE R2 = 0.927 n=148 

Variable Coefficient Erreur t P 
Standard 

Thymidine 60.0 8.0 10.0 0.000 
Chl.6 1.13 0.15 7.5 0.000 

L’analyse montre que 80% de la variante de la consommation d’oxygene peut Qtre expliqués 

a l’aide de la concentration en chlorophylle 3 et de I’activite d’incorporation de thymidine. Toutes les 

autres variables explicatives proposées ont été rejetees. L’exclusion de l’énergie lumineuse reçue par 

les Achantillons au moment du prélévement montre que l’histoire lumineuse du phytoplancton ne 

semble pas avoir eu une influence déterminante sur son activité respiratoire dans nos conditions de 

mesure. 
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L’ordorMe B l’origine n’etant pas significativemnt differente de zero (P=O,63), la regression a 
Rt6 recommencee en forçant celle-ci par I’origine. 

L’equation finale est Resp = 1.13 (fO.30) Chl.6 + 60.0 (fil .6) Thym (n=146) 
Avec : Resp, respiration en pg02 h-l ; Chlorophylle g en ug ; Thym en nmol h-1 dans le TCA 

pr&ipitable. Les valeurs entre parentheses representent les limites de l’intervalle de confiance pour 
a=0.05. 

L’ajustement de cette Rquation avec les valeurs mesurees de respiration totale est represente 
en figure 2.21 pour les valeurs individuelles et sur le tableau 2.14 pour les moyennes journalieres au 
cours des neuf cycles nyothemeraux. L’ajustement est tel que 77% des valeurs estimees par le 
modele se situent dans l’intervalle + ou - 50% des valeurs mesurees. Avec une approche semblable, 
Jensen et a/. (1990) obtiennent 76 a 66% et oonsiderent que, compte tenu des erreurs de mesure et 
d’analyse statistique cumulees ainsi que de la varfabilite possible des hypotheses de départ, un tel 
ajustement peuf Atre wnsidere comme tres satisfaisant. 

Toutefois, le modele ne peut &re oonsidere comme valable que si les parametres obtenus 
presentent une certaine vraisemblance au regard des donnees disponibles. 

0 
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0 -Y u 
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Figure 2.21 : Comparaison des valeurs de respiration predites à partir des concentrations er 
chlorophylle â et des activit& d’incorporation de thymidine avec les valeurs de respiration mesurees. 
(A) Abou-Abou, (0) BMtrf, (Q) Mopoyem. 
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b3.2 Respiration phytoplanctonique 

Le coefficient respiratoire attribué au phytoplancton de 1.13 (f0.30) pgOa pg-1Chl.g h-1 est 

tres proche de la valeur 0,76 (kO,16) pg02.rg-1Chl.6 h-f obtenue par Jensen er a/. (1990) avec la 

meme analyse sur des communautes naturelles en milieu estuarien eutrophe. 

Ces coefficients sont en accord avec des donnees obtenues sur des cultures algales en 

laboratoire. Relexans et a/. (1984) ont mesure des respirations de 05 à 1,6 pgOn pg-l Chl.6 h-1 (à 

20-C) (moyenne 1,06) pour 5 especes d’algues d’eau douce. Harris (1976) rapporte des valeurs 

comprises entre 0,l et 1 pgOs p.g-l Chl.3 h-t et Langdon (1966) cite des valeurs de respiration de 

maintenance allant de 0,064 à 2,176 pgOs pg-1 Chl.3 h-1 pour 8 espkes d’algues marines. La 

respiration phytoplanctonique semble Atre la somme de deux composantes, la respiration de 

maintenance, pouvant varier selon les espéces, et la respiration de croissance qui serait 

proportionnelle au taux de croissance (Langdon, 1988). La composition spécifique et le taux de 

croissance de l’assemblage phytoplanctonique influent donc probablement sur le rapport 

respirationkhlorophylle et sont donc une source importante de vatiabilite entre respirations predite et 

mesuree. 

Par ailleurs, en utilisant une approche similaire pour estimer la respiration du phytoplancton de 

la lagune Ebrie, Dufour (1984) reporte trois equations reliant respiration totale et pigments 

photosynthetiques : 

- en regions fermées (régions V, VI et Aghien, cf. fig 1 .l) 

Resp = 1.44 Pigments + 14.66 , W= 0.49, n= 15, 

- en regions ouvertes “naturelles” (régions II, II, IV et Potou) 

Resp = 1.45 Pigments + 18.77 , R2= 0.22, n= 72, 

- en regions ouvertes urbaines 

Resp = 1.43 Pigments + 39.17 , Rs= 0.50, n= 66, 

Avec : Resp, respiration en pg0, h-1 ; Pigments (Chlorophylle a active et dégradee) en pg 

Les fortes ordonnees à l’origine representent la respiration non phytoplanctonique 

apparaissant effectivement 2 à 3 fois plus élevées en zone urbaine qu’aux autres sites (comme le 

rapport des activités bactériennes obtenues ici). 

En employant tes m&nes parametres sur la totalite des mesures effectuees au cours de cette 

etude on obtient dans ce cas un @ration comparable à celle obtenue par Dufour (1984) : 

Resp = 1.79 (It0.21) Pigments + 18.1 (k13.6) R2=0.658 
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$lesau 2.14 : Respiration attrfbuee aux microffores bacteriennes et phytoplanctoniques au cours des 
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Le tableau 2.14 montre que la respiration ainsi attribuée au phytoplancton représenterait 10 à 
48% (moyenne 22%) de la production brute determinee par l’oxygène à 40 cm de profondeur, dans la 
gamme des valeurs généralement reportees (cf. revue de Beardall 81 Raven, 1990). L’implication de 
ce coefficient sur la production primaire nette en lagune Ebrié sera discutée plus loin. 
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b3.3 Respiration bactérienne validation du facteur de conversion 

Le facteur 60.0 pg0, respirés par mole de thymidine incorporee dans le matertel TCA 

precfpitable devient 60,O I 0,196 = 306 pgOp respires par mole de thymidine incorpxee dans I’ADN 

(en moyenne 19,6% de la radioactivite thymidine acide-precipitable est retrouvee dans I’ADN ; voir 

chap.2, extraction de I’ADN). Avec un quotient respiratoire de 0,65 (Bell & Kuparfnen, 1984), on 

obtient 306 x 085 / 32 x 12 = 96 p.gC (limites pour a=O.O5 : 76 à 117) respires par les bacteries pour 

une production correspondant à 1 nmole de thymidine incorporée dans I’ADN. 

La valeur moyenne du facteur de conversion en lagune est de 3,77 1017 p.& mole-f (dans 

I’ADN, cf chap.2, etalonnage : limites pour ax0.05 : 3.21 Zt 4.33). En utilisant le rapport 

2 lO-tsgC um-s propose par Simon & Azam (1969) (pour un volume moyen de 0,l pms par cellule) 

on obtient 75 pgC nmole-1 (limites pour a=0.05 : 64 a 87). 

Si l’on considere que la contribution respiratoire du nanoplancton heterotrophe est nulle on 

obtient un rendement de 75/(98+75) = 43%. Cette valeur est comprise entre 36% et 53% si l’on utilise 

les bornes de l’intervalle de confiance a ~~0.05 pour la respiration et la production. Cette efficacité de 

croissance est tres proche de la valeur 42% déterminee par Jensen et a/. (1990) avec la meme 

analyse et un facteur de conversion diff&ent. 

b3.4 Biais creés par I’activfte du nanoplancton heterotrophe 

Afin d’apprecier dans quelle mesure la contribution du nanoplancton héterotrophe peut 

influencer la valeur de l’efficacite de croissance bact&ienne, on peut effectuer le calcul suivant : 

En posant : 
RT : respiration totale du pico et nano-plancton hetkotrophe (bacteries et nanoplancton 

hettérotrophe) 
Rb : respiration bacterienne 
Rn : respiration du nanoplancton heterotrophe 
Pb : production bacterienne 
Pn : production du nanoplancton héterotrophe 
Eb : efficacité de croissance bactérienne 
En : efficacfte de croissance du nanoplancton héterotrophe 

On peut &xfre : 
(l)RT=Rb+Rn 
(2) Eb = Pb/(Pb + Rb) 
(3) En = PrV(Pn + Rn) 

Et si l’on suppose que la totalité de la production bactérienne est consommee par le nanoplancton 

héterotrophe, on a alors : (4) Pn + Rn = Pb 

En recombinant les equations (1) à (4) on obtient : Eb = Pb/(RT + En.Pb) 

En utilisant les valeurs correspondant a 1 nmole de thymidine incorporee dans I’ADN soit 

RT = 98 f.igC et Pb = 75 ugC on obtient des efficacités de croissance bactérienne comprises entre 56 

et 73% pour des efficacites de croissance du nanoplancton heterotrophe allant de 80 a 20% (Fig. 

2.22). 
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Figure 2.22 : Efficacité de croissance bact&fenne en fonction de I’efficacit6 du nanoplanctor 
h&&otrophe en supposant que 100% de la production bact&ienne est consommée. Les trait3 
discontinus indiquent les limites de l’intervalle de confiance sur le rapport respiration/thymidine. 

ilgure 2.23 : Efficacité de croissance bact&ienne en fonction de l’efficacitb du nanoplanctor 
Mt&otrophe en supposant que 0, 20, 40, 60, 60 et 100% de la production bactckienne 8s 
=onsomtie par celui-ci. 
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De la même maniére, si l’on suppose que le nanoplancton heterotrophe ne contrôle pas la 

totalité de la production bact&ienne (pertes par sedimentation des bacterfes fixees, lyse d’origine 

virale...), l’expression (4) devient : 

(4’) Pn + Rn = f.Pb 

Avec f, proportion de la production bactérienne consommee par le nanoplancton heterotrophe. 

Apres rearrangement des expressions (l), (2), (3) et (4’) on obtient : 

Eb = Pb/(RT + Pb(f.En + 1 - f)) 

La figure 2.23 représente l’evolution de I’efficacite de croissance bacterienne en fonction de 

I’efficacite de croissance du nanoplancton heterotrophe en supposant que 0 à 100% de la production 

bacterienne est consommee par celui-ci. 

La gamme des valeurs possibles est, comme on pouvait s’y attendre, d’autant moins ettendue 

et d’autant plus faible que la fraction bactérfenne consommee est faible. 

b4. Conclusion 

On le voit, -quelle que soit la contribution du nanoplancton hetérotrophe à cette activité !;’ 

respiratoire calculee, les valeurs de’l’efficacité de croissance bacterienne obtenues avec le facteur de - i:. 
conversion empirique restent compatibles avec les valeurs publiees. Celles-ci, il est vrai, varient dans 

“‘T 
.: LA 

de trés larges proportions (voir revue par Pomeroy & Wiebe, 1988). 

Signalons qu’avec une valeur de 85 pgC synthétises par mole de thymidine incorporee dans 

I’ADN, calculee en supposant un degre de participation delOO% de la thymidine exogéne, un rapport 

C/ADN de 8,7 mg/mg (Simon & Adam, 1990), un GC% de 50 et un poids moléculaire moyen de 315 

par nud6otide incorporé dans I’ADN (Moriarty, 1988), on obtient une efficacité maximale de 10,5% 

(avec 100% de la production bactérienne consommee par le nanoplancton héterctrophe à 20% 

d’efficacité de croissance et la limite inférieure de 79 pgC respires par nrnole). Cette dernière valeur 

se situerait parmi les plus faibles reportées dans la littérature et serait plut& typique d’une croissance 

sur des substrats refractaires (Pomeroy & Wiebe, 1988). 

On peut donc considerer que le facteur de conversion empirique (3,77 1017 ~3 (ou 
75j~gC) mole-~ dans I’ADN) obtenu en lagune est valide par cette approche Indépendante. 
Cette valeur a donc ét& utlW$e au cours de ce travail pour convertir incorporation dans I’ADN 
en production de biomasse bactérienne. 

Les valeurs probables du rendement de croissance bactérien représentées en figure 2.23 

dependent largement des facteurs utilisés. Toutefois le facteur 2 lO-13gC urns est compatible avec 

les bilans de Cp par classes de taille effectués en lagune (chap.2, biomasse). Le quotient respiratoire 

0,85 arbitrairement choisi influe plus faiblement sur I’efficacite de croissance. Aucune mesure directe 

de ce quotient ne semble avoir eté effectuée, les QR employés varient entre 0,77 (Sepers, 1981) et 1 

(Bofter, 1982) selon f’état de réduction du matériel respiré. 
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Au cours de I’etude des cycles journaliers d’activité bacterienne où cette validation a été 
effectuee, la prédation semble etre responsable d’environ 80% de la disparftion de la biomasse 
bacterienne produite. Si l’on attribue une efficacite moyenne de 32% au nanoplancton hetérotrophe 
bactetivore (revue de Caron & Gofdman, 1987) on obtient une efficacite de croissance bacterienne de 
54% (entre 43 et 70%, limites obtenues avec les bornes des intervalles de confiance pour Pb et RT). 

L’efficacite de croissance relativement elevee, qui doii Atre distinguee de l’efficacite 
d’utilisation d’un substrat simple, tend a montrer que la production bactenenne est plut& limitee par 
les exportations que par la disponibilité nutritive aux sites etudiés. 

IV’ CONCLUSION 
La determination de la productivite bacterienne au moyen de l’incorporation de thymidine est 

maintenant tres largement empbyee en &ologie microbienne aquatique. Cet engouement est justifié, 
d’une pan, par son respect satisfaisant des critéres d’applicabilite d’une bonne mesure, mentionnés 
au debut de ce chapitre, d’autre part, par sa mise en oeuvre tres simple en routine. Neanmoins, cette 
méthode, qui se veut quantitative, necessite, pour cela, un effort methodobgique annexe assez lourd 
pour obtenir une estimation fiable de la productivite bactérienne. Ce travail annexe ne doit pas être 
négligé car, dans l’état actuel des connaissances, il n’est pas possible d’établir a prioti des conditions 
types d’utilisation et d’interpretation. 

Cette etude n’a pas la pretention d’apporter des resultats definitifs sur l’emploi et 
l’interprétation de I’incorporation de thymidine en lagune Ebrié, bien que cette technique ne semble 
pas présenter d’inconvenient majeur dans Mat actuel de nos connaissance sur le site. Quoi qu’il en 
soit, les resultats obtenus ici montrent de maniere evidente que les erreurs potentielles sont 
nombreuses et peuvent Atre lourdes de consequences sur l’intetpretation des resultats. L’association 
de cette méthode à des mesures independantes, de plus en plus utilisee, montre neanmoins qu’elle 
represente probablement l’une des meilleures techniques disponibles actuellement. 
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I C - DETERMINATION DE LA PREDATION SUR LES BACTERIES l 

1. CONTEXTE 

Alors que les taux de croissance des communautes bacteriennes planctoniques sont 

généralement Rlevés (de l’ordre de 1 jour-t), l’abondance bacterfenne ne montre que de faibles 

fluctuations, suggerant que croissance et mortalite bacterienne sont étroitement couplees (Pace, 

1988). 

On considére que la mortalite du bacterioplancton peut avoir quatre origines : 

- la mortalité spontanee suivie de lyse (Servais et a/. 1985) 

- l’ingestion par des prédateurs (flagelles et cilies hetemtrophes, micro-zooplancton...) 

- la lyse d’origine virale (Torrella & Morita, 1979) 

- la lyse d’orfgine bactérienne, notamment par le genre Bdeliovibrio (Shib, 1984) 

Ces differentes causes de mortalite n’ont evidemment pas la mQme implication ecologique. La 

consommation des bacteries par les predateurs conditionne, en effet, I’efficacite de transfert de leur 

biomasse vers les niveaux sup&ieurs de la chafne trophique. 

” La prédation par les flagelles heterotrophes est en géneral considéree comme representant la .’ , 
principale source de mortalite bacterfenne dans la plupart des milieux etudies (Pace, 1988). 

’ :,, ; 
’ La plupart des études portant sur la mortalite bactérienne par parasitisme font apparaître des 

concentrations seuil, rarement atteintes hors des milieux eutrophes et dystrophes, au dessous 

desquelles les bactertes ou virus bacteriophages ne peuvent controler la biomasse bacterienne (Shib, ri, 

1984, Wiggins & Afexander, 1985). Les Etudes sur ce sujet sont toutefois trop incompletes pour que 
‘, ‘, 

l’on puisse eliminer d’ernblee cette source de mortalite. Des travaux recents (Proctor et a/. 1988 ; 

Bergh et a/. 1989 ; Borsheim et a/. 1990 ; Bratbak et a/. 1990 ; Proctor & Fuhrman, 1990 ; Heldal & 

Bratbak, 1991) montrent que le rble des virus bactériophages a eté largement sous-estimé jusqu’a 

present. II est significatif que dans une revue des travaux où ceux-ci ont été simultanément 

détermines, le taux de mortalite par predation soit en general inferieur au taux de croissance (Pace, 

1988). 
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II METHODES DEVELOPPEES 

Differentes methodes ont ete developpées pour determiner I’activite de predation sur la 
communaute bacterienne. Elles peuvent Rtre rassemblees en deux groupes : les methodes utilisant le 
decouplage entre production bacterienne et prédation et les méthodes utilisant des traceurs de la 
biomasse bactérienne. 

La Premiere approche consiste à decoupler la production de biomasse bact&ienne et 
consommation et à mesurer I’evolution de la biomasse bactertenne par rapport à un temoin non 
perturbe. On peut ainsi distinguer le decouplage par : 
- (1) : tamisage (Wright & Coffin, 1984), 
- (2) : dilution (Landry et a/. 1984), 
- (3) : emploi d’inhibiteurs sp&ifiques des eucaryotes predateurs (Newell et a/. 1983) ou 

- (4) : emploi d’inhibiteurs specifiques des bactertes (Fuhrman & MG Manus, 1984). 
Si f’on utilise un modele de croissance exponentiel, on peut d&ire Mquilibre entre production 

et mortalité de la maniere suivante : N(t)= N(0) exp ((u-g) 1) (1) 
avec N(t) et N(0) abondances bacterfennes aux temps t et te, u taux de croissance et g taux de 
predation. 

Ainsi le taux de croissance apparent pa=u-g est nul et l’abondance cellulaire est stable 
lorsque production et predation s’equilibrent dans l’echantilton non perturbe. 

Lorsque I’activite de prédation est inhibee, g=O et le nombre de bacteries doit augmenter avec 
un taux apparent pa’=u. Le taux de grazing est alors calculé en effectuant la difference entre taux de 
croissance apparent dans Mchantilfon ou la predation est annulee, et le taux de croissance dans 
Mchantillon brut @a’-pa=g). De maniere comparable, en annulant la croissance bacterienne à l’aide 
d’antibiotiques sp&ifiques u tend vers 0 et le nombre de bacteries doit décroître avec un taux 
apparent pa”= g. Enfin, la méthode de dilution suppose que g est proportionnel à la dilution D de 
Mchantillon, alors que u n’est pas affecte par celle-ci. On a alors dans l’echantilton non dilue pa=u-g 
et dans I’echantillon dilué pan’= u-g.D . On obtient donc g+a”‘-pa)/(l +D) 

L’autre approche est de type “traceur” et consiste à marquer spécifiquement les proies 
(batteries naturelles, cultivees ou substituts artificiels) et à suivre leur disparftion dans le milieu ou leur 
apparition dans les organismes predateurs. Le taux de décroissance g est alors directement mesuré. 
On peut distinguer ainsi : 
- (5) : le marquage specifique des bact&ies par la thymidine et le suivi de I’apparition du marquage 
total dans les organismes tries individuellement (Hollibaugh et a/. 1980, Gast, 1985) ou 
- (6) : dans tes classes de tailles supérfeures par tamisages différentiels (Güde, 1986) 
- (7) : le marquage specifique des bactéries par la thymidine et le suivi de la disparition du marquage 
TCA precipitable dans Mchantilbn caracterisant la mortalité totale bactérienne (Servais et a/. 1985). 
- (8) : la mesure de I’uptake de particules ou de sphéres de latex fluorescentes mimant les bactéries 
(Cynar & Sieburth, 1986 ; Pace & Bailiff, 1987 ; Mc Manus & Fuhrman, 1986,1988a). 
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- (9) : la mesure de I’uptake de bacteries marquees par un fluorochrome (Ftuorescentty Labelled 

Bacteria ou FLB) et inactivees à la chaleur (Sherr dal. 1987). 

- (10) : la mesure de la vitesse de disparition du milieu de “minicellules” mutantes d’Esche&hia coli 

incapables de se diviser (par manque d’ADN chromosomique) et transformees pour produire une 

proteine specifique, marquee a la W-methionine (Wikner et a/. 1988). 

Ces nombreuses méthodes mesurent souvent des aspects differents de la pr&lation, et ne 

donnent donc pas obligatoirement des resultats comparables. Elles presentent des inconvénients et 

des limites spécifiques (voir revue par Mc Manus & Fuhmtan, 1988b). 

D’une manière generale le découplage entre croissance et prédation presente le risque de 

modifier le taux de croissance bacterten. Plusieurs travaux mentionnent un effet feedback positif de la 

prédation sur I’activite de croissance bacterienne, par reminéralisation de N et P, conduisant a une 

diminution du taux de croissance brsque la prédation est supprimee (Andersson et a/. 1985 ; Taylor et 

a/. 1985 ; Sherr et a/. 1988). On obtient donc ainsi une sous-estimation de la prédation. A l’oppose, le 

tamisage est souvent source d’enrichissement, par eclatement des organismes fragiles, notamment 

en amino-acides (Fuhmian & Bell, 1985) susceptibles de stimuler la croissance bacterienne et donc 

de conduire à une surestimation de I’activite des predateurs. Cet inconvénient est retrouvé dans la 

methode proposée par Landry et a/, (1984), dans laquelle l’eau de dilution peut egalement Qtre 

enrichie lors de sa filtration. 

Les difficultés liees à l’emploi d’inhibiteurs sont nombreuses (revue par Oremland & Capone, 

1988), la prfncipale etant qu’ils doivent agir specifiquement et completement sur les organismes cibles 

(procatyotes ou eucaryotes). Ces agents donnent des resultats variables selon les organismes 

impliques et doivent donc Atre testes chaque fois qu’on entend les utiliser dans un nouveau milieu. 

Les approches de type “traceur” ne sont pas non plus exemptes d’inconvenients. L’uptake de 

sphères fluorescentes donne des taux de predation souvent trés inférieurs à ceux déterminés à l’aide 

de FLB (Sherr ef a/. 1987 ; Pace & Bailiff, 1987 ; Nygaard et a/. 1988). La discrimination entre 

particules artificielles et bacteries repose sur des critéres encore mal identifiés comme le “goût 

(comme la discrimination entre bacMes à Gram + et à Gram -, Gonzalet et a/. 1990) ou mieux 

connus comme la taille (Andersson et al. 1988 ; Newell& Turley, 1987 ; Chtzanowski & Simek, 1990 ; 

Gonzalez et a/. 1990). Enfin, un inconvenient partage par les mesures d’uptake de spheres ou de 

bacterfes marquees est Mgestion possible par les organismes predateurs lors de leur fixation par 

l’agent conservateur (Sieracki et a/. 1987). 

En dehors de leurs inconvenients propres, les méthodes de mesure de prédation ne sont pas 

egalement applicables dans tous les milieux, D’une maniere genérale, la séparation des bactéries de 

leurs predateurs au moyen d’un tamisage est inadéquate dans les milieux, tels la lagune Ebrié, où il 

existe un large recouvrement de leurs spectres de taille respectifs. 

La separation par tamisage des bactéries et de leurs predateurs a été tentee en Baie de Biétri. 

Des differences significatives de l’abondance bactértenne ont et6 obtenues entre 6chantilbns tamisés 
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(sur membrane Nuclepore de porositd 2 pm) et echantiltons non perturbes (Fig. 2.24). Ces resultats 
n’ont toutefois qu’un int&6t qualitatif. Dans les milieux turbides comme la lagune, la filtration w 
colmataoe d’un volume suffisant pour minimiser l’effet de parois dans le flacon d’incubation (Ferguson 
et a/. 1984) requiert un nombre irrealiste de membranes pour chaque echantilbn. Le colmatage risque 
de biaiser les resuftats en changeant le spectre de taille bact&fen et surtout de stimuler artifiiellement 
la croissance bactkenne par l’enrichissement du milieu cause par le bris des cellules fragiles. 
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Figure 2.24 : Croissance bactkienne dans un 6chantilbn tamise. Bi&i (WI WQ87) prelevements 1 
3met 1 m. 

La m&hode des tamisages differentiels devebppee par Güde (1986) n’est pas, non plus, 
rdaffsable en lagune, notamment en Baie de Bietri où la forte proportion de l’activite fixee sur 
particules masque I’apparition du marquage sH-thymidine des bacteries dans les classes de tailles 
sup&ieures. 

Au total, trois approches ont pu Atre essayees en lagune Ebrfe : la mesure de ta vitesse du 
marquage s?-l-thymidtne dans les macromolkules (Servais et a/. 198!5), l’emploi d’un inhibiteur des 
eucaryotes (le cycloheximide) et I’empbi d’inhibiteurs des procatyotes. 
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iii RESULTATS 
1. Disparition de I’ADN bactdrien marque 
La méthode proposee par Servais et a/. (1985) est probablement la plus seduisante de toutes 

car la mesure de la mortalite totale s’effectue sans autre perturbation que le marquage des bacterles 

par la thymidine. 

a. Principe 

L’ADN étant conservatif dans une cellule (hors phenoménes de reparations et transferts en 

principe minimes), la degradation du DNA bactenen (suivie par la decroissance du marquage 

sH-thymidine dans le matertel TCA precipitable) reflete la mortalite bacterienne totale. La vitesse 

d’hydrolyse du DNA extracellulaire, testee dans divers milieux (Servais et a/. 1985), est en effet 

supérieure à la vitesse de la iyse cellulaire correspondante. Le protocole ‘d6crit est Sir@e : une faible 

quantite de thymidine tntiee est ajoutee a un échantillon d’eau non traite. Apres une phase de 

marquage linéaire, un plateau est atteint lors de I’epuisement du marqueur. Celui-ci est suivi d’une 

decroissance de la radioactivite TCA précipitabie selon une cinétique du premier ordre. Cette 

décroissance est proportionnelle à la mortalite totale de l’assemblage bacterien maqué. Lors de 

I’epuisement du marqueur, le tamisage d’une partie de i%chantiiion sur une membrane Nuclepore de 

porosité 2 prn (pour minimiser la predation), et son suivi de maniere identique permettent d’estimer la 

mortalité résiduelle et par diff erence la predation par les organismes supérieurs à 2 pm. 

b. Réalisation en laaune Ebrié 

Les premier essais, entrepris en Baie de Bietn, ont montré que la duree necessaire pour 

épuiser le marqueur (2nM) etait trop longue (10 à 15 h en gén&ai, voir Fig. 2.25) pour effectuer la : <’ 
totalite de la mesure en 24 h. Au dei& de cette durée, i’activite et la biomasse des assemblages 

bactériens issus de la lagune augmentent en ‘genérai fortement, probablement en raison de la 

croissance sur les parois et du confinement du materiei destin6 à sedimenter dans les flacons. Des 

essais ont 616 entrepris pour arreter l’incorporation a l’aide de thymidine (200 nM) non marquée. Les 

resultats étaient en générat variables. L’addition d’un mélange de thymidine et de thymine (200 + 

200 nM) recommandee par Bjjmsen (1988) ralentissait d’avantage l’incorporation sans conduire à un 

arr& suffisamment rapide (Fig. 2.28). Une expkation possible est que la production de produits tritiés 

issus du catabolisme de la thymidine soit suivie d’une réincorporation de ceux-ci par les communautés 

bacteriennes au cours des longues durees d’incubation nécessaires. Le protocole a donc et6 

finalement adapte de la maniere suivante : 

Un Bchantilbn de 10 ml d’eau du milieu est marquee pendant 1 h avec 2 nmoi l-1 de thymidine 

tritiee. Celui-ci est ensuite divisé en 2 fractions de 5 ml. Une fraction est mélangée à 250 mi d’eau du 

milieu non traitee (flacon A). L’autre moiti6 est filtree sous faible depression sur une membrane de 

0,2 p.rn et inoculee dans un deuxiéme échantillon de 250 ml d’eau du milieu. Celui-ci sert de conMie 

d’incorporation des produits tritiés libérés par le catabolisme de la thymidine lors du marquage (flacon 

B). La radioactivité TCA précipitable est alors suivie à intervalles reguiiers dans les 2 echantillons. La 

différence entre les dpm obtenus dans les deux flacons représentée au cours du temps montre une 

decroissance avec une cinétique de premier ordre, en principe proportionnelle à la mortalité 
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bacterienne totale (Fig. 2.27). La tirne procedure a ete appliquee à des Bchantilfons prefittres sur 
membranes de 3 pm (suppression de la prédation par les organismes supkieurs à 3 prn) et 0,2 pm 
(suppression de la prkfation totale). Les decroissances obtenues suivent un ordre satisfaisant 
(Fig. 2.28). La decroissance dans i’~hantilfon non traite (0.025 h-t) est superieure à celle observée 
dans I’khantilton où la predation par les organismes > 3 pm est supprfmee (0.012 h-l), elle-mQme 
supérfeure à la décroissance observée dans Mchantilton où toute prkiation est supprttie (0.007 h-t). 

Neanmoins les taux de décroissance observés dans les échantillons bruts n’ont jamais 
dépassé 0,030 h-t. La mortalite bactkfenne determinee au moyen de cette procedure modifiée 
n’atteint en moyenne que 38% de la croissance estimee (Tab. 2.15). 

Tableau 2.15 : Comparaison des taux de mortalite obtenus avec la mesure de la d&roissance du 
marquage 3H-Tdr de I’ADN bactérien avec les taux de croissance d’assemblages bacterfens issus des 
eaux de surface de la lagune Ebrté. 

Abondance Incorporation Taux de a Temps de MortaN totale MortaliW 
bactkienne de thymidine Croissance g6nkition WV In(A-B) Croissance 
10%1 nmol I-t h-t (h-V 04 (h-V (h-1) % 

Bi&i (01-03-88) 0.013b -0.025b 38 
26.3 2.345 0.066 10.5 0.796= -0.97s 

9d 9d 
Biétri (03-03-88) -0.008 -0.027 ‘37 
24.8 2.422 0.072 9.6 -0.890 -0.984 

7 7 
Biétri (12-l O-88) -0,009 -0.024 40 
26.7 2.164 0.060 11.6 -0.894 -0.947 

7 7 
Adiopodoume (14-10-88) -0.018 -0.026 58 
16.2 0.997 0.048 15.2 -0.972 -(X978 

7 7 
Adiopodoumk (13-12-88) -0.008 -0.022 41 
18.7 1.338 0.053 13.1 -0.665 -0.942 

7 7 
Adiopodouti (20-l 2-88) -0.007 -0.021 45 
10.2 0.641 0.047 14.9 -0.847 -0.899 

8 6 
BM (05-01-89) -0.008 -0.014 27 
23.3 1687 0.054 12.9 9.826 9.907 

Biétri (09-02-89) -0.005 -0.012 25 
25.7 1.694 0.049 14.2 -0.773 -0.893 

7 7 
Bietri (17-02-89) -0.015 -0.030 55 
33.5 2.456 0.054 12.8 -0.954 -0.975 

7 7 

Moyenne 12.8 41 
ECatt-type 1.1 14 
N 9 9 

a:caicu16 par la thymidine, b. . taux de dbcroissance = pente de In(dpm)=f(t), C:coeffiiient de corrblation, d : nombre de points. 
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Figure 2.25 : Evolution de la radioactivit4 particulaire et dans le mat&iel TCA precipitable dans un 
Echantillon d’eau de surface de la Baie de Wtri (3H-thymidine 1,9 nM). 
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‘igure 2.26 : Arr& de l’incorporation de 3H-thymidine 2 nM par apport de thymidine et de thymine non 
narqude(200 nM). 
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Figure 2.27 : Evolution de la radioactivit6 TCA prkipitable dans un Rchantillon d’eau de la baie de 
3i6tri non perturbé. A : apr& apport des bactkies marquees (5 ml dans 250 ml), B : apr& apport dl 
iiltrat (5 ml dans 250 ml). A-B : Diffdrence 
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Figure 2.28 : ORcroissance de la radioactivitd TCA pr&ipitable dans 3 Bchantilbns de la tirne eau 
(BM surface) trait& diffdremment (a chaque fois, bactMes marquees-filtrat). 
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Avant qu’un protocole satisfaisant d’extraction de I’ADN bacterien soit disponible, les taux de 

croissances estimes pour la communauté totale étaient de l’ordre de 0,l - 0,2 h-1 (Tor&on et a/. 
1989). Les differences importantes entre taux de croissance et taux de mortalité bactklehne totale, 

alors que la biomasse etait stable dans les flacons d’incubation, ont conduit à l’an& des 

experimentations selon cette methode. Depuis, grace a I’amelioration de l’extraction de I’ADN 

bacterien conduisant a une reduction du facteur de conversion thymidinekarbone d’un facteur 2,5 (cf. 

chap.2, etalonnage), les taux de croissance estimes en baie de Bietri se situent entre 0,03 et 0,05 h-1 

(chap.3, cycles). Ces taux sont beaucoup plus proches des valeurs de mortalité bactenenne obtenues 

par cette méthode. Celle-ci presente des limites lorsque le marquage @cHique des communautes 

bactkiennes est faible. En lagune Ebrie la part importante de marquage non spkifique par la 

thymidine (80% en moyenne) conduit à une production importante de catabolites tritiés qui pourraient 

Qtre incorporés de maniere significative dans les macromolecules au cours des longues incubations 

requises pour étudier la décroissance. Enfin, une autre limite de la méthode est l’incertitude de la 

fraction marquee TCA prkipitable attribuable aux consommateurs métabolisant les bactenes 

marquees. Bjomsen (1988) corrige la d6croissance en la muftipliant par 1,25 pour tenir compte de 

l’incorporation du marqueur par les flagelles (en leur attribuant une efficacite de croissance de 30%). 

Cette efficacite devrait donc &re estimée brs de l’application de cette m&hode dans un nouveau ,.’ 

milieu. 1” 
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2. Inhiblteur des eucaryotes 
L’utilisation du cycbheximide, inhibiteur du fonctionnement des ribosomes 80s eucaryotes, 

pour inhiber I’activite de prédation par les eucaryotes a et4 propos& par Sherr et a/. (1988). Depuis 
cet inhibiteur a et6 utilise avec suc& par Weisse (1989) en Mer Rouge. Cependant t’efficacite de 
cette moMcule sur les eucaryotes a et4 controversee (Sanders & Potier, 1988 ; Bjomsen, 1988) et, de 
plus, des effets inhibiteurs sur la croissance bact&ienne ont pu 8tre observes dans divers milieux. En 
milieu limnique, Tremaine & Milts (1987) reportent une inhibition importante de la croissance de 
bacterfes anaerobies avec des concentrations comprises entre 50 et 100 mg I-1. En milieu matin 
oligotrophe, Taybr 8 Pace (1987) ont observe une inhibition de 88% de la synthese d’ADN et’ ARN 
bactertens avec 50 mg l-t. Enfin Novltsky (1990) rapporte une inhibition bacterienne par 100 mg I-1 
dans un sediment limnique. II semble que l’emploi du cycbheximide soit inad6quat dans certains 
milieux, sans qu’il sott possible actuellement d’etablir des conditions types d’utilisation. II apparaît donc 
indispensable de tester I’inocuite de cette mol&ule sur les peuplements bacterfens dont on veut 
determiner la consommation. 

L’effet de diverses concentrations de cycbheximide a 618 teste sur des cultures 
d’assemblages bacteriens issus de la baie de Bietri avec la tims technique que celle utilisee pour les 
Rtalonnages entre incorporation de thymidine et production de cellules. Un inoculum d’eau tartMe sur 
membrane Nuclepore de porosite 2 pm est dilue dans 9 volumes de la m8me eau tarnisee sur 
membrane de 0,2 m. Des sous&hantillons (50 ml) repartis en erlens de 100 ml, reçoivent 
differentes concentrations de cycbheximide et sont disposes sur une table d’agitation (100 rpm) à 
temperature ambiante (environ 2828%). A differents intervalles de temps des echantillons sont 
preleves pour determiner l’abondance bacMienne et I’activite d’incorporation de thymidine. 

Au total, trois Series d’exp&imentaüons ont 616 effectuees. La croissance bacterienne semble 
systematiquement inhibee par le cycbheximide, meme a faible concentration (Fig. 2.29). Cette 
inhibition exclut donc son emploi comme inhibiteur speciftque des prédateurs eucaryotes en lagune 
Ebrie. 

BElRI le 17-02-89 

Non tmlt6 
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Figure 2.29 : Effet de differentes concentrations de cycbheximide sur l’activtte d’incorporation de 
thymidine par des bacterfes de la baie de Bietri en croissance. Apport de cycbheximide a t-2,5 h. 
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3. Inhlbiteum des procaryotes 

a. Principe 

Le principe de la m%thode est comparable à celui décrit préc4demment. Si l’on inhibe la 

croissance bacterienne à l’aide du ou des antibiotiques adéquats, u tend vers tero et la biomasse 

bactérienne decroît avec une cinetique d’ordre 1 selon Mquation : N(t)= N(o) exp(gt). L’etude de la 

cinetique de decroissance de I’abondance bactérienne permet donc d’acceder au taux de predation g. 

Les conditions d’emploi des inhibiteurs de procaryotes sont symétriques de celles requises 

pour les inhibiteurs d’eucaryotes : ces agents doivent Qtre efficaces sur les bactéries mais sans effet 

sur les predateurs. De plus, il faut qu’ils ne soient pas directement responsables de la disparition de la 

biomasse bacMienne en induisant une lyse des cellules. L’efficacite des antibiotiquas dépend de la 

structure des communautes bacMiennes, elle peut donc varier selon les milieux. II importe donc de 

tester différents antibiotiques lorsque l’on aborde l’etude d’un nouveau milieu. 

L’inocuite des inhibiteurs procaryotes sur les predateurs eucaryotss n’a pas 8t4 testee %n 
lagune. Toutefois, la concordance satisfaisante entre taux de prédation et taux de croissance, Lorsque 

le mélange ad%quat a %t% trouve, suggere que les inhibiteurs utilisés etaient spkifiques des bactéries. 

Les deux autres conditions (efficacit% et absence de lys% induite) ont, par contre, pu &re testees. 

b. Test d’efficacité des antibiotiaues 

En utilisant le meme protocole que celui décrit plus haut, quatre antibiotiques différents ont %t% .A 

testes seuls et en association : le chloramphenicol et la vancomycine, inhibiteurs de la synth%se 

protéique au niveau de la sous-unit% 70s des ribosomes, la pénicilline G (benzyl-pénicilline), inhibant 

la synth%se des parois cellulaires et la streptomycine, inhibant la synthése proteique au niveau de la + 

sous-unit4 30s. Ces essais (Fig. 2.30) ont permis de montrer que la vancomycine n’inhibe qu’une 

faible pan des communaut%s bacttkiennes issues de la baie de BM, meme à concentration élevée, ‘:’ 

alors qu’elle semble efficace sur des assemblages issus de l’estuaire de la Duplin river (Shetr et a/. 

1986). Le chbramphenicol, la streptomycine et la pénicilline inhibent plus efficacement la croissance 

d’assemblages bacteriens issus de la baie de Biétri à faible concentration (Fig. 2.30). Une inhibition de 

I’activite de pr%dation par le chbramphénicol (100 mg l-1) a toutefois déjà étd report%e (Sherr et a/. 

1986) bien qu’inversement Sanders & Porter (1986) aient montré une inhibition de la pr%dation par la 

pénicilline (100 mg t-1) non observée avec le chloramphenicol (100 mg l-1). Finalement, l’utilisation 

combinee de streptomycine et de p&ticilline (a la même concentration de 20 mg I-1) a permis d’obtenir 

une inhibition totale de la croissance bactérienne dans les cultures (Fig. 2.31a). Ces deux 

antibiotiques ne semblent pas agir sur la ~&II% fraction du peuplement naturel et leur association 

S’est révelée aussi efficace dans d’autres milieux (Caron, 1987 ; Bjornsen, 1988). 
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Chloromphenicd 

Figure 2.30 : Essais de differentes concentrations de vancomydne, chloranyihenicol, streptomycine 
st p6nicilline sur la croissance d’un assemblage bacterien issu de la baie de Bi&t (inoculum tilt& su 
2 pm lO%, eau du milieu tiltree sur 0,2 prn 90%) au bout de 10 h d’incubation. 
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Figure 2.31a : Effet de la p&ticilline (Pen : 5 et 20 mg l-l) et de la streptomycine (Str : 5 et 20 mg l-1) 
sur un assemblage bacterien de la baie de Bi&t en croissance (inoculum filtre sur 2 um lO%, eau du 
milieu filtree sur 0,2 pm 99%). Incorporation de thymidine. 
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On verifie generalement que la decroissance des effectifs bact&ieAS n’est pas due a la seule 
action de l’antibiotique en realisant un contrdle dans lequel on ajoute a ce dernier un inhibiteur des 
eucaryotes. La stabilite de la biomasse bact&feAne en presence des deux agents indique que la 
decroissance observee etait bien due à la prédation (Fuhnnan & Mc Manus, 1984). En lagune, en 
l’absence d’un inhiblteur d’eucaryotes convaincant, le contrble a 616 effectue d’une manfere differente. 
Au cours de certaines cultures de dilution realisees pour les etalonnages entre incorporation de 
thymidine et production de cellules, la culture Mit divisee en deux parties apres quelques heures de 
croissance. Lune de ces fractions n’&ait pas traitee, l’autre recevait l’antibiotique. Des sous- 
echantilbns etaient preleves pkfodiquement pour suivre la biomasse et la productivite bacterfennes. 
Dans la fraction traitee, meme plusieurs heures apres l’an& de la synthese nucleique, la biomasse 
bacterienne restait stable eA presence de chbramph&kol (Fig. 2.32) ou du m&aAge streptomycfne- 
penicilline (Fig. 2.31 b). II ne semble donc pas y avoir de lyse cellulaire induite par ces antibiotiques sur 
les communautes bactkiennes en lagune Ebrfe. 
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Figure 2.31b : Effet de la p6nicilline et de la streptomycine sur un assemblage bacterien de la baie de 
, Bi6tri en croissance. Abondance bact&ienne. 

Lorsque ces antibiotiques sont ajoutes à des Bchantilbns d’eau brute, les biomasses 
bacteriennes decroissent par rapport a un controle non traite. Toutefois, l’inhibition n’est pas 
instantanee. L’activite d’incorporation de thymidine decroit avec une c&&ique gen&alement d’ordre 1 
(Fig. 2.33). Cette activite suggere qu’une production de biomasse residuelle subsiste, et celle-ci a et6 
prise en compte dans les calculs du taux de prédation. Le temps de renouvellement moyen des 
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bacteries estime avec cette mM’rode est de l’ordre de 10-15 h, une valeur relativement proche du 
temps de generation bacterien en lagune. Les resultats sont devebpp& au chapitre 3. 

BlETRI 1 g-04-89 

Flgure 2.32 : Effet du chbramphenicol sur un assemblage bacterien de la baie de Bi&t er 
croissance. Abondance bacterienne et incorporation de thymidine. 
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Figure 2.33 : Evolution de l’abondance cellulaire et de l’incorporation de thymidine dans un 
khantilbn d’eau de la Baie de Bi&t, avec et sans antibiotiques (Streptomycine 20 mg/l+Penicilline 20 
na/l). Bi&ri cycle B3. 
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/ D - ACTIVITE DU SYSTEME DE TRANSPORTS D’ELECTRONS (ETS) / 

1. INTRODUCTION ET PRINCIPE 
La detertination de l’activité respiratoire des communaut& planctoniques est primordiale 

dans les &udes de flux. L’activitd respiratoire a&obie peut Atre determinde par la mesure de sa 
readion terminale, la consommation d’oxygdne. Cette m&hode est malheureusement trop peu 
sensible pour permettre des mesures fiables en milieu ocdanique oligotrophe. Tous les organismes 
vivants prdsentent une chaîne de transferts d%lectrons membranaire associee au processus 
respiratoire. L’idbe de determiner l’activitb respiratoire en mesurant directement le flux d’&ctrons 
traversant la chaîne respiratoire (I’activit~ ETS) a étb développe8 par Packard (1969, 1971) et reprise 
depuis par de nombreux auteurs. Le postulat de depart Btait qu’il existe une relation constante entre 
respiration et activitb ETS des organismes planctoniques. La plupart des travaux ont mentionné des 
relations empiriques entre ces deux processus, assez variables in situ, et plus constantes sur des 
groupes particuliers (phytoplancton, zooplancton, microh&&otrophes planctoniques, bacMies). Dans 
la pratique, le fait que les rapports ETWespiration varient largement avec la nature des organismes et 
leur état physiologique limite la port68 de cette relation aux ecosystemes domin& par un groupe ,. 
particulier comme les zones d’upwelling (Packard, 1965) ou certains sbdiments (Cammen et a/. 1990). ‘. 
Cependant, cette mesure présente I’int&& de ne pas se limiter aux seuls processus aérobies mais 
Agalement de permettre l’estimation de l’activitd héterotrophe potentielle dans les environnements 
anoxiques. C’est la raison pour laquelle cette m&hode a et4 utilisde dans la colonne d’eau de la baie 
de Biétri. 

L’activité ETS est d&enninde sur des extraits cellulaires en mesurant, par spectrophotométrie, 
la vitesse maximale de r8duction d’un accepteur terminal artificiel, I’INT (Z-[giodophenyll-3-w 
nitrophenyll-5-[phenyl-tetrazolium chloride]), en Formazan absorbant fortement la lumiére à 
490 nm. La vitesse maximale est atteinte en incorporant au test les substrats (NADH et succinate pour 
I’ETS mitochondrial, NADPH pour I’ETS bactérien et microsomal) en conditions saturantes. 
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II. PROTOCOLE EMPLOYE 
1. Ptiliwement stockage 

Les echantillons d’eau, préfiltres sur filet à plancton de 10 prn de maille pour eliminer les 
organismes zooplanctoniques (le phytoplancton est infeneur à cette maille, Arfi et a/. 1981), sont 
concentres par fittration (< 15 cm Hg) sur membrane en fibre de verre Whatman GFIF (47 mm). Les 
membranes sont alors rincees deux fois par 50 ml d’une solution sterile isotonique de NaCI à 2’C pour 
minimiser la reduction de I’INT par les composes reduits presents dans la colonne d’eau anoxique. 
Elles sont ensuite conservees dans l’azote liquide jusqu’à l’extraction. 

2. PrBparatlon de l’extrait cellulaire 
L’analyse est effectuee selon une adaptation d’un protocole initialement dectft par Packard & 

Williams (1981). 
Les filtres encore congelés sont plongés dans un cylindre de Potter contenant 2 ml de la 

solution d’homogénéisation (Tampon phosphate 50 mM, pH8, Triton X100 2 ml l-1, PVP 40 15 g I-1, 
NaCN 0,lg f-f, MgS04 (7HzO) 18,5 mg f-1). Les membranes sont immédiatement broyees 2 min à la 
temperature de la glace fondante. Apres rinçage du piston par 1 ml de tampon, I’homogeneisation est 
completée par passage du broyat (environ 3 ml) aux ultrasons 2 x 1 min dans un bain maintenu à 
0-2-C (Bransonic 220 puissance 50 W). Le contenu du cylindre est alors versé dans un tube à 
centrifuger. Le cylindre est rince par 1 ml de tampon, ce volume de rinçage est également récupéré 
dans le tube à centrifuger. L’homogenat obtenu est alors centrifugé 5 min à 5000 rpm à 2’C, le 
surnageant est prélevé avec une pipette, une deuxieme extraction du culot montre que l’activité ETS 
restante est negligeable. Le volume exact d’honwg&at, VH (le degré d’hydratation du filtre varie 
d’environ 0,2 ml), est determine par pesee. L’extrait ainsi prepare est stable quelques heures à 0-4.C. 

3. FMallsatlon du test 

Le test est realise en ajoutant 200 pl de solution d’extrait à 600 pi de solution de substrats 
(Tampon phosphate pH 8, Triton X100 2 ml t-1, NADH 0,6 g l-1, NADPH 0,2 g l-f) et 200 ul de solution 
d’lNT (2 g l-f). Le succinate de sodium n’est pas incorpore car son ajout ne se traduit par aucune 
augmentation détectable d’activite. Aprés 10 à 15 min d’incubation à l’obscurité à 28’C la reaction est 
arretee en ajoutant 500 pl de solution d’arret (HsP04 0,5 M, formol 20%). L’echantillon est stocké a 
4-C à I’obscurfte jusqu’a la lecture à 490 nm (DO&). Pour chaque mesure un contrôle de reduction 
sans les substrats (NADH, NADPH) permet d’estimer l’activite de reduction d’lNT par les composés 
reduits presents dans la couche anoxique et la contribution des pigments à I’absorbance a 490 nm 
(Blanc Pigments : DG,,). Pour chaque skie de mesures, un contrôle sans extraits enzymatiques 
(Blanc Substrats : DO& permet d’estimer la reduction non-enzymatique de I’INT par les substrats. 
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4. calculs 
Les résultats sont exprimees en micro-6quivalents electrochimtques (ueq).l-‘h-1 selon le calcul 

suivant: 

ETS (ueq).l-th-1 = (DCX35900) x (VWE) x (VHNF) x 10s x 2 

Avec : 

- DOC (Densité Optique Corrfgee par heure) : DOC = DO~Jh-DOr,rJh-DO&h 

Dans chaque cas (DO/h = (A490 - A75O)Ih). A750 = controie de turbidite. 

- VT : volume final du test (15 ml), VE : volume d’extrait dans le test (0,2 ml), VH volume de 

I’homogenat (en ml) et VF volume filtré en (ml). 

- 15900 M-t cm-1 : Coefficient d’extinction molaire du formazan 

- 2 : stoechiometrfe 2 e- par mobcule de formazan produite. 

5. Eff Icaclth de Mention des bactéries 
L’efficacité des membranes GF/F à retenir les bactéries a et& estirnee de la manière suivante : 

Des échantillons d’eau du milieu etaient incubes avec de la [methyC3H] thymidine (1nM 

concentration finale) pendant 45 minutes. Les incubations etaient arr&ees en ajoutant du formol 

” (concentration finale 3%, tamponne au borate de sodium). Pour chaque echantilbn un contrôle fixé au 

formol avant l’incubation était realisé. Les echantilbns étaient alors filtrés sur membrane GF/F dans 

les mêmes conditions de volume et de dépression que pour la mesure de l’activité ETS. La ” 

radioactivite dans le TCA precipite du filtrat GF/F etait comparee à celle de Mchantilbn brut. La 

radioactivite retenue par la membrane GF/F, obtenue par difference, represerttait 87 à 100% *$ 
(moyenne 94.8%) en baie de Bietri. 
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E - AUTRES PARAMETRES 

1. CONCENTRATION EN PIGMENTS CHLOROPHYLLIENS 

Les concentrations en Chlorophylle a et en ph&$tigrnents sont determinées par une m&hode 
dérfvee de celle proposee par Yentsch & Menzel (1963). Les pigments retenus sur membranes GF/F 
(diametre 25 mm, porosite nominale 0,7 pm) sont extraits au methanol et la fluorescence est 
determinee, avant et apres addition d’HCI, a l’aide d’un fluorimetre Turner 111 calibre avec une 
gamme de concentrations connues de chlorophylle a. 

II. PRODUCTION PRIMAIRE AU 14C 
La production primaire estimee par la fixation autototrophe de CO2 est réalisée dans des 

flacons en verre de 125 ml. Apres addition du traceur (Na214COs), l’echantillon est incube in sifu, 

pendant 2 à 3 heures au niveau du prelevement (toutes les 2 à 3 h, à 0,50 m pour I’etude des 
variations nycthemkales (chap.3) et 1 fois par jour tous les 0,50 m de 0 à 3 m pour les profils 
(chap.4)). Des contrôles sont regulierement effectues a l’obscurité et sont retranches des valeurs 
obtenus à la lumiere. L’incubation est arretee en filtrant l’echantillon sur une membrane en fibre de 
verre Whatman G/F sous dépression reduite. Apres rinçage avec de l’eau de lagune prefiltree 
(Miiiipore 0.2 um), les filtres sont disposes dans des fioles a scintillation. Ils reçoivent alors 0,l mi 
d’HCI 0,5 N et sont places 24 h a l’étuve a 40-C. Apres l’ajout de scintillant, la radioactivité particulaire 
est détemrinee au moyen d’un compteur à scintillation liquide. Les dpm sont convertis en carbone fixe 
apres correction de la dilution isotopique par le carbone inorganique dissous. Ce dernier est estime à 
partir de la mesure de I’alcalinite (Gran, 1952), de la conductivite, de la temperature et du pH (Stumm 
& Morgan, 1970). La production primaire est intégrée dans le temps et dans l’espace en utilisant la 

methode des trap&zes. 
Occasionnellement, la production photosynthetique des organismes inférieurs à 1 pm et 

3 um a eté déterminee par tamisage sous faible dépression sur membranes Nuclepore de porosités 
1 um et 3 prn immédiatement aprés l’incubation. 

Ill. CARBONE ET AZOTE PARTICULAIRES 

Les quantites de carbone et d’azote retenues sur membranes en fibre de verre Whatman 
GF/F pregriliees (450X - 4 h) sont determinées au moyen d’un micro-analyseur Perkin-Elmer. La 
rétention des bactérfes sur ces membranes, déterminee en utilisant la meme procédure que celle 

utilisee pour I’activite ETS, est de l’ordre de 95-l 00% (moyenne 96.1%). 

102 



chapitre 2 : mdthoddogie : pararnétres dhs 

IV. RESPIRATION ET PRODUCTION PHOTOSYNTHETIQUE D’OXYGENE 

Les prelévements sont effectues à l’aide d’une bouteille General Cceanics de 5 litres, montée 

en position horfzontale pour minimiser I’artefact du au fort gradient de concentration en oxygene. Le 

prélévement est reparti dans six flacons a DB0 de 300 ml prealablement laves a l’acide, rinces puis 

stérilisés. Deux 6chantillons sont immediatement fixes pour estimer la concentration initiale. Un 

duplicat est incube à 30% (temperature in situ fl’C) a I’obscurite pendant 2 à 4 heures pour estimer 

l’activité respiratoire. Enfin, deux echantillons sont incubes in situ, pendant 2 a 3 heures pour estimer 

la production d’oxygene nette. Occasionnellement, deux flacons supplementaires recevaient du 

DCMU et etaient incubes in situ dans les mbmes conditions pour determiner la photorespiration. Les 

dosages de t’oxygene dissous ont et6 realisés selon la methode iodometrique de Winkler par 

détection électrometrique du virage (Standard Methods, Am. Pub Heafih Assoc. Wash.). 
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Chapitre 3 : ETUDE DE LA VARIABILITE NYCTHEMERALE DES 
BIOMASSES ET ACTIVITES BACTERIENNES 

1. INTRODUCTION 

II. OBJECTIFS DE L’ETUDE 

Ill. REALISATION PRATIQUE 
1. Choix des sltes et des 6poques 

2. Descrlptlon de l’enceinte - mlse en place 

3. Paramdtres &udl& - m&hodes 
a. Bioloaiaues 
b. Phvsiaues et chimiaues 

4 Echantillonnage 
a. Freauence 
b. Prélevements 

IV. RESULTATS, DISCUSSION 
1. Varlatlons spatlales et saisonnl&es 

a. Biomasse photosvnthetiaue et production primaire 
b. Biomasse bacterienne et incorporation de thvmidine 

b.1. Biomasse et activité totales 
Abondance cellulaire 
Volume cellulaire moyen 
Activité 

b.2. Proportion de cellules et d’activite fixées 
b.3. Activites spkifiques par cellule dans la communauté totale 
b.4. Activités specifiques par cellule des communautes libres et fixées 
b.5. Relation entre Cp détritique et abondance bacterienne 

c, ResDiration et Avolution nvcthemérale de I’oxvaéne dissous 

d. Sedimentation 

e. Predation 

2. Evolution nycthem&ale des actlvit& et des biomasses bact&lennes libres et fixees 
a. Allure aénérale. Sianification des différences iour/nuit 

b. Relation avec les sources nutritives 
Relation avec I’excretion phytoplanctonique 
Relation avec l’activité zooplanctonique 
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V. CONCLUSIONS 
1. Vaiidit6 de l’approche en mhocosme 

a. Avantaaes 
b. Limites 

Repr&entatiW de la masse d’eau 
Activitb photosynth&ique plus faible 

2. Caract&istlques des dlff&ents sites et 6poques 

3. Reprhentatlvit6 d’une mesure ponctuelle 

4. Contr&e de la production bacMienne : bacMes libres et fixees 
Bactkies libres 
BacMies fixees 

5. Sources de production bacMIenne 

106 



Chapitre 3 : Cyc/ew - inbvdmion 

1. INTRODUCTION 

L’etude de la varfabilite joumaliére des principales caractérfstiques des communautés 

bactériennes a suscité de nombreux travaux, sur les lacs, les estuaires et les Bcosystemes côtiers et 

océaniques. II est en effet primordial de connaître cette variabilite, si l’on veut pouvoir généraliser à 

l’échelle de la journée des mesures ponctuelles d’activité et de biomasse. 

L’évolution des caractertstiques d’État et d’activite des communautés bacteriennes (biomasse, 

minéralisation et production), en dehors de l’effet direct de certaines contraintes physiques 

(température, inhibition par la lumiere ; Sieracki & Sieburth, 1988), est la résultante d’un ensemble 

complexe de parametres qui peuvent Atre rassemblés en deux groupes : la disponibilite nutritive, et 

les exportations de biomasse (prédation, lyse, sedimentation). Ces parametres, souvent intimement 

liés, sont susceptibles de varier sur un cycle journalier et donc d’influencer l’evolution nycthemérale 

des activites bactériennes. Cette influence est évidemment étroitement dépendante des taux de 

renouvellement respectifs des nutrtents et des organismes consideres. 

Parmi les composes constituant le carbone organique dissous les polysaccharides et les 

acides amin#s, plus particuli&ement Etudies, montrent des évolutions coherentes sur 24 h. 

Ainsi, les mono et polysacchandes semblent presenter un maximum de jour, en géneral 

l’aprés-midi et le soir (Walsh, 1965 ; Meyer-Reil et a/. 1979 ; Burney et a/. 1981, 1986 ; Kaplan & Bott, 

1989). Ce maximum est souvent interpréte comme etant le resultat de I’excretion phytoplanctonique 

(Burney et a/. 1981 ; Bumey, 1989 ; Kaplan & Bott, 1989). 

Les amino-acides, et plus generalernent les amines primaires, montrent un maximum plus 

tardif, au cours de la nuit (Meyer-Reil et a/. 1979 ; Mopper & Lfndroth, 1982 ; Kaplan & Bott, 1989). Ce 

maximum a pu 6tre relié aux variations nycthemérales de l’activite de broutage zooplanctonique sur le 

phytoplancton (Copping & Lorenzen, 1980 ; Eppley et a/. 1981 ; Crfsman et a/. 1981 ; Larnpert & 

Taylor, 1981 ; Mopper & Lindroth, 1982 ; Jorgensen et a/. 1983 ; Riemann et a/. 1986 ; Jorgensen & 

Bosselman, 1989). Cette libération de composes organiques labiles serait due principalement à la 

destruction des cellules phytoplanctoniques au moment de l’ingestion (“sloppy feeding”) et a la 

diffusion à partir des féces, l’excrétion par le zooplancton étant considérée comme moins importante 

(Jumars et a/. 1989). La predation des bactétfes par les flagellés, dont l’activité peut également 

présenter des variations nycthérr&rales (Wikner et a/. 1990), conduit egalement à la libération 

d’amino-acides (Andersson et a/. 1985). 

Outre la disponibilité des ressources nutrftives, les exportations de biornasse bactérienne 

peuvent varier au cours d’une journee. Dans certains milieux limniques, le micro-zooplancton peut 

consommer une part significative de la bfomasse bact&fenne (notamment les cladoceres du genre 

Daphnia, Riemann, 1985 et ref. citees). Les fortes variations nycthemerales de l’activité de broutage 

du zooplancton peuvent donc avoir une influence sur Mvolution journaliére de la biomasse 

bacterienne. Toutefois, les consommateurs de bacteries les plus généralement mentionnes sont les 

hétérotrophes nanoplanctoniques, notamment les flagellés dont les variations nycthérn&ales d’activité 

n’ont et4 que peu étudiées. Seul un travail récent mentionne une rythmicité de leur activite en milieu 

marin (Wrkner et a/. 1990). 
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Outre I’inttWIt évident de preciser la représentativité d’une mesure ponctuelle, l’étude des 
variations nycthernerales d’activite bactérienne peut donc être riche d’information sur la structure de 
I’écosystéme. 

Differentes approches ont Bte empfoyees pour etudier I’evolution joumaliere des activttes 
bactériennes. L’étude realisee en milieu ouvert est l’approche la moins perturbante pour I%cosystéme. 
De fortes fluctuations des paramétres bactériens sont parfois constatées, malheureusement, les 

rythmes éventuels sont souvent masqués par le déplacement des masses d’eau (Meyer-Reil et a/. 

1979 ; Gocke et a/. 1987 ; Paul et a/. 1988). Dans les milieux où les variations des nutrients sont très 
importantes, comme à proximite d’un site de forte production benthique (herbier, r&if corallien, tapis 
algal) des varfations nettes d’activite bactertenne ont pu Atre reportees (Moriarty & Pollard, 1982 ; 
Moriany et a/. 1985 ; Gmbbelaar et a/. 1987). L’approche 8n milieu ouvert peut btre amelioree en 
suivant une masse d’eau à l’aide d’une drogue et en prelevant toujours sur la meme isotherme 
(Fuhrman et a/. 1985). Elle est toutefois peu réaliste en lagune où l’importance de la circulation des 
masses d’eau et des variations spatiales exigerait un suivi d’une grande précision. 

Afin d’eliminer la variabilité induite par I’hydrodynamisme, certaines études ont 614 réalisees 
en confinant une fraction de masse d’eau en microcosmes. Ceux-ci sont en genéral constitués de 
flacons en verre transparent de 100 à 5000 ml mainte& in sifu pendant 24 à 46 heures (Riemann et 

a/. 1982,1984 ; Jorgensen et a/. 1986). Dans la plupart des cas, une croissance bactérienne nette est 
reportee sur la perfode d’etude, probablement due en partie à un devebppement d’organismes sur les 
parois. Dans les milieux eutrophes où le flux de sedimentation est 6levé, le maintien artificiel de la 
biomasse en voie de sédimentation peut également conduire a un enrichissement non observé in situ. 

Au contraire, l’épuisement des nutrients, normalement fournis par l’activité micro-zooplanctonique, qui 
est réduite, car mal Bchantiltonnee dans un volume aussi faible, peut se traduire par une baisse des 
biomasses et activités bacteriennes dans les flacons (Turley & Lochte, 1986). Certaines etudes ont 
eté realisees en sacs à dialyse (Turley & Lochte, 1986 ; Herndl & Malacic, .1987 ; Caumette et a/. 

1991) dont la porosite permet de minimiser l’epuisement possible des ressources nutritives en 
conservant les echanges de materiel dissous avec le milieu ambiant. Toutefois ceuxci ne suppriment 
pas les inconvenients lies a la sedimentation et à la représentativite du peuplement car les volumes 
échantillonnés sont en genéral trés faibles, de l’ordre du litre. 

Les m&ocosmes (définition par Grfce & Reeve, 1982) n’ont eté que peu utilises pour etudier 
des variations nycthemerales d’actfvttés planctonique (Bumey, 1981 ; Davies & Williams, 1984). Ceux- 
ci sont en general constitues d’un film de polyethylène transparent contenant une masse d’eau de 
l’ordre de quelques ms, flottant dans le milieu. Leur volume relativement important minimise l’effet 
relatif de la croissance sur les parois et, dans une certaine mesure, la variabilite due au mauvais 
échantillonnage des organismes moins abondants. Ils autorisent l’exportation par sédimentation du 
matériel detritique qui est tSventuellement quantifiable à l’aide d’un piége situé à l’intérieur. C’est 
l’approche qui a Rte retenue pour cette étude. 
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II. OBJECTIFS DE L’ETUDE 

l Le but principal de cette serie d’expérimentations est de preciser la vartabilite de la 

pmductivit6 et de la biomasse, dans les fractions libres et fixees des communautes bact&iennes, à 

courte 6chelle, en milieu lagunaire, afin : (1) - d’estimer la repr&entativtte d’une mesure ponctuelle, à 

l’échelle de la jourride (en dissociant la variabilité proprement nycthém&ale de celle induite par 

I’hydrodynamisme, (2) - d’apprecier, à travers la variabilité journali&e des sources nutritives 

(exudation phytoplanctonique ou production dissoute, “sioppy feeding” et excretion 

zooplanctonique . ..) leur importance relative dans l’activit6 bact&ienne globale. Ces aspects sont 

traités en paragraphe 4.2. Evolution nycthemkale des activites et des biomasses bactkiennes. 

l Sans pretendre a une description exhaustive du milieu lagunaire, la comparaison des 

paratitres bacteriens en trois sites lagunaires differents et à trois saisons lagunaires caractkistiques 

doit permettre de pnkiser quelques aspects essentiels du fonctionnement du compartiment bactérien 

h&&otrophe en lagune. Cet aspect est traité au paragraphe 4.1. Variations spatiales et saisonni6res. 

l Les &udes en mesocosmes permettent egalement d’&ablir des bilans productionlsortie de 

biomasse bactkienne, c’est-àdire d’estimer l’importance de la sedimentation et de la prkfation dans 

les exportations de biomasse bactkienne. Ces aspects sont respectivement trait& au sein du 

paragraphe 4.1 en 4.1.4. Sédimentation et en 4.15. Predation. 

l Cette s&te d’exp&imentations a également permis de vérifier certains aspects 

methodotogiques importants ayant trait à la mesure de la productivité bactkienne : la constance de la 

proportion de l’incorporation de thymidine dans I’ADN aux trois sites quelle que soit l’heure du jour, la 

constance du facteur de conversion entre l’incorporation de thymidine dans I’ADN et la production de 

carbone bact&ten et enfin sa validation à partir des mesures de la respiration totale. Ces derniers 

aspects ont et6 développes au chapitre 2 (cf. paragraphe - B. Production bactérienne). 
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III. REALISATION PRATIQUE 

1. Choix des sites et des epoques 
Des etudes preliminaires ont montre que les mouvements d’eau importants induits par les 

cycles de marees dans les @ions ouvertes privilegient exagerement la variabilité! spatiale par rapport 
aux variations temporelles (cf. Fig. 3.1). D’autre part, ces divers courants rendent difficile le maintien 
de l’enceinte en un point fixe. Les trois sites d’étude se situent donc dans des baies sur des fonds de 
3-35 m pour les baies d’Abou-Abou et Mopoyem. Le niveau 3 m correspond à la profondeur 
approximative de la couche oxygenee au site etudie, profond de 9 a 10 m, en baie de Bietri (voir figure 
1 .l). La baie d’Abou-Abou (A) est situee vers l’extremité est de la lagune Ebrfe. C’est une baie à seuil 
presentant les caracteristiques d’un milieu estuanen non pollue (Carmouze & Caumette, 1985 ; 
Caumette, 1985). La baie de Bietri (B) est une baie estuarienne urbaine. C’est probablement la baie la 
plus etudiee dans le milieu lagunaire ivoirien (cf. Arfi & Guiral, 1991). Elle peut Qtre definie comme un 
milieu estuarien pollué. Enfin, la baie de Mopoyem (M) se situe vers I’extr&nite ouest de la lagune 
Ebrie. Elle présente les caracteristiques d’un milieu oligohalin non pollue (Pagano & St-Jean, 1988). 

Les expkmentations ont et& effectuées en trois saisons, correspondant à des situations 
lagunaires les plus differentes possibles : saison d’etiage, saison des pluies, saison des crues (voir 
tableau 1 .l) correspondant au calendrier suivant : 

Exoérimentations 
Date Saison lagunaire Conductivite 

(mS cm-t) 

Bl.1 21-22 fevrier 89 
B1.2 22-23 fevrier 89 
Al.1 15-16 mars 89 
Al .2 16-17 mars 89 
Ml.1 5-6 avril 89 
Ml.2 6-7 avril 89 

82.1 
82.2 
M2 
A2 

19-20 avril 89 
20-21 avril 89 
24-25 mai 89 
31 mai-l juin 89 

Saison d’etiage 
Saison d’etiage 
Saison d’etiage 
Saison d’etiage 
Saison d’etiage 
Saison d’etiage 

44.1-45.9 
44.1-45.9 
36.9 
36.9 

Saison des pluies 48.3-50.4 
Saison des pluies 50.3-50.6 
Saison des pluies 7.2-12.8 
Saison des pluies 27.4-28.7 

83 l-2 novembre 89 Saison des crues 6.3-7.1 
A3 9-l 0 novembre 89 Saison des crues 2.3-3.0 

IM3 29-30 novembre 89 Saison des crues 1 5.7-8.7 

1 : NB : le @mw saison des crues n’a pas de ssns pour !a baii de Mopoyem qui n’est pas affect& par la crus du Corno& 
Celuici sst employb par commodith dans le texte. 
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Ch8ph 3 : Cych - t&alisatbn pmique 

HEURES 

Figure 3.1 : Evolution de la productivit6 bact&fenne dans le chenal central de la lagune Ebri6, face aL 
zanal de Vridi, en surface (0), a 6m (0) et au fond (A) au cours d’un cycle de 24h (Boude rouge, 24- 
25 juillet 1985). 

- 

sonde 

/ 

02 74c, 02 

Figure 3.2 : Sch6ma de l’enceinte 
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Chapitre 3 : Cycles - rdalisation pratique 

2. Description de l’enceinte - mise en place 
L’enceinte exp&fmentale est constituée d’une armature cylindrique en tubes d’acier 

inoxydable recouverte par un film poiyethylene transparent (de 0,2 mm d’epaisseur) ferme à son 
extremité inferieure par une corde supportant un lest de 15 kg (fig. 3.2). L’ensemble est maintenu en 
surface par des boudes. L’enceinte, d’un diametre de 120 cm et d’une profondeur de 130 cm, 
emprisonnant une masse d’eau d’environ 1500 litres, est fixé au bateau laboratoire par un filin. Un film 
neuf est utilise à chaque expérimentation. Avant sa fermeture, l’enceinte est rincee avec l’eau du 
milieu prélevee à l’aide d’une pompe. Le dispositif est mis en place le soir vers 22 h (coucher du soleil 
vers 18 h) pour y inclure le zooplancton migrant en surface de nuit. L’enceinte est remplie à l’aide 
d’une pompe immergee a fort debit (7 mWh), prelevant l’eau du milieu à 50 cm de profondeur. 
L’ensemble est laisse au repos une nuit afin de laisser sedimenter le mat&iel vivant eventuellement 
abîme par le pompage. Les prelevements et la mise en place du piege debutent à 8 h le lendemain 
(lever du soleil). 

3. Paramètres &udi& - mdthodes 
a. Parametres bioiooiaues 

Dans l’enceinte, les biomasses des communautes bacteriennes libres et fixees (retenues sur 
membrane de porosite 3 pm) ont été distinguees. A I’extitrieur de l’enceinte seule la biomasse totale 
(libre + fixée) a 6té d&erminee (chap. 2, A - Biomasse). 

La production de biomasse bact&ienne par les communautes libres et fixees a Bte distinguee, 
dans l’enceinte et à l’extérieur de celle-ci, par la mesure de l’incorporation de thymidine suivie du 
fractionnement sur membrane de porosité 3 prn. Au moins un etalonnage thymidine/production de 
biomasse Rtait realisé au cours de chaque cycle (chap. 2. B - Production). 

L’activite de predation du nanoplancfon heterotrophe sur les bacteries a 6th determinée 
uniquement dans l’enceinte par utilisation d’inhibiteurs des prooaryotes (chap. 2. C - Prédation). 

La biomasse phytoplanctonique a et& determinee par dosage des pigments chlorophylliens 
dans l’enceinte (fraction totale) et à l’extérieur (par classes de taille). La production primaire a été 
estimee par la mesure de la production autotrophe d’oxygéne (dans l’enceinte) et la fixation 
autotrophe de WO2 (dans l’enceinte et a I’exterieur, cf. chap.2. E). 

Le carbone et l’azote parficulaires (Cp Np) ont 6th déterminés dans l’enceinte (total) et à 
l’extérieur (par classes de taille cf. chap.2. E). 

La respiration totale de la communauté pianctonique a été déterminee uniquement dans 
l’enceinte, par la mesure de la consommation d’oxygéne a l’obscurité (chap.2. E). 

Les flux de sedimentation du Cp, du Np, du phytoplancton et des bacMies ont ete déterminés 
en disposant un piege cyiindro-conique de 60 cm2 de section et 40 cm de hauteur a 90 cm de 
profondeur dans l‘enceinte pour les 13 cycles et a I’exterieur pour les trois derniers cycles. Afin de 
prevenir la croissance bactérienne dans les piéges, chaque réceptacle recevait 0,5 litre d’une solution 
st&ile (filfree sur membrane de porosite 0,2 pm) de HgC12 (100 pg I-1). Celle-ci était sursalee (NaCI 
10%) afin d’emp&her la diffusion du poison. L’examen visuel a montre que la barriére de densité 
n’ernpkhait pas la pénétration du matériel sédiment6 dans le gradient de NaCI empoisonne. Au bout 
de 24 heures, le p#ge était remonte, l’eau sus-jacente pipetee et la suspension résiduelle 
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Chapibu 3 : Cycb - rdalisation pratique 

homogéneis4e par agitation dans un becher. Des sous-echantillons etaient alors collectes pour les 

mesures d’incorporation de thymidine, de biomasse bacterienne, de chlorophylle et d’azote et carbone 

particulaire. L’incorporation de thymidine, en restant toujours insignifiante, a montre que l’inhibition des 

activités bacterfennes etalt complete. Un seul piége était utilise à la fois, toutefois la sim.ilitude des 

valeurs obtenues d’un jour à l’autre au cours de trois cycles de 43 heures suggére une bonne 

reproductibilite des mesures de flux de s6climentation. 

Au cours des cinq derniers cycles (A2, A3, B3, M2, M3) l’abondance du zooplancton a et6 

determinée à I’exterfeur de l’enceinte au point de prelevement (03 m de profondeur) toutes les 

2 heures. Dans l’enceinte, seule l’abondance initiale a eté d&ermMe, immediatement apres le 

remplissage. L’eau etalt prelevee pendant 1 minute a l’aide d’une pompe centrifuge à fort debit 

(7 rr@/h). Le tuyau de sortie etalt dispose audessus d’un filet conique de 63 pm de maille dont 

I’extr&nite inferieure etait ferm6e par un flacon collecteur. Seuls les organismes les plus abondants 

ont bté denombre : Acatia, Nauplii d’Acartia et Rotiferes. 

b. Parametres ohvsiaues et chimiaues 

L’evolution de la conductivité etait suivie en continu à l’extérieur de l’enceinte. La température 

et la concentration en oxygéne dissous etaient enregistres en continu dans l’enceinte (sonde YSI). 

Toutes les 2 ou 3 h un dosage de I’oxygene dissous etait effectue paf la m6thocfe de Winkler (tu 

respiration et production). Le rayonnement global incident etait enregistre en continu a l’aide d’un 

pyranométre et des profils de pénétration lumineuse de l’énergie photosynthetiquement active (PAR) 

etaient effectués périodiquement dans l’enceinte et à I’exterleur. 

4. Echantillonnage 
a. Fréauence 

Au cours des quatre premiers cycles (Bl, 82, Al, Ml), les paramétres ont ete déterminés 

excfustvement dans l’enceinte, pendant 43 h, avec un pas d’echantillonnage de 3 heures. Les cinq 

cycles suivants ont 6t6 &u&s pendant 24 h, avec un pas d’echantilbnnage ramene a 2 h, à I’inMeur 

et a l’extérieur de l’enceinte, 

b. Prélevements 

Deux prelevements sont successivement effectues CI l’aide d‘une bouteille de 2 litres Niskin 

General Oceanics verticale, integrant une colonne d’eau de 10 à 60 cm de profondeur. Les 

prélevement sont homogenéises dans deux bechers en verre avant leur repartition pour les diff Rrentes 

mesures. Le deuxieme prelevement ne sert qu’a effectuer un réplicat d’incorporation de thymidine afin 

d’estimer fa varfabilite horizontale dans l’enceinte. La difference moyenne entre les duplicats realisés 

sur ces deux prelevements est de 5%. Elle est proche de la différence moyenne entre duplicats 

effectues sur un m&ne prélèvement. L’enceinte est donc homogéne horizontalement pour la tranche 

d’eau 6tudi68. 

Les Bchantilbns pour la determfnation de la production d’oxygéne et la respiration sont 

pr61eveS.à l’aide d’une bouteille Niskin General Oceanics de 5 litres montée horizontalement afin de 

minimiser les biais créés par la stratification verticale d’oxygéne tres marquée en lagune et dans 

l’enceinte. 
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IV. RESULTATS, DISCUSSION 
1. Variations spatiales et salsonni&es 
Les valeurs moyennes joumalihs en sub-surface dans l’enceinte et dans l’eau libre 

environnante sont repr6sent6es sur les tableaux 3.1 et 3.2. Lorsque les paramdtres ont.816 suivis 
simultan&nent à I’exthieur et à I’inthieur de l’enceinte (5 derniers cycles) les moyennes se sont 
r&&lées comparables. 

Tableau 3.1 : Valeurs moyennes des principaux pararnhtres d&ernWs à I’extkieur de l’enceinte 

CHLg Pi9m. 

pg I-1 P9 1-l 

Inuwporationdethymidine 

TOt& Libre Fix& 
nmd l-'h-1 

AbOlld. %Thym. ThynSeHuIe 
d3cvn 

Totale Totale 
loSCd.l-' lO-2lmolh'1 

Al.1 a 22 24 nd nd nd nd nd nd 
b 3 2 
c 11 9 

A2 27 34 0.79 0.74 0.06 11.6 93.1 66 
5 4 0.24 0.22 0.05 1.1 5.0 20 
16 13 31 30 94 9 5 29 

A3 9 20 0.46 0.41 0.05 11.6 66.6 40 
6 6 0.07 0.06 0.03 0.9 6.3 5 
66 31 14 15 59 7 7 12 

Bl.1 62 88 nd nd nd nd nd nd 
6 9 
9 10 

B2.1 141 175 nd nd nd nd nd nd 
20 14 
14 6 

83 47 124 1.72 1.27 0.45 23.9 73.9 73 
44 12 0.15 0.13 0.16 2.7 6.0 10 
94 10 9 10 35 11 11 13 

Ml.1 31 30 nd nd nd nd nd nd 
1 1 
4 4 

M2 46 46 0.67 0.61 0.06 14.0 91.6 46 
11 11 0.10 0.09 0.05 1.1 6.5 7 
25 25 15 15 91 6 7 15 

M3 11 26 0.61 0.51 0.10 13.5 63.4 46 
9 4 0.14 0.13 0.03 1.1 4.5 12 
65 17 23 25 29 6 5 25 

a:Moyenne,b:Ecart-type;c:Coeffiintdevariation(%) 
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Chapibe 3 : Cycle8 - varidons spatiales et sakonniéres 

Tableau 3.2 : Valeurs moyennes des pnhcipaux parambtres détermin& dans l’enceinte 

CYCLE CHL.3 Pigments INCORP.DETHYMIDINE ABONDANCEBACTERIENNE RESP: Cp Np 
Totale Libre Fix&e Totale Libre Fixk pgO2 

l4 I-1 Pi3 1-l nmdt-1 h-l 1oQœuules t-1 l-1 h-1 pal l-1 

Al.1 ; 21 24 0.73 0.67 0.08 10.5 8.8 1.7 62 93 15 
4 3 0.16 0.16 0.05 1.2 1.0 1.2 38 204 

C 19 15 22 23 82 11 12 67 61 22 27 

Al.2 17 19 0.72 0.58 0.14 10.5 8.5 2.0 76 109 14 
3 3 0.13 0.09 0.05 0.9 0.5 0.7 26 25 3 
19 17 17 16 88 9 6 85 34 23 21 

A2 24 28 0.91 0.85 0.05 11.6 10.8 0.8 40 74 14 
4 5 0.20 0.20 0.03 1.6 1.9 0.7 17 15 5 
16 17 22 23 60 14 18 84 

A3 11 22 0.32 0.27 0.05 8.3 5.5 2.8 23 160 25 
5 3 0.19 0.17 0.03 2.5 1.5 1.3 12 12 9 
46 13 61 65 53 29 26 47 52 7 88 

Bl.1 66 70 1.71 1.09 0.81 29.1 19.1 9.9 202 315 53 
12 14 0.54 0.40 0.21 1.1 1.1 1.9 41 80 10 
17 20 32 37 85 4 6 21 20 10 19 

81.2 49 55 1.62 0.96 0.66 28.3 18.6 9.7 196 308 86 
8 8 0.48 0.38 0.14 2.1 1.6 1.5 48 39 30 
16 15 80 37 21 7 9 17 22 13 45 

82.1 88 117 2.47 1.98 0.48 35.5 28.0 7.4 180 311 43 
18 24 0.27 0.27 0.11 3.0 5.2 5.3 32 26 8 
21 20 11 13 23 8 19 71 18 8 19 

B2.2 79 104 2.66 2.24 0.43 36.2 29.9 6.3 162 352 44 
16 18 0.28 0.21 0.13 1.9 1.5 2.2 32 39 8 
20 18 11 10 31 5 5 85' 20 11 18 

83 40 112 1.23 0.88 0.85 19.2 11.7 7.5 180 575 70 
88 '4 0.23 0.19 0.08 2.4 0.9 3.1 64 85 37 
94 12 18 22 18 12 8 41 86 6 54 

Ml.1 32 82 0.54 0.45 0.09 12.9 11.1 1.8 68 152 14 
2 2 0.12 0.12 0.04 0.5 0.4 0.3 8 11 6 
6 6 22 26 44 4 3 14 12 7 43 

Ml.2 29 29 0.48 0.38 0.10 79 161 13 
3 3 0.08 0.08 0.04 40 11 2 
9 9 17 14 37 51 7 15 

M2 43 43 0.43 0.38 0.05 9.8 8.5 1.3 55 153 18 
8 8 0.10 0.08 0.03 0.9 1.0 0.3 20 13 3 
18 18 22 22 50 9 11 25 36 8 17 

M3 8 22 0.44 0.35 0.10 10.1 7.0 3.2 89 182 80 
7 4 0.10 0.07 0.03 0.9 0.9 1.1 10 12 13 
-82 17 23 21 85 9 13 85 26 7 43 

a:kbyenne,b:Eœrt-type,c:Coeffickntdevariation(%) 
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Chpittu 3 : Cycles - variàtions spatidos et sakcd&es - pfoducthn pfimaire 

a. Biomasse photosvnthetiaue et Production Drfmairg 
Les valeurs moyennes journalieres de chlorophylle 3 se situent dans la gamme des valeurs 

precedemment reportees pour les trois baies (Pages et a/. 1979 ; Carmouze & Caumette, 1985 ; 
Dufour, 1986). Les plus fortes valeurs (50 a 140 pg I-t) sont trouvees en baie de Sietri, le plus 
eutrophe des trois sites. A Mopoyem, la chlorophylle 1 varie entre 10 et 46 pg I-1. C’est en baie 
d’Abou-Abou que les valeurs sont les plus faibles (10 à 22 pg l-f). Pour les trois sites, les valeurs sont 
maximales en debut de saison des pluies, en accord avec l’evolution saisonniere reportee par Dufour 
(1984) dans la zone estuarfenne. 

La production primaire brute a l’exterieur de l’enceinte oMit aux times tendances 
geographiques que la biomasse phytoplanctonique. Elle est maximale en baie de Bietri où les valeurs 
mesurees sont de 2,7 a 6,2 gC n@jjl. En Baie de Mopoyem les valeurs detenninees sont de 0,7 à 
2,4 gC m-sj-1 et en baie d’Abou-Abou de 0,5 à 1,9 gC m-q-1. Ces valeurs sont du m&ne ordre que 
celles dejS reportees pour les memes sites (Pages et a/. 1979 ; Pages 8 Lemasson, 1981) sauf pour 
la baie de Bietri qui s’est considerablement eutrophisee depuis ces premieres Etudes. 

La production primaire apparaît plus faible dans l’enceinte que dans le milieu environnant. 

L’etude des courbes ptoductionllumiere incidente cumulees montre que la pente dans l’enceinte est 
en moyenne 0,8 fois plus faible @art-type 0,l ; n=14) qu’à I’extedeur (fig. 3.3, Tab 3.3). L’ombrage 
provoque par les bouees et la croissance sur le film de polyethylene sont probablement responsables 
d’une diminution de l’energie lumineuse disponible du meme ordre. 

PERGIE NkNlE CUMULEE EN SURFACE (l, Wh 

Figure 3.3 : Production spkifique cumulee (pgC pg-‘ChIa) en fonction de I’energie lumineuse 
incidente cumulee. (o) Enceinte surface, (a) Enceinte fond, (9) Exterieur surface, (m) Exterieur fond. 
Abou-Abou saison des pluies (A2). 
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Chapitre 3 : Cycle8 - van’eticns spabàhs et saisonni.&es - production pnmeire 

Tableau 3.3 : Mgressions entre productions cumulées (mgC/mg ChI.a) et dnergie incidente cumulde 
(Wh.m-*). 

CYCLE R N ofdcnnBe PENTE pente Ence& 
otigine w@w /pente Extkieur 

h1.1 Enceinte Surface 0.991 4 5.25 5.90 0.89 
91.1 Exttieur Surfats 0.993 4 5.94 8.55 

92 Enceinte Surtaœ 0.999 8 1.18 2.70 0.85 
92 Extbrieur Surface 0.999 8 1.81 3.18 

B1.l Enceinte Surface 0.999 4 0.50 5.38 0.95 
B1.l Ext4rieur Surface 0.994 4 2.11 5.83 

B2.1 Enceinte Surface 0.997 4 2.52 4.90 1.03 
B2.1 Extbrieur Surface 0.993 4 1.50 4.78 

B3 Enceinte Surface 0.999 8 0.81 9.39 0.75 
B3 Extbrieur Surface 0.999 8 4.31 12.80 

Ml.1 Enceinte Surface 0.999 4 0.35 3.82 0.89 
Ml .l Extkieur Surface 0.998 4 0.78 9.89 

M2 Enceinte Surface 0.995 8 2.94 1.45 0.85 
M2 Extbrieur Surface 0.993 8 3.20 2.24 

M3 Enceinte Surface 0.997 8 8.02 9.43 0.75 
WI Exttieur Surface 0.993 8 7.71 12.80 

Al.1 Enceinte Fond 0.988 4 2.89 4.07 0.73 
Al.1 Extbrieur Fond 0.995 4 2.31 5.20 

A2 Enceinte Fond 0.997 8 0.80 1.51 0.95 
A2 Extbrieur Fond 0.998 8 0.79 1.59 

82.1 Enceinte Fond 0.998 4 0.03 1.87 1.03 
82.1 Extbrieur Fond 0.997 4 0.49 1.82 

Ml.1 Enceinte Fond 0.999 4 -0.07 4.50 0.72 
Ml.1 Extbrieur Fond 0.999 4 -0.02 8.21 

M2 Enceinte Fond 0.998 8 1.43 1.17 0.70 
M2 Exthrieur Fond 0.985 8 1.83 1.87 

Moyenne 0.83 
Ecart-type 0.13 
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Chapibm 3 : CJWIU - variations spatiales et saisonnidres - biomasse et prockrcbim bact&ienne 

b. Biomasse bactérfenne et incorporation de thvmidine 
b.1. Biomasse et activite totales 

Abondance cellulaire 
Dans l’enceinte, l’abondance bactérienne totale varie de 19 à 36 10s cellules ml-1 en Baie de 

Bietri, de 6 à 12 10s cellules ml-1 à Abou-Abou et de 10 à 13 10s cellules ml-1 à Mopoyem. Les 
abondances totales moyennes sont comparables à I’exterieur. Ces trois gammes de valeurs sont 
situées dans les valeurs elevees de la Merature. Aux trois sites etudiés, les valeurs maximales sont 
observees en saison d’etiage. Dans les deux sites estuariens, les minima sont retrouves en saison 
des crues alors qu’en baie de Mopoyem les valeurs obtenues en saison des pluies et en saison de 
crues ne sont pas significativement differentes. Cette similitude est logique dans la mesure où les 
crues du Comoé n’intéressent pas la region de Mopoyem. 

Volume cellulaire moven 
Au cours de chacun des cycles (a l’exception de Ml) les volumes cellulaires moyens ont éte 

déterminés sur le peuplement bactérien total et libre. Des differences significatives entre volumes des 
bactérfes totales (libres et fixées) et libres n’ont ete tises en évidence que pour les trois derniers 
cycles (les trois baies en saison des crues) et en baie de Bietri en saison d’étiage (Tab. 3.4A). 
Pour ces quatre cas le volume moyen des bacteries fixées a été détermine de la maniére suivante : 
V.fix = (V.tot - F.lib x V.lib)/F.fix 
Avec : 

V.fix, V.tot, V.lib volumes moyens des bactéries fixées, totales et libres 
F.lib, F.fix : fractions des abondances fixee et libre 

Pour les autres cycles la moyenne des volumes moyens libres et totaux a ete utilisée indifferemment 
pour les bacteries libres et fixées, les differences n’etant pas significatives. 

Les volumes cellulaires moyens sont par ailleurs significativement plus eleves en baie de 
Biétri qu’aux deux autres sites. 

Sur les six morphologies cellulaires identifiables en microscopie (voir chap.2, fig. 2.1) les 
formes les plus abondantes sont toujours les coccoïdes (35-45% du total) et les batonnets (36-46%) 
quels que soient le site et la saison (Tab. 3.4B, exemple en fig. 3.4bis). Les cocci representent en 

moyenne 9 à 14% du total. Les formes C peu representees dans les baies estuariennes en saison 
sèche et en saison des pluies atteignent environ 10% du total en saison des crues (cf. fig. 2.2). En 
baie de Mopoyem cette proportion est retrouvee en saison des pluies et des crues. Ces formes C 
pourraient donc Qtre caractertstiques des eaux à caractere continental. Le volume moyen plus élevé 
en baie de Bi&t semble essentiellement à attribuer a une proportion plus importante de filaments de 
volume moyen Rleve (Tab. 3.48) ainsi qu’à une taille moyenne plus elevee pour les batonnets. 
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Chapitre 3 : Cycb - variations spAdes et saisonni&es - tioma.sse et m&on bact&ienne 

Tableau 3.4A : Biovolumes bactériens moyens dans l’enceinte 

CYCLE HEURE -BlOVOLUMEMOYEN(pm3)- -MOYENNE-- DIFFEPENCEa 
Total Total Libm Libre Total Libre Totatet TotaULibre 
photo1 photo2 photo1 photo2 libre 

91.1 12 0.114 0.108 0.116 0.111 0.116 
Al.1 18 0.105 0.124 0.112 0.115 0.112 
Al.1 6 0.096 0.108 0.008 0.095 0.102 0.092 
Al.2 12 0.131 0.088 0.09 0.110 0.090 
Al.2 21 0.100 0.125 0.121 0.119 0.113 0.120 
Al.2 6 0.121 0.117 0.122 0.119 0.122 

moyenne 0.111 0.109 0.110 0.810 
6cart-type 0.006 0.014 NS 
N 6 6 

A2 6 0.072 0.112 0.111 0.102 0.092 0.107 
A2 12 0.074 0.093 0.113 0.110 0.084 0.112 
A2 14 0.089 0.091 0.103 0.091 0.090 0.097 
A2 20 0.088 0.105 0.109 0.066 0.097 0.098 
A2 24 0.096 0.099 0.105 0.100 0.098 0.103 
A2 4 0.132 0.113 0.115 0.123 0.115 

moyenne 0.097 0.105 0.101 0.109 
Bcart-type 0.013 0.007 NS 
N 6 6 

A3 10 0.124 0.124 0.111 0.102 0.124 0.107 
A3 14 0.122 0.105 0.103 0.114 0.103 
A3 20 0.119 0.109 0.090 0.098 0.114 0.094 
A3 0 0.098 0.124 0.089 0.105 0.111 0.097 
A3 2 0.116 0.095 0.108 0.098 0.105 0.103 

moyenne 0.114 0.101 0.021 
--type 0.007 0.005 * 
N 5 5 

Bl.1 9 0.194 0.11 0.121 0.135 0.152 0.128 
B1.l 12 0.123 0.169 0.105 0.146 0.105 
Bl.1 15 0.118 0.119 

0. A 
0.119 

Bl.1 24 0.139 0.127 0.106 0.101 0.104 
Bl.2 6 0.11 0.127 0.097 0.113 0.119 0.105 
B1.2 18 0.13 0.109 0.115 0.098 0.120 0.107 

moyenne 0.134 0.111 0.036 
~-wpe 0.015 0.01 * 
N 5 6 

a:T%tnonparam&iquede Mann-Whitney.***:P<0.001,**:P<O.Ol,*:P<O.O5,NS:nonMgnificative 
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Chapittr 3 : Cycle8 - variations spatiaks et saisonnifkes - bhasse et guvckction bacztW3nne 

Tableau 3.4A : Biovolumes bactériens moyens dans l’enceinte (suite) 

CYCLE HEURE -BIOVOLUMEMOYEN(pm3)-- -MOYENNE- DIFFERENCE 
Total Total Like Libre Total Libre Totalet Totakibre 
photo 1 photo2 photo1 photo2 libre 

82.1 12 0.134 0.122 0.127 0.116 0.126 0.122 
82.1 15 0.111 0.121 0.092 0.124 0.116 0.106 
B2.1 24 0.123 0.116 0.12 0.112 0.121 0.116 
82.2 12 0.12 0.124 0.117 0.105 0.122 0.111 
82.2 24 0.137 0.122 0.111 0.114 0.130 0.113 
82.2 6 0.113 0.13 0.125 0.122 0.125 

moyenne 0.123 0.116 0.119 0.127 
--type 0.005 0.007 NS 
N 6 6 

Ba 10 0.135 0.125 0.110 0.117 0.130 0.114 
83 14 0.141 0.129 0.114 0.133 0.135 0.124 
83 16 0.134 0.097 0.116 
B3 20 0.106 0.105 0.107 
B3 22 0.137 0.122 0.116 0.101 0.130 0.109 
B3 2 0.124 0.139 0.114 0.123 0.132 0.119 

moyenne 0.126 0.114 0.030 
--type 0.007 0.007 * 
N 5 5 

M2 6 0.144 0.114 0.109 0.095 0.129 0.102 
M2 14 0.111 0.102 0.101 0.064 0.107 0.093 
M2 16 0.109 0.063 0.096 0.109 0.096 0.104 
M2 20 0.116 0.097 0.1 0.093 0.107 0.097 
M2 4 0.09s 0.134 0.099 0.104 0.116 0.102 

moyenne 0.111 0.099 0.105 0.209 
m-type 0.012 0.005 NS 
N 5 5 

M3 6 0.106 0.096 0.073 0.066 0.103 0.061 
Ma 6 0.097 0.097 0.091 0.076 0.097 0.065 
Ma 12 0.091 0.100 0.091 0.076 0.096 0.065 
Ma 20 0.097 0.067 0.063 0.074 0.092 0.079 
Ma 2 0.061 0.100 0.076 0.091 0.076 

moyenne 0.096 0.061 0.012 
fJc-tyF@ 0.00!5 0.004 * 
N 5 5 
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Chapitm 3 : Cycles - variàlians spetiaks et sakmni&es - biumasse el piuckction bacthkwne 

Tableau 3.48 : Contribution des diff6rents types cellulaires B l’effectif (% eff .) et au volume (?$ vol.) total. 

coccoï’doo bhtonnota fllrm8nts fomlor c totd 

Longueur a 0.52 f 0.04 0.62 f 0.02 0.94 f0.12 6.71 f 3.56 1.70 f 0.40 0.87fO.15 
lageur a 0.50 f 0.04 0.48 f 0.02 0.41 f 0.02 0.24 f 0.04 0.36 f 0.04 0.44 f 0.02 
Vdume a 0.003 f 0.010 0.097 f 0.010 0.115f0.022 0.281 f 0.124 0.195 f0.052 0.110f0.012 

Al %eff. 8.8 45.2 45.4 0.0 0.6 786 b 
Al %vd. 7.2 38.7 52.8 0.0 1.3 

A2 % eff. 12.3 38.2 40.0 0.0 0.7 902 
A2 % vd. 12.9 36.2 49.7 0.0 1.1 

A3 % eff. 19.5 33.7 36.2 0.6 10.0 632 
A3 % vd. 9.6 33.8 41.1 1.3 14.2 

Bl %eff. 9.7 41.1 46.0 2.2 0.9 739 
Bl %vd. 4.5 33.5 56.0 4.5 1.5 

82 % eff. 8.6 40.8 48.0 1.9 0.6 1139 
82 % VOL 7.1 33.0 55.0 3.2 i .a 

83 % eff. 11.4 34.9 38.5 6.7 a.5 639 
83 % vd. 7.6 28.3 32.9 17.6 13.5 

M2 % eff. 11.2 36.4 42.3 0.9 9.1 a54 
M2 % vol. 8.1 32.2 40.9 1.6 17.1 

M3 % eff. 13.6 35.7 39.1 1.1 10.5 617 
M3 % vol. 10.5 28.5 35.7 5.8 19.6 

a : moyennes respectives ( f kart-type) des longueur (L en pn), largeur (1 en pm) et vdume (pm+xfr chaque type cellulaire 
b : nombre total de cellules mesohee pour chaque cycie 
coed:VI~l,l,~dor:U1~1,1etç1.5,Mtonno~:VIr1,5,R~m~k:U1~10etI~0.3~,for~oC:voirfig2.l 

0 
0.0 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24 0.28 0.32 0.36 > 0.40 

volume (pm3) 
Wtt’e 3.3bls : Contribution des diffdrents types morphologiques bactdriens à l’effectif total dans 
liffkentes classes de taille (Bi&ri saison des crues). 
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Chapitm 3 : Cycles - vatiàtions spatiales et sakonni&es - tùomasse et pvcktion bactdtienns 

Activité totale 
L’incorporation de thymidine dans le precipité TCA obéit aux memes tendances que la 

biomasse bacterienne. Elle est egalement plus elevée en baie de Bietri qu’aux deux autres sites. Les 
valeurs maximales pour les trois baies sont retrouvees en saison des pluies et les valeurs minimales 
en saison des crues (Tab. 3.1 et 3.2). Ces valeurs se situent egalement parmi les valeurs elevees de 
la littérature. Rappelons toutefois que la proponion du marquage dans I’ADN est faible et constante 
(196% du prkipite TCA) dans les trois sites (cf. chap.2 thymidine). 

b.2. Proportion de cellules et d’activite fixees 
La proportion de bachMes fixees sur particules est plus importante en Baie de Bi&t (19 à 

38%) qu’aux deux autres sites (respectivement 7 à 32% et 13 à 31%, pour Abou-Abou et Mopoyem). 
Dans les trois baies, la proportion de cellules fixees est maximale en saison des crues et minimale en 
saison des pluies (Test non paramétrique de Mann-Whitney, Tab. 3.5). Ces valeurs importantes ne 
sont toutefois pas exceptionnelles pour les milieux estuariens et lagunaires géneralement riches en 
matertel particulaire (Tab. 3.8) . 

La proportion de I’adivite d’incorporation attribuee aux bactéries fixées sur particules est 
egalement plus importante en Baie de Bi&t (18 à 39%) qu’aux 2 autres sites (respectivement 6 a 
20% et 12 à 21%, pour Abou-Abou et Mopoyem). Cette proportion est également maximale en saison 
des crues en baies d’Abou-Abou et Mopoyem (mais rappelons que celle-ci n’est pas influencée par la 
crue), toutefois ce maximum est moins prononce (Tab. 3.5). En baie de Biétri, le maximum est 
observe en saison seche. Les differences entre tendances saisonniéres des proportions de biomasse 
et des proportions d’activite fixees sont attribuables à l’activite specifique des bactéries fixees sur 
particules, minimale en saison des crues, comme on le verra plus loin. 
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Chaplttu 3 : Cychw - veriations spatiales et sakonni&es - fractkms libre et fixbe 

rableau 3.5 : Comparaison des proportions de biomasse et d’activfte fixees par rapport au total dans 
‘enceinte. Signification des differences saisonniéres par le test non-parametrfque de Mann-Whitney. 

% Cellules > 3 pm 

Al (18989 A2 (76) A3 (32k-8) 

vo Al (141Tg) em--- *** *** 
rhym. 
l 3 pm A2 (8k4) ** mm-- *** 

A3 (2058) NS *** ---- 

% Cellules > 3 pm 

61 (34s) 62 (18LtlO) B3 (38fiO) 

Yo 61 (39sF8) w---- *** NS 
rhym. 
B 3 um 82 (18f5) *** ---mw *** 

B3 (29k4) *** *** -I-- 

% Cellules > 3 pm 

Ml (1412) M2 (13k3) M3 (3199) 

YO Ml (18k7) ---mm NS * 
rhym. 
,3urn M2(12k5) ** ---- *** 

M3 (21k3) NS *** ---- 

3 : Moyenne sur les cycles journaliers ; b : Ecart-type 
9 : Abou-Abou, B : Bietrf, M : Mopoyem ; 1 : saison seche, 2 : saison des pluies, 3 : saison des crues 
k PcO,O5 ; ** P<O,Ol ; *lt* P<O,OOl ; NS non significatif 
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Chapitre 3 : Cycle* - varidons spatiales et saisonni&es - fractions libre et fix& 

Tableau 3.6 : Contribution de la fraction fixde à l’abondance et l’activitd bacMiennes totales dans 
quelques milieux estuariens. 

BIOMASSE FIXEE ACTIVITE FIXEE ACTIVITE SPECIFIQUE 
% du total WdutoW IxWllbn SITE REFERENCE 

E*t. du St-Laurent, Canada Painchaud, Teniault 1969 
18 CD eau douce 
2530 CD max. turbidit6 
O-24 CD eau de mer 

5-25 2pmPPI Gt. de Ir Squamirh Rlwr, Canada Allbrfght ef a/. 1966 

29 ‘P 59Thym 1 fun ht. da k Duplln Rlvœ, USA Grlffith et d. 1990 
Oaal pm 

‘P Est, da la Frasor Rivr, Canada Bell 6 Allbright, 1961 

l-7 CD 3-25aa3pm -3 CO.06 Est. do la Newport Rhwr, C.N. USA Patumbo et a/. 1964 

Est. Humber, UK Goulder, 1977 
56-94 CD 50-69glu3pm NS Bt6 
94-98 CD 96-99 glu 3 pm NS hiver 

3-8 CD Kld Fjord, RFA Zimmennan, 1977 

Salt Marrh, C. Sud, USA Wilson & Stevenson 1960 
16-75 CD et6 
13-31 CD hiver 

20-90 CD 63-99 INTRM 7-15 Salt Yorah, Palo Alto, C%if. USA Harvey 8 Young, 1960 

80 glu 3 pm Salt Ma&, Sspelo Island, Goor. USA Hanson 6 Wii, 1977 

Est. & la York River, Vlrg., USA Ducktow, 1962 
40-90 CD StEMi6 
10 CD D6Stdifi6 

3-33 CD Ooatorcholdo Basln, Pays-B- Laanbroek, Verplanke 1966 

80 Twaen Armua Pau, Tox., USA Yoon 6 Rosson. 1990 

M~U., USA Kirchman & Mitchell, 1962 
1.56 CD 6-74 Thym 3 pm -5 CO.01 Brackish Mamh 
l-7 CD O-23 Thym 3 pm -5 <O.Ol Salt Marsh 

29 CD 2OThym3pm -0,7 NS Hudson Rlver Plume, N.Y., USA Duckiow et a/. 1962 

154OThym3um Rio do Arosr, Espogna Roman, 1964 

1 pm, 2 )un, 3 pm : Abondanca des bacMes fixeeS obtenue par diff&anca entre abondance totale et abondance des bact6rias 
libres cMtem’rin4a apr& filtration sur membranes de porositis 1 prn, 2 pm et 3 pm 
CD : comptage direct sur tes particules - INTFtM : bact&ies montrant une astivit de transferts d’électrons 
Thym : incorporation de thymidine - aa et glu : uptakes d’amino-acides et de gluarsa 
Tween : Comptage apr&s d&achament au Tween 60 
PPI : Carrlptaga apr& d6ffocculation au Pyrophosphate de sodium 

124 



Chapitre 3 : Cycles - variàtims spatiales et saisonnières - fractions libre et fix& 

b.3. Activites spécifiques par cellule dans la communaute totale 

Les activités specifiques d’incorporation par cellule pour la communauté totale sont 

globalement peu differentes pour les trois sites et aux trois saisons etudies (entre 36 et 80 10-21 mole 

cellule-lh-1). Elles sont en moyenne similaires en Baies d’Abou-Abou et Bietrf (environ 65 jO-21 mole 

cellule-th-1) et plus faibles a Mopoyem (44 10-21 mole cellule-t h-1, cf Tab. 3.8). Elles semblent peu 

varier avec la p&iode d’&ude, sauf en Baie d’Abou-Abou, où les activités spécifiques sont nettement 

plus faibles en saison des crues, en raison de l’importance accrue du peuplement fixe à faible activité 

spécifique à cette periode. 

Tableau 3.8 : Comparaison des activités specifiques d’incorporation de thymidine par les 
communautes libres (<3 pm) et fixees (~3 pm). Test non param&ique de Mann-Wtthney 

CYCLE 

INCORPORATION PAR CELLULE Diff&enca entre 
(‘O-21 mok dl-‘h-l) libre et fix& 
TOTALE c3q1 >m P 

AI Moyenne 70.1 73.5 62.0 0.133 NS 
ECWHype 16.3 19.6 45.8 
n 17 17 17 

A2 Moyenne 79.5 80.2 66.8 0.383 NS 
ECWt-type 23.1 21.7 83.9 
n 13 13 13 

A3 Moyenne 35.6 44.5 21.3 0.004 ** 
Ecart-type 14.1 21.7 9.9 
n 13 13 13 

91 Moyenne 58.7 55.0 67.3 O.loo NS 
Ecart-type 19.7 20.6 22.8 
n 17 17 17 

82 Moyenne 71.7 73.5 84.3 0.537 NS 
Ecart-type 7.2 9.5 44.5 
n 17 17 17 

93 Moyenne 64.3 74.0 50.8 0.003 ** 
ECXt-type 12.6 18.2 13.3 
n 13 13 13 

Ml Moyenne 43.2 42.6 45.9 0.663 NS 
Ecart-type 10.3 12.8 13.7 
n 3 3 3 

M2 Moyenne 44.4 43.5 40.6 0.505 NS 
Ecart-type 10.3 11.2 15.9 
n 13 13 13 

M3 Moyenne 44.1 49.5 33.5 0.006 ** 
ECWMype 10.1 10.2 13.1 
n 13 13 13 

NB: Non significatif ; *A* : ~~0.001 ; *j, : p<o.ol ; * : p<o.o5 
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Chpibv S : Cych8 - variations spatiaks et saismni8ves - frectùms libre et fide 

L’utilisation du facteur de conversion commun aux trois sites (14600 gC/mole dans le TCA 
pr&ipite ; cf chap.2 etalonnage) permet de determiner les taux de croissance et les temps de 
generation moyens des assemblages bacteriens : 
Taux de croissance : u (h-f) = (AS x 146OO)/(V x 2 10-1s) 
Temps de génération : Tg (h) = Ln (2)/u 
Avec : 
AS : activite specifique d’incorporation de thymidine (moi cellule-l h-1) 
V : volume cellulaire moyen fi cellule-1 et un rapport carbone/volume bacterien de 2 10-f QC prn4 

Les temps de generation bacMiens sont tous inf&ieurs à la joumee (Tab. 3.9) et sont donc 
situes dans les valeurs les plus faibles de la litt&ature, m&nes pour les milieux eutrophes. 

Tableau 3.9 : Taux de croissance et temps de generation bacteriens dans l’enceinte. 

CYCLE BIOVOLUME MOYEN ACTIVITE SPECIFIQUE TAUX DE CROISSANCE TEMPS DE GENERATION 
Total Libm FixB Total Libre Fixe Total Libre FiX6 Total Libre Fixe 
(w3) (10-2’ mol cdl-‘h-1) ( h-’ 1 (h) 

Al 0.110 0.110 0.110 70.1 73.5 62.6 0.047 0.049 0.042 14.7 .14.0 16.6 
A2 0.101 0.101 0.101 79.5 60.2 66.8 0.058 0.059 0.049 11.9 ii.8 14.2 
A3 0.114 0.101 0.137 35.6 44.6 21.3 0.023 0.033 0.012 30.0 21.3 60.2 

Bl 0.134 0.111 0.178 56.7 65.0 67.3 0.032 0.037 0.026 21.4 18.9 24.8 
B2 0.119 0.119 0.119 71.7 73.5 34.3 0.045 0.046 0.052 15.5 15.2 13.2 
83 0.128 0.114 0.151 64.3 74.8 50.8 0.037 0.049 0.025 18.6 14.3 27.8 

Ml 0.106 0.105 0.105 43.2 42.6 45.9 0.030 0.030 0.032 22.8 23.1 21.4 
M2 0.105 0.105 0.105 44.4 43.5 40.6 0.031, 0.031 0.029 22.2 22.6 24.2 
h43 0.096 0.061 0.129 44.1 49.5 33.5 0.034 0.045 0.019 20.4 15.3 36.1 

Peur les cycles Al, A2,82, M2 tes biivolumes libres et fixes sont ta moyenne das biivolumes libres et totaux œr ils ne dffbrent 
pas significativement. Les vdumes cetluhires moyens, non d&ermin& au cours du cycle Ml, ont bt6 arbitrairement suppœ4s 
identiques a ceux de M2 
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Chapitre 3 : Cydea - varidons spatiales et saisonni$res - fractions libre et fixde 

b.4. Activites sp6cifiques par cellule des communautes libres et fixees 
Les activites specifiques des comrnunautes libres et fixees sur particules ne sont pas 

significativement differentes en saison d’etiage et en saison des pluies. Par contre, aux trois sites 
Otudies, f’activité @Nique est significativement plus faible pour la communaute fixee que pour la 
communauté libre en saison des crues (cycles A3, 83, M3, test non paramétrique de Mann-Withney, 
Tab. 3.8). 

II semble donc que l’attachement sur particules ne constitue pas un avantage particulier dans 
les eaux suoerficielfes des sites etudies (les communautes presentes dans I’hypolimnion des zones 
profondes en Baies de Bietrf et Abou-Abou montrent par contre une plus forte activite sp&ifique des 
bactéries fixees, voir chap.4 profils). 

Ces resultats vont apparemment a f’encontre de la vision la plus repandue. Dans la plupart 
des milieux où les activités spécifiques des bacterfes libres et fixees ont été distinguées, les resuftats 
montrent une plus forte activite specifique pour la microflore fixee (eaux marfnes oligotrophe, Bdght & 
Fletcher, 1983a et b ; eaux côtieres et estuaires : Griffith et al. 1990, Hodson et al, 1981, Palumbo ef 
a/. 1984. ; eaux douces : Kirchman & Mitchell, 1982, Simon, 1985 voir egalement Tab. 3.8), bien 
qu’occasionnellement, ces differences ne soient pas significatives (Bell & Allbright, 1982 ; Bent & 
Goulder, 1981, Irriberi et a/. 1990). L’a&it& sp&ifique plus elevee des communautes fixees est en 
géneral expliquee par une meilleure disponibilite nutritive sur les particules que dans l’eau 
environnante, les nutrients etant apportes par les particules elles-memes ou concentrés par 
adsorption. 

Les differences avec ce qui est observe en lagune Ebrfe peuvent avoir trois origines : la nature 
des particules, la richesse du milieu et la méthodologie employee. 

- La nature des particules est evidemment tres variable selon les milieux et les epoques 
etudies (origine organique : phytoplancton mort ou senescent.. ou minerale : remise en suspension du 
sediment, fbcculats..). La richesse en composés organiques des particules en suspension et leur 
structure ont tres probablement un effet important sur les activites microbiennes pouvant s’y 
développer (Wangersky, 1984). Ainsi, dans les milieux estuarfens, la grande majorité des particules 
sont des fbcculats (Eisma, 1988) qui ont probablement une richesse intrfns&que en matériel 
energétique plus faible que le phytoplancton mort ou sénescent constituant l’essentiel du materfel 
particulaire en fin de bloom phytoplanctonique. 

- La rfchesse du milieu est Rgalement un élément important. Dans une culture en batch de la 
microflore bactérienne naturelle d’une eau de mer debarrassée des predateurs, ‘Unanue et a/. (1990) 
montrent que les bacteries fixees ont une activite specifique d’incorporation de thymidine comparable 
a Celle des bactéries libres en debut de culture. En fin de phase exponentielle de croissance, lorsque 
les ressources nutritives deviennent limitantes dans l’eau libre, les bactéries fixées conservent cette 
activite plus longtemps que les bactéries libres. Dans un milieu où les ressources nutritives sont 
limitees, ta fixation semble donc presenter un avantage qui n’est pas conserve en milieu riche. De 
maniere comparable, Jeffrey & Paul (1988) ont montre que dans un milieu de culture carence, la 
fraction fixke de vibrio proteolytica montrait un taux de croissance sup&ieur à celui de la fraction libre. 
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Chapitn 3 : Cycles - varktims spatiales et sakcmkkes - fractions libre et fix6e 

Inversement un apport en peptone induisait un taux de’croissance sup&ieur de ta fraction libre de la 
microfbre. Le plus faible taux de croissance de la fraction fixee etait attrtbuee a la limitation de 
I’uptake, due à la plus faible surface disponible pour les echanges avec le milieu libre sur les cellules 
fixees. 

- La m&hodotoaie emolovee : 
- (1) Dans de nombreuses etudes les activites libres et fixées sont distinguees par tamisage, 

alors que les biomasses fixees sont déterminées par comptage des cellules directement sur les 
particules visibles, en evaluant les effectifs fixes sur la surface cachee. II est connu que cette derniere 
proddure sous-estime fortement les abondances bacterfennes liees aux grosses particules, car 
certaines bacMes situees à I’int&ieur des particules ne sont pas visibles (Velji & Allbright, 1985 ; 
Yoon & Rosson, 1990). La sous-estimatiin de la biomasse bacterienne fixee conduit alors a une 
surestimation de I’activite spécifique des cellules fixées. 

- (2) La nature du substrat employe est importante. Ainsi, dans une Etude portant sur 44 sites, 
marins, estuariens et limniques, Bell & Allbright (1981) reportent une activité specifique des bactéries 
fixees supérieure a celle des bacteries libres lorsque des acides amines sont utilises comme traceurs 
d’activité et l’inverse avec du glucose. De plus, I’uptake par le phytoplancton de traceurs moins 
spécifiques des bacteries que la thymidine (amino-acides et glucose) peut conduire a une 
surestimation de I’activiti! hetérotrophe bacténenne dans les classes de tailles sup&ieures et donc a 
une surestimation de l’activite spécifique des bactéries fixees (Kirchman & Mitchell, 1982 ; Güde, 
1988). 

- (3) La nature de I’activite mesuree est egalement importante. Ainsi, par exemple, les activites 
exoenzymatiques sont plus importantes pour les communautes fixees (Hoppe, 1984 ; Hemdl, 1990), 
toutefois les monomeres liber& ne profitent pas exclusivement aux communautes fixees car ils 
diffusent rapidement dans l’eau libre environnante (Hemdl, 1990). 

Dans cette etude, l’emploi du tamisage pour les denombrements de cellules et pour les 
mesures d’activités d’incorporation de thymidine (effectue en respectant les rn&nes conditions de 
volume filire et de dépression, voir chap. méthodes), permet de supposer qu’il n’existe pas de biais 
entre la .détermination de l’activité et de la biomasse bacterienne de la fraction fixée du peuplement. 
Les résultats presentés ici, pour atypiques qu’ils soient, ne semblent donc pas résulter d’un artefact 
methodobgique. Si l’on admet comme Unanue et a/. (1990) et Jeffrey & Paul (1968), que dans un 
milieu non limité en nutrients, la fixation ne représente pas un avantage trophique pour la 
communauté bactérienne, ces resuttats renforcent l’idée d’une absence de limitation nutritive du 
bact&ioplancton aux sites Rtudies. 

La decroissance des activités sp&ifiques des communautés fixees en saison des crues 
suggere que ces particules sont alors d’une nature probablement differente de celles rencontrees en 
saisons d’etiage et en saison des pluies. Lors des crues, les particules sont vraisemblablement en 
majortte apportees ou créées (par fbculation) par les apports continentaux (Eisma, 1986). Les plus 
faibles activités spécifiques des communautes fixées sur ces particules peuvent signifier que ces 
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dernières ont ete degradees avant leur arrivee en lagune effou que tes communautes fixees, d’origine 
aliochtone, trouvent des conditions de croissance defavorables dans le milieu lagunaire. 

b.5. Relation entre Cp detrttique et abondance bacterienne . 
En utilisant le rapport carbonekhbrophylle phytoplanctonique de 30,7 et le rapport 

carbone/volume bactetien de 2 lO-fsgC JUII-s (chap. biomasse) il est possible de calculer les 

contributions phytoplanctoniques et bacteriennes au carbone organique particulaire total. En retirant 
ces contributions, on obtient une estimation approchee du CP “dettftique” (CPd, surestimee de la 
contribution du nanoplancton heterotrophe) dans les Achantilbns etudies. Au cours des cycles 
effectues en saisons d’etiage et de pluie, il existe une bonne correlation entre bacteries fixees (BF) et 
CP total (CPt) d’une part et bacteries fixees et CP detritique (CPd) d’autre part (Fig. 3.4, Tab. 3.7). Les 
relations sont les suivantes (BF : 109 cellules l-l, CPt et CPd : (mgC I-1) : 

BF= 1.39 (510.40) CPt + 0.17 (fl.29) r = 0,798, n=9 
BF= 2.43 (5~1.02) CPd +1.49 (il 34) r = 0,668, n-8 

Pour ces deux relations, les ordonnees à l’origine ne sont pas significativement differentes de 
zero. On peut donc estimer directement les rapports BF/CPt= 1.36 et BF/CPd = 3.89 109 cellules 
mgC-1 (Tab. 3.7). 

n 
0 

81 
0 

--- -_- -.. 
4L ET DRRTCIQUE (mg 

Figure 3.4 : Relation entre bacterfes fixees et carbone organique particulaire total (0) et detritique (0) 
Les droites representent les abondances moyennes par mg de CP total (trait plein) et detritique (tral 
jiscontinu). 
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rableau 3.7 : Relation entre carbone particulaire detritique et abondance des bactettes fixees dans 
‘enceinte. 

CP CP Ba&ttes Bac-Mes fixees 
Total d&itique fiX&S 10’ cell mgCP-1 
jlgc I-1 pgc l-1 109 cell t-1 Détritique Total 

41 1312 491 1,88 3.79 1.42 
17* 17 17 

42 887 -188 0,77 s 0.87 
13 13 13 

93 1916 1108 2.78 2.51 1.45 
13 13 13 

31 3738 1055 9.81 9.30 2.62 
17 17 17 

32 3979 1428 6,86 4.80 1.72 
17 17 17 

33 6897 2984 7.49 2.51 1.09 
13 13 17 

Wl 1827 573 1,79 3.12 0.98 
13 13 3 

vl2 2022 489 1,30 2.66 0.64 
13 13 13 

H3 2192 1297 3.19 2.46 1.46 
13 13 13 

p : nombre de mesures 

De nombreux travaux mentionnent egalement une relation significative entre bacteries fixees 
et concentration de materfel particulaire (Goutder, 1977 ; Bent 81 Goulder, 1981 ; Cammen & Walker, 
1982 ; Fukami et a/. 1983 ; Palumbo et a/. 1984 ; Lovell & Konopka, 1985 ; Clark & joint, 1986 ; 

Lambtoek & Verplanke, 1986 ; Painchaud & Terriautt, 1989 ; Yoon 8 ROsson, 1990). Ces r9latiOnS 
suggerent que l’abondance des bacteries fixées est largement d&rminee par la concentration en 
matériel particulaire, ce qui peut sembler une evidence, mais Agatement que la densite des bacteties 
presentes sur les particules est probablement maximale. Celle-ci est probablement limitee par les 
surfaces disponibles sur les particules et est probablement largement determinee par les processus 
de resuspension du materiel organique particulaire (Painchaud & Terriautl, 1989). La colonisation du 

matériel particulaire par les bactertes apparaît extrémement Rlevée au regard des valeurs disponibles 
dans la litterature. Ducklow et a/. (1985) reportent au maximum 1.39 109 cellules mgCp1 sur du 
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matériel collect6 à l’aide de trappes à sédiments dans les eaux C&i&res de l’Atlantique ouest 

(moyenne 0.47 109 cellules mg@-1) et montrent que ce maximum est supkfeur d’un ordre de 

grandeur aux concentrations bactériennes gh6ralement reportées pour les Miments superficiels 

(leur Tab. 8). 

Les valeurs 6lev6es obtenues ici dans la colonne d’eau sugg&ent que le mathiel particulaire 

présente un temps de rhidence 6lev6 compare au temps de ghération eUou de colonisation par les 

bactéries. En entraînant un relatif Bpuisement des ressowces disponibles sur les particules, cette forte 

concentration bacthienne expliquerait la faible activit6 spkifique des communaut& fixees. 

A partir des effectifs estitis par mg de CPd (tab. 3.7) et du volume cellulaire moyen 

(tab. 3.4), on peut estimer que les bacthies fixées reprhentent en moyenne 9% (5 à 22%) du 

carbone particulaire d&ritique dans les eaux de surface &udi&s. 

La tiparation des communautés fixees et libres est essentielle dans les milieux tutbides car 

elles n’ont vraisemblablement pas le m&me devenir. Ainsi, seules les bactkies fixees sur particules 

sont susceptibles d’&re exportées par tidimentation. Ces flux ont 6t6 d&erminés au cours de cette 

6tude et sont traités plus loin. 
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c. Resbiration et Bvoiution nvcthem&ale de l’oxva&te dissout 
Les adivites respiratoires dans l’enceinte, d&ermMes par la consommation d’oxygene à 

I’obscurM, sont maximales en baie de Mtri (moyenne 218 CLgO$-th-1) et peu diffdrentes dans les 
baies d’Abou-Abou (moyenne 53 u.gO$th-1) et de Mopoyem (moyenne 61 pgO&lh-1). Ces activit& 
respiratoires estimees en flacons sont en accord avec Mvolution nocturne de I’oxygWe dissous 
directement mesurde dans l’enceinte (fig. 3.5) et ne semblent donc pas biaisees par le confinement en 

flacon. Les valeurs d&emMes sont en accord avec celles reportees par Camwuze & Caumette 
(1985) de moyennes annuelles respectives 175 pgOst-th-1 à Bi&ri, 40 pgO&th-1 a Abou-Abou et 
65 CrgOzl-th-1 a Tiegba (proche de Mopoyem, cf Fig. i .l). 

Les adivit& de production primaire et de respiration plus 6levfSes entraînent des amplitudes 
joumali&res de la concentration en oxyg&ne beaucoup plus maquees en baie de Bi&f qu’aux deux 
autres sites (fig. 3.5). D’une maniere gtWrale l’évolution nycthdmkale de l’oxygbne dissous se 
caractkise par un maximum a 16-18 heures et un minimum à 6-7 heures. 

Une rdgression muttiple a permis d’attribuer un coefficient respiratoire au phytoplancton et aux 

bacSries (Chap. 2 : mdthodes). En utilisant ces coefficients ont peut estimer que les bacMes 
contribuent pour 50% a la respiration totale mesurde au niveau Rchantilbnnk 

ll- , I 
I 

1 , I I NUIT I 
6 

I 
JOUR 

I I I I 1 
4 6 8 10 12 14 16 18 20 $2 32 

HEURES 
32 

:Igura 3.5 : Evolution des concentrations en oxyg&te dissous dans l’enceinte au cours des froid 
lremiers cycles (saison d’htiage). 
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d. Sedimentation 

L’inter& principal de la mesure du flux de sédimentation est d’estimer l’exportation de la 

biomasse bacterienne fixee. Les questions que l’on peut se poser sont les suivantes : 

- La production de la biomasse bactertenne fixée est-elle consommee dans la colonne d’eau 

ou bien profite-t-elle d’avantage a la communautd benthique? 

- Quelle proportion des particules est-elle minéralisee avant leur dép& sur le fond? 

Les valeurs de sédimentation pour la colonne d’eau O-90 cm sont representees en 

Tab. 3.10A. Elles sont de l’ordre de 0,3 gC m-2j-1 à Abou-Abou, 0,5-l gC m-q-1 à Mopoyem et 

1,3-l ,7 gC m-2~1 à BM. L’exportation joumaliere par sedimentation represente 18 à 55% du Cp total 

(moyenne 36%) et 11 à 42% (moyenne 25%) du Np total (Tab. 3.1OC). 

La sedimentation des bactéries fixées est minimale en Baie d’Abou-Abou (0,5 a 

1,3 1012 cellules m2j-1), elle atteint 0,8 à 1,4 1012 cellules m-Si-1 à Mopoyem et 2,2 à 3,2 1012 cellules 

m-ni-1 à Bietri. En faisant abstraction des phénoménes eventuels d’attachement et de détachement qui 

n’ont pas ete abordés au cours de cette etude, on peut estimer qu’en moyenne sur les trois sites, pres 

de 55% de la biomasse bactérienne fixée sur particules dans la colonne d’eau O-90 cm sont eliminés 

par sédimentation en une journee. Les valeurs les plus fortes sont obtenues pour chacun des trois -_*m 

sites en saison des pluies et les valeurs minimales en saison des crues. Ces sorties representent en 

moyenne 71% de la production de biomasse bactetienne fixee sus-jacente (Tab. 3.1OC). Bien que le 

role de la sedimentation dans l’exportation de la production bacterienne fixee ait Até pressenti depuis 

longtemps (Pedros-Alio & Brock, 1983), peu de données sont disponibles sur les flux verticaux de la 

biomasse bact&tenne fixee. II semble cependant que dans les milieux où la proportion de bacteties 

fixee est elevee cette contribution soit importante. Ainsi, en utilisant des piéges dértvants, Ducklow et 

a/. (1982) estiment que dans le panache de I’Hudson 3 à 67% de la production bactérienne totale est 

exportee par sedimentation. 

La sedimentation apparaît Qtre l’un des processus majeurs de disparition de la biomasse 

bacterienne frxee en lagune Ebrie. II semble donc peu probable que la biomasse bactérienne produite 

sur les particules puisse profiter aux predateurs présents dans la colonne d’eau dans les zones peu 

profondes, sans gradient de densité et en periode d’agitation modéree. Cette biomasse bactérienne 

ne represente toutefois qu’une faible part du matériel total retrouve dans les piéges (4,6% en terme de 

carbone et 11,4% de l’azote). Cette contribution bactérienne mineure en terme de carbone sedimenté 

a dejà ete reportee par Ducklow et a/. (1985) dans l’Atlantique c&ier (en moyenne 1% du Cp total 

sédiment&, avec 161sgC bacterie-1) et Stroffek (1990) dans le lac Leman (1,2 à 4,6%) et le lac du 

Bourget (1,9 a 5% avec 1,21 lO-tsgC pm-s bactérien). 
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Tableau 3.10 A : Sédimentation dans l’enceinte. 
Valeurs expfities par m2 par jour. 

CYCLE CHL.a PIGM. BACT. VOLUME Cp NP C/N -BIOMABSE- ' Cp 
MOYEN Total Total Total PHMO. BACT DETR. 

mg mg 10'2 pn~/œll. mgc mgN WfJ) wC WC WC 

Ai.2 1.4 2.0 0.54 0.057 272 19.8 13.8 60 12 201 
A2 3.5 6.3 0.82 0.066 280 50.7 5.5 194 17 70 
A3 1.2 2.2 1.27 0.063 779 131.7 5.9 6s 25 686 

Bl.1 5.4 7.5 3.16 0.086 1314 137.5 9.6 229 81 1003 
81.2 6.4 8.7 2.44 0.072 1700 177.1 9.6 266 63 1389 
82.1 15.0 23.2 3.05 0.106 1507 194.4 7.8 713 72 722 
B2.2 12.9 20.6 2.66 0.089 1427 176.5 8.1 883 63 731 
BS 0.7 4.6 2.18 0.097 1133 125.3 9.0 142 52 939 

Ml.1 3.1 4.0 nd nd 498 48.5 10.3 123 nd 375 
Ml.2 3.0 3.8 1.02 0.058 497 42.7 11.6 116 21 359 
M2 5.2 7.0 1.36 0.053 1004 53.6 18.8 215 29 761 
M3 0.2 1.9 0.75 0.066 566 44.2 12.8 59 16 491 

rableau 3.10 B : Valeurs moyennes dans la colonne d’eau sus-jacente. 
Exprimees par & pour la colonne d’eau O-0,90m. 

ChI.a Pigm. Ba&%ies Cp Np C/N -Biomasse- Cp -Pmduction- Bicin. P.nette 
libres fixeeS total phyto bact. bact. d&ri- nette bac%. phyto phyto 

fix&s libres tique phyto fix&s S+m s3pm 
mg mg 1012 1012 mg mg g/g mgC mgC mgC mgC mgC/j mgC/i mgC mgC/i 

91.2 15 17 7.7 1.8 1181 176 6.7 531 40 168 442 603 45 229 296 
42 21 25 9.8 0.7 798 176 4.5 754 14 197 -167 159 16 199 48 
93 10 19 5.0 2.5 1724 311 5.5 577 50 100 997 211 17 294 122 

31.1 60 65 17.2 8.9 3406 688 5.1 1980 230 445 751 1279 196 1010 742 
31.2 43 49 16.8 8.7 3323 837 4.6 1517 225 433 1148 1296 210 774 751 
32.1 40 53 25.2 6.7 3357 542 6.2 1637 158 596 966 2511 154 677 1180 
32.2 36 47 26.9 5.7 3804 554 6.9 1432 134 635 1604 1637 137 592 769 
33 36 101 10.6 6.7 6207 881 7.0 3106 162 254 2685 2588 119 1966 1882 

fil.? 29 29 10.0 1.6 1644 176 9.3 884 34 210 516 471 29 327 198 
Ml.226 26 10.0 1.6 1734 164 10.6 795 34 210 695 1093 31 294 459 
M2 39 39 7.6 1.2 1819 227 8.0 1195 25 160 440 206 17 305 60 
US 8 20 8.3 2.9 1973 299 6.6 614 60 131 1167 366 31 246 168 
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Le phytoplancton, par contre, représente une part importante du matetiel sedimente. Si l’on 

utilise le rapport CKhlorophylle de 30,7 détermine pour le phytoplancton de la colonne d’eau (chap.2, 

biomasse), il constitue entre 14 et 61% du Cp total sédimente dans les trois baies. La sédimentation 

journaliere du phytoplancton represente entre 5 et 44% (moyenne 19%) de la ’ biOmaSSe 

phytoplanctonique sus-jacente (44% en moyenne de la biomasse phytoplanctonique sup&ieure à 

3 um) et entre 6 et î22% (moyenne 36%) de la production primaire nette (98% en moyenne de la 

production nette SUpéri8Ure à 3 um, Tab. 3.1OC). Ces r&UltatS confirment l’importance de la 

sedimentation dans les exportations de la biomasse phytoplanctonique, en accord av8c la faible 

contribution du zooplancton aux exportations de la biomasse phytoplanctonique en lagune (Pagano & 

Saint-Jean, 1966). 

En retirant les contributions bactéttennes et phytoplanctoniques aux valeurs de Cp total 

sedimente, on peut estimer la sedimentation du carbone “détritique”. Celui-ci represente joum8llem8nt 

78% en moyenne du CP détritique total de la colonne d’eau sus-jacente. 

Tableau 3.10 C : Sédimentation journalier8 dans l’enceinte. 
Exprimee en % de la colonne d’eau O-0,90m sus-jacente. 

CP cP cP cP cP NP cP 0actbries 0acuRes 
PhW. phyto. phyto. phyra total rotal dbtr. fixees fixees 

%biim. %P.nette %biim. %P.netb3 Wiom. %prod. 
totale totale >3cull '3W fixee fiX& 

Al.2 11.3 9.9 28.0 20.2 23.1 11.2 45.4 29.4 26.0 f 1 
A2 25.7 121.8 85.6 405.9 35.1 28.8 - 119.6 102.7 
A3 11.7 32.1 20.2 55.3 45.2 42.4 68.8 50.6 146.9 

B1.l 11.6 17.9 20.0 30.9 38.6 20.7 133.6 35.4 41.6 
81.2 17.7 20.7 30.5 35.7 51.2 21.2 119.3 28.0 29.9 
82.1 43.6 28.4 92.7 60.5 44.9 35.9 74.7 45.7 46.9 
82.2 44.2 38.7 94.1 82.3 37.5 31.8 45.6 46.9 45.9 
03 4.8 5.5 6.4 7.6 18.3 14.3 84.9 32.3 47 

Ml.1 13.9 26.1 33.1 62.2 30.3 27.5 72.7 
Ml.2 14.6 10.7 34.8 25.4 28.6 26.1 51.6 63.4 70.2 
M2 18.0 104.1 62.0 359.0 55.2 23.6 173.0 116.6 166.9 
Ml 9.6 16.1 20.9 35.1 28.7 14.8 42.1 26.1 50.7 

Moyenne 18.9 86.0 43.6 96.3 36.4 24.9 78.3 54.0 70.6 
E.-Type 12.8 37.4 31.4 134.7 11.2 9.2 44.6 33.6 46.0 
N 12 12 12 12 12 12 11 11 11 
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Tabkau 3.10 D : Vitesses apparentes de sédimentation (m@ur) 

CYd CP NP 

Al.2 0.21 0.10 
A2 0.32 0.26 
A3 0.41 0.38 

B1.l 0.36 0.19 
81.2 0.46 0.19 
82.1 0.40 0.32 
82.2 0.34 0.29 
B3 0.16 0.13 

Ml.1 0.27 0.26 
Ml.2 0.26 0.28 
M2 0.60 0.21 
M8 0.26 0.13 

PHYTOPLANCTON BACT. Cp 
Total >3W FlXfbS Dcmique ' 

0.10 0.21 0.26 0.41 
0.23 0.77 1.08 - 
0.11 0.18 0.46 0.82 

0.10 0.18 0.32 1.20 
0.18 0.27 0.26 1.07 
0.39 0.88 0.41 0.67 
0.40 0.86 0.42 0.41 
0.04 0.06 0.29 0.31 

0.13 0.30 0.66 
0.13 0.31 0.67 0.46 
0.16 0.66 1.06 1.26 
0.09 0.19 0.23 0.38 

Moyenne 0.33 0.22 0.17 0.39 0.49 0.68 
E-Type 0.10 0.08 0.11 0.28 0.30 0.34 
N 12 12 12 12 11 11 

Pour chacune des composantes du flux on peut estimer les vitesses apparentes movennes de 
sedimentation en divisant le flux de sédimentation par la concentration dans la colonne d’eau sus- 
jacente. En saisons d’etiage et de pluie les vitesses apparentes de shdimentation des bacteries fixees 
et du carbone particulaire detrftique sont tres comparables (Tab. 3.1OD, Fig. 3.6). Ce qui confirme la 
relation entre bacteries fixees et carbone detritique particulaire. 
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Ftgure 3.6 : Comparaison des vitesses apparentes de sedimentation des bacteries fixees et dl 
carbone organique particulaire detritique. 

Connaissant la vitesse de sklimentation moyenne des particules et la production bacterienne 
qui y est associee, il est possible d’estimer la part du materiel mineralise avant son interception par le 
piege (a 0,90 m) ou son depbt sur le fond (a 3 m) en supposant : (1) que les bacteries fixees ne 
consomment que le matkiel particulaire, (2) qu’elles assimilent tout le materiel particulaire hydrolyse, 
(3) qu’elles ont une efficacite de croissance constante pendant la sedimentation et comparable à celle 
de la communaute totate soit environ 60% (chap. etalonnage). Ces trois hypotheses sont evidemment 
impossibles a verifier ici, elles ne doivent donc Btre considerees qu’avec prudence. En les admettant 
arbitrairement, il est possible de calculer le taux de degradation du carbone particulaire detrttique en 
divisant ktivite heterotrophe bacterienne fixee exprimee en mgC I-lj-1 (c’est a dire la production 

bacterienne fixee en mgC t-fj-1 divisee par 0,6) par la concentration en carbone particulaire detrftique 
(en mgC l-f). Les taux de degradation ainsi calcules sont de f’ordre 0,03-0.17 j-1 à Abou-Abou, 
O,l-0,4 j-f P Bietri et 0,04-0,09 j-t à Mopoyem (Tab. 3.10E). En les multipliant par la duree moyenne 
de sédimentation du Cp detritique (calculee a l’aide des vitesses moyennes de sedimentation, 
Tab. 3.100 et 3.10E), on obtient une estimation de la proportion du CP detritique avant son artfvee 
dans les pieges ou sur le sediment. Ce calcul permet d’estimer une degradation du CPd de l’ordre de 
30% avant sont dépbt dans le piége en baies de Bietrf et Abou-Abou et d’environ 10% a Mopoyem. 
Avant son arrivee à 3 m (profondeur totale de la colonne d’eau aux stations etudiees en baies d’Abou- 
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Abou et Mopoyem et profondeur de la couche oxygenee en Baie de Bietri), le carbone particulaire 
d6tritique subirait une degradation de l’ordre de 100% a Bietri et Abou-Abou et de 5 à 50% a 
Mopoyem. Les valeurs les plus faibles pour les baies de Bietri et d’Abou-Abou sont obtenues en 
saison des crues, lorsque I’activite spkifique des fractions fixees est à son minimum (Tab. 3.8). Les 
proportions sont vraisemblablement inf&ieures car tout le materfel detrttique ne presente 
probablement pas la mQme degradabilite. II est donc probable que la vitesse de degradation diminue 
au cours du temps. Cette mineralisation active pourrait expliquer l’exportation apparemment plus 
faible de l’azote que du carbone partkulaire (25% du Np sus-jacent par jour contre 38% pour le Cp, 
Tab. 3.lOC) et donc l’augmentation du rapport C/N du matériel recolte dans les pi&ges par rapport à 
celui pr4leve dans la colonne d’eau. 

Tableau 3.10 E : Dégradation du Cp détritique 

Tum0er Tempsde DlJr6e de %duCp&tritique 
duCp demi s6dimentation(jours) degm* 
c&ttttique d@xlation avantsondbp&B avant son dbp6t A 
&lJF') oouw O$C m 3m O$C m 3m 

Al.2 0.17 4.1 2.2 7.3 38 125 
A2 -_ 
A3 0.03 24.4 1.5 4.8 4 14 

El.1 0.44 1.6 0.7 2.5 33 109 
Bl.2 0.31 2.3 0.8 2.6 26 05 
82.1 0.27 2.6 1.3 4.5 36 118 
B2.2 0.14 4.9 2.2 7.3 31 104 
83 0.07 10.0 2.9 9.5 20 66 

Ml.1 0.09 7.3 1.4 4.6 13 43 
Ml.2 0.07 9.5 1.9 6.5 14 47 
M2 0.07 0.7 5 15 10.7 2.4 
M3 0.04 15.6 2.4 7.9 11 35 

_. 

Moyenne 0.15 8.5 1.6 5.5 21 69 
E.-type 0.13 6.8 0.7 2.4 12 41 
N 11 11 11 11 11 11 

Au cours des trois derniers cycles ces flux ont egalement et6 estitis à l’exterieur de 
l’enceinte, les valeurs obtenues sont du Mme ordre que celles mesurées B l’int&ieur (Tab. 3.1OF) 
pour des moyennes comparables dans la colonne sus-jacente (Tab. 3.1 et 3.2). Les differences les 
plus marquees sont obtenues en baie de BM où I’hydrodynamisme est le plus actif, ce qui accroît les 
risques de sous-estimation des flux à I’exterieur de l’enceinte. Les flux de sédimentation elevés 
determinés dans l’enceinte ne semblent donc pas resulter d’une perturbation liée au mkzosme. 
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rableau 3.1OF : Comparaison des valeurs de sddimentation dans l’enceinte et A I’ext&ieur. 

43 Enceinte 
93 Extérieur 
Mférence % 

33 Enceinte 
33 Ext&ieur 
Iiff &ence % 

M3 Enceinte 
ti3 Extérieur 
Mférence % 

Pigments BacWles 
mQ mm2j-1 1 OQm-2j-1 

2.20 1.27 
1.95 0.81 
12 44 

4.64 2.18 
2.81 1.19 
49 59 

1.92 0.75 
3.24 0.61 
51 21 

CP 
mgC n-t-2j-1 

779 
674 
14 

1133 

52 

566 
509 
11 

NP Poids sec 
mgN m-2j-’ mg m-q-1 

132 2372 
102 3047 
26 25 

126 2525 
166 1595 
27 45 

44 2958 
38 3543 
15 18 

Mf6rence : valeur absolue de kart rapport6 B la moyenne entre mbco6me et milieu environnant. 

La ddimentation, en reprdsentant en moyenne 71% de la production de biomasse > 3 pm 

apparaît donc &re une composante essentielle de l’exportation de la biomasse bact&ienne fixde aux 

trois sites étudiés. 

Par ailleurs, d’aprés les données obtenues dans l’enceinte, il semble que l’essentiel du 

carbone organique ddtritique soit degrade avant d’atteindre le bas de la colonne d’eau oxyg6nde aux 

trois sites étudiés. Cette degradation importante est probablement due à la température élevée de la 

lagune Ebrid et aux activit& sp&ifiques &ev8es des communaut& bact&iennes. En comparaison, 

dans le lac LBman, de temperature moyenne plus basse (4’C), les bacMes n’apparaissent capables 

de min&aliser que 10 à 21% du flux de Cp à 50 m de’ profondeur (Stroffek & Dufour, 1991). 

Dans le milieu lagunaire, peu profond, le rdgime des vents, en homog&&isant la colonne 

d’eau, peut augmenter le temps de résidence du matériel détritiqué particulaire dans la lame d’eau et 

donc Mat de ddgradation de ce matériel. Cette fesuspension, associde à la vitesse de dégradation 

dlevde du matériel déttitique partiwlaire, pourrait expliquer la faiblesse de I’activitd sp&ifique des 

communaut& fixees, reposant sur du matériel d&jjà dégradé, vis-à-vis de celle des communautés 

libres. 
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e. Prédation 
Au cours de cette serie d’expkimentations, l’activite de predation sur les bactéries a 6té 

determinee en incubant parallelement des echantillons d’eau du milieu avec ou sans inhibiteurs 

bacteriens (chbramphenicol 100 mg t-1 ou mélange pénicillinektreptomycine 20/20 mg l-t). 
L’abondance bacterfenne totale et i’activite d’incorporation de thymidine etaient suivies à intervalles 
reguliers dans les deux flacons d’incubation. En adoptant un mode de croissance exponentiel, si l’on 
neglige les autres pertes, Mquilibre entre production et predation peut s’eCrire : 
N(t)=NO exp((p-g)t) (1) avec u taux de croissance, g taux de prktation, N(t) et No abondances 
bacteriennes aux temps t et to. 

Dans les echantilbns non perturbes, lorsque les deux phenom&nes s’equilibrent, le taux de 
croissance apparent pa=ug est nul et la biomasse est stable. L’apport d’inhibiteur bacterien, en 
arretant la croissance bacterienne (u=O) sans perturber I’activite de predation, entraîne une 
diminution de la biomasse bacterienne qui peut Atre dectfte par une cfnetique du premier ordre : 
N(t)=No exp(gt). Une regression linéaire du log Népérien de l’abondance bacterienne au cours du 
temps permet d’accéder au taux de prédation, g, pente de la droite : In(N(t))=-gt+ln(No) (2). 

Toutefois, dans le milieu lagunaire, les activités elevées et la charge importante en matériel 
susceptible de sedimenter imposent des temps d’incubations inférieurs a 24 h afin de limiter la 
croissance artificiellement induite par le confinement dans les flacons non traités. Cette durée s’est 
révelee courte vis-à-vis du temps d’inhibition des activites de croissance bacteriennes. Dans les 
echantilbns recevant I’inhibiteur bacterien, l’incorporation spkifique de thymidine par cellule ne 
s’annule pas immediatement mais decroît avec une cinetique generalement d’ordre 1 telle que : 
Thym/cell(t)=Thymlcell(O) exp(-6t) avec un taux de decroissance 6 de 0,06 a 0,27 h-1 (Tab. 3.11). Si 
l’on considere que cette incorporation residuelle est indicatrtce d’une croissance résiduelle (donc que 
Thymkell est proportionnelle à u), on peut Rcrire : u(t)= p(O) exp(-&) (3). Les taux de prédations 
réels sont sous-estimes lorsque l’on emploie I’equation (2). L’equation décrivant le mieux la 
décroissance de l’abondance bacterfenne devient alors : 
N(t)=No exp((p(t)g)t) (1) avec : u(t)= u(O) exp(-ôt) (3) d’où : N(t)=No exp((u(0) exp(-St))-g)t) (4) 
soit : In(N(t))= In(No) + ((u(O) exp(-&))-g)t (5) 

Dans ce cas, le logarithme de l’abondance bacterienne ne varie pas lineairement avec le 
temps avant des durees d’incubations importantes (lorsque exp(-6t) tend vers 0, fig. 3.7). 

Les taux de predation ont donc eté estimés en calculant pour chaque intervalle de temps 
(t2-tl) la production résiduelle par : (N(t2)-N’(t2))/N(tl)/(t2-tl) avec : 

- N(t1) et N(t2) : abondances determinees à 11 et 12 et N’(t2) : nombre de cellules theoriquement 
atteint à t2 si la predation etait nulle : N’(t2) = N(t1) exp(qf-2) (t2-tl) avec ~1-2) : taux de croissance 
moyen entre les 2 points. 

Les taux de croissance sont estimés par : p=(thym x FC)/(cell x Vmoy) avec : 
- FC : facteur de conversion de 0,74 1017 pms par mole de thymidine dans le TCA precipité 
(chap.thymidine) et 
- Vmoy : volume cellulaire moyen (0,l un$) soit donc FC10.74 1 Olscellules/mole de Tdr 

140 



Chap&e 3 : Cycles - vatidons spatiales et .sabnni&es - pr8datiw1 

Les resuftats recapitulatifs des 13 expérfmentations sont exprimes en Tab. 3.11 et Fig. 3.7. 
Dans les echantillons non traités, trois experiences montrent une croissance cellulaire 

significative (p apparent > 0 ; PcO,O5) et donc un conMIe insuffisant de la biomasse bacterienne 
(g < p). Ce sont les deux echantilbns incubes de jour au cours du cycle Al (Abou-Abou saison 
d’etiage) et celui realise au cours du cycle A3 (Abou-Abou, saison des crues) (Tab. 3.11). Les 10 
autres echantilbns presentent une biomasse et une activité stable ce qui montre que le confinement 
pendant l’incubation n’a pas entraîne de stimulation des activites bacteriennes et que la croissance et 
la predation sont etroitement couples aux echelles de temps (12-18 h) et de volume (500 ml) utilisees. 

Tous les echantillons recevant les inhibiteurs montrent une décroissance significative de 
l’abondance bacterienne. 

En tenant compte de la croissance residuelle, les taux de predation varient de 0,013 (A3) à 
0,059 h-1 (B2N2), pour des taux de croissance compris entre 0,026 et 0,061 ‘h-1 (comparables à ceux 
obtenus dans l’enceinte). Les taux de croissance et de mortalite par prédation sont similaires, à 
l’exception des trois exp&hnentations (Al Jl, Al J2, A3) où le contrôle (sans inhibiteurs) montre une 
augmentation nette des effectifs bacteriens. On peut remarquer que le désequilibre entre production 
et prédation au cours des cycles Al Jl et Al J2 (Abou-Abou, saison d’etiage, de jour) est dû a un taux 
de croissance plus elevé pendant le jour alors que le taux de predation reste constant de nuit et de 
jour. 

En moyenne, sur les 13 exp&imentations, la mortalite par predation explique pres de 80% des _,, . . 
sorties de biomasse bacterienne (Tab. 3.11, Fig. 3.8). 

Dans ce systeme lagunaire, la prédation par le nanoplancton héterotrophe represente donc 
l’essentiel des exportations de la biomasse bacterienne. La maturation des virus bacteriophages Rtant i) 
anetee en presence d’inhibiteurs de la synthese proteique bacterienne (Heldal & Bratbak, 1991), la ( 
mortalité bacterienne d’origine virale n’est donc pas prise en compte avec la m&hode utilisee. Des ‘., 
travaux recents (Proctor et a/. 1988 ; Bergh et a/. 1989 ; Borsheim et a/. 1990 ; Bratbak et a/. 1990 ; 
Proctor & Fuhrman, 1990 ; Heldal & Bratbak, 1991) rapportent des abondances de particules virales 
plus importantes qu’on ne le soupçonnait auparavant. Dans les milieux aquatiques, les virus 
pourraient contrôler la biomasse bactérienne à partir de concentrations seuils de 7 103 UFC ml-1 
(Wiggins & Alexander, 1985) et de telles concentrations sont largement atteintes en milieu lagunaire 
(Camwuze & Caumette, 1985 ; Caumette ef a/. 1991). La lyse d’origine virale pourrait donc être 
responsable d’une partie des 20% d’elimination non expliques par l’approche utilisee. 
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Tableau 3.11 : Taux de croissance et de prddation (h-l) dans l’enceinte. 

Taux de Taux de Taux ds Taux ds Taux ds 
CYCLE omifâaanœ ololsaanoe oroiœanœ axliœanœ 

apparent apparent 4Jpamt ~ (a) s:z: 
Biimasœ Biomasse AGI. ?ap&icque Biiasse orci6sanœ 

Ech. non traite Antibiotiques Antibiotiques Euh. non trait6 &iiuelle 

AlJl 0.019 (a) -0.014 0.170 0.040 (d) -0.025 
0.002 (b) 0.008 0.045 0.005 (e) 0.011 
0.985 (C) 0.970 0.967 4(f) 4 

AlJ2 0.032 -0.014 4m98 0.043 -0.024 
0.067 0.002 0.026 0.006 0.01 
0.954 0.980 0.931 4 4 

AIN1 0.005 -0.020 -0.085 0.026 -0.029 
0.008 0.002 0.088 0.004 0.008 
0.404 0.992 0.818 4 4 

AlN2 -0.001~ -0.017 -0.186 0.027 -0.022 
0.003 0.003 0.037 0.006 0.009 
0.803 0.936 0.981 3 4 

A2 0.003 -0.038 -0.036 0.059 -0.057 
0.001 0.008 0.013 0.004 0.02 
0.799 0.991 0.853 8 6 

A3 0.007 -0.008 -0.122 0.031 -0.013 
0.002 0.001 0.038 0.014 0.006 
0.906 0.988 0.883 5 5 

B2Jl 0.008 -0.026 -0.054 0.050 -0.049 
0.007 0.005 0.006 0.005 0.015 
0.598 0.971 0.988 4 4 

B2J2 -0.005 -0.041 -0.266 0.060 -0.045 
0.003 0.003 0.050 0.004 0.005 
0.760 0.998 0.966 4 4 

B2Nl -0.005 -0.026 -0.060 0.060 -0.052 
0.003 0.004 0.023 0.009 0.007 
0.771 0.978 0.878 4 4 

B2N2 -0.003 -0.033 -0.226 0.065 -0.059 
0.001 0.002 0.068 0.002 0.015 
0.849 0.999 0.948 4 4 

83 0.008 -0.084 -0.077 0.061 -0.051 
0.006 0.004 0.012 0.005 0.020 
0.601 0.976 0.966 5 5 

M2 0.003 4.028 -0.055 0.040 . -0.032 
0.003 0.008 0.013 0.007 0.012 
0.397 0.973 0.880 7 7 

M3 0.003 -0.028 -0.080 0.057 -0.049 
0.003 0.001 0.008 0.007 0.017 
0.440 0.996 0.985 5 5 

J pourpur, pournurt, 8x : 1 y :cY 
(a): p = pente de la droite en log Naparian, (b): srraur standard sur la pente, (c): coafficisnt de cnr&lation r, (d : moysnns, (a): 
kart-type, (9: nomke ds points, (g): estime par ia thymidins avec p = thym/catlula x 0,74 1018 pm3 / 0,l pn J (voir texte), (h): 
voir calcul dans texte 
NB : certaines exp&imentations montrent un taux ds cmissanœ significatif (PcO.05) dans l%chantillon brut. Ca sont pour 
l’abondance : Al Jl , Al J2 et A3 et pour l’activiti sptkitiqus (ou taux de croissanœ): Al Ni et A3 
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Figure 3.7 : Evolution th&wtque de I’abondance bacterienne en presence d’inhibiteurs bactenens. 
En trait plein : taux de prédation g - 0,050 h” et taux de croissance annule immédiatement (p - 0). 
En trait discontinu : taux de prédation g = 0,050 h” et taux de croissance s’annulant progressivemenl 
(taux de croissance residuel p = pc e-Rit) avec pc = 0,050 h-1. 
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Figure 3.8 : Comparaison des taux de prtkiation Obtenu6 en ignorant la croissance residuelle (0) et 
3n llintegrant dans les calculs (0) avec les taux de croissance. La ligne en traits pleins represente la 
jrolte theorique production=prédation. La droite en traits discontinus represente la regression lineaire 
sntre taux de predation (0) et taux de croissance. 
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Chapltte 3 : Cyclaa - #volut& nycthdmhle 

2. Evolution nyctMm&ale des actlvit~s et des blomasses bact&lennes libres et flx&s 
a. Tendance aénerale. Sianification des differences îour/nuit 

D’une maniere gén&ale, les fluctuations journalieres de la biomasse bactertenne totale (fixee 
et libre) sont de faible amplitude. Le coefficient de variation (CV) est en moyenne de lO,l% (4 à 29%) 
dans l’enceinte et 9,6% (7 à 11%) à I’exterieur pour l’abondance totale (Tab. 3.1 et 3.2). Ces valeurs 
sont proches de la reproductibilite des comptages (environ lO%, cf. chap.2, biomasse), Néanmoins, 
on peut observer une tendance moyenne à Iaugmentation pendant la nuit (fig. 3.13). 

La production de biomasse bacterfenne varie de maniére plus sensible (CV=24% dans 
l’enceinte et 18,4% a I’exterieur, Tab. 3.1 et 3.2). Dans l’enceinte, la production de biomasse 

bactérienne montre toujours un maximum de nuit, à l’exception du cycle Al (Abou-Abou, saison 
d’étiage) où la tendance est inverse (fig. 3.10). Au cours de cette etude, chaque jour, un vent violent 
s’etablissait le matin et cessait des la tombee du jour. Ce vent, en provoquant une remise en 
suspension du sediment superficiel pourrait avoir stimule les activites bactériennes dans la couche 
d’eau (Wainright, 1987, 1990). On observe effectivement, dans l’enceinte, une augmentation brutale 
de l’activité et de la biomasse fixée au cours de la premier-e joumee (Fig. 3.10). 

Dans l’enceinte, les plus fortes amplitudes de variation sont observées en saison des crues, 
les activités chutant tres fortement dans la joumee pour remonter la nuit dans les trois baies (cycles 
A3, B3, M3). II est possible que la suppression des apports lateraux ait conduit à un relatif epuisement 
des activités bacteriennes dans l’enceinte a cette p&tode. Aux trois sites étudies, cette pkiode 
correspond, par ailleurs, au minimum d’activite bacterienne (Tab. 3.1 et 3.2). 

L’evolution des activites est comparable en mflieu ouvert, bien que moins prononcée. Deux 
raisons peuvent Atre evoquees: (1) t’intewention de la variabilité spatiale à I’exterfeur peut masquer ou 
atténuer les tendances (voir evolution de la conductivite fig. 3.9). (2) le confinement de la masse d’eau 
dans l’enceinte peut exagérer les tendances, en diminuant I’activite photosynthétique par exemple (cf. 
paragraphe 4.1.1) 

La biomasse phytoplanctonique suit une évolution exactement inverse à celle de la biomasse 
et de la production bacterfenne, presentant un maximum en milieu de journée et une decroissance 
pendant la nuit. Cette decroissance a pris des proportions importantes au cours des trois derniers 
cycles (saison des crues) tant dans l’enceinte, qu’à I’exterieur. 

Une analyse de variante (ANOVA) a permis de déterminer si l’augmentation relative des 
activites et des biomasses bact&iennes au cours de la nuit est significative, dans l’enceinte et B 
I’exterleur. Pour cette anatyse, les donnees (Chlorophylle 2, pigments, incorporation de thymidine par 
la communautd totale, libre et fixee, abondance bacterienne totale, libre et fixee, activite spkifique 
celiulaire des communautes totale, libre et fixée) ont ete exprfmees en pourcentage de leurs 
moyennes journalieres respectives. Les mesures effectuees à I’aube et au crépuscule (points de 6h et 
de 18 h) ont ette eliminees afin d’obtenir deux groupes Nuit et Jour parfaitement distincts. Les 

moyennes de ces deux groupes sont représentées en tableaux 3.12 et 3.13. Apres verification de 
I’homogénéite des variantes (a I’exception des varfables Phéopigments et Pigments aux variantes 
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non homogbnes), l’analyse a 6t6 effectu6e en utilisant les diffkences NuiWour comme source de 

variation . 

Tableau 3.12 : Moyennes joumalibres et analyse de variante dans l’enceinte 

Incorp. do thymidino Abondanca bact)riuwm Activlti sp&oMique 
SITE Ch& Pigm. Totale Ubre Fix&a TOUk Ubro Fixk Totak Ubro Flx60 

AbOU 101.4 100.6 92.2 91.3 99.4 96.3 95.7 109.4 94.3 94.1 98.6 
Abou 30.3 14.0 41.7 44.7 53.0 21.7 16.4 66.7 2'6.2 36.0 6.9 

20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

Bi&rl 104.4 101.6 99.0 97.9 101.4 100.6 99.1 105.0 96.2 99.1 99.5 
50.9 14.2 19.2 20.7 26.5 7.6 10.6 44.5 22.0 23.1 6.8 
34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 34 

Mopo- 99.2 96.1 96.0 97.7 99.3 99.0 97.5 101.6 97.4 99.9 100.6 
yatn 46.7 12.4 20.6 20.6 39.7 7.3 9.0 30.0 22.5 23.6 4.6 

32 32 32 32 32 20 20 20 20 20 20 

Jour 129.7 108.1 82.4 61.2 91.5 94.9 93.5 110.7 03.7 64.3 96.1 
34.6 12.8 21.7 23.6 32.0 12.7 12.4 56.0 18.1 23.4 7.0 
4s 43 43 43 4s 37 37 37 37 37 37 

Nuit 73.6 92.0 111.6 111.4 108.9 103.3 102.0 100.0 110.2 111.6 101.3 
34.8 8.1 22.4 23.5 42.5 12.0 10.0 36.1 19.7 23.4 6.5 
43 43 43 43 4s 37 37 37 37 37 37 

Rappoti 1.01 
des variantes 

2.49 1.07 1.01 1.76 1.12 1.52 2.16 1.16 1.00 1.15 

ANALYSEDEVARIANCE:SOURCEDEVARIATION:JOUFWJIT 

Incorp. de thymldine Abondance bact6rlenne ActlvM spécifique 
CM^ Pigm. Totale Libre Fixée Totals Ubre Fixk Totale Ubre Fix&e 

P 0.000 ND o.ooo o.ooo 0.037 0.005 0.002 0.355 o.ooo o.ooo 0.047 
*** **A *** +r ** ** NS *** *** * 

ND: Non chrrnin6 car variantes non homogbnes. 
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Tableau 3.13 : Moyennes journalieres et analyse de variante a I’exterfeur de I’enceinte 

SITE Chi.’ 

Abondance ActlvlU. 
Incorporation do thymldine Bactklenno Sfskifiquo 

Plgmonu TOWO ubro Flx& Totak 10th 

Abou- 103.4 100.2 66.6 66.2 99.2 98.9 97.6 
Abou 65.3 25.3 22.1 22.6 77.3 7.0 20.9 

20 20 20 20 20 20 20 

BIW 110.0 102.0 99.1 99.4 98.0 96.6 102.0 
93.6 6.9 6.6 11.2 36.1 7.7 12.2 
10 10 10 10 10 10 10 

MOpoYsm 102.2 102.6 96.5 98.2 105.3 100.2 96.3 
67.1 22.7 18.7 19.1 69.9 7.6 20.4 
20 20 20 20 20 20 20 

Jour 159.3 115.7 91.7 87.4 122.5 102.0 69.4 
49.2 18.2 21.1 19.7 66.0 7.2 19.3 
25 25 25 25 25 26 25 

\ 

Nuit 49.2 87.5 104.0 107.9 80.3 95.9 108.2 
39.3 14.2 12.9 12.1 61.9 6.4 13.3 
25 25 25 25 26 25 25 

Rappofi 1.57 1.64 2.67 2.65 1.14 1.26 2.10 
cias variances 

ANALYSE DE VARIANCE - SOURCE DE VARIATION: JOUFUNUIT 

Ch& 

Abondrnce Activité 
IncorporatIon ci8 thymldlno Bact&lams Spklfiquo 

Pigment8 Total. Llbro Flx& Total. Total. 

P 0.000 0.000 0.016 0.000 0.024 0.003 0.002 
*** *** * *** * ** ** 

Dans l’enceinte (tab. 3.12), la baisse de la chlorophylle 6 et des pigments la nuit est tres 
hautement significative. A l’opposé, la biomasse, la productivite et I’activite spkifique de la 
communaute bacterfenne totale (libre et fixee) sont significativement plus fortes de nuit. Si l’on sépare 
les parametres des communautes libre et fixee, on remarque que les tendances NuWJour sont bien 
moins maquees pour la communauté fixee (voire non significative pour la biornasse). Les variations 
restent tres significatives pour la communaute libre. 
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:Igure 3.9 : Evolution de la conductivit6 à I’ext&ieur de l’enceinte au cours des 5 derniers cycles. 
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?gure 3.10 : Evolution nycthfJm&ale, dans l’enceinte, en baie d’Abou-Abou (Saison d’dtiage) en haut. 
:lgure 3.11 : Evolution nycth&n&ale, dans l’enceinte, en baie de Bi&t (saison des pluies) en bas. 
A): Incwpwaticn de thymidiie per la annmunauti totale (trait plein) et Libre (trait dkccmtinu). (8): Abondance de la 
zmnmunaU totele (bit plein) et libre (lraii discontinu). (C): Incorporation spkifiqw de thyinidii par la communad totale 
tp1 Nain) et libre (trait dsadinu). (D): Concentration en pigments photœynWtiques: Chbrophytle g ‘active” @ait discontinu) 
rt chkmphylle a totde “pigments’ (trait plein). 



Chapitra 3 : Cycles - dvolution nycthdmdrak 

. 

Figure 3.12 : Evolution nycth&m&ale, dans t’enceinte, en baie de Mopoyem (Saison des pluies). 
:A): Incorporation de hymidine par la cammunauti totale (trait plein) et lie (trait discontinu). (B): Abondance de la 
zommunaut6 totale (trait plein) et libre (trait discontinu). (C): incorporation spWique de thymidine par le communauti totale 
‘Irait plein) 8t libre (trait decontinu). (D): Concentration en pigments photosynth&iques: Chlorophylle a l active* (trait discontinu) 
St chkrophylle a totale ‘pigments’ (trait plein). 
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Figure 3.14 : Evolution nycthémkale moyenne a I’ext&ieur de l’enceinte. 
(A): Biomasse et activiti d’incorporation de thymidine de la communaut6 totale. Chaque point est exprime en % de la moyens 
ioumali&e. 
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A l’extérieur (tab. 3.13), les tendances sont comparables pour les parametres 

phytoplanctoniques. Les concentrations moyennes en pigments photosynthétiques sont en effet plus 

faibles de nuit que de jour. De meme, la production totale de biomasse bactérienne est 

significativement plus forte de nuit (PgO.05) et la difference Nuit/Jour est, là encore, plus niarquee au 

niveau de la communauté libre (P<O.OOl). Par contre, la production de biomasse attribuee aux 

bactértes fixees semble plus faible de nuit (PcO.05) que de jour à l’oppose de ce qui est observé dans 

l’enceinte. De même, l’abondance totale déterminée à l’extérieur semble significativement (PcO.01) 

plus faible de nuit. 

En résume, dans l’enceinte expkimentale comme a l’extérieur, la productivite bactérfenne 

totale est plus forte de nuit que de jour. Cette difference est accentuee dans le cas de la communauté 

libre. Des resultats contradictoires sont obtenus pour la production des communautes fixees, 

effectivement plus élevée de nuit dans l’enceinte, mais paradoxalement moindre la nuit a l’extérieur. II 

est probable que la resuspension du matériel sedimenté occasionnée par le vent s’établissant de jour 

soit limitee dans l’enceinte par rapport au milieu environnant. Cette resuspension dans le milieu 

environnant n’a probablement pas d’influente directe sur la production bacterienne mais plutôt sur la 

biomasse des communautés fixees. Toutefois, la mesure de la production des communautés fixées 

par l’incorporation de thymidine est bien plus precise que l’estimation de la biomasse fixee et du 

carbone particulaire, ce qui explique vraisemblablement que cette tendance ne soit perçue que sur la 

production bactérienne de biomasse. Quoi qu’il en soit, ces differences sont beaucoup moins 

prononcees que celles observees pour la oommunaute libre. Cette difference d’evolution 

nycthémérale des fractions libres et fixées confirme leur relative indépendance. II est vraisemblable 

que l’activité des communautes fixées soit moins influeMe par les variations à court terme de la 

disponibilité nutritive dans le milieu. 

D’une maniere génerale la productivite varie plus que la biomasse bacterienne (Tab. 3.12 et 

3,13, fig. 3.13 et 3.14), ce qui est reflete par les variations maquees de I’activite spécifique et tend à 

confirmer le contrôle de la biomasse bactérienne par les exportations. 

L’estimation de l’ordre de grandeur de certaines des sources nutritives autochtones 

(production primaire dissoute et excrétion zooplanctonique) a permis d’établir leur influence probable 

sur les fluctuations de l’activité bacterienne. 
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b. Relation probable avec les sources nutritives 

Relation avec l’excrétion ohvtoplanctoniaue 

Depuis l’introduction du concept de la boucle microbienne (Azam et a/., 1983), l’idée 

qui prévaut est que l’activité hetérotrophe bactérienne dans les océans repose sur l’utilisation d’une 

part importante du matériel excrété par les producteurs primaires. Cette notion a été, depuis, étendue 

aux milieux limniques où de nombreux auteurs ont montré que l’incorporation d’excrétats produits par 

le phytoplancton représentait une large part de l’activité hétérotrophe bactérienne (Cole et a/., 1982 ; 

Coveney, 1982 ; Sondergaard et a/., 1985 ; Riemann & Sondergaard, 1986), bien que dans certains 

milieux une demande héterotrophe excessive implique des apports importants de matiére organique 

allochtone (Scavia & Laird, 1987). De fait, la plupart des études des variations nycthémérales 

d’activite bactérfenne héterotrophe montrent un maximum de jour coïncidant avec la periode de 

production photosynthétique (voir réf. plus haut). 

En lagune Ebrie, l’évolution journaliére de la productivité bactérienne est en opposition de 

phase avec la production photosynthétique. A moins de faire intervenir une latente bactérienne, peu 

’ compatible avec les taux de croissance élevés dans ces eaux lagunaires, le couplage 

bactéries/phytoplancton ne repose donc probablement pas sur l’excrétion (ou production dissoute) 

phytoplanctonique. Plusieurs arguments viennent etayer cette observation : .:. 

(1) En supposant que la productivité bactérfenne soit constante de 0 à 3 m (voir chap. profils) 

celle-ci représenterait 36 à 130% de la production particulaire brute phytoplanctonique en Baie ’ 

d’Abou-Abou, 35 a 99% à Biétri et 21 à 64% à Mopoyem (Tab. 3.14). 

Tableau 3.14 : Production primaire et production bactérienne intégrées par m2 dans l’enceinte et dans 
le milieu environnant. 

Al.1 
Ai.2 

A2 

A3 

Bl.1 
Bl.2 

82.1 
82.2 

83 

Ml.1 
Ml.2 

M2 ’ 

M3 

ENCEINTE EXTERIEUR 
Eclairement colonne d’eau O-3m colonne d’eau 0-3m 
total Production Production Prod.Bact. Production Production Prod.Bact. 
Incident Primaire Bactbienne /Primaire Primaire Bactbienne /Primaire 
Wh m-* gC me2j-’ gC mq2j-’ % gC mm2j-’ gC mm2j-’ % 

6072 1.94 0.78 40 2.32 ND 
5851 1.61 0.77 48 

6116 0.79 1.01 129 1.13 0.84 75 

5466 0.89 0.32 36 1.98 0.50 25 

4293 2.01 1.82 91 2.66 ND 
3990 1.86 1.85 99 

5744 3.94 2.63 67 5.21 ND 
6961 2.98 2.84 95 

5881 3.74 1.30 35 6.20 1.82 29 

2940 1.35 0.57 43 1.66 ND 
6789 2.43 0.51 21 

7153 1.47 0.46 31 2.16 0.70 32 

5019 0.71 0.45 64 1.31 0.63 48 
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Si l’on admet un rendement de croissance bactérien de 60% (cf. chap. Etalonnage), la 

demande hetérotrophe bacterienne serait pratiquement double. II faudrait faire intervenir un rapport 

production primaire dissoute / production particulaire excessivement fort pour soutenir cette demande. 

(2) Une estimation de l’excrétion phytoplanctonique peut être obtenue en comparant les 

valeurs de production primaire obtenues par l’estimation de la production d’oxygéne et de la fixation 

autotrophe de 14C dans le matériel particulaire. La production d’oxygène lorsqu’elle corrigée de la 

respiration et de la photorespiration fournit une production brute totale (production brute particulaire et 

dissoute). La fixation autotrophe de 14C donne une estimation comprise entre production brute et 

production nette selon l’équilibre isotopique atteint pendant l’incubation, Pour des temps d’incubation 

courts comme ceux utilises en lagune (2 à 3h) elle est trés proche d’une production brute particulaire 

(Davfes & Williams, 1984). La fixation autotrophe de 14C dans le matériel particulaire donne donc une 

estimation de la production brute particulaire. La comparaison des deux mesures permet donc 

d’estimer l’importance de la production dissoute au quotient photosynthétique (QP = production 

d’oxygène/fixation de Cos) près. 

Celui-ci dépend de l’état de réduction du carbone dans les produits terminaux synthétisés par 

la cellule algale, de l’état de réduction de la source d’azote et du rapport carbone/azote des produits 

terminaux de la photosynthése (Davies & Williams, 1984, Williams & Robertson, 1991). Le quotient 

théorique calculé à partir de la composition chimique de trois groupes taxonomiques d’algues donne 

des valeurs de QP comprises entre i,O7 et 1,30 sur NH4+ et 1.35 et 154 sur Nos-, valeurs 

comparables à celles déterminées sur des cultures d’algues axéniques (Langdon, 1988). Une 

excrétion phytoplanctonique importante augmenterait la production déterminée par l’oxygène 

(production dissoute + particulaire) pour une production au 14C donnée (production particulaire), 

aboutissant ainsi à un quotient photosynthétique sensiblement plus élevé (Williams & Robertson, 

1991). 

Les QP apparents déterminés au cours de cette étude sont en moyenne de 1,33 (o=O,34, 

n-34) en Baie de Abou-Abou, de 1,ll (0=0,32, n=27) en Baie de Biétri et de 1,07 (0=0,41, n-36) à 

Mopoyem (Fig. 3.15). Ces valeurs, comprises entre les QP théoriques sur NH4+ et Nos-, suggèrent 

que l’excrétion phytoplanctonique est un phenoméne mineur en lagune et dans tous les cas, qu’elle 

n’atteint pas l’importance nécessaire pour soutenir I’activite hetérotrophe bactérienne estimée. 

Par ailleurs, en déterminant directement la production phytoplanctonique dissoute aprés 

incorporation de 14C, Pages & Lemasson (1981) ont estimé que l’excrétion phytoplanctonique 

journaliére en lagune Ebrié, à des stations proches des sites étudies ici, représentait de 5 à 20% de la 

production primaire particulaire brute. Ces faibles valeurs sont en accord avec les résultats obtenus 

ici. 

(3) Enfin, l’incubation à l’obscurité de sous-échantillons de l’eau de l’enceinte non traités (les 

contrôles.des experiences de prédation) montre que la biomasse et l’activité bactériennes restent 

constantes, ou même augmentent pendant la journee, alors que la production primaire doit y être 

fortement réduite. L’activité bactérienne diminuerait fortement si elle reposait sur la production 

phytoplanctonique dissoute. 
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L’hypothese d’une activite heterotrophe bacterienne reposant sur l’excretion 
phytoplanctonique ne peut donc pas Atre adm’se pour les sites lagunaires etudies. 
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- 

-Igure 3.15 : Relation entre production primaire determinee par assimilation de 14C et par production 
1’0, aux 3 sites. Les droites representent le quotient photosynthetique moyen (&/W dans les 
Mmes unit&). 

Par ailleurs, m8me en milieu oligotrophe, I’hypothese generalement admise d’une production 
bacterienne reposant essentiellement sur l’exsudation par le phytoplancton en croissance active 

(Azam et a/., 1983) a 6te remise en question. En effet, cette hypoth&e est fondde sur des travaux de 
Joiris et a/. (1982) reportant des taux d’excretion phytoplanctonique 6leves (de l’ordre de 30% de la 

production totale). Le protocole utilise par ces auteurs a depuis 616 critique par Jumars et a/. (1989), 
car il n’exclut pas completement les predateurs dont l’activite pourrait Atre une source de libkation de 
carbone organique dissous. II apparaît d’une maniere generale que les fortes valeurs reportees dans 
la litterature resultent probablement d’artefacts methodologiques d6crits depuis longtemps (Sharp, 
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1977 ; Harris, 1978). Actuellement, on admet une excrétion de l’ordre de 5% de la production 
phytoplanctonique totale pour des cellules en bonnes conditions de croissance (Mague el a/., 1980 ; 
Bjomsen, 1988 ; Feuillade et a/., 1988 ; Langdon, 1988 ; Zlotnik & Dudinsky, 1989). Les plus fortes 
valeurs sont mesurees lorsque le phytoplancton reçoit un fort Mairement et est carence en nutrients, 
comme c’est le cas dans la couche homogene des zones oceaniques (Mague et al., 1980). Elles 
peuvent Atre interpretees comme un mécanisme “d’overfbw”. Une telle situation est peu 
vraisemblable dans les sites lagunaires etudies ici, où la production est en general limitee par la 
lumiere (Dufour et a/., 1981) ce qui va dans le sens des resultats presentes ici. 

Relation avec I’activite zooolanctoniaue 
L’augmentation de l’activité bacterfenne de nuit coïncide avec la remontee nocturne 

du zooplancton. Au cours des cinq cycles où la biomasse zooplanctonique a et6 deîerminee, on a pu 
observer un fort maximum de nuit (fig. 3.18). Cette remontee nocturne a dejà et6 constatee en lagune 
Ebtie (Leborgne & Dufour, ; Pagano & SainGJean,l988). Le zooplancton migrant, (principalement 
adultes et stades cop@odites d’Acati@ se maintient au niveau du fond pendant la joumee et se 
répartit de manier-e homogéne dans la colonne d’eau la nuit. Les organismes à capacité natatoire plus 
Muite (Nauplii d’Acar?ia et rotiferes) ont une repartition plus homogéne au cours d’un Cycle journalier 
(Pagano & Saint-Jean, 1988). Bien que beaucoup plus sommaires, les resultats de nos 
dénombrement au cours des cinq derniers cycles montrent que les rapports entre abondance 
moyenne de nuit et de jour sont plus elevés pour les Acarlia adultes que pour les Nauplii et les 
rotiféres (Tab. 3.15). 

Tableau 3.15 : Abondances moyennes de nuit et de jour du zooplancton en sub-surface 

CYCLE 

A2 jour 
nuit 
rrpport nuit/Jour 

A3 jour 
nuit 
rapport nultljour 

83 jour 
nuit 
mpport nuiü/aur 

M2 jour 
nuit 
rapport nult/jour 

M3 jour ’ 
nuit 
rapport nult@ur 

Abondance (indiiidudiitre) Abondance Biomasse 
Acartia Neuplii Ftotifhs Cydopides Totale Totale 

Acattia WC I-9 

33.6 11.6 0.0 0.0 45.0 118.6 
139.1 22.6 0.0 0.0 161.7 439.3 
4.1 2.0 3.6 4.1 

1.7 39.2 39.3 0.0 84.6 14.1 
6.4 59.1 34.9 0.0 100.4 31.9 
3.9 1.5 0.9 1.2 23 

0.1 1.7 a.4 0.0 10.2 1.4 
6.5 2.4 14.7 0.0 23.7 24.6 
55.4 1.4 1.8 2.3 17.3 

0.9 5.9 2.3 t.1 12.7 8.0 
2.5 a.4 8.3 1.5 20.7 15.8 
2.9 1.4 3.7 1.4 1.6 2.0 

3.4 12.9 0.0 0.0 16.3 13.2 
31.6 22.0 0.0 0.0 53.3 112.3 
9.3 1.7 3.3 8.5 
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La coïncidence entre l’augmentation des activites bacteriennes et la remontée du zooplancton 
permet d’envisager deux hypotheses : (1) l’activité bacterienne est stimulée par l’apport de composes 
organiques issus de l’activité du zooplancton, (2) la consommation des predateurs de bacterfes par le 
zooplancton entraine une diminution du Contr&e de la biomasse bactérienne et une augmentation 
consecutive de l’activite. 

Cette derniere hypothese n’est compatible avec la stabilité des effectifs bacteriens que si la 
prédation par le nanoplancton heterotrophe s’exerce preferentiellement sur les plus grosses batteries 
(phénomene reporté par Andersson et a/., 1988 ; Newell & Turtey, 1987 ; Chrzanowski & Simek, 

1990 ; Gonzalez et a/., 1990) qui presentent en principe une activite spécifique cellulaire plus élevée. 
On devrait donc observer une augmentation du volume cellulaire de nuit associee Ct une diminution de 
I’acttvite de predation. Dans la pratique, une augmentation du volume moyen dans les mémes 
proportions que l’activité sp&ifique cellulaire (32% en moyenne cf Tab.3.12) a peu de chances d’être 
perçue, la reproductibilite des mesures de volume cellulaire moyen etant d’environ 20% (chap.2). De 
maniére comparable, il est illusoire d’esp&er percevoir une diminution comparable de l’activite de 
predation à l’aide de la methode utilisee, basée sur I’evolution des effectifs bactériens en présence 
d’antibiotiques (cf. chap.2). Seule la methode MiniCap (Wikner et a/. 1986) paraît actuellement assez 
sensible pour etudier les fluctuations de l’activité de predation a court terme (Wikner et a/. 1990). 

Afin de tester la validité de la Premiere hypothése, on peut essayer, en combinant les données 
de la litterature et les observations effectuées au cours de ce travail, d’etablir l’ordre de grandeur de 
l’enrichissement en carbone par le zooplancton dans la lame d’eau. 

La destruction de cellules phytoplanctoniques lors de leur ingestion par le zooplancton 
(“sloppy feeding”) et la liberation consequente de composés organiques facilement assimilables par 
les bactertes, paraît desomis bien etablie (Lamper-t, 1978 ; Crisman et a/., 1981 ; Mopper & Lindroth, 
1982 ; Jorgensen et al., 1983 ; Lampert & Taylor, 1985 ; Riemann et a/., 1986). De plus, un travail 
recent modélisant la diffusion des composes organiques solubles a partir des pelotes fecales du 
zooplancton a pu montrer que l’essentiel de ces composes pouvait diffuser dans le milieu environnant 

I’egestion (fig. 3.17 ; Jumars et a/. 1989). Bien que la démonstration expérimentale reste à apporter, 
cette hypothése permet d’offrir une alternative au couplage phytoplancton-bactéries. par le biais de 
l’excrétion phytoplanctonique actuellement tres controversee. 

D’apres Pagano & Saint-Jean (1988) Acartia clausi, l’espéce dominante en lagune Ebrie, en 
croissance sur nourriture naturelle (seston : 2 mgC I-f) ingererait quotidiennement une quantité de 
carbone Equivalente à 150% de son poids carbone. Sur cette proportion totale, 26% seulement 
aboutiraient en biomasse zooplanctonique, 46% seraient rejet& sous forme de feces et 78% seraient 
respirés ou excretes. D’aprés la revue de Jumars et a/. (1989), la libération de carbone resultant de 
l’ingestion (sloppy feeding) et de t’egestfon de féces excede 10% et peut atteindre 30%. En supposant 

(1) que les valeurs maximales du zooplancton en surface de nuit representent la meilleure estimation 
de la biomasse zooplanctonique totale (Pagano & Saint-Jean, 1988) et (2) que les bilans calcules pour 
un zooplancton à Acatfia dominant s’appliquent à nos données, (3) que l’essentiel de la libération est 
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effectu&e de nuit, il est possible d’estimer l’enrichissement potentiel en carbone organique n$cessaire 

P Dur expliquer le surcroît d’activitd bacMienne de nuit. 

PolW Diamrtcr (cm) 

Distance through which a pcllet pcrmeablc to molccular diffusion would settlc bcforc 
losing eithcr 50% (solid line) or 90% (dashed line) of thc volumctrically intcgratcd concentration 
differencc in its solutes from the surrounding scawatcr. Settling vclocities are calculatcd from thc 
formulac of DIETRICH (1982) for smooth sphcrcs. Settling of more cylindrical objccts would be 
slightly slower (DIETRICH, 1982), but this difterencc would be offset by thc slightly slower 

diffusion out of a cylinder vs a sphcrc. 

Figure 3.17 : Enrichissement potentiel par une pelote f&ale de zooplancton (d’aprk Jumars et a/. 
1989). 

Notons que cet enrichissement de nuit n’implique pas une activit6 de broutage exclusivement 

sur la tirne pMode. Chez A. clausi le maximum de r4pMion est observe a 16 h, l’essentiel de la 
nutrition est donc effectu6 de jour dans les couches proches du sddiment (Pagano ‘& Saint-Jean, 
1985). Les donnees obtenues au cours de notre &ude montrent d’ailleurs qu’une sédimentation 

constante et f’arr& de la production primaire de nuit suffisent a expliquer la baisse nocturne des 
concentrations en pigments photosynth&iques sans faire intervenir la consommation par le 

zooplancton. Associe 8 un temps d%vacuation de 2 heures (Pagano & Saint-Jean, 1985), le maximum 
de r4pl4tion à 16 h entraînerait un maximum d’hestion de pebtes fkales vers 18 h, correspondant à 
la remontde zooplanctonique en surface. 
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Tableau 3.16 : Comparaison de la demande heterotrophe avec la R&ation possible de carbone 
organique par le biais de l’activité zooplanctonique. 

CYCLE 
PKXWiOn Demande Biom. du Ingestion Egestkltl C0D IibM 
Bactienne H&&o- zoop. defkss 10% 30% 
Totale Libre tropb Max. de Nuit de ringestlcfl 
(a) (a) Libre (b,e) gC mm2 (as) (ad) (4 (4 

A2 

M2 

A3 

83 

M3 

N+J (a) 0.84 0.78 
iwr (4 0.31 0.28 
nuit (b) 0.53 0.40 
N-J (b) 0.22 0.21 0.85 2.07 3.10 0.95 0.31 0.93 

N+J (a) 0.70 0.64 
iwr (4 0.84 0.80 
nuit(b) 0.36 0.35 
N-J (b) 0.02 0.05 0.08 0.11 0.15 0.05 0.02 0.05 

N+J (a) 0.50 0.48 
iwr W 0.28 0.21 
nuit (b) 0.24 0.22 
N-J (b) -0.02 0.006 0.01 0.11 0.17 0.05 0.02 0.05 

N+J (a) 1.82 1.32 
iwr (W 0.91 0.62 
nuit(b) 0.91 0.70 
N-J (b) 0.00 0.08 0.14 0.15 0.23 0.07 0.02 0.07 

N+J (a) 0.63 0.58 
iwr (W 0.28 0.23 
nuit(b) 0.35 0.80 
N-J (b) 0.06 0.07 0.11 0.46 0.69 0.21 0.07 0.21 

(a) : gC/m2/24h, (b) : gC/m2/1 2h, (c) : En supposant 1,5 gC ingMI24hlgC rooplanctonique (Pagano & BaintJean, 1988), 
(d): En supposant une Bgestion ds 0,46 gC/24h/gC (Pagano a Saint-Jean, 1988), (e): avec un rendement da 60% (chap.2). 

I 

Les calculs, présentés Tab. 3.16, montrent que l’activité tooplanctonique peut provoquer un 
enrichissement potentiel en carbone organique du même ordre de grandeur que le surcroît de la 
demande nocturne de la microflore bactérienne hetérotrophe libre si l’on admet une efficacité de 
croissance bactérienne de 60%. Cette approximation grossiere ne constitue evidemment pas une 
preuve de la relation entre activite zooplanctonique et augmentation d’activité bactérienne de nuit. 
Toutefois, la compatibilite relative des données suggere qu’il s’agit d’une hypothése admissible et, 
dans tous les cas, d’un axe de recherches intéressant. 

Une augmentation de la productivité bactérienne en relation avec un accroissement de 
I’activite zooplanctonique n’a 6th que rarement constatde (Riemann et al., 1986). Cette relation ne 
peut vraisemblablement Rtre observée que lorsque les assemblages bacteriens présentent un temps 
de generation du même ordre que la duree de I’enrtchissement. 

Ces calculs montrent, par ailleurs, que dans ces eaux lagunaires l’essentiel de la demande 
hét&otrophe ne peut pas, non plus, Qtre expliquee par l’activité zooplanctonique. Le resultat ne saurait 
surprendre dans la mesure où il semble établi que le zooplancton ne consomme qu’une faible part de 
la production primaire nette en lagune Ebrié (Pagano & Saint-Jean, 1988). 
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V. CONCLUSIONS 
Les objectifs de cette Rtude etaient : (1) de définir la representativite d’une mesure ponctuelle 

de production et de biomasse bactérienne, (2) d’estimer les sources probables de l’activité 
hétérotrophe, (3) d’estimer l’importance relative des differentes exportations, (4) de préciser certaines 
caracterfstiques des activites microbiennes (notamment les proportions libres et fixees) aux differents 
sites et epoques etudies. On peut enfin s’interroger sur la validite de l’approche employee et des biais 
qu’elle comporte. 

1. Vaiidit6 de l’approche en m&ocosme 
a. Avantaaes 

La masse d’eau est conservee. L’hydrodynamisme n’a plus d’influente sur i’evolution des 
parametres mesures. Des rythmes nycthémeraux d’activite de croissance bacterienne sont mis 
clairement en evidence, alors que la biomasse reste relativement stabfe @II. 3.13 et 3.14). L’evolution 
des activftes bactériennes à i’exterieur de l’enceinte est comparable, bien que les rythmes soient 
moins nets qu’a l’int&ieur de l’enceinte. Deux phenomenes peuvent expliquer ces différences : (1) les 
rythmes peuvent etre en partie masques par le bruit de fond dû a la variabilite spatiale à f’exterieur ; 
(2) I’epuisement des ressources notamment par diminution des apports lateraux peut exagerer les 
rythmes (c’est probablement le cas en saison des crues où les activftes bactériennes tendent ‘a 
s’epuiser dans la jounee). 

L’absence de courants dans l’enceinte permet de supprimer la sous-estimation des flux de 
sedimentation determinés dans le milieu environnant à l’aide de pieges fixes. On se rapproche des 
flux obtenus à l’aide de pieges derivants, d’emploi plus difficile. La similitude des flux de sedimentation 
à l’intérieur et à t’exterieur pour les 3 derniers cycles montre toutefois que ce phénomène ne semblait 
pas constituer un probleme pour les sites et les pérlodes étudies. 

b. Limites 
/- ,’ 

Représentativité de la masse d’eau 
La representativite d’une masse d’eau echantillonnee depend de la concentration et de la 

variabilite spatiale et temporelle des organismes concernés. La faible fluctuation des biomasses 
bactériennes et phytoplanctoniques à i’echelle de la joumee permet de considérer leur distribution 
dans la masse d’eau confinée comme representative de leur repartition dans les eaux lagunaires (voir 
tab., 3.1 et 3.2). Par contre, la biomasse du zooplancton est faible par rapport a la biomasse 
phytoplanctonique et, de plus, tres variable au cours de la joumee (Pagano & Saint-Jean, 1966). Par 
rapport a la moyenne joumaliere observée dans la lagune, le zooplancton semble sous-represente 
dans l’enceinte. Sa presence dans celle-ci est, en effet, largement conditionnee par l’heure de 
remplissage, comme le montrent les evolutions journalieres d’abondance en surface (fig. 3.16). On ne 
peut donc pas considerer que la relation quantitative entre phytoplancton et zooplancton dans 
l’enceinte est comparable à celle existant in situ. 

Activite photosvnthétiaue plus faible 
Une réduction de la iumiere de l’ordre de 20 %, due aux bouées soutenant l’enceinte, est 

responsable d’une diminution comparable de i’activite photosynthétique par rapport à l’extérieur (d’un 
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jour a l’autre I’eclairement global journalier peut varfer dans des proportions bien plus importantes). Ce 
desequilibre est peut Qtre responsable de l’absence de croissance nette du phytoplancton dans 
l’enceinte pendant la journee, phenomene que l’on observe à I’exterieur. II s’accentuerait si l’utilisation 
de l’enceinte etait prolongee car la fixation et le développement de microorganismes sur le film de 
polyéthylene augmentent progressivement son opacite. 

La masse d’eau ne semble pas subir d’alteration notable en 48 heures, comme le montre 
l’évolution des parametres determines dans l’enceinte, tres comparable d’un jour à l’autre, à 
l’exception du cycle Bi (Bietri, saison d’etiage) où des conditions particulieres ont prévalu. En effet, au 
cours des deux jours successifs de cette etude, l’éclairement incident total n’a atteint que 4300 et 
4400 Wh/m2, contre 5500 à 7000 pour les autres cycles. Ce faible eclairement peut avoir Rté à 
l’origine de fa diminution de biomasse phytoplarztonique en déplaçant I’equiiibre production/sortie. 

2. Caract&Istiques des dlffhents sites et époques 
Les abondances bactériennes se situent, pour les trois sites, parmi les plus elevees reportees 

dans les milieux naturels. Les effectifs apparaissent toujours 2 à 3 fois plus elevee en baie de Bietrt, le 
site le plus eutrophe, qu’aux deux autres sites étudiés. La production de biomasse bactérienne est 
egalement plus elevee, dans des proportions comparables, en baie de Bietri qu’aux autres sites 
etudiés et situe la lagune Ebrie parmi les milieux les plus productifs étudies. Paradoxalement, le 
volumes cellulaires moyens (0,l - 0,12 un?), bien que typiques des milieux eutrophes se situent dans 
une gamme couramment reportee. Des valeurs moyennes bien supérieures ont ete reportees en 
milieu eutrophe (0.185 pms, Bell et a/. 1983 ; 0.154 pm3, Pedros-Alio & Brock, 1983 ; 0.161 pm3, 
Nagata, 1986 ; 2 0.3 pms, Servais, 1987). L’explication est probablement a rechercher dans le 
controle étroit de la biomasse bactetfenne par la predation en lagune Ebrfé. Dans plusieurs milieux, la 
predation s’exerce en effet preferentiellement sur les bacteries de volume cellulaire elevé (Andersson 
et a/., 1986 ; Newell& Turley, 1987 ; Chnanowski & Simek, 1990 ; Gonzalez et al., 1990). 

L’abondance des cellules fixees semble fortement lice à la concentration en matériel 
particulaire detritique aux trois sites Rtudiés. La proportion de cellules fixees est donc maximale en 
baie de Bi&t et minimale en baie d’Abou-Abou. Dans les trois baies la proportion de cellules fixées 
est maximale au cours de la saison des crues lorsque la turbidité est maximale. Le maximum de 
turbidiie observé en baie de Mopoyem est par ailleurs inattendu a cette période, cette baie n’étant pas 
sous l’influence du Comoé. La fixation ne constitue pas un avantage pour les communautés 
bacteriennes. Les communautés bactetiennes fixées présentent en effet un taux de croissance 
comparable à celui des bacterfes libres en saisons d’étiage et de pluies aux trois sites. Dans les deux 
baies interessees par la crue du Comoe (Abou-Abou et Bietrf), I’activite specifique plus faible des 
bacterfes fixees sur particules à cette p&iode souligne les differences de nature du matériel 
particulaire en suspension, probablement d’origine continentale. 

3. Repr&entatlvité d’une mesure ponctuelle 
La faible amplitude joumaliere de la production bacterienne (environ 30% autour de la 

moyenne, dans l’enceinte et à I’exterieur) définit la signification d’une mesure unique pour caractériser 
la production joumaliére. Cette amplitude joumaliére est plus forte pour la fraction fixée, surtout dans 
les zones où cette proportion est faible (comme en Baie d’Abou-Abou) où les incertitudes de mesures 
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cumulées sur les deux determinations (bactéries libres et bactéries totales) limitent la signification de 

la mesure. La biomasse bactérfenne est ici très stable et une mesure effectuee à une heure 

quelconque de la journee se situe dans un intervalle d’environ 10% autour de la moyenne joumaliere. 

Cet intervalle est du tirne ordre que la difference moyenne entre deux denombrements du m&me 

echantillon. 

Dans le cas des sites etudies, f’extrapolation a la journée d’une mesure ponctuelle de 

biomasse et d’activite ne Semble donc pas Btre une source importante d’erreur. 

4. Contr&e de la production bacthlenne: bacMes libres et fixfhs 
Les mesures directes de predation montrent que l’essentiel (80% en moyenne) de la 

production bacterienne libre semble consommee par le nano-plancton heterotrophe. De plus, 

l’augmentation de la productivité bacterienne de nuit n’est pas assoc& à une augmentation notable 

de la biomasse, c8 qui confirme un Contrôle S&&e de la biomasse bactérfenne par le biais de la 

predation. . 

La biOmaSSe bactérienne fixee sedimente rapidement, avec une vitesse comparable à celle du 

carbone dettitique pafticulaire. II est donc peu probable que la biomasse bactetienne produite sur 

particules profite à la colonne d’eau en p&iode d’agitation mod&6e. 
II ne Semble pas y avoir d’evolution coherente d8 la proportion d8 bacterfes fixees au cours 

des cycles etudies. Ainsi, la remonte8 nocturne du zooplancton ne semble pas avoir eu d’impact 

particulier Sur la fraction fixee (baisse par prédation ou augmentation par apport de particules, à moins 

que ces deux phenoménes ne soient a peu pres compenses). II est donc peu probable qu’il contribue 

de maniere notable au contrble direct de la biomasse bacterienne, libre et fixée. 

5. Sources de production bact&ienne 
La thymidine n’est probablement pas le traceur ideal pour mettre en evidenc8 des variations 

nycthemérales d’activite en relation avec la variabilite des sources nutritives. En effet, l’augmentation 

du taux de synthese d’ADN badeti8n se situe assez en aval de l’enrichissement en nutrients dans les 

phenomenes cellulaires. Cette augmentation est Obs8fvabl8 en lagune Ebrfe, car le temps de 

renouvellement moyen de l’assemblage bactérien est de l’ordre de 10-20 h. Il est peu probable qU8 

l’on puisse observer d8S &otuttons significatives du taux de synthése d’ADN dans les milieux où 18 

temps de renouvellement moyen est largement sup&ieur à 24 h. On aurait probablement observe une 

influence plus marque8 de la renwntee du zooplancton Sur I’activite heterotrophe en suivant I’uptake 

d’amino-acides (Jorgensen & Bosselmann, 1988). Plusieurs arguments convergents suggérent 

toutefois que le couplage production primaire-production bacMenn8 repose d’avantage sur l’activité 

de bfoutage ou degestion par le zooplancton que Sur l’excrétion phytoplanctonique aux sites etudies, 

bien qU8 celui-ci ne puisse suffire, et de loin, à expliquer l’essentiel de la production bactérfenne. 

La production de biomasse bactérienne, et a fation’ l’activité hetérotrophe bactérfenne 

montrent une importance considerable vis-à-vis de la production phytoplanctonique. Ces rapports ne 

peuvent Atre raisonnablement établis qu’en termes de production par unité de surface, ce qui 

neC8Ssite’l’&ud8 de la structure verticale aux sites etudiés. Cette étude fait l’objet du chapitre Suivant, 
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1 Chapitre 4 : PROFILS VERTICAUX 
1 1 

1. OBJECTIFS 

II. METHODES 

1. Echantillonnage 

2. Parambtres 6tudMs 

Ill. RESULTATS ET DISCUSSION 

1. Dlstrlbutlon verticale des blomasses et des actlvlt& 
a. PhvtocAancton 

b. Bactéries 

c. Nanoplancton hétkotrorihe 

2. Productions et blomasses IntBgr4es par m2 
a. Comparaison des biomasses bact&ienne et phvtoplanctoniaue 

b. Comparaison des rwoductions bactérienne et Dhvtoplanctoniaue‘ 

c. Consommations d’oxva&ne bactétienne et DhvtoDlanctoniaue 

3. Evolution des effectifs et de I’actlvlt6 bactérlenne dans les couches profondes 

IV. CONCLUSION 
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1. OBJECTIFS 
Une fois connue la variabilité journaliére, il devient envisageable d’étudier la répartition 

verticale et de comparer productions bactérienne et phytoplanctonique intégrées par m2 aux trois sites 
et aux trois epoques dejà abordes, afin d’apprehender t’importante globale des flux a. travers le 
compartiment héttktrophe bacterten aux sites Rtudies de la lagune Ebrié. 

Les objectifs de cette serle d’exp&imentations sont donc les suivants : 
- Etudier la structure verticale des biomasses et activités bacterlennes sur la colonne O-3 m 

des trois sites etudiés, 
- etablir l’importance du compartiment hetérotrophe bacterien en comparant biomasses et 

productions bactériennes et phytoplanctoniques integrees par m2, 
- estimer la contribution de la couche inferieure à 3 m dans les parties les plus profondes des 

baies étudiées. 

II. METHODES 

1. Echantillonnage 
Les prélévements sont realisés sur ‘des profils verticaux, de 0 à 3 m correspondant 

approximativement à la profondeur moyenne en baies d’Abou-Abou et de Mopoyem et à la profondeur 

de la couche oxygénée en baie de Biettf. Les echantillons sont prélevés tous les 0,50 m a l’aide d’une 
bouteille de 5 litres montée en position horizontale. 

2. Parambtres &udl& 
Les parametres physico-chimiques (p6netration lumineuse, température, conductivité et 02 

dissous) sont determinés comme dectit au chapitre precedent. 
L’abondance et la productivit6 des communautes bacteriennes, libres et fixées sont 

distinguees comme d&it prWdemment. La biomasse du phytoplancton est determinée en dosant 
les pigments photosynthetiques. La production primaire est detenninee par incorporation de f4C et 
production dQ in situ dans des flacons attaches tous les 0,50 m. L’activité respiratoire est 
déterminée par mesure de la consommation d’oxygène a l’obscurité à 30X. Les concentrations en 
carbone et en azote particulaires sont estimées sur les echantillons bruts. 

Sur les trois derniers profils effectués (A5, B5, ?VI~), l’abondance des ciliés a et6 déterminée 
sur des 6chantilfons d’eau prealablement fixés au glutaraldehyde 1%. Apres 24 h de sédimentation 
dans une cuve d’lltermohl, les cilies colorés au rose de Bengale sont dénombrés au microscope 
inverse, au grossissement 400. Sur les mêmes profils, les flagellés hétérotrophes (ne presentant pas 
l’autofluorescence rouge typique des pigments chlorophylliens) retenus sur membrane Nuclepore de 
porosite 1 pm sont dénombres en epifluorescence au grossissement 1200 apres coloration au Dapi. 
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Ill. RESULTATS DISCUSSION 

Au total, 13 profils ont ete realises entre 0 et 3 m aux trois stations etudiees, sefon le 

calendrier suivant. 

Tableau 4.1 : Param&tres physicochimiques sur la colonne d’eau O-3 m. 

Exp. Date Saison 
lagunaire 

Conductivité 
mS cm-l 

Coefficient a Couche b 
d’extinction euphotique (m) 

A2 01-06-89 pluies 
A3 1 O-l l-89 crues 
A4 22-02-90 séche 
A5 26-02-91 sèche 

B2 21-04-89 pluies 
B3 02-I l-89 crues 
84 1 g-03-90 séche 
B5 20-02-91 seche 

Abou-Abou 
27.5-28.2 

2.5-3.2 
25.1-25.7 
34.2-34.4 

Bldtrl 
48.3-50.4 
6.7-10.6 
47.4-50.3 
26.6-30.2 

-0.99 4.85 
-1.98 2.32 
-0.75 6.16 

nd nd 

-2.45 1.88 
-2.49 1.85 
-1.91 2.41 

nd nd 

Ml 
M2 
M3 
M4 
M5 

07-04;91 
25-05-91 
30-I I-91 
23-0390 
24-03-91 

seche 
pluies 
crues 
shhe 
s&che 

Mopoyem 

9.9-l 2.5 
6.0-7.9 
5.4-9.6 

8.8-l 0.2 

-0.85 5.42 
-1.06 4.34 
-1.60 2.87 
-0.89 5.17 

nd nd 

a : pente de la droite log(l)= aZ + iog(l0) avec 2 profondeur en m 
b : Z “profondeur de compensation” telle que IZ =1% de 10 

La profondeur de la couche euphotique est pratiquement toujours supérieure à 3 m en baies 

d’Abou-Abou et de Mopoyem (Tab. 4.1). Seule la baie de Biétri présente une couche euphotique de 

profondeur inférieure a 3 m, les valeurs exprimées en % de la moyenne pour chaque profil ont donc 

été classées entre zone euphotique et zone aphotique afin de les comparer (Tab. 4.3). 
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Tableau 4.2 : Valeurs moyennes des principaux paramdtres obtenus sur les profils de 0 à 3 m. 

PROFIL -pigmenk- -Inunpomtiondethymidine- --Abondanœbact&ienne- FIesp. 
%aot totale libre fiXb %fix6 totale libre fix& %fixtt 

I42 moyenne 38 81 0.77 0.74 0.03 4 11.5 11.0 0.5 4 34 
A2 écart-type 10 8 0.17 0.17 0.02 3 1.0 0.8 0.4 3 7 
A2 cv% 28 8 22 23 89 87 8 7 85 79 22 

A3 moyenne 23 80 0.52 0.43 0.09 18 12.3 10.8 1.8 14 21 
A3 ecart-type 4 8 0.08 0.07 0.02 8 1.7 1.3 0.8 5 8 
A3 ov% 19 11 11 15 22 31 14 12 44 37 29 

A4 moyenne 19 54 0.89 0.54 0.18 23 9.7 7.2 2.5 25 90 
A4 6oart:type 2 38 0.11 0.09 0.04 3 1.7 1.2 0.7 4 23 
A4 cv% 9 89 18 17 23 14 18 18 30 17 25 

A5 moyenne nd nd 0.38 0.32 0.06 18 3.9 3.5 0.4 10 nd 
A5 &2ar-type nd nd 0.07 0.08 0.02 4 0.3 0.5 0.2 8 nd 
A5 cv% nd nd 19 20 27 28 9 13 62 62 nd 

02 moyenne 64 78 2.19 1.47 0.72 33 28.0 18.8 9.1 32 111 
82 lkart-type 28 3 0.53 0.40 0.21 6 4.3 2.7 2.7 6 70 
82 ov% 44 4 24 27 29 18 15 14 30 18 63 

83 moyenne 50 74 1.49 1.16 0.34 23 22.0 16.2 5.7 25 169 
B3 écart-type 3 2 0.43 0.34 0.11 4 4.8 3.2 2.2 7 70 
B3 cv% 7 3 29 30 33 16 22 20 38 28 41 

04 moyenne 66 91 1.47 1.23 0.24 16 26.4 22.0 4.4 17 205 
84 kart-type 11 4 0.46 0.40 0.07 3 0.4 0.6 0.7 2 107 
B4 cv% 16 5 31 32 31 19 1 3 16 15 62 

85 moyenne nd nd 2.29 1.64 0.65 28 12.2 9.7 2.5 20 nd 
85 écart-type nd nd 0.34 0.25 0.24 8 1.5 1.1 1.0 6 nd 
85 cv% nd nd 15 15 37 27 12 11 39 32 nd 

Mi moyenne 32 105 0.50 0.39 0.11 22 nd nd nd nd 71 
Ml 6caft-type 2 8 0.10 0.08 0.03 6 nd nd nd nd 27 
Ml cv% 5 7 20 21 32 26 nd nd nd nd 38 

M2 moyenne 60 92 0.75 0.69 0.06 8 9.8 9.2 0.6 . 6 66 
M2 kart-type 14 2 0.04 0.06 0.03 4 0.5 0.7 0.5 5 13 
M2 cv% 24 3 5 8 59 58 5 7 93 89 20 

M3 moyenne 32 39 0.62 0.48 0.13 22 9.7 8.1 nd 16 37 
M3 6cart-type 3 29 0.06 0.07 0.04 6 0.3' 0.2 nd 4 23 
M3 cv% 9 75 10 15 28 29 3 3 nd 22 61 

M4 moyenne 13 85 0.44 0.3s 0.08 15 nd 6.1 nd 14 nd 
M4 6oart-type 4 11 0.10 0.09 0.02 3 nd 0.7 nd 3 nd 
bl4 ov% 27 13 23 24 32 22 nd 12 nd 19 nd 

M5 moyenne nd nd 0.58 0.46 0.12 21 4.6 4.1 0.5 11 nd 
M5 tkart-type nd nd 0.15 0.13 0.02 3 0.7 0.6 0.3 6 nd 
Mov%- nd nd 26 29 20 15 16 14 60 54 nd 

Id:nondetermin6,cv%:coefficientdevariabion 
Piirnents:pg i-1,thymidine:nmd ~lh-l,abondance: l~œllulesl-'h-1, respimtion:pg021-1h-l 
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Figure 4.1 : baie d’Abou-Abou. 
Evolution moyenne de la chbrophylle 1 totale (“pigments”), de l’abondance, I’activit6 d’incotporation 
je thymidine et I’activM spkifique des communaut& bact&iennes totales (libres et fixees) avec la 
Xofondeur. Chaque point est exprime en pourcentage de la moyenne sur le profil. 
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Figure 4.2 : baie de Bi&rl. 
Evolution moyenne de la chlorophylle 1 totale (“pigments”), de l’abondance, I’activitd d’incorporation 
de thymidine et t’activft~ spkifique des communaut& bact&fennes totales (libres et fixees) avec ta 
profondeur. Chaque point est exprime en pourcentage de la moyenne sur le profil. 
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Figure 4.3.: bale de Mopoyem 
Evolution moyenne de la chlorophylle 2 totale (“pigments”), de l’abondance, I’activit6 d’incotporation 
je thymidine et I’activiM spkifique des communau& bact&fennes totales (libres et fixees) avec la 
profondeur. Chaque point est exprime en pourcentage de la moyenne sur le profil. 

175 



Chapitre 4 : Prdil~ 

ABOU-ABOU 

i 

h---b-+ 

+-t-B 
MOPOYEM 

+ 
y-@ 
4 

d-L4 
MOPOYEM 

Figure 4.4 : Evolution moyenne de la proportion de biomasse et d’activitt+ des communautbs fixées. 
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Flgufe 4.5 .: Wpattition verticale de la production prtmaire par incorporation de 14C (0) et production 
d’oxyghe (0) en saison des crues aux trois sites 6tudi6s. 
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1. Disttlbution verticale des biomasses et des actlvMs 
Les valeurs moyennes des principaux param&res sont représentées en Tableau 4.2. Afin de 

visualiser la répartition verticale moyenne aux trois sites étudiés, chaque paramétre a été exprimé en 
pourcentage de la moyenne sur chaque profil (cf. Fig. 4.1 à 4.4). 

a. PhYtODlanCtOn 

La biomasse phytoplanctonique, reflWe par les concentrations en pigments 
photosynth&iques varie peu entre 0 et 3 m (coefficient de varfation moyen pour les trois baies 
CV=19%, Tab. 4.2). En baie de Biétri les concentrations en chlorophylle 3 sont en moyenne plus 
Elevées (PcO.01) dans la couche euphotique (Tab. 4.3). 

Les estimations de la production photosynth&ique au moyen de la fixation de W el de la 
production d’oxygéne sont en bon accord et montrent que la production primaire décroît tr&s 
rapidement avec la profondeur (Fig. 4.5), en accord avec la forte turbidité des eaux aux trois sites 
étudiés (Tab. 4.1). Les profils de p&n&ration de la lumiére photosynth&iquement active (PAR) 
montrent que Mnergie disponible à 3 m représente au maximum 11% de celle reçue en sub-surface 
(Abou-Abou 4, Zi0/0=6,16m). L’essentiel de la production primaire est donc rbalisd dans la couche O-3 
m, mkme dans les parties les plus profondes des baies &udiées. 

b. Bactéties 
L’abondance bactérienne totale varie peu sur les profils effectués (Fig. 4.la, 4.2a, 4.3a). Le 

coefficient de variation est de 11% en moyenne sur les trois sites, donc proche de la reproductibilité 
de la mesure. L’abondance est significativement plus faible dans la couche aphotique en baie de Biétri 
(PcO.01) (Tab. 4.3). L’abondance des communaut& libres varie de maniére similaire (PcO.001). Par 
contre, l’abondance des communautés fixees ne montre pas de tendance significative avec la 
profondeur (Tab. 4.3), le coefficient de variation nettement plus alevé (50% en moyenne sur les trois 
sites) que pour les fraction totale et libres refléte essentiellement l’impr&Mon des mesures. Ainsi, le 
CV moyen est Mrieur en Baie de Biétri (31%), où la fraction fixbe est supérieure et donc la précision 

meilleure, qu’en baies d’Abou-Abou (55%) et Mopoyem (76%). Aussi, la proportion de la biomasse 
fix&e ne montre d’&olution cohérente avec la profondeur dans aucun des trois sites &udiés (Fig. 4.4a 
à 4.4c). 

La productivité bact&ienne estimde par incorporation de thymidine varie egalement dans de 
faibles proportions sur les profils &udiés (CV=19% en moyenne). La seule tendance significative est 
retrouvée en baie de Biétri où l’incorporation est en moyenne 30% plus faible dans la couche 
aphotique (Tab. 4.3). L’incorporation par les communautés libres montre une &olution comparable à 
celle des communautés totales et l’incorporation par les communau& fixées ne montre aucune 

tendance significative. Comme pour la proportion de la biomasse fixde, la proportion de l’activité fixée 
ne montre pas dUvolution significative (Fig. 4.4d a 4.4f). 

L’activitd spécifique par cellule varie donc faiblement ne montrant pas d’karts significatifs 
entre couches euphotique et aphotique, mQme en baie de Bi&i (cf Tab. 4.3). 
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Tableau 4.3 : Comparaison des valeurs moyennes des principaux parametres dans les couches 
euphotiques et aphotiques en baie de Bietri. Toutes les valeurs sont exprimees en pourcentage de la 
moyenne sur le profit. 

. --- Biomasse phytoplanctonique -- --- Abondance bacterienne ---- 
Chl.a Pheo Pigm %act totale libre fix6e %fixd 

Bibtrl couche euphotlque 
Moyenne 113 107 112 95 107 107 105 99 
Ecart-type 23 37 22 30 10 9 25 18 
N 13 13 13 13 18 16 16 16 

Bl6trl couche aphotique 
Moyenne 77 86 78 110 88 87 90 101 
Ecart-type 20 22 19 21 13 9 33 27 
N 7 7 7 7 9 9 9 9 

Diffbrence 0.004 ns 0.003 ns 0.004 0.0001 ns ns 

---- Incorporation de thymidine -- -- Activité specifique - 
totale libre fixee %fixe totale libre fixee Respiration 

Blbtrl couche euphotlque 
Moyenne 111 111 109 98 103 103 101 121 
Ecart-type 20 21 29 20 13 11 24 45 
N 16 16 16 16 14 14 14 13 

Blétrl couche aphotlque 
Moyenne 81 81 83 103 95 95 99 67 
Ecart-type 22 25 24 16 15 20 25 41 
N 9 9 9 9 8 8 8 8 

Diffbrence 0.007 0.009 0.039 ns ns ns ns 0.003 

Diff&enca : signification des diffbrences (test non param&rique de Mann-Whitney), ns : diffkence non significative. 

c. Nanoplancton h&&otroDhe 

Les d&tombrements des ciliés et flagellés heterotrophes n’ont ete effectués qu’au cours des 

trois derniers profils (A5, 65, M5). L’abcwKlance des flagelles hetrotrophes varie de 6 à 17 lOzind.l-t à 

Abou-Abou, 15 à 22 107 l-1 à Bietri et 12 à 20 107 l-1 A Mopoyem. Ces abondances trés élevées sont 

en accord avec les fortes abondances et activités bactértennes des milieux etudiés ici. 

L’abondance des ciliés varie de 15 à 30 10s I-t 8 Abou-Abou, 8 (dans I’hypolimnion anoxique) 

à 180 103 t-1 à Biétri et 20 a 30 10s I-1 a Mopoyem. De telles abondances ne sont reportees que dans 

les milieux eutrophes (revue par Cartough & Meyer, 1989). Le plus souvent de type oligotriche et 

domines par le genre Sffombidium, les peuplements de cilies apparaissent peu diversifies, sauf en 

baie de Bietri. 

Les densites de flagellés et ciliés ne montrent une nette stratification verticale qu’au dela de 3 

m de profondeur et peuvent être considerees comme homogénes dans la couche O-3 m (Tab. 4.4). 

Si l’on admet que pratiquement toute ta production bactérienne est consommee par les 

prédateurs eucaryotes (80% en moyenne cf. chap. cycles), il est possible de calculer les taux 
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d’ingestion et de fiftration=qu’enhaînerait le contrôle de la productivite bacterienne par les flagelles 
heterotrophes (Tab. 4.4). Les cilies du genre Strombidium sont en effet plut& consideres comme des 
consommateurs de flagellés (Bernard & Rassoulzadegan, 1990). 

Cette supposition impliquerait un taux d’ingestion variant peu autour d’une valeur moyenne 
d’environ 3 bacterfes par flagelle par heure. Divise par l’abondance bacterienne, ce taux d’ingestion 
est equivalent à un taux de filtration d’environ 0,6 pl flagelle-‘h-1. 

Ces taux d’ingestion et de filtration se situent dans les valeurs basses reportees pour des 
assemblages naturels de flagelles heterotrophes (Tab. 4.5). Les valeurs calculees ici montrent donc 
que l’abondance des flagelles heterotrophes est largement suffisante pour que ceux-ci contrblent la 
totalite de la production bacterfenne. Ce calcul confirme donc que le contrôle de la production 
bacterienne par la prédation, notamment par les flagelles hetrotrophes, est I’hypothése la plus 
plausible dans le milieu etudie. 

Tableau 4.4 : Abondance des predateurs potentiels et taux d’ingestion et de fiftration par flagellé 
hétérotrophe. 

ABONDANCE PRODUCTION ABONDANCE TAUX TAUX DE 
BACTERIENNE BACTERIENNE* Ciliis Flag. D’INGESTIONb FILTRATIONb 

Eh totale libre totale libre totale libre totale libre 
m mV 109 1-l 10’ l-‘h-’ 103 1-l 10’ 1-l cell flg-‘h-l nl flg-’ h-l 

MOU-ABOU 26 f6vrier 1991 
0 233 4.1 4.1 0.27 0.24 27 7.5 3.6 3.2 0.9 0.6 
1 224 4.1 3.6 0.29 0.24 27 6.3 4.6 3.6 1.1 1.1 
2 216 4.1 3.6 0.20 0.16 22 17.0 1.2 0.9 0.3 0.3 
3 206 3.4 2.9 0.31 0.26 22 9.7 3.2 2.7 0.9 0.9 
4 201 3.2 3.6 0.31 0.27 14 13.0 2.4 2.1 0.7 0.6 
5 193 3.7 3.5 0.26 0.20 14 6.2 4.6 3.2 1.2 0.7 
BIETRI 20 f&rier 1991 
0 236 13.8 11.3 1.27 0.96 171 16.0 8.0 6.0 0.6 0.5 
1 230 11.5 9.4 1.81 1.11 168 
2 225 13.0 9.2 1.58 1.14 182 
3 224 10.4 9;o 1.75 1.37 95 
5 224 9.7 7.2 1.24 0.97 109 22.0 5.6 4.4 0.6 0.6 
7 224 8.0 6.5 0.99 0.84 66 
9 -102 8.3 5.6 0.25 0.21 22 15.0 1.6 1.4 0.2 0.3 
10-135 6.0 5.0 ’ 03 0.02 8 
MOPOYEM 24 mars 1991 
0 217 4.2 4.2 ci.29 0.22 25 13.0 2.2 1.7 0.5 0.4 
1 215 5.7 4.9 0.34 0.26 21 20.0 1.7 1.3 0.3 0.3 
2 213 4.2 3.6 0.49 0.41 30 16.0 3.1 2.6 0.7 0.7 
3 212 4.4 3.8 0.49 0.39 22 12.0 4.1 3.2 0.9 0.9 
4 208 4.0 3.8 0.49 0.42 14.0 3.5 3.0 0.9 0.8 

Moyenne 3.5 2.8 0.7 0.6 
Ecart-type 1.8 1.4 0.3 0.3 
N 14 14 14 14 
Erreur-standard 0.5 0.4 0.1 0.1 

* : Estimde à partir de I’inccwporation de thymidine 
b : En supposant que toute la production bactirienne est consornm6e par les RagelUs hr%rotrophes. 
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rableau 4.5 : Abondance, taux d’ingestion et taux de filtration de communautes naturelles de flagellés 
leterotrophes dans divers milieux. 

4SCNDANCE INGESTION - FILTRATION - METH. SITE (Temp&sturs) 
KIcteries flagelles 
109 l-f 

Volume Vol.!3p&%fue REFERENCE , 
106 l-f bactlffag/h nlfiagih 104na9ll 

159.9 0.5-4.4 1.8-25 0.4-2.3 2.2-l 4 FPP Baie de Chesapeake, USA (524%) 
Mc Manus & Fuhrmsn, 1988 

j-15 l-11 2.3-l 7 FLB Lac Vechten, Pays-Bas 
Bloem et a/., 1989 

!.3-8.7 2-4 2-53 0.2-l 5 FM Lac Oglethorpa, USA (8~3O’C) 
Ssnders et a/., 1989 

a-23 0.2-5 FLB Tidal Creek, Georgie, USA (28-C) 
Gonzales et ah, 1990 

0.4-7 3-33 FLB Mastfjorden, Nor$ge 
Nygaard et a/., 1988 

2.3-3.9 FM York River, USA 
Slerackl et al., 1987 

2-10 FLB 
Short et a/., 1988 

z-10 0.4-l .3 0.8-5.4 MiniCap Lac Constance, RFA (4’C) 
Pace et al., 1990 

1.5-6 0.5-8 10-100 0.2-l 23 Dil. Lac Upton, USA (4-21%) 
Wolsrp, 1990. 

1,5-0,6 0,8-0,9 1 O-30 6-24 Fiftr. Atlantique NE (18-22%) 
Weiss0 & ScheffeCMoser, 1991 

1.95 2 13 14 MiniCap Baie de Villefranche 
Hagstriim et a/., 1988 

1.5-0.9 0.6-l .2 21-58 36-94 Antibio. Mer Rouge (23-26%) 
Welsse, 1989 

X8 : Fluoresœntly Latelled Sacteria ; FM : Fluorescent microsphsres ; FPP : Fluorescent paint psrticles ; 
finiCap : Miniill recapture technique ; Dil. : M&ode par dilution ; Antfbio : Antibiotiques ; Filtr. : Filtration diff&entieffe. 

Les sites études montrent donc une faible héterogenéité verticale de 0 à 3 m, sauf en baie de 

BiBtrf où la repartition verticale est plus structurée. Encore cette stratification est-elle relativement 

modéree, puisque les valeurs relevees dans la couche euphotique ne sont superieures que de 30,30 

et 18% à celles relevees dans la couche aphotique respectivement pour la chlorophylle 2, la 

production bactedenne et l’abondance bactérienne totale. La diffusion des composes réduits, 

notamment d’H2S, présents dans I’hypolimnion fortement anoxique (10 mois sur 12, cf chap.5 

déstratification) pourrait expliquer la répartition moins uniforme qu’aux autres sites. L’homogenéité 

verticale des paramétres détermines dans la couche euphotique en divers sites de la lagune Ebrié a 

déjà eté montree pour la chlorophylle ZI, le seston total et le phosphore particulaire où ces paramétres 

montrent une variabilité verticale du mQme ordre que la reproductibilite des mesures (Lemasson et al., 

1981). Les resuftats presentes ici montrent que cette homogenéite verticale est egalement observee 

pour les paramétres bactérfens. 
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2. Productions el blomasses int6grfhs par m2 

a. Comoaraison des biomasses bact&ienne et Dhvtoplanctoniaue 
La comparaison des valeurs moyennes d’abondance bact&ienne et de chlorophylle ê 

obtenues au cours de cette Atude avec celles reportees dans la revue de Cole et a/. (1966) montre 
que cellesci se situent parmi les valeurs les plus &evdes. Toutefois, elles ne semblent pas s%carter 
nettement de la tendance g&Mrale m&ne en baie de Bi&ri (Fig. 4.6) où les apports albchtones sont 
vraisemblablement les plus &ev& en raison de la pollution urbaine et industrielle (Arfi & Guiral, 1991). 

Flgure 4.6 : Relation entre chlorophylle ê (Chi.@ el abondance bact&ienne (AB) par unit4 de voluma 
pour la colonne d’eau (0 : eau douce, 0 : eaux marines). En trait plein, la droite de rdgressior 
(Log(AB)= 0,52 Log(PP) + 5,96). D%tpr&s Co/e et a/., i98B. 
Les carr& de grande taille indiquent les valeurs moyennes obtenues sur la colonne O-3 m obtenues 
au cours des profils (A : Abou-Abou, 8 : BM, M : Mopoyem). 
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En utilisant les facteurs de conversion de 30,7 &/pgChl.8 totale pour le phytoplancton et 

2 10-1sgC um-s pour les batteries (cf. methodes), on peut estimer les contributions bactetfenne totale 

et phytoplanctonique au carbone particulaire total (Cp) integré par ms (Tab. 4.6). 

Tableau 4.6 : Bornasse bactérienne, biomasse phytoplanctonique, carbone particulaire total (Cp) et 
détritique (CPd) integres sur la colonne d’eau O-3 m. 

A2 
A3 
A4 
A5 

82 
B3 
B4 
85 

Ml 
M2 
M3 
M4 
M5 

CP pigments Abondance bactérfenne biomasse biomasse CPd 
totale libre fixee phyto- bact. 

gC rns2 wm-2 1012 cellules m-2 gc m-2 gc m-2 gc m-2 

3.90 116, 34 33 1.4 3.6 0.7 -0.4 
5.40 70 37 32 5.1 2.1 0.7 2.6 
3.91 56 29 22 7.5 1.6 0.6 1.5 
nd nd 12 11 1.3 nd 0.2 nd 

11.7 191 63 57 26 5.8 1.7 4.2 
16.7 123 67 49 18 3.8 1.3 11.6 
12.1 199 79 66 13 6.1 1.6 4.4 
nd nd 37 29 8 nd 0.7 nd 

5.69 97 nd nd nd 3.0 nd nd 
6.60 176 29 28 1.9 5.4 0.6 0.6 
6.53 95 29 24 4.8 2.9 0.6 3.0 
2.49 35 22 19 3.0 1.1 0.4 1 .o 

nd nd 14 12 1.8 nd 0.3 nd 

Toutes saisons confondues, la biomasse bactérfenne represente en moyenne 15,12 et 11% 

du Cp total de la colonne d’eau O-3 m en baies d’Abou-Abou, Bietri et Mopoyem respectivement. Le 

phytoplancton represente 59,41 et 56% du Cp total et le CP “dettftique” (Cp - Cp phyto.- Cp bact.) 26, 

47 et 32% en baies d’Abou-Abou, Biéttf et Mopoyem respectivement. Tous sites et toutes saisons 

confondues la biomasse bacterfenne represente donc en moyenne environ 30% de la biomasse 

phytoplanctonique. Si cette proportion se situe dans la gamme des valeurs les plus couramment 

reportées dans les Bcosystémes aquatiques en général, elle est faible pour un milieu estuarien. Des 

valeurs de biomasse bactérienne égales, voire meme supérieures à la biomasse phytoplanctonique, 

ont éte reportees en milieu estuarien (Coffin & Sharp, 1987 dans l’estuaire du Delaware ; Wright et a/. 

1987 dans l’estuaire de la Pat&er (USA) ; Painchaud & Terriautt, 1989 dans l’estuaire du St. Laurent). 
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b. Comoaraison des productions bacterienne et ohvtoolanctoniaue 
II existe une relation lineaire significative systematique entre productions cumulees et energies 

incidentes cumulees dans la gamme des rayonnements reçus en surface (Tab. 3.4, chap.3 cycles). La 
production primaire par ms obtenue au cours des profils (2 a 3 h d’incubation) a donc Bte extrapolee à 
la journee à l’aide de la lumière incidente reçue au cours de la joumee preC&Jente (determinee au 
cours de l’étude des cycles nyctheméraux, chap. 3). Les valeurs de production nette ainsi calculees 
sont de l’ordre de 0.7-l .4 gC m-y-1 9 Abou-Abou, 3-4 gC m-2j-1 à Bietri et l-2 gC m-2j-1 a Mopoyem 
(Tab. 4.7), comparables à celles reportees au cours d’études anterieures sur les memes sites (Pages 
ef a/., 1981, Carmouze & Caumette, 1985, Dufour, 1984). 

L’etude des variations. journalieres a montre que la production bacterienne determinee a un 
moment quelconque de la joumee se situe dans un intervalle de 30% autour de la moyenne 
joumaliere. La production bactérfenne horaire a éte extrapolée à la journee en la multipliant par 24. La 
production bacten’enne est de l’ordre de 0.4-0.8 gC m-si-1 à Abou-Abou, 1.5-2.5 gC m-sj-1 à Biétri et 
0.5-0.8 gC @j-l à Mopoyem (Tab. 4.8). 

Sur la colonne d’eau O-3 m la production bactérienne represente donc 39 ir 123% de la 
production primaire nette (58% en moyenne sur les sept profils où celles-ci ont ete determinees 
simultanement). Le nombre restreint de profils limite la portee des comparaisons. Cette propcflion 
apparaît en effet assez variable d’un profil à l’autre sur les memes sites. Les karts importants sont 
essentiellement dus aux variations importantes de la production primaire pour un même site sur les 
profils où celle-ci a pu être déterminee. La production de biomasse bactérienne semble beaucoup 
moins variable comme l’attestent les coefficients de varfation de l’ordre de 20-30% pour un même site 
(Tab. 4.8). La production de biomasse bactérienne représente toutefois un flux de carbone non 
negligeable dans la chaîne trophique. En utilisant une efficactte de croissance bactertenne de 55% 
(chap.2 methodes), I’activite hetemtrophe bacterienne calculee represente en moyenne 106% de la 
production primaire nette, tous sites confondus. Cette proportion elevee ecarte sensiblement les 
proportions obtenues au cours de cette etude de celles revues par Cole et a/. (1988) (Fig. 4.7). 

Tableau 4.7 : Production primaire brute integrée sur la colonne d’eau O-3 m. 

PRODUCTION ENERGIE ENERGIE PRODUCTION 
PRIMAIRE INCIDENTE INCIDENTEa PRIMAIRE 

pendant l’incubation pendant l’incubation par jour par jour 
gC mm2 Wh m-2 Wh m-2 gC m-2j-1 

A2 0.254 1400 6116 1.11 
A3 0.707 1670 5466 2.31 
B2 1.967 2789 6961 4.91 
83 2.056 1764 5881 6.86 
Ml 1.737 3194 6789 3.69 
M2 . 0.615 2155 7153 2.04 
M3 0.947 1816 5019 2.62 

a : Lf3 jour prbcdent. 
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Tableau 4.8 : Productions primaire et bacterienne intégrees sur la colonne d’eau O-3 m 

Production baderienne Production primaire Prod. bact&fenne/ 
totale libre fixee % fixe brute nettea 

gC m-* j-l 
Prod. primaire 

gC m-*j-l gC m*j-1 % 
I 

A2 0.83 0.79 0.04 4 1.11 0.66 123 
A3 0.56 0.46 0.10 18 2.31 1.41 40 
A4 0.74 0.57 0.17 23 
A5 0.39 0.33 0.06 17 

82 2.34 1.59 0.75 32 4.91 2.99 78 
B3 1.63 1.25 0.38 23 6.86 4.18 39 
84 1.50 1.26 0.24 16 
85 2.48 1.73 0.75 30 

Ml 0.54 0.42 0.12 22 3.69 2.25 24 
M2 0.80 0.74 0.06 8 2.04 1.24 64 
M3 0.66 0.52 0.14 21 2.62 1.60 41 
M4 0.49 0.42 0.07 15 
M5 0.62 0.49 0.12 20 

A 
B 
M 

31 
25 
19 

Coefficients de variation pour un merne site 
’ 37 62 51 .d 

17 49 29 
25 32 34 

‘* : En retirant de la production brute une respiration phytopianctonique repr%entant en moyenne 4096 de la production brute 
intbgrbe (calculde avec 1.13 pg 02 consommb par pg ChIa, cf. drap.2 m6hodes) et un QR de 1. 

I “,,, 

i 
1 ,  

Rappelons toutefois que dans la chaîne trophique, chaque etape de prédation conduit CI la 
libération de carbone organique patticulaire et dissous. Les bactéries heterotrophes consomment une 
partie du carbone organique liberé à chacune de ces etapes. Le carbone est ainsi recycle de 
nombreuses fois dans kosysteme. La demande héterotrophe bacterienne peut donc, en thtkie, 
excéder les entrees totales de carbone dans les &osyst&nes à forte capacite de retention (à faible 
proportion de pertes d’ortgine non-respiratoire, Strayer, 1988 ; Scavia, 1988). 

De telles activités heterotrophes comparees aux entrées de carbone dans I’kosyteme par le 
biais de I’activité photosynthetique ne permettent donc pas de conclure immediatement que des 
apports albchtones de matiére organique sont nécessaires pour expliquer I’activite hétrotrophe 
bacterienne. cet aspect est discute en chap.6 (conclusion genérale). 
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100 

Flgure 4.7 : Relation entre production primaire (PP) et production bacterienne (PS) integrees par rn: 
pour la colonne d’eau. Les cercles (o : eau douce, o : eaux marines) designent les mesures de 
production bactetienne eff ectuees par la thymidine, les carres (w : eau douce, o : eaux marines) celle! 
effectuees par une autre méthode. En trait plein, la droite de regression (Log(PB)= 0,75 Log(PP) 4 
0,093), en pointill& intervalle de confiance à 90% pour les predictions individuelles de PB. 
D’aptds Cale et a/., 1988. 
Les carres de grande taille indiquent les valeurs moyennes integrees par m2 sur la colonne O-3 n 
obtenues au cours des profils (A : Abou-Abou, B : Bietri , M : Mopoyem). 

c. Consommations d’oxvaéne bacterienne et DhvtODlanctOniqUe 
Les contributions respiratoires respectives du phytoplancton et des bacteries peuvent &re 

approchees en utilisant les facteurs 1,13 pg02 consomme par pgCh1.a et 60 pg02 consomme par 
nmole de thym’dine incorporee dans le TCA precipite (chap.2 methodes). Avec ces coefficients on 

peut estimer que la consommation d’oxygene par les bacMies represente en moyenne 71% de celle 
du phytoplancton dans la couche O-3 m, tous sites confondus. Les bacteries representent donc une 
composante importante de l’activite respiratoire microplanctonique totale aux trois sites etudies. Ce 
resultat est confirme par I’interpretation des mesures de I’activite de transferts d’electrons (ETS) au 
chapitre suivant. 
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3. Evolution des effectifs et de I’actlvitf! bacMienne dans les couches profondes 
Dans les baies d’Abou-Abou et de Biétri la colonne d’eau peut atteindre des profondeurs 

importantes comparees à la profondeur moyenne de la lagune. Des profils ont eté effectues dans ces 

sites, afin de pr6ciser I’evolution des parametres bacteriens avec la profondeur et d’estimer la 

contribution des communautes bacterfennes des zones profondes à la biomasse et a l’activite 

bactérienne totale dans la colonne d’eau. 

La baie d’Abou-Abou presente une dépression profonde de 22 m au sein de laquelle les eaux 

marines sont piégees et montrent une anoxie marquee pendant la p&iode de stratification (saisons 

des pluies et des crues, Caumette, 1985). La baie de Biétrf presente egalement une dépression 

profonde de 10 à 14 m au sein de laquelle une stratification de longue duree (9 mois) delimite un 

hypolimnion fortement Muit (voir chap.5 destratification). 

Dans ces sites plus profonds, des I’arrivee en conditions anoxiques, la productivite 

bacterienne dtkroit plus rapidement que l’abondance (Fig. 4.8). En consequence les activités 

spkifiques diminuent egalement avec la profondeur. Les activftes spkifiques respectives des 

communautes bactériennes libres et fixees sur particules montrent une evolution differente. L’activité 

specffique des communautes fixees diminue en effet moins rapidement avec la profondeur que celle 

des communautés libres (Fig. 4.9). Dans ces zones profondes, peu renouvelées, I’appauvrfssement 

du milieu environnant et la diminution des concentrations en oxygene sont probablement 

responsables de la diminution des activites spécifiques. Les particules, en fournissant un micro- ii’> 

environnement plus riche en composes nutritifs et peut-etre une quantite d’oxygéne residuel 

superieure (la vitesse de sedimentation est elevee, de l’ordre de 0‘5 m j-1, cf chapb cycles) semblent 

favoriser la croissance bactérienne. Contrairement à ce qui a pu Qtre constate dans les zones ,. 

superficielles des sites etudies (cf. chap.3) la fixation semble donc presenter un avantage pour les 

communautes bacteriennes dans ces zones profondes. 

Pour l’ensemble des trois profils considéres, la biomasse et la production bacteriennes sur la 

colonne d’eau O-3 m représentent respectivement 38 a 46% et 50 a 64% de celles calculees pour la 

colonne d’eau complete (Tab. 4.9). II est par contre peu probable que la production primaire 

phytoplanctonique soit sous estMe de maniere significative dans ces zones car Mnergie lumineuse 

disponible ne represente pas plus de 11% de l’energie disponible en sub-surface dans le meilleur des 

cas (Abou-Abou, cf Tab. 4.1). Les valeurs des rapports entre production bactérienne de biomasse et 

production primaire détermines dans la couche O-3 m peuvent donc être considérés comme une sous- 

estimation du vrai rapport. 

167 



ABOU-ABOU 2 l-06-88 ABOU-ABOU 22-02-90 

0 20 40 60 80 1 I I I I I I I L l$ m Tdr fixée 

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0-F 10’gmole 

’ Tir-& 

I?I-’ 

0 20 40 60 80 100 
, 1 1 I I I I 1 % Tdr fixke 

1 O-‘mole I-‘h-’ 

v%Tdr fixée 

0 2 4 6 8 ,. gce ,,.,‘, 
l’,‘,~,+,tl 

0 20 40 60 80 100 III cell. fixées 

21’ I 
1 4 1 

’ 
6 -B 

’ I 
10 12 10 Pcell.l-’ 

1. ,a t * I ’ II 
0 20 40 60 80 lh0 m cell. fixdes 

BIURI 1 g-03-90 

0 20 40 60 00 ,lF% , Tdr fixée 
,‘lh4 

-\. 6 . r-sTdr fixée 
I / 

‘O-0 10ecell.l-’ 
r~l*,t,*,., 

0 20 40 60 00 100 II cell. fixées 

Figure 4.8 : Evolution verticale de la Momasse et de l’activit6 d’incorporation de thymidine par le 
vommunaut& bactkfennes libres et fixees dans les sites profonds des baies d’Abou-Abou et d 
Bi&t. 
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Tableau 9 : Biomasse et production bactérienne et biomasse phytoplanctonique intégrales sur la 
couche O-3 m et sur l’ensemble de la colonne d’eau aux sites profonds des baies d’Abou-Abou et de 
Biétri. 1 
I I 

-- Production bact&tenne -- -- Biomasse bactkienne -- Biom. B.BacW 
totale libre fixde fixde totale libre fixde fixde 
--- gc m-2j-1 -____ 

phyto B.phyto 
% total ----- gc m-2 ------ % total gC ma % 

A0 O-3 m 0.45 0.42 0.02 5 0.52 0.48 0.04 8 1.62 32 
A0 3 m-fond 0.45 0.30 0.15 33 0.87 0.59 0.28 33 1.36 64 
A0 total 0.90 0.73 0.17 19 1.39 1.07 0.32 23 2.98 47 

A4 O-3 m 0.74 0.57 0.17 23 0.58 0.43 0.15 26 1.79 32 
A4 3 m-fond 0.43 0.31 0.11 27 0.85 0.71 0.14 16 1.92 44 
A4 total 1.17 0.89 0.28 24 1.43 1.14 0.29 20 3.71 39 

84 O-3 m 
B4 3 m-fond 
84 total 

1.50 1.26 0.24 16 1.90 1.58 0.31 17 6.11 31 
1.30 1 .Ol 0.29 22 2.26 1.71 0.55 24 3.57 63 
2.80 2.27 0.53 19 4.15 3.29 0.86 21 9.68 43 

O-3 m en % du total 
Production bactérienne Biomasse bactérfenne Biomasse 
totale libre fixée totale libre fixée phyto 

A0 50 58 13 38 45 12 54 
A4 64 65 60 41 38 52 48 
B4 54 56 45 46 48 36 63 
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IV. CONCLUSION 

Dans la couche O-3 m des sites étudiés, la distrtbution verticale des parametres bactériens 

peut Qtre consideree comme homogéne, comme celle de la biomasse phytoplanctonique et du 

matériel particulaire en general. Cette repartition uniforme, maigre une pktetratfon lumineuse tres 

reduite en raison de l’abondance du materiel particulaire, confirme I’homogeneisation reguliere de la 

colonne d’eau, notamment sous l’influence des vents. Cette repartition uniforme simplifierait 

considérablement une etude ulterteure a vocation plus exhaustive où les valeurs de surface suffiraient 

à caracteriser la colonne O-3 m des sites etudies. 

Par unité de surface, et en considerant uniquement la couche O-3 m, les bacteries montrent 

une biomasse représentant en moyenne sur les trois sites 27% (o=9%) de la blomasse 

phytoplanctonique, une valeur modeste comparée à d’autres kosystémes estuariens (Coffin & Sharp, 

1987 ; Wright et a/. 1987 ; Painchaud & Terriault, 1989). Par contre, la production de biomasse 

représente en moyenne 68% (o=34%) de la production primaire. La différence entre ces deux 

proportions suggere que la biomasse bacterlenne est etroitement contr6lee par ses exportations (“Top 

down”). La comparaison de la production bacterienne avec les effectifs du nanoplancton hetérotrophe 

montre que ce contrôle peut etre exercé par les seuls flagelles hetérotrophes. 

Dans les sites profonds des zones estuariennes, l’extension vers le bas de la couche 

aphotique ne peut donc qu’accentuer le desequilibre observé entre production bacterienne et 

production primaire. Toutefois, l’influence de ces zones profondes, en général anoxiques, est reduite 

en termes de productivite bactérienne. Ceci est d’autant plus vrai que les deux sites profonds etudies 

correspondent aux profondeurs maximales des deux baies estuatiennes. Les profondeurs moyennes 

des baies d’Abou-Abou et Bi&t sont bien inferleures (Tastet & Guiral, 1991) ce qui reduit d’autant 

l’importance des zones profondes. Enfin, rappelons que si l’on peut exprimer des reserves sur 

l’adequation de l’incorporation de thymidine en milieu anoxique (cf chap.2), celle-ci fournissant 

probablement une sous-estimation de la production bacterienne, I’anaérobiose est un mode de vie 

coûteux et la production de biomasse des organismes anérobies (en particulier des bacteries sulfato- 

reductrtces dominant ces communautés en milieu estuanen, Caumette, 1986) est généralement 

negligeable. 

Exprimees par unité de surface, la production de biomasse bactérienne et a futfiun’ l’activité 

heterotrophe bactértenne presentent donc une importance considérable vis-à-vis de la production 

primaire par unité de surface aux trois sites etudiés. De tels rapports production 

bactertenne/production primaire ne sont pas couramment reportés dans la litterature et montrent que 

les bactertes héterotrophes participent de maniére essentielle aux flux de matiere et d’enetgie dans 

I’écosysteme lagunaire. Toutefois, l’apprehension de l’importance relative des productions 

bactériennes et phytoplanctoniques dépend dans une large mesure de la Yenetre d’observation” 

(Ducklow; 1984). La biomasse et l’activite bactérienne ont 6th étudiees sur une echelle de temps plus 

longue en baie de Bietri. Cette étude est dkcrtte dans le chapitre suivant. 
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1. INTRODUCTION 

CIRCONSTANCES ET CONSEQUENCES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA DESTRATIFICATION 1 

1. La bale de Bldtrl - Evolutlon annuelle - Zonatlon horizontale et verticale . 

La baie de Bietn, baie semi-fermee et localisee en zone estuarienne, est soumise aux 
influences océaniques (via le canal de Vridi) et aux crues fluviales (du Comoe). Sa situation 
geographique, au sein de la zone industrielle de I’agglomeration abidjanaise, lui fait subir d’importants 
rejets agro-industriels et domestiques (Pages et a/. 1980 ; Mi et a/. 1981) qui se traduisent par une 
forte eutrophisation des eaux (Maurer, 1978 ; Guiral 1984 ; Arfi & Guiral, 1991). D’une surface de 8,05 
10s ms , pour un volume de 22,9 10s n@ elle presente une faible profondeur moyenne (4 m), maigre 
d’importantes excavations occasionnees par l’extraction de sediments lors de Pamenagement du port 
d’Abidjan. Les zones relativement profondes (-5 à -13 m, maximum pour la baie) representent 
respectivement 22% de la surface et 49% du volume total de la baie (Arfi & Guiral, in press). 

Une étude de son cycle hydrologique annuel en 1979 et 1980 a permis de définir la double 
zonation, horizontale et verticale, qui la caracterise (Arfi et al. 1989). 

La zonation horizontale, affectant principalement les variables biologiques, se refléte 
essentiellement dans I’eutrophie qui augmente d’ouest en est, avec le degré de confinement, et en 
relation avec l’eloignement de la communication avec I’ocean. La partie orientale (station C, Fig. 5.1) 
est ainsi caracterisee par une biomasse algale importante (Chl.8 > 50 pg l-l), sans saisonnalite 
apparente et aboutissant periodiquement à des crises dystrophiques (Chl.8 > 100 pg 1-l). A l’opposé, 
la partie occidentale (station A) montre une evolution saisonniere marquée, caracterfsée par un 
maximum annuel de la chlorophylle en saison des pluies (80-80 ug tr contre 2 à 10 le reste de 
I’ann6e). La station B, site de cette etude, montre une situation intermediaire, caracteristique de la 
zone centrale de la baie, avec des variations saisonnieres attenuees et des valeurs inter~diaires de 

chlorophylle 8 (20-30 pg l-f). 
La zonation verticale, observee lorsque la bathym&ie le permet (audessus des depressions), 

intéresse en premier lieu les variables physicochimiques. Ces zones se caracterisent par une 
stratification verticale des eaux, en relation avec les cycles maques de temperature et surtout de 
salinité des eaux de surface. En période d’etiage (debut d’annee), la salinite des eaux de surface est 
de 27 à 3000 et diminue avec I’anivee de la grande saison des pluies en avril-mai, relayee par la 

crue du Cornoé jusqu’en novembre. La presence permanente d’eaux marines (salinite > 30%/00) 
piegees aux fond des excavations isolees entraîne une stratification de densité 9 à 10 mois sur 12. 

1 : Ce paragraphe f&sume 3 publications : 

ARFI, FI., GUIRAL, D., TORRETON, J.-P.(WQ). Cycle hydrdogiqua annuel d’uns baie eutrophe : la baie de Bi&ri (laguna 
Ebrib, C&e d’hroire). Rev. Hydrobd. Trop. 22 (4): 269273 

GUIRAL, D., ARFI, R., TORRETON, J.-P. (1969). Mécanismes et inddances tkobgiquas da I’homogMiition annuelle de 
denkii dans un milieu eutrophe stratifi6. Hydrobiobgia 183 : 196-210 

GUIRAL, D., ARFI, R., TORRETON, J.-P. (1990). Cq biogkhimiques ds la d6stratification d’une bai eutrophe : ia 
baie de Bib@i (lagune Ebrib, GiSle bivcire). Rev. Hydrobio/. 7iop. 23(l) : 11-25 
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L’accumulation de matenel organique autochtone (forte production primaire) et alkchtone (rejets 

abondants) dans ces zones profondes aphotiques entraîne une forte consommation d’oxygene. Une 

stratification d’oxygene se superpose donc a la stratification de densite. Celle-ci dWnite un Bpilimnion 

oxygene et un hypolimnion anoxique riche en composes réduits. L’epilimnion est riche en 

phytoplancton et relativement pauvre en Mments nutritifs. I&J sein de cette strate la couche 

euphotique depasse rarement 2 m. L’hypolimnion est fortement Muit (Eh - -2OOmV) et 

particulierement riche en N-NH4, P-P04 et Hr& (Fig. 5.3). 

- i. 
OCEAN ATLANiIOUE 

‘igure 5.1 : La baie de Bietri et le site de prelevement (B). 
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2. D6stratlflcation annuelle 
Les mecanismes de I’homogeneisation annuelle de densité ont eté etudies a l’aide de 

résultats provenant de deux campagnes d’echantilionnage (Guiral et a/. 1989). 
- Une campagne de mesures hebdomadaires en 19851986 a permis de pceciser les 

conditions hydroclimatiques necessaires (augmentation de la salinite en surface à la fin des crues, 

refroidissement des eaux lagunaires induit par I’upwelling côtier en janvier) et I’evolution generale des 
conditions physico-chimiques dans la colonne d’eau (Fig. 5.2 et 5.3). 

- Une deuxieme campagne, a plus haute fréquence d’echantillonnage, a permis de montrer 
que lorsque ces conditions hydroclimatiques sont réunies, la destratification se realise au cours d’une 
sequence de vive-eau, lors d’une basse basse-mer par acceleration des courants de jusant en surface 
(Guiral et a/. 1989). 

La destratification se traduit par une homogeneisation des profils verticaux de concentrations 
en sels nutrftifs et en oxygene, et entraîne la disparition de 90% de la charge en N-NH4 et de 60% de 
celle en P-P04 (Fig. 5.4). La disparition de N-NH4 n’est pas couplee a une augmentation, meme 
transitoire, en N-NO2 et N-NOs lors de la Mxygenation du milieu. Un phenomene comparable, 
observe en baie de Chesapeake (Webb et dElia, 1980), a été interpreté comme résultant de la 
transformation du N et du P minéral dissous en N et P particulaires. En baie de Bi&ri, l’absence d’une 
augmentation correspondante des concentrations particulaires réfute cette hypothese. Un m&anisme 
plus vraisemblable serait la complexation du P-P04 et du N-NH4 au sein de composés organo- 
minéraux (avec les acides humiques, Boatman & Murray, 1982) ou de chélates, consecutive a la 
reoxydation chimique des ions ferreux. Ce phenoméne serait en accord avec la reconstitution des 
stocks de ces composés lors du retablissement de l’anoxie, reconstitution trop rapide pour Qtre 
d’origine biologique (Guiral et a/. 1989). 

La destratification se traduit donc par des variations physiques et chimiques majeures du 
milieu. L’objectif de cette étude, realisee au cours de la deuxiéme campagne, en janvier-février 1987 
etait d’etudier l’incidence de la destratification sur les communautes bacMiennes heterotrophes. 
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Figure 5.2 : Evolution spatio-temporelle de la salinitd (g l-l), du sigma-t et de l’oxyghe (mg l-1) dan 
la colonne d’eau de la baie de Bi&ri (85-86). Les points indiquent les mesures, les traits verticaux, le 
marees de vives-eaux. 
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Figure 5.3 : Evolution spatio-temporelle des concentrations en N-NH,, N-NO2, N-NO3 et P-p01 
@mole I-1) dans la colonne d’eau de la baie de Bi&ri (8588). Les points indiquent les mesures, les 
traits verticaux, les mar6es de vives-eaux. 
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Figure 5.4 : Evolution des charges en N-NH, et en P-P04 dans la colonne d’eau de la baie de E3i6tr 
(8586). En tram6 charges de 5 a 9 m de profondeur, en blanc 0 à 4 m. 
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II. ETUDE DES CONSEQUENCES MICROBIOLOGIQUE DE LA DESTRATIFICATION 2 
1. MatWel et mdthodes 
a. Echantillonnaae 
Les khantillons ont et6 préle& a l’aide d’une bouteille Niskin de 10 litres montee 

horizontalement a 0,50 m et tous les rn&res entre -1 et -9 ou -10 m. Les paramdtres physiques et 
chimiques ont et4 suivis tous les jours entre le 3-l-87 et le 5-2-87, 1 heure aprés la mar8e basse. Les 
paramdtres bact&iens ont 6th suivis aux m9mes profondeurs pour un total de 14 profils verticaux. Les 
échantillons ont &é recueillis dans des flacons en verre préalablement st&ilisés, remplis à ras-bord et 
fermes pour pr&erver les conditions redox in situ. Ils &aient maintenus a 28’C & l’obscurité jusqu’à 
leur traitement au laboratoire (90 min au maximum). 

b. Paratitres Dhvsico-chimiaues 
La temperature et la salinitd ont et4 d&ermin& à l’aide d’un SCT mbtre YSI, la concentration 

en oxygéne à l’aide d’un oxyrn&re YSI et le potentiel redox avec un pH m&re Schott Gerate GG 819. 
Les concentrations en sulfure ont et6 d&ermindes par la méthode de Cline (1989). 

c. Parametres bioloaiaues 
La biomasse bactérienne a étd ddterminde par observation en microscopie à epifluorescence 

aprés coloration à I’acridine orange (Hobbie et a/. 1977), à l’aide d’un analyseur d’image (Van 
Wambeke, 1988). Un oculaire photographique 6.7 x NFK autorisait une r&olution finale de 0.186 v 
par pixel. Un total de 1000-2000 bactéries etaient comptées sur 50 ti 100 champs. Sept échantillons 
comptés à l’oeil et en analyse d’image ont montré une différence moyenne de 7,4%. 

Les volumes cellulaires moyens ont et6 estimés en ddnombrant les bact&ies dans 29 classes 
de surface allant de 1 a 45 pixel (0.035 @/pixel) : 21 classes entre 1 et 21 pixel, 8 classes entre 22 
et 45 pixel. Les cellules montrant une surface supérieure à 45 pixel2 (donc un diam&re Equivalent 
sphérique de 1,47 prn) ont Btd ignorees). L’intercalibration des r&ultats obtenus par l’analyse 
automatique d’image et par mesure sur photographies &ait basde sur les surfaces projetdes. La 
conversion de la surface (S) en volume a été rdalisee en utilisant l’expression Vol = 0.562 x Si.41 pour 
chaque cellule, meilleur ajustement pour les bactéries de la baie de Biétri (données non publiées). 

La production bact&ienne a et6 déterminde par l’incorporation de [methyCsH]thyrnidine 
(20 nM) dans le TCA précipité (chap.2, tithodes). Les bchantillons ont Bté incubés à l’obscurité Ct 
28X (moyenne sur les profils in situ f 1X). La quantité de marqueur disponible g l’époque de 
I’exp&imentation n’a pas permis d’incuber les échantillons de I’hypolimnion en conditions anoxiques. 
Toutefois, la comparaison entre incubations en conditions oxygéndes et anoxiques (selon le protocole 
d&rit par Mc Donough et a1.1986) a &é réalisbe sur 2 profils verticaux pour examiner l’effet d’une 
rdoxygénation artificielle des &hantillons provenant de I’hypolimnion. Cette comparaison montre que 
le non respect des conditions anoxiques entrain8 une augmentation de l’incorporation d’environ 15%. 
Cet effet est donc mineur pendant la courte durbe d’incubation utilisbe. 

L’activitb du système d8 transports d’électrons (ETS), les concentrations en pigments 
chlorophylliens, en carbone et en azote particulaires ont et6 détermines selon les procédures d&ites 
au chapitre 2 (mkthodologie). 

2 : L’essentiel de œs r6sultats est publie dans : 

TORRETON, J.-P, GUIFIAL, D., ARFI, R. (1999). Bactetioplankton biomass and production duting destratification in a 
monomictic eutrophii bay of a tropical Iagoon. Mar, Ecd. Pro~. Su. 57 : 5347 
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2. Rhultats et discussion 
Pendant la dur& de la campagne, 14 profils verticaux ont eté etudies. La destratification 

proprement dite s’est realisee entre le 30-01-87 et le 3-02-87. La colonne d’eau a donc 6th 

bchantillonnee 11 fois en conditions stratifiées (discontinuité redox entre 3 et 4 m) et 3 fois apres la 

destratification. La figure 5.5 montre un exemple de la répartition verticale des parametres physico- 

chimiques et biologiques au cours des phases stratifiée et “holomictique”. Les valeurs moyennes sont 

représentees en tableau 5.1. 

Tableau 5.1 : Valeurs moyennes des principaux paramétres déterminés dans la colonne d’eau de la 
oaie de Bietri en période stratifiee et en p&iode holomictique. 

Vd. WmJ 
Eh 02 ChI.a PM Piim. ETS Thym. SatA WI. Cdl. Cp Np H2S 

moyen 10m2'md 

mV mg w w w WI. nmd. 

1-l i-1 ,-1,.,-l 
1010 pm3 ceIl- pg p.g vd 

1-l 1-l ,-1,,-1 l-1 h-' 1-l 1-l 1-l 

P&kXkJ 225* 6.77 64.2 33.9 98.1 73.8 1.339 2.01 0.167 83.3 6094 944 0.0 

Stratlfibe :' b 2.55 16.6 22.0 30.2 r 0.417 0.64 0.027 1.73 1253 221 0.0 
Souche 30 30 30 30 30 18 5 12 11 11 30 

suphotique 

P&iode 199 2.38 24.2 21.5 45.7 30.9 0.836 1.17 0.136 64.6 2092 442 7.5 

Stratlfi6e 25 1.64 11.4 13.5 20.6 8.3 0.379 0.47 - 2.79 17 63 21.2 
Couche 8 8 8 8 8 8 8 5 1 5 2 2 8 

FlpllOtiCjU9 

P&iode 220 5.84 55.8 31.3 87.1 64.8 1.233 1.82 0.162 77.8 4632 867 1.6 

Stratifih 20 2.98 22.7 21.0 35.6 24.6 0.455 0.69 0.028 21.9 1606 277 9.7 

Total 38 38 38 3838 38 38 23 6 17 13 13 38 

Epilimnion 

P&iOdO -175 0.09 7.7 13.3 21.0 16.1 0.201 0.51 0.203 34.1 700 115 178 
Stratlflée 58 0.38 7.2 12.2 17.7 5.7 0.176 0.27 0.017 19.1 461 64 246 

Hypolimnion 63 63 63 63 83 81 63 37 12 37 27 27 63 
WlOXiCp3 

Piriode 239 8.43 62.4 46.4 110.8 54.4 0.962 1.14 0.138 90.3 5052 736 0.0 

Wrtratlfi& 8 2.18 15.5 22.1 37.1 11.3 0.240 0.41 0.027 31.6 615 60 0.0 

Coudìe 9 9 9 9 9 9 9 9 3 9 3 3 9 

euphotique 

P&k& 225 1.80 11.1 13.5 24.6 12.7 0.317 0.48 0.151 66.2 1002 163 0.0 

D&rtrmi& 20 1.01 9.6 5.0 12.6 6.5 0.148 0.15 0.018 19.4 480 94 0.0 

Couche 24 24 24 24 24 24 24 24 7 24 8 8 24 

aphOriqW 

(a):f!Aoyen~, (b):Ecart-type,(c):Nombredemesures, 
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Figure 5.5 : Potentiel Redox, concentrations en oxygene et en sulfures, (A) colonne d’eau Stratifi& 
:21-l -87) ét (6) colonne d’eau dMratifi6e (4-2-87). 
Zhbrophylle a, abondance bact&ienne totale et incorporation de thymidine, (C) colonne d’eau 
;tratif%e (21-l-87) et (D) colonne d’eau destratifide (4-2-87). 
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a. Période stratifiée 

Epilimnion 
Durant la periode de stratification, l’abondance bactertenne montre un maximum dans la 

couche euphotique (O-2 m) avec des valeurs comprises entre 1.02 et 3.23 1010 cellules.l-1. (moyenne 

2.01) pour diminuer dans la couche aphotique de l’épilimnion oxygéne (2 a 3-4 m) avec des 

abondances comprises entre 0.47 et 1.84 1 OfO cellules I-t (moyenne 1.17). Le volume cellulaire est en 

moyenne de 0,162 ums par cellule dans cette couche. 

L’incorporation de thymidine dans le TCA precipité montre un maximum dans la couche 

euphotique de I’epilimnion, avec des valeurs comprises entre 1.0 et 2.0 nmol.l-th-1 (moyenne 1,34) 

pour decroître dans les m&mes proportions que l’abondance cellulaire dans la couche aphotique 

(moyenne 0,636). 

En conséquence, les incorporations spécifiques par cellule sont peu differentes dans la 

couche euphotique (60 a 114 1 O-21 mol. cellule-1 h-1, moyenne i kart-type : 83 t 17 1 O-21) et dans la 

couche aphotique de I’epilimnion oxygéné (moyenne 65 * 28). 

L’activité ETS (fraction e 10 pm) varie de 40 et 100 ueq.l-1 h-t (moyenne 74) dans la zone 

euphotique de I’éptlimnion et de 22 à 46 dans la couche aphotique (moyenne 31). 

Les concentrations en chlorophylle 6 montrent un maximum dans la couche euphotique de 

I’épilimnion (moyenne 64.2 pg I-t) et decroissent rapidement dans la zone aphotique (moyenne 

24.2 pg l-1) . Parallelement la proportion de pheopigments augmente d’environ 30% dans la couche 

euphotique à 50% dans la couche aphotique. 

Le Cp et le Np montrent la méme tendance que les autres paramètres de biomasse 

(concentration des pigments et abondance bactérienne), présentant des concentrations maximales 

dans la couche euphotique et une diminution rapide dans la couche aphotique (Tab. 5.1). 

Une stratification des biomasses et des activites est donc perceptible dés la couche 

oxygenee. Seule l’activité sptkifique par cellule bacterlenne peut &re considéree comme similaire 

dans les deux couches. 

Hypolimnion anoxlque 
Des l’arrivée en conditions anoxiques, l’abondance bactérfenne diminue pour atteindre des 

valeurs comprises entre 0.15 et 0.88 lOto cellules I-1 (moyenne 0.51) avec un biovolume moyen de 

0,203 ums. L’incorporation de thymidine decroît plus brutalement encore avec des activités de l’ordre 

de 0.1 - 0.5 nmol.l-th-1 (corrigé de la surestimation due à l’incubation en conditions oxygenées) dans 

l’hypolimnion anoxique (Tab. 5.1, Fig. 5.5). 

Les incorporations spkifiques par cellule sont donc plus faibles que dans la couche oxygénee 

avec des valeurs comprises entre 16 et 57 1 O-21 mol. cellule-l h-1 (moyenne 34 1 O-21). 

Llactivité ETS est egalement plus faible variant entre 5.6 et 32 ueq.l-‘h-1 (moyenne 18.1). Les 

valeurs minimales des concentrations en pigments photosynthétiques, en Cp et en Np sont egalement 

retrOuv6es dans cette strate. 
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La stratification des biomasses et des activites planctoniques attendue en repense a la 
stratification des param&res physico-chimiques est donc egalement observee pour le 
bacterioplancton. L’hypolimnion anoxique est caractérise par une biomasse bactetienne plus faible et 
un volume cellulaire moyen plus eleve que dans la couche sup&teure. L’incorporation de thymidine y 
est significativement plus faible que dans l’epilimnion. 

Dans les lacs stratifies, le maximum de la production bacterienne est parfois situe à l’interface 
entre epilimnion oxygene et hypolimnion anoxique (Mc Donough et a/. 1988 ; Zehr et a/. 1987 ; Sloem 
et a/. 1989). Sur les 11 profils determines en conditions stratifiees au cours de cette etude, aucun 
maximum d’activite n’a pu étre note a l’interface. II est possible, toutefois, que la maille 
d’echantillonnage utilisee (1 m) soit mal adaptee à l’intensite du gradient. 

Les activites plus faibles obtenues dans la couche anoxique sont à attribuer à la fois A 
l’abondance réduite et à I’activite sp&ifique par cellule plus faible. Pendant la duree de I’etude 
l’incorporation de thymidine integree sur la colonne d’eau anoxique est inversement reliee à la charge 
en sulfures dans I’hypolimnion (Fig. 5.8). 

11 
0 

2 8 
0 0 

3 

1 
0 

0 

4 
0 

I  

i 

,  
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Figure 5.6 : Wgrale de l’incorporation de thymidine dans la couche anoxique en fonction de la 
:harge en sulfures. 

En principe, les procaryotes anaerobies stricts, ce qui est le cas des batteries sulfato- 
r&Wtrices, n’incorporent pas la thymidine exogene faute de thymidine kinase (cf. chap.2 : 
methodobgie). L’incorporation mesurde devrait donc Atre attribude a des bact&ies a&obies ou 
anadrobies facultatives. La charge en sulfures diminuant au cours des derniers jours prWdant la 
destratification, une Premiere hypothese pourrait faire intervenir un taux de mortalite bacterienne 
independant de la concentration en sulfures, et une vitesse de sédimentation accrue avec I’attenuation 
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du gradient. Les concentrations en chlorophylle 8 et en pheopigments n’etant pas significativement 

différentes dans les couches profondes avant et après la destratification, cette hypothése est toutefois 

peu vraisemblable, Une deuxieme hypothese consisterait a attribuer l’incorporation a des bacterfes 

anaerobies facultatives se developpant dans I’hypolimnion et moins actives lorsque la concentration 

en sulfures augmente. On peut enfin envisager que cette incorporation soit due à des bacteries 

aerobies fixées, sedimentant avec le materiel particulaire, et presentant un taux de mortalité 

augmentant avec la concentration en sulfures. 

La signification exacte de l’incorporation de thymidine dans I’hypolimnion de la baie de Bi&t 

reste à expliquer. Une incorporation de thymidine plus forte en conditions anaerobies qu’en conditions 

oxygénees a eté mentionnee dans I’hypolimnion du lac Cglethorpe (USA, Mc Donough et a/. 1986) et 

dans I’hypolimnion du lac Vechten (Pays-Bas, Bloem et a/. 1989). L’effet inverse observe en baie de 

Bietri, c’est-a-dire la stimulation d’environ 15% lors de la reoxygenation artificielle des echantillons, 

pourrait Qtre dû a la reactivation de bacteries hetérotrophes aerobies Mimentant depuis les couches 

superieures ou à la stimulation par l’oxygéne de bactéries anaerobies facultatives. Ces deux 

hypothéses sont en accord avec la relation inverse existant in sifu entre incorporation de thymidine et 

charge en sulfures. 

b. Colonne déstratifiee 

Apres la déstratification, l’abondance bacterienne varie de 0.78 à 2.14 1010 cellules l-1 

(moyenne 1.14) dans la couche euphotique (O-3 m) et de 0.26 à 0.95 1010 cellules f-1 (moyenne 0.48) 

dans la zone aphotique. Dans la couche euphotique, les volumes cellulaires moyens montrent une 

moyenne (+ Ecart-type) de 0.138 f 0.027 pms peu differente de celle déterminee dans la couche 

aphotique (0.151 f 0.018 ums). 

Le maximum de l’incorporation est encore situé dans la zone euphotique mais il est reduit de 

maniére significative (0.7 a 1.2 nmof.l-1 h-l) par rapport aux activités détertinées pendant la periode 

stratifiée. Sous la zone euphotique, l’incorporation varie entre 0.26 et 0.95 nmol.l-fh-1, des valeurs 

plus elevees, donc, que durant la p&iode de stratification (Tab. 5.1, Fig. 5.5). 

Les incorporations spkifiques par cellule dans la couche euphotique sont proches de celles 

determinees lors de la p&fode stratifiee (53 à 143 - moyenne 90 10-21 mol.cellule-1). En dessous de 

cette zone, I’activite specifique est plus faible (27 à 108 - moyenne 66), mais est sup&ieure à celle 

determinee lors de la penode d’anoxie (Fig. 5.7). 

Les activités ETS sont comprfses entre 31.6 et 66 ueq.l-l h-1 (moyenne 54) dans la zone 

euphotique pour décroître jusqu’à 6-30 ueq.l-1 h-1 (moyenne 12.8) dans la zone aphotique oxygénée. 

La repartition verticale des pigments photosynthetiques demeure inchangee apres la 

destratification. Les valeurs moyennes ne sont pas significativement differentes dans la couche 

euphotique pendant tes deux situations hydrologiques, la couche aphotique presente là encore des 

concentrations plus faibles et une proportion de phéopigments plus Rlevee (Tab. 5.1). 
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Dans la couche euphotique, les concentrations moyennes en Cp et Np sont comparables à 
celles determinees pendant la p&iode stratifiee et decroissent dans la couche profonde dans les 
memes proportions qu’en p&iode stratifiee (Tab. 5.1). 
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Figure 5.7 : Incorporation spkifique de thymidine par cellule. Profils moyens pendant la stratificatior 
(m) et apres la déstratification (P). Les barres horfzontales representent l’erreur standard sur la 
moyenne. La fleche indique la profondeur moyenne pour Eh = 0 mV. Le niveau 3 m etait parfois 
oxygene, parfois anoxique. Le niveau 0.5 m est represente à 0 m. 
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c. Comparaison des profils 

Biovolumes bactériens 
Les volumes cellulaires individuels moyens dans la colonne d’eau avant et aprés la 

déstratification sont representes en figure 5.8. Sur les 28 déterminations effectuees la seule difference 

significative (P c 0.001, test non parametrfque de Mann-Whitney) est remarquee entre echantilbns 

oxygenés et anoxiques : 18 echantilbns provenant de la couche oxygenee montrent une moyenne 

(+ Ecart-type) de 0.153 k 0.024 pms et 12 echantillons provenant de la couche anoxique conduisent 

à un volume moyen de 0.203 f 0.017 pms (Tab. 5.2). Les déterminations des volumes cellulaires 

dérivant des surfaces projetées, il est plus rigoureux d’effectuer le test sur celles-ci. La différence 

entre les moyennes des deux groupes est, là aussi, significativement différente de zero (P c 0.01). 

Les differences sont en réalité plus importantes car l’examen microscopique des echantilions 

anoxiques montre la presence occasionnelle de grosses cellules de forme S non prfses en compte par 

l’analyseur d’images (voir méthodes). Le volume cellulaire moyen détermine dans les couches 

profondes représente donc une sous-estimation de la valeur reelle. 

Tableau 5.2 : Moyenne des surfaces cellulaires projetées et volumes bacteriens moyens déterminés 
au cours de cette etude. 

Echantillons oxyg&& Echantillons anoxlques 
PATE PROF. SURFACE VOLUME DATE PROF. SURFACE VOLUME 

(m) (km*) (w+) (ml (w2) bJ+9 

14-01-87 0 0.382 0.188 14-01-87 4 0.442 0.219 
* 1 0.314 0.149 * 5 0.417 0.208 
* 2 0.289 0.131 ” 8 0.392 0.194 
* 3 0.294 0.138 * 7 0.488 0.240 

23-01-87 0 0.364 0.172 * 8 0.498 0.202 
27-01-87 1 0.409 0.197 * 9 0.384 0.191 
04-02-87 1 0.338 0.157 23-01-87 5 0.360 0.169 

* 2 0.326 0.151 * 7 0.396 0.192 
* 3 0.256 0.107 * 9 0.399 0.203 
n 4 0.330 0.145 27-01-87 6 0.408 0.199 
” 5 0.381 0.181 29-01-87 9 0.426 0.209 
w 6 0.364 0.168 30-01-87 9 0.446 0.216 
* 7 0.297 0.137 
1) 8 0.304 0.137 
” 9 0.303 0.133 
” 10 0.345 0.156 

MOYENNE 0.331 0.153 0.412 0.203 
ECART TYPE 0.041 0.024 0.029 0.017 
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Figure 5.8 : Volumes cellulaires moyens dans la colonne d’eau stratifiee (0) et destratifiee (0). Lez 
ignes discontinues indiquent les valeurs moyennes dahs les 6chantillons oxygenes et anoxiques. 

Abondance bactérienne 
Pendant la p&iode d’oxygenation maximale, l’abondance bactetfenne (et donc ta biomasse, 

les volumes moyens avant et apres la destratification Rtant similaires dans cette couche) diminue de 

moiti4 dans les eaux de surface. La baisse simultanee de l’incorporation de thymidine est 
essentiellement due CI cette decroissance de la biomasse car l’incorporation sp&ifique par cellule est 
similaire aux deux p&iodes (cf. Fig. 5.7). 

Dans les eaux nouvellement oxygenees (3 à 10 m), l’abondance bacterienne totale est a peu 
pres semblable a celle observee pendant I’anoxie. Par contre, la communaute anaerobie, caract&Me 
par un volume moyen eleve et une faible incorporation specifique, est remplacée par un assemblage 

plus typique des eaux oxygenees avec un volume moyen plus faible et une activite sp&ifique par 
cellule plus elevee. 

Si f’on consid?~e la cobnne d’eau dans son integralite, l’abondance bacterienne decroît de 
9.1 1013 cellm-2 en moyenne (a P 3.0) en p&iode de stratification B 6.1 101s cellm-2 (a = 2.0) en 
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moyenne en période holomictique. Une redistribution de la biomasse bacterienne dans la colonne 
d’eau ne peut donc expliquer la diminution de biomasse bactérienne dans les eaux superficielles. Elle 
serait de plus en contradiction avec la stabilite du carbone particulaire et de la biomasse algale. 

Incorpomtlon de thymidlne 
Intégrée sur la colonne d’eau, l’incorporation de thymidine est peu differente en p&iode 

stratifiee (53 f 1.3 p.mol.m-*h-f) et en p&iode hobmictique (4.9 f 1.3 pmol.m-*h-l). Mais il n’est pas 
certain, rappelons le, que l’on puisse comparer les incorporations en anoxie avec celles obtenues en 
conditions oxygenees. L’incorporation de thymidine dans les eaux oxygénees atteint en moyenne 
4.0 f 0.4 pmol.m-*h-l pendant la période stratifiée, donc un peu moins qu’en p&iode hobmictique où 
la colonne d’eau aerobie est plus importante. En utilisant le facteur de conversion moyen obtenu en 
lagune (148 pgC/nmol de Tdr dans le TCA p&cipité, chap. 2 : m&hodologie), on peut estimer la 
production de’ biomasse bacterienne a 1,42 gC m-*j-l dans l’epilimnion pendant la periode de 
stratification et à 1,74 gC m-*j-f dans la totalite de la colonne d’eau apres la déstratiflcation. Les 
incorporations de thymidine dans I’hypolimnion anoxique n’ont pas et6 converties en production de 
biomasse car les conditions prealables (facteur de conversion, % ADN marque, dilution isotopique) 
n’ont pas et6 verifiees dans cette zone (cf chap. 2 : methodologie). 

La charge en chlorophylle 8 reste, elle, inchangee dans la couche euphorique entre la p&iode 
de stratification (188 mg.m-* SE=1 0) et le maximum de perretration d’oxygène (180 mgm-* SE=13). 

La production primaire n’a pas et6 detemu’nee en p&iode hobmictique, toutefois, le coeffiiient 
d’extinction plus faible à cette p&iode, associe a la m6me biomasse phytoplanctonique suggere que 
celle-ci devait Btre au moins 6gale à celle déterminée en p&iode de stratification. Rappelons que la 
production primaire en lagune est limitee par la lumi&e plut& que par la disponibilite nutritive $t ceci 
plus particuli&ement en baie de BM (Dufour & Durand, 1982). II est donc peu vraisemblable que 
I’activit6 et la biomasse bacterfennes aient decru en reponse a une baisse de I’activite de production 
primaire. 

A l’opposé, Ducklow (1982) montre une augmentation de la biomasse et de la productivite 
bacterienne en réponse a la stimulation de la production primaire lors de la déstratification dans la 
York River. Si l’on ne peut pas s’attendre à une stimulation de la production primaire en baie de Biétri, 
et donc à un effet correspondant sur les activités bactériennes, l’importante diminution de la biomasse 
reste à expliquer. L’hypothése d’une exportation accrue de cette biomasse par sedimentation est en 
désaccord avec la relative constance des charges en Cp et en Chlorophylle dans les couches 
profondes entre les deux p&iodes. D’autres hypotheses, comme l’augmentation de la pression de 
predation sur les assemblages bacteriens, ou l’effet “bactéricide” des eaux marines (Moebus, 1973) 
ne peuvent 6tre vkifi6es faute de donnees. 
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d. Importance des bacteries dans le retablissement de I’anoxie 
On peut estimer la production bactérienne à 113 cLgC.I-‘j-1 en moyenne dans la zone 

aphotique (0,317 nmol l-lh-1 x 14,8 pgC nmol-t x 24 h), le carbone respiré peut donc Qtre estime à 
75 pgW1j-t (avec une efficacite de 80% chap. methodes) dans cette zone apres la destratification, 
ce qui correspond a une consommation de 0,2 rngO2.l-tj-1 en utilisant un quotient respiratoire de 1. 

Cette estimation grossiére montre que la quantite d’oxygene presente dans la zone aphotique 
(1,8 mg l-t) apres la destratification est trop faible pour permettre le maintient de I’oxygenation de 
maniere durable. En effet, la diffusion de I’oxygene depuis la couche euphotique est limitee car le bilan 
net d’oxygene est en general nul sur 24 h (cf. chap. cycles). En co&quence I’anoxie s’installe de 
nouveau dans un court delai (environ 15 jours apres la destratification, cf. fig. 5.2), m&ma en l’absence 
d’un gradient de densite. Cette situation est ulterfeurement verrouillee par le gradient de densité 
s’etablissant des I’arrivee de la saison des pluies. 

e. Interwetation des mesures d’ETS 
La mesure de l’activite ETS presente Wt&&t de fournir une estimation de l’activite 

heterotrophique potentielle valable en aerobiose et en anaerobiose (Packard, 1985). Elle presente 
I’inconv&ient majeur de ne pas etre spécifique des seuls organismes héterotrophes. L’attribution de 
I’actfvite ETS globale, mesuree in si&, aux compartiments autotrophes et heterotrophes peut Atre 
tentée par deux approches différentes. 

L’approche in vifro consiste à determiner les rapports entre I’activite ETS et un paramètre 
sp&ifique de chaque compartiment considere, respectivement sur des souches de phytoplancton 
(Relexans et a/. 1984 ; Romano et a/. 1987a) et de bacteries (Chrlstensen et Packard, 1978 ; 
Relexans et a/, 1984) ou sur des assemblages bacterfens naturels en cuftures (Romano et a/. 1987b). 
Cette approche présente l’avantage d’identifier le parametre P le plus adapte a caracteriser le 
compartiment considere, c’est a dire celui présentant les plus faibles variations du rapport ETS/P avec 
la composition sp&ifique ou Mat physiologique. L’inconvenient de cette approche est que les 
organismes cultives ne sont pas nécessairement représentatifs de ceux presents in situ et ne 
présentent pas, non plus, le meme État physiologique. 

L’autre approche,. qui a 816 employée ici, consiste à estimer in situ les coefficients attribuables 
au phytoplancton et aux bacteries par regression. 

L’activite ETS totale mesuree montre la m&ne evolution genérale que les autres parametres 
descrfpteurs de biomasse. La matrice de correlation de rangs montre que dans les couches aerobies, 
les relations entre activite ETS et abondance bacterienne et biomasse phytoplanctonique sont tres 
hautement significatives (Tab. 5.3). Dans les couches anoxiques I’activite ETS et l’abondance 
bacterienne sont encore etroitement corréles ce qui n’est plus le cas pour la chlorophylle a (Tab. 5.3). 
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Chapitrw 5 : LJ&tratifkation 

Tableau 5.3 : Matrice de correlation de rangs (Spearman) des param&res determines au cours de la 
déstratification en baie de Biétri. 

ChI.a 

Phbo. 

BacMes 

ETS 

CP 

NP 

ChI.a 

0,5573 
(62) 
*** 

03491 
(36) 
* 

0,291l 
(59) 
* 

0,7147 
(26) 
*** 

0,7657 
(26) 
*** 

Ph6o. Bactbies ETS 
Couches oxyg&&es 

0,5146 0,7355 0,8397 
(71) (56) (71) 
*** *** *** 

0,4098 0,4767 
‘(56) (71) 
** *** 

-0,2544 0,8768 
(36) (56) 

*** 

0,0024 0,803O 
(59) (34) 

*** 

0,559o 04336 0,1654 
(26) (12) (25) 
** 

0,6039 0,2797 0,3228 
(26) (12) (25) 
** 

Hypollmnlon anoxlque 

CP 

08304 
(24) 
*** 

0,1365 
(24) 

0,7544 
(16) 
** 

0,7623 
(24) 
*** 

03829 
(26) 
*** 

NP 

0,8765 
(24) 
*** 

0,0583 
(24) 

03369 
(18) 
*** 

0,8137 
(24) 
*** 

0,9426 
(24) 
*** ,,j 2 

‘1 

Coefficients (N) et niveau de signification avec *** p c 0,001 ; *lr p c 0,Ol ; * p c 0,05 

Actlvltb ETS dans les couches oxyg&Mes 
Une regression Maire multiple progressive a éte utilisee pour tenter’d’estimer la contribution 

bactkienne (et eventuellement des organismes etroitement associés aux bacteties comme les micro- 

heterotrophes) à I’actfvité ETS totale. 

Le modele final montre que 89% de la variante de l’activité ETS peut être expliquee par les 

concentrations en chlorophylle 3 et l’abondance bactérienne (Tab. 5.4a). Le terme constant n’etant 

pas significativement different de zero, le modele final a ete force par l’origine, donnant l’expression 

suivante : ETS = 0.576(Chl.a) + 18,6(Bact.) (n=56, ETS ueq.h-1 à 28’C, Chl.6 pg, Bact.lOlo cellules) 

Le rapport ETSGhlorophylle 8 est compris dans la gamme des valeurs reportées par Romano 

et a/. (1987a) pour du phytoplancton mediterranéen. 

Les rapports ETS/bactérie disponibles dans la litterature sont assez variables. 

211 



Chapitre 5 : lM8bWfication 

rableau 5.4a : Wgression multiple progressive pour expliquer la variable ETS. 

(a) Couches oxyg&ds 

Variables Coefficient Variables Correlation 
incorporees non Partielle 
au modele incorporees 

ETAPE 0 CHL.a 0,876 
FI* = 0,000 Pheo. 0,614 

Bacterfes 0,866 

ETAPE 1 CHL.a 0,967 Pheo. 0,100 
FI* = 0,766 Baot&ies 0,750 

ETAPE 2 CHL.a 0,588 Pheo. 0,202 
FI*= 0,898 Ba&ies 19,41 

MODELE FINAL R* = 0,898 n = 56 
Variable Coefficient Limites de l’intervalle de confiance (P=O,O5) 
Bactertes 19,4 14,7 24,l 
CHL.a 0,588 0,452 0,720 
Constante -2,04 -6,88 2,76 

MODELE FINAL FORCE PAR L’ORIGINE 
Variable Coefficient Limites de l’intervalle de confiance (P=O,O5) 
Bactérfes 18,6 14,3 22,8 
CHL.a 0,576 0,444 0,704 

En cuftures in vifru, Christensen & Packard (1978) reportent des valeurs comprises entre 4 et 
112 1 O-10 peq.cellule-l h-1 pour cinq esp&ces de bacteries marines. Toutefois, dans ces travaux, les 
bactéries sont dénombrees sous forme d’UFC (Unit& Formant Colonie). MAme si l’on peut admettre 
qu’un UFC equivaut a une cellule dans une population croissant sur milieu enrichi, if est bien connu 
que les bactéries cultivees presentent une taille moyenne plus importante que le bactérioplancton in 
situ. Relexans et a/. (1984) reportent 176 à 188 1 O-10 ueq.cellule-‘h-1 pour deux especes de bactéries 
planctoniques d’eau douce. Romano et a/. (1987b) reportent des rapports variant de 10 à 
142 10-10 ueq.cellule-lh-l pour des assemblages bactériens naturels en phase exponentielle de 
croissance, 

Enfin, in situ, Romano & Navarro (1985) ont calcule un rapport ETS/bact&te de 25 10-10 
ueq.cellule-‘h-1 basés sur des dénombrements par microscopie à Apifluorescence effectues sur des 
échantillons d’eaux usees de la ville de Marseille. Dans cette zone la biomasse bactérienne depasse 
probablement la biomasse phytoplanctonique (1.4 1010 cellules l-1 et 1.66 pg Chl.8 l-1). Cette valeur 
se situe dans la gamme 18 - 74 10-10 ueq.cellule-lh-l à 2O’C (surestimée a cause de la présence de 
cyanobacteries) recafculee à partir des donnees de Bell & Ahlgren (1987) dans le lac Norrvikken. 

Ces deux dernieres valeurs sont proches du coefficient 18.6(&4.3) 10-10 peq.cellule-lh-J 
determine au cours de cette Etude. En utilisant ce coefficient les bacthies reprhenteraient 46 B 87% 
de l’activité ETS totale dans I’épilimnion oxygéné en periode stratifiée (moyenne 66%). Dans la 
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colonne d’eau destratifiee I’ETS bacterten representerait en moyenne 53% de I’ETS total dans la zone 

euphotique et 96% dans la zone aphotique (moyenne 67% dans la totalité de la colonne d’eau). 

Le compartiment bacterien semble donc responsable de la majeure partie de I’activite ETS 

totale mesuree (cl0 pm) en baie de Bietri. Une revue de Packard (1985), rassemblant les resultats 

de travaux varies sur l’activité ETS, reporte des valeurs moyennes de rapports respiratiokTS tres 

differentes selon les organismes considéres. Les bactéries, les protozoaires et le phytoplancton 

montrent ainsi des rapports respectivement de 1 .l , 0.25 et 0.17 (ETS et respiration exprimes dans les 

memes unit&). Le rapport nettement plus eleve pour les batteries (la valeur ~1 est attribuee à des 

conditions sub-optimales de mesure, Packard, 1985) que pour les autres organismes suggére que la 

contribution bactertenne à I’activite respiratoire totale est largement predominante mQme dans la 

couche euphotique. Ces resultats sont en accord avec une analyse statistique similaire effectuee 

directement à l’aide des mesures de respiration (chap. 2 mkthodobgie) et confirment donc 

l’importance de la contribution bacterienne a l’activite respiratoire totale. 

Actlvite ETS dans les couches anoxiques 
L’estimation de la répartition de l’activité ETS dans la couche anoxique a eté tentee de la 

même maniere que dans la couche oxygenee (Tab. 5.4b). La chlorophylle g a eté rejetee par la 

régression pas-à-pas et 61% de la variante ETS peuvent Qtre expliques par la relation : 

BTS = 23.0 (Bact.) + 6.0 (m&rk?s unites que l’expression precedente) 

Le rapport ETS/bact&ie n’est pas significativement different de celui determine dans leseaux 

oxygenees bien que l’incorporation specifique de thymidine par cellule soit significativement plus 

faible. II est connu que l’oxydation d’un m6me composé libére moins d’energie à -250 mV qu’en 

conditions aérobies. De plus, la matiere organique sédimentant depuis les niveaux supérieurs contient 

probablement une plus forte proportion de matériel refractaire que dans I’epilimnion. Les activites ETS 

elevees obtenues dans I’hypolimnion suggérent neanmoins des activités rnineralisatrices potentielles 

elevées dans cette zone, en accord avec la forte abondance des bactéries sutfato-reductrices 

reportee par Caumette (1986). 

Tableau 5.4b : Regression multiple progressive pour expliquer la variable ETS dans les couches 
anoxiques. 

Variables Coefficient Variables Correlation 
incorporees non Partielle 
au modele incorporées 

ETAPE 0 CHL.a 
R2 = 0,000 

0,429 
Phéo. 0,162 
Bactéries 0,787 

ETAPE 1 Bacteries 23,0 CHL.a 
Fi2 = 0,619 

0,203 
Phéo. 0,177 

MODELE FINAL FI2 = 0,619 n=34 
Variable Coefficient Limites de l’intervalle de confiance (P=O,O5) 
Bactétfes 23,0 16,5 29,5 
Constante 5,96 284 9,32 
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3. Conclusion 

L’objectif essentiel de cette etude etait d’etudier l’effet sur la biomasse et I’activite bactetfenne 
de la destratification, p&iode d’intenses changements des conditions physico-chimiques dans la 
colonne d’eau. 

L’evolution des oaracteristiques physico-chimiques par son intensite et sa rapidite est, on l’a 
vu, probablement à relier aux changements de l’environnement redox par le biais de mecanismes 
d’adsorption et de complexation purement physiques (Guiral et a/. 1989b). Les resultats obtenus au 
cours de cette etude montrent que te processus de déstratification se traduit donc principalement par 
un remplacement des communautes anaerobies de I’hypolimnion, caract&isees par un volume moyen 
eleve et une faible activité sp&ifique d’incorporation de thymidine, par un assemblage typique des 
eaux oxygenees avec un volume moyen plus faible et une activité sp&ifique plus &Ne. 
L’interpretation des activités détetinées dans la couche aphotique en terme de demande en oxygene 
montre que l’oxygénation de cette couche profonde est nécessairement transitoire, ce qui est confirme 
par Wolution annuelle des concentrations en oxygene. Le processus de destratification se traduit par 
une baisse non expliquée de la biomasse bacterienne dans les couches superieures, baisse en partie 
compensee par l’augmentation temporaire de la colonne d’eau oxygenee. La stimulation des activites, 
obsewee à la suite de la déstratification dans d’autres ecosystemes (Ducklow, 1982), n’est pas 
verifiée en baie de Bietrf. Dans ce milieu, la redistribution verticale des Wments nutrftifs lors de la 
déstratification ne peut pas entraîner un bbom phytoplanctonique dans la mesure où ces cléments ne 
sont pas limitants en p&fode de stratification. Les bactéries heterotrophes apparaissant contr6lees 
plus par la predation que par la disponibilité nutritive (Chap. 3 et 4), il est peu probable qu’une 
augmentation de la production photosynthétique (ce qui en l’ocurrence n’est pas observe) eût entraîne 
une augmentation de la production bacterienne. 

L’influence de la destratification annuelle en baie de Biétti est finalement d’une importance 
quantitative sur les parametres bactériens mesurés (productivité et biomasse), bien plus faible que ne 
le laissaient supposer d’aussi fortes variations de l’environnement physico-chimique. On ne peut que 
constater, là encore, la relative constance de la biomasse et de la pmductivite bactériennes à I’echelle 

de temps etudiée. 
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Chapitre 6 : Conclusion 

Chapitre 6 : CONCLUSION GENERALE 

L’objectif principal de ce travail était d’apprecier l’importance quantitative des bactéries 

hétérotrophes aérobies dans différents biotopes de la lagune Ebrfé, qui comme de nombreux milieux 

lagunaires est caracterisee par une forte variabilité spatio-temporelle des caracteristiques physiques 

et chimiques. Sur le terrain, la demarche a consiste a estimer a differentes dchelles de discontinuité la 

biomasse, la production de biomasse et les exportations bactériennes. 

En 6cologie microbienne l’approche quantitative est recente et la méthodologie est donc 

encore imparfaite. Indissociables de l’étude écologique dans l’etat actuel des connaissances, les 

recherches rnethodobgiques continuent de recevoir une large attention. On peut donc dégager deux 

axes majeurs du travail présent6 ici : d’abord une crftique de la strategie et des technologies utilisées 

pour ce type d’approche d’écologie microbienne, enfin des informations sur le fonctionnement du 

compartiment hétérotrophe bacterien en lagune Ebrie et leur incidence probable dans la chaîne 

trophique lagunaire. 

NMhodologie 
- 

Sur le plan méthodologique, l‘essentiel des efforts a porte sur la détermination ‘de la 

production de biomasse bacterienne. La mesure de la productivité bacterfenne au moyen de 

l’incorporation de thymidine est actuellement la methode la plus employée et la plus discutée. Le 

travail réalise au cours de cette etude montre qu’il convient d’apporter une attention particulière à 
; 

certains postulats implicites. 

l L’incorporation preférentielle de la thymidine dans I’ADN bactérien n’est pas vérifiée en 

lagune Ebrfe. Si cette constatation a également pu être effectuée dans d’autres écosystémes, 

essentiellement continentaux, l’importance du choix de la methode de fractionnement des 

macromolécules marquees n’a et6 que rarement soulevée (Servais et a/. 1987; Wïcks & Robarts, 

1987). Dans I’6cosystéme lagunaire Ebrié, l’extraction de I’ADN bactérien marqué donne des résultats 

trés differents selon la méthode employée. Les comparaisons effectuées au cours de cette étude 

montrent que l’emploi de l’extraction enzymatique donne les résultats les plus fiables. Ces différences 

pourraient être attribuees à une forte proportion du marquage non spécifique par la sH-thymidine, 

augmentant l’imprécision des rn&hodes de fractionnement peu spécifiques comme l’extraction au 

phénol-chloroforme et l’hydrolyse acide-base. Dans les ecosystémes continentaux, généralement 

caracterises par une faible proportion du marquage sH-thymidine dans I’ADN (Hobbie, 1988), on ne 

peut que recommander la comparaison des différentes approches existantes au moyen de différents 

traceurs. . 

l La proportion du marquage dans I’ADN apparaît constante dans les eaux oxygenées, aux 

sites lagunaires etudiés. Cette observation, non encore expliquée, a déjà eté effectuee dans d’autres 
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ecosystemes (Servais, 1987 ; Ducklow et a/. 1990 ; Bell & Riemann, 1989). II conviendrait d’examiner 
si les fortes variations observees au cours de certaines Etudes (Robarts et a/. 1988 ; McDonough et 
a/. 1988 ; Hollibaugh, 1988 ; Bloem et a/. 1989) ne proviennent pas de la methode acide-base 
employee. La proportion du marquage dans I’ADN des bactéries des eaux anoxiques de la lagune 
Ebrié n’a pu Qtre determinee faute de temps. L’estimation précise de la production bacterienne dans 
les couches anoxiques necessiterait donc un travail complémentaire. 

l L’interpretation des resultats d’incorporation en terme de production bacterienne est tres 
largement dependante de la valeur du facteur de conversion entre incorporation de thymidine et 
production de biomasse bactkienne. La determination de ce facteur est une etape cruciale de la 
methode. Les &Mats reportes dans la litterature, exprimes generalement en cellules produites par 
mole de thymidine incorporee sont tres varfables d’un milieu a l’autre et parfois d’une saison à l’autre. 
En lagune Ebrté, ce rapport a et6 detemiine sur des assemblages bacteriens issus des trois baies 
étudiées et a differentes saisons lagunaires. D’une maniere genérale, l’incorporation de thymidine est 
mieux correlee a l’augmentation de bfomasse qu’à la production de cellules. Ce facteur est peu 
variable entre les sites et les périodes Rtudies. Un facteur de conversion unique (moyenne des 12 
determinations) a donc 616 retenu. Toutefois, sur le marquage macromol6culaire total par la 
thymidine, la proportion retrouvee dans I’ADN est en moyenne d’environ 50% en phase exponentielle 
de croissance, ce qui conduit à une surestimation de la production par un facteur 2,5 si l’extraction 
n’est pas realisée. Cette observation confirme l’importance de l’extraction spécifique de I’ADN. 

l On doit s’interroger sur la validité des facteurs de conversion détermines empiriquement 
sur des assemblages bacteriens en culture montrant, en lagune Ebrié comme dans bien d’autres 
milieux, un taux de croissance moyen bien sup&ieur a celui détermine sur les communautes 

naturelles in situ. La comparaison des valeurs de productivite bactkienne obtenues au moyen de 
traceurs avec des mesures indépendantes est de plus en plus employee. Habituellement cette 
comparaison permet de valider les resultats obtenus avec les traceurs (Cole et a/. 1989 ; Jensen et a/. 
1990 ; Cammen, 1991). L’approche indépendante effectuee au cours de cette étude a permis de 
montrer que ce facteur de conversion etait en bon accord avec l’activité respiratoire attribuee par 
régression aux bactérfes héterotrophes aerobies. En faisant intervenir la biomasse phytoplanctonique 
et I’activite bactérfenne, l’approche utilisée ici explique davantage la variable respiration que celle 
utilisée par Dufour (1984) dans le meme milieu, uniquement basee sur les concentrations en pigments 
photosynthétiques. De la meme manier-e, en utilisant les biomasses (ou I’activit6 de predation) du 
nanoplancton heterotrophe, on obtiendrait probablement une meilleure analyse de la respiration totale 
et donc de la contribution bacterienne. II n’a pas et6 possible d’effectuer cette analyse séparement sur 
les trois sites étudies. Les faibles variations des trois parametres a relier (respiration, chlorophylle 3 et 
activité bacterienne) sur chaque site ne permettent pas d’y obtenir une corrélation satisfaisante. Cette 
approche meriterait d’étre poursuivie sur des radiales montrant des gradients bien etablis de ces 
parametres, comme dans les zones de front. 
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l Le choix de la m&hode de mesure de la prédation sur les bacteries est egalement un 

paramètre important, car toutes les methodes ne sont pas egalement applicables selon les milieux 

(Pace, 1966). Certaines m&hodes, dont la validite a pu Btre demontree dans d’autres milieux, se sont 

revelees inadequates en lagune Ebrie. Ainsi, le cycloheximide, inhibiteur des eucaryotes prédateurs, 

semble également affecter la croissance bactérienne dans le milieu lagunaire etudie. La mesure de la 

decroissance du marquage de I’ADN bactérien par la sH-thymidine (Servais et al. 1985) semble 

également inappropriee dans les conditions experimentales employees au cours de cette Etude, en 

raison de la faible spkificlte du marqueur vis-à-vis de sa mol&ule cible. La possibilite d’extraire 

spkifiquement I’ADN au moyen de la DNase devrait conduire à de nouveaux essais de cette methode 

dans le milieu lagunaire. Au cours de cette etude, les meilleurs resultats ont 616 obtenus en employant 

deux inhibiteurs bacterfens : la streptomycine et la p&Wlline. Cette m&hode implique toutefois un 

grand nombre de denombrements bacteriens en microscopie, etape souvent limitante dans les 

programmes d’kologie microbienne. Elle rkkessite egalement de longues durees d’incubation, peu 

compatibles avec des etudes à courtes echelle de temps comme I’etude des varfations 

nycthémerales. Les approches de type traceur (ingestion de bactérfes marquées par un fluorochrome, 

technique “MiniCap” cf. chap.2 methodes) seraient certainement plus performantes car plus rapides. 

L’etude methodologique ayant permis, d’une part, de justifier les approches utilisees et ‘: 
d’etablir les facteurs de conversion à employer pour déterminer les differents parametres bacterfens 

@ornasse et flux), d’autre part, de preciser leurs limites, la deuxiéme etape consiste a établir la 

représentativite des caract&istiques bacteriennes estimees au cours de ce travail. Cette deuxterne 

étape permet de prkiser les limites dans I’interpretation du fonctionnement des communautés 

bacteriennes hetérotrophes dans le milieu lagunaire. 

VariablM des param&res bacthlens 
Les études qui se sont succedees en lagune Ebrfe ont toutes fait apparaître une forte 

variabilité à differentes echelles de temps et d’espace. L’etude realisée ici n’a pas la prétention d’etre 

exhaustive, neanmoins diff&entes echelles de variations des paramétres bacterfens (biomasse, 

production de biomasse et taux de croissance dans les fractions libre et fixée) ont pu &re abordees. 

L’importance de cette variabilite à diff et-entes échelles de temps et d’espace peut être illustree par les 

valeurs des coefficients de variations des differents parametres détermines (Tab 6.1 et 6.2). 

l La variabilite temporelle des caractéristiques bacteriennes a 6th abordee a l’échelle de la 

journée (dans une enceinte expkfmentale et à l’extérieur), du mois et des saisons. 

A Mchelle journaliere, dans l’enceinte, les variations sont de faible amplitude pour les 

pararrtetres bacterfens. L’abondance bacterienne totale (cellules libres et cellules fixees) varie d’un 

peu plus de 10% autour de la moyenne journaliére, alors que la production de biomasse et le taux de 

croissance varient d’un peu plus de 20% (Tab. 6.la). Ces variations sont dues à une évolution 

cohérente sur un cycle de 24 h, se traduisant par un maximum nocturne qui peut Atre attribué aux 

conséquences de l’activité zooplanctonique. Les communautes libres montrent la même évolution 
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structuree. Par contre les communautés fixees montrent une plus forte variabilité des trois parametres 
sur 24 h, ne correspondant cette fois a aucune evolution coherente. Une part de cette variabilité doit 
être attribuee a I’imprectsion des mesures, comme l’atteste le coefficient de variation generalement 
plus faible en baie de Bietrf, où la proportion fixee est plus importante qu’aux deux autres sites. Ces 
variations montrent la relative independance des fractions libres et fixees des communautés 
bactériennes dans le milieu lagunaire. Dans les trois baies, les fluctuations journalieres presentent la 
même importance et la même tendance dans le milieu environnant l’enceinte a l’exception des 
communautes fixées. Dans le milieu extérieur, en effet, la production des communautes fixées est 

plus iqrtante de jour que de nuit. Les paramétres lies aux communautés ftxees apparaissent 
étroitement correles a fa concentration en materfel particulaire détritique. Dans les zones peu 
profondes, celleci est probablement dependante de la remise en suspension p&iodique du depot 
sedimentaire superficiel lice à l’hydrodynamisme induit par les vents diurnes. Cette augmentation 
diurne n’est pas observee dans l’enceinte où f’effet du vent est amorti. Dans les eaux lagunaires, 
generalement peu profondes, les alternances entre remise en suspension et sédimentation 
determinent, probablement de maniere essentielle, les variations à court terme des parametres lies 
aux communautes bactérfennes fixees. 

Rappelons que si les fluctuations à court terme des caractéristiques bactenennes sont 
d’amplitude limitée dans les baies etudiées, ces fluctuations prennent une importance considérable 
dans les zones de front soumises aux alternances d’eaux marines et lagunaires aux caractéristiques 
trés differentes (cf. fig. 3.1). 

La biomasse et la production de biomasse bactériennes ont été etudiées sur une echelle de 
temps plus longue en baie de Biéttf. Sur une p&iode d’un mois, en phase de stratification des eaux, 
les coefficients de variations se situent entre 20 et 30% dans la couche euphotique, entre 30 et 40% 
dans l’ensemble de Mpilimnion (couches euphotique et aphotique) et atteignent 50 a 60% dans 
I’hypolimnion. Dans cette demiere couche, ces importantes variations sont a attribuer à des 
contraintes physiques drastiques et relativement variables comme la charge en H& (CV : 63%). Ainsi, 
l’incorporation de thymidine integree par m2 varie en raison inverse de la charge en sulfures dans 
I’hypolimnion (chapb, fig 5.6). Ces fluctuations importantes dans I’hypolimnion n’influencent toutefois 
que faiblement la colonne d’eau prise dans son ensemble car les valeurs moyennes sont beaucoup 

plus faibles que dans t’epilimnion. 
L’evolution saisonniére des parametres bactériens présente des amplitudes moderees, tant 

dans les eaux de surface, que sur les valeurs dans la couche O-3 m integrees par m2, puisqu’elles 
n’atteignent en moyenne sur les trois sites que 20 a 30% pour la communaute totale. La distinction 
entre batteries libres et bacterfes fixees montre que les differences les plus marquees (5060%) sont 
retrouvees au niveau des communaut& fixées, dont la proportion augmentant considerablement avec 
la charge en materiel particulaire en pétfode de crues, montre, là encore, l’independance des 
communautes libres et fixées. 
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Enfin, meme l’homogeneisation annuelle de densité en baie de Bietrf, période de 

changements majeurs des caractérfstiques physiques et chimiques de la colonne d’eau n’apparaît pas 

influencer de maniere remarquable la biomasse et l’activite bacteriennes. 

0 La variabilite spatiale a 6te abordée sous un double aspect : la repartition verticale au sein 

de chaque site et les differences entre sites (repartition “horizontale”) des biomasses et activités 

bactetiennes. 

Sur le plan vertical, dans la colonne O-3 m etudiee, les vadations sont faibles pour les 

paramétres caracterisant les communautes totales et libres (CV de 10 à 20%, Tab. 6.2). Les 

communautes fixees varient de maniere plus importante. Cette importance est à attrfbuer 

essentiellement à la prkision plus limitee des mesures comme le suggerent encore une fois les plus 

faibles variations observees en baie de Bietrf. La seule Rvolution coherente est observee en baie de 

Bi&ri où biomasses et productions bacterfennes diminuent d’environ 30% lors du passage dans la 

couche aphotfque entre 1,5 et 2 m (cf. chap.4 et 5, voir également tab. 6.2). La cobnne O-3 m des 

baies d’Abou-Abou et Mopoyem peut donc Atre consideree comme homogene pour les parametres 

bacteriens etudies, comme pour la plupart des autres parametres (chlorophylle 8, seston. total, 

phosphore particulaire, sels nutritifs, Lemasson et a/. 1981). Cette homogeneite simplifierait 

considerablement une etude ulterieure à vocation plus exhaustive. 

Dans les zones relativement profondes des sites estuarfens (Abou-Abou et Bietrf), la présence 

d’un hypolimnion anoxique se traduit par une diminution importante des biomasses, activites et 

activités spkifiques bacteriennes (voir tab. 6.2 en baie de Bietri). Lorsqu’elle a pu Atre determinee, la .: 
proportion de biomasse et d’activité attribuable aux communautés fixees s’éleve significativement au 

dessus des valeurs de la couche O-3 m (chap.4) montrant que les communautes des couches 

profondes doivent une large part de leur activité à une ‘“pluie” de matiere organique issue des couches 

sup&ieures. Cette observation est Btayee par I’activite spkifique plus elevee des batteries fixees sur 

particules dans cette couche, tendance qui n’etait pas observee dans les couches sup&feures. 

Sur le plan horizontal, les differences entre les trois sites sont trés maquées au niveau des 

communautes totales, pour l’abondance (CV : 6065%) et la production de biomasse (CV : 73-77%). 

La baie de Bietri est en effet caractétfsee par une biomasse et une production bacterfenne 2 a 3 fois 

plus elevee qu’aux deux autres sites. La proportion de bacteries fixees y est Bgalement plus 

importante puisqu’elle y atteint 30% en moyenne (moyenne des trois saisons) contre 19% a Abou- 

Abou et a Mopoyem. A l’oppose, le volume cellulaire moyen varie peu avec le site d’etude (CV=12%). 

Cependant, il est en moyenne plus eleve en baie de Bi&i (0,12 pms) qu’aux deux autres sites 

(0,lO ums). La composition des communautes bacteriennes en types morphobgiques, discernables 

en microscopie à Rpifluorescence, differe également peu d’un site à l’autre. La seule difference 

notable reside dans la proportion des formes C, plus abondantes en zone continentale (Mopoyem) 

qu’en zone estuarienne (Bietri et Abou-Abou). Dans les sites estuariens ces formes C deviennent plus 

abondantes en saison des crues et pourraient donc Qtre inféodées aux eaux oligohalines. Les activités 

spécifiques cellulaires (et donc les taux de croissance) varient également beaucoup moins que la 
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biomasse et la production avec le site d’etude (CV : 20%). Les plus faibles valeurs sont retrouvees en 
baie de Mopoyem. Le temps de renouvellement moyen de la biomasse bacterienne varie donc 

faiblement sur l’ensemble des sites Etudies (dans les eaux oxygenees). Cette faible variation est à 
relier à l’amplitude de variation, egalement moderee, de I’activite de predation des eucaryotes sur les 
bactéries (CV = 24%, tab. 6.2). 

En resumé, a toutes les tkhelles de temps abordees, le coefficient de variation des 
param&res bacteriens ne depasse pas 30%, à t’exception des proportions fixees qui Avoluent de 
maniere plus importante. Entre sites, tes differences les plus importantes sont observees entre ta baie 
de Bietti, milieu fortement pollue (moyenne en surface pour l’abondance, 3 1O~oCellules t-1 et pour la 
production 29 pgC t-‘h-t), d’une part, et les baies de Abou-Abou et de Mopoyem (miüeux estuarien et 
continental non pollues) d’autre part (moyennes respectives 1.1 1010 et 1.2 10toCeltules t-f et 
10 WC I-‘h-1 et 8 ugC l-‘h-1). Ces deux derniers sites montrent des biomasses et des activités 
comparables. La colonne O-3 m de ces deux sites peut Atre consideree comme homogene. En baie de 
Bietrf la biomasse et I’activite bactetienne diminuent d’environ 30% dans la couche aphotique. Enfin 
dans les zones profondes desoxygenees des milieux estuariens tous les paramettes diminuent dans 
de fortes proportions. De ce fait, la biomasse et I’activite (en terme d’incorporation de thymidine) dans 
ces couches profondes ne representent qu’une faible part de celles de la colonne complete. 

On peut donc considerer que les processus bacteriens tels qu’ils ont Rte etudies ici montrent 
une relative constance. Signalons que cette faible vanabilite en terme de biomasse et de production 
totales recouvre tres probablement des realites tres differentes au niveau de la composition spkifique 
des peuplements Etudies. Ainsi te rapport des effectifs bacteriens totaux (determines par obsewation 
en microscopie à epifluorescence) aux effectifs détermines par culture sur milieux nutrttifs (Carmouze 
& Caumette, 1985 1) est d’environ 150 en baie de Bietri 2 et s’eleve a 2 1 Os en baie d’Abou-Abou 2 et 
3 104 à Mopoyem 3. On comprend effectivement que les communautes bactertennes de la baie de 
Bietri montrent une plus forte proportion de batteries capables de croître sur des milieux enrichis que 
celles issues des baies de Abou-Abou et Mopoyem, moins eutrophes. Pourtant la biomasse et la 
production bacterfenne ne sont en moyenne que 3 fois plus elevees en baie de Bietri qu’aux deux 
autres sites. Les souches isolées sur milieux enrichis montrent egalement des caractetfstiques tres 
differentes selon la nature estuarfenne (Gram - dominants à Abou-Abou) ou continentale (Gram + 
dominants a lïegba proche de Mopoyem) des eaux etudiées (Caumette et a/. 1991). Les biomasses 
et les activites bactérfennes determinees au cours de cette etude sont pourtant comparables a Abou- 
Abou et à Mopoyem pour des valeurs Rgalement comparables de production pnmaire et de respiration 
totale. Ce dernier fait souligne le fonctionnement similaire des communautés bacteriennes issues des 
milieux continentaux et matins (Hobbie, 1988). 

1: Pour des valeurs trbs comparables de production primaire et de respiration totale 
2 : UFC sur milieu 46 (marine agar) 
3 : UFC ow milieu doux (nutrient agar) 
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rableau 6.la : Variabiiitb temporelle. Coefficients de vanation des principaux parambtres Btudi&. 

24h 24h 24h 24h 1 mois 1 mois 1 mois stratifié/ c 
AbOU Bai Mopoyem 3 baies Biétri @riode de stratification d&tratifié 

surface a SU~ a surface a wfa0e a œudle dpilimnion b hypolimnion b BM 
euphotique b In-raie O-10m b 

rotale 16 
_ibre 16 
-ixbe 58 
% Fixée 48 
Jolume 8 
:ellulaire 

rotale 31 
-ibre 32 
=ixt?e 58 
6 Fixde 58 

rotale 25 
,ibre 28 
=ixée 52 

7 
9 

37 
31 
7 

20 
24 
26 
21 

21 
25 
38 

Abondance bactérienne 
18 13 32 38 53 33 
9 11 nd rut nd nd 

22 39 nd nd nd nd 
22 34 nd nd nd 
8 8 15 1”5 4 - 

Incorporation de thymidlne 
21 24 31 37 63 ns 
21 25 nd nd nd nd 
42 40 nd nd nd nd 
32 36 nd nd nd nd 

Actlvlt~ spklflque par cellule <j, 
23 25 21 28 56 -..:, 
26 28 rtd nd nd - 

38 52 nd nd nd - 

30 18 

11 8 

:hl. 3 25 34 
‘igments 16 17 

qesp. 49 23 
:P 17 10 
qP 29 31 

Facteur de conversion 
24 nd nd nd nd 

Prédation 
9 9 nd nd nd nd ” 

Phytoplancton 
29 30 26 41 94 ./’ 

ns 
13 15 31 41 84 ns 

Autres paramétres 
25 31 nd nd nd nd 
7 11 25 35 66 ns 

34 31 23 32 56 ns 

a : cf. Chap. 3 cycles -abondance, thymidine, activiti specifiiue, Chi+, Cp, Np: 9 B 12 points par cycle, 3 B 4 cycles par baie, 
Gcteur de conversion 2 points par cycle (Al, El, 82), PrMatfon 2 fois par cycle (Al, 61, 82, Ml), Resp. respiration : 6 à 9 
>ointsparcyde;b. . cf. Chap. 5 d&ratifiition - 11 profils en p&iode stratifk, 3 profils en @riode &stratifii ; c : % de 
diminution lors du passage en p&iode d&tratifi& ; ns : diff&enœ non significative entre p&iis stratifi&e et d&ratiMe ; 
Id : parambtre non atermine 
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Tableau 6.1 b : Variabilite temporelle. Coefficients de variation des principaux parametres etudiés. 

------ SA~ SURFACE a------- s--mm-m SA,- ,,,,nGRA‘B b:--- 
Abou Bl&ri Mopoyem 3balea Abou Bl&ri Mopoyem 3 bales 

Abondance bacterlenne 
Totale 14 23 16 17 40 32 31 34 
Libre 26 35 23 28 43 32 32 36 
Fixee 45 19 47 37 80 48 49 69 
% Fixee 68 33 52 60 68 27 35 43 
Volume 9 4 10 8 nd nd nd 
cellulaire 

Incorporation de thymldlne 
Totale 37. 31 11 26 31 25 19 25 
Libre 41 44 11 32 37 17 25 26 
Fixee 58 25 28 37 63 49 32 48 
% Fixee 53 37 42 44 51 29 34 38 

Actlvlté speclflque par cellule 
Totale 41 10 1 17 - I 
Libre 32 18 8 19 - - - I 
Fixée 48 25 16 29 - s - . 

30 
Facteur de conversion 

12 21 21 - - - I 

Prédation 
72 8 30 37 nd nd Ml nd 

Phytoplancton 
Chl.6 31 31 52 38 57 33 74 55 
Pigments 18 30 28 25 38 24 58 40 

Autres paramétres 
Resp. 47 9 29 28 78 33 29 47 
CP 34 31 9 24 nd nd nd nd 
NP 32 23 42 32 nd nd t-d . nd 

a : Chap. 3 cycles ; coefficient de variation des moyennes par saison (moyennes journali&es) ; b : cf. Chap. 4 profils ; 
coeffiint de variation des intbgraies par m2 ; nd : param&re non dbrmin6 
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rableau 6.2 : VatiabilitG spatiale. Coefficients de variation des principaux paramdtres hdiés. 

VARIABUTE HORIZONTALE - VARIABILITE VERTICALE - VARIABUTE VERTICALE 
toutes saisons toutes saisons saison d’&iage 

% ds baii entre couches 
eaux de int6grales pldik profils profils profIl* euphotique OXYg8k 

surface = O-3mb O-3mb O-3mb 03mb O-3mb etaphotiqueC etanoUquec 
3 baies 3 baies Abou BM Mopoyem 3 baies BiBtri Bi&rf 

Abondance bactérienne 
Totale 65 60 12 13 8 11 18 72 
-ibre 57 51 12 12 9 11 19 nd 
=ixde 89 98 55 31 76 54 14 nd 
‘/o fixk 28 39 49 23 46 39 nd 
rlolume 12 nd nd 16c nd’ 16 

2 
-25 d 

>ellulaire 

Totale 77 
-ibre 69 
Fixée 111 
% fixf$e 41 

Totale 19 
Libre 20 
Fixde 26 

10 

24 

zll. 3 66 
Pigments 77 

Resp. 76 
SP 65 
NP 71 

73 
64 
103 
28 

- 

- 

nd 

nd 

46 
40 

71 
nd 
nd 

Incorporation de thymldlne 
17 25 17 20 
19 26 20 21 
35 33 34 34 
35 20 30 28 

Activité specifique par cellule 
17 15 16 16 
17 16 18 17 
63 25 47 45 

Facteur de conversion 
nd nd nd nd 

Prédation 
nd nd nd nd 

Phytoplancton 
41 24 35 33 
19 22 16 19 

Autres parametres 
25 52 40 39 
nd nd nd nd 
nd nd nd nd 

27 84 
27 nd 
24 nd 
ns nd 

ns 56 
ns nd 
ns nd 

nd nd 

nd nd 

32 86 
30 76 

45 (ETS:75) 
nd 85 
nd 87 

’ : cf. chap. 3 cyck ; b : cf. chap. 4 profils ; C : cf. chap. 5 destratification ; d : augmentation de 25% du volume cellulaire 
noyen ; lld : non d&etmin4 ; nS : diffkence non significative 
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Contr&e de la biomasse bactérienne 
L’importance du role des bactéries dans la chaîne trophique dépend largement du contrble de 

la biomasse bactérienne. Ce contrôle peut avoir deux origines non exclusives : la disponibilité nutritive 
et les exportations. Ces deux facteurs peuvent intervenir distinctement sur les composantes libres et 
fixees d’une même microflore. Cette etude a montré que le devenir des composantes fibres et fixées 
etait different. 

l Dans les sites Etudies, le flux de sedimentation peut apparemment contrbler la production 
de biomasse bactenenne fixee dans la colonne d’eau. II n’est donc a ptiofl pas necessaire de faire 
intervenir la predation pour expliquer les sorties de biomasse bacterfenne des communautés fixées. 
Cette vision est toutefois simpliste car - d’une part les Manges entre communautes libres et fixées 
n’ont pu Atre abordes au cours de cette Etude - d’autre part, la predation s&ctive par certains 
flagellés (Caron, 1987) et ciliés (Allbright Ha/. 1987) sur les communautés fixees a déjà et6 montrée - 
et enfin, les particules elles-mêmes peuvent Atre consommees par le zooplancton notamment dans le 
bas de la colonne d’eau. A ce niveau, I’activite de broutage d’Acartia, le genre dominant en lagune 
Ebrle (Pagano & Saint-Jean, 1988) atteint son maximum. Au cours des experimentations effectuees, 
la consommation de particules par le zooplancton n’a pas et6 déterminée. II n’a donc pas et& possible 
de distinguer la biomasse bactérienne exporfee .par le seul processus physique de sedimentation, de 
celle ingeree par le zooplancton et dont I’égestion (pour une partie) dans les fèces ne fait qu’accelerer 
le flux de sédimentation. Une approche complémentaire intéressante consisterait à etudier les rythmes 
de sedimentation jour/nuit car les feces du zooplancton ont une vitesse de sédimentation elevee et 
sont produits essentiellement de nuit (Pagano & Saint-Jean, 1988). Enfin, rappelons que cette 
exportation n’est peut-Atre que temporaire. La remise en suspension pkiodique du dépôt 
s&Jimentaire superficiel reintroduit probablement dans la chaîne trophique p6lagique une part 
importante de la biomasse exportee verticalement. 

La production de biomasse par les communautes fixees n’est toutefois pas un phénoméne 
majeur dans le milieu lagunaire. Elle n’atteint qu’exceptionnellement 80% de la production totale à la 
base de la colonne d’eau de certaines zones relativement profondes de la lagune (Abou-Abou, voir 
chap.4). Dans la colonne O-3 m, plus représentative des conditions lagunaires moyennes, la 
production bactérienne fixee n’atteint au maximum que 30-35% de la production totale, pourcentage 
obtenu en Baie de Bietrf, le site le plus eutrophe de la lagune. Aux autres sites Rtudies, elle est 
toujours inferfeure a 20%. Cette proportion est faible en regard de la concentration en matériel 
particulaire. Elle s’explique en partie par I’activité specifique des communautes fixees similaire à celle 
des communautes libres (voire rn&me inférieure en saison des crues). Cette relativement faible activite 
des communautes fixees pourrait s’expliquer - d’une part, par l’origine essentiellement terrigene des 
particules dans le milieu lagunaire colonisées par des bactéries peu adaptees aux conditions du milieu 
lagunaire - d’autre part, par le temps de résidence eleve des particules dont la concentration dans la 
colonne d’eau doit Rtre etroitement dépendante des remises en suspension’ periodiques du dépôt 
sédimentaire superficiel induites par les vents diurnes. 
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En raison de la faible proportion des activites fixees, l’exportation de biomasse bacterienne 

par sédimentation ne représente donc au plus que 20 à 30% de la production bactenenne totale aux 

trois sites Rtudiés. 

l Les exp&imentations realisées en employant des inhibiteurs bacteriens montrent que la 

biomasse produite par les communautes libres est assez efficacement consommee par le 

nanoplancton hétérotrophe. Ce broutage elimine, en moyenne, 80% de la production de biomasse 

bacterienne en surface. La prédation apparaît donc comme la source de disparition majeure de la 

biomasse bacterienne produite. Rappelons que les biomasses bacteriennes elevees, notamment en 

baie de Bi&t (de l’ordre de 2 1010 cellules t-t), autoriseraient en principe la predation par les 

organismes bacteriophages (virus et bacteries, cf Heldal & Bratbak, 1991 ; Shilo, 1984). 

Plusieurs arguments convergents suggerent, qu’aux sites Rtudies, la production de biomasse 

bactérienne libre est limitee par la predation plut& que par la disponibilite nutritive : 

l Les mesures directes au moyen d’antibiotiques (en flacons de faibles volumes) montrent 

que la consommation par les eucaryotes represente en moyenne 80% de la production de biomasse. 

De plus, dans les controles effectues sans antibiotique, la biomasse et la production bactenenne 

apparaissent géneralement stables. II semble donc y avoir un couplage étroit a I’echelle de temps (12- 

24 h) et de volume (500 ml) consideree. .:” 

l Le contrôle exclusif de la biomasse bactérienne par les effectifs de flagellés heterotrophes 

dénombres impliquerait un taux d’ingestion de l’ordre de 3 bactéries par flagelle et par heure. Cette 

valeur se situe dans les valeurs basses de la gamme reportee dans la litterature. Le controIe de la 

biomasse bacterienne par les seuls flagellés heterotrophes apparaît donc possible en lagune Ebrié. 

l Au cours des cycles nycthemeraux etudies, les effectifs bacterfens montrent”~ des 

fluctuations plus faibles que leurs activites de production, ce qui suggére un couplage Rtroit dans la 

mQme 6chelle de temps (<12 h). 

l Les taux de croissance bactériens sont elevés, correspondant à des temps de 

renouvellement de la biomasse bacterienne de l’ordre de 1 O-l 5 h. Dans la plupart des milieux étudiés, 

les temps de renouvellement sont de l’ordre de 24 h ou meme superieurs. Le taux de croissance 

relativement eleve des assemblages bactériens lagunaires est compatible avec l’absence de limitation 

nutritive. 

l L’efficacité de croissance, estimée à partir des comparaisons entre consommation 

d’oxygene et production bactérienne, est de l’ordre de 5080%. Une efficacité de croissance aussi 

elevee Messite l’utilisation preferentielle de substrats riches, et suggere donc que ceux-ci ne sont 

pas limitants. 

l L’activite cellulaire spkifique des communautés libres est superieure, ou au moins égale, a 

celle des communautés fixées. Ce phénoméne observé dans les eaux peu profondes, qui constituent 

l’essentiel des eaux lagunaires, suggere, selon Unanue et a/. (1990) et Jeff rey & Paul (1988) que les 

sources nutritives ne sont pas limitantes (cf. chap.3). 
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l Alors que l’abondance et la productivite des communautes bactertennes observees ici sont 
parmi les plus elevees reportees dans la littérature, les volumes bactértens moyens se situent dans la 
gamme de valeurs couramment reportée pour des milieux eutmphes. Dans une série d’ecosystémes 
où la biomasse bacterienne apparaît contrôlée par les ressources nutritives (“Bottom up”)-pfut& que 
par la prédation (“Top down”), Billen et a/. (1990) montrent un fort accroissement dLs volume cellulaire 
moyen avec l’augmentation de la production de biomasse bacterienne. Ainsi, pour des valeurs de 
production bactetienne comparables a celles estimees en lagune Ebrie au cours de cette etude 
(9-28 pgC I-‘h-f), les auteurs reportent des volumes bactetiens moyens de 0.3 à 1.8 @, largement 
supetieurs à la gamme 0.69-0.15 prns determinee en lagune. La prédation par le nanoplancton 
heterotrophe s’exerce souvent selectivement sur les organismes bacteriens les plus gros (Andersson 
et a/. 1986 ; Newell& Turley, 1987 ; Chrzanowski & Simek, 1990 ; Gonzalez et a/. 1990). Le maintien 
d’un volume cellulaire moyen peu elevé, associe à une forte productivite bacterienne, plaide pour un 
contrôle actif de la biomasse bacterienne par ta prédation dans le milieu lagunaire. 

Importance des processus bacterlens dans les flux de cahone 
Aux trois sites etudies, les valeurs de production bacterienne par unité de surface 

montrent des valeurs elevees, representant en moyenne 68% de la production primaire nette 
determinee au cours de cette etude. L’activite heterotrophe bactérienne représente donc environ 
100% de la production primaire nette en admettant une efficacite de croissance de 55%. Un tel 
rapport suggere que les bacteries heterotrophes interviennent de maniere extremement significative 
dans le cycle du carbone aux trois sites etudiés. 

De maniere Evidente, la lagune Ebrte doit une large part de sa richesse aux apports de 
matiere organique d’origine allochtone (terrigenes : vehicules par les eaux de ruissellement et les 
fleuves, fluviaux et anthropiques : effluents urbains et agro-industriels). II est donc interessant de 
tenter d’etablir si une activite bacterienne héterotrophe aussi élevee par rapport à la production 
prfmaire implique des apports alfochtones de matiére organique. Dans la pratique, I’etablissement d’un 
tel bilan est toutefois fortement limite, et ceci prfncipalement pour trois raisons : 

(1) - Cette proportion apparaît variable sur les profils où productions primaire et bacterienne 
ont 6te determinees simultanément. Ces variations (a = 34%) sont essentiellement dues à des 
variations importantes de la production primaire telle que nous l’avons determinee. Le tableau 6.3 
montre les valeurs de production primaire determinées au cours des etudes qui se sont succedees en 
lagune Ebri& Les valeurs obtenues en baies d’Abou-Abou et de Mopoyem sont comparables à celles 
determinees au cours de cette étude. On peut considerer que la production primaire nette est en 

moyenne annuelle de l’ordre de 0,7 - 1 ,O g Cm2jj1 en baie d’Abou-Abou et de 1 - 1,5 gC m-y-1 en baie 
de Mopoyem. Par contre, on ne peut que constater l’accroissement continuel de la production primaire 
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déterminbe en baie de Bi&i lié à l’accroissement des rejets urbains au cours de la m8me p&iode 4. 

La production primaire nette dans cette baie est actuellement de l’ordre de 3 - 3.5 gC m-2j-1. Sur cette 

base, et en supposant que les donnees de production bact&ienne peuvent Atre extrapolees a I’annde, 

on peut estimer que la production de biomasse bactétienne reprdsente en tialitd respectivement 60- 

90%, 60-70% et 40-60% de la production primaire nette, en baies d’Abou-Abou, Bi&t et Mopoyem. 

T ‘abieau 6.3 : Production primaire aux 3 sites &udi& d&ermin~e au cours de diffbrentes &udes. 

a nnde saison Abou Bi&t Mopoyem production a source 
-AbCU 

1 975 séche 4.67 3.59 4.34 brute go, m2j-1 Dufour, 1984 b 
1 975 pluie 2.78 4.38 6.49 brute go, m2j-1 Dufour, 1984 
1 975 crues 2.42 3.48 3.61 brute go, m-q-1 Dufour, 1984 

1 975 annbe 3.29 3.82 4.81 brute go, rrtzj-1 Dufour, 1984 
1 975 annde 1.97 2.29 2.89 nette go, m-2j-1 Dufour, 1984 

1 975’ annde 0.62 0.72 0.90 nette gC ms2j-1 Dufour, 1984 

1 981 annde 3.71 7.74 brute go, rWj-1 Carmouze 8 Caumette, 1985’ C 
1 981 annde 2.22 4.64 nette go2 m-+1 Carmouze 6 Caumette, 1985 

1 981 annh 0.69 1.45 nette gC m’*j-1 Carmouze & Caumetta, 1985. 

1 987 séche 16.83 brute go, m2j-1 Torrhton &a/. 1989 d 
1 987 séohe 10.10 nette go, m2j-1 Tor&on eta/. 1989 

1 987 skhe 3.16 nette gC rn+ To&ton et a/. 1989 

1 989 séche 3.69 brute gC mw2j-1 œtte&uds 
1 989 pluie 1.11 4.91 2.04 brute gC rne2j-l cetteétude 
1 989 crues 2.31 6.86 2.62 brute gC mm2j-l œtte&ude 

1 989 moyenne 1.71 5.89 2.78 brute gC rWj-1 cetteetude *Y 

1 989 moyonru 1.03 3.53 1.67 nette gC m-ni-1 dtf3btd3 

: production nette = production brute x 0,6 (respiration’= 40% de production brute) 
t production en gC = production en gC$/32*12/1,2 (QP=1,2) ; b : Moyenne des stations 43 et 44 (Abou-Abou) ; 16,17 et 18 
bkqoyem) ; stefion 37 B Sihi ; c : Moyenne de 9 profils sur I’anr&e ; d : dhrmit-he par S. Sambara, moyenne pendant la 
Brii Stratifi&e (ianvier 1987) 

(2) - MQme si les fluctuations de l’incorporation de thymidine apparaissent mod&ées pour 

chaque site &udi& l’interprétation des mesures d’incorporation de thymidine en terme de production 

bactérienne est encore d’une précision lirnitke. Les valeurs estimees de production bactkfenne se 

situent probablement dans un facteur 2 des vraies valeurs lorsque l’on cumule les incertitudes sur les 

facteurs de conversion (25%, cf chap.2), l’extrapolation a la joumde d’une mesure ponctuelle (24%, 

tab. 6.1 a) et les variations d’un profil à l’autre (25%, tab. 6.1 b) sur un Mme site. Cette imprécision, en 

4 : ia chlorophylle a augmente dans des proportions comparables 
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Ch@tu 6 : Conclusion 

elle-meme, suffisante pour inciter a la plus grande prudence, ne doit toutefois pas Btre consideree 
comme redhibitoire pour I’etude d’un processus biologique. 

(3) - Enfin, on sait que le recyclage continuel du carbone à chaque etape de predation 
autorise theotiquement des activites heterotrophes exc6dant les entrees totales de carbone dans les 
ecosystemes a forte Mention (Scavia, 1988 ; Sttayer, 1988). II convient donc de definir si les sites 
etudiés en lagune Ebne sont des Rcosystemes a forte rétention. D’apres Dufour (1984), les regions 
fermees du systeme lagunaire (V, VI, et Aghien) ont un faible taux de renouvellement des eaux et 
n’exportent donc qu’une part Mgligeable de leur production. La baie de Mopoyem se situe en région 
V. La baie d’Abou-Abou se situe en region Ill mais sa configuration particuliere (communication par un 
seuil Btrolt et peu profond) limite considerablement les Echanges hydrlques avec le reste de la zone 
estuarienne (Tastet & Guiral, 1991). Siiuee en zone II “urbaine”, la baie de BM, dont le bilan 
hydrique est mieux connu, P&ente un taux de renouvellement moyen des eaux de 0.05 à 0.35 j-1 en 
saison s&che (respectivement en penode de motte-eau et de vive-eau, Arfi & Guiral 1991) significatif 
compare a celui de la biomasse phytoplanctonique que l’on peut estimer à 0.5-0.9 j-t 5. En terme 
d’exportation latérale, parmi les trois sites etudies, seule la baie de Biétri est susceptible d’exporter 
une part conséquente de sa production primaire, les deux autres baies doivent plutôt Qtre considerees 
comme des ecosystémes à forte Mention. En un site donné, la production peut 6galement etre 
expottee verticalement. Aux trois sites etudies, une part importante de la production 

phytoplanctonique est exportee par sédimentation. Les mesures directes montrent que cette 
proportion est importante (10 a 122 %, moyenne des 13 cycles 38%, cf. chap.3), mais, comme pour le 
bacterioplancton, il est difficile d’affirmer que cette exportation est définitive. Dans ce milieu peu 
profond les remises en suspension p&fodiques du sédiment superficiel par I’hydrodynamlsme 
engendre par le vent et les marees reintroduit cette matiere organique dans la colonne d’eau (Tastet & 
Guiral, 1991). Celle-cl peut alors reintegrer la Cha!rte trophique p&agique par I’intennediaire des 
bactéries (Wainright 1987, 1990). En terme d’exportation vers le sédiment on peut probablement 
conclure à une forte Mention dans les trois sites étudiés. 

En termes quantitatifs, ces trois raisons excluent donc une conclusion nette impliquant la 
necesslté d’invoquer des apports aliochtones pour soutenir la demande héterotrophe bacterienne aux 
sites etudies, a l’exception de la Baie de Bietrf. L’importance de ces apports n’est d’ailleurs plus à 
demontrer dans cette baie eutrophisée par l’activité humaine (Arfi & Guiral, 1991). 

Toutefois, la relative constance des activités bacterfennes comparée aux variations plus 
importantes de la production prfmaire suggére egalement que les processus bactérfens ne dépendent 
pas directement de la production autotmphe. Dans les milieux lagunaires, les bacteries heterotrophes 
constituent en effet les intermediaires obligatoires entre la matiére organique allochtone et la chaîne 
trophique lagunaire. 

5 : avec PIB = (3 A 3.5gCm-2j-1)/(4 A 6 gCm-2) - voir ct~ap. 4 et 5 pour la biomasse phytopianctonique en bai de Bibi. 
Pag&e I Lemasson (1961) reportent 0.9-l .2 j-1 en zone estuarienne avec la mQrne m&hode 
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Chapitre 6 : Conclusion 

Importance probable en tant que producteurs de biomasse 

Les communautés bactériennes jouent donc un rôle non négligeable dans le flux global de 

matière et d’energie aux sites étudies de la lagune Ebrlé. Elles semblent essentiellement contrblées 

par la predation et de ce fait, la biomasse bactérienne produite doit franchir efficacement la Premiere 

étape conduisant vers les niveaux supérieurs de la chaine trophique. Les consommateurs de cette 

biomasse bacteriennne produite en lagune Ebrie n’ont pas été directement identifiés. Cependant 

plusieurs arguments suggèrent qu’il s’agit principalement des flagellés hétérotrophes, trés abondants 

aux sites étudiés (cf chap.4). Dans certains milieux estuariens, les cilies peuvent consommer 

l’essentiel de la production bactérienne (Sherr & Sherr, 1987). Ces derniers sont Agalement trés 

abondants aux trois sites étudiés mais apparaissent dominés par les oligotriches (genre Strombidium) 

consommant prr5fkentiellement les flagellés (Bernard & Rassoulzadegan, 1990). La faible proportion 

des activités attribuables aux communautés bacterfennes fixées permet d’exclure un transfert efficace 

de la biomasse bactérienne totale vers l’essentiel des organismes zooplanctoniques. Au sein du 

zooplancton lagunaire, seuls les rotifères sont susceptibles de consommer les bactéries libres 6, 

repr&entant l’essentiel de la production de biomasse bactérienne. Toutefois, même dans un bassin 

d’aquaculture proche de Mopoyem, où les rotiféres peuvent montrer, dans certaines conditions 
)- 

experimentales, des effectifs considerablement plus elevés qu’aux sites lagunaires etudiés, ils 
z., 

n’apparaissent pas consommer plus de 30% de la production bactérienne (Bouvy et a/. soumis). Ces 

arguments suggérent qu’au moins trois étapes de prédation sont nécessaires avant que la”biomasse 
8. ‘f 

bactérienne produite n’arrive au zooplancton (bactéries -) flagellés 4 ciliés 4 zooplancton). En , 

supposant un rendement de 40% à chaque étape de prédation (une valeur probablement surévaluee), 

au plus 6.4% de la production initiale de biomasse bactérienne parviendraient au zooplancton. Le flux 
,:. 

’ de carbone serait alors équivalent à 2.6~5.8% de la production primaire nette 7. L’incidence finale des 

fortes productions de biomasse bactérienne sur la production terminale est donc probablement ’ ’ 

minime. Cette incidence finale, qui dépend étroitement du nombre d’étapes de prédation et du ” 
,, ..“‘() 

rendement à chaque étape, nécessite une approche multidisciplinaire et devrait constituer un axe de 

recherches essentiel dans I’etude de I’écosystème lagunaire Ebrié. A cet égard, l’approche directe de 

Ducklow et a/. 1986, consistant à marquer au 1Gglucose la communauté bactérienne hétérotrophe 

dans un mésocosme et à suivre l’apparition du marquage jusqu’aux organismes supérieurs serait 

parfaitement applicable dans le milieu lagunaire. 

Dans I’etat actuel des connaissances, le rôle le plus important des bactéries héterotrophes en 

lagune Ebrié concerne donc probablement leur activité minéralisatrice. Les fortes activités 

hbterotrophes estimées en lagune Ebrié montrent leur importance dans le recyclage de la matiére 

organique issue a la fois des fortes productions autochtones et des apports allochtones d’origine 

naturelle ou humaine. 

6 : Caumette et a/. 1983 ont toutefois montre que dans certaines situations particuli&es, Acartia pouvait consommer une part 
importante des bact&ies photosynthétiques sulfo-oxydantes d’un volume cellulaire moyen BlevB 
7 : en considkant que la production bactkfenne nene repr8sente 40 à 90% de la production primaire nette cf tab. 6.4 
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Tableau 6.4 : Biomasse et production bactérienne mesurée par la thymidine (dans le TCA précipité) dans quelques écosyst&mes lotiques et estuariens eutrophes. 

Si10 Temp. Abondance Volume Incwp. FactConv. Prcd. Aa.Sp&c. Taux de ConcTdr ChI.a (PP) Prod. Pff R616renœ 
10fde moyen de thym. 1016cell bact.(PE) 10-21moI croissanœ lltilk6e primaire PP 

‘C 10%.3lvl tlld/œli pmoWh hOb P9Cfi k8llnl j-1 nM PM gC/m&j “1 

Meuse. Ewglque l-5 0.3-1.6 0.5 cl->5 0.17-2.4 20 1.35-1.50 14-26 r Ssrvsls, 1969 

La Noaikken 15-22 l-2.4 0.165 1.9-2.2 12-200 0.2-7.1 6-160 % aL( 1963) 0.19-7.0 5 7-36 0.09-0.29 0elI er 
SUde (Bpifimnbn) 

Lac Bhvr. Japon 12-26 l-10 0.161 3-24 I-100 0.2-25 1.5-16 (1966. 1967) 5 l-l 1 30% Nagats 
IWbnne d’eau) 

Lhle Craoksd Iake 6-30 1.7-6.3 0.120 c9-100 2.2 0.4-2.1 1.1375 0.062.0 2.22 45% LovelIa, Konopks (1965) 
I~dIaru (ah-ma deau) 

LJc WNhorps 10-25 5-16 i-ioa 5 036.6 Llc Donough etaI. (1966) 
@ku3e deau) 

hdedkrborg 6-7.5 8.6-17.9 (0.0.~) h 2i.b 0.07-0.22 0.54-0.75 0.020.10 10.25 6-71 0.2-0.9 c 0.67.3% Rbmann ataL(l962) 
shmo, Danemark 

bEr(un. 2-6 Os-l.5 0.063 (2.92) 1.6-2.9 0.o5g.07 10 S-23 0.o3-3.2~ zosd Bell h Kuparinan (1964) 
Suéda(lJm) bbom pdntaniw 

LX Wka. Dmemerk (Arr%, 1.7 e 0.7-5.7 schwaerter etaq199q 

hr~~s da 21 5-15. 15-76 f O-1-1.6 g Rabarts eta1.(1966) 

I’bbespwrt. Ahiqua du Sud 

E*L do la ~hada 0.354 0.060 0.9-1600 0.2-6 e 0.26-1.7 1 0.5245 Rubbo slaL(1962) 
KhwM~nd (surlaœ) (7.3) h (=a (0.26-10.6) (42) 

Em& de * 25 l-6 0.074 42-420 0.35 0293.13 6-53 0.2-1.1 5 Ducklow (1962) 
York River, Vlrgblr (cobnne deau) 

T-ps bay. Fbtlde 15-33 0.949 20-412 2766 5 4-62 - Psuleral.(l966) 

~arsch.kle 1521 45120 i 2.1 j 0.4-4 5 0.3-1.0 lssnbroak 6 Verplanke 

hhl. Pay&a* (1986) 
fbldldo Fjord 5-17 5-11 (0.063) 60-240 1.1 k 1.5-5.6 0.24-0.55 7.6 7-40 0.o3-o.17 1 Jansan etaL(l990) 
D~nemsrit 

ESlualn 26-30 2.6 50-160 1.16m t .23.6 5 Grlffkh et.d.(lWO) 

atmb Island. Georgla (surfaœ) 

A~Ab~p3ftq n 29-31 9.4 0.108 0.59 0 0.74 P 6.5 70 1.04 20 16 0.7-1.09 60-W c&s <tude 
mtd w%n) 29-31 22.1 0.127 1.66 0.74 27.6 101 1.16 20 49 3.04.5q 6c70 Cm. Atudo 
MVYrm L0-w 29-31 6.0 0.101 0.56 0.74 6.6 62 1.27 20 2a l.c-1.5q 1c-50 Cene Iluda 

a : P pœ~(r de rirpoa6un dans I’ADN (aui&basa) ; b : de Fuhnnan h Azam. 1962 Car+ da la dlurion isobpique et du X dans PAON ; C : gc m-3&’ :d : produc% bact&isnns bmta (pmduction + mspindcn~pcduction 
primaip:e:deFuhrmen6Aurm.1962:f: < 4 B 33 pmnl.r’h-1 dans rADN ; g : pc n1‘2tr-~ : h . . dans bxt le Qbleau. les penth6ses hdquem le5 valeurs moyenœs ; i : I& ri en U~T-I 0.56 pqxpin3 ; j : de Fuhrman h 
ham. 1982 weo 0.56 pg~~pm3 : k : de Riemann erpl.. 1967 avac 0.063 pm3/cat1u1e et 0.36 pg~1pm3 ; 1: gc/m31h B saturation )uminausa ~*~deRiemaMefnl..1967svec~~UœRu(e:n:~yeM~sules~fibdeO~3m 
(chap.4) sauf pour lns vuknnas moysns (surface. chap. 3) : o : dans la TCA p&ipiti (201c en moyenne dans I’AON) : P : moyenne utilii8e pour las 3 sites (chap.2) : 9 : ~alaurs muyennas pcw chaque site (Vu? tablaau 6.3) : r : 
en moyems tib. ActbitA h&&otrophe 47 (station W) A 94% (statbn H) avec “ne ekïœcit6 de cxoisanœ de 0.3. 



Chapitre 6 : Conclusion 

En terme de biomasse et de production bactériennes, les sites Etudiés en lagune Ebrié 

apparaissent parmi les biotopes les plus riches et les plus actifs étudies jusqu’à present. Le tableau 

6.4 8 montre Mventail des valeurs de production de biomasse bacterfenne detem-rinees par 

l’incorporation de thymidine (dans le TCA precipite) dans differents milieux eutrophes lacustres et 

estuariens. La plupart des etudes reportent des activités inférieures à celles determinees en lagune 

Ebrfe. Par contre, I’ecart entre les valeurs de biomasse bactenenne est systematiquement moins 

important. De ce fait, les activites spécifiques cellulaires sont beaucoup plus elevees en lagune que 

dans la plupart des autres milieux. Les communautes microbiennes hetérotrophes de la lagune Ebrié 

apparaissent, en effet, parmi les plus actives reportées dans la littérature avec des taux de 

renouvellement de la biomasse inferfeurs à la journée. 

Les milieux estuatiens (lagunes côtières et estuaires) représentent 13% du lineaire côtier a 

l’échelle mondiale (Larras, 1964). Sites privilégies d’implantation des activites humaines, ils presentent 

souvent une importance économique considérable. G&&aiement eutrophes, par leur situation à la 

frontiére des domaines marin et continental, et souvent pollues par l’activite humaine, ils se 

caracterisent par un role accru des communautés bactenennes tant dans le recyclage des fortes 

productions primaires que dans la biodegradation de la matiere organique allochtone et des dechets 

d’origine anthropique. L’ecologie microbienne est donc essentielle dans I’appreciation des flux de 

matiére et d’energie et des cycles geochimiques des milieux estuariens. Elle est, on le voit, 

indissociable d’un reel effort rnethodologique chaque fois qu’un nouveau milieu est abordé. 

Les communautes bacteriennes heterotrophes participent au cycle du carbone à toutes les 

étapes de la chaîne trophique. II apparaît donc evident que l’incidence finale des fortes activités 

bactériennes dans le fonctionnement global de l’ecosysteme ne peut être evaluee que si ces 

estimations sont intégrées dans des programmes reellement multidisciplinaires incluant I’etude des 

principaux organismes constitutifs de la chaîne trophique. 

8 : voir bgalement figures 4.6 et 4.7 au chapitre profils 
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