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Chapitre 1 : Introduction

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

Depuis une dizaine d'année, grace a l'apport de nouvelles techniques d'approche, les
connaissances sur le réie des bactéries hétérotrophes aérobies dans les écosystémes aquatiques
montrent une évolution rapide. Leur importance quantitative dans les flux de matiére et d’énergie a
ainsi été considérablement réévaluée. Si un certain consensus régne sur cette importance
nouvellement acquise, lincidence de leur activité sur la chaine trophique n'apparait encore pas trés
clairement. Les bactéries hétérotrophes, selon linfluence globale qu'on leur aftribue dans
I'écosystéme, peuvent étre considérées comme un “relais” (link) ou une "impasse trophique” (sink).

Le concept de la boucle microbienne (microbial loop, Azam et al. 1983) leur attribue un double
réle. D'une part, leur activité minéralisatrice remet a la disposition des producteurs primaires les
éléments minéraux complexés dans la matiére organique détritique. La minéralisation d’'une partie du
matériel détritique particulaire en voie de sédimentation favorise ainsi la productivité de la colonne
d'eau. D'autre part, la biomasse bactérienne produite, exploitée efficacement par des prédateurs
eucaryotes (comme les flagellés hétérotrophes, Fenchel, 1984), parvient progressivement jusqu'aux
niveaux supérieurs de la chaine trophique. Ce double réle a pour effet d'accroitre le rendement global
de I'écosystéeme.

Cette vision est toutefois contestée par certains travaux. D'une par, les bactéries semblent
pouvoir entrer en compétition avec le phytoplancton pour certains éléments nutritifs limitants,
notamment le phosphore en milieu limnique (Currie & Kalff, 1984) et Fammonium en milieu marin
(Eppley et al. 1977). Les nutriments seraient alors libérés par les micro-hétérotrophes consommant
les bactéries, qui seraient donc & considérer comme les vrais minéralisateurs (Andersson ef al. 1985 ;
Bratbak, 1987). D'autre pan, le transfert significatif de la biomasse bactérienne produite vers les
niveaux supérieurs de la chaine trophique a pu étre contesté par une approche directe en milieu
contr6lé (Ducklow et al. 1986). L'évolution rapide des connaissances, encore trés fragmentaires, sur le
contréle de la biomasse bactérienne par les parasites bactériophages (virus et bactéries) fournira peut
étre une explication de ce transfert peu efficient. '

il est peu probable néanmoins que les interactions entre le compartiment hétérotrophe
bactérien et I'ensemble de la chaine trophique obéissent & un schéma unique et universel et seule
I'étude de milieux variés, associée & des expérimentations en milieux contrlés, pourra permettre
d’établir des modéles de fonctionnement correspondant a des situations trophiques et
environnementales données.

L’objectif de cette étude est d'apprécier limportance quantitative des bactéries hétérotrophes
aérobies dans quelques biotopes d’'un milieu lagunaire tropical, la lagune Ebrié (Céte d’lvoire).
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Chapitre 1 : Introduction

il. LA LAGUNE EBRIE

1. Situation-morphologie

Le systéme lagunaire Ebrié est le milieu saumaétre le plus étendu d'Afrique de I'Ouest. Il s'étire
sur 125 km le long du littoral ivoirien & environ 5°N de latitude (fig. 1). Il est représenté, pourl'essentiel,
par la lagune Ebrié d’'une surface totale de 523 km2 pour un volume de 2,58 km3 (sur 566km2 et 2,72
km3 pour la totalité du systéme lagunaire, Varlet, 1978). C'est une lagune ouverte, en communication
permanente avec I'océan par le canal de Vridi (volume d'échange annuel 38 km3 en 51-52 d'apres
Varlet, 1978) et de maniére saisonniére par le Grau de Bassam (exutoire naturel du Comoé, réouvert
en 1988). Le milieu lagunaire présente donc un caractére 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 régime soudanien, le Comoé (4,1 km3/an1), & l'extrémité Est et des riviéres de type
Guinéen comme I'Agnéby et la Mé (0,9 km3/an1).

De fai6|e profondeur moyenne et trés étirée, la lagune Ebrié présente donc des surfaces et
des volumes d'échanges considérables par rapport & son volume total. Ces échanges sont répartis
entre les quatre milieux-frontiéres I'atmosphére, le continent, I'océan et les sédiments, auxquels il faut
ajouter Factivité humaine. L'importance de ces échanges vis-a-vis du volume total, associée a la
multiplicité des frontiéres, entraine une variabilité temporelle et spatiale trés marquée.

b. Variabllité
Variabilité des parameétres physico-chimiques

Variabilité temporelle :

L'hydroclimat, c'est 4 dire I'ensemble des variations climatiques affectant les milieux
frontiéres et le milieu lagunaire, définit une variabilité & moyenne et grande échelle : Saisonniére et
interannuelle. A pius courte échelle, les cycles de marées et les aliernances morte-eau/vive-eau
induisent une forte variabilité dans les parties estuariennes.

- & courte echelle :

Dans les parties estuariennes, les marées de périodicité semi-diurne a
inégalité diurne imposent des variations d’hydrodynamisme, de salinité et de température. A ces
variations se superposent celles induites par I'évolution semi-synodique de I'amplitude des marées
(Tastet, 1974, 1979 ; Gallardo, 1978 ; Varlet, 1978). La marée saline semble s’amortir rapidement
avec l'éloignement au canal de Vridi. A l'opposé, la marée dynamique se transmet jusqu’aux
extrémités les plus continentales de la lagune (Tastet, 1974). Si I'nydrodynamisme de la lagune Ebrié
est assez mal connu, celui de la baie de Biétri a fait I'objet d'études plus achevées (Lemasson et al.
1981 ; Guiral et Lanusse, 1984 ; Arfi et al. 1987 ; Guiral et al. 1987 ; Arfi & Guiral, 1991). Dans un
milieu d'aussi faible profondeur moyenne, le régime des vents, caractérisé par des varations jour/nuit
importantes et des directions généralement perpendiculaires & Faxe de la lagune, est également
source de variabilité & courte échelle. -

1 : en 1977 d'aprés Dufour, (1982)
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- saisonniére et interannuelle

L'hydroclimat de la lagune Ebri¢ a été décrit par Dufour (1982) et Durand et
Chantraine (1982). Les grandes lignes en sont résumées en Tableau 1 (tiré de Dufour, 1982). Trés
schématiquement, les saisons "lagunaires”, sont au nombre de quatre : ' ‘

- La grande saison d'étiage s’étend de janvier 3 avril. Les apports continentaux sont minimaux
(étiage du Comoé et des rivieres guinéennes). Linfluence marine est prédominante en zone
estuarienne. La température, I'ensoleillement, la salinité et I'évaporation sont maximaux.

- La saison des pluies dure de mai & juillet. La salinité diminue en raison des précipitations
locales et de la grande crue des fleuves guinéens. L'ensoleillement est atténué. L'upwelling cétier en
fin de saison refroidit F'atmosphére. La température des eaux lagunaires diminue.

- La petlite saison d'étiage, d’'aolt & septembre, correspond a la petite saison séche du
domaine Guinéen, et est caractérisée par une remontée de la salinité souvent peu marquée.

- La saison de crues s'étend doctobre & décembre. Les apports continentaux sont
prédominants. lis sont caractérisés par la crue du Comoé, relayée par la crue secondaire des fleuves
guinéens et les précipitations locales au cours de ia petite saison des pluies en novembre. La salinité
de la zone estuarienne atteint son minimum et la turbidité son maximum. |

Cette évolution saisonniére est toutefois considérablement modulée par des variabilités
regionales et interannuelles marquées (Dufour, 1984).

Mois
Frontieres Janv. | Fev. | Mars T Avril | “Mai Juin l!uil. J Aolt L Sept. Oct. ‘ Nov, l Dec.
Température Petite saison Grande saison chaude Grande saison froide Petite saison chaude
froide '
" Précipitations Grande saison seche ' | tornades Grande: saison des Petite saison Petite saison | Grande saison
& | domaine guinéen pluics stche des pluies stche
Z | Precipitations
Z | domaine Saison seche Saison des pluiey Saison séche
< | soudanais
Evaporation mm <100 r >100 <100 >100 { <100
Vents dominants WSW 2 m/s SW2ms LWSW 25 mis SWimys
OCEAN Petite saison Grande saison chaude Grande saison {roide Petite saison chaude
froide
'?j Rivéres guinéennes Grande saison d'étiage Grande saison Petite saison Petite saison des
z de crues d'ttiage crues
z
£ | Fleuve Comoé Saison d'étiage Saison de crues tliage
LAGUNE Grande saison d'¢tiage Saison des pluies Petite s. Saison des crues
ttiage

Les données concernant le vent sont issues d'une compilation par L. Lemasson (comm. pc;'s.) des mesures de 'Asecna 3 l'aéroport
d’Abidjan.

Tableau 1.1 : Découpage saisonnier de I'hydroclimat lagunaire et de ses principaux facteurs (Dufour,
1982) :
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Variabilité spatiale :

Dans les systémes lagunaires, il existe généralement une zonation horizontale en
fonction des communications avec I'océan, les fleuves et le milieu terrestre et parfois une zonation
verticale (discontinuités de salinité, température, oxygénation) dépendant de la topographie, de
I'hydroclimat et de I'état trophique.

En lagune Ebrié, un découpage sur des bases géomorphologiques et physico-chimiques a
permis de distinguer six régions lagunaires (fig.1.1). Au sein de ces régions, de fortes variations
spatiales et saisonniéres subsistent, notamment dans les baies et aux embouchures des riviéres.

b. Variabilité des parameétres biologiques

Les variabilités spatiales et temporelles des caractéristiques physiques et chimiques se
répercutent & I'évidence sur les caractéristiques biologiques. Celles-ci sont définies, d’'une part, par les
contraintes physico-chimiques, d'autre part, par les apports d'origine humaine variables selon les sites
(déchets urbains, industriels, agricoles ...).

Plusieurs auteurs ont adopté, pour leur étude biologique, le découpage en six zones
lagunaires (Plante-Cuny, 1977 pour le phytobenthos, Durand et al. 1978 pour la production tertiaire,
Dufour, 1987 pour la production primaire pélagique ; Pagano et Saint-Jean, 1988 pour le
zooplancion).

L'influence des apports anthropiques est nettement perceptible en zone urbaine notamment
en baie de Biétri ou sont déversés actuellement 'essentiel des rejets urbains (de 'ordre de 260 tj-1 de
DBO, Arii et Guiral, 1991). L'influence de ces charges polluantes a un impact considérabie sur toute la
chaine trophique (Dufour et al. 1981).

A l'échelle lagunaire, cette variabilité exclut une approche globale, en particulier pour les
études microbiologiques dont I'acquisition des paramétres descriptifs implique un codt élevé. Par
contre, elle présente l'avantage d'offrir, dans un périmeétre restreint, des milieux de richesses
trophiques variées, dont la comparaison permet de cerner le fonctionnement de I'écosysteme.
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3. Etudes microbiologiques déja réalisées en lagune Ebrié

- L'activité hétérotrophe a été déterminée, au cours de quelques campagnes échelonnées de
1975 & 1977 par I'utilisation de 14C-glucose (Pagés et Lemasson, 1981). La vitesse de disparition du
traceur était corréiée a la concentration en carbone particulaire (Cp) détritique (caractérisé par le
rapport Cp/ATP) et I'activité spécifique (exprimée par unité de Cp) ainsi que la proportion de glucose
respiré était fonction inverse du rapport C/N/P (donc du caractére réfractaire) de la matidre organique
dissoute. Par la suite, I'importance pressentie des activités bactériennes en milieu lagunaire a été
confirmée par des études qualitatives sur les bactéries hétérotrophes aérobies (BHA) (Carmouze &
Caumette, 1985 ; Caumette et al. 1991) et plus quantitatives sur le cycle du soufre (Caumette, 1985).

- Le dénombrement des BHA capables de se développer sur milieux de culture a montré que
leur abondance était élevée dans le milieu lagunaire, de I'ordre de 105 mi-1. Cette approche a permis
de décrire des aspects qualitatifs concernant les flores hétérotrophes présentes, comme I'évolution
saisonniére de I'abondance des BHA capables de croitre sur milieux de culiures doux et salés, en
relation avec I'évolution de la salinité, ainsi que les principaux groupes isolés aux ditférentes saisons
avec leurs caractéristiques trophiques.

Le cycle du soufre a été abordé sous un aspect plus quantitatif. Les communautés
hétérotrophes sulfatoréductrices montrent une ‘activité minéralisatrice importante dans I’hypolimnion‘
anaérobie des zones estuariennes polluées. Dans certaines zones de la Baie de Biétri elle peut étre

du méme ordre que la production primaire dans Fépilimnion. Les activités sulio-oxydantes sont

également importantes & linterface hypolimnion anoxique - épilimnion oxygéné (bactéries
chimiotrophes et surtout phototrophes). L'activité des bactéries photosynthétiques sulfo-oxydantes,
notamment, sembie pouvoir supplémenter de maniére significative la production primaire
phytoplanctonique, d’autant plus qu'elles semblent consommées efficacement par le zooplancton
(Caumette ef al. 1983).
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il. APPROCHE DU TRAVAIL

1. Définition des paramétres a étudler

L'importance quantitative des processus hétérotrophiques bactériens dans les filux de matiére
et d’énergie est une réalité dans la plupart des écosystémes aquatiques marins ou continentaux
(revue par Cole et al. 1988). Dans les milieux recevant de fortes charges allochtones en matiére
organique (apports par les fleuves, déchets urbains et rejets agro-industriels) leur réle est
potentiellement plus important encore car ils sont les intermédiaires obligés entre la matiére organique
détritique et les autres compartiments de la chaine trophique. De plus, dans ces milieux, la turbidité
des eaux limite la production photosynthétique. Les questions peuvent donc étre posées de la
maniére suivante :

1) Quelle est I'importance quantitative des bactéries hétérotrophes?

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

La réponse & la premiére interrogation peut étre approchée par la détermination de la
biomasse bactérienne et des flux entrants (activité hétérotrophe et production de biomasse) et leur
comparaison avec la biomasse et la productivité du phytoplancton.

La réponse a la deuxiéme question implique de connaitre la nature du contréle de la biomasse
bactérienne. Elle peut étre contrélée en amont par la disponibilité nutritive, ou en aval par ses
exportations (prédation ou sédimentation (pour les bactéries fixées)). Il est donc nécessaire d’estimer
les différents flux de sortie du compartiment bactérien et de les comparer & la production de
biomasse.

L’estimation du réle des BHA dans un milieu nécessite donc une approche quantitative plus
précise que celle fournie par les techniques culturales classiques dont les phases successives
d’'enrichissement et disolement sont trop sélectives pour avoir un intérét dans I'étude des flux.
Globalement I'approche quantitative idéale passe par I'estimation :

- de la biomasse

- des flux entrants : activité hétérotrophe et production de biomasse

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

Afin de les comparer aux flux traversant 'ensemble de Ia chaine trophique, les fiux traversant
le compartiment bactérien sont en général exprimés en terme de carbone, alors qu’aucune méthode
connue ne permet d'y accéder directement (& linverse de la fixation autotrophe de 14C pour
déterminer la productivité du phytoplancton). L'importance que I'on peut attribuer au réle des BHA
dans le fonctionnement de l'écosystéme dépend donc largement, d'une part, de I'applicabilité des
méthodes employées, d'autre part, des facteurs de conversion ulilisés, trés souvent issus de fa
littérature.

Les milieux eutrophes tropicaux sont encore peu étudiés, la spécificité de la lagune Ebri¢ 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. Limites dues aux caractéristiques du milieu lagunaire

Approche du travail

Comme dans la plupart des milieux lagunaires, la variabilité spatiale et temporelle est
considérable en lagune Ebrié. Cette variabilité impliquerait une stratégie d'échantillonnage complexe.
Malheureusement, I'acquisition des paramétres bactériologiques, peu ou pas automatisée, est
actuellement colteuse en temps et en matériel. Il est donc important de se limiter & I'étude de
phénomeénes, sans espérer pouvoir décrire le fonctionnement des bactéries hétérotrophes aérobies a
I'échelle de la lagune, a l'inverse de ce qui a pu étre fait pour le phytoplancton (Dufour, 1984).

La faiblesse des moyens analytiques disponibles au CRO a conduit a privilégier les étude in
situ. L'étude de discontinuités peut en effet permettre, d'une part, de préciser la représentativité des
mesures, d'autre part, de définir les relations entre la variabilité des paramétres bactériens et les
évolutions des conditions environnementales. Il a donc été choisi d’étudier les phénoménes bactériens
en quelques situations caractéristiques d'une époque et d'un biotope, en relation avec les conditions
de milieu et les parameétres biologiques.

Globalement trois séries d’expérimentations ont ainsi été realisées sur le terrain :

1 - L'étude des variations journaliéres en surface

Lors de cette série d'expérimentations en 1989, le premier objectif était de préciser la ‘F""
variabilité & courte échelle, en milieu fermé (mésocosme) et ouvert (lagune) afin : d'une par, de
préciser la représentativité d’'une mesure ponctuelle, & 'échelle de la journée (en dissociant la
variabilité nycthémérale de celle induite par 'hydrodynamisme), d'autre part, d'établir, & travers la
variabilité probable des sources nutritives a cette échelle (exsudation phytoplanctonique de jour, '
"sloppy feeding" et excrétion zooplanctonique de nuit), Il'importance de ces sources dans lactivité
globale bacterienne.

La spécificité des communautés bactériennes étudiées en trois sites, chacun caractéristique “
d’'une zone lagunaire, & trois saisons lagunaires ont en outre permis de préciser quelques aspects du
fonctionnement du compartiment microbien.

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

La représentativité & I'échelle de la journée d'une mesure ponctuelle étant connue, I'étude de
la structure verticale a permis, en comparant les productivités primaire et bactérienne intégrées par
unité de surface, d’appréhender limportance des flux traversant le compartiment hétérotrophe
bactérien aux sites et aux époques décrits plus haut.
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3 - L'étude d'une variabilité a échelle de temps moyenne
Influence de la déstratification en baie de Biétri

Dans les zones les plus profondes de la baie de Biétri, I'influence conjuguée de l'océan et du
Comoé induit une stratification de densité de la colonne d’eau 10 mois par an. La pycnocline délimite
un épilimnion oxygéné et un hypolimnion anoxique. L'influence de I'homogénéisation annuelle de la
colonne d'eau, période de changements physiques et chimiques majeurs dans I'écosystéme, sur les
activités et biomasses bactériennes a été étudiée en janvier 1987.

Paralléglement diverses expérimentations ont été réalisées in situ et en laboratoire afin de
tester et d’adapter les méthodes utilisées. Celles-ci sont décrites dans le chapitre méthodologie.
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Chapitre 2 - METHODOLOGIE

A - BIOMASSE BACTERIENNE

|. DENOMBREMENTS
1. Communauté totale
2. Bactérles fixées et libres

il. VOLUME CELLULAIRE MOYEN
1. Détermination
2. Etalonnage

ill. CONVERSION DU BIOVOLUME EN BIOMASSE
1. Contexte
2. Approches utilisées
a. Bactéries en culture
b. Bactéries in situ
3. Conclusion

B - PRODUCTION DE BIOMASSE BACTERIENNE
INCORPORATION DE THYMIDINE

1. INTRODUCTION
1. Principe
2. Critéres d’applicabllité de la méthode
3. Conclusion

il. METHODOLOGIE EMPLOYEE
1. Incorporation dans les macromolécules
a. Protocole standard
b. Activité de la fraction fixée
c. Saturation
d. Linéarité

e. Dilution isotopique

2. Nature des macromolécules marquées - extraction de 'ADN
a. introduction
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BACTERIENNE
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C - DETERMINATION DE LA PREDATION SUR LES BACTERIES
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b. Réalisation en lagune Ebrié
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Ill. CARBONE ET AZOTE PARTICULAIRES

IV. RESPIRATION ET PRODUCTION D’OXYGENE
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A - DETERMINATION DE LA BIOMASSE BACTERIENNE

I. DENOMBREMENTS

Les dénombrements des effectifs ont été réalisés par comptage direct de la totalité des
cellules bactériennes au moyen de la microscopie en épifluorescence (Hobbie et al. 1977).

1. Communauté totale

Les échantillons (6 ml) sont fixés immédiatement aprés le prélévement avec 0,5 mi de formol
(37%) saturé en borate de sodium (concentration finale 3% dans I'échantillon) et conservés & 4°C
jusqu’au comptage.

Les agrégats bactériens et les bactéries liées aux particules sont dissociées en suivant la
procédure décrite par Velji & Allbright (1986). Au moment du comptage les échantillons recoivent
0.3 mi de pyrophosphate de sodium 20 mM (1 mM concentration finale) et sont laissés au moins
20 minutes & température ambiante avant la sonication au moyen d’'une sonde & ultrasons. Le
traitement est effectué dans la glace pendant 30 secondes. Des essais préalables ont en effet montré
que le nombre de bactéries se stabilisait & partir de cette durée (Fig. 2.1).
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Figure 2.1 : Effet du passage aux ultrasons sur I'abondance bactérienne totale
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Les filtres en polycarbonate (Nuclepore, porosité 0,2 um) sont teintés en noir par immersion
pendant au moins 24 h dans une solution de Noir d'lrgalan (2 g 11, acide acétique 2 %). Aprés ringage
ils sont montés sur la tourelle avec un sous filtre mouillé avec de I'eau préfitrée (Millipore GF/F ou
Whatman 0,45 um). ls regoivent 4 mi d'eau déminéralisée préfiltrée et 0,5 mi de DAP!1 4 10 mg i1
(Di-Amino-Phényl-indole, Porter & Feig, 1980). Les échantillons (0,1 & 0,5 ml) sont alors déposés
dans la tourelle 3 filtration et laissés 10 minutes a colorer. Apres la filtration sous faible dépression
(< 10 cm de Hg), les échantillons sont rincés par 2 ml d’'une solution de Tris pH 9 qui améliore la
fluorescence. Les membranes sont alors montées entre lame et lamelle avec de I'huile & immersion
non fluorescente (Olympus). Les dénombrements sont effectués au plus tard 24 h aprés la coloration.

Le systéme utilisé est constitué d'un microscope Olympus BH-2 équipé d'un objectif a
immersion (grossissement final 1250) et d’'une lampe a vapeur de mercure de 100 W avec un filtre
d’excitation Violet et un filtre d'arrét L435.

Les bactéries sont dénombrées sur au moins 20 champs comprenant 30 & 60 bactéries. Des
duplicats réalisés occasionnellement différent en moyenne de 15%.

2. Distinction des communautés fixées et libres

Des essais préalables ont montré que les effectifs bactériens passant & travers des
membranes de porosité 1 um étaient légérement inférieurs a 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 différence est essentieliement due au colmatage plus rapide des membranes 1 um qui
conduit vraisemblablement & une sous-estimation des effectifs libres. De plus seules les particules
organiques supérieures & 3 um peuvent présenter une vitesse de sédimentation significative dans
Il'étude des exportations bactériennes (d'aprés la loi de Stokes, des particules sphériques de
diameétres respectifs 1 et 3 um sédimentent avec des vitesses de 0,03 et 0,22 m j-1 pour une densité
de 1,5). Les membranes de porosité 3 um ont donc été choisies pour distinguer communautés fixées
et libres.

Immédiatement aprés I'apport de formol, une partie de I'échantillon est tamisée sur membrane
en polycarbonate de porosité 3 um (Nuclepore) sous une dépression inférieure @ 5 cm de Hg. Les
membranes ne sont pas rincées pour éviter fincertitude due au volume restant accroché aux parois du
systéme de filtration. L’abondance bactérienne des bactéries libres est déterminée sur le filtrat selon la
procédure décrite plus haut. L’abondance des bactéries fixées est estimée par la différence entre
abondance totale et abondance des communautés libres.
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Il. VOLUME CELLULAIRE MOYEN

1. Détermination

Les volumes cellulaires sont déterminés d'aprés photographie selon le protocole suivant. Les
préparations microscopiques, réalisées comme décrit ci-dessus sont photographiées sur film
Ektachrome 400 ASA (temps d'exposition 20 secondes). Au moins 4 diapositives de champs
contenant au moins 50 bactéries sont réalisées par échantillon. Les diapositives sont projetées sur un
tableau avec un agrandissement final constant, déterminé en projetant la photographie d'un réticule
(grossissement final 13200). Les contours des bactéries nettes sont délimités au marqueur pour
faciliter la mesure. Au total ia longueur (a) et la largeur (b) d’au moins 150 bactéries sont mesurées
pour chaque échantilion. Le volume (V) est calculé en assimilant toutes les bactéries A des cylindres
comprenant une demi-sphére & chaque extrémité selon la formule V = na2(3b-a)/12 (fig. 2.2).

Avec ce protocole, la différence des volumes cellulaires moyens déterminés sur deux séries
de photographies d'un méme échantilion est d’environ 20%.
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Figure 2.2 : Critéres de mesure du volume bactérien.

2. Etalonnage

Quelle que soit la méthode utilisée pour déterminer le volume cellulaire, il est important de la
calibrer. Les objets photographiés émettent une lumiére et leur dimension apparente dépend donc de
la quantité de lumiére regue sur la surface sensible. L'étalonnage est en général effectué sur des
préparations entre lame et lamelle de sphéres de latex fluorescentes de diaméire connu.

La figure 2.3 montre I'évolution du diameétre apparent de sphéres fluorescentes (Polysciences
corp., diamétre nominal 0,49 pum) photographiées avec des durées d'exposition croissantes et
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mesurées avec l'agrandissement final (13200) employé pour les bactéries. La faille moyenne
apparente augmente avec la durée d'exposition et donc avec la quantité de lumiére regue par le film.
Toutefois, les sphéres émettent une fluorescence plus intense que celle des bactéries colorées au
DAPI. Les temps d’'exposition ne peuvent donc pas étre compards avec ceux utilisés- pour les
bactéries. Afin d'obtenir un élément de comparaison avec la luminosité des bactéries mesurées, la
luminosité des sphéres a été déterminée directement sur les diapositives. Les diapositives étaient
disposées sous l'objectif d'un microscope et étaient illuminées par le bas. Le diaphragme de la source
lumineuse était fermé au maximum délimitant chaque sphére. La lumiére transmise a travers chaque
sphére (au grossissement 200) était alors déterminée & I'aide d'une cellule de mesure, et exprimée en
inverse de temps de pose (Tab. 2.1a). La mesure était répétée pour 20 spheéres choisies au hasard
sur chaque diapositive.

Une relation simple semble refier, de maniére satisfaisante, luminosité moyenne et diameétre
apparent des sphéres sur diapositive (Fig. 2.4). Cette procédure a été répétée, avec les mémes
réglages, sur 20 cellules de méme diamétre apparent provenant de diapositives d’assemblages
bactériens issus de la lagune Ebrié (10 échantillons) et de cultures de dilution (10 échantillons, voir
chap.2 étalonnage thymidine/production bactérienne) (Tab. 2.1b).

DIAMETRE APPARENT (mm)
o
TN N 1
—e—
—a—

T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
EXPOSITION (secondes)

Figure 2.3 : Influence du temps de pose sur le diamétre apparent de microsphéres de latex
fluorescentes déterminé sur diapositives.
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Figure 2.4 : Relation entre le diamétre apparent de microsphéres de latex fluorescentes sur
diapositives et luminosité moyenne (en log) par microsphére.

Tableau 2.1a : Luminosité (unités arbitraires) par microsphére en fonction du temps de pose.

Durée Diamétre mesuré Luminosité par sphére Log(luminosité par sphere)
d'exposition  MOYENNE E-TYPE N MOYENNE  E.TYPE MOYENNE ETYPE N
(secondes) (mm) (mm) (unités relatives (a) )

5 4.5 0.7 78 2.8 0.6 0.44 0.10 20
10 52 0.7 80 8.1 2.7 0.88 0156 20
15 6.2 0.6 48 11.2 3.0 1.03 012 20
25 6.6 0.7 48 19.9 5.1 1.28 012 20
30 71 0.6 102 64.2 17.4 1.79 012 20
40 79 0.8 52 97.0 5.7 1.99 003 20
50 79 0.6 52 117 19.5 2.06 007 20
60 83 05 50 139 18.8 2.14 0.06 20

(8): Lumingsité exprimée en 1/temps de pose en s (cellule sur 400 ASA)
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Tableau 2.1b : Luminosité (unités arbitraires) par bactérie dans 10 échantillons issus d'étalonnages et
du milieu lagunaire.

Cellules (a)  Log(luminosité par bactérie) Cellules (a)  Log(luminosité par bactérie)

In situ moyenne E.-Type N encuftures moyenne EType 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
A13 1.21 0.26 20 A3.T3 1.7 0.22 20
A1.11 1.20 0.26 20 A2.T4 1.75 0.23 20
A2.10 1.24 0.23 20 A1J1.T4 1.70 0.25 20
M3.2 1.13 0.25 20 A1J1.T2 2.03 0.16 20
M3.2<3 1.15 0.25 20 M1J2.T3 1.74 0.26 20
M3.4<3 0.74 0.25 20 M1J2.T4 1.77 0.25 20
Moyenne 0.96 1.72

Ecart-Type 0.24 0.14

(a) : Désignation des échantillons voir chap.3 cycles et chap.2 paragraphe étalonnages thymidine/csllules

Sans prétendre chiffrer avec précision le biais réalisé il est facile de constater que celui-¢i est
différent selon lorigine des échantillons (lagune ou cultures, voir fig. 2.4). Les dimensions des
bactéries en culture semblent étre surestimées d'environ 13% (10 & 16% limites pour ¢=0.05, n=10)
alors que celles des bactéries prélevées in situ, moins lumineuses, semblent sous-estimées d’environ
10% (5 a 15% limites pour a=0.05, n=10). Ces différences sont probablement & relier a I'état
physiologique des cellules. Les cellules en culture ont un contenu plus élevé en acides ribonucléiques
(fixant le colorant fluorescent) et émettent vraisemblablement une luminosité plus importante par unité
de volume.

Il est probable que ces corrections soient sous-estimées pour les dimensions inférieures a
0,49 um, mais cela n'a que peu d'influence sur le volume moyen. De maniére analogue, cette
correction serait surestimée pour les dimensions supérieures.

Ces corrections ont donc été uniqguement appliquées aux dimensions inférieures a 8 mm sur
les diapositives (0.6 um) car 95% des bactéries sphériques et 90% des batonnets ont une largeur
inférieure a cette dimension.
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ill. CONVERSION DU BIOVOLUME EN BIOMASSE

1. Contexte .

La conversion du volume bactérien en biomasse est sujette a de larges incertitudes. Jusqu'a
récemment le rapport carbone/volume bactérien provenait conventionnellement des travaux de
Ferguson & Rublee (1976) (0,86 10-13gC um-3) et Watson et al. (1977) (1,21 10-13gC um3). Ces
valeurs proviennent en fait de suppositions non vérifiées et de références trés anciennes (voir
Bjomsen & Riemann, 1988). Les déterminations directes effectuées plus récemment fournissent des
valeurs plus élevées et ceci d’autant plus que le volume cellulaire moyen diminue. La figure 2.5
montre les valeurs obtenues avec des methodes similaires (biovolumes par analyse dimage ou
photographie, carbone par analyse CHN sauf Simon & Azam, 1989) par différents auteurs. A
I'exception des résultats de Bratbak (1986), I'évolution générale du rapport carbone/volume avec ie
volume cellulaire individuel semble confirmer la relation proposée par Simon & Azam (1989)(fig. 2.5).
Les larges incertitudes persistant dans la détermination de ce rapport sont probablement & attribuer,
pour une grande part, au critére choisi pour déterminer les dimensions bactériennes (Lee & Fuhrman,
1987; Nagata & Watanabe, 1990) et A la rétractation mal connue des cellules sous l'action du formol
(Lee & Fuhrman, 1987), sans pouvoir exclure les différences inhérentes aux peuplements bactériens
eux-mémes. Avec une approche trés différente Norland et al. (1987) ont montré la méme tendance.
Les seules certitudes (relatives) que I'on puisse établir sont que :

- le rapport carbone/volume varie avec la taille des bactéries (Psenner, 1990)

- pour les petites cellules (< 0,05 um3) ce rapport est plus élevé que les valeurs
conventionnellement utilisées de 0,86 ou 1,21 10-13gC um-3,
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Figure 2.5 : Evolution du rapport carbone/volume avec le volume bactérien moyen.

(+) Bratbak, 1986 ; (m) Simon & Azam, 1989.

(Q) Lee & Fuhrman, 1987 ; (A) Nagata & Watanabe, 1990 ; (0) Nagata, 1986 ; () Bjornsen, 1986 ;

Les courbes (puissance) représentent le meilleur ajustement selon Simon & Azam (trait discontinu) et
le meilleur ajustement en utilisant toutes les données sauf celles de Bratbak (trait plein).
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2. Approches utilisées

Des tentatives ont été effectuées pour estimer directement le rapport carbone/volume sur les
communautés bactériennes issues de la lagune Ebrié. Deux approches ont été utilisées : (1) le rapport
a 6té déterminé directement sur des cultures d'eau de lagune utilisées pour I'étalonnage de
lincorporation de thymidine et (2) les valeurs de carbone et d'azote particulaire (Cp et Np)
déterminées dans trois classes de taille (total, < 3 um, < 1 um) sur des échantillons d'eau de la
lagune, ont été comparées aux abondances bactériennes et aux concentrations en pigments
photosynthétiques dans ces mémes classes de tailles.

Dans les deux cas, les valeurs obtenues ne sont qu'indicatives car les valeurs de Cp et Np
obtenues se situent 3 la limite de précision de I'appareillage utilisé. Un travail spécifique sur ce sujet
serait nécessaire pour obtenir des valeurs plus précises. Les résultats obtenus ici permettent toutefois
de se situer par rapport aux valeurs proposées dans la littérature.

a. Bactéries en culture

Deux expériences ont été réalisées. Au cours des étaionnages B4 et B5 (21 et 23/05/90), les
biovolumes bactériens (bactéries retenues sur membranes Nuclepore de porosité 0,2 um) et le Cp et
Np (retenu sur filtres en fibre de verre Whatman GF/F, porosité nominale 0,7 um) ont été déterminés
simultanément. Les dénombrements et la détermination du biovolume bactérien dans le filtrat ont
montré que pratiquement toute la biomasse bactérienne était retenue sur membrane GF/F, méme en
début de culture lorsque le volume cellulaire moyen est le plus faible (fig. 2.6).

Les résultats sont présentés en Tableau 2.2. Le rapport déterminé ainsi est en moyenne de
2,65 10-13gC um (n=13, limites de lintervalle de confiance & P=0,05 : 2,3 4 3,0). Le rapport
carbone/volume bactérien semble également diminuer lorsque le volume individuel moyen diminue
(fig. 2.7), bien que le nombre restreint de mesures limite la portée des résultats.

Tableau 2.2 : Carbone particulaire et biovolume bactérien dans deux cultures d'eau de lagune

Echantillon Cellules Volume Biovolume CP. CP. Cp.Bact CP/Vol.
moyen Bactéries  Filtrat -Filtrat
10917 umBeel-! 108 um3r1  pge It pgC It pugC -1 10-13gCum-3

21-5T4 348 0.160 555 526 344 182 3.28
21-5T5 3.41 0.207 705 472 269 203 2.88
21-5T6 4.19 0.205 853 610 385 225 2.64
21-5T7 13.4 0.169 2246 772 360 412 1.84
21-5T8 22.7 0.157 3536 961 356 605 1.71
23-5T2 1.88 0.073 137 250 206 44 3.21
23-5T3 1.95 0.086 167 274 210 64 3.84
23-5T4 2.09 0.101 210 300 236 64 3.04
23-57T5 262 0.135 354 316 225 91 257
23-5T6 2.54 0.157 399 357 261 % 2.40
23-5T7 282 0.174 490 325 236 80 1.83
23578 3.90 0.188 733 366 179 186 2.54
23578 3.90 0.188 733 37 179 192 262

moyenne 2.65

écart-type 0.62

N 13
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Figure 2.6 : Histogrammes de taille des bactéries en début de culture
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Figure 2.7 : Rapport carbone/volume bactérien obtenus au cours de cette étude sur deux
assemblages bactériens en croissance issus de la baie de Biétri (@) 21/5/90 ; (0) 23/5/90.
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b. Bactéries in situ ,

Les valeurs de Cp et Np obtenus par classes de tailles < 1 um, 1-3 um et > 3 um ont été
comparées avec les concentrations en pigments photosynthétiques et les abondances bactériennes
dans les classes < et > 3 um. On a supposé pour cela que : (1) Il existe une relation constante entre
contenu en chlorophylle a et contenu en Cp du phytoplancton quelle que soit sa classe de taille. Soit :
Cpphyto=Kphyto.Chl.a ; (2) Dans la fraction < 3 um, le Cp est composé pour I'essentiel de bactéries
libres et de phytoplancton, soit : Cp(<3)= CPphyto(<3) + CPbact(<3). L.'Observation microscopique montre
en effet que le matériel détritique est retenu par le tamisage sur membrane de porosité 3 um ; (3) En
I'absence de colmatage, 'essentiel des bactéries passant 4 travers une membrane de porosité 3 um
passe également a travers une membrane de porosité 1 um, soit : CPpgct(<3)=CPbact(<1)-

On peut alors écrire : Cp(<3)-CpP(<1) = (CPphyto(<3) + CPbact(<3))-(CPphyto(<1) + CPbact(<1)),

soit Cpy1-3) = CPphyto(<3) - CPphyto(<1)r donc Cp(1-3) = Kphyto Chl.a(<3) - Kohyto.Chl.g(<1)

donc Cp(1-3) = Kphyto.(Chl.a(1-3)), d'0U : Kphyto = (Cp(1-3)) / (Chl.a(1-3))

Une fois kphyto déterminé il est possible de calculer le carbone bactérien dans la fraction inférieure &
1 m : CPpacii<1) = CP(<1) - CPphyta(<1) dONC Cpbact(<1) = CP(<1) - kphyto.Chl.-a(<1)

.En divisant cette valeur par le biovolume des bactéries libres, on obtient une estimation du
rapport carbone / volume bactérien en lagune. Ces calculs ont été appliqués aux données obtenues
au cours de 'étude des variations nycthémérales d'activité bactérienne dans I'eau lagunaire (chap.3).

Les rapports carbone/chlorophylie obtenus sont en moyenne de 30,7 (+3,6) gC/g Chl.a totale
(n=45) et 39,5 (+5,2) gC/g Chl.a "active” (n=45) (Tab. 2.3). Ce sont des valeurs faibles par rapport &
celles reportées dans la littérature (Langdon, 1988) mais proches de celles obtenues par Lemasson et
al. (1981) sur les mémes sites. Les rapports azote/chlorophylle obtenus de maniére identique sont en
moyenne de 4,8 (+1,4) gN/g Chl.a fotale (n=27) et 5,3 (+1,6) gN/g Chl.a "active" (n=27). Les rapports
C/N pour le phytoplancton sont donc de 6,4 - 7,4 (gC/gN), des valeurs conformes a celles
généralement reportées (Langdon, 1988). Le rapport carbone/chlorophylle, ainsi déterminé, ne semble
pas montrer d'évolution avec les sites étudiés (les moyennes respectives des rapports C/Chl.a totale
pour Abou-Abou, Biétri et Mopoyem ne sont pas significativement différentes au seuil 0,05).

Le rapport C/Chl.a totale de 30,7 a donc été utilisé au cours de cette étude pour convertir la
concentration en chiorophylie a totale (active et dégradée) en carbone phytoplanctonique.

Seule I'abondance bactérienne totale a été déterminée & l'extérieur de I'enceinte ol Cp et
pigments photosynthétiques ont été déterminés sur différentes classes de taille. Toutefois, les
abondances bactériennes fixées et libres ont été distinguées dans I'enceinte et la similitude des
activités spécifiques de la communauté totaie a I'extérieur et dans I'enceinte permet de supposer que
les rapports des activités spécifiques respectives des communautés libres et fixées sont similaires. La
proportion des bactéries libres a I'extérieur (BL/BT) a donc été extrapolée a partir de la proportion de
l'activité libre (TL/TT) et du rapport des activités spécifiques respectives des communautés libres
(ASL) et fixées (ASF) selon I'expression : BL/BT= 1/(1-F+(FxTT/TL)) avec F=ASL/ASF.

On peut vérifier que BL/BT=TLTT quand F=1 (activités spécifiques identiques des
communautés libres et fixées).

27



chapitre 2 : méthodologie : biomasse bactérienne

Tableau 2.3 : Relation entre Cp, Np et pigments chlorophylliens par classes de taille

Ech. Pigments (ug I'1) Carbone particulaire (ugC 1)  Azote particulaire (ugN ')  Cp/  Np/
<1 13 >3 total <1 13 >3 total <1 13 >3 total Pigm. Pigm.

At6 28 8.4 98 210 518 143 458 1120 89 40 131 280 174 4.7
Al9 26 113 119 2568 632 143 395 1170 79 4 213 288 127 03
A112 30 90 132 252 375 358 267 1000 13 88 25 125 400 9.8
At116 21 104 121 247 432 508 24 963 4 106 34 185 488 10.2

A26 23 191 96 310 271 72 125 1126 0 237 -5 232 382 124
A28 44 179 172 395 341 299 627 1267 91 34 7% 200 187 1.9
A210 30 186 134 350 424 203 83 800 34 23 63 120 158 1.2
A212 32 202 98 332 250 342 197 789 162 2 29 136 1689 0.1
A214 40 190 89 319 431 319 18 768 98 -7 34 125 168 -04
A216 7.1 185 24 280 375 496 4 91 94 38 14 143 268 1.9

A3gs 08 75 139 223 333 132 1410 1875 nd nd nd 650 176
A3g 14 66 191 274 252 208 1486 1946 nd nd nd 622 314
A310 1.2 9.1 168 271 313 340 1260 1913 nd nd nd 783 373
A312 10 88 159 256 396 70 1388 1854 nd nd nd 122 8.0
A314 09 110 185 304 303 485 1187 1975 nd nd nd 716 440
A316 1.2 9.0 143 245 354 212 1828 2195 nd nd nd 781 235

Bie 101 239 419 758 588 1279 1467 3333 262 215 19 486 §3.6 9.0
B19 39 341 553 933 464 1656 689 2808 133 265 82 480 485 7.8
B112 31 333 592 956 537 1284 1837 3867 195 262 676 1133 388 79
B115 25 373 476 875 933 1903 1564 4400 133 315 419 867 510 84

B26 27 535 272 835 620 1743 429 2800 86 457 §7 600 326 8.5
B29 28 385 418 831 733 1410 1124 3267 167 214 486 867 366 5.6
B212 75 401 499 975 1000 967 1874 384t 167 267 206 729 2441 6.6
B215 3.0 378 450 858 941 1059 1400 3400 157 76 633 867 280 20

B36 1.8 501 739 1268 767 975 5268 7000 nd nd nd1000 195
B3g 14 651 681 1347 793 981 4512 6286 nd nd nd 151
B310 16 396 972 1384 667 774 5202 6643 nd nd 214 195

B312 29 356 964 1349 621 1279 5274 7174
B314 33 34.0 1072 1444 613 1420 4726 6759 nd nd 414 418
B316 32 325 980 1336 600 1365 &5518 7483 nd nd 350 420

Mie 09 26.1 24 294 600 761 331 1692 167 83 33 289 292 3.2
Mi9 08 158 119 285 433 473 639 15846 133 117 23 273 300 74
M112 08 242 56 307 6533 800 49 1820 133 82 83 268 3341 2.1

M2e 1.9 343 74 436 429 798 625 1852 143 41 241 233 1.7
M28 106 35.6 80 542 600 733 451 1784 167 64 314 208 2.3
M210 15 343 161 519 458 688 659 1805 63 146 293  20.1 24
M212 19 377 136 532 354 914 851 2119 104 107 286 242 20
M214 19 272 129 420 442 826 966 2234 70 101 148 319 304 37
M216 19 214 265 498 581 612 847 2039 97 134 4 275 286 6.3

nd nd 1522 36.0

2adadid

¥R8Y

M3e 14 107 135 256 288 532 1012 1832 nd nd nd nd 49.9

M38 1.1 99 168 279 200 451 1341 2082 nd nd nd 286 454

M310 t6 168 119 302 340 800 1360 2500 nd nd nd 260 47.7

M312 20 180 114 314 429 396 1815 2640 nd nd nd 550 220

M314 04 208 118 330 3680 771 1519 2650 nd nd nd nd 37.1

M316 16 122 129 267 380 509 1397 2286 nd nd nd 286 417
Moyenne 30.7 48
Ecart-type 12.0 3.6

nd : non déterminé N 45 27
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Tableau 2.4 : Relation entre Cp non phytoplanctonique et biovolume bactérien
dans la classe de taille < 1 um

CYCLE HEURE Pigments Cp total Cp Bact Cellules volume/ biovolume  Carbone

<1 3 <1 libres callule bactérien volume
ug I pg 1 ug -1 1091 um3 10%um31  10-13gC
pm‘a
A2 6 23 271 203 133 0.105 1.40 1.5
A2 8 44 341 212 105 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 1.18 3.2
M2 8 10.6 600 289 119 0.099 1.7 2.5
M2 10 15 458 414 125 0.099 1.24 3.3
M2 12 19 354 299 111 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 14 252 210 10.4 0.101 1.05 2.0
A3 10 1.2 313 278 8.5 0.101 0.86 3.2
A3 12 1.0 396 368 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 14 793 751 127 0.114 1.44 5.2
B3 10 1.6 667 621 16.0 0.114 1.82 3.4
B3 12 29 621 537 149 0.114 1.69 3.2
B3 14 33 613 516 12.2 0.114 1.39 3.7
B3 16 3.2 600 508 15.9 0.114 1.82 2.8
M3 6 14 288 247 10.1 0.081 0.82 3.0
M3 8 11 290 257 9.8 0.081 0.79 3.2
M3 10 1.6 340 293 10.5 0.081 0.85 35
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 35
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 été tirés des moyennes obtenues dans l'enceinte
(Tab. 3.4, chap.3, variations journaliéres). Les résultats sont présentés en Tab. 2.4.

Le rapport moyen carbone/volume bactérien de 3,1 10-13gC um (limites de lintervalle de
confiance a P = 0,05 : 2,8 4 3,5) se rapproche, 14 encore, des valeurs élevées proposées dans la
littérature.

3. Conclusion

Les résultats obtenus sur les cultures d'eau de lagune se rapprochent de ceux obtenus trés
indirectement avec lapproche in situ. Méme si cette étude ne peut étre considérée comme
exhaustive, les deux approches suggérent un rapport moyen carbone/volume bactérien sensiblement
plus élevé que ceux reportés initialement (0,86 et 1,21 10-13gC um3 ; voir plus haut). Les valeurs
déterminées ici se rapprochent de la relation proposée par Simon & Azam (1989) (cf. Fig. 2.5). Celleci
permet d’'estimer le rapport Carbone/Volume & 2 10-13gC um, lorsque le volume cellulaire moyen
est de 0,100 um3, valeur obtenue généralement en lagune Ebrié (entre 0,09 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. Critéres d’applicabliité de la méthode
a. Spécificité
b. Universalité
c. Conversion indépendante du taux de croissance -
d. Non perturbation de la croissance dans les conditions de mesure
e. L'étape limitant l'incorporation est la synthése de 'ADN
f. L'activité spécifique de la Tdr est inchangée au niveau de fa synthése de 'ADN
g. L'essentiel du marquage des macromolécules est retrouvé dans 'ADN

3. Conclusion

Il. METHODOLOGIE EMPLOYEE
1. Incorporation dans les macromolécules
a. Protocole standard
b. Activité de la fraction fixée
¢. Saturation
d. Linéarité

e. Dilution isotopique

2. Nature des macromolécules marquées - extraction de 'ADN
a. Introduction

b. Matériel et méthodes
b1. Incubations
b2. Précipité TCA
b3. Digestion enzymatique
b4. Extraction au phénoi-chloroforme
b5. Hydrolyse acide-base

¢. Résultats et discussion

c1. Précipité TCA

c2. Digestion enzymatique

¢3. Extraction au phénol-chloroforme

c4. Hydrolyse acide-base

¢5. Comparaison des 3 méthodes
a. Insuffisance de I'extraction par le phénoi-chloroforme
b. Hydrolyse non-spécifique par NaOH
¢. insuffisance des méthodes d'extraction des protéines
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I. INTRODUCTION

La mesure de la production de biomasse bactérienne a suscité de nombreuses recherches.
Sans entreprendre une revue crtique des méthodes développées (voir par exemple Cho & Azam,
1988) signalons que les seules méthodes sur lesquelles regne un certain consensus sont : La mesure
de la fréquence des cellules en division (FDC ; Hagstrom et al. 1979), la détermination du taux de
synthése de 'ADN bactérien (thymidine ; Fuhrman & Azam, 1980) et des protéines (leucine ;
Kirchman et al. 1985).

Une observation microscopique rapide montre que la méthode FDC est inadéquate en lagune.
D’une part, les volumes bactériens s’étendent sur un large spectre, une cellule en division de volume
élevé doit avoir ainsi une importance proportionnellement plus importante qu'une cellule en division de
plus petite taille. Sans dispositif d’analyse automatique d'image, il n'est pas réaliste d'envisager la
détermination du pourcentage de cellules en division dans chaque classe de tailie bactérienne avec
une précision raisonnable. D'autre part, une proportion notable des cellules sont fixées sur des
particules ou agglomérées en agrégats cellulaires. Cet attachement peut entrainer une forte
surestimation de la production bactérienne (Fallon & Boylen, 1990 et réf. citées).

La mesure de la synthése protéique par incorporation de 3H-leucine présente deux
inconvénients : la dilution isotopique n'est jamais négligeable (leucine extra et intracellulaire) et doit
donc étre systématiquement déterminée. De plus, sa spécificité pour les bactéries n'est pas établie de
maniére certaine et doit donc étre vérifiée dans les milieux abordés. Ces inconvénients ne lui
permettent pas de remplacer Fincorporation de thymidine qui reste la méthode la plus employée
actuellement (Bjornsen & Kuparinen, 1991). Elle présente toutefois un intérét certain dans les couches
océaniques profondes, sans phytoplancton (Simon & Azam, 1989) et d'une maniére généraie dans
toutes les situations ol seules les bactéries sont susceptibles de lincorporer {(cultures bactériennes,
Riemann et al. 1990 ; eaux souterraines ...) car sa sensibilité est plus élevée que celle de la thymidine
(activités spécifiques disponibles plus élevées). Au cours de cette étude la production bactérienne de
biomasse a été déterminée par Vincorporation de thymidine. '
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1. Principe

La vitesse diincorporation de thymidine dans I'ADN donne une estimation de son taux de
synthése, donc de la productivité d'un peuplement bactérien lorsque I'on connait la teneur en ADN du
peuplement étudié. Cette incorporation dans I'ADN nécessite la présence, chez les organismes
étudiés, d'un mécanisme d'uptake et d'une enzyme, la thymidine kinase, catalysant la synthése de
dTMP (deoxy-Thymidine Monophosphate) 4 partir de la thymidine ("salvage pathway"). La synthése
de novo, voie normale de la production de thymidine dans la cellule, est inhib&e & partir d'un certain
niveau de dTTP (deoxy-Thymidine Triphosphate) intracellulaire. Le degré de participation de la
thymidine marquée exogéne a la synthése d’ADN est aiors maximal (Fig. 2.8).

]

Tdr
2 . acide
/ Thymine /3- aminobutyrique
Tdr
3 Jo———dT7TP
7
TMP i ([ TDP e (T TP i /V/
A dTTP

4

dUMP e JCMP ———— 4

5

duTpP dCTR ~——————= 4CDP
. dUDP dTTP ok 6
& X-—d1P
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Figure 2.8 : Incorporation de la thymidine dans le métabolisme cellulaire. D'aprés Moriarty (1986).
Tdr, Thymidine ; dTMP, dTDP, et dTTP, thymidine mono-, di- et triphosphate ; dUMP, dUDP et dUTP,
déoxyuridine mono-, di- et triphosphate ; dCMP, dCDP, dCTP, déoxycytidine mono-, di- et
triphosphate ; dC, déoxycytidine. Enzymes : (1) mécanisme de transport actif ; (2) thymidine
phosphorylase ; (3) thymidine kinase ; (4) thymidilate synthétase ; (5) déoxycytidilate déaminase ; (6)
ribonuciéoside réductase. Les croix montrent les sites de rétro-inhibition par la dTTP. Le "salvage
pathway" et les voies de dégradation sont indiqués par les fiéches fines. La synthése de novo est
indiquée par des fldches plus épaisses.
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La mesure de lincorporation de [methyF3H]thymidine a été introduite dans le domaine de
I'écologie microbienne aquatique par Brock (1967, 1971) dans le milieu marin, puis Tobin & Anthony
(1978) dans les sédiments lacustres. Par la suite, Fuhrman & Azam (1980) dans le milieu marin et
Moriarty & Pollard (1981) dans les sédiments ont développé cette approche en définissant les bases
de la mesure et ses limites. Cette méthode a connu un vif succés, par sa simplicité d'emploi et sa
sensibilité, et a été depuis largement employée, testée et critiquée a I'occasion de son application
dans divers écosystémes aquatiques. Cette technique ne peut pourtant étre appliquée sans tenir
compte de ses limites. '

2. Critéres d’applicabilité de la méthode ‘

La détermination de la productivité bactérienne par la mesure de la vitesse de synthése de
I'ADN au moyen de lincorporation de thymidine semble répondre de maniére satisfaisante a quatre
critéres définis par Azam & Fuhrman (1984) :

- La mesure est spécifique des bactéries.

- L'incorporation par les bactéries hétérotrophes aérobies en croissance est universelle.

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

- La mesure est assez sensibie pour permettre de courtes incubations et ne modifie pas le
taux de croissance moyen de la communauté bactérienne.

a. Speégificité

Elle dépend de la concentration employée et de la durée d'incubation avec le traceur. Dans
les conditions usuelles d'utilisation (2 - 20 nM pendant quelques dizaines de minutes), celle-ci parait
bien établie. Cette spécificité a été vérifiée par autoradiographie dans divers milieux (Fuhrman &
Azam, 1980 ; Bern, 1985 et Dougias et al. 1987). Elle a également été vérifiée sur des cultures
axéniques d'algues eucaryotes (Bell et al. 1983 ; Findlay et al. 1984), de cyanobactéries (Bell et al.
1983 ; Findlay et al. 1984 ; Robarts & Wicks, 1989) et de champignons (Findlay et al. 1984). Enfin,
I'absence de thymidine kinase a été démontrée chez de nombreuses espéces d'algues eucaryotes
(Moriarty 1984), de champignons (Grivell & Jackson, 1968), et de cyanobactéries (Glaser et al. 1973).

b. Universalité

Il semble que lincorporation de thymidine dans I'ADN soit assez universelle chez les bactéries
hétérotrophes aérobies en croissance. Les premiéres comparaisons effectuées en autoradiographie
ont montré que les bactéries incorporant des amino-acides incorporaient également la thymidine
(Fuhrman & Azarﬁ, 1980, Tabor & Neihof, 1982). Depuis, toutefois, Douglas et al. 1987 ont dénombré
moins de bactéries incorporant la thymidine que le glutamate (sans cependant pouvoir exclure la
possibilité d'une croissance non balancée) et Pedros-Alio & Newell (1989) ont dénombré au plus 57%
de bactéfies incorporant la thymidine dans un assemblage bactérien en croissance exponentielle.
Enfin, certaines souches pures de Flavobacterium, Vibrio et Pseudomonas se sont révéliées
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incapables d'incorporer la thymidine exogéne (Davis, 1989). En milieu oligotrophe cette universalité
est plus douteuse (Ducklow & Hill, 1985 ; Moriarty, 1986).

Chez les bactéries hétérotrophes anaérobies strictes notamment les bactéries sulfato-
réductrices la thymidine ne semble pas incorporée au niveau de 'ADN (Moriarty & Pollard, 1981 ;
Welisbury et al. 1990). Toutefois, Mc Donough et al. (1986) et Bloem et al. (1989), ont mis en
évidence dans rhypolimnion anoxique d'un lac, une activité d'incorporation de thymidine inhibée par
l'oxygéne. |

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

¢. Conversion indépendante du taux de croissance
La conversion des valeurs d'incorporation en production de biomasse a suscité de nombreux

travaux. Elle semble d'avantage dépendre du protocole employé et de I'assemblage bactérien étudié,
avec ses caractéristiques nutritives, que du taux de croissance lorsque les paramétres précédents
sont identiques (voir chap.2, étalonnages). C'est probablement la plus grande faiblesse de la
méthode.

d. Non perturbation de la croissance dans ies conditions de mesure

Les fortes activités spécifiques de la thymidine tritiée disponibies permettent des
durées incubation courtes vis-a-vis du temps de génération bactérien et minimisent ainsi les
perturbations dues au confinement. Ces durées d'incubation limitées permettent également de
supprimer I'éventualité du turn-over de 'ADN (réparation ou dégradation résultant de la prédation sur
les bactéries). La perturbation du taux de croissance par I'apport de quelques nmoles par litre de
thymidine est peu probable, bien que non établie avec certitude en milieu oligotrophe.

Ces critéres, supposant que lincorporation de la thymidine tritiée dans les macromolécules
(précipitées par l'acide Trichloro-acétique ou TCA) est une mesure fiable de la synthése de 'ADN
bactérien, découlent donc implicitement de 3 postulats :

e. L'étape limitant l'incorporation est la synthése de 'ADN

Avant de participer a la synthése de 'ADN, la thymidine exogéne doit étre incorporée dans la
celiule puis phosphoryiée en dTTP (Fig. 2.8). La vitesse d'incorporation de la thymidine dans 'ADN ne
refiéte le taux de synthése de 'ADN que si cette derniére étape est limitante. Cela semble étre
généralement le cas pour les bactéries hétérotrophes aérobies (Moriarty, 1986).

f. L’activité spécifique de la thymidine est inchangée au niveau de la synthése de 'ADN

L'activité spécifique de la thymidine ne peut étre directement déterminée au niveau de la
synthése de I'ADN car les nucléotides sont fonctionnellement séparés au niveau du complexe ADN-
polymérase (Moriarty, 1986). Elle peut étre estimée par 'analyse de la dilution isotopique (Moriarty &
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Pollard, 1981, 1982) si I'étape limitante est bien la synthése de 'ADN. La source principale de cette
dilution est la synthése de novo de dTMP dans la cellule, 1a concentration naturelle dans les milieux
pélagiques étant en général inférieure & 1 nM. En découplant dilution intra et extracellulaire au moyen
de la FdUrd (Fluoro-deoxy-Uridine), Jeffrey & Paul (1988) 'ont confirmé d'une maniére indépendante.

Sauf exception (Chrzanowski, 1988), le degré de participation (DP) de la thymidine exogéne
mesuré par I'étude de la dilution isotopique semble en général approcher 100% en milieu pélagique
lorsqu'on emploie une concentration saturante du marqueur. (Bell, 1986 ; Moriarty, 1986 ; Jeffrey &
Paul, 1988).

Il convient de noter que la détermination du degré de participation de la thymidine tritiée a la
synthése de 'ADN ne peut étre déterminée par 'étude de la dilution isotopique que si cette étape est
bien limitante. Cette approche surestime le degré de participation si une proportion significative de
Fassemblage bactérien en croissance n'incorpore pas (ou peu) la thymidine exogéne (uptake limitant
par exemple). Ainsi, une faible proportion de bactéries incorporant Ia thymidine exogéne pourrait
expliquer la forte sous-estimation de la synthése de 'ADN déterminée au moyen de lincorporation de
thymidine par Jeffrey & Paul (1988), méme aprés correction du DP par la dilution isotopique.

g. L'essentiel du marquage des macromolécuies est retrouvé dans 'ADN
La contribution de 'ADN au marquage total a été estimée initialement & 80% dans les eaux

cétieres de Californie (Fuhrman & Azam, 1980). De nombreux travaux ont, par la suite, montré que
cette contribution pouvait étre plus faible et varier d'un milieu & l'autre. Il est vraisemblable que cette
proportion varie également suivant les méthodes d'extraction employées (voir chap.2, extraction de
I"ADN).

3. Conclusion

La validité et l'interprétation des résultats obtenus avec cette méthode sont probablement plus
problématiques que l'on ne le pensait initialement. Ainsi, un certain nombre de vérifications ou
d'adaptations sont nécessaires lorsque 'on aborde un nouveau site d'étude. Dans la mesure du
possible celles-ci ont été effectuées en lagune Ebrié. Elles sont développées dans les paragraphes
suivants.
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il. METHODOL.OGIE EMPLOYEE

1. Incorporation dans les macromolécules

a. Protocole standard

Le protocole utilisé dans cette étude, inspiré de celui proposé par Fuhrman & Azam (1980),
est le suivant :

Pour chaque mesure, deux échantilions d’'eau du milieu (3 a 6 mi) sont incubés a température
in situ (30°C dans la plupart des cas) et a l'obscurité en présence de 20 nmole I-1 de [methyF
3H]jthymidine (CEA, 45-50 Ci mmole-1). Les incubations sont arrétées en ajoutant une quantité
suffisante de TCA 30% froid (5% concentration finale). Pour chaque mesure un témoin est réalisé en
ajoutant le TCA immédiatement aprés la thymidine (témoin 1o). Aprés précipitation (10-20 min & 2°C)
en présence de thymidine non marquée (40 uM concentration finale) le précipité est collecté sur une
membrane en nitrate ou acétate de cellulose de porosité 0,2 um imbibée au préalable de thymidine
non marquée (10 mM). Cette procédure réduit fortement les témoins. Le précipité retenu sur le filtre
apres trois ringages successifs par Smi de TCA 5% froid est alors déposé dans une fiole a scintillation.
i regoit 0.5 ml d’HCI 0.5N et est laissé & 95-100°C pendant 30 minutes. L'hydrolyse des acides
nucléiques permet de minimiser I'autoabsorption de la radioactivité du tritium et se traduit par un gain
de 70% des dpm (fig. 2.9).
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Figure 2.9 : Comparaison de la radioactivité dans le matériel TCA précipité mesurée avant et aprés
hydrolyse par HCI 0,5N & 100°C.

DPM aprés hydrolyse HCL (x 10°)

Le filtre est ensuite dissous dans 1 ml d’acétate d'éthyle et le mélange scintillant est ajouté. Aprés une
nuit & l'obscurité pour éliminer la chimio-luminescence, la radioactivité est alors déterminée en
scintillation liquide, l'efficacité de comptage est déterminée par étalonnage externe.
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L'activité d'incorporation dans le TCA précipité est estimée par le calcul suivant :
THYM = (dpm/AS/2.22 108) x (1000/V) x (60/)
Avec : THYM, activité d'incorporation en nmole -1 h-1'; AS activité du traceur en Ci mole-1
2.22 106 dpm/Ci ; V, volume incubé en mi et t, durée d'incubation en minutes.

b. Activité de la fraction fixée
Lorsque l'activité sur particule est déterminée, l'incubation (échantillon de 6 ml + 0,2ml de
solution de thymidine) est arrétée en ajoutant 0,3 ml de Formol 40% (tamponné au borate de sodium)
et 0,3 ml de thymidine 10 mM non marquée (50 uM finale). Les activités obtenues ne sont pas
différentes de celles déterminées aprés arrét au TCA. Une partie de I'échantillon (3 ml) est alors
tamisée (dépression < 5 cm de Hg) sur membrane en polycarbonate de porosité 3 um (Nuclepore).
L'échantillon n'est pas rincé, pour respecter le protocole suivi pour les dénombrements cellulaires (voir
chap.2, biomasse). La différence avec un échantillon rince est négligeable. Les échantillons bruts et

tamisés sont alors précipités comme décrit plus haut. La suite du protocole est identique. L'activité est
déterminée dans chaque fraction en corrigeant les volumes.

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

Et pour la fraction brute : Vb= 3,6x6(6+0,2+0,3+0,3)= 3,43 m|

¢. Saturation

Des expériences de saturation de lincorporation ont été réguliérement réalisées en utilisant
des concentrations de thymidine tritiée allant de 2 & 30 nM. La saturation était systématiqguement
vérifiée & 20 nM.

d. Linéarité ‘
Les incorporations sont en général linéaires plus d'une heure. La durée d'incubation
couramment employée est de 20 minutes.

¢. Dilution isotopique
La dilution isotopique, estimée selon I'approche de Moriarty et Pollard (1981}, a été verifiée

occasionnellement avec des résultats toujours proche de zéro dans le TCA précipité (fig. 2.10). Le
degré de participation de la thymidine exogéne a la synthése de 'ADN semble donc maximum a
20 nM en lagune Ebrié.

La proportion du marquage dans I'ADN a été déterminée plus récemment, elle fait I'objet du
paragraphe suivant.

La conversion des valeurs d'incorporation en production de biomasse bactérienne a été
déterminée 3 laide d'étalonnages empiriques et est discutée au paragraphe C.
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Figure 2.10a : Mesure de la dilution isotopique par ajout de concentrations croissantes de thymidine
non radioactive (3H-thymidine 20 nM, Biétri mars 1986 0,5 m,4 met 5 m)

- (o) o
45
1 O
35
(o} [a]
25+ o)

S

concentration totale (nmole 1)
co-J

f ! 3 3 A 5
-5 1/TCA (nmole 1”'h™")

Figure 2,10b : Mesure de 1a dilution isotopique par ajout de concentrations croissantes de thymidine
non radioactive (*H-thymidine 20 nM, Abou-Abou 21/6/88, 1.5 m)
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2. Nature des macromolécules marquées - extraction de I’ADN 1

a. Introduction

Des travaux récents montrent que le marquage préférentiel de 'ADN par la [methyt
3H]thymidine n'est pas vérifié dans certains écosystémes (Riemann et al. 1982 ; Mc Donough et al.
1986 ; Robarts et al. 1986). De plus le rapport du marquage dans 'ADN au marquage du TCA
précipité semble étre trés variable pour un méme écosystéme (Lovell & Konopka, 1985 ; Robarts ef al.
1986 ; Mc Donough et al. 1986 ; Moriarty, 1986 ; Smits & Riemann, 1988).

L'intérét d'employer le marquage sur le méthyl de ia thymidine est de perdre celui-ci lors de la
transtormation Tdr = Thymine = Uracile. En constatant une plus forte spécificité du marquage obtenu
avec la [6-3H}thymidine qu’avec la {[methy3H]thymidine, Hollibaugh (1988) a conclu que l'origine du
marquage non spécifique était principalement due & la démeéthylation du dTMP en dUMP (voie inverse
de celle réalisée par la thymidilate synthétase, fig. 2.8). Toutefois, Jeffrey & Paul (1988), en constatant
linefficacité de la trimethoprime et de I'aminopterine (inhibant la régénération du tetrahydrofolate donc
I'étape dTMP -» dUMP) & prévenir le marquage non spécifique, suggérent que le catabolisme de la
3H-Tdr s'effectue principalement par la thymidine phosphorylase (fig. 2.8).

La nature controversée des voies par lesquelles le tritium aboutit hors de la molécule cible ne
permet pas d'envisager I'empioi d'inhibiteurs ou de traceurs aboutissant 4 une meilieure spécificité
pour l'instant. Il semble donc nécessaire d'extraire et de purifier spécifiquement I'ADN pour éviter ces
biais. Parmi les méthodes décrites, trois sont plus fréquemment utilisées :

- 'hydrolyse acide-base (Fuhrman & Azam, 1982 ; Riemann & Sondergaard, 1984 ; Scavia et
al. 1986 ; Paui et al. 1987 ; Hollibaugh, 1988),

- le fractionnement enzymatique (Riemann, 1984 ; Servais ef al. 1987 ; Wicks & Robarts,
1987), )

- 'extraction au phénol-chloroforme (Wicks et Robarts, 1987 ; Bell & Riemann, 1989).

Nous avons comparé ces trois méthodes, facilement applicables sur le terrain, afin de
déterminer la meilleure procédure pour estimer la productivité du bactérioplancton de la lagune Ebrié.
Les auteurs définissent généralement trois composants macromoléculaires pouvant étre marqués par
la [methyF3H)}thymidine : FADN, I'ARN et les protéines. Afin de comparer les spécificités apparentes
de marquage de chacune de ces fractions, au moyen des trois méthodes, trois précurseurs tritiés ont
été employés : la thymidine (Furhman & Azam, 1980, 1982), l'uridine (Karl, 1982 ; Witzel & Graf,
1984) et la L-leucine (Kirchman et al. 1985).

1 Une partie de ces résultats est publiée dans :
Torréton & Bouvy (1991), Estimating bacterial DNA synthesis from 3H-thymidine incorporation : Discrepancies among
macromolecuiar extraction procedures. Limnol. Oceanogr. 36(2):289-206
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b. Matériel et méthodes

b1. Incubations
Les échantillons sont prélevés en baie de Biétri & 50 cm de profondeur et regoivent I'un des
trois traceurs suivants : [methy-3H]thymidine (45 Ci/mmole), [5, 6-3H]uridine (49 Ci/mmole) et [4, 5-
3H]L-leucine (60 Ci/mmole) (CEA France). Toutes les incubations sont réalisées dans des
erienmeyers de 150 mi stériles, en lumiére atténuée a 30°C avec une concentration finale 20 nM. Les
incorporations sont arrétées en plongeant les échantillons dans un bain cryostaté & 2°C. Les témoins
fo sont réalisés en ajoutant également chaque traceur dans des échantilions d'eau du milieu
maintenus & 2°C. Des sous-échantilions sont alors répartis dans une série de tubes en polystyréne

stériles.

b2. Précipité TCA
La détermination des macromolécules est réalisée selon le protocole standard défini plus
haut. La difiérence entre des duplicats est en moyenne de 6.4% (n=15).

b3. Digestion enzymatique

Deux protocoles de digestion enzymatique des macromolécules précipitées ont été testés
avec la [methyF3H]thymidine et trois enzymes (DNase |, grade |, 3000 unité Kunitz mg-1 ; RNase A, 40
unités Kunitz g-1 ; protéinase K, 20 unités mg-1; Boehringer Mannheim GmbH). Le protocole
développé par Servais et al. (1987) basé sur la sonication des cellules en présence de Triton X100 et
l'incubation en phase liquide donne des résultats trés proches de ceux obtenus en suivant le protocole
de Robarts et al. (1986). Les digestions enzymatiques ont été par la suite effectuées a I'aide de cette
derniére procédure permettant de conserver les précipités congelés sur des membranes et donc d’en
différer le traitement.

Les filtres retenant le précipité TCA sont rincés trois fois avec 3 mi de KHCO3 10 mM pour
retirer I'excés d'acidité. Ce ringage retire moins de 5% de la radioactivité totale. Les filtres sont alors
placés dans des fioles a scintillation et stockés a -20°C jusqu’a 'hydrolyse. Le stdckage jusqu'a une
semaine n'affecte pas la répartition finale du tritium. Les digestions enzymatiques sont alors réalisées
dans les fioles contenant les filtres, par ajout de 2.5 ml de 'une des solutions enzymatiques suivantes

DNase RNase Protéinase
MOPS pH 7.5 MOPS pH 7.5 Tris pH 8
Enzyme 80 mg H Enzyme 80 mg H Enzyme 80 mg I
MgCl2 5 mM

CaClz 0.5 mM

Chaque extraction enzymatique est faite en duplicat. Pour chaque extraction un blanc de
ringage est effectué (en duplicat) en omettant 'enzyme correspondant. Aprés une heure d’incubation a
37°C sur un agitateur rotatif (200 rpm) les solutions d'incubation sont filtrées sur des membranes en
acétate de cellulose (Millipore GS, 0.22 um). La radioactivité du filtrat est alors déterminge. La
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radioactivité des blancs de ringage, plus faible et plus reproductible avec cette procédure, est
soustraite du signal obtenu avec I'enzyme correspondant. La radioactivité extraite des blancs de
ringage et des solutions enzymatiques est identique pour les blancs tg. Pour les expériences avec
l'uridine, le blanc de ringage est réalisé en portant la solution de DNase pendant 30 minutes a 100°C
pour en éliminer lactivité. L’'activité¢ enzymatique résiduelle est alors attribuée 3 la RNase
contaminante et est soustraite de I'activité du signal. La différence entre les réplicats est en moyenne
de 7.6% (n=30).

b4. Extraction au phénol-chloroforme

Cette extraction est réalisée selon le protocole développé par Wicks & Robarts (1987). Les
échantillons de 5 ml stockés 15 minutes & 2°C sont hydrolysés en présence de NaOH (0.5N
concentration finale) pendant 15 minutes & 30°C puis acidifiés avec 1.4 mi de TCA 100% pendant 15
minutes. Le précipité est alors collecté sur membrane en nitrate de cellulose (Whatman, 0.2 um),
rincé trois fois avec 3 mi de phénol-chloroforme (50% poids/vol.) pour extraire les protéines puis deux
fois avec 5 ml d'éthanol froid (80% v/v). La radioactivité retenue sur les membranes est alors
déterminée comme décrit plus haut. La radioactivité du blanc to déterminée de ia méme maniére est
retirée du signal. La différence entre les réplicats est en moyenne de 7.1% (n=12).

b5. Hydrolyse acide-base e

L’hydrolyse acide-base est réalisée selon la procédure de Fuhrman & Azam (1982) modifiée
par Riemann & Sondergaard (1984) pour les environnements saumatres. Une paire d'échantillons - -
recoit du TCA (5% final, 2°C) afin de précipiter les macromolécules (ADN + ARN + protéines ; fractions"
TCA froid). Un second duplicat regoit de la soude (NaOH 1N concentration finale) et est maintenu
pendant 1 h & 60°C pour hydrolyser les acides ribonucléiques. Il est ensuite acidifié avec du TCA
100% froid (1.4 ml pour 5 mi d'échantillon) et laissé 15 minutes a 2°C pour précipiter les
macromolécules non hydrolysées (ADN + protéines ; fraction NaOH). Un troisiéme duplicat est
maintenu 30 minutes & 95°C avec du TCA 20% (concentration finale) afin d’hydrolyser les acides
nucléiques et ne conserver que la fraction protéique (fraction TCA chaud). '

Tous les précipités sont collectés sur membrane en nitrate de cellulose (Whatman, 0.2 um),
la rag!ioactivité retenue est déterminée comme décrit plus haut. Le témoin TO est traité de maniére
identique et la radioactivité est soustraite des fractions correspondantes. La différence entre les
réplicats est en moyenne respectivement de 4.3% et 9.9% (n=7), aprés les hydrolyses NaOH et TCA.

La radioactivité dans les trois fractions est calculée de la maniére suivante :

dpm ADN = dpm NaOH - dpm TCA chaud

dpm ARN = dpm TCA froid - dpm NaOH

dpm protéines = dpm TCA chaud
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c. Résultats et discussion
c1. Précipité TCA ‘

Sur la série d’expériences réalisées en baie de Biétri, les valeurs d'incorporation de thymidine,
uridine et leucine dans le TCA précipité sont en moyenne de 2.14 nmol I h-1 (n=5), 5.46 nmol I-1 h-1
(n=3) et 5.10 (n=3) nmol 1 h-1.

Tous les résultats des expériences de fractionnement ont été exprimés en pourcentage de
I'incorporation dans le TCA précipité. Le tableau 2.5 illustre un exemple de la répartition dans les trois
fractions du marquage obtenu avec les trois traceurs selon les trois procédures.

Tableau 2.5 : Répartition du marquage dans les différentes fractions aprés lincorporation de 3H
thymidine, leucine et uridine (baie de Biétri, 20/12/89). Les fractions sont définies dans le texte et sont
exprimées en pourcentage de la radioactivité du précipité TCA 5%. NE : non expliqué.

a) Fractionnement enzymatique

5%TCA  ADN ARN Protéines NE
Thymidine 100 18.6 0.7 38.6 43
Uridine 100 13.6 82.6 10.1 -
Leucine 100 0.8 0.0 78.0 21

b) Extraction au phénol-chioroforme

,) 5% TCA  ADN ARN Protéines  Lipides
| Thymidine 100 36.1 138 46.0 4.1
Uridine 100 13.1 74.0 8.4 45
Leucine 100 55.5 0.0 38.7 5.'8
¢) Hydrolyse acldé-base
5%TCA  ADN ARN Protéines
Thymidine 100 16.5 21.0 63.3
Uridine 100 75 85.8 6.7
Leucine 100 20.8 29.8 49.4
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c2. Digestion enzymatique

Aprés lincorporation de thymidine, la digestion enzymatique du précipité TCA montre ; (1)
qu'une faible part du marquage (16.7 4 18.6%, n=3) apparait dans 'ADN, (2) que I'ARN n’est pas
marqué et (3) qu'une fraction importante du marquage total est retrouvé dans la fraction protéique
(14.0 & 38.6%, n=3). Par contre, une fraction importante 43.6 & 68.8% (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 contréles de ringage dans chaque fraction (moyenne 3.1%, n=9) et
au ringage initial au KHCOj3 (moyenne 2.9%, n=3). Seule la partie restante,(moyenne 45.4%, n=3) est
donc & attribuer & une hydrolyse insuffisante par les enzymes employées ou & une autre fraction
cellulaire marquée (voir plus ioin).

Trois expériences de digestion enzymatique montrent que lPessentiel du marquage (3H)
uridine est retrouvé au niveau de I'ARN (62.9 t0 90.7%, n=3, 82.6% dans le Tableau 2.5).

Enfin le marquage provenant de la (3H) leucine apparait essentiellement dans la fraction
protéique (47.0 et 78.1%, n=2).

Selon la procédure enzymatique, la leucine et i'uridine semblent avoir une meilleure spécificité
de marquage que la thymidine vis 2 vis de leur molécule cible.

¢3. Extraction au phénol-chioroforme

Aprés incorporation de thymidine la radioactivité totale dans les macromolécules (TCA
précipité) est similaire avec ou sans le traitement alcalin préconisé par Wicks et Robarts (1987). Une
large fraction du marquage est solubilisée par le mélange phénol-chloroforme (33.0 to 58.5%,
moyenne 44.3%, n=4 - tableau 2.5). Le ringage du filtre a I'éthanol solubilise entre 4.0 et 14.9 % du
marquage total (moyenne 8.4 %, n=4). La fraction résiduelle, définie par Wicks & Robarts (1987)
comme étant de 'ADN représente 29.8 & 49.2% du marquage total dans le TCA précipité (moyenne
41.1, n=4).

Deux expériences montrent que le traitement alcalin initial retire 74 et 78.5% du marquage par
l'uridine, suggérant une hydrolyse importante de I'ARN marqué avec cette procédure. Le phénol-
chloroforme solubilise 8.4 et 11.4% et l'éthanol 4.5 et 0.5% du marquage total. Finalement le
marquage résiduel "ADN" représente 13.1 et 9.6% du marquage initial.

Trois expériences de marquage a la leucine tritiée 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 & 41.1% (38.7% dans I'exemple du tableau 2.5) du marquage total.
Aprés l'extraction 2 I'éthanol, retirant 3.3 & 11.6% du marquage (5.8% au tableau 2.5), une proportion
étonnamment élevée (55.4 & 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 études utilisant cette procédure (Karl, 1982 ; Lovell &
Konopka, 1985 ; Riemann et al. 1982), une proportion significative du marquage [3H-methyfjthymidine
(21.2 a 56.6%, n=3) est retrouvée dans la fraction ARN (hydrolysée par 1IN NaOH a 60°C).
Cependant, la plus grande part du marquage réside au niveau de ia fraction protéique (38.1 & 63.3%,
n=3) et la plus faible dans I'ADN (5.8 & 15.5%, n=3).

Deux expériences montrent que la radioactivité provenant de l'uridine tritiée prédomine
largement dans Ia fraction ARN (84.9 et 85.8%), le reste étant également réparti dans ies fractions
ADN et protéines.

Enfin, la plus grande part du marquage issu de la leucine est retrouvée dans les protéines
(49.4 et 62.9%, n=2). La fraction ARN représente 29.8 et 22.4% et 'ADN contribue pour 20.8 et 14.7%
au marguage total.

¢5. Comparaison des trois méthodes
Dans I'écosysteme étudié, les trois méthodes utilisées donnent des résultats contradictoires.
La proportion d’ADN marqué varie avec la technique de fractionnement utilisée. Des expériences
supplémentaires ont permis de préciser l'originé de certaines divergences.

a. Insuffisance de I'extraction par le phénol-chloroforme

Le précipité final obtenu aprés extraction au phénoi-chioroforme soumis & une digestion
enzymatique a montré qu'une part importante du marquage issu de la thymidine tritiée était
hydrolysable par la protéinase K (10.7%, tableau 2.6). Le traitement de ce méme précipité par la
DNase montre par ailleurs que I'on hydrolyse la méme quantité du précipité marqué avec ou sans
traitement préalable au phénol-chioroforme (18.9 comparé a 18.6%, Tableaux 2.5 et 2.6). Ces
résultats suggerent que le traitement au phénol-chloroforme n’'altére pas 'ADN (en accord avec
Robarts et al. 1986), mais qu'il n'extrait pas non plus toutes les protéines marquées. Plusieurs qualités
de phénol ont été testées sans amélioration notable de 'extraction. L'augmentation du nombre de
ringages est également restée sans effet. Des comparaisons effectuées en divers sites de la lagune
ont montré une différence systématique entre extraction au phénol chloroforme et a la DNase
(fig. 2.11).
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Figure 2.11 : Incorporation de thymidine dans le précipité TCA total et dans I'ADN (extraction au
phénol-chloroforme : gros symboles, trait plein, extraction par la DNase : petits symboles trait
discontinu).

Cette faible efficacité d'extraction de la fraction protéique est en accord avec la faible
proportion du marquage issu de 1a leucine extraite par le mélange phénol-chloroforme (moyenne 32%,
=3, 38.7% cf tableau 2.5). Les procédures enzymatique et acido-basique indiquent un plus fort
marquage des protéines par la jeucine (moyennes respectives 62.6, n=2 et 56.2%, n=2). De plus,
environ 50% du marquage & la leucine résistant & l'extraction phénol-chioroforme est encore
hydrolysable par la protéinase K (tableau 2.6). ‘

Tableau 2.6 : Fractionnement enzymatique de I'ADN obtenu avec I'extraction au phénoi-chloroforme
(Baie de Biétri, 20/12/89). Les résultats sont exprimés en pourcentage d'incorporation dans le TCA
précipité. NE : non expliqué

Fraction 5%TCA "ADN" Extraction enzymatique

(phénol:chlo.) ADN ARN Protéines NE
Thymidine 100 36.1 18.9 0.0 10.7 6.5
Leucine 100 55.5 0.0 nd 25.7 29.8
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b. Hydrolyse non-spécifique par NaOH

Les tractions ADN déterminées d’'aprés I'hydrolyse acide-base et I'hydrolyse par la DNase
sont également systématiquement différentes (Tableau 2.5). Certaines sources d'erreur ont pu étre
précisées de la maniére suivante. Q :

Selon la méthode enzymatique, le marquage provenant de la [methy/-3H] thymidine n'est pas
incorporé dans I'ARN, alors que la procédure acide-base suggére une incorporation significative au
niveau de cette fraction. La RNase hydrolyse pourtant 'essentiel du marquage provenant de furidine
(83%) montrant que le marquage de I'ARN par la [methyt3H] thymidine aurait été retrouvé s'il avait
été présent.

Il semble donc que, dané nos conditions d’expérimentation, la [methyF3H] thymidine n'est pas
incorporée dans I'ARN et que le marquage apparent de FARN déterminé par I'hydrolyse acide-base
est do a un artefact de cette procédure. Ce résultat est en accord avec les observations de Riemann
(1984), Moriarty (1986), Robaris et al. (1986) et Coveney & Wetzel (1988) qui observent un marquage
insignifiant de 'ARN lorsque de courtes durées d'incubation sont employées. Ce biais pourrait
expliquer les pourcentages négatifs du marquage dans I'ADN reportés par Hollibaugh (1988) en
présence de mitomycine C, inhibiteur de la synthése d’ADN. A F'opposé, Servais et al. (1987), utilisant
uhe procédure enzymatique, et Brittain & Karl (1990), employant une procédure acide-base trés
rigoureuse (mais des durées d'incubation trés longues), ont montré un marquage conséquent de
'ARN par Ia [methy/-3H] thymidine.

La nature du matériel cellulaire extrait par la soude 1N n'est pas élucidée. La procédure acide-
base indique également qu'une part du marquage leucine apparait dans cette fraction, alors que la
procédure enzymatique indique que le marquage leucine ne se retrouve pas dans les acides
nucléiques. La digestion par la DNase 3 différentes étapes de la procédure acide-base a révélé que
’ADN marqué par la thymidine, représentant initialement 17.9% du marquage dans le précipité TCA,
n'était plus que de 7.7% aprés I'hydrolyse basique (tableau 2.7). Donc une part de 'ADN est
vraisemblablement hydrolysée par ce traitement. Cette observation est en accord avec le faible
recouvrement de 32P-ADN (68%) reporté par Robarts et al. (1986) aprés traitement par la soude 1N a
60°C.

Tableau 2.7 : Estimation de 'ADN marqué par la (3H) thymidine (estimé par extraction enzymatique)
dans les différentes fractions obtenues au cours de I'hydrolyse acide-base (Baie de Biétri 31/01/90).

TRAITEMENT TCA5%  NaOH TCA5% TCA20%
froid 60°C 100°C 100°C

Précipité

Total 100 52.0 49.0 35.3

ADN 17.9 7.7 35 0.0
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¢. Insuffisance des méthodes d’extraction des protéines

La proportion du marquage leucine apparaissant dans les protéines varie également seion la
méthode utilisée. Le traitement par la Protéinase K révele davantage de protéines marquées que les
traitements par le TCA 20% ou l'extraction par le phénol-chioroforme ne le suggérent (tableau 2.5). Au
contraire, une part plus importante du marquage provenant de la [methyl3H]thymidine apparait dans
les protéines avec la procédure acide-base (moyenne 46.3%, n=3) et l'extraction au phénol-
chloroforme (moyenne 44.3%, n=4), qu’'avec le traitement par la protéinase K (23.8%, n=3). Ces
résultats ne sont pas nécessairement contradictoires dans la mesure ou le marquage des protéines ne
suit pas les mémes voies métaboliques s'il provient de la thymidine ou de la leucine. Le traitement du
précipité TCA 20% par la DNase montre que tout 'ADN semble avoir été hydrolysé (tableau 2.7). De
plus, apres l'incorporation d'uridine, une proportion trés faible du marquage est retrouvée dans la
fraction résistante au TCA 20% & chaud (7.5 et 5.7%, voir plus haut). Ces deux observations
suggerent que l'hydrolyse au TCA 20% & 95-100°C est efficace sur les acides nucléiques (ADN et
ARN).

L’hydrolyse acide-base montre que 49.4 et 62.9% du marquage par ia (3H) leucine dans ie

TCA précipite froid est présent dans les protéines, le reste étant réparti dans les fractions ADN et ARN

(voir plus haut), or les digestions enzymatiques n‘ont montré aucune trace du marquage (3H) leucine
dans I'ADN ou I'ARN. {l semble donc que la fraction résistante a I'hydrolyse au TCA 20% sous-estime
la fraction protéique marquée et donc ne peut étre utilisée pour déterminer le marquage des acides
nucléiques par différence.

Cenrtains auteurs utilisent le TCA 5% afin de minimiser I'hydrolyse des protéines (Simon &
Azam, 1989). La comparaison des deux traitements montre qu’en effet le TCA 5% hydrolyse moins de
matériel cellulaire marqué que le TCA 20% (tableau 2.7) ; cependant la digestion par la DNase du
précipité résistant & I'hydrolyse au TCA 5% montre que 'ADN semble incomplétement hydrolysé
(tableau 2.7). Ce résultat est en accord avec les observations de Riemann (1984) et Servais et al.
(1987) utilisant du 14C-ADN purifié. En conclusion, aucune des méthodes testées n'apparait adéquate
pour déterminer la proportion du marquage (3H) thymidine dans les protéines.

¢6, Fraction soluble dans I'éthanol

Robarts et al. (1986) et Robarts & Wicks (1989) ont montré qu'une fraction significative du
marquage par la thymidine (jusqu'a 76% du total) pouvait étre extraite par I'éthanol 80% froid. lis ont
pu lattribuer a de la thymidine associée aux phospholipides de I'enveloppe cellulaire. Hollibaugh
(1988) avec le méme ringage retirait une fraction plus faible mais toujours significative (15-23%). En
baie de Biétri, (tableau 2.8), le ringage a I'éthanol retire en moyenne 14.9% (8.1 & 19.4%, n=7) du
marquage (3H) thymidine dans le précipité TCA 5%. Sur quatre expériences, I'éthanol extrait
systématiquement d'avantage de matériel marqué du précipité TCA (moyenne 15.1%) qu'aprés
traitement au phénol-chioroforme (moyenne 8.4%), ce qui n'est pas surprenant dans la mesure ou le
chloroforme est également un solvant des lipides.
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Tableau 2.8 : Pourcentage du marquage perdu par ringage a I'éthanol 80% aprés incorporation de
(3H) thymidine et leucine. Entre parenthéses, pourcentage du précipité total.(Baie de Biétri, 20/12/89)

Traitement TCA froid NaOH 60°C TCA 20% 100°C

Thymidine 15 28 48
(22) (31)

Leucine 15 32 19
(23) (9)

De plus, Robarts & Wicks (1989) ont montré que I'éthanol pouvait retirer jusqu'a 87% du
marquage thymidine aprés hydrolyse acide ou basique. Hollibaugh (1988) a observé des pertes de 10
a 31% du marquage aprés ces traitements. En baie de Biétri, trois expériences montrent qu’une part
importante de matériel est soluble dans I'éthanol aprés extraction au TCA bouillant ou & la soude 1N a
60°C (voir exemple en tableau 2.8). Dans tous les cas ces fractions sont supérieures & celles
directement extraites du précipité TCA. Il est donc difficile d’estimer la contribution du matériel soluble
a I'éthanol dans les trois fractions obtenues par la procédure acide-base. Finalement, la présence
d'une fraction soluble dans I'éthanol est probablement une source d'erreur supplémentaire lors de
I'hydrolyse acide-base.

L’ADN ne semble pas extrait par I'éthanol, la digestion par la DNase n’ayant montré aucune
différence avec ou sans pré-traitement & I'éthanol, en accord avec les résultats de Robarts et al.
(1986). Cette fraction soluble & I'éthanol peut expliquer une part du marquage non extrait par les
digestions enzymatiques. Si cette fraction est retirée, la part non expliquée par la procédure
enzymatique se réduit en moyenne a 29.3% (n=3) au lieu de 45,4%. Elle peut étre due & une
hydrolyse insuffisante par I'une au moins des enzymes utilisées. L'activité insuffisante de la protéinase
K a été montrée mais cela n'exclut pas une activité insuffisante de la DNase. Cependant, la sous-
estimation de 'ADN marqué, si elle existe ne doit pas étre trés importante. En effet, I'extraction au
phénol-chloroforme donne une surestimation de FADN marqué (moyenne 41.1%, n=4). Le traitement
a la protéinase de cet "ADN" a révélé qu'une part significative du marquage était due a des protéines
(environ 10% du précipité TCA initial, et cette fraction est probablement sous-estimée par la
protéinase). Donc si la contribution de 'ADN marqué est sous-estimée avec la procédure enzymatique
{moyenne 17.7%, n=3), celle-ci ne peut excéder 30% du marquage total en baie de Biétri.
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¢7. Comparaisons des méthodes dans d'autres milieux

Certaines divergences entre les méthodes de fractionnement n'ont pas été observées au
cours d'autres études. En utilisant la digestion enzymatique et I'hydrolyse acide-base, Riemann (1984)
a obtenu des résultats comparables. En employant la digestion enzymatique, Wicks & Robarts (1987)
ont montré que I'ADN était le seul composé marqué présent aprés les lavages a I'éthanol et au
phénol-chloroforme. Enfin en utilisant la (3H) adénine, Bell & Riemann (1989) ont obtenu des résultats
comparabies avec [l'hydrolyse acide-base (Fuhrman & Azam, 1982) et fextraction au phénol-
chioroforme (Wicks & Robarts, 1987).

Afin de préciser si ces résultats contradictoires étaient caractéristiques de la lagune Ebrié,
nous avons comparé les fractionnements par hydrolyse acide-base et hydrolyse enzymatique aprés
incorporation de thymidine dans un échantilion d'eau de mer cétiére & un endroit non influencé par
I'eau de lagune. Bien que la contribution du marquage dans I'ADN ait augmenté jusqu'a 51% du
marquage dans le précipité TCA froid, le fractionnement était encore contradictoire avec les deux
méthodes (tableau 2.9). Ce résultat suggére que les différences peuvent étre observée dans d'autres
écosystémes 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 cétiére (20/12/89).

TRAITEMENT : TCA 5% ADN ARN Protéines NE
Digestion enzymatique 100 51.0 0.1 75 41
Hydrolyse acide-base 100 15.3 60.9 23.8 -

Les résultats sont exprimés en pourcentage de !'incorporation totale dans le précipité TCA (17 pmoles l'1h'1).
NE : non expliqué.

8. Validité de la mesure

On peut se demander si une aussi faible spécificité du marquage dans FADN n'invalide pas la
méthode. Carman et al. (1988) et Brittain & Karl (1990) suggérent que la faible spécificité du
marquage par la thymidine indique un catabolisme important du traceur et que I'extraction spécifique
de I'ADN ne résout pas le probléme. En effet, 'analyse des résidus nucléotidiques de 'ADN a montré
un marquage significatif des quatre deoxynuciéotides avec [l'utilisation de 3H-Tdr (Brittain & Karl,
1990). Ceci indique qu'une part significative du tritium a effectué un parcours complexe dans le
métabolisme cellulaire avant de marquer 'ADN. Cela semble toutefois essentiellement da & leurs
conditiong d’expérimentation. Brittain & Karl (1990) mentionnent, en effet, qu'aprés 2 heures
d'incubation & 22°C, 63% de la radioactivité injectée (14.5 nM) était incorporée dans I'ADN, soit une
incorporation moyenne de 5.25 nmol Fh-1 (probablement trés sous-estimée lorsque une telle
proportion de la radioactivité initiale est incorporée). Il est probable qu'une durée d'incubation de 2
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heures représente une durée trop longue vis-a-vis du temps de génération d’'un assemblage aussi
actif. Le marquage non specifique peut alors se répandre dans tous les compartiments cellulaires. De
courtes durées d'incubation vis-a-vis du cycle cellulaire ne semblent pas conduire A de tels artefacts
(Moriarty & Pollard, 1990). Cette faible spécificité du marquage en lagune Ebrié, obtenue a l'aide
d'incubations de courte durée (20 minutes pour un temps de doublement de queiques heures) ne rend
donc pas la méthode inopérante en lagune. La faible proportion d’ADN marqué oblige donc & comiger
les valeurs d'incorporation et & s'interroger sur d’éventuelles fluctuations de cette proportion.

9. Application en lagune

L'extraction par la DNase semble &tre la meilleure des méthodes applicables sur le terrain
pour extraire 'ADN des assemblages bactériens de la lagune Ebrié. Cefte procédure a été appliquée
par la suite en divers sites de la lagune (toujours avec la méme durée d'incubation : 20 min et la
méme concentration de traceur : 20nM) dans des conditions environnementales variées incluant la
profondeur, la concentration en oxygéne (supérieure a zéro), la salinité et 'heure du jour.

La proportion du marquage dans I'ADN est apparue constante sur une large gamme
d'incorporations dans le précipité TCA (0.1 & 3.03 nmol I-1 h-1; Fig. 2.12).

Une régression linéaire donne I'équation suivante :
ADN = 0.201 TCA - 0.006 (r=0.952, n=101).

L'ordonnée & l'origine n'est pas différente de zéro (p = 0.36) la moyenne lagunaire est de
19.2% (18.2% & 20.2% limites de l'intervalle de confiance a a=0.05).

Dans le but de valider les données d'incorporation de thymidine dans le précipité TCA
réalisées antérieurement, des relations éventuelles entre proportion de marquage dans I'ADN et
diverses variables environnementales ont été recherchées. Aucune tendance significative (P < 0,05)
n'a pu étre notée en fonction de l'activité totale, de la conductivité ou du niveau d'oxygénation
(Tab. 2.10a). Par ailleurs, les moyennes obtenues sur les trois sites, et de jour et de nuit, ne different
pas significativement les unes des autres (P > 0,05 ; Tab 2.10b).
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Figure 2.12 : incorporation de thymidine dans le précipité TCA total et dans 'ADN (extraction par la
DNase).

Tableau 2.10a : Corrélations de rangs (Spearman) entre la proportion d’ADN marqué dans le précipité
TCA total et divers paramétres de I'environnement lagunaire.

PARAMETRE Activité totale Conductivité 0,
(TCA) Dissous
nmot }-1h-1 {mS cm-1) {mg )
Coeff. de corrélation
avec % dans I'ADN 0.048 0.097 0.119
Probabilité 0.63 0.37 0.35
nombre de points 101 88 63
Minimum du paramétre 0.090 2.32 2.07
Maximum du parametre 3.036 10.58 10.67




chapitre 2 : méthodologle : incorporation de thymidine, extraction de 'ADN

Tableau 2.10b : Comparaison des proportions moyennes d’ADN marqué dans le précipité TCA total
dans les trois baies et de jour et de nuit (test t de student).

Abou-Abou Biétri Mopoyem Jour Nuit Toutes
Moyenne 18.1 19.9 19.6 19.4 19.0 18.2
Limites (a=0.05) (16.2-20.0) (18.3-21.5) (17.7-21.4) (18.1-20.7) (17.4-20.6) (18.2-20.2)
N 31 37 33 61 40 101
Abou-Abou 1.592 1.03 1.07
Biétri Nsb 0.30 0.74
Mopoyem NS NS - 0.31
Jour —m— 0.37 0.74
Nuit NS 0.25
Toutes NS NS NS NS . NS

3. valeur de t. © ; probabilité d'une différence non nulle

¢10. Effet de la concentration en Tdr sur la répartition du marquage

Moriarty (1986) a montré que la proportion du marquage dans 'ADN dépendait 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 méme durée d'incubation.

L'extraction de I'ADN marqué aprés l'incorporation & différentes concentrations de thymidine
montre que cette proportion dépend également de la concentration utilisée (fig. 2.13). La vitesse
maximum dincorporation semble atteinte & de plus faibles concentrations dans 'ADN que dans les
autres macromolécules.
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d. Conclusions
d1. Choix d'une méthode d’'extraction de 'ADN

Cette étude montre que la procédure acide-base n'est pas adéquate pour quantifier la fraction
d'’ADN marquée par la thymidine en lagune Ebrié. Quelques auteurs ont rapporté des résultats
comparables (Robaris et al. 1986 ; Servais et al. 1987) alors que d'autres la trouvent efficace (Bell &
Riemann, 1989). L'extraction au phénol-chioroforme semble également inadaptée dans ce milieu,
alors qu'elle donne satisfaction dans d’autres écosystemes (Wicks & Robarts, 1987). Ce travail
n‘apporte pas la preuve que l'extraction enzymatique de FADN est réellement quantitative. Bien que
Servais et al. (1987) aient montré I'hydrolyse compléte de FADN purifié de E.coli par la DNase il reste
a démontrer que celle-ci suffit & hydrolyser tout FADN marqué d'un assemblage bactérioplanctonique
naturel. Toutefois, cette procédure peut certainement étre considérée comme étant spécifique et donc
donnant au moins une sous-estimation de 'ADN marqué. La comparaison avec I'extraction au phénoi-
chioroforme montre que cette sous-estimation, si elle existe, ne doit pas étre importante.

Il convient de remarquer qu’une bonne méthode d'extraction, c’est a dire, permettant d’obtenir
de 'ADN faiblement contaminé, peut étre inadéquate si la fraction contaminante est fortement
marquée. Aucun travail n'a montré que le marquage non spécifique par la thymidine était distribué de
maniére uniforme dans la fraction protéique. Les protéines liées a 'ADN dans les cellules vivantes
pourraient étre fortement marquées et moins faciles & séparer en utilisant des procédures standard.
Dans les milieux ou le marquage non spécifique par ia thymidine est important, il faut probablement
prétérer les méthodes spécifiques au risque de sous-estimer légérement 'ADN marqué.

L'extraction enzymatique apparait donc, dans I'état actuel de nos connaissances,
comme la méthode la plus appropriée pour extraire spécifiquement 'ADN bactérien marqué
par la thymidine en lagune Ebrié.

d2. Impossibilité de décrire la répartition compléte du marquage

Le traitement par la protéinase K semble insuffisant pour hydrolyser toutes les protéines
marquées par la thymidine ou la leucine. Aucune des méthodes employées n'a donc permis de décrire
complétement la répartition du marquage issu de la thymidine tritiée en lagune Ebrié.

d3. Proportion du marquage dans 'ADN en lagune Ebrié

La proportion d’ADN marqué par la thymidine en lagune Ebrié apparait trés constante
(19,2% +1% aux 3 sites étudiés). Cette constance permet d’interpréter le marquage du TCA
précipité en marquage dans I'’ADN, aux mémes sites, lorsque I'extraction enzymatique n’a pu
étre réalisée.

Certains auteurs ont également mentionné des proportions constantes dans un milieu donné.
Ducklow gt al. (1990) en utilisant le phénol-chloroforme ont trouvé 40% dans la baie de Chesapeake
et 80% dans I'Atlantique), Bell & Riemann (1989) rapportent une valeur constante de 85% dans un lac
Suédois. Il 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. Brittain & Karl, 1990), ce qui
pourrait s’expliquer par la faible spécificité de cette méthode.

La proportion d’ADN marqué par la thymidine en Lagune Ebrié se situe parmi les plus faibles
publiées, dans un écosystéme qui est piutét & considérer comme eutrophe. Une décroissance de la
proportion du marquage dans I'ADN a été quelquefois mentionnée lorsque les concentrations en
nutrients baissent (Hanson & Lowery, 1983 ; Servais et al. 1987 ; Cho & Azam, 1988) ; cette tendance
a été interprétée comme étant un processus d'adaptation pour tirer un avantage de toute source de
carbone ou d'azote. Des proportions d'’ADN marquées trés faibles ont également été déterminées
dans des écosystémes limniques mésotrophes (Riemann et al. 1982 ; Mc Donough et al. 1986 ;
Bloem et al. 1989) et eutrophes (Robarts et al. 1986 ; Ducklow et al. 1990 ; Servais, 1987). Il semble,
d’'une maniére générale, que les assemblages bactériens présents dans les écosystemes
continentaux montrent une spécificité de marquage plus faible dans FADN que ceux issus des milieux
marins (Hobbie, 1988).

Ces observations, difficiles & interpréter actuellement, montrent a quel point il est important
d'extraire spécifiquement 'ADN lorsque F'on étudie les milieux frontiéres comme les estuaires, les
lagunes et les panaches ou les valeurs d'incorporation de thymidine n’ont probablement pas ia méme
signification en terme de productivité bactérienne le long des discontinuités.

Quoi qu'il en soit, la variabilité des résultats obtenus avec les trois méthodes en lagune Ebrié ..

suggére que la comparaison des répartitions du marquage obtenues avec des méthodes différentes
est hasardeuse. Certaines méthodes peuvent étre appliquées avec succés dans certains
environnements et étre & I'origine de larges erreurs dans d'autres, notamment quand le marguage non

spécifique est important, comme en lagune Ebrié. Les travaux portant sur I'étude de la productivité

bactérienne par incorporation de thymidine commencent généralement par la recherche des
conditions optimales de la mesure dans le milieu étudié (concentration du traceur, période de linéarité
efc...) et ces conditions varient généralement d’'un milieu a I'autre, méme si des tendances peuvent
étre dégagées. De maniére similaire, il n'y a pas de raisons a priori pour que les différentes méthodes
de fractionnement soient efficaces avec n'importe quel assemblage bactérien. Ces méthodes
facilement appflicables sur le terrain sont imparfaites et les biais qu'elles entrainent dépendent
probablement des voies métaboliques suivies par le titium, donc des assemblages bactériens
étudiés.

Dans cette hypothése tester ia validité des méthodes en utilisant un composé purifié, comme
c'est le cas généralement (Findlay et al. 1984 ; Mc Donough et al. 1986 ; Servais et al. 1987) ne
donnera pas une indication réelle de sa validité dans le milieu. L'approche utilisée en lagune, bien que
plus fastidieuse, fournit une vérification indépendante de la validité des méthodes employées.

=
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ll. 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 a une estimation de la production bactérienne en terme de carbone ou de cellules. Dans
I'hypothése ou I'on mesure guantitativement la synthése de I'ADN bactérien, ce qui requiert un certain
nombre de suppositions (voir plus haut), il reste encore & convertir la vitesse de synthése d’ADN
bactérien en production de biomasse bactérienne. Cette étape cruciale a suscité de nombreux
travaux. On peut classer les approches employées en trois groupes :

Le calcul théorique (Fuhrman et Azam, 1980)
La détermination empirique, dans un systéme de calibration (Kirchman et al. 1982)
La validation indépendante (Cole et al. 1989)

a. Le calcul théorique
Cette approche peut étre résumée par le schéma suivant :

ETAPES PARAMETRES A POSTULAT
DETERMINER

3H-TdR dans les
macromolécules
Proportion du
- marquage dans 'ADN

8H-Tdr dans 'ADN

Dilution isotopique
«— (extracellulaire
et synthése de novo)

« Proportion de
Thymidine dans 'ADN
Toutes les bactéries
« en division incorporent
\L la Tdr dans 'ADN

Synthése de 'ADN

«— ADN par cellule ou
Rapport ADN/Carbone

\L

Production de cellules
ou de carbone bactérien
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Cho et Azam (1988) ont discuté chacune de ces étapes. On peut en dégager les points
suivants :

La dilution isotopique extracellulaire peut étre considérée comme négligeable dans la plupart
des environnements aquatiques. Les concentrations sont en général subnanomolaires méme au
niveau des sédiments (Moriarty, 1988). La synthése de novo semble étre inhibée lorsque Yon utilise
une concentration saturante de TdR (Moriarty, 1986).

La proportion de résidus thymine dans I'ADN, que lon estime par convention a 25%
(correspondant & un GC% de 50 ; Fuhrman et Azam, 1980), peut varier entre 28 et 70% (Cho &
Azam, 1988, bien que ces valeurs extrémes soient peu vraisemblables dans un peuplement mixte) et
dépend donc vraisemblablement du peuplement étudié.

On admet généralement que le contenu en ADN des bactéries est de 2.5 & 5 fg par celiule
(Simon & Azam, 1989), bien que des valeurs supérieures aient pu éire reportées, (5.8 & 14 fg/cellule ;
Paul & Carlson, 1984). Il est possible que celui-ci varie avec la taille des celiules et leur taux de
croissance (multiples fourches de réplication). Dans une culture d’eau de mer, Cho et Azam (1988)
ont ainsi observé une augmentation du contenu par cellule de 3.3 dans linoculum & 6.1 en phase
exponentielle. Le rapport carbone bactérien/ADN (ug/ug) semble augmenter de 4 a 11 pour des
cellules de 0.03 & 0.4 um3 (Simon & Azam, 1989). Ainsi, avec des valeurs d’ADN comprises entre 2.5
et 5 10-15g par cellule et une proportion de résidus thymine de 15 & 36% (GC% de 70 & 28) on peut
s'attendre & un facteur compris entre 1.7 1017 et 7.4 1017 cellules par mole de thymidine incorporée
dans 'ADN, soit un facteur 4.4.

Il est donc peu vraisemblable que 'on puisse dégager un facteur de conversion unique valable
pour tous les écosystémes aquatiques. Le calcul d'un facteur de conversion nécessite la
détermination de chacun des paramétres cités plus haut dans le milieu étudié. Ce n'est
malheureusement pas toujours possible. Ainsi, la présence d’ADN détritique dans les milieux riches,
comme les lagunes cétiéres ou les estuaires (Paul & Carison, 1984, Paul et al. 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'hypothése ou un rapport unique
carbone/ADN se révelerait valide dans tous les milieux étudiés, il resterait a démontrer qu'une
proportion constante des bactéries en croissance incorporent la thymidine exogéne dans I'ADN. Cela
ne semble pas non plus étre le cas (Davis, 1989 ; Douglas et al. 1987 ; Pedros-Alio & Newell, 1989).

Ainsi, il semble donc, pour linstant, préférable de caiculer une relation empirique entre
incorporation de thymidine et production de biomasse bactérienne pour chaque écosystéme étudié.
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b. Détermination empirique dans un systéme de calibration

Le principe est de supprimer le contrdle de la biomasse bactérienne et d'observer
simultanément I'évolution de lincorporation de thymidine et de la biomasse bactérienne afin de
calculer la biomasse produite par mole de thymidine incorporée. On suppose évidemment que
lassemblage bactérien en croissance dans la culture conserve au cours du temps les mémes
caractéristiques que celui dont on veut déterminer I'activité in situ.

Ces cultures sont le plus souvent réalisées en inoculant une fraction d’eau du milieu tamisée
sur membrane de 0.6 & 2 um (pour en éliminer les prédateurs microzooplanctoniques) dans un
volume de ia méme eau filtrée sur membrane de 0.2 um (pour éliminer un éventuel contrle par les
nutrients). Ce traitement suffit en général pour observer une courbe typique de croissance bactérienne
en trois phases ; phase de latence, phase exponentielle, plateau ou décroissance. Le facteur de
conversion empirique peut étre obtenu par différents calculs reposant sur des conditions préalables
différentes. lis seront discutés plus loin.

Cette approche présente lavantage d'éviter la détermination de tous les parametres
indispensable au calcul théorique et de tenir compte de I'éventuelle présence de bactéries en
croissance, incorporant peu ou pas la thymidine exogéne (Davis, 1989 ; Douglas ef al. 1987 ; Pedros-
Alio & Newell, 1989). Enfin la variation des Facteurs de Conversion (FC) obtenus avec différents
traitements (apports d’éiéments limitants) et une méthodologie identique (Coveney & Wetzel, 1988)
suggére que le calcul théorique ne prend peut-étre pas en compte toutes les spécificités d'un
peuplement bactérien.

¢. Validation par une méthode indépendante

La troisiéme approche permettant de déterminer un facteur de conversion ou au moins d'en
discuter la validité est d'obtenir une estimation indépéndante de lactivité bactérienne. Une illustration
de cette approche est I'étude réalisée par Cole et al. (1989) sur le Mirror Lake (USA). Dans ce lac
entrées et sorties de la matiére organique sont déterminées. La perte de carbone du systeme a été
estimée et les contributions du zooplancton et du phytoplancton ont été retirées. La perte résiduelle
attribuée a la respiration bactérienne a été comparée aux taux dincorporation de thymidine sur la
méme période et a permis d'établir des couples de valeurs probables d'efficacité de croissance et de
facteurs de conversion. ‘

La respiration bactérienne peut également étre déterminée par la consommation d'oxygéne a
I'obscurité. La consommation bactérienne d’oxygéne est obtenue le plus souvent par fractionnement.
Elle peut également étre obtenue par une analyse statistique (Jensen et al. 1990). Enfin, dans certains
biotopes particuliers, comme certains sédiments on attribue aux bactéries I'essentiel de Il'activité
respiratoire déterminée. Ainsi, Fallon & Boylen (1990) ont comparé la respiration totale dans les
sédiments d'un lac oligotrophe et la production bactérienne par la mesure d'incorporation de thymidine
et de la fréquence de division cellulaire (FDC). lls ont ainsi montré que les activités respiratoires
mesurées étaient en accord avec lincorporation de thymidine (en utilisant un facteur de 2 1018
cellules par mole) alors qu'elles étaient incompatibles avec les valeurs de production estimées par
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FDC. Trois approches similaires ont été utilisées dans des écosystémes benthiques (Fallon et al.
1983 ; Bell & Ahlgren, 1987 ; Cammen, 1991).

Enfin, Bjorsen (1988) a comparé, dans des flacons ol la biomasse était stable, les pertes de
biomasse bactérienne par prédation et l'incorporation de thymidine. Cette approche peut également
donner une estimation indépendante du facteur de conversion, si 'on admet que la prédation est la
seule source de disparition de la biomasse bactérienne et que celle-ci est déterminée de maniére
fiable.

2. Approches utilisées en lagune Ebrié

a. Détermination empirique

at. Méthodologie

L'inoculum est préparé en tamisant 50 mi d’eau du milieu sur membrane Nuclépore de 2 pm
puis est ajouté & 450 ml d’eau du milieu filtrée sur membrane de 0.2 um. Toutes les filtrations sont
effectuées sous dépression réduite (< 5cm de Hg) afin de minimiser Ienrichissement provoqué par
I'éclatement des organismes fragiles. Les cultures sont incubées & 30°C en lumiére atténuée sous
légére agitation. A différents intervalles de temps, des échantillons sont prélevés pour déterminer la
biomasse bactérienne et l'incorporation de thymidine dans le TCA précipité. A quelques exceptions
prés, la détermination de la biomasse bactérienne n'est effectuée que sur les intervalles de temps ou
l'incorporation de thymidine indique une phase exponentielle de croissance.

Afin d'observer d’éventuelles variations du facteur de conversion avec le site ou I'époque du
préiévement, au moins un étalonnage empirique a été effectué au cours de chaque cycle nycthéméral
étudié.

a2. Résultats

a2.1. Production de biomasse et incorporation dans le TCA précipité

Le volume bactérien moyen augmente genéralement au cours de la culture et lincorporation
de thymidine est toujours mieux corrélée a la biomasse (biovolume) cellulaire qu'a Fabondance
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 élevé
des bactéries les plus volumineuses.

Cette altemnative n'est pas sans importance. Dans le premier cas, l'incorporation de thymidine
doit étre reliée au nombre de cellules et Faugmentation du volume cellulaire moyen n'est qu'un
artefact. Dans le second cas, la relation avec le volume bactérien total est justifiée par les
caractéristiques du peuplement en croissance active (les cellules plus grosses ont un tfaux de
croissance supérieur). Le parallélisme entre augmentation du biovolume et incorporation de thymidine
suggeére la deuxieme solution. L'étude de I'évolution des abondances par classe de taille montre que
les plus petites cellules ne disparaissent pas lors de I'augmentation du volume moyen (fig. 2.15, 2.16).
Cette différence des taux de croissance avec la taille bactérienne a déja été montrée en baie de Biétri
(Torréton et al. 1989). Ces grosses cellules, & taux de croissance plus élevé, pourraient subir un
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contréle plus actif in situ par le micro-zooplancton (Andersson et al. 1986 ; Newell & Turley, 1987 ;
Chrzanowski & Simek, 1990 ; Gonzalez et al. 1990) ce qui expliquerait leur rapide prédominance dans
les cultures d'eau de lagune en I'absence de prédation.

Le calcul du facteur de conversion, ne peut en toute rigueur étre effectué que lorsque
rincorporation de thymidine et la biomasse bactérienne montrent le méme taux de croissance. A partir
de ce protocole, deux méthodes de calcul sont alors possible :

(1) L'approche de Kirchman et al. 1982 qui permet de calculer le facteur de conversion (FC)
par la formule :

FC = i N(0)/T(0)

avec :
FC : cellules produites par nmole de thymidine incorporée
M : taux de croissance de I'assemblage bactérien (h™1)
N(0) : abondance bactérienne a tg (cellules I-1)

T(0) : incorporation de thymidine a tg (nmoles F1h-1) .

Ce mode de calcul a toutefois linconvénient d'exiger une croissance exponentielle sans
phase de latence.

(2) La deuxiéme maniére de calculer, moins contraignante, consiste a diviser la biomasse
produite par lintégrale de Fincorporation de thymidine calculée & partir des mesures ponctuelles sur
les intervalles ol incorporation de thymidine et biomasse croissent paraliélement (Riemann et al.
1987). La biomasse produite est simplement estimée par la différence des biomasses entre deux
mesures successives. L'intégrale d'incorporation de thymidine est calculée de la maniére suivante :

En phase exponentielle, elle suit une équation du type : T(t)=T(0) exp(}Lt)
avec T(t), incorporation de thymidine au temps t ; T(0) incorporation de thymidine au temps tg et i
taux de croissance (h-1).

r

Onaalors: T(t) = 1/u T(0) exp(ut) + cte

1
1
Soit entre t1 ett2 : thym = (1/u T(0) exp(uto) + cte) - (1/n T(0) exp(utq) + cte)
t

r‘t1

thym = (T(t2)-T(t1))/n
to

L.

ou

L S

Ce calcul a été utilisé pour les 12 étalonnages effectués en lagune, les résultats sont exposés
sur le tableau 2.11.
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Tableau 2.11 : Etalonnages réalisés en lagune Ebrié.

Thym. Abondance  Volume Tauxde  Biovolume Facteurde
ECH. T Heure pmole 109 Celulasire  Biovolume croissance  produit  Conversion
! cellules!  moyen  108um3t-1 (1) (intégraletdr) 1017um3

pm3 Biovolume  108um3-1  mole-1

(Thym)  (pmole ™)

A1 0 03 24 TIaTS

A1 1 25 22

At 2 45 a3

AlJl 3 63 69 0.50 0.046 228

A1 4 83 181 0.68 0.088 59.9 0.501 146.2

A1 5 103 482 1.87 0.090 169.0 (0.486) (850) 1.72
AUl 6 120 1044

A2 0 00 26 TiaTs

A2 1 35 41 0.54 19,

A2 2 62 98 0.80 0.053 421 0.256 61.9 1.12
AlJ2 3 91 194 1.09 0.075 814 (0.277) (552)

All2 4 121 691

AlJ2 5 153 898

A2 0 036 6 T4aTSs

A2 1 34 59

A2 2 54 95

A2 3 74 106 1.49 0.047 70.3

A2 4 93 191 161 0.042 68.3 0.519 142.1 201
A2 5 11.4 516 225 0.094 2105 (0.459) (708)

A2 6 13.3 713

BlI 0 00 68 1.30 0.042 55.2 ToaT2

BlJ1 1 40 146 147 0.121 142.0 0.260 304.2 2.13
Bt 2 72 436 1.64 0.219 359.4 (0.258) (1426)

Byt 3 113 1786

BiJ2 0 00 67 1.17 0.068 80.0 ToaT2

BiJ2 1 38 180 1.33 0.141 186.2 0.232 509.1 2.58
Bl2 2 86 550 3.47 0.170 589.1 (0.244) (1977)

Bl42 3 113 1133

Bai 0 03 19 TIaT3

B2JI 1 42 96 1.01 0.041 413

B2Ji 2 73 267 2.30 0.057 130.2 0.362 151.3 1.63
B2Ji 3 84 416 2.50 0.077 1926 (0.345) (927)

B2JI 4 103 569

B2Ji 5 116 788

B2J2 0 05 4 TaT2

B2J2 1 35 108 1.43 0.037 528

B2J2 2 48 204 2.51 0.039 9.7 0.436 142.6 2.09
B2J2 3 65 415 3.07 0.064 1955 (0.449) (684)

B2J2 4 78 615

B2J2 5§ 93 823

B2j2 6 108 942

MiJ2 0 03 17 T1aT4

MIJ2 1 43 14 0.17 0.050 8.4

M2 2 70 29 0.33 0.048 158

MiJ2 3 95 56 0.66 0.058 38.1 0.269 4587 1.66
MIJ2 4 112 88 0.95 0.057 54.3 (0.268) (277)

MiJ2 5 125 85 1.10 0.053 57.7

B3 1 30 129 2.08 0.061 1275 T2aT4

B3 2 45 226 227 0.059 133.8

B3 3 60 403 2.87 0.082 2346 0.322 217.8 1.77
B3 4 75 674 355 0.099 3516 (0.364) (1230)

B3 5 90 1124

B3 6 105 1829

B3 7 120 3317

B3 8 135 2287

B3 9 150 2310

B3 10" 165 2342

B3 11 240 1586
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Tableau 2.11 : Etalonnages réalisés en lagune Ebrié (suite)

Thym. Abondance  Volume Taux de Biovolume Facteurde
ECH. T Heure pmole 102 Cellulaire  Biovolume croissance produit Conversion
! Cellules™  moyen  105um3r-1 (1)  (intégrale Tdr) 1017um3

pm3 Biovolume  105um3-1  mole!

(Thym)  (pmoleI'Y)

A3 1 3.0 57 0.93 0.039 358 TI1aT3
A3 2 45 103 117 0.061 71.7
A3 3 60 198 1.21 0.104 125.5 0.418 89.7 264
A3 4 75 434 145 0.079 114.0 (0.417) (339)
A3 § 90 999
A3 6 105 1248
A3 7 120 1601
A3 8 135 2084
A3 9 15.0 1910
A3 10 16.5 1784
A3 i1 240 1394
B4 0 25 125 0.55 0.078 43 TOa T2
B4 1 4,0 277 1.01 0.094 94
B4 2 55 619 2.29 0.086 196 0.509 153.6 1.66
B4 3 70 670 37 0.083 306 (0.533) (926)
B4 4 85 1081 348 0.160 555
B4 5 100 999 3.41 0.207 705
BS 0 2f5 131 0.88 0.054 47.7 TOaT2
B5 1 4.0 207 1.30 0.058 75.6
BS 2 558 320 1.88 0.073 1374 0.353 89.7 1.41
B5 3 70 486 1.95 0.086 167.1 (0.208) (635)
B5 4 85 603 2.09 0.101 210.3
BS § 100 651 2.62 0.135 354.2
BS 6 115 645 2.54 0.157 399.3
BS 7 140 710 2.82 0.174 4899
BS 8 230 617 390 0.188 7326
Moyenne 1.87
Limites de 1.59-2.18
I'intervalle c:‘e confiance 12

A : Abou-abou ; B : Biétri ; M : Mopoyem

Les facteurs de conversion calculés semblent peu varier autour de la valeur moyenne de 1.87
1017um®mole-1 (+0 28 1017 umBmole-1, limites de lintervalle de confiance & ~=0.05). Aucune
tendance m'a pu éirc notée en fonction du site étudié (Biétri ou Abou-Abou; . de la période de
prélévement (saison séche, saison des pluies, saison des crues).

La valeur moyenne 1.87 1017um? produits par mole de thymidine incorporée dans le précipité
TCA a donc été retenue aux sites étudiés.
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Figure 2.14 : Etalonnages entre incorporation de thymidine et production de biomasse bactérienne.
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Figure 2.14 (suite) : Etalonnages entre incorporation de thymidine et production de biomasse
bactérienne.
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a2.2. Proportion du marquage dans I'ADN au cours des étalonnages

Dés que la méthode d'extraction enzymatique de 'ADN a été jugée satisfaisante, son
application aux quatre derniers étalonnages a donné des résultats surprenants. Alors que Ia
proportion d’ADN marqué avoisine 20% en lagune (cf fig. 2.12), elle s'est révélée systématiquement
plus élevée en phase exponentielle, avoisinant 50% (Tableau 2.11, figures 2.17A-D) pour décroitre
dés I'apparition du plateau. Cho & Azam (1988) ont déja montré que la proportion de protéines
marquées par fa thymidine tritiée augmente lorsque les cellules se carencent en azote. La thymidine
(catabolisée) serait alors utilisée préférentiellement pour la synthése protéique. L'augmentation du
pourcentage de marquage dans I'ADN aprés I'apport d'extrait de levure (2mg.l-1) en phase plateau,
lors de I'étalonnage du 21-05-90 (fig. 2.17C) montre bien que cette décroissance est due & une
carence des cellules. Ce phénoméne explique le paradoxe qui existe entre une production de
biomasse apparemment constante (incorporation de thymidine constante dans le TCA précipité) et
une biomasse constante en l'absence de prédateurs au cours de la phase plateau des cultures
d’étalonnages.

A partir de I'ensemble de ces résultats, en lagune Ebrié, il est aisé de remarquer que la
mesure de la productivité bactérienne est surestimée d'un facteur 2.6 (soit 49.6/19.2) si F'on utilise des
incorporations dans le milieu et des valeurs d'étalonnage obtenues par lincorporation de thymidine
dans le seul précipité TCA. Ce phénoméne a également été observé dans le lac Léeman (Torréton et
al. en préparation) et pourrait donc étre répandu dans divers écosystémes. A I'opposé, Coveney &
Wetzel (1988), en utilisant une extraction & I'acide perchlorique, déterminent une proportion plus faible
dans les cultures. Il est donc vraisemblable que bien des facteurs de conversion publiés aient été
biaisés par des proportions du marquage dans 'ADN différentes in situ et dans les cultures.

Si 'on admet que cette proportion du marquage dans I'ADN (moyenne 49.6%, 6=3.8%, N=12,
cf tab. 2.12) est la méme au cours de toutes les phases exponentielles des étalonnages effectués en
lagune, on obtient alors un facteur de conversion de 1.87/0.496 = 3.77 1017 um3mole-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 um3mole-1 Tdr dans le TCA précipité.

En sommant les incertitudes de chacun des facteurs utilisés (£15.0% sur le facteur de
conversion, 5.2% et £4.9% pour les proportions du marquage dans I'’ADN in situ et au cours des
etalonnages) on peut estimer que ce facteur de conversion est précis a £25% preés.
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Tableau 2.12 : Proportion du marquage 3H-Tdr dans 'ADN au cours des étalonnages.

MOYENNE
ECH. T HEURE TCA ADN ADN Ecart-type
pmol p? pmoi ript % TCA (n)
B3 1 3.0 129 73 56.6
B3 2 45 226 116 513 *
B3 3 6.0 403 223 5§5.3 * 533 %
B3 4 75 674 374 5§55 o 28%
B3 5 9.0 1124 698 62.1 (3)
B3 6 105 1829 1060 58.0
B3 7 120 3317 1820 54.9
B3 8 135 2287 991 43.3
B3 9 15.0 2310 541 23.4
'B3 10 16.5 2342 539 23.0
B3 1 240 1586 255 16.1
A3 1 3.0 57 2 51.1 '
A3 2 4.5 103 51 49.6 *
A3 3 6.0 188 108 54.4 ' 51.7 %
A3 4 75 434 235 54,2 25%
A3 5 9.0 999 585 5§8.6 (3)
A3 ] 10.5 1248 672 §3.9
A3 7 120 1601 796 49.7
A3 8 13.5 2084 636 30.5
A3 9 15.0 1810 470 24.6
A3 10 16.5 1784 392 22.0
A3 11 24.0 1394 156 11.2
B4 0 25 125 57.8 46.2 '
B4 1 40 277 128 46.2 '
B4 2 55 619 287 46.4 * 46.3 %
B4 3 70 670 266 39.7 0.1%
B4 4 8.5 1081 320 29.6 (3)
B4 5 10.0 9989 244 24.4
B4 6 115 2172 1416 65.2
B4 7 13.0 2514 1416 56.3
B4 8 143 - 2571 941 36.6
BS 0 25 131 61 46.6 *
BS 1 4.0 207 96 464 *
BS 2 55 320 148 46.3 o 46.4 %
BS 3 7.0 486 167 344 02%
BS 4 85 603 192 318 (3)
BS 5 10.0 651 176 270
B5 6 115 645 135 20.9
Bs 7 14.0 710 132 186
BS 8 23.0 617 55 8.9
Moyenne 49.6 %
Tous les points : Intervalle de confiance 47.2-52.0%
N 12

Les astérisques indiquent les points utilisés pour les étalonnages, la moyenne correspondante est reportée dans la colonne

suivante. Echantilions : mémes symboles qu'en Tab. 2.11
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ETALONNAGE B4 (BIETRI 21-05-50)

ETALCNNAGE B4 (BIETRI 21-05-9@)

Figure 2.15 : Evolution de la taille moyenne des cellules au cours d'un étalonnage
thymidine/production de cellules. A Fréquence, B Effectifs.
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Figure 2.16 : Evolution de la taille moyenne des cellules au cours dun étalonnage
thymidine/production de cellules. A Fréquence, B Effectifs.
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Figure 2.17 : Evolution de la proportion de thymidine incorporée dans I'ADN au cours des
étalonnages.
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a3. Discussion

Ce facteur de conversion, qui s'avére stable en lagune Ebrié, se situe dans les valeurs
élevées de la littérature, bien qu'il soit hasardeux de comparer des facteurs empiriques obtenus avec
des modes de calcul et surtout des méthodes de fractionnement du précipité TCA différents.

L'influence de certains facteurs sur les valeurs expérimentales du facteur de conversion a été
discutée par quelques auteurs. Smits & Riemann (1988) ont noté une augmentation de celui-ci avec le
taux de croissance de I'assemblage bactérien et concluent que I'uptake doit étre limitant pour des
temps de génération inférieurs & 20h. L'uptake de thymidine a été mesuré au cours des étalonnages
A3 et B3. La quantité de radioactivité intracellulaire non TCA précipitable issue de la thymidine tritiée
était toujours significativement supérieure 4 0 (fig. 2.17A et B). !l n'a toutefois pas été possible de
montrer qu'il s'agissait de thymidine et non de catabolites marqués. Toutefois, si Fincorporation de
thymidine dans le TCA précipité était limitée par l'uptake, on obtiendrait vraisemblablement une limite
de lincorporation par cellule pour les valeurs les plus élevées du taux de croissance, ce qui ne semble
pas étre le cas pour les étalonnages réalisés en lagune (fig. 2.18). Ces arguments n'excluent pas
dvidemment que l'uptake soit limitant pour une fraction du peuplement en croissance. Cette hypothése
ne pourrait étre vérifiée que par autoradiographie, la détermination de la dilution isotopique n’étant
d’aucune utilité dans ce cas (Moriarty, 1988). |

0.3 5

0.2

0.1 4

0.0

0.0 0.1 0.2 0.:

3 0.4 ‘ 0.5 0.5
TAUX DE CROISSANCE (h_)

INCORPORATION SPECIFIQUE (10™"®mol.cell™'h™)

Figure 2.18 : Relation entre incorporation de thymidine et taux de croissance dans les étalonnages
(trait plein : droite de régression, trait discontinu : droite forcée par l'origine).
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Récemment, Bell (1990) a suggéré que la concentration optimale (saturante) de thymidine ne
serait pas employée dans la plupart des expériences d'étalonnage. Il est vrai que la plupart des
auteurs utilisent la méme concentration de thymidine que I'optimum déterminé in situ. Ses arguments
sont basés, d'une part, sur la plus grande variabilité et les plus fortes valeurs des FC obtenus a 5 nM
qQu'a des concentrations supérieures, 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 différents
que ceux présents dans des lacs eutrophes et dans l'océan oligotrophe, ce qui reste & démontrer.
D’autre part, les FC comparés sont obtenus avec des méthodes de fractionnement du marquage
assez différentes et Robarts & Wicks (1989) suggérent que la proportion du marquage dans I'ADN
pourrait expliquer des différences d'un facteur 10 dans restimation des FC. Les résultats des
fractionnements enzymatiques obtenus au cours des étalonnages montrent que cet aspect souvent
négligé est probablement une source de biais répandue.

L'optimum de concentration n'a été vérifié qu'une fois au cours de la phase exponentielle de
I'étalonnage B4 (fig. 2.19). La concentration employée était saturante, alors que te taux de croissance
était parmi les plus élevés observés. Une seule expérimentation est évidemment insuffisante pour
affirmer que 'on se trouvait & concentration saturante au cours de tous les étalonnages. Toutefois, 1a
encore, cet antefact, s'il existait dans ces expérimentations, serait probablement mis en évidence par
une relation entre FC et taux de croissance. Cela ne -semble pas étre le cas en lagune Ebrié
(fig. 2.20). Smits & Riemann (1988) ont par ailleurs montré qu'une concentration de 15 nM était
saturante, méme avec des facteurs de conversion trés élevés.
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Figure 2.19 : Effet de la concentration en thymidine sur l'incorporation dans le précipité TCA
(Etalonnage B4 : Biétri 21-05-90).
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Figure 2.20 : Relation entre facteur de conversion et taux de croissance.

Enfin il n'est pas possible d'exclure la possiblité qu'une proportion significative de bactéries en
croissance dans les cultures n'incorporent pas la thymidine (Pedros-Alio & Newell, 1989). Ce

phénoméne conduirait 2 I'obtention d'une valeur de conversion élevée et ne serait pas détectable par
I'étude de la dilution isotopique.

ad. Conclusion

Bien qu'il soit difficile d'affirmer que le degré de participation de la thymidine tritiée ait été
identique in situ et dans les cultures d'eau de lagune, la reproductibilité des facteurs de conversion
déterminés expérimentalement aux différents sites et périodes d'étude, avec des taux de croissance
différents, suggére que ces artefacts, s'ils existaient, seraient curieusement constants. La valeur
moyenne obtenue (3.77 1017 um3mole-1 Tdr dans I'ADN) a donc été utilisée pour convertir les valeurs
d'incorporation de thymidine en production de carbone bactérien. La validité de ce facteur a, par
ailleurs, été vérifiée par une appfoche indépendante développée dans le chapitre suivant.
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b. Validation du facteur de conversion par la consommation d’oxygéne
b1. Introduction
La consommation d'oxygéne est probablement la meilleure méthode pour déterminer activité
hétérotrophique bactérienne aérobie. L'activité d'uptake et de minéralisation d’'un substrat ne mesure,

en effet, qu'une partie de I'activité hétérotrophe totale. Des comparaisons effectuées in situ (Sepers et
al. 1982) ont montré que l'uptake maximum d'amino-acides représentait au plus 10% de I'activiié
minéralisatrice déterminée par la consommation d'oxygéne attribuée aux bactéries (50% du total). Des
résultats comparables ont été obtenus, in vitro, sur des assemblages bactériens mainienus en
chémostat (Sepers & van Es, 1979).

La mesure de la consommation du carbone organique dissous (COD) élimine le probléme de
la faible représentativité d'un ou d'un groupe de substrats. Toutefois ia part facilement dégradable du
COD est en général assez faible (15 & 40% en milieu limnique et estuarien, Servais, 1987) et la
détermination précise de la fraction consommée exige de longues durées d'incubation (Servais,
1987). De plus, en chémostat, le COD total semble utilisé séquentiellement, les bactéries utilisant en
premier lieu les molécules les plus facilement dégradables (Sondergaard et al. 1990). La fraction
consommée in situ dépend donc & la fois du taux de croissance bactérien et de la vitesse de
production du COD (Sondergaard et al. 1990). La détermination de [P'activité¢ organotrophe par
Pévolution du COD exige donc des temps d'incubation du méme ordre que le temps de génération
bactérien, ce qui limite la précision de la mesure. En lagune Ebrié, les concentrations en COD
(déterminées en 1977) varient entre 6000 et 18000 ugC ! dont une forte proportion semble
constituée de matériel réfractaire (Pagés et Lemasson, 1981) ce qui limiterait la précision de I'analyse
de la fraction consommée. Enfin, il convient de rappeler qu'une mise en doute de la fiabilité des
dosages classiques du COD a été formulée récemment (Sugimura et Suzuki, 1988).

Il semble donc préférable de relier la consommation bactérienne d'oxygéne a la mesure de la
producitivité bactérienne afin d'obtenir une comparaison indépendante. Malheureusement c’'est une
méthode moins sensible que la mesure de lincorporation de radiotraceurs, un inconvénient toutefois
minimisé en milieu eutrophe ou des valeurs importantes peuvent étre mesurées. _

L'activité respiratoire n'est toutefois pas spécifique des bactéries. Difiérents auteurs ont
attribué une partie de lactivité respiratoire totale aux bactéries hétérotrophes en préfitrant des
échantillons d'eau et en comparant les consommations d’'oxygéne dans les fractions tamisées et
totales (Williams, 1981 ; Sepers et al. 1982 ; Bell & Kuparinen, 1984 ; Laanbroek & Verplanke, 198643,
1986b ; Griffith ef al. 1990 ; Schwarter et al. 1988 ; Sand-Jensen ef al. 1990). Dans tous les cas, une
part importante (30 & 100%) de la consommation d'oxygéne totale in situ était retrouveée dans l'eau
tamisée sur membranes (de porosité 1 & 3 um) donc attribuable au picoplancton constitué pour
I'essentiel de bactéries.

Toutefois, les artefacts résultant d’'une séparation avant incubation sont toujours possibles, le
plus classique étant I'enrichissement entrainé par la rupture des cellules les plus fragiles lors du
tamisage (Ferguson et al. 1984). Plus récemment, Hopkinson et al. (1989) ont montré une autre
source d'erreur entrainée par les tamisages. Les consommations d’oxygéne dans la fraction inférieure

74



chapitre 2 : méthodologie : validation de I'étalonnage

a 1um étaient systématiquement supérieures a la 'consommation totale. Des dénombrements
bactériens et des dosages de NH4+ et amines primaires ont montré que ce phénoméne n’était pas di
4 une croissance bactérienne stimulée par I'éventuel relarguage de nutrients par le tamisage. Au
contraire, dans leur milieu, les bactéries séparées des flagellés par filtration se carengaient en azote,
relargué par ces demiers, entrainant une forte chute de leur rendement de croissance et une
augmentation conséquente de leur activité respiratoire.

b2. Postulats

Pour éviter ces artefacts, seule I'activité respiratoire totale a été déterminée en lagune Ebrié.
La validité du facteur de conversion thymidine/production de carbone bactérien a donc été testée en
essayant dattribuer empiriquement une part de ['activité respiratoire totale aux bactéries
hétérotrophes. ‘

Pour déterminer cette activité respiratoire on a supposé :

1- Que Factivité 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 étudiés (donc qu'il
existe une relation constante entre respiration bactérienne et incorporation de thymidine) et que
'essentiel de I'activité minéralisatrice est aérobie. ‘

3- Que la respiration phytoplanctonique était constante par unité de biomasse (donc qu'il
existe une relation constante entre respiration phytoplanctonique et pigments photosynthétiques si 'on
admet que ceux-ci sont proportionnels a la biomasse phytoplanctonique). ‘

Ces trois postulats peuvent étre considérés comme valables en premiére approximétion.

1- L'activité respiratoire totale mesurée peut étre considérée comme la somme des activités
respiratoires du phytoplancton et du bactérioplancton. En effet, d'une part, le méso-zooplancton n'est
pratiquement pas prélevé avec les bouteilles utilisées (Pagano comm. pers.), d'autre par, il est
virtuellement absent de la colonne d'eau pendant la journée (Pagano & Saint-Jean, 1988, voir aussi
chap.3, Cycles nycthéméraux). L'activité respiratoire du nanoplancton hétérotrophe est
vraisemblablement prise en compte dans la respiration attribuée aux bactéries si I'on suppose que
celui-ci exerce son activité sur les bactéries comme le laisse supposer la taille des organismes
phytoplanctoniques (96% et 53% de la chiorophylle a est retenue sur membranes de porosité
respectives 1 um et 3 um , moyenne sur les 3 sites étudiés, cf tab.2.3). Dans ce cas si on lui attribue
une efficacité de croissance de l'ordre de 50% sur les bactéries, la contribution bactérienne sera
Iégérement surestimée. Cette hypothése est discutée plus loin.

2- Le rendement de croissance bactérien tend probablement vers une valeur moyenne si 'on
admet que la relation entre les bactéries et leurs sources nutritives est la méme aux différents sites et
époques étudiés.

3- La respiration phytoplanctonique est constante par unité de biomasse, lindicateur de
biomasse utilisé étant la concentration en chiorophylle a. Quelques données sont disponibles sur ce
sujet. De plus, on admet généralement que la respiration phytoplanctonique représente 10 a 40% de
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la production brute (Beardall & Raven, 1990), ce qui peut fournir une autre base de vérification. li
sembile toutefois que la respiration phytoplanctonique & I'obscurité puisse étre fortement influencée
par l'histoire lumineuse précédent la mise & 'obscurité nécessaire a la mesure (Stone & Ganf, 1981 ;
Verity, 1982). Cette hypothése a été testée sur les données obtenues lors de cette étude.

b3. Reésultats - discussion
b3.1 Analyse statistique
Les consommations d'oxygéne déterminées (cf chap.2 méthodes) en sub-surface
varient de 20 a 128 ngO, I-th-1 & Abou-Abou (moyenne 53), 127 a 371 ugO, F-1h-1 & Biétri (moyenne
218) et 19 a 83 pgO, I-1h-1 & Mopoyem (moyenne €1). Ces fortes valeurs, en accord avec le
caractére eutrophe de la lagune, sont similaires & celies reportées par Carmouze & Caumette (1985)
sur les mémes sites.

Lattribution d’'une partie de I'activité totale au phytoplancton et aux bactéries a été tentée en
utilisant une régression muitiple pas & pas en utilisant les variables explicatives suivantes (voir
Tableau 2.13) :

- Chlorophylie a

- Phéopigments

- Somme des pigments

- Incorporation de thymidine

- Energie lumineuse regue par 'échantillon au moment du prélévement (LE m™2)
- Production primaire au 14C

- Production primaire a 'oxygéne

Seuls ont été exclus les points de nuit ol le zooplancton abondant pouvait contribuer a la
respiration totale (lors des trois derniers cycles).
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Tableau 2.13 : Régression pas a pas pour expliquer la variabie respiration

Variables Coefficient Varables Corrélation . F
incorporées non Partielle
au modéle incorporées
ETAPE O Chl.a 0.820 298.8
R2 = 0.000 Phéo. 0.572 70.9
ddl = 147 Pigments 0.812 283.3
Thymidine  0.854 391.7
Lumiére 0.141 3.0
Prod. 4C  0.276 12.0
Prod. O, 0396  27.2
ETAPE 1 Thymidine 85.2 Chi.a 0.517 528
R2=0.728 Phéo. 0.173 45
ddl = 146 Pigments 0.478 42.9
Lumiére 0.053 0.4
Prod. YC  0.119 2.1
Prod. 0, 0.103 16
ETAPE 2 Thymidine 60.9 Phéo. 0.024 0.1
R2 = 0.801 Chl.a 1.15 Pigments  0.024 0.1
ddl = 145 Lumiére 0.071 0.7
Prod. 4C  0.033 0.2
Prod. O,  0.108 1.7
MODELE FINAL R2 = 0.801 n=148
Variable Coefficient Erreur t P
Standard
Thymidine 60.9 6.3 9.7 0.000
Chla 1.15 0.16 73 0.000
Constante 2.72 5.6 -05 0.631
MODELE FINAL FORCE PAR L’'ORIGINE R2 = 0.927 n=148
Variable Coefficient Erreur t P
Standard
Thymidine 60.0 6.0 10.0 0.000
Chla 1.13 0.15 75 0.000

L'analyse montre que 80% de la variance de la consommation d'oxygéne peut étre expliquée
a l'aide de la concentration en chlorophylie a et de 'activité d'incorporation de thymidine. Toutes les
autres variables explicatives proposées ont été rejetées. L'exclusion de I'énergie lumineuse regue par
les échantillons au moment du prélévement montre que lhistoire lumineuse du phytoplancton ne
semble pés avoir eu une influence déterminante sur son activité respiratoire dans nos conditions de

mesure,
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L'ordonnée & l'origine n'étant pas significativement différente de zéro (P=0,63), la régression a
été recommencée en forgant celle-ci par l'origine.

L'équation finale est Resp = 1.13 (£0.30) Chl.a + 60.0 (+11.8) Thym (n=148)

Avec : Resp, respiration en ugO, h-1 ; Chiorophylie a en pg ; Thym en nmol h-1 dans le TCA
précipitable. Les valeurs entre parenthéses représentent les limites de l'intervalle de confiance pour
a=0.05,

L'ajustement de cette équation avec les valeurs mesurées de respiration totale est représenté
en figure 2.21 pour les valeurs individuelles et sur le tableau 2.14 pour les moyennes journaliéres au
cours des neuf cycles nycthéméraux. L'ajustement est tel que 77% des valeurs estimées par ie
modéle se situent dans l'intervaile + ou - 50% des valeurs mesurées. Avec une approche semblable,
Jensen et al. (1990) obtiennent 76 a 85% et considérent que, compte tenu des erreurs de mesure et
d'analyse statistique cumulées ainsi que de la variabilité possible des hypothéses de dépan, un tel
ajustement peut &tre considéré comme tréds satisfaisant.

Toutefois, le modéle ne peut 8tre considéré comme valable que si les paramétres obtenus
présentent une certaine vraisemblance au regard des données disponibies.

;

RESPIRATION MESUREE (ug O
8

I | | ] L L I |
(o) 50 100 150 200 _?59_ 1 300 350
RESPIRATION CALCULEE (ug O, I"'h™")

Figure 2.21 : Comparaison des valeurs de respiration prédites & partir des concentrations en
chlorophylle g et des activités d'incorporation de thymidine avec les valeurs de respiration mesurées.
(A) Abou-Abou, (O) Biétri, (Q) Mopoyem.
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b3.2 Respiration phytoplanctonique
Le coefficient respiratoire attribué au phytoplancton de 1.13 (+0.30) pgO, pg-'Chl.a h-1 est
‘trés proche de la valeur 0,76 (+0,18) ngO,ug-'Chl.a h-1 obtenue par Jensen et al. (1990) avec la
méme analyse sur des communautés naturelles en milieu estuarien eutrophe. '

Ces coefficients sont en accord avec des données obtenues sur des cultures algales en
laboratoire. Relexans et al. (1984) ont mesuré des respirations de 0,5 & 1,6 ugO, ug™! Chi.a h-1 (a
20°C) (moyenne 1,06) pour 5 espéces d'algues d'eau douce. Harris (1978) rapponte des valeurs
comprises entre 0,1 et 1 ugO, ug™! Chl.a h-1 et Langdon (1988) cite des valeurs de respiration de
maintenance allant de 0,064 & 2,176 ngO, pg! Chl.a h-1 pour 8 espéces d'algues marines. La
respiration phytoplanctonique semble étre 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 [Ilassembiage phytoplanctonique influent donc probablement sur le rapport
respiration/chlorophylle et sont donc une source importante de variabilité entre respirations prédite et
mesurée.

Par ailleurs, en utilisant une approche similaire pour estimer la respiration du phytoplancton de
la lagune Ebrié, Dufour (1984) reporte trois équations refiant respiration totale et pigments
photosynthétiques :

- en régions fermées (régions V, VI et Aghien, cf. fig 1.1)

Resp = 1.44 Pigments + 14.66 , R2= 0.49, n= 15,

- en régions ouvertes "naturelles” (régions I, I, IV et Potou)

Resp = 1.45 Pigments + 18.77 , R2= 0.22, n= 72,

- en régions ouveres urbaines _

Resp = 1.43 Pigments + 39.17 , R2= 0.50, n= 66,

Avec : Resp, respiration en pgO, h-1 ; Pigments (Chlorophylle a active et dégradeée) en ug

Les fortes ordonnées & [lorigine représentent la respiration non phytoplanctonique
apparaissant effectivement 2 3 3 fois plus élevées en zone urbaine gu'aux autres sites (comme le
rapport des activités bactériennes obtenues ici).

En employant les mémes paramétres sur la totalité des mesures effectuées au cours de cette
étude on obtient dans ce cas un équation comparable a celle obtenue par Dufour (1984) :

Resp = 1.79 (+0.21) Pigments + 18.1 (+13.6) R2=0.658
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g’)gggasau 2.14 : Respiration attribuée aux microflores bactériennes et phytoplanctoniques au cours des

resp. resp. resp. resp. tost Prod resp. Prod resp. %resp. |
Chia 0 4 P P, e lo

CYCLE Bact Cale  Mes  diff nette  24h brute  phyto.
At1 23 33 56 48 066 4113 1160 5021 542 11 6072
4 7 10 22 NS
9 9 9 9
A12 18 32 50 63 0052 2691 1518 3691 434 12 5851
3 6 4 19 NS
8 8 8 8
A2 26 47 73 45 0005 1429 1080 2107 625 30 6116
5 10 11 14
7 7 7 7
A3 12 14 25 28 031 977 666 1402 281 20 5466
5 9 7 6 NS
12 12 12 12
Bl.1 71 77 148 202 031 5156 4843 8107 1698 21 4203
12 24 30 a1 NS
9 9 9 9
B1.2 51 76 127 196 0003 4988 4695 7849 1235 16 3990
9 23 21 43
8 8 8 8
B21 94 112 206 188 007 8040 4328 10918 2257 21 5744
20 12 14 29 NS
9 9 9 9
B22 85 120 205 162 0.007 6913 3888 9478 2033 21 6961
17 13 15 32
8 8 8 8 _
B3 83 51 134 164 014 3836 3941 6213 2002 32 5881
10 10 16 32 NS
6 6 6 5
M1.1 24 §4 ge gs 0013 1588 1627 2569 808 a1 2940
9 9 9 9
M1.2 30 22 52 60 0.065 1842 1448 2746 729 27 6789
3 4 5 25 NS
6 6 8 6
M2 45 21 66 56 037 1525 1334 2345 1090 46 7153
7 5 7 20 NS ,
7 7 7 7
M3 15 20 34 39 038 1484 924 2082 348 17 5019
3 7 5 7 NS
4 4 4 4
MOYENNE 23 5560
ECART-TYPE 10 1226
N 13 13

resp. Chia ; resp. Bact, resp. calc. : Respirations respecﬁve{ne t attribudes au phytoplancton, aux bactéries et a Ja somme des
2 (ug02 F1h-1)'; resp. Mes.: Respiration mesurée (:.902 FTh1) ; Test diff. : Prababilité de la différence non nulle entre les
moyennes calculées et m1qsuré?s (Test non parametrique de Mann-Withney) ; Prod. nette, Prod. brute : Productions nette et
brute g’oxygétn‘z (1g0o ll; jouragéprod. brutg = (p;lxod, nette + 12 );prgls . Mes% :h 1.07 g}g elq {noye ne de ihgéolresprg;lngtn) ;
resp. 0 et % resp. phyto : irat toplanctonique extr: sur en jour! eten a ion
bru':e) ; ?g: Lumiéres?ngidgnne en ﬂ\ nt;QE Py a ¢ 2t P

Le tableau 2.14 montre que la respiration ainsi attribuée au phytoplancton représenterait 10 a
48% (moyenne 22%) de la production brute déterminée par I'oxygéne a 40 cm de profondeur, dans la
gamme des valeurs généralement reportées (cf. revue de Beardall & 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 pgO, respirés par mole de thymidine incorporée dans le matériel TCA
précipitable devient 60,0 / 0,196 = 306 ugO, respirés par mole de thymidine incorporée dans 'ADN
(en moyenne 19,6% de la radioactivité thymidine acido-précipitable est retrouvée dans I'ADN ; voir
chap.2, extraction de '’ADN). Avec un quotient respiratoire de 0,85 (Bell & Kuparinen, 1984), on
obtient 306 x 0,85 / 32 x 12 = 98 ugC (limites pour a=0.05 : 78 & 117) respirés par les bactéries pour
une production correspondant a 1 nmole de thymidine incorporée dans I'ADN.

La valeur moyenne du facteur de conversion en lagune est de 3,77 1017 um3 mole-1 (dans
FADN, cf chap.2, étalonnage : limites pour a=0.05 : 3.21 & 4.33). En utilisant le rapport
2 10-13gC unv3 proposé par Simon & Azam (1989) (pour un volume moyen de 0,1 um3 par cellule)
on obtient 75 ugC nmole-! (limites pour a=0.05 : 64 2 87).

Si 'on considére que la contribution respiratoire du nanoplancton hétéroirophe est nulle on
obtient un rendement de 75/(98+75) = 43%. Cette valeur est comprise entre 36% et 53% si I'on utilise
les bornes de lintervalle de confiance & a=0.05 pour la respiration et la production. Cette efficacité de
croissance est trés proche de la valeur 42% déterminée par Jensen et al. (1990) avec la méme
analyse et un facteur de conversion différent. '

b3.4 Biais créés par I'activité du nanoplancton hétérotrophe
Afin d'apprécier dans quelle mesure la contribution du nanoplancton hétérotrophe peut
influencer la valeur de I'efficacité de croissance bactérienne, on peut effectuer le calcul suivant :

En posant :

RT : respiration totale du pico et nano-plancton hétérotrophe (bactéries et nanoplancton
hétérotrophe)

Rb : respiration bactérienne

Rn ; respiration du nanoplancton hétérotrophe

Pb : production bactérienne

Pn : production du nanoplancton hétérotrophe

Eb : efficacité de croissance bactérienne

En : efficacité de croissance du nanoplancton hétérotrophe

On peut écrire :
(1) RT=Rb +Rn
{(2) Eb = Pb/(Pb + Rb)
(3) En = Pr/(Pn + Rn)

Et si on suppose que la totalité de la production bactérienne est consommée par le nanoplancton
hétérotrophe, on a alors : (4) Pn + Rn = Pb
En recombinant les équations (1) a (4) on obtient : Eb = Pb/(RT + En.Pb)

En utilisant les valeurs correspondant & 1 nmole de thymidine incorporée dans 'ADN soit
RT =98 1igC et Pb = 75 pugC on obtient des efficacités de croissance bactérienne comprises entre 56
et 73% pour des efficacités de croissance du nanoplancton hétérotrophe allant de 80 a 20% (Fig.
2.22).
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Figure 2.22 : Efficacité de croissance bactérienne en fonction de lefficacité du nanoplancton
hétérotrophe en supposant que 100% de la production bactérienne est consommée. Les traits
discontinus indiquent les limites de l'intervalle de confiance sur le rapport respirationthymidine.
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Figure 2.23 : Efficacité de croissance bactérienne en fonction de lefficacité du nanoplancton
hétérotrophe en supposant que 0, 20, 40, 60, 80 et 100% de la production bactérienne est
consommée par celui-Ci.
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De la méme maniére, si 'on suppose que le nanoplancton hétérotrophe ne contrdle pas la
totalité de la production bactérienne (pertes par sédimentation des bactéries fixées, lyse d'origine
virale...), l'expression (4) devient :

(4)Pn+Rn={.Pb

Avec {, proportion de la production bactérienne consommée par le nanoplancton hétérotrophe.

Aprés réarrangement des expressions (1), (2), (3) et (4°) on obtient :

Eb = Pb/(RT + Pb(f.En + 1 - f))

La figure 2.23 représente 'évolution de I'efficacité de croissance bactérienne en fonction de
I'efficacité de croissance du nanoplancton hétérotrophe en supposant que 0 4 100% de la production
bactérienne est consommeée par celui-ci.

La gamme des valeurs possibles est, comme on pouvait s'y attendre, d’autant moins étendue
et d’autant plus faible que 1a fraction bactérienne consommée est faible.

b4. Conclusion

On le voit, quelle que soit ia contribution du nanoplancton hétérotrophe a cette activité
respiratoire calculée, les valeurs de P'efficacité de croissance bactérienne obtenues avec le facteur de
conversion empirique restent compatibles avec les valeurs publiées. Celles-ci, il est vrai, varient dans
de tres larges proportions (voir revue par Pomeroy & Wiebe, 1988).

Signalons qu'avec une valeur de 8,5 ugC synthétisés par mole de thymidine incorporée dans
I'ADN, calculée en supposant un degré de participation de100% de la thymidine exogéne, un rapport
C/ADN de 6,7 mg/mg (Simon & Azam, 1990), un GC% de 50 et un poids moléculaire moyen de 315
par nucléotide incorporé dans 'ADN (Moriarty, 1988), on obtient une efficacité maximale de 10,5%
(avec 100% de la production bactérienne consommée par le nanoplancton hétérotrophe a 20%
d'efficacité de croissance et Ia limite inférieure de 79 ngC respirés par nmole). Cette derniére valeur
se situerait parmi les plus faibles reportées dans la littérature et serait plutét typique d'une croissance
sur des substrats réfractaires (Pomeroy & Wiebe, 1988).

On peut donc considérer que le facteur de conversion empirique (3,77 1017 um3 (ou
75ugC) mole-! dans I'ADN) obtenu en lagune est validé par cette approche Indépendante.
Cette valeur a donc été utllisée 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
dépendent largement des facteurs utilisés. Toutefois le facteur 2 10-13gC pum-3 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 lefficacité de croissance. Aucune mesure directe
de ce quotient ne semble avoir été effectuée, les QR employés varient entre 0,77 (Sepers, 1981) et 1
(Bdlter, 1982) selon P'état de réduction du matériel respiré.
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Au cours de I'étude des cycles journaliers d'activité bactérienne ol ceite validation a été
effectuée, la prédation semble étre responsable d'environ 80% de la disparition de la biomasse
bactérienne produite. Si I'on attribue une efficacité moyenne de 32% au nanoplancton hétérotrophe
bactérivore (revue de Caron & Goldman, 1987) on obtient une efficacité de croissance bactérienne de
54% (entre 43 et 70%, limites obtenues avec les bornes des intervalles de confiance pour Pb et RT).

L'efficacité de croissance relativement élevée, qui doit &tre distinguée de Iefficacité
d'utilisation d'un substrat simple, tend & montrer que la production bactérienne est plutét limitée par
les exportations que par la disponibilité nutritive aux sites étudiés.

IV. CONCLUSION

La détermination de la productivité bactérienne au moyen de l'incorporation de thymidine est
maintenant trés largement employée en écologie microbienne aquatique. Cet engouement est justifié,
d’une part, par son respect satisfaisant des critéres d'applicabilité d'une bonne mesure, mentionnés
au début de ce chapitre, d’autre part, par sa mise en oeuvre trés simple en routine. Néanmoins, cette
méthode, qui se veut quantitative, nécessite, pour cela, un effort méthodologique annexe assez lourd
pour obtenir une estimation fiable de la productivité bactérienne. Ce travail annexe ne doit pas étre
négligé car, dans I'état actuel des connaissances, il n'est pas possible d’établir a prion des conditions
types d'utilisation et d'interprétation.

Cette étude n'a pas la prétention d'apporter des résultats définitifs sur lemploi et
linterprétation de Pincorporation de thymidine en lagune Ebrié, bien que cette technique ne semble
pas présenter d’inconvénient majeur dans I'état actuel de nos connaissance sur le site. Quoi qu'il en
soit, les résultats obtenus ici montrent de maniére évidente que les erreurs potentielles sont
nombreuses et peuvent étre lourdes de conséquences sur linterprétation des résultats. L'association
de cette méthode & des mesures indépendantes, de plus en plus utilisée, montre néanmoins qu’elle
représente probablement F'une des meilleures techniques disponibles actuellement.
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C - DETERMINATION DE LA PREDATION SUR LES BACTERIES

|. CONTEXTE

Alors que les taux de croissance des communautés bactériennes planctoniques sont
généralement élevés (de Fordre de 1 jour-1), labondance bactérienne ne montre que de faibles
fluctuations, suggérant que croissance et mortalité bactérienne sont étroitement coupiées (Pace,
1988).

On considére que la mortalité du bactérioplancton peut avoir quatre origines :

- la mortalité spontanée suivie de lyse (Servais et al. 1985)

- lingestion par des prédateurs (flagellés et ciliés hétérotrophes, micro-zooplancton...)
- la lyse d’origine virale (Torrella & Morita, 1979)

- la lyse d'origine bactérienne, notamment par le genre Bdellovibrio (Shilo, 1984)

Ces différentes causes de mortalité n‘ont évidemment pas la méme implication écologique. La
consommation des bactéries par les prédateurs conditionne, en effet, 'efficacité de transfert de leur
biomasse vers les niveaux supérieurs de la chaine trophique.

La prédation par les flagellés hétérotrophes est en général considérée comme représentant la

principale source de mortalité bactérienne dans la plupart des milieux étudiés (Pace, 1988).
La plupart des études portant sur la mortalité bactérienne par parasitisme font apparaitre des
concentrations seuil, rarement atteintes hors des milieux eutrophes et dystrophes, au dessous
desquelles les bactéries ou virus bactériophages ne peuvent contréler la biomasse bactérienne (Shilo, -
1984, Wiggins & Alexander, 1985). Les études sur ce sujet sont toutefois trop incomplétes pour que
I'on puisse éliminer d'emblée cette source de mortalité. Des travaux récents (Proctor ef al. 1988 ;
Bergh et al. 1989 ; Borsheim et al. 1990 ; Bratbak et al. 1990 ; Proctor & Fuhrman, 1990 ; Heldal &
Bratbak, 1991) montrent que le réle des virus bactériophages a été largement sous-estimé jusqu'a
présent. Il est significatif que dans une revue des travaux ol ceux-ci ont été simultanément
déterminés, le taux de mortalité par prédation soit en général inférieur au taux de croissance (Pace,
1988).
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Il METHODES DEVELOPPEES

Différentes méthodes ont été développées pour déterminer Factivité de prédation sur la
communauté bactérienne. Elles peuvent étre rassemblées en deux groupes : les méthodes utilisant le
découplage entre production bactérienne et prédation et les méthodes utilisant des traceurs de la
biomasse bactérienne.

La premiére approche consiste a découpler la production de biomasse bactérienne et
consommation et & mesurer I'évolution de ia biomasse bactérienne par rapport &4 un témoin non
perturbé. On peut ainsi distinguer le découplage par :

- (1) : tamisage (Wright & Coffin, 1984),

- (2) : dilution (Landry et al. 1984),

- (3) : emploi d'inhibiteurs spécifiques des eucaryotes prédateurs (Newell et al. 1983) ou
- (4) : emploi d'inhibiteurs spécifiques des bactéries (Fuhrman & Mc Manus, 1984).

Si I'on utilise un modeéle de croissance exponentiel, on peut décrire I'équilibre entre production
et montalité de la maniére suivante : N(t)= N(0) exp ((u-g) t) (1)
avec N(t) et N(0) abondances bactériennes aux temps t et fp, 1 taux de croissance et g taux de
prédation.

Ainsi le taux de croissance apparent pa=p-g est nul et 'abondance cellulaire est stable
lorsque production et prédation s'équilibrent dans I'échantilion non perturbé.

Lorsque l'activité de prédation est inhibée, g=0 et le nombre de bactéries doit augmenter avec
un taux apparent ya'=yt. Le taux de grazing est alors calculé en effectuant la différence entre taux de
croissance apparent dans I'échantilion ol la prédation est annulée, et le taux de croissance dans
I'échantillon brut (na'-ua=g). De maniére comparable, en annulant la croissance bactérienne a 'aide
d’antibiotiques spécifiques n tend vers 0 et le nombre de bactéries doit décroitre avec un taux
apparent pa"= -g. Enfin, la méthode de dilution suppose que g est proportionnel a la dilution D de
I'échantillon, alors que p n'est pas affecté par celle-ci. On a alors dans I'échantilion non dilué pa=p-g
et dans I'échantilion dilué pa™= pu-g.D . On obtient donc g=(ua™-pa)/(1+D)

L'autre approche est de type “traceur" et consiste & marquer spécifiqguement les proies
(bactéries naturelles, cultivées ou substituts artificiels) et & suivre leur disparition dans le milieu ou leur
apparition dans les organismes prédateurs. Le taux de décroissance g est alors directement mesuré.
On peut distinguer ainsi :

- (5) : le marquage spécifique des bactéries par la thymidine et le suivi de apparition du marquage
total dans les organismes triés individuellement (Hollibaugh et al. 1980, Gast, 1985) ou

- (6) : dans les classes de tailles supérieures par tamisages différentiels (Gide, 1986)

- (7) : le marquage spécifique des bactéries par la thymidine et le suivi de la disparition du marquage
TCA précipitable dans 'échantillon caractérisant la mortalité totale bactérienne (Servais et al. 1985).
-(8) :la mesure de Puptake 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 tuptake de bactéries marquées par un fluorochrome (Fiuorescently Labelled
Bacteria ou FLB) et inactivées & la chaleur (Sherr et al. 1987).

- (10) : la mesure de la vitesse de disparition du milieu de "minicellules” mutantes d'Escherichia coli
incapables de se diviser (par manque d’ADN chromosomique) et transformées pour produire une
protéine spécifique, marquée A la 35S-méthionine (Wikner et al. 1986).

Ces nombreuses méthodes mesurent souvent des aspects différents de la prédation, et ne
donnent donc pas obligatoirement des résultats comparables. Elles présentent des inconvénients et
des limites spécifiques (voir revue par Mc Manus & Fuhrman, 1988b).

D'une maniére générale le découplage entre croissance et prédation présente le risque de
~ modifier le taux de croissance bactérien. Plusieurs travaux mentionnent un effet feedback positif de la
prédation sur Iactivité de croissance bactérienne, par reminéralisation de N et P, conduisant a une
diminution du taux de croissance lorsque la prédation est supprimée (Andersson et al. 1985 ; Taylor et
al. 1985 ; Sherr et al. 1986). On obtient donc ainsi une sous-estimation de la prédation. A I'opposé, le
tamisage est souvent source d’'enrichissement, par éclatement des organismes fragiles, notamment
en amino-acides (Fuhrman & Bell, 1985) susceptibles de stimuler la croissance bactérienne et donc
de conduire a une surestimation de I'activité des prédateurs. Cet inconvénient est retrouvé dans la
méthode proposée par Landry ef al. (1984), dans laquelle I'eau de dilution peut également étre
enrichie lors de sa filtration.

Les difficultés liées a 'emploi d'inhibiteurs sont nombreuses (revue par Oremland & Capone,
1988), la principale étant qu'ils doivent agir spécifiquement et complétement sur les organismes cibles
(procaryotes ou eucaryotes). Ces agents donnent des résultats variables selon les organismes
impliqués et doivent donc étre testés chaque fois qu'on entend les utiliser dans un nouveau milieu.

Les approches de type "traceur” ne sont pas non plus exemptes d'inconvénients. L'uptake de
sphéeres fluorescentes donne des taux de prédation souvent trés inférieurs & ceux déterminés a l'aide
de FLB (Sherr et al. 1987 ; Pace & Bailiff, 1987 ; Nygaard et al. 1988). La discrimination entre
particules artificielies et bactéries repose sur des critéres encore mal identifiés comme le "godlt”
(comme la discrimination entre bactéries 4 Gram + et & Gram -, Gonzalez et al. 1990) ou mieux
connus comme la taille (Andersson et al. 1986 ; Newell & Turley, 1987 ; Chrzanowski & Simek, 1990 ;
Gonzalez et al 1990). Enfin, un inconvénient partagé par les mesures d'uptake de sphéres ou de
bactéries marquées est 'égestion possible par les organismes prédateurs lors de leur fixation par
Pagent conservateur (Sieracki et al. 1987).

En dehors de leurs inconvénients propres, les méthodes de mesure de prédation ne sont pas
également applicables dans tous les milieux. D'une maniére générale, la séparation des bactéries de
leurs prédateurs au moyen d'un tamisage est inadéquate dans les milieux, tels la lagune Ebrié, ou il
existe un large recouvrement de leurs spectres de taille respectifs.

La séparation par tamisage des bactéries et de leurs prédateurs a été tentée en Baie de Biétri.
Des différences significatives de I'abondance bactérienne ont été obtenues entre échantillons tamisés
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(sur membrane Nuclepore de porosité 2 um) et échantillons non perturbés (Fig. 2.24). Ces résultats

n‘ont toutefois qu'un intérét qualitatif. Dans les milieux turbides comme la lagune, la filtration sans
colmatage d'un volume suffisant pour minimiser I'effet de parois dans le flacon d'incubation (Ferguson
et al. 1984) requiert un nombre irréaliste de membranes pour chaque échantillon. Le colmatage risque
de biaiser les résultats en changeant le spectre de taille bactérien et surtout de stimuler artificiellement
la croissance bactérienne par I'enrichissement du milieu causé par le bris des cellules fragiles.

=@ =91 m (<2 pm)

“~Oom (<2 pm)

-1

.-~ ——=0m (non traité)

o—0—%1 m (non trait)

10%cellules ml

Y T T v } T
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Figure 2.24 : Croissance bactérienne dans un échantilion tamisé. Biétri (12/11/1987) prélévements a
Omettm. '

La méthode des tamisages différentiels développée par Glide (1986) n'est pas, non plus,
réalisable en lagune, notamment en Baie de Biétri ol la forte proportion de lactivité fixée sur
particules masque Vapparition du marquage 3H-thymidine des bactéries dans les classes de tailles
supérieures.

Au total, trois approches ont pu étre essayées en lagune Ebrié : [a mesure de la vitesse du
marquage 3H-thymidine dans les macromolécules (Servais et al. 1985), 'emploi d’un inhibiteur des
eucaryotes (le cycloheximide) et 'emploi d'inhibiteurs des procaryotes.
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it RESULTATS

1. Disparition de ’ADN bactérien marqué

La méthode proposée par Servais et al. (1985) est probablement la plus séduisante de toutes
car la mesure de la mortalité totale s'effectue sans autre perturbation que le marquage des bactéries
par la thymidine.

a. Principe

L'ADN étant conservatif dans une cellule (hors phénoménes de réparations et transferts en
principe minimes), la dégradation du DNA bactérien (suivie par la décroissance du marquage
3H-thymidine dans e matériel TCA précipitable) refléte ia mortalité bactérienne totale. La vitesse
d’hydrolyse du DNA extraceliulaire, testée dans divers milieux (Servais et al. 1985), est en effet
supérieure 2 la vitesse de la lyse cellulaire correspondante. Le protocole décrit est simple : une faible
quantité de thymidine tritiée est ajoutée a un échantillon d'eau non traité. Aprés une phase de
marquage linéaire, un plateau est atteint lors de I'épuisement du marqueur. Celui-ci est suivi d'une
décroissance de la radioactivit¢ TCA précipitable selon une cinétique du premier ordre. Cette
décroissance est proportionnelle & la morialité totale de lassemblage bactérien marqué. Lors de
I'épuisement du marqueur, le tamisage d'une partie de I'échantilion sur une membrane Nuclepore de
porosité 2 um {pour minimiser la prédation), et son suivi de maniére identique permettent d’'estimer la
mortalité résiduelle et par différence la prédation par les organismes supérieurs a 2 pm.

b. Réalisation en lagune Ebrié

Les premier essais, entrepris en Baie de Biétri, ont montré que la durée nécessaire pour
épuiser le marqueur (2nM) était trop longue (10 & 15 h en général, voir Fig. 2.25) pour effectuer la
totalité de la mesure en 24 h. Au dela de cette durée, I'activité et la biomasse des assemblages
bactériens issus de la lagune augmentent en 'gé‘néral fortement, probablement en raison de la
croissance sur les parois et du confinement du matériel destiné a sédimenter dans les flacons. Des
essais ont été entrepris pour arréter lincorporation a l'aide de thymidine (200 nM) non marquée. Les
résultats étaient en général variables. L'addition d’'un mélange de thymidine et de thymine (200 +
200 nM) recommandée par Bjomsen (1988) ralentissait d’avantage lincorporation sans conduire a un
arrét suffisamment rapide (Fig. 2.26). Une explication 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
bactériennes au cours des longues durées d'incubation nécessaires. Le protocole a donc été
finalement adapté de la maniére suivante :

Un échantilion de 10 mi d’eau du milieu est marquée pendant 1 h avec 2 nmol I-1 de thymidine
tritiée. Celui-ci est ensuite divisé en 2 fractions de 5 mi. Une fraction est mélangée & 250 ml d'eau du
milieu non traitée (flacon A). L'autre moitié est filtrée sous faible dépression sur une membrane de
0,2 um et inoculée dans un deuxiéme échantillon de 250 mi d’eau du milieu. Celui-ci sert de contrdle
d'incorporation des produits tritiés libérés par le catabolisme de la thymidine lors du marquage (flacon
B). La radioactivité TCA précipitable est alors suivie a intervalles réguliers dans les 2 échantillons. La
différence entre les dpm obtenus dans les deux flacons représentée au cours du temps montre une
décroissance avec une cinétique de premier ordre, en principe proporionnelle a la mortalité
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bactérienne fotale (Fig. 2.27). La méme procédure a été appliquée A des échantillons préfiltrés sur
membranes de 3 um (suppression de la prédation par les organismes supérieurs & 3 um) et 0,2 pm
(suppression de la prédation totale). Les décroissances obtenues suivent un ordre satisfaisant
(Fig. 2.28). La décroissance dans I'échantillon non traité (0.025 h-1) est supérieure 3 celle observée
dans 'échantillon ol la prédation par les organismes > 3 um est supprimée (0.012 h-1), elle-méme
supérieure a la décroissance observée dans I'échantillon ol toute prédation est supprimée (0.007 h-1).

Néanmoins les taux de décroissance observés dans les échantillons bruts n'ont jamais
dépassé 0,030 h-1. La mortalité bactérienne déterminée au moyen de cette procédure modifiée
n’atteint en moyenne que 36% de la croissance estimée (Tab. 2.15).

Tableau 2.15 : Comparaison des taux de mortalité obtenus avec la mesure de la décroissance du
| marquage °H-Tdr de 'ADN bactérien avec les taux de croissance d’assemblages bactériens issus des
eaux de surface de la lagune Ebrié.

Abondance Incorporation  Taux de @ Temps de Mortalité totale Mortalité/
bactérienne  de thymidine  Croissance génération in(A) In{A-B) Croissance
109+ nmol 1h-1 (h-1) (h) (h-1) (h-1) %
Biétri (01-03-88) 0.013% -0.025b 38
26.3 2.345 0.066 10.5 0.796° -0.975¢
' od gd

Biétri (03-03-88) -0.008 -0.027 ‘37
24.8 2.422 0.072 9.6 -0.890 -0.984

7 7
Biétri (12-10-88) -0.009 -0.024 40
26.7 2.164 0.060 11.6 -0.894 -0.947

7 7
Adiopodoumé (14-10-88) -0.018 -0.026 58
16.2 0.997 0.046 15.2 -0.972 -0.978

7 7
Adiopodoumé (13-12-88) ‘ © -0.006 -0.022 41
18.7 1.338 0.053 13.1 -0.665 -0.942

7 7
Adiopodoumé (20-12-88) -0.007 -0.021 45
10.2 0.641 0.047 149 -0.847 -0.899

6 6
Biétri (05-01-89) -0.008 -0.014 27
23.3 1.687 0.054 12.9 £0.826 50.907
Biétri (09-02-89) -0.005 -0.012 25
25.7 1.694 0.049 14.2 -0.773 -0.893

7 7
Biétri (17-02-89) -0.015 -0.030 55
33.5 2.456 0.054 12.8 -0.954 -0.975

7 7
Moyenne 128 41
Ecart-type 1.1 14
N 9 9

8:calculé par la thymidine, b taux de décroissance = pente de In(dpm)=K(t), ®:coefficient de corrélation, 9 : nombre de points.
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particulaire-
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Figure 2.25 : Evolution de la radioactivité pamculanre et dans le matériel TCA précipitable dans un
échantilion d'eau de surface de la Baie de Biétri (3H-thymidine 1,9 nM).
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Figure 2.26 : Arrét de lincorporation de 3H-thymdme 2 nM par apport de thymidine et de thymine non
marquée (200 nM).
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Figure 2.27 : Evolution de la radioactivité TCA précipitable dans un échantillon d’eau de la baie de

Biétri non perturbé. A : aprés apport des bactéries marquées (5 ml dans 250 mi), B : aprés apport du
fittrat (5 ml dans 250 mi). A-B : Différence
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Figure 2.28 : Décroissance de la radioactivité TCA précipitable dans 3 échantillons de la méme eau
(Biétri surface) traités différemment (4 chaque fois, bactéries marquées-filtrat).
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Avant qu'un protocole satisfaisant d’extraction de FADN bactérien soit disponible, les taux de
croissances estimés pour la communauté totale étaient de l'ordre de 0,1 - 0,2 h-1 (Torréton et al.
1989). Les différences importantes entre taux de croissance et taux de mortalité bactérienne totale,
alors que la biomasse était stable dans les flacons d'incubation, ont conduit & Varrét des
expérimentations selon cette méthode. Depuis, grace & l'amélioration de Iextiraction de I'ADN
bactérien conduisant 4 une réduction du facteur de conversion thymidine/carbone d'un facteur 2,5 (cf.
chap.2, étalonnage), les taux de croissance estimés en baie de Biétri se situent entre 0,03 et 0,05 h-1
(chap.3, cycles). Ces taux sont beaucoup pius proches des valeurs de mortalité bactérienne obtenues
par cette méthode. Celle-ci présente des limites lorsque le marquage spécifique des communautés
bactériennes est faible. En lagune Ebrié la part importante de marquage non spécifique par la
thymidine (80% en moyenne) conduit a une production importante de catabolites tritiés qui pourraient
étre incorporés de maniére significative dans les macromolécules au cours des longues incubations
requises pour étudier la décroissance. Enfin, une autre limite de la méthode est lincertitude de Ia
fraction marquée TCA précipitable attribuable aux consommateurs métabolisant les bactéries
marquées. Bjornsen (1988) corrige la décroissance en la multipliant par 1,25 pour tenir compte de
l'incorporation du marqueur par les flagellés (en leur attribuant une efficacité de croissance de 30%).
Cette efficacité devrait donc étre estimée lors de I'application de cette méthode dans un nouveau
milieu.
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2. Inhibiteur des eucaryotes

L'utilisation du cycloheximide, inhibiteur du fonctionnement des ribosomes 80S eucaryotes,
pour inhiber l'activité de prédation par les eucaryotes a été proposée par Sherr et al. (1986). Depuis
cet inhibiteur a été utilisé avec succas par Weisse (1989) en Mer Rouge. Cependant l'efficacité de
cette molécule sur les eucaryotes a été controversée (Sanders & Porter, 1986 ; Bjornsen, 1988) et, de
plus, des effets inhibiteurs sur la croissance bactérienne ont pu étre observés dans divers milieux. En
milieu limnique, Tremaine & Mills (1987) reportent une inhibition importante de la croissance de
bactéries anaérobies avec des concentrations comprises entre 50 et 100 mg . En milieu marin
oligotrophe, Taylor & Pace (1987) ont observé une inhibition de 68% de la synthése d’ADN et ARN
bactériens avec 50 mg I-1. Enfin Novitsky (1990) rapporte une inhibition bactérienne par 100 mg I-1
dans un sédiment limnique. Ii semble que 'emploi du cycloheximide soit inadéquat dans certains
milieux, sans qu'il soit possible actuellement d'établir des conditions types d'utilisation. Il apparait donc
indispensable de tester linocuité de cette molécule sur les peuplements bactériens dont on veut
déterminer la consommation.

L'effet de diverses concentrations de cycloheximide a été testé sur des cultures
d'assemblages bactériens issus de la baie de Biétri avec la mé&me technique que celle utilisée pour les
étalonnages entre incorporation de thymidine et production de cellules. Un inoculum d'eau tamisée sur
membrane Nuclepore de porosité 2 um est dilué dans 9 volumes de la méme eau tamisée sur
membrane de 0,2 um. Des sous-échantillons (50 mi) répartis en erlens de 100 ml, regoivent
difiérentes concentrations de cycloheximide et sont disposés sur une table d'agitation (100 rpm) a
température ambiante (environ 26-28°C). A diftérents intervalles de temps des échantillons sont
prélevés pour déterminer I'abondance bactérienne et I'activité d'incorporation de thymidine.

Au total, trois séries d'expérimentations ont été effectuées. La croissance bactérienne semble
systématiquement inhibée par le cycloheximide, méme a faible concentration (Fig. 2.29). Cette

inhibition exclut donc son emploi comme inhibiteur spécifique des prédateurs eucaryotes en lagune
Ebrié. '
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Figure 2.29 : Effet de différentes concentrations de cycloheximide sur l'activité d'incorporation de
thymidine par des bactéries de Ia baie de Biétri en croissance. Apport de cycloheximide & t=2,5 h.
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3. Inhibiteurs des procaryotes
a. Principe

Le principe de la méthode est comparable a celui décrit précédemment. Si I'on inhibe la
croissance bactérienne a l'aide du ou des antibiotiques adéquats, u tend vers zéro et la biomasse
bactérienne décroit avec une cinétique d'ordre 1 selon I'équation : Ny= N(o) exp(-gt). L'étude de la
cinétique de décroissance de 'abondance bactérienne permet donc d’accéder au taux de prédation g.

Les conditions d’'emploi des inhibiteurs de procaryotes sont symétriques de celles requises
pour les inhibiteurs d'eucaryotes : ces agents doivent étre efficaces sur les bactéries mais sans effet
sur les prédateurs. De plus, il faut qu'ils ne soient pas directement responsables de la disparition de la
biomasse bactérienne en induisant une lyse des cellules. L'efficacité des antibiotiques dépend de la
structure des communautés bactériennes, elle peut donc varier selon les milieux. Il importe donc de
tester différents antibiotiques lorsque 'on aborde I'étude d'un nouveau milieu. |

L'inocuité des inhibiteurs procaryotes sur les prédateurs eucaryotes n'a pas été lestée en
lagune. Toutefois, la concordance satisfaisante entre taux de prédation et taux de croissance, lorsque
le mélange adéquat a été trouve, suggere que les inhibiteurs utilisés étaient spécifiques des bactéries.
Les deux autres conditions (efficacité et absence de lyse induite) ont, par contre, pu étre testées.

b. Test d'efficacité des antibiotiques

En utilisant le méme protocole que celui décrit plus haut, quatre antibiotiques différents ont été ..

testés seuls et en association : le chioramphenicol et la vancomycine, inhibiteurs de la synthése
protéique au niveau de la sous-unité 70s des ribosomes, la pénicilline G (benzyl-pénicilline), inhibant

la synthése des parois cellulaires et la streptomycine, inhibant la synthése protéique au niveau de la - -

sous-unité 30S. Ces essais (Fig. 2.30) ont permis de montrer que la vancomycine n'inhibe qu'une
faible part des communautés bactériennes issues de la baie de Biétri, méme & concentration élevée,
alors qu'elle semble efficace sur des assemblages issus de I'estuaire de la Duplin river (Sherr et al.
1986). Le chloramphénicol, la streptomycine et la pénicilline inhibent plus efficacement la croissance
d'assemblages bactériens issus de la baie de Biétri 4 faible concentration (Fig. 2.30). Une inhibition de
I'activité de prédation par le chloramphénicol (100 mg ) a toutefois déja été reportée (Sherr et al.
1886), bien qu'inversement Sanders & Porter (1986) aient montré une inhibition de la prédation par la
pénicilline (100 mg I1) non observée avec le chloramphenicol (100 mg H). Finalement, I'utilisation
combinée de streptomycine et de pénicilline (4 la méme 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 méme fraction du peuplement naturel et leur association
s'est révélée aussi efficace dans d’autres milieux (Caron, 1987 ; Bjornsen, 1988).
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Figure 2.30 : Essais de différentes concentrations de vancomycine, chloramphénicol, streptomycine
et pénicilline sur la croissance d'un assemblage bactérien issu de la baie de Biétri (inoculum filtré sur
2 um 10%, eau du milieu filtrée sur 0,2 pm 90%) au bout de 10 h d'incubation.
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Figure 2.31a : Effet de la pénicilline (Pen : 5 et 20 mg I'!) et de la streptomycine (Str : 5 et 20 mg I-1)
sur un assemblage bactérien de la baie de Biétri en croissance (inoculum filtré sur 2 um 10%, eau du
milieu filtrée sur 0,2 pm 90%). Incorporation de thymidine.
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On vérifie généralement que Ia décroissance des effectifs bactériens n'est pas due a la seule
action de l'antibiotique en réalisant un contréle dans lequel on ajoute & ce dernier un inhibiteur des
eucaryotes. La stabilité de la biomasse bactérienne en présence des deux agents indique que la
décroissance observée était bien due a la prédation (Fuhrman & Mc Manus, 1984). En lagune, en
I'absence d'un inhibiteur d’eucaryotes convaincant, le contréle a été effectué d’'une maniére différente.
Au cours de certaines cultures de dilution réalisées pour les étalonnages entre incorporation de
thymidine et production de cellules, 1a culture était divisée en deux parties aprés quelques heures de
croissance. L'une de ces fractions n'était pas traitée, l'autre recevait I'antibiotigue. Des sous-
échantillons étaient prélevés périodiquement pour suivre Ia biomasse et la productivité bactériennes.
Dans la fraction traitée, méme plusieurs heures aprés I'amét de la synthése nucléique, la biomasse
bactérienne restait stable en présence de chioramphénicol (Fig. 2.32) ou du mélange streptomycine-
pénicilline (Fig. 2.31b). Il ne semble donc pas y avoir de lyse cellulaire induite par ces antibiotiques sur
les communautés bactériennes en lagune Ebrié.
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Figure 2.31b : Effet de la pénicilline et de la streptomycine sur un assemblage bactérien de la baie de
Biétri en croissance. Abondance bactérienne.

Lorsque ces antibiotiques sont ajoutés a des echantilions d'eau brute, les biomasses
bactériennes décroissent par rapport & un contréle non traité. Toutefois, l'inhibition n'est pas
instantanée. L'activité d'incorporation de thymidine décroit avec une cinétique généralement d'ordre 1
(Fig. 2.33). Cette activité suggére qu'une production de biomasse résiduelle subsiste, et celle-ci a été
prise en compte dans les calculs du taux de prédation. Le temps de renouvellement moyen des
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bactéries estimé avec cette méthode est de l'ordre de 10-15 h, une valeur relativement proche du
temps de génération bactérien en lagune. Les résultats sont développés au chapitre 3.
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Figure 2.32 : Effet du chioramphénicol sur un assemblage bactérien de la baie de Biétri en
croissance. Abondance bactérienne et incorporation de thymidine.
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Figure 2.33 : Evolution de l'abondance cellulaire et de lincorporation de thymidine dans un
échantilion d'eau de la Baie de Biétri, avec et sans antibiotiques (Streptomycine 20 mg/l+Pénicilline 20
mgy/l). Biétri cycle B3.
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D - ACTIVITE DU SYSTEME DE TRANSPORTS D’ELECTRONS (ETS)

I. INTRODUCTION ET PRINCIPE

La détermination de [activité respiratoire des communautés planctoniques est primordiale
dans les études de flux. L'activité respiratoire aérobie peut étre déterminée par la mesure de sa
réaction terminale, la consommation d'oxygene. Cette méthode est malheureusement trop peu
sensible pour permettre des mesures fiables en milieu océanique oligotrophe. Tous les organismes
vivants présentent une chaine de ftransferts d'électrons membranaire associée au processus
respiratoire. L'idée de déterminer lactivité respiratoire en mesurant directement le flux d'électrons
traversant la chaine respiratoire (Factivité ETS) a été développée par Packard (1969, 1971) et reprise
depuis par de nombreux auteurs. Le postulat de départ était qu'il existe une relation constante entre
respiration et activité 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, microhétérotrophes planctoniques, bactéries). Dans
la pratique, le fait que les rapports ETS/respiration varient largement avec la nature des organismes et
leur état physiologique limite la portée de cette relation aux écosystémes dominés par un groupe
particulier comme les zones d'upwelling (Packard, 1985) ou certains sédiments (Cammen et al. 1990).
Cependant, cette mesure présente l'intérét de ne pas se limiter aux seuls processus aérobies mais
également de permettre I'estimation de I'activité hétérotrophe potentielle dans les environnements
anoxiques. C'est la raison pour laquelle cefte méthode a été utilisée dans fa colonne d'eau de la baie
de Biétri.

L’activité ETS est déterminée sur des extraits cellulaires en mesurant, par spectrophotométrie,
la vitesse maximale de réduction d'un accepteur terminal artificiel, I'INT (2-[p-iodophenyl]-3-[p-
nitrophenyl]-5-[phenyl-tetrazolium chloride]), en Formazan absorbant fortement la lumiére a
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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iIl. PROTOCOLE EMPLOYE
1. Prélévement stockage

Les échantillons d'eau, préfiltrés sur filet & plancton de 10 um de maille pour éliminer les
organismes zooplanctoniques (le phytoplancton est inférieur a cette maille, Arfi et al. 1981), sont
concentrés par filtration (< 15 cm Hg) sur membrane en fibre de verre Whatman GF/F (47 mm). Les
membranes sont alors rincées deux fois par 50 ml d'une solution stérile isotonique de NaCl 4 2°C pour
minimiser la réduction de I'iNT par les composés réduits présents dans la colonne d’eau anoxique.
Elles sont ensuite conservées dans I'azote liquide jusqu'a I'extraction.

2. Préparation de I'extralt cellulaire

L'analyse est effectuée selon une adaptation d’un protocole initialement décrit par Packard &
Williams (1981).

Les filtres encore congelés sont plongés dans un cylindre de Potter contenant 2 mi de la
solution d’homogénéisation (Tampon phosphate 50 mM, pH8, Triton X100 2 mi -1, PVP 40 1,5 g i,
NaCN 0,1g 1, MgS0O4 (7H20) 18,5 mg I-1). Les membranes sont immédiatement broyées 2 min & la
température de la glace fondante. Aprés ringage du piston par 1 mi de tampon, 'homogénéisation est
compiétée par passage du broyat (environ 3 i'nl) aux ultrasons 2 x 1 min dans un bain maintenu a
0-2'C (Bransonic 220 puissance 50 W). Le contenu du cylindre est alors versé dans un tube a
centrifuger. Le cylindre est rincé par 1 ml de tampon, ce volume de ringage est également récupéré
dans le tube & centrifuger. L'homogénat obtenu est alors centrifugé 5 min & 5000 rpm & 2°C, le
surnageant est prélevé avec une pipette, une deuxiéme extraction du culot montre que I'activité ETS
restante est négligeable. Le volume exact d’homogénat, VH (le degré d'hydratation du filtre varie
d'environ 0,2 mi), est déterminé par pesée. L'extrait ainsi préparé est stable quelques heures a 0-4°C.

3. Réalisation du test

Le test est réalisé en ajoutant 200 ul de solution d'extrait & 600 ul de solution de substrats
(Tampon phosphate pH 8, Triton X100 2 mi -1, NADH 0,6 g I-1, NADPH 0,2 g I-1) et 200 pl de solution
d'INT (2 g ). Le succinate de sodium n'est pas incorporé car son ajout ne se traduit par aucune
augmentation détectable d'activité. Aprés 10 & 15 min d'incubation a I'obscurité & 28°C la réaction est
arrétée en ajoutant 500 pl de solution d'arrét (Hz3PO4 0,5 M, formol 20%). L'échantilion est stocké a
4°C a lobscurité jusqu'a 1a lecture & 490 nm (DOgcn). Pour chaque mesure un contrdle de réduction
sans les substrats (NADH, NADPH) permet d'estimer l'activité de réduction d'INT par les composés
réduits présents dans la couche anoxique et fa contribution des pigments & I'absorbance a 490 nm
(Blanc Pigments : DOypp). Pour chaque série de mesures, un contrdle sans extraits enzymatiques
(Blanc Substrats : DOgs) permet d'estimer la réduction non-enzymatique de VINT par les substrats.
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4. Calculs
Les résultats sont exprimées en micro-équivalents électrochimiques (peq).F'h-1 selon le calcul
suivant:
ETS (ueq).''h-1 = (DOC/15900) x (VI/VE) x (VH/VF) x 106 x 2
Avec :
- DOC (Densité Optique Corrigée par heure) : DOC = DOgch./h-DOpp/h-DOpe/h
Dans chaque cas (DO/h = (A490 - A750)/h). A750 = contréle de turbidité.
- VT : volume final du test (1,5 ml), VE : volume d'extrait dans le test (0,2 ml), VH volume de
'homogénat (en mi) et VF volume filtré en (mi).
- 15900 M-1 cm-1 : Coefficient d'extinction molaire du formazan
- 2 : stoechiométrie 2 e~ par molécule de formazan produite.

5. Efficacité de rétention des bactéries

L'efficacité des membranes GF/F a retenir les bactéries a été estimée de la maniére suivante :
Des échantillons d'eau du milieu étaient incubés avec de la [methy3H] thymidine (1nM
concentration finale) pendant 45 minutes. Les incubations étaient arrétées en ajoutant du formol
(concentration finale 3%, tamponné au borate de sodium). Pour chaque échantilion un contrdle fixé au
formot avant incubation était réalisé. Les échantilions étaient alors filtrés sur membrane GF/F dans
les mémes conditions de volume et de dépression que pour la mesure de lactivité ETS. La
radioactivité dans le TCA précipité du filtrat GF/F était comparée a celle de I'échantilion brut. La
radioactivité retenue par la membrane GF/F, obtenue par différence, représentait 87 & 100%
{moyenne 94.6%) en baie de Biétri.
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E - AUTRES PARAMETRES

1. CONCENTRATION EN PIGMENTS CHL.OROPHYLLIENS

Les concentrations en Chiorophylle a et en phéopigments sont déterminées par une méthode
dérivée de celle proposée par Yentsch & Menzel (1963). Les pigments retenus sur membranes GF/F
(diamétre 25 mm, porosité nominale 0,7 um) sont extraits au méthanol et la fluorescence est
déterminée, avant et aprés addition d'HCI, & laide d'un fluorimétre Turmer 111 calibré avec une
gamme de concentrations connues de chilorophylle a.

il. PRODUCTION PRIMAIRE AU 14C

La production primaire estimée par la fixation autototrophe de CO2 est réalisée dans des
flacons en verre de 125 ml. Aprés addition du traceur (Nax14CQg), I'échantillon est incubé in situ,
pendant 2 & 3 heures au hiveau du prélévement (toutes les 2 4 3 h, & 0,50 m pour I'étude des
variations nycthémérales (chap.3) et 1 fois par jour tous les 0,50 m de 0 &3 3 m pour les profils
(chap.4)). Des contréles sont réguliérement effectués a I'obscurité et sont retranchés des valeurs
obtenus & la lumiére. Lincubation est arrétée en filtrant I'échantillon sur une membrane en fibre de
verre Whatman G/F sous dépression réduite. Aprés ringage avec de l'eau de lagune préfiltrée
(Millipore 0.2 um), les filtres sont disposés dans des fioles a scintillation. lls regoivent alors 0,1 mi
d'HCI 0,5 N et sont placés 24 h & 'étuve & 40°C. Apreés 'ajout de scintillant, la radioactivité particulaire
est déterminée au moyen d'un compteur & scintillation liquide. Les dpm sont convertis en carbone fixé
aprés correction de la dilution isotopique par le carbone inorganique dissous. Ce dernier est estimé a
partir de la mesure de l'alcalinité (Gran, 1952), de la conductivité, de la température et du pH (Stumm
& Morgan, 1970). La production primaire est intégrée dans le temps et dans l'espace en utilisant la
méthode des trapézes. ‘

Occasionnellement, la production photosynthétique des organismes inférieurs & 1 um et
3 um a été déterminée par tamisage sous faible dépression sur membranes Nuclepore de porosités
1 um et 3 um immeédiatement aprés l'incubation.

IIl. CARBONE ET AZOTE PARTICULAIRES

Les quantités de carbone et d'azote retenues sur membranes en fibre de verre Whatman
GF/F prégrillées (450°C - 4 h) sont déterminées au moyen d’'un micro-analyseur Perkin-Elmer. La
rétention des bactéries sur ces membranes, déterminée en utilisant la méme procédure que celle
utilisée pour 'activité ETS, est de l'ordre de 95-100% (moyenne 96.1%).

102




chapitre 2 : méthodologie : paramétres divers

IV. RESPIRATION ET PRODUCTION PHOTOSYNTHETIQUE D’OXYGENE

Les prélévements sont effectués a I'aide d’une bouteille General Oceanics de 5 litres, montée
en position horizontale pour minimiser l'artefact di au fort gradient de concentration en oxygéne. Le
prélévement est réparti dans six flacons & DBO de 300 mi préalablement lavés & I'acide, rincés puis
stérilisés. Deux échantillons sont immédiatement fixés pour estimer la concentration initiale. Un
duplicat est incubé & 30°C (température in situ +£1°C) & I'obscurité pendant 2 a 4 heures pour estimer
I'activité respiratoire. Enfin, deux échantillons sont incubés in situ, pendant 2 & 3 heures pour estimer
la production d'oxygéne nette. Occasionnellement, deux flacons supplémentaires recevaient du
DCMU et étaient incubés in situ dans les mémes conditions pour déterminer la photorespiration. Les
dosages de l'oxygéne dissous ont été réalisés selon la méthode iodométrique de Winkler par
détection électrométrique du virage (Standard Methods, Am. Pub Health Assoc. Wash.).
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Chapitre 3 : ETUDE DE LA VARIABILITE NYCTHEMERALE DES
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I. INTRODUCTION

L'étude de la variabilité journaliére des principales caractéristiques des communautés
bactériennes a suscité de nombreux travaux, sur les lacs, les estuaires et les écosystémes cbtiers et
océaniques. Il est en effet primordial de connaitre cette variabilité, si 'on veut pouvoir généraliser a
I'échelle de la journée des mesures ponctuelles d’activité et de biomasse.

L'évolution des caractéristiques d'état et d'activité des communautés bactériennes (biomasse,
minéralisation et production), en dehors de leffet direct de certaines contraintes physiques
(température, inhibition par la lumiére ; Sieracki & Sieburth, 1986), est la résultante d’'un ensemble
complexe de parameétres qui peuvent étre rassemblés en deux groupes : la disponibilité nutritive, et
les exportations de biomasse (prédation, lyse, sédimentation). Ces parameétres, souvent intimément
liés, sont susceptibles de varier sur un cycle joumnalier et donc d'influencer I'évolution nycthémérale
des activités bactériennes. Cette influence est évidemment étroitement dépendante des taux de
renouvellement respectifs des nutrients et des organismes considérés.

Parmi les composés constituant le carbone organique dissous les polysaccharides et les
acides aminés, plus particulierement étudiés, montrent des évolutions cohérentes sur 24 h.

Ainsi, les mono et polysaccharides semblent présenter un maximum de jour, en général
I'aprés-midi et le soir (Walsh, 1965 ; Meyer-Reil et al. 1979 ; Burney et al. 1981, 1986 ; Kaplan & Bott,
1989). Ce maximum est souvent interprété comme étant le résultat de I'excrétion phytoplanctonique
(Burney et al. 1981 ; Burney, 1989 ; Kaplan & Bott, 1989).

Les amino-acides, et plus généralement les amines primaires, montrent un maximum plus
tardif, au cours de la nuit (Meyér—Reil et al. 1979 ; Mopper & Ljndroth, 1982 ; Kaplan & Bott, 1989). Ce
maximum a pu étre relié aux variations nycthémérales de I'activité de broutage zooplanctonique sur le
phytoplancton (Copping & Lorenzen, 1980 ; Eppley et al. 1981 ; Crisman et al. 1981 ; Lampert &
Taylor, 1981 ; Mopper & Lindroth, 1982 ; Jorgensen et al. 1983 ; Riemann et al. 1986 ; Jorgenseh &
Bosselman, 1989). Cette libération de composés organiques labiles serait due principalement a la
destruction des cellules phytoplanctoniques au moment de lingestion ("sloppy feeding”) et & la
diffusion & partir des féces, I'excrétion par le zooplancton étant considérée comme moins importante
(Jumars ef al. 1989). La prédation des bactéries par les flagellés, dont I'activité peut également
présenter des variations nycthémérales (Wikner et al. 1990), conduit également & la libération
d’amino-acides (Andersson et al. 1985).

Outre la disponibilité des ressources nutritives, les exportations de biomasse bactérienne
peuvent varier au cours d’'une journée. Dans certains milieux limniques, le micro-zooplancton peut
consommer une part significative de la biomasse bactérienne (notamment les cladoceres du genre
Daphnia, Riemann, 1985 et réf. citées). Les fortes variations nycthémérales de I'activité de broutage
du zooplancton peuvent donc avoir une influence sur l'évolution journaliere de la biomasse
bactérienne. Toutefois, les consommateurs de bactéries les plus généralement mentionnés sont les
hétérotrophes nanoplanctoniques, notamment les flageliés dont les variations nycthémérales d'activite
n'ont été que peu étudiées. Seul un travail récent mentionne une rythmicité de leur activité en milieu
marin (Wikner et al. 1990).
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Outre l'intérét évident de préciser la représentativité d’'une mesure ponctuelle, I'étude des
variations nycthémeérales d'activité bactérienne peut donc étre riche d'information sur Ia structure de
I'écosysteme.

Différentes approches ont été employées pour étudier I'évolution journalidre des activités
bactériennes. L'étude réalisée en milieu ouvert est l'approche la moins perturbante pour I'écosystéme.
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 al.
1979 ; Gocke et al. 1987 ; Paul et al. 1988). Dans les milieux ol les variations des nutrients sont trés
impontantes, comme a proximité d'un site de forte production benthique (herbier, récif corallien, tapis
algal) des variations nettes d’activité bactérienne ont pu étre reportiées (Moriarty & Pollard, 1982 ;
Moriarty et al. 1985 ; Grobbelaar et al. 1987). L'approche en milieu ouvert peut étre améliorée en
suivant une masse d'eau a laide d'une drogue et en prélevant toujours sur la méme isotherme
(Fuhrman et al. 1985). Elle est toutefois peu réaliste en lagune ol l'importance de la circulation des
masses d’eau et des variations spatiales exigerait un suivi d'une grande précision.

Afin d’'éliminer la variabilité induite par I'hydrodynamisme, certaines études ont été réalisées
en confinant une fraction de masse d’eau en microcosmes. Ceux-ci sont en général constitués de
flacons en verre transparent de 100 4 5000 mi maintem;s in situ pendant 24 a 48 heures (Riemann et
al. 1982, 1984 ; Jorgensen et al. 1983). Dans la plupart des cas, une croissance bactérienne nette est
reportée sur la période d'étude, probablement due en partie a un développement d'organismes sur les
parois. Dans les milieux eutrophes ou le flux de sédimentation est élevé, Ie-maintien artificiel de la
biomasse en voie de sédimentation peut également conduire a un enrichissement non observé in situ.
Au contraire, I'épuisement des nutrients, normalement fournis par I'activité micro-zooplanctonique, qui
est réduite, car mal échantillonnée dans un volume aussi faible, peut se traduire par une baisse des
biomasses et activités bactériennes dans les flacons (Turiey & Lochte, 1986). Certaines études ont
6té réalisées en sacs A dialyse (Turley & Lochte, 1986 ; Herndl & Malacic,.1987 ; Caumette et al.
1991) dont la poros'ité permet de minimiser I'épuisement possible des ressources nufritives en
conservant les échanges de matériel dissous avec le milieu ambiart. Toutefois ceux-ci ne suppriment
pas les inconvénients liés a la sédimentation et & la représentativité du peuplement car les volumes
échantillonnés sont en général trés faibles, de I'ordre du litre.

Les mésocosmes (définition par Grice & Reeve, 1982) n'ont été que peu utilisés pour étudier
des variations nycthémérales d’activités planctonique (Burney, 1981 ; Davies & Williams, 1984). Ceux-
ci sont en général constitués d'un film de polyéthyléne transparent contenant une masse d'eau de
Vordre de queiques m3, flottant dans le milieu. Leur volume relativement important minimise I'effet
refalif de la croissance sur les parois et, dans une certaine mesure, la variabilité due au mauvais
échantillopnage des organismes moins abondants. lis autorisent I'exportation par sédimentation du
matériel détritique qui est éventuellement quantifiable 4 l'aide d’un piége situé & lintérieur. C'est
I'approche qui a été retenue pour cette étude.
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il. OBJECTIFS DE L’ETUDE

® Le but principal de cette série d'expérimentations est de préciser la variabilité de la
productivité et de la biomasse, dans les fractions libres et fixées des communautés bactériennes, a
courte échelle, en milieu lagunaire, afin : (1) - d'estimer la représentativité d’'une mesure ponctuelle, a
I'échelle de la journée (en dissociant la variabilité proprement nycthémérale de celle induite par
hydrodynamisme, (2) - d'apprécier, a travers la variabilité journaliere des sources nutritives
(exudation phytoplanctonique ou production dissoute, "sloppy feeding” et excrétion
zooplanctonique ...) leur importance relative dans l'activité bactérienne globale. Ces aspects sont
traités en paragraphe 4.2. Evolution nycthémérale des activités et des biomasses bactériennes.

® Sans prétendre & une description exhaustive du milieu lagunaire, la comparaison des
parameétres bactériens en trois sites lagunaires différents et a trois saisons lagunaires caractéristiques
doit permettre de préciser quelques aspects essentiels du fonctionnement du compartiment bactérien
hétérotrophe en lagune. Cet aspect est traité au paragraphe 4.1. Variations spatiales et saisonnieres.

® | gs études en mésocosmes permettent égaiement d'établir des bilans production/sortie de
biomasse bactérienne, c'est-a-dire d'estimer l'importance de la sédimentation et de la prédation dans
les exportations de biomasse bactérienne. Ces aspects sont respectivement traités au sein du
paragraphe 4.1 en 4.1.4. Sédimentation et en 4.1.5. Prédation.

® Cette série d'expérimentations a également permis de vérifier certains aspects
méthodologiques importants ayant trait 4 la mesure de la productivité bactérienne : la constance de la
proportion de Fincorporation de thymidine dans I'ADN aux trois sites quelle que soit 'heure du jour, la
constance du facteur de conversion entre I'incorporation de thymidine dans 'ADN et la production de
carbone bactérien et enfin sa validation 3 partir des mesures de la respiration totale. Ces derniers
aspects ont été développés au chapitre 2 (cf. paragraphe - B. Production bactérienne).
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Iil. REALISATION PRATIQUE

1. Cholx des sites et des époques

Des études préliminaires ont montré que les mouvements d'eau importants induits par les
cycles de marées dans les régions ouvertes privilégient exagérément la variabilité spatiale par rapport
aux variations temporelles (cf. Fig. 3.1). D’autre part, ces divers courants rendent difficile le maintien
de I'enceinte en un point fixe. Les trois sites d'étude se situent donc dans des baies sur des fonds de
3-3,5 m pour les baies d’'Abou-Abou et Mopoyem. Le niveau 3 m correspond a la profondeur
approximative de la couche oxygénée au site étudié, profond de 9 a 10 m, en baie de Biétri (voir figure
1.1). La baie d’Abou-Abou (A) est située vers 'extrémité est de la lagune Ebrié. C'est une baie a seuil
présentant les caractéristiques d'un milieu estuarien non pollué (Carmouze & Caumette, 1985 ;
Caumette, 1985). La baie de Biétri (B) est une baie estuarienne urbaine. C'est probablement la baie la
plus étudiée dans le milieu lagunaire ivoirien (cf. Arfi & Guiral, 1991). Elle peut étre définie comme un
milieu estuarien pollué. Enfin, la baie de Mopoyem (M) se situe vers I'extrémité ouest de la lagune
Ebrié. Elle présente les caractéristiques d’'un milieu oligohalin non pollué (Pagano & St-Jean, 1988).

Les expérimentations ont été effectuées en trois saisons, correspondant a des situations
lagunaires les plus différentes possibles : saisbn d’'étiage, saison des pluies, saison des crues (voir
fableau 1.1) correspondant au calendrier suivant :

Expérimentations
Date Saison lagunaire Conductivité

(mScm)

B1.1 21-22 février 89 Saison d'étiage 44.1-45.9

B1.2 22-23 février 89 Saison d'étiage 44.1-45.9

Al 15-16 mars 89 Saison d’'étiage 36.9

A1.2 16-17 mars 89 Saison d'étiage 36.9

M1.1 5-6 avril 89 Saison d'étiage

M1.2 6-7 avril 89 Saison d'étiage

B2.1 19-20 avril 89 Saison des pluies 48.3-50.4

B2.2 20-21 avril 89 Saison des pluies 50.3-50.6

M2 24-25 mai 89 Saison des pluies 7.2-12.8

A2 31 mai-1 juin 89 Saison des pluies 27.4-28.7

B3 1-2 novembre 89 Saison des crues 6.3-7.1

A3 9-10 novembre 89 Saison des crues 2.3-3.0

M3 29-30 novembre 89 Saison des crues 1 5.7-6.7

1 :NB: e terme saison des crues n'a pas de sens pour la baie de Mopoyem qui n'est pas affectée par la crue du Comoé.

Celui-ci est employé par commodité dans le texte.
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Figure 3.1 : Evolution de la productivité bactérienne dans le chenal central de la lagune Ebrié, face au
canal de Vridi, en surface (O), & 6m (Q) et au fond (A) au cours d'un cycle de 24h (Bouée rouge, 24-

25 juillet 1985).
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Figure 3.2 : Schéma de I'enceinte
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2. Description de I'enceinte - mise en place

L'enceinte expérimentale est constituée d'une armature cylindrique en tubes d'acier
inoxydable recouverte par un film polyéthyléne transparent (de 0,2 mm d’épaisseur) fermé a son
extrémité inférieure par une corde supportant un lest de 15 kg (fig. 3.2). L'ensemble est maintenu en
surface par des bouées. L'enceinte, d'un diameétre 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 utilisé a chaque expérimentation. Avant sa fermeture, I'enceinte est rincée avec l'eau du
milieu prélevée a 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 a 'aide
d'une pompe immergée A fort débit (7 m3/h), prélevant I'eau du milieu & 50 cm de profondeur.
L’ensemble est laissé au repos une nuit afin de laisser sédimenter le matériel vivant éventuellement
abimé par le pompage. Les préldévements et la mise en place du piége débutent a 6 h le lendemain
(lever du soleil).

3. Paramétres étudiés - méthodes
a. Parameétres biologiques

Dans I'enceinte, les biomasses des communautés bactériennes libres et fixées (retenues sur
membrane de porosité 3 um) ont été distinguées. A I'extérieur de I'enceinte seule la biomasse totale
(libre + fixée) a été déterminée (chap. 2, A - Biomasse).

La production de biomasse bactérienne par les communautés libres et fixées a été distinguée,
dans I'enceinte et & I'extérieur de celle-ci, par ia mesure de l'incorporation de thymidine suivie du
fractionnement sur membrane de porosité 3 um. Au moins un étalonnage thymidine/production de
biomasse était réalisé au cours de chaque cycle (chap. 2. B - Production).

L'activité de prédation du nanoplancton hétérotrophe sur les bactéries a été déterminée
uniquement dans 'enceinte par utilisation d'inhibiteurs des procaryotes (chap. 2. C - Prédation).

La biomasse phytoplanctonique a été déterminée par dosage des pigments chlorophylliens
dans I'enceinte (fraction totale) et & I'extérieur (par classes de taille). La production primaire a été
estimée par la mesure de la production autotrophe d'oxygéne (dans l'enceinte) et la fixation
autotrophe de 14CO2 (dans I'enceinte et & I'extérieur, cf. chap.2. E).

Le carbone et lazote particulaires (Cp Np) ont été déterminés dans Fenceinte (total) et 2
I'extérieur (par classes de taille cf. chap.2. E).

La respiration totale de la communauté planctonique a été déterminée uniquement dans
'enceinte, par la mesure de la consommation d’oxygéne a I'obscurité (chap.2. E).

Les flux de sédimentation du Cp, du Np, du phytoplancton et des bactéries ont été déterminés
en disposant un piége cylindro-conique de 60 cm2 de section et 40 cm de hauteur & 90 cm de
profondeur dans I'enceinte pour les 13 cycles et a I'extérieur pour les trois derniers cycles. Afin de
prévenir la croissance bactérienne dans les piéges, chaque réceptacle recevait 0,5 litre d'une solution
stérile (filtrée sur membrane de porosité 0,2 um) de HgCl, (100 pg I1). Celle-ci était sursalée (NaCl
10%) afin d’'empécher la diffusion du poison. L'examen visuel a montré que la bariére de densité
n’empéchait pas la pénétration du matériel sédimenté dans le gradient de NaCl empoisonné. Au bout
de 24 heures, le piege était remonté, Feau sus-jacente pipetée et la suspension résiduelle
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homogénéisée par agitation dans un bécher. Des sous-échantilions étaient alors collectés pour les
mesures d'incorporation de thymidine, de biomasse bactérienne, de chlorophylle et d’azote et carbone
particulaire. L'incorporation de thymidine, en restant toujours insignifiante, a montré que !'inhibition des
activités bactériennes était compléte. Un seul pidge était utilisé 3 la fois, toutefois la similitude des
valeurs obtenues d'un jour a l'autre au cours de trois cycles de 48 heures suggére une bonne
reproductibilité des mesures de flux de sédimentation.

Au cours des cing demiers cycles (A2, A3, B3, M2, M3) I'abondance du zooplancton a été
déterminée 3 I'extérieur de I'enceinte au point de prélévement (0,5 m de profondeur) toutes les
2 heures. Dans lenceinte, seule I'abondance initiale a été déterminée, immeédiatement apres le
remplissage. L'eau était prélevée pendant 1 minute & l'aide d'une pompe centrifuge a fort débit
(7 m3h). Le tuyau de sortie était disposé au-dessus d'un filet conique de 63 um de maille dont
I'extrémité inférieure était fermée par un flacon collecteur. Seuls les organismes les plus abondants
ont été dénombré : Acartia, Nauplii &' Acartia et Rotiféres.

b. Parameétres physiques et chimiques
L’évolution de la conductivité était suivie en continu a I'extérieur de I'enceinte. La température
et la concentration en oxygéne dissous étaient enregistrés en continu dans 'enceinte (sonde YSI).
Toutes les 2 ou 3 h un dosage de l'oxygéne dissous était effectué par la méthode de Winkler (tp
respiration et production). Le rayonnement global incident était enregistré en continu a l'aide d'un
pyranomeétre et des profils de pénétration lumineuse de I'énergie photosynthétiquement active (PAR)
étaient effectués périodiquement dans I'enceinte et a I'extérieur. '

4. Echantillonnage
a. Fréquence
Au cours des quatre premiers cycles (B1, B2, A1, M1), les paramétres ont été déterminés
exclusivement dans I'enceinte, pendant 48 h, avec un pas d'échantillonnage de 3 heures. Les cing
cycles suivants ont été étudiés pendant 24 h, avec un pas d'échantillonnage ramené a 2 h, a lintérieur
et a I'extérieur de I'enceinte.

b. Prélévements

Deux prélévements sont successivement effectués a I'aide d'une bouteille de 2 litres Niskin
General Oceanics verticale, intégrant une colonne d'eau de 10 & 60 c¢cm de profondeur. Les
prélévement sont homogénéisés dans deux béchers en verre avant leur répartition pour les différentes
mesures. Le deuxiéme prélévement ne sert qu'a effectuer un réplicat d'incorporation de thymidine afin
d’estimer la variabilité horizontale dans I'enceinte. La différence moyenne entre les duplicats réalisés
sur ces deux prélévements est de 5%. Elle est proche de la différence moyenne entre duplicats
effectués sur un méme prélévement. L'enceinte est donc homogéne horizontalement pour la tranche
d'eau étudiée.

Les échantillons pour la détermination de la production d'oxygéne et la respiration sont
prélevés a 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 trés marquée en lagune et dans
I'enceinte.
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IV. RESULTATS, DISCUSSION

1. Variations spatlales et saisonniéres

Les valeurs moyennes journalidres en sub-surface dans lenceinte et dans l'eau libre
environnante sont représentées sur les tableaux 3.1 et 3.2. Lorsque les paramétres ont été suivis
simultanément & I'extérieur et a lintérieur de I'enceinte (5 derniers cycles) les moyennes se sont
révélées comparables.

Tableau 3.1 : Valeurs moyennes des principaux paramétres déterminés a I'extérieur de I'enceinte

CHLa Pigm. Incorporation de thymidine Abond. % Thym. Thym/Cellule
Bact. <3um
Totale Libre Fixée Totale Totale
pg -1 pg -1 nmot F1q-? 109¢col.-1 10-21mol h-1
A1 8 22 24 nd nd nd nd nd nd
b 3 2
¢ n 9
A2 27 34 0.79 0.74 0.06 11.6 93.1 68
5 4 0.24 0.22 0.05 1.1 5.0 20
18 13 31 30 94 9 5 29
A3 9 20 0.46 0.41 0.05 116 88.6 40
8 6 0.07 0.06 0.03 09 6.3 5
86 31 14 15 59 7 7 12
B1.1 82 88 nd nd nd nd nd nd
8 9
9 10
B2.1 141 178 nd nd nd nd nd nd
20 14
14 8
B3 47 124 1.72 1.27 0.45 23.9 73.9 73
44 12 0.15 0.13 0.16 2.7 8.0 10
94 10 9 10 35 11 11 13
Mi.1 31 30 nd nd nd nd nd nd
1 1
4 4
M2 46 46 0.67 0.61 0.06 14.0 91.8 48
11 11 0.10 0.09 0.05 1.1 6.5 7
25 25 15 15 91 8 7 1§
M3 11 26 0.61 051 010 13.5 834 46
9 4 0.14 0.13 0.03 1.1 4.5 12
85 17 23 25 29 8 5 25

a : Moyenne, b : Ecart-type ; ¢ : Coefficient de variation (%)
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Tableau 3.2 : Valeurs moyennes des principaux paramétres déterminés dans I'enceinte

CYCLE CHLa Pigments INCORP. DE THYMIDINE ABONDANCE BACTERIENNE RESP- Cp Np
Totale Libre Fixée Totale Libre Fixée pgO2

ug -1 pg il nmol 1 -1 109caliules I-1 Fth-t  umol -1
Al1 2 29 24 0.73 0.67 0.06 10.5 8.8 1.7 62 83 15
b 4 ) 0.16 0.16 0.05 1.2 10 12 a8 20 4
¢ 19 15 22 23 82 1 12 67 61 22 27
Al.2 17 19 . 072 0.58 0.14 105 85 20 76 109 14
3 3 0.13 0.09 0.05 0.9 0.5 0.7 26 25 3
19 17 17 16 36 9 6 35 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 16 1.9 0.7 17 15 5§

16 17 22 23 60 14 18 84
A3 1 22 0.32 0.27 0.05 83 ‘55 2.8 23 160 25
5 3 0.19 0.17 0.03 25 1.5 1.3 12 122 9
46 13 61 65 53 29 26 47 52 7 38
B1.1 66 70 1.71 1.09 0.61 209.1 19.1 9.9 202 315 53
12 14 0.54 0.40 "0.21 1.1 1.1 1.9 41 30 10
17 20 32 37 35 4 6 21 20 10 19
B1.2 49 55 1.62 0.96 0.66 28.3 18.6 9.7 196 308 66
8 8 0.48 0.36 0.14 2.1 1.6 1.5 43 33 30
16 15 30 37 21 7 9 17 22 13 45
B2.1 88 117 2.47 1.98 0.48 355 28.0 7.4 180 311 43
18 24 0.27 0.27 0.11 3.0 5.2 53 32 26 8
21 20 1 13 23 8 19 4l 18 8 19
B2.2 79 104 266 2.24 0.43 36.2 29.9 6.3 162 352 44
16 18 0.28 0.21 0.13 19 15 22 a2 39 8
20 18 11 10 31 5 5 35 20 11 18
B3 40 112 1.23 0.88 0.35 19.2 1.7 75 180 575 70
38 14 0.23 0.19 0.06 24 0.9 3.1 64 36 37
94 12 18 22 18 12 8 4 36 6 54
M1.1 32 32 0.54 0.45 0.09 12.9 11.1 1.8 68 152 14
2 0.12 0.12 0.04 05 0.4 0.3 8 1 6
6 6 22 26 44 4 3 14 12 7 43
M1.2 29 29 0.48 0.38 0.10 79 161 13
3 3 0.08 0.06 0.04 40 1 2
9 9 17 14 - 37 51 7 15
M2 43 43 043 0.38 0.05 9.8 8.5 13 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 39 182 30
7 4 0.10 0.07 0.03 0.9 0.9 1.1 10 12 13
82 17 23 21 35 9 13 35 26 7 43

a : Moyenne, b : Ecart-type, ¢ : Coefficient de variation (%)
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a. Biomasse photosynthétique et production pimaire

Les valeurs moyennes journalidres de chlorophylle a se situent dans la gamme des valeurs
précédemment reportées pour les trois baies (Pagés et al. 1979 ; Carmouze & Caumette, 1985 ;
Dufour, 1986). Les plus fortes valeurs (50 & 140 ug 1) sont trouvées en baie de Biétri, le plus
eutrophe des trois sites. A Mopoyem, la chlorophylle a varie entre 10 et 46 ug I-!. C'est en baie
d’Abou-Abou que les valeurs sont les plus faibles (10 a 22 pg I'). Pour les trois sites, les valeurs sont
maximales en début de saison des pluies, en accord avec I'évolution saisonniére reportée par Dufour
(1984) dans la zone estuarienne.

La production primaire brute 3 l'extérieur de Ienceinte obéit aux mémes tendances
géographiques que la biomasse phytoplanctonique. Elle est maximale en baie de Biétri ot les valeurs
mesurées sont de 2,7 a 6,2 gC m-2j-1. En Baie de Mopoyem les valeurs déterminées sont de 0,7 a
2,4 gC m-2j-1 et en baie d’Abou-Abou de 0,5 & 1,9 gC m-2j-1. Ces valeurs sont du méme ordre que
celles déja reporiées pour les mémes sites (Pagés et al. 1979 ; Pagés & Lemasson, 1981) sauf pour
la baie de Biétri qui s’est considérablement eutrophisée depuis ces premiéres études.

. La production primaire apparait plus faible dans I'enceinte que dans le milieu environnant.
L'étude des courbes production/lumiére incidente cumulées montre que la pente dans I'enceinte est
en moyenne 0,8 fois plus faible (écart-type 0,1 ; n=14) qu'a I'extérieur (fig. 3.3, Tab 3.3). L’'ombrage
provoqué par les bouées et la croissance sur le film de polyéthyléne sont probablement responsables
d’une diminution de I'énergie lumineuse disponible du méme ordre.

] @ 3
1 L ]

PRODUCTION CUMULEE (ugC ug™ Chla)

o
Il

[} T T

1 V

2000 ) 4000 ) 6000
ENERGIE INCIDENTE CUMULEE EN SURFACE (le Wh m™")

Figure 3.3 : Production spécifique cumulée (ugC ug-1Chl.a) en fonction de I'énergie lumineuse
incidente cumulée. (o) Enceinte surface, (@) Enceinte fond, (Q) Extérieur surface, (l) Extérieur fond.
Abou-Abou saison des pluies (A2).
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Tableag 3.3 : Régressions entre productions curmulées (mgC/mg Chl.a) et énergie incidente cunuliée
(Wh.m™).

CYCLE R N Ordonnée PENTE pente Enceinte
Origine (x1000) /pente Extérieur
A1.1  Encsinte Surface 0.991 4 5.25 5.90 0.69
A1.1  Extérieur Surface 0.998 4 5.94 8.55
A2 Enceinte Surface 0.998 (] 1.18 2.70 0.85
A2 Extérieur Surface 0.999 6 1.61 3.16
Bi.1 Enceinte Surface 0.999 4 0.50 5.38 0.95
B1.1  Extérieur Surface 0.994 4 2.1 5.63
B2.1 Enceinte Surface 0.997 4 2.52 4.90 1.03
B2.1 Extérieur Surface 0.998 4 1.50 4.76
B3 Enceinte Surface 0.999 6 0.61 9.39 0.75
B3 Extérieur Surface 0.999 8 431 12.60
M1.1  Enceinte Surface 0.999 4 0.35 8.62 0.89
M1.1  Extérieur Surface 0.998 4 0.73 9.69
M2 Enceinte Surface 0.985 6 2.94 1.45 0.65
M2 Extérieur Surface 0.996 [ 3.20 2.24
M3 Enceinte Surface 0.997 6 6.02 98.43 0.75
M3 Extérieur Surface 0.993 8 7.7 12.60
A1.1  Enceinte Fond 0.988 4 2.69 4.07 0.78
A1l Extérieur Fond 0.985 4 2.3 5.20
A2 Enceinte Fond 0.997 6 0.60 1.51 0.95
A2 Extérieur Fond 0.998 6 0.79 1.59
B2.1 Enceinte Fond 0.996 4 0.03 1.67 1.03
B2.1 Extérieur Fond 0.997 4 0.49 1.62
M1.1  Enceinte Fond 0.999 4 -0.07 4.50 0.72
M1.1  Extérieur Fond 0.999 4 -0.02 6.21
M2 Enceinte Fond 0.996 6 1.43 117 0.70
M2 Extérieur Fond 0.995 6 1.63 167
Moyenne 0.83
Ecart-type 0.13
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b. Biomasse bactérienne et incorporation de thymidine
b.1. Biomasse et activité totales

Abondance cellulaire

Dans I'enceinte, I'abondance bactérienne totale varie de 19 a 36 106 cellules mi-1 en Baie de
Biétri, de 8 a 12 106 cellules mi-1 @ Abou-Abou et de 10 a 13 106 cellules mi-1 a Mopoyem. Les
abondances totales moyennes sont comparables a I'extérieur. Ces trois gammes de valeurs sont

situées dans les valeurs élevées de la littérature. Aux trois sites étudiés, les valeurs maximales sont
observées en saison d'étiage. Dans les deux sites estuariens, les minima sont retrouvés 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 différentes. Cette similitude est logique dans la mesure ou les
crues du Comoé n'intéressent pas la région de Mopoyem.

Volume cellulaire moyen

Au cours de chacun des cycles (& I'exception de M1) les volumes cellulaires moyens ont été
déterminés sur le peuplement bactérien total et libre. Des différences significatives entre volumes des
bactéries totales (libres et fixées) et libres n'ont été mises en évidence que pour les trois derniers
cycles (les trois baies en saison des crues) et en baie de Biétri en saison d'étiage (Tab. 3.4A).

Pour ces quatre cas le volume moyen des bactéries fixées a été déterminé 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 fixée et libre
Pour les autres cycles la moyenne des volumes moyens libres et totaux a été utilisée indifféremment
pour les bactéries libres et fixées, les différences n’étant pas significatives.

Les volumes cellulaires moyens sont par ailleurs significativement plus élevés 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 coccoides (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 représentent en
moyenne 9 a 14% du total. Les formes C peu représentées dans les baies estuariennes en saison
séche et en saison des pluies atteignent environ 10% du total en saison des crues (ct. fig. 2.2). En
baie de Mopoyem cette proportion est retrouvée en saison des pluies et des crues. Ces formes C
pourraient donc étre caractéristiques des eaux & caractére continental. Le volume moyen plus élevé
en baie de Biétri semble essentiellement & attribuer & une proportion plus importante de filaments de
volume moyen élevé (Tab. 3.4B) ainsi qu'a une taille moyenne plus élevée pour les batonnets.
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Tableau 3.4A : Biovolumes bactériens moyens dans I'enceinte

CYCLE HEURE — BIOVOLUME MOYEN (um3) —— MOYENNE —— DIFFERENCE®2
Total Total Libre Libre Total Libre Total et Total/Libre
photo 1 photo2  photo 1 photo 2 libre

Al1 12 0.114 0.108 0.116 0.1114 0.116

A1 18 0.105 0.124 0.112 0.115 0.112

A1 6 0.096 0.108 0.088 0.095 0.102 0.092

Al1.2 12 0.131 0.088 0.09 0.110 0.080

Al12 21 0.100 0.125 0.121 0.119 0.113 0.120

Al1.2 6 0.121 0.117 0.122 0.119 0.122

moyenne 0.1114 0.108 0.110 0.810
écart-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 0.083 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 0.086 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
écart-type 0.013 0.007 NS
N ] 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 0.088 0.124 0.089 0105~ 0.119 0.097

A3 2 0.115 0.095 0.108 0.098 0.105 0.103

moyenne 0.114 0.101 0.021
écart-type 0.007 0.005 *
N 5 5

B1.1 9 0.194 0.11 0.121 0.135 0.152 0.128

B1.1 12 0.123 0.169 0.105 0.146 0.105

B1.1 15 0.118 0.119 . 0.119

B1.1 24 0.139 0.127 0.106 0.101 0.133 0.104

B1.2 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 0.038
écart-type 0.015 0.01 *
N 5 6

8 : Test non paramétrique de Mann-Whitney. k% : P<0.001, k%

: P<0.01, % : P<0.05, NS : non significative

119




Chapitre 3 : Cycles - variations spatiales et saisonniéres - biomasse et production baciérienne

Tableau 3.4A : Biovolumes bactériens moyens dans I'enceinte (suite)

CYCLE HEURE ——- BIOVOLUME MOYEN (um3) —— MOYENNE —— DIFFERENCE
Total Total Libre Libre Total Libre Totalet  TotalLibre
photo 1 photo2  photo 1 photo 2 libre

B2.1 12 0.134 0.122 0.127 0.116 0.128 0.122

B2.1 15 0.111 0.121 0.092 0.124 0.116 0.108

B2.1 24 0.123 0.118 0.12 0.112 0.121 0.116

B2.2 12 0.12 0.124 0.117 0.105 0.122 0.111

B2.2 24 0.137 0.122 0.111 0.114 0.130 0.113

B2.2 6 0.113 0.13 0.125 0.122 0.125

moyenne 0.123 0.116 0.119 0.127
écart-type 0.005 0.007 NS
N 6 6

B3 10 0.135 0.125 0.110 0.117 0.130 0.114

B3 14 0.141 0.129 0.114 0.133 0.135 0.124

B3 18 0.134 0.097 . 0.116

B3 20 0.108 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 0.128 0.114 0.030
écart-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 0.084 0.107 0.093

M2 18 0.109 0.083 0.098 0.109 0.096 0.104

M2 20 0.116 0.097 0.1 0.093 0.107 0.097

M2 4 0.088 0.134 0.099 0.104 0.116 0.102

moyenne 0.111 0.099 0.105 0.209
écar-type 0.012 0.005 NS
N 5 5

M3 6 0.108 0.098 0.073 0.088 0.103 0.081

M3 8 0.097 0.097 0.091 0.078 0.097 0.085

M3 12 0.091 0.100 0.091 0.078 0.096 0.085

M3 20 0.097 0.087 0.083 0.074 0.092 0.079

M3 2 0.081 0.100 0.076 0.091 0.076

moyenne 0.086 0.081 0.012
écart-type 0.005 0.004 *
N 5 5

8 : Test non paramétrique de Mann-Whitney. k% : P<0.001, &k

1 P<0.01, % : P<0.05, NS : non significative




Chaplitre 3 : Cycles - variations spaliales et saisonniéres -~ biomasse et production bactérienng

Tableau 3.4B : Contribution des différents types cellulaires a l'effectif (% eff.) et au volume (% vol.) total.

cocel coccoides bitonnets fllaments formes C total
Longueur a 0.52+0.04 0.6210.02 0.94+0.12 6.71 +3.56 1.78+0.40 0.87+£0.15
largeur a 0.50+0.04 0.48 £0.02 0.4110.02 0.24 +£0.04 0.361+0.04 0.44 1 0.02
Volume 8 0.083 +£0.018 0.097 £0.010 0.115£0.022 0.281+£0.124 0.195 £ 0.052 0.1101£0.012
A1l % eff. 8.8 45.2 45.4 0.0 0.6 786 b
A1 % vol, 7.2 38.7 52.8 0.0 13
A2 % eff, 12.3 38.2 488 0.0 0.7 802
A2 % vol. 12.9 36.2 49.7 0.0 1.1
A3 % eff. 195 33.7 36.2 0.6 10.0 632
A3 % vol. 9.6 33.8 41.1 1.3 14.2
B1 % eff. 9.7 411 46.0 2.2 0.9 739
B1 % vol. 45 335 56.0 4.5 1.5
B2 % eff. 8.6 40.8 48.0 19 0.6 1139
B2 % vol. 7.1 33.0 55.0 3.2 1.8 ‘
B3 % eff. 114 349 385 6.7 8.5 639
B3 % vol. 7.6 28.3 32.9 17.6 13.5
M2 % off. 11.2 36.4 423 0.9 8.1 854
M2 % vol. 8.1 32.2 40.9 1.6 171
M3 % eff. 13.6 35.7 39.1 1.1 10.5 617
M3 % vel. 10.5 28.5 35.7 58 19.6

a : moyennes respectives (  écart-type) des longusur (L en um), largeur (I en um) et volume (um3) pour chaque type cellulaire
b : nombre total de cellules mesurées pour chaque cycle
cocel : LN < 1,1, coccoldes : L1 > 1,1 et < 1.5, bitonnets : L/ > 1.5, filaments : LA > 10etl < 0.3 um, formes C ; voir fig 2.1
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volume (um3)

Figure 3.3bls : Contribution des différents types morphologiques bactériens a 'effectif total dans
ditférentes classes de taille (Biétri saison des crues).
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Chapitre 3 : Cycles - variations spatiales et saisonniéres - biomasse et production bactérienne

Activité totale

L'incorporation de thymidine dans le précipit¢ TCA obéit aux mémes tendances que la
biomasse bactérienne. Elle est également plus élevée en baie de Biétri qu'aux deux autres sites. Les
valeurs maximales pour les trois baies sont retrouvées en saison des pluies et les valeurs minimales
en saison des crues (Tab. 3.1 et 3.2). Ces valeurs se situent également parmi les valeurs élevées de
la littérature. Rappelons toutefois que la proportion du marquage dans 'ADN est faible et constante
(19,6% du précipité TCA) dans les trois sites (cf. chap.2 thymidine).

b.2. Proportion de cellules et d'activité fixées

La proportion de bactéries fixées sur particules est plus importante en Baie de Biétri (19 a
38%) qu'aux deux autres sites (respectivement 7 & 32% et 13 & 31%, pour Abou-Abou et Mopoyem).
Dans les trois baies, la proportion de cellules fixées 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 généralement riches en
matériel particulaire (Tab. 3.6) .

La proportion de l'activité d'incorporation attribuée aux bactéries fixées sur particules est
également plus importante en Baie de Biétri (18 & 39%) qu'aux 2 autres sites (respectivement 6 &
20% et 12 & 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 prononcé (Tab. 3.5). En baie de Biétri, le maximum est
observé en saison séche. Les différences entre tendances saisonniéres des proportions de biomasse
et des proportions d'activité fixées sont attribuables & I'activité spécifique des bactéries fixées sur
particules, minimale en saison des crues, comme on le verra plus loin.
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Tableau 3.5 : Comparaison des proportions de biomasse et d’activité fixées par rapport au total dans
I'enceinte. Signification des différences saisonniéres par le test non-paramétrique de Mann-Whitney.

% Cellules > 3 um

A1 (182t8b) A2 (715) A3 (32+9)
% Al (1418) = e *k %k *k %k
Thym.
>3um A2 (614) sk m—eee Kok k
A3 (20+9) NS Kk o
% Cellules > 3 pm
B1 (3415) B2 (19+10) B3 (38+10)
% B1(39t8) @ -~ *hk NS
Thym.
>3 um B2 (1815) *kk 00 e Kk Kk
B3 (29+4) *kk *k*k ~ee-
% Cellules > 3 um
M1 (14£2) M2 (1313) M3 (31£9)
% M1 (1817) NS *
Thym.
>3um M2 (1245) %% e *hkk
M3 (21£3) NS *kk —

a : Moyenne sur les cycles journaliers ; b ; Ecart-type
A : Abou-Abou, B : Biétri, M : Mopoyem ; 1 : saison séche, 2 : saison des pluies, 3 : saison des crues
* P<0,05 ; %% P<0,01 ; %k* P<0,001 ; NS non significatif
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Chapitre 3 : Cycles - variations spatiales et saisonniéres - fractions libre et fixée

Tableau 3.6 : Contribution de la fraction fixée a I'abondance et I'activité bactériennes totales dans
quelques milieux estuariens.

BIOMASSE FIXEE ACTIVITEFIXEE ACTIVITE SPECIFIQUE
% du total % du total fixée/llbre  SITE REFERENCE
Est. du St-Laurent, Canada Painchaud, Terriault 1989
18 CcD eau douce
25-30 CD max. turbidité
0-24 CcD eau de mer
5-26 2um PPI Est. de la Squamish River, Canada Allbright et al. 1986
29 1um 59 Thym 1 um Est. de la Duplin River, USA Griffith et a/. 1990
Oaa1um
1 um Est. de la Fraser River, Canada Bell & Allbright, 1981
17 cD 3-25aa3um ~3<0.08 Est. de la Newport River, C.N. USA Palumbo et al. 1984
Est. Humber, UK Goulder, 1977
56-94 CD 50-89 giu 3 um NS 618
94-98 CD 96-99 glu 3 um NS hiver
3-8 cD Kiel Fjord, RFA Zimmerman, 1877
Salt Marsh, C. Sud, USA Wilson & Stevenson 1980
1878 CD ot
1331 CD hiver
2090 CD 63-99 INTRM 7-15 Salt Marsh, Palo Alto, Calif. USA Harvey & Young, 1980
80 glu3 um Salt Marsh, Sapelo Island, Geor. USA  Hanson & Wiebe, 1977
Est. de Iz York River, Virg., USA Ducklow, 1982
40-50 CD Stratifié
10 CD Déstratifié
3-33 CD Oostercheide Basin, Pays-Bas Laanbroek, Verplanke 1986
30 Tween Aransas Pass, Tex., USA Yoon & Rosson, 1990
Mass,, USA Kirchman & Mitchell, 1982
1.5-6 cD 6-74 Thym3pum -5 <0.01 Brackish Marsh
1-7 cD 0-23 Thym3pum  -5<0.01 Salt Marsh
29 Cch 20 Thym 3 um ~0,7 NS Hudson River Plume, N.Y,, USA Ducklow et al. 1982
15-40 Thym 3 um Ria de Arosa, Espagne Roman, 1984

1 pm, 2 um, 3 um : Abondance des bactéries fixées obtenue par différence entre abondance totale et abondance des bactéries
libres déterminée aprés filtration sur membranes de porosités 1 um, 2 pm et 3 um
CD : comptage direct sur les particules - INTRM : bactéries montrant une activité de transferts d'électrons
Thym : incorporation de thymidine - aa et giu : uptakes d'amino-acides et de glucose

Tween : Comptage aprés détachement au Tween 80

PP! : Comptage aprés déflocculation au Pyrophosphate de sodium
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b.3. Activités spécifiques par cellule dans la communauté totale

Les activités spécifiques diincomoration par cellule pour ia communauté totale sont
globalement peu différentes pour les trois sites et aux trois saisons étudiés (entre 36 et 80 10-21 mole
cellule-1h-1). Elles sont en moyenne similaires en Baies d'Abou-Abou et Biétri (environ 65 10-2! mole
cellule-1h-1) et plus faibles 4 Mopoyem (44 10-21 mole cellule-1h-1, ¢f Tab. 3.8). Elles semblent peu
varier avec la période d'étude, sauf en Baie d'Abou-Abou, ol les activités spécifiques sont nettement
plus faibles en saison des crues, en raison de l'importance accrue du peuplement fixé a faible activité
spécifique a cette période.

Tableau 3.8 : Comparaison des activités spécifiques d’'incorporation de thymidine par les
communautés libres (<3 pm) et fixées (>3 um). Test non paramétrique de Mann-Withney

INCORPORATION PAR CELLULE Différence entre
(102! mole celr 1h1) libre et fixée

CYCLE TOTALE < 3um >3um P

A1 Moyenne 70.1 735 62.0 0.133 NS
Ecart-type 16.3 19.6 458
n 17 17 .17

A2 Moyenne 795 80.2 66.8 0.383 NS
Ecart-type 23.1 21.7 839
n 13 13 13

A3 Moyenne 356 45 21.3 0.004 %k
Ecart-type 14.1 21.7 9.9
n 13 13 13

B Moyenne 58.7 55.0 67.3 0.100 NS
Ecart-type 19.7 206 228
n 17 17 17

B2 Moyenne 7.7 735 84.3 0.537 NS
Ecart-type 7.2 9.5 445
n 17 17 17

B3 Moyenne 64.3 748 50.8 0.003 * ok
Ecart-type 126 18.2 13.3
n 13 13 13

M1 Moyenne 432 426 459 0.663 NS
Ecart-type 103 128 13.7
n 3 3 3

M2 Moyenne 444 435 406 0.505 NS
Ecart-type 10.3 1.2 15.9
n 13 13 13

M3  Moyenne 44.1 495 335 0.006 *%
Ecant-type 10.1 10.2 13.1
n 13 13 13

NS: Non significatif ; % ¥ % : P<0.001 ; %k : P<0.01 ; % : P<0.05
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L'utilisation du facteur de conversion commun aux trois sites (14800 gC/mole dans le TCA
précipité ; cf chap.2 étalonnage) permet de déterminer les taux de croissance et les temps de
géneration moyens des assemblages bactériens :

Taux de croissance : p (h-1) = (AS x 14800)/(V x 2 10-13)

Temps de génération : Tg (h) = Ln (2)/n

Avec :

AS : activité spécifique d'incorporation de thymidine (mol cellule-1h-1)

V : volume cellulaire moyen um3 cellule-1 et un rapport carbone/volume bactérien de 2 10-13gC um-=3

Les temps de génération bactériens sont tous inférieurs a la journée (Tab. 3.9) et sont don¢
situés dans les valeurs les plus faibles de la littérature, mémes pour les milieux eutrophes.

Tableau 3.9 : Taux de croissance et temps de génération bactériens dans I'enceinte.

CYCLE BIOVOLUME MOYEN ACTIVITE SPECIFIQUE TAUX DE CROISSANCE TEMPS DE GENERATION
Total Litwe Fixé Total Libre Fixé Total Libre Fixé Total Libre Fixé
(um3) (1021 mol celi-1h-1) (h1) (h)

A1 0110 0.110 0110  70.1 735 62.6 0047 0049 0042 147 -14.0 16.6
A2 0.101 0101 0.101 795 80.2 66.8 0058 0059 0049 119 11.8 14.2
A3 0.114 0101 0.137 356 445 213 0023 0033 0012 300 213 60.2

B1 0134 0111 0178 587 §5.0 67.3 0032 0037 0028 214 18.9 24.8
B2 0119 0119 0119 717 735 84.3 0045 0046 0052 155 16.2 13.2
B3 0.128 0.114 0.151 643 748 50.8 0.037 0049 0025 186 14.3 27.8

M1 0.105 0.105 0.105 432 426 45.9 0.030 0030 0032 228 23.1 214
M2 01056 0105 0.1056 444 43.5 40.6 0031, 0031 0020 222 226 24.2
M3 0.086 0.081 0.129 441 49.5 335 0034 0045 0019 204 16.3 36.1

Pour les cycles A1, A2, B2, M2 les biovolumes libres et fixés sont la moyenne des bigvolumes libres et totaux car ils ne différent
pas significativement. Les volumes cellulaires moyens, non déterminés au cours du cycle M1, ont ét¢ arbitrairement supposés
identiques a ceux de M2
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b.4. Activités spécifiques par cellule des communautés libres et fixées

Les activités spécifiques des communautés libres et fixées sur particules ne sont pas
significativement différentes en saison d'étiage et en saison des pluies. Par contre, aux trois sites
étudiés, Pactivité spécifique est significativement plus faible pour la communauté fixée que pour la
communauté libre en saison des crues {cycles A3, B3, M3, test non paramétrique de Mann-Withney,
Tab. 3.8).

Il semble donc que I'attachement sur particules ne constitue pas un avantage particulier dans
les eaux superticielles des sites étudiés (les communautés présentes dans I'hypolimnion des zones
profondes en Baies de Biétri et Abou-Abou montrent par contre une plus forte activité spécifique des
bactéries fixées, voir chap.4 profils).

Ces résultats vont apparemment a I'encontre de la vision la plus répandue. Dans la plupart
des milieux ol les activités spécifiques des bactéries libres et fixées ont été distinguées, les résultats
montrent une plus forte activité spécifique pour la microflore fixée (eaux marines oligotrophe, Bright &
Fletcher, 1983a et b ; eaux cétieres et estuaires : Griffith et al. 1990, Hodson et al, 1981, Palumbo ef
al. 1984 ; eaux douces : Kirchman & Mitchell, 1982, Simon, 1985 voir également Tab. 3.6), bien
qu'occasionneliement, ces différences ne soient pas significatives (Bell & Allbright, 1982 ; Bent &
Goulder, 1981, Irriberi et al. 1990). L'activité spécifique plus élevée des communautés fixées est en
général expliquée par une meilleure disponibilité nutritive sur les particules que dans feau
environnante, les nutrients étant apportés par les particules elles-mémes ou concentrés par
adsorption.

Les différences avec ce qui est observé en lagune Ebrié peuvent avoir trois origines : la nature
des particules, la richesse du milieu et la méthodologie employée,

- La nature des particules est évidemment trés variable selon les milieux et les époques
étudiés (origine organique : phytoplancton mort ou sénescent.. ou minérale : remise en suspension du

sédiment, flocculats..). La richesse en composés organiques des particules en suspension et leur
structure ont trés probablement un effet important sur les activités microbiennes pouvant s'y
développer (Wangersky, 1984). Ainsi, dans les milieux estuariens, la grande majorité des particules
sont des flocculats (Eisma, 1986) qui ont probablement une richesse intrinséque en matériel
énergétique plus faible que le phytoplancton mort ou sénescent constituant 'essentiel du matériel
particulaire en fin de bloom phytoplanctonique.

- La richesse du milieu est également un élément important. Dans une culture en batch de la
microfiore bactérienne naturelle d’'une eau de mer débarrassée des prédateurs, Unanue et al. (1990)
montrent que les bactéries fixées ont une activité spécifique d'incorporation de thymidine comparable
a celle des bactéries libres en début de culture. En fin de phase exponentielle de croissance, lorsque

les ressources nutritives deviennent fimitantes dans I'eau libre, les bactéries fixées conservent cette
activité plus longtemps que les bactéries libres. Dans un milieu ou les ressources nutritives sont
limitées, la fixation semble donc présenter un avantage qui n'est pas conservé en milieu riche. De
maniére comparable, Jeffrey & Paul (1988) ont montré que dans un milieu de culture carencé, la
fraction fixée de Vibrio proteolytica montrait un taux de croissance supérieur & celui de la fraction libre.
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Inversement un apport en peptone induisait un taux de ‘croissance supérieur de ia fraction libre de la
microfiore. Le plus faible taux de croissance de la fraction fixée était atiribuée A la limitation de
Fuptake, due a la plus faible surface disponible pour les échanges avec le milieu libre sur les cellules
fixées.

- La méthodologie employée : .

- (1) Dans de nombreuses études les activités libres et fixées sont distinguées par tamisage,
alors que les biomasses fixées sont déterminées par comptage des cellules directement sur les
particules visibles, en évaluant les effectifs fixés sur la surface cachée. Il est connu que cette derniére
procédure sous-estime fortement les abondances bactériennes liées aux grosses particules, car
certaines bactéries situées a l'intérieur des particules ne sont pas visibles (Velji & Alibright, 1985 ;
Yoon & Rosson, 1990). La sous-estimation de la biomasse bactérienne fixée conduit alors & une
surestimation de I'activité spécifique des cellules fixées.

- (2) La nature du substrat employé est importante. Ainsi, dans une étude portant sur 44 sites,
marins, estuariens et limniques, Bell & Allbright (1981) reportent une activité spécifique des bactéries
fixées supérieure 3 celle des bactéries libres lorsque des acides aminés sont utilisés comme traceurs
d'activité et l'inverse avec du glucose. De plus, l'uptake par le phytoplancton de traceurs moins
spécifiques des bactéries que la thymidiné (amino-acides et glucose) peut conduire a une
surestimation de V'activité hétérotrophe bactérienne dans les classes de tailles supérieures et donc a
une surestimation de l'activité spécifique des bactéries fixées (Kirchman & Mitchell, 1982 ; Glde,
1988).

- (3) La nature de I'activité mesurée est également importante. Ainsi, par exemple, les activités
exoenzymatiques sont plus importantes pour les communautés fixées (Hoppe, 1984 ; Herndl, 1990),
toutefois les monoméres libérés ne profitent pas exclusivement aux communautés fixées car ils
diffusent rapidement dans I'eau libre environnante (Herndl, 1990}.

Dans cette étude, I'emploi du tamisage pour les dénombrements de celiules et pour les
mesures d'activités d'incorporation de thymidine (effectué en respectant les mémes conditions de
volume filiré et de dépression, voir chap. méthodes), permet de supposer qu'il n‘existe pas de biais
entre la détermination de I'activité et de a biomasse bactérienne de la fraction fixée du peuplement.
Les résultats présentés ici, pour atypiques qu'ils soient, ne semblent donc pas résulter d'un artefact
méthodologique. Si 'on admet comme Unanue et al. (1990) et Jeffrey & Paul (1988), que dans un
milieu non limité en nutrients, la fixation ne représente pas un avantage trophique pour la
communauté bactérienne, ces résultats renforcent lidée d'une absence de limitation nutritive du
bactérioplancton aux sites étudiés.

La déecroissance des activités spécifiques des communautés fixées en saison des crues
suggére que ces particules sont alors d'une nature probablement différente de celies rencontrées en
saisons d'etiage et en saison des pluies. Lors des crues, les particules sont vraisemblablement en
majorité apportées ou créées (par floculation) par les apports continentaux (Eisma, 1986). Les plus
faibles activités spécifiques des communautés fixées sur ces particules peuvent signifier que ces
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dernieres ont été dégradées avant leur arrivée en lagune et/ou que les communautés fixées, d'origine
allochtone, trouvent des conditions de croissance défavorables dans le milieu lagunaire.

b.5. Relation entre Cp détritique et abondance bactérienne
En utilisant le rapport carbone/chiorophylle phytoplanctonique de 30,7 et le rapport
carbone/volume bactérien de 2 10-13gC um-3 (chap. biomasse) il est possible de calculer les
contributions phytoplanctoniques et bactériennes au carbone organique particulaire total. En retirant
ces contributions, on obtient une estimation approchée du CP "détritique™ (CPd, surestimée de la
contribution du nanoplancton hétérotrophe) dans les échantillons étudiés. Au cours des cycles
effectués en saisons d'étiage et de pluie, il existe une bonne corrélation entre bactéries fixées (BF) et
CP total (CPt) d’'une part et bactéries fixées et CP détritique (CPd) d’autre part (Fig. 3.4, Tab. 3.7). Les
relations sont les suivantes (BF : 109 celiules -1, CPt et CPd : (mgC |1) :
BF= 1,39 (£0.40) CPt + 0.17 (£1.29) r = 0,798, n=9
BF= 2.43 (+1.02) CPd +1.49 (+1.34) r = 0,668, n=8
Pour ces deux relations, les ordonnées & l'origine ne sont pas significativement différentes de
zéro. On peut donc estimer directement les rapports BF/CPt= 1.36 et BF/CPd = 3.89 108 cellules
mgC-1 (Tab. 3.7).

12.0 1

10.0

o
[ ]

BACTERIES FIXEES (10%™")

0.0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 60 70
CP TOTAL ET DETRITIQUE (mg I™")
Figure 3.4 : Relation entre bactéries fixées et carbone organique particulaire total (@) et détritique (O).

Les droites représentent les abondances moyennes par mg de CP total (trait plein) et détritique (trait
discontinu).
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Tableau 3.7 : Relation entre carbone particulaire détritique et abondance des bactéries fixées dans
Ienceinte.

CP CcP Bactéries Bactéries fixées
Total détritique fixées 109 cell mgCP-1
ugC I-1 pgC 109 cell H Détritique  Total

A1 1312 491 1,86 3.79 1.42
178 17 17

A2 887 -186 0,77 - 0.87
13 13 13

A3 1916 1108 2.78 - 251 1.45
13 13 13

B1 3738 1055 9.81 9.30 2.62
17 17 17

B2 3979 1428 6,86 4.80 1.72
17 17 17

B3 6897 2984 7.49 2.51 1.09
13 13 17

M1 1827 573 1,79 312 0.98
13 13 3

M2 2022 489 1,30 2.66 0.64
13 13 13

M3 2192 1297 3.19 246 1.46
13 13 13

8 : nombre de mesures

De nombreux travaux mentionnent également une relation significative entre bactéries fixées
et concentration de matériel particulaire (Goulder, 1977 ; Bent & Goulder, 1981 ; Cammen & Walker,
1982 ; Fukami et al. 1983 ; Palumbo et al. 1984 ; Lovell & Konopka, 1985 ; Clark & joint, 1986 ;
Lambroek & Verplanke, 1986 ; Painchaud & Terriault, 1989 ; Yoon & Rosson, 1990). Ces relations
suggérent que I'abondance des bactéries fixées est largement déterminée par la concentration en
matériel particulaire, ce qui peut sembler une évidence, mais également que la densité des bactéries
présentes sur les particules est probablement maximale. Celle-ci est probablement fimitée par les
surfaces disponibles sur les particules et est probablement largement déterminée par les processus
de resuspension du matériel organique particulaire (Painchaud & Terriault, 1989). La colonisation du
matériel particulaire par les bactéries apparait extrémement élevée au regard des valeurs disponibles
dans la littérature. Ducklow et al. (1985) reportent au maximum 1.39 109 cellules mgCp-1 sur du
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matériel collecté a laide de trappes & sédiments dans les eaux cétieres de I'Atlantique ouest
(moyenne 0.47 109 cellules mgCp-1) et montrent que ce maximum est supéreur d'un ordre de
grandeur aux concentrations bactériennes généralement reportées pour les sédiments superficiels
(leur Tab. 8).

Les valeurs élevées obtenues ici dans la colonne d’eau suggérent que le matériel particulaire
présente un temps de résidence élevé comparé au temps de génération et/ou de colonisation par les
bactéries. En entrainant un relatif épuisement des ressources disponibles sur les particules, cette forte
concentration bactérienne expliquerait la faible activité spécifique des communautés fixées.

A partir des effectifs estimés par mg de CPd (tab. 3.7) et du volume cellulaire moyen
(tab. 3.4), on peut estimer que les bactéries fixées représentent en moyenne 9% (5 & 22%) du
carbone particulaire détritique dans les eaux de surface étudiées.

La séparation des communautés fixées et libres est essentielle dans les milieux turbides car
elles n'ont vraisembiablement pas le méme devenir. Ainsi, seules les bactéries fixées sur particules
sont susceptibles d’'étre exportées par sédimentation. Ces flux ont été déterminés au cours de cette
étude et sont traités pius loin.
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iration et évolution nycth rale de I’

Les activités respiratoires dans l'enceinte, déterminées par la consommation d'oxygéne a
l'obscurité, sont maximales en baie de Biétri (moyenne 218 ugO,1h-1) et peu différentes dans les
baies d'Abou-Abou (moyenne 53 pgO,l-1h-1) et de Mopoyem (moyenne 61 pugO,l-1h-1). Ces activités
respiratoires estimées en flacons sont en accord avec l'évolution nocturne de I'oxygéne dissous
directement mesurée dans I'enceinte (fig. 3.5) et ne semblent donc pas biaisées par le confinement en
flacon. Les valeurs déterminées sont en accord avec celles reportées par Carmouze & Caumette
(1985) de moyennes annuelles respectives 175 ugO,l-1h-1 a Biétri, 40 ugO,l-1h-1 & Abou-Abou et
65 ugO,+1h-1 A Tiegba (proche de Mopoyem, cf Fig. 1.1).

Les activités de production primaire et de respiration plus élevées entrainent des amplitudes
journaliéres de la concentration en oxygéne beaucoup plus marquées en baie de Biétri qu'aux deux
autres sites (fig. 3.5). D'une maniére générale I'évolution nycthémérale de l'oxygéne dissous se
caractérise par‘un maximum a 16-18 heures et un minimum 3 6-7 heures.

Une régression multiple a permis d’attribuer un coefficient respiratoire au phytoplancton et aux
bactéries (Chap. 2 : méthodes). En utilisant ces coetficients ont peut estimer que les bactéries
contribuent pour 50% a la respiration totale mesurée au niveau échantilionné.
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Figure 3.5 : Evolution des concentrations en oxygéne dissous dans l'enceinte au cours des trois
premiers cycles (saison d'étiage).
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d. Sédimentation
L'intérét principal de la mesure du fiux de sédimentation est d’estimer I'exportation de la
biomasse bactérienne fixée. Les questions que I'on peut se poser sont les suivantes :
- La production de la biomasse bactérienne fixée est-elle consommée dans ia colonne d'eau
ou bien profite-t-elie d’avantage a la communauté benthique?
- Quelle proportion des particules est-elle minéralisée avant leur dépét sur le fond?

Les valeurs de sédimentation pour la colonne d'eau 0-80 cm sont représentées en
Tab. 3.10A. Elles sont de l'ordre de 0,3 gC m-?3-1 & Abou-Abou, 0,5-1 gC m-2j-1 & Mopoyem et
1,3-1,7 gC m-2j-1 4 Biétri. L'exportation journaliére par sédimentation représente 18 a 55% du Cp total
(moyenne 36%) et 11 4 42% (moyenne 25%) du Np total (Tab. 3.10C).

La sédimentation des bactéries fixées est minimale en Baie d'Abou-Abou (0,5 a
1,3 1012 celiules m-2j-1), elle atteint 0,8 & 1,4 1012 cellules m-2j-1 a Mopoyem et 2,2 a 3,2 1012 cellules
m-2j-1 3 Biétri. En faisant abstraction des phénomeénes éventuels d'attachement et de détachement qui
n'ont pas été abordés au cours de cette étude, on peut estimer qu’en moyenne sur les trois sites, prés
de 55% de la biomasse bactérienne fixée sur particules dans la colonne d'eau 0-90 cm sont éliminés
par sédimentation en une journée. Les valeurs les plus fortes sont obtenues pour chacun des trois
sites en saison des pluies et les valeurs minimales en saison des crues. Ces sorties représentent en
moyenne 71% de la production de biomasse bactérienne fixée sus-jacente (Tab. 3.10C). Bien que le
réle de la sédimentation dans I'exportation de la production bactérienne fixée ait été pressenti depuis
longtemps (Pedros-Alio & Brock, 1983), peu de données sont disponibles sur les flux verticaux de la
biomasse bactérienne fixée. |l semble cependant que dans les milieux ou la proportion de bactéries
fixée est élevée cette contribution soit importante. Ainsi, en utilisant des piéges dérivants, Ducklow et
al. (1982) estiment que dans le panache de I'Hudson 3 & 67% de la production bactérienne totale est
exportée par sédimentation.

La sédimentation apparait étre I'un des processus majeurs de disparition de la biomasse
bactérienne fixée en lagune Ebrié. Il semble donc peu probable que la biomasse bactérienne produite
sur les particules puisse profiter aux prédateurs présents dans la colonne d’'eau dans' les zones peu
profondes, sans gradient de densité et en période d'agitation modérée. Cette biomasse bactérienne
ne représente toutefois qu'une faible part du matériel total retrouvé dans les piéges (4,6% en terme de
carbone et 11,4% de l'azote). Cette contribution bactérienne mineure en terme de carbone sédimenté
a déja été reportée par Ducklow et al. (1985) dans I'Atlantique cétier (en moyenne 1% du Cp total
sédimenté, avec 10-15gC bactérie-1) et Stroffek (1990) dans le lac Léman (1,2 & 4,6%) et le lac du
Bourget (1,9 & 5% avec 1,21 10-13gC um3 bactérien).
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Tableau 3.10 A : Sédimentation dans I'enceinte.
Valeurs exprimées par m? par jour.

CYCLE CHLa PIGM. BACT. VOLUME Cp Np C/N ~ BIOMASSE - Cp
MOYEN  Total Total Totat PHYTO. BACT DETR.
mg mg 1012 pm3/cell.  mgC mgN (9/9) mgC mgC mgC
Al1.2 1.4 20 0.54 0.057 272 19.8 13.8 60 12 201
A2 35 6.3 0.82 0.066 280 50.7 5.5 194 17 70
A3 1.2 22 1.27 0.063 779 131.7 5.9 68 25 686
B1.1 §4 75 3.16 0.086 1314 137.5 9.6 229 81 1003
B1.2 6.4 8.7 244 0.072 1700 1771 9.6 268 63 1369
B2.1 15.0 28.2 3.05 0.106 1507 194.4 78 713 72 722
B2.2 129 20.6 266 0.089 1427 176.5 8.1 633 63 731
B3 0.7 46 2.18 0.097 1133 126.3 8.0 142 52 939
M1.1 3.1 4.0 nd nd 498 485 103 123 nd 375
M1.2 3.0 38 1.02 0.058 497 42.7 1.6 116 21 359
M2 52 70 1.36 0.053 1004 53.6 18.8 215 29 761
M3 0.2 1.9 0.75 0.066 566 44.2 128 59 16 491
Tableau 3.10 B : Valeurs moyennes dans la colonne d'eau sus-jacente.
Exprimées par m pour la colonne d’eau 0-0,90m.
Chla Pigm. Bactéries Cp Np CN — Biomasse —- Cp - Production - Biom. P. nette
libres fixées total phyto bact. bact. détri- nette bact. phyto phyto
fixdes libres tique phyto fixées >3um >3um
mg mg 1012 1012 mg mg o/g mgC mgC wgC mgC mgC/i mgCj mgC mgCj
At2 15 17 77 1.8 1181 176 67 531 40 168 442 603 45 229 296
A2 21 25 98 07 798 176 45 754 14 197 -167 1588 16 199 48
A3 10 19 5.0 25 1724 311 55 §77 50 100 997 211 17 294 122
B11 60 65 172 89 3406 666 5.1 1980 230 445 751 1279 196 1010 742
B1.2 43 49 168 8.7 3323 837 40 1517 225 433 1148 1296 210 774 751
B21 40 53 252 67 3357 542 6.2 1637 158 596 966 2511 154 677 1180
B22 36 47 269 57 3804 554 69 1432 134 635 1604 1637 137 592 769
B3 36 10t 106 6.7 6207 881 70 3106 162 254 2685 2586 111 1966 1862
Mt{ 29 29 100 16 1644 176 9.3 884 34 210 516 471 29 327 198
Mi2 26 2% 100 16 1734 164 106 79§ 34 210 695 1093 31 294 458
M2 3 39 7.6 12 1819 227 80 1195 25 160 440 206 17 305 60
M3 8 20 6.3 29 1973 299 66 614 60 131 1167 366 31 248 168
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Le phytoplancton, par contre, représente une part importante du matériel sédimenté. Si I'on
utilise le rapport C/Chlorophylle de 30,7 déterminé pour le phytoplancton de la colonne d’eau (chap.2,
biomasse), il constitue entre 14 et 61% du Cp total sédimenté dans les trois baies. La sédimentation
journaliere du phytoplancton représente entre 5 et 44% (moyenne 19%) de la - biomasse
phytoplanctonique sus-jacente (44% en moyenne de la biomasse phytoplanctonique supérieure a
3 um) et entre 6 et 122% (moyenne 36%) de la production primaire nette (98% en moyenne de la
production nette supérieure a 3 um, Tab. 3.10C). Ces résultats confirment l'importance de la
sédimentation dans les exportations de la biomasse phytoplanctonique, en accord avec la faible
contribution du zooplancton aux exportations de la biomasse phytoplanctonique en lagune (Pagano &
Saint-Jean, 1988).

En retirant les contributions bactériennes et phytoplanctoniques aux valeurs de Cp total
sédimenté, on peut estimer la sédimentation du carbone “détritique”. Celui-ci représente journellement
78% en moyenne du CP détritique total de la colonne d’eau sus-jacente.

Tableau 3.10 C : Sédimentation journaliére dans I'enceinte.
Exprimée en % de la colonne d'eau 0-0,90m sys-jacente.

Cp Cp Cp Cp Cp Np Cp Bactéries Bactéries
phyto. phyto. phyto. phyto. total total - détr. fixées fixdes
%biom.  %P.nette %biom.  %P.nette %biom.  %prod.
totale totale >3 um >3um fixée fixée
Al12 1183 9.9 230 20.2 231 11.2 454 294 26.0 -
A2 25.7 121.8 85.6 405.9 35.1 288 - 119.6 102.7 ’
A3 11.7 32.1 20.2 55.3 452 424 68.8 50.6 148.9
Bt1.1 116 17.9 20.0 30.9 38.6 20.7 133.6 354 41.6
B1.2 17.7 20.7 30.5 357 51.2 21.2 119.3 28.0 29.9
B2.1 436 284 92.7 60.5 449 359 74.7 45.7 46.9
B2.2 442 38.7 94.1 823 3756 318 456 46.9 459
B3 46 55 6.4 76 18.3 143 349 32.3 47
M1.1 13.9 26.1 33.1 62.2 303 27.5 727
M1.2 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 §5.2 23.6 173.0 1166 166.9
M3 9.6 16.1 20.9 35.1 28.7 14.8 42.1 26.1 50.7
Moyenne 18.9 36.0 43.6 98.3 36.4 24.9 78.3 54.0 70.6
E-Type 128 374 314 134.7 11.2 9.2 446 336 48.0
N 12 12 12 12 12 12 11 1 11

135




Chapitre 3 : Cycles - variations spatiales et saisonniéres - sédimentation

Tableau 3.10 D : Vitesses apparentes de sédimentation (mvjour)

Cycle Cp Np PHYTOPLANCTON  BACT. Cp
Total >3um Fixées Détritique

Al12 0.21 0.10 0.10 0.21 0.26 0.41
A2 0.32 0.26 0.23 0.77 1.08 -
A3 0.41 0.38 0.11 0.18 0.46 0.62
Bt.1 0.35 0.19 0.10 0.18 0.32 1.20
B1.2 0.46 0.19 0.16 0.27 0.25 1.07
B2.1 0.40 0.32 0.39 0.83 0.41 0.67
B2.2 0.34 0.29 0.40 0.85 0.42 0.41
B3 0.16 0.13 0.04 0.06 0.29 0.31
M1.1 0.27 0.25 0.13 0.30 065
Mi.2 0.26 0.23 0.13 0.31 0.57 0.46
M2 0.50 0.21 0.16 0.56 1.0 1.26
M3 0.26 0.13 0.09 0.19 0.23 0.38
Moyenne 0.33 0.22 017 - 039 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 moyennes de
sédimentation en divisant le flux de sédimentation par la concentration dans la colonne d’eau sus-
jacente. En saisons d’étiagé et de pluie les vitesses apparentes de sédimentation des bactéries fixées
et du carbone particulaire détritique sont trés comparables (Tab. 3.10D, Fig. 3.6). Ce qui confirme la

relation entre bactéries fixées et carbone détritique particulaire.
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Figure 3.6 : Comparaison des vitesses apparentes de sédimentation des bactéries fixées et du
carbone organique particulaire détritique.

Connaissant la vitesse de sédimentation moyenne des particules et la production bactérienne

qui y est associée, il est possible d'estimer la part du matériel minéralisé avant son interception par le
.piége (& 0,90 m) ou son dépét sur le fond (& 3 m) en supposant : (1) que les bactéries fixées ne
consomment que le matériel particulaire, (2) qu'elles assimilent tout le matériel particulaire hydrolyse,
(3) qu'elles ont une efficacité de croissance constante pendant la sédimentation et comparable a celle
de la communauté totale soit environ 60% (chap. étalonnage). Ces trois hypothéses sont évidemment
impossibles & vérifier ici, elles ne doivert donc étre considérées qu'avec prudence. En les admettant
arbitrairement, il est possible de calculer le taux de dégradation du carbone particulaire détritique en
divisant P'activité hétérotrophe bactérienne fixée exprimée en mgC I-1j-1 (C'est & dire la production
bactérienne fixée en mgC Fj-1 divisée par 0,6) par la concentration en carbone particulaire détritique
(en mgC I-1). Les taux de dégradation ainsi calculés sont de 'ordre 0,03-0.17 j1 a Abou-Abou,
0,1-0,4 j-1 a Biétri et 0,04-0,09 j-1 & Mopoyem (Tab. 3.10E). En les multipliant par la durée moyenne
de sédimentation du Cp détritique (calculdée & l'aide des vitesses moyennes de sédimentation,
Tab. 3.10D et 3.10E), on obtient une estimation de la proportion du CP détritique avant son arrivée
dans les piéges ou sur le sédiment. Ce calcul permet d'estimer une dégradation du CPd de l'ordre de
30% avant sont dépdt dans le piége en baies de Biétri ef Abou-Abou et d’environ 10% & Mopoyem.
Avant son arrivée & 3 m (profondeur totale de la colonne d'eau aux stations étudiées en baies d'Abou-
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Abou et Mopoyem et profondeur de la couche oxygénée en Baie de Biétr), le carbone particulaire
détritique subirait une dégradation de l'ordre de 100% & Biétri et Abou-Abou et de 5 4 50% &
Mopoyem. Les valeurs les plus faibles pour les baies de Biétri et d’Abou-Abou sont obtenues en
saison des crues, lorsque l'activité spécifique des fractions fixées est & son minimum (Tab. 3.8). Les
proportions sont vraisemblablement inférieures car tout le matériel détritique ne présente
probablement pas la méme dégradabilité. Il est donc probable que la vitesse de dégradation diminue
au cours du temps. Cette minéralisation active pourrait expliquer I'exportation apparemment plus
faible de I'azote que du carbone particulaire (25% du Np sus-jacent par jour contre 36% pour le Cp,
Tab. 3.10C) et donc 'augmentation du rapport C/N du matériel récolté dans les piéges par rapport a
celui prélevé dans la colonne d'eau.

Tableau 3.10 E : Dégradation du Cp détritique

Tum-Over Temps de Durée de % du Cp détritique

duCp demi sédimentation (jours) dégradé

détritique dégradation avant son dépdt & avant son dépét a

Gjour™1) (jours) 0,90 m am 0,90 m 3am
A12 0.17 4.1 2.2 73 38 125
A2 - - - - - -
A3 0.03 244 1.5 48 4 14
B1.1 0.44 1.6 0.7 25 33 109
B1.2 0.31 23 0.8 2.8 26 85
B2.1 0.27 26 13 45 36 118
B22 0.14 4.9 22 7.3 31 104
B3 0.07 10.0 29 95 20 66
M1.1 0.09 73 1.4 4.6 13 43
M1.2 0.07 9.5 1.9 6.5 14 47
M2 0.07 . 10.7 0.7 24 5 15
M3 0.04 156 24 7.9 1 35
Moyenne 0.15 85 1.6 55 21 69
E.-type 0.13 6.8 0.7 24 12 41

N - 11 11 11 11 11 11

Au cours des trois derniers cycles ces flux ont également été estimés a I'extérieur de
Fenceinte, les valeurs obtenues sont du méme ordre que celles mesurées a l'intérieur (Tab. 3.10F)
pour des moyennes comparables dans la colonne sus-jacente (Tab. 3.1 et 3.2). Les différences les
plus marquées sont obtenues en baie de Biétri ol I'hydrodynamisme est le plus actif, ce qui accroit les
risques de sous-estimation des flux & I'extérieur de Penceinte. Les flux de sédimentation élevés
déterminés dans I'enceinte ne semblent donc pas résulter d'une perturbation liée au mésocosme.
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Tableau 3.10F : Comparaison des valeurs de sédimentation dans l'enceinte et a I'extérieur.

Pigments Bactéries Cp Np Poids sec
mg m<j-1 1012m-2j-1 mgC m-2j-1  mgN m-2j-1 mg m-2j-1

A3 Enceinte 2.20 1.27 779 132 2372

A3 Extérieur 1.95 0.81 674 102 3047
Différence % 12 44 14 26 25
B3 Enceinte 4.64 2.18 1133 126 2525
B3 Extérieur 2.81 1.18 668 166 1595
Difiérence % 49 59 52 27 45
M3 Enceinte 192 0.75 566 44 2958
M3 Extérieur 3.24 0.61 509 38 3543
Différence % 51 21 11 15 18

Diférence : valeur absolue de I'écart rapporté & la moyenne entre mésocosme et milieu environnant.

La sédimentation, en représentant en moyenne 71% de la production de biomasse > 3 um
apparait donc étre une composante essentielle de I'exportation de la biomasse bactérienne fixée aux
trois sites étudiés.

Par ailleurs, d'aprés les données obtenues dans Fenceinte, il semble que I'essentiel du
carbone organique détritique soit dégradé avant d'atteindre le bas de la colonne d'eau oxygénée aux
trois sites étudiés. Cette dégradation importante est probablement due & la température élevée de la
lagune Ebrié et aux activités spécifiques élevées des communautés bactériennes. En comparaison,
dans le lac Léman, de température moyenne plus basse (4°C), les bactéries n'apparaissent capables
de minéraliser que 10 221% du fluxde Cpa S0 m de profondeur (Stroffek & Dufour, 1991).

Dans le milieu lagunaire, peu profond, le régime des vents, en homogénéisant la colonne
d'eau, peut augmenter le temps de résidence du matériel détritique particulaire dans la lame d’eau et
donc I'état de dégradation de ce matériel. Cette resuspension, associée a la vitesse de dégradation
élevée du matériel détritique particulaire, pourrait expliquer Ia faiblesse de I'activité spécifique des
communautés fixées, reposant sur du matériel déja dégradé, vis-a-vis de celle des communautés
libres.
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e. Prédation

Au cours de cette série d'expérimentations, l'activité de prédation sur les bactéries a été
déterminée en incubant parallélement des échantillons d'eau du milieu avec ou sans inhibiteurs
bactériens (chioramphénicol 100 mg 1 ou mélange pénicilline/streptomycine 20/20 mg ).
L’abondance bactérienne totale et l'activité d'incorporation de thymidine étaient suivies a intervalles
réguliers dans les deux flacons d'incubation. En adoptant un mode de croissance exponentiel, si 'on
néglige les autres pertes, I'équilibre entre production et prédation peut s'écrire :

N(t)=No exp((u-g)t) (1) avec u taux de croissance, g taux de prédation, N(t) et N, abondances
bactériennes aux temps t et to.

Dans les échantilions non perturbés, lorsque les deux phénoménes s'équilibrent, le taux de
croissance apparent pa=n-g est nul et la biomasse est stable. L'apport d'inhibiteur bactérien, en
arrétant la croissance bactérienne (u=0) sans perturber l'activité de prédation, entraine une
diminution de la biomasse bactérienne qui peut étre décrite par une cinétique du premier ordre :
N(t)=No exp(-gt). Une régression linéaire du log Népérien de I'abondance bactérienne au cours du
temps permet d’accéder au taux de prédation, g, pente de ia droite : In(N(t))=-gt+In(No) (2).

Toutefois, dans le milieu lagunaire, les activités élevées et la charge importante en matériel
susceptible de sédimenter imposent des temps d'incubations inférieurs 4 24 h afin de limiter la
croissance artificiellement induite par le confinement dans les flacons non traités. Ceite durée s'est
révélée courte vis-a-vis du temps d'inhibition des activités de croissance bactériennes. Dans les
échantillons recevant linhibiteur bactérien, {incorporation spécifique de thymidine par ceflule ne
s’annule pas immédiatement mais décroit avec une cinétique généralement d'ordre 1 telle que :
Thymvcell(t)=Thym/cell(g) exp(-8t) avec un taux de décroissance & de 0,06 4 0,27 h-1 (Tab. 3.11). Si
I'on considére que cette incorporation résiduelle est indicatrice d’une croissance résiduelle (donc que
Thym/cell est proportionnelie & p), on peut écrire : u(t)= n(0) exp(-8t) (3). Les taux de prédations
réels sont sous-estimés lorsque l'on emploie Féquation (2). L'équation décrivant le mieux la
décroissance de I'abondance bactérienne devient alors :

N(t)=No exp((u(t)-g)t) (1) avec : p(t)= p(0) exp(-8t) (3) d'olr : N(t)=No exp((u(0) exp(-3t))-g)t) (4)
soit : In(N(t))= In(No) + ((1(0) exp(-3t))-g)t (5)

Dans ce cas, le logarithme de I'abondance bactérienne ne varie pas linéairement avec le
temps avant des durées d'incubations importantes (lorsque exp(-8t) tend vers 0, fig. 3.7).

Les taux de prédation ont donc été estimés en calculant pour chaque intervalle de temps
(t2-t1) la production résiduelle par : (N(t2)-N'(t2))/N(t1)/(t2-t1) avec :

- N(t1) et N(t2) : abondances déterminées a t1 et t2 et N'(t2) : nombre de cellules théoriquement
atteint a 12 si la prédation était nulle : N'(t2) = N(t1) exp(iy1-2) (t2-11) avec y1.2) : 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 um3 par mole de thymidine dans le TCA précipité
(chap.thymidine) et
- Vmoy : volume cellulaire moyen (0,1 um3) soit donc FC=0.74 1018cellules/mole de Tdr
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Les résultats récapitulatifs des 13 expérimentations sont exprimés en Tab. 3.11 et Fig. 3.7.

Dans les échantillons non traités, trois expériences montrent une croissance cellulaire
significative (1 apparent > 0 ; P<0,05) et donc un contréle insuffisant de la biomasse bactérienne
(g <p). Ce sont les deux échantillons incubés de jour au cours du cycle A1 (Abou-Abou saison
d’étiage) et celui réalisé au cours du cycle A3 (Abou-Abou, saison des crues) (Tab. 3.11). Les 10
autres échantillons présentent une biomasse et une activité stable ce qui montre que le confinement
pendant l'incubation n’a pas entrainé de stimulation des activités bactériennes et que la croissance et
la prédation sont étroitement couplés aux échelles de temps (12-18 h) et de volume (500 mi) utilisées.

Tous les échantillons recevant les inhibiteurs montrent une décroissance significative de
I'abondance bactérienne.

En tenant compte de Ia croissance résiduelle, les taux de prédation varient de 0,013 (A3) a
0,059 h-1 (B2N2), pour des taux de croissance compris entre 0,026 et 0,061 h-1 (comparables & ceux
obtenus dans I'enceinte). Les taux de croissance et de mortalité par prédation sont similaires, &
I'exception des trois expérimentations (A1J1, A1J2, A3) ol le contrble (sans inhibiteurs) montre une
augmentation nette des effectifs bactériens. On peut remarquer que le déséquilibre entre production
et prédation au cours des cycles A1J1 et A1J2 (Abou-Abou, saison d'étiage, de jour) est di a un taux
de croissance plus élevé pendant le jour alors que le taux de prédation reste constant de nuit et de
jour.

En moyenne, sur les 13 expérimentations, la mortalité par prédation explique prés de 80% des
sorties de biomasse bactérienne (Tab. 3.11, Fig. 3.8).

Dans ce systéme lagunaire, la prédation par le nanoplancton hétérotrophe représente donc
I'essentiel des exportations de ia biomasse bactérienne. La maturation des virus bactériophages étant
arrétée en présence d'inhibiteurs de la synthése protéique bactérienne (Heldal & Bratbak, 1991), la
mortalité bactérienne d'origine virale n'est donc pas prise en compte avec la méthode utilisée. Des
travaux récents (Proctor et al. 1988 ; Bergh et al. 1989 ; Borsheim et al. 1990 ; Bratbak ef al. 1990 ;
Proctor & Fuhrman, 1990 ; Heldal & Bratbak, 1991) rapportent des abondances de particules virales
plus importantes qu’on ne le soup¢onnait auparavant. Dans les milieux aquatiques, les virus
pourraient contrdler la biomasse bactérienne a partir de concentrations seuils de 7 103 UFC mi-1
(Wiggins & Alexander, 1985) et de telles concentrations sont largement atteintes en milieu lagunaire
(Carmouze & Caumette, 1985 ; Caumetie ef al. 1991). La lyse d'origine viraie pourrait donc étre
responsable d'une partie des 20% d'élimination non expliqués par I'approche utilisée.
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Tableau 3.11 : Taux de croissance et de prédation (h'!) dans I'enceinte.

Taux de Taux de Taux de Taux de Taux de
CYCLE croissance croissance croissance croissance prédation (h)
apparent apparent apparent réel (g) comigé de la
Biomasse Biomasse Act. Spécifique Biomasse croissance
Ech. non fraité Antibiotiques Antibiotiques Ech. non traité résiduelle
AlJ1 0.019 (a) -0.014 -0.170 0.040 (d) -0.025
0.002 (b) 0.003 0.045 0.005 (o) 0.011
0.985 (c) 0.970 0.967 4 4
At1J2 0.032 -0.014 -0.093 0.043 -0.024
0.007 0.002 0.026 0.006 0.01
0.954 0.980 0.931 4 4
ANt 0.005 -0.020 -0.065 0.026 -0.029
0.008 0.002 0.033 0.004 0.008
0.404 0.992 0.816 4 4
AiIN2 -0.00t -0.017 -0.186 0.027 -0.022
0.003 0.003 0.037 0.006 0.008
0.303 0.936 0.981 3 4
A2 0.003 -0.038 -0.0368 0.059 -0.057
0.001 0.003 0.013 0.004 0.02
0.799 0.991 0.853 6 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
B2J1 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 0.996 0.966 4 4
B2N1 -0.005 -0.026 -0.060 0.060 -0.052
0.003 0.004 0.023 0.009 0.007
0.771 0.8978 0.878 4 4
B2N2 -0.003 -0.033 -0.226 0.055 -0.059
0.001 0.002 0.053 0.002 0.015
0.849 0.999 0.948 4 4
B3 0.008 -0.034 -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 -0.028 -0.055 0.040 . -0.082
0.003 0.003 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 pour jour, N pour nuit, ex : A1JT : cycle At jour 1

(a): 1 = pente de la droite en log Neperien, (b): erreur standard sur la pents, (c): coefficient de corrélation r, (d): moyenne, (e):
écart-type, (f): nombre de points, (g): estimé par la thymidine avec u = thym/cellule x 0,74 1018 um3/0,1 um?® (voir texts), (h):
voir calcul dans texte

NB : certaines expérimentations montrent un taux de croissance significatif (P<0.05) dans ['échantilion brut. Ce sont pour
I'abondance : A1d1, A1J2 et A3 et pour I'activité spécifique (ou taux de croissance): AIN1 et A3
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Figure 3.7 : Evolution théorique de 'abondance bactérienne en présence d'inhibiteurs bactériens.

En trait plein : taux de prédation g = 0,050 h™' et taux de croissance annulé immédiatement (. = 0).

En trait discontinu : taux de prédation g = 0,050 h! et taux de croissance s’annulant progressivement
(taux de croissance résiduel i = pg €-0,1t) avec po = 0,050 h-1.
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en lintégrant dans les calculs (®) avec les taux de croissance. La ligne en traits pleins représente Ia
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2. Evolution nycthémérale des activités et des biomasses bactériennes libres et fixées
a. Tendance générale. Signification des difiérences jour/nuit

D'une maniére générale, les fluctuations joumaliéres de la biomasse bactérienne totale (fixée
et libre) sont de faible amplitude. Le coefficient de variation (CV) est en moyenne de 10,1% (4 & 29%)
dans l'enceinte et 9,6% (7 a 11%) & I'extérieur pour 'abondance totale (Tab. 3.1 et 3.2). Ces valeurs
sont proches de la reproductibilité des comptages (environ 10%, cf. chap.2, biomasse). Néanmoins,
on peut observer une tendance moyenne a 'augmentation pendant la nuit (fig. 3.13).

La production de biomasse bactérienne varie de maniére plus sensible (CV=24% dans
Penceinte et 18,4% a l'extérieur, Tab. 3.1 et 3.2). Dans I'enceinte, la production de biomasse
bactérienne montre toujours un maximum de nuit, & I'exception du cycle A1 (Abou-Abou, saison
d’étiage) ot la tendance est inverse (fig. 3.10). Au cours de cette étude, chaque jour, un vent violent
s'établissait le matin et cessait dés la tombée du jour. Ce vent, en provoquant une remise en
suspension du sédiment superficiel pourrait avoir stimulé les activités bactériennes dans la couche
d’eau (Wainright, 1987, 1990). On observe effectivement, dans I'enceinte, une augmentation brutale
de F'activité et de la biomasse fixée au cours de la premiére journée (Fig. 3.10).

Dans l'enceinte, les plus fortes amplitudes de variation sont observées en saison des crues,
les activités chutant trés fortement dans la journée pour remonter la nuit dans les trois baies (cycles
A3, B3, M3). Il est possible que Ia suppression des apports latéraux ait conduit & un relatif épuisement
des activités bactériennes dans I'enceinte & cefte période. Aux trois sites étudiés, cette période
correspond, par ailleurs, au minimum d'activité bactérienne (Tab. 3.1 et 3.2).

L’évolution des activités est comparable en milieu ouvert, bien que moins prononcée. Deux
raisons peuvent étre évoquées: (1) l'intervention de la variabilité spatiale a Fextérieur peut masquer ou
atténuer les tendances (voir évolution de la conductivité fig. 3.9). (2) le confinement de la masse d’eau
dans I'enceinte peut exagérer les tendances, en diminuant F'activité photosynthétique par exemple (cf.
paragraphe 4.1.1)

La biomasse phytoplanctonique suit une évolution exactement inverse a celle de la biomasse
et de la production bactérienne, présentant un maximum en milieu de journée et une décroissance
pendant la nuit. Cette décroissance a pris des proportions importantes au cours des trois derniers
cycles (saison des crues) tant dans I'enceinte, qu'a I'extérieur.

Une analyse de variance (ANOVA) a pemis de déterminer si I'augmentation relative des
activités et des biomasses bactériennes au cours de fa nuit est significative, dans I'enceinte et a
I'extérieur. Pour cette analyse, les données (Chlorophylle a, pigments, incorporation de thymidine par
ia communauté totale, libre et fixée, abondance bactérienne totale, libre et fixée, activité spécifique
celiulaire des communautés totale, libre et fixée) ont été exprimées en pourcentage de leurs
moyennes journalidres respectives. Les mesures effectuées a 'aube et au crépuscule (points de 6h et
de 18 h) ont été éliminées 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. Aprés vérification de
I'homogeénéité des variances (a I'exception des variables Phéopigments et Pigments aux variances
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non homogénes), 'analyse a été effectuée en utilisant les différences Nuit/Jour comme source de
variation .

Tableau 3.12 : Moyennes journaliéres et analyse de variance dans I'enceinte

Incorp. de thymidine Abondance bactérienne Activité spécifique
SITE Chia Pigm. Totale Libre Fixée Totale Libre Fixés Totale Libre Fixée

Abou 101.4 1006  92.2 91.3 99.4 96.3 95.7 109.4 943 94.1 3.8
Abou 303 14.0 41.7 447 §3.0 217 164 66.7 26.2 36.0 8.9

Biétri 104.4 101.6  99.0 97.9 1014 1008 991 1050 982 99.1 99.5
50.9 14.2 18.2 20.7 26.5 7.8 10.6 44.5 220 23.1 6.8

Mopo- 99.2 98.1 28.0 97.7 99.3 99.0 97.5 1018 974 99.9 100.8
yom 458.7 124 20.8 2.8 39.7 7.3 9.0 30.0 225 236 48
32 32 32 32 32 20 20 20 20 20 20

Jour 120.7 10841 824 81.2 91.5 94.9 93.5 1107 837 84.3 98.1
34.6 12.8 21.7 23.6 32.0 12.7 124 56.0 18.1 23.4 7.0

Nuit 73.8 820 1116 1114 108.9 103.3 102.0 100.0 110.2 1116 101.3
348 8.1 224 235 42.5 12.0 10.0 38.1 19.7 234 6.5

Rapport 1.01 249 1.07 1.01 1.76 1.12 1.52 2.16 1.18 1.00 1.1§
des variances

ANALYSE DE VARIANCE : SOURCE DE VARIATION : JOUR/NUIT

incorp. de thymidine Abondance bactérienne Activité spécifique
Chi.a Pigm. Totale Libre Fixée  Totale Libre Fixée Totals Libre Fixée

P 0.000 ND 0000 0000 0037 0005 0002 0355 0000 0000 0.047
*k %k *hkk  kkk Kk *%k k% NS khkk hkk ok

ND: Non déterminé car variances non homogénes.
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Tableau 3.13 : Moyennes journaliéres et analyse de variance a I'extérieur de I'enceinte

Incorporation de thymidine

Abondance Activité.
Bactérienne Spécifique

SITE Chl.a Pigments Totale Libre Fixée Totale Totale
Abou- 103.4 100.2 96.6 96.2 99.2 98.8 87.6
Abou 65.3 26.3 22.1 228 773 7.0 2098
20 20 20 20 20 20 20
Biétrl 110.0 102.0 99.1 99.4 98.0 96.6 102.0
93.8 8.9 8.6 11.2 36.1 7.7 12.2
10 10 10 10 10 10 10
Mopoyem 102.2 102.8 98.5 98.2 105.3 100.2 98.3
67.1 22.7 18.7 19.1 69.9 7.6 204
20 20 20 20 20 20 20
Jour 159.3 115.7 91.7 874 122.5 102.0 89.4
49.2 18.2 211 19.7 66.0 7.2 19.3
25 25 25 25 25 25 25
Nuit 49.2 875 104.0 107.9 80.3 95.9 108.2
39.3 14.2 129 12.1 619 6.4 13.3
25 25 25 25 25 25 25
Rapport 1.57 1.64 267 2.65 1.14 1.26 2.10
des variances
ANALYSE DE VARIANGE - SOURCE DE VARIATION: JOUR/NUIT
Abondsnce Activité
Incorporation de thymidine Bactérienne Spécifique
Chla Pigments Totsle Libre Fixée Totale Totale
P 0.000 0.000 0.016 0.000 0.024 0.003 0.002
K%k * %k %k * * %k k * *k %k

Dans l'enceinte (tab. 3.12), la baisse de la chlorophylle a et des pigments la nuit est trés
hautement significative. A l'opposé, la biomasse, la productivité et lactivité spécifique de la
communauté bactérienne totale (libre et fixée) sont significativement plus fortes de nuit. Si I'on sépare
les paramétres des communautés libre et fixée, on remarque que les tendances Nuit/Jour sont bien
moins marquées pour la communauté fixée (voire non significative pour la biomasse). Les variations

restent trés significatives pour la communauté libre.
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Figure 3.10 : Evolution nycthémérale, dans I'enceinte, en baie d’Abou-Abou (Saison d'étiage) en haut.
Figure 3.11 : Evolution nycthémérale, dans I'enceinte, en baie de Biétri (saison des pluies) en bas.

(A): Incorporation de thymidine par la communauté totale (trait plein) et kibre (trait discontinu). (B): Abondance de la
communauté totale (trait plein) et libre (trait discontinu). (C): Incorporation spécifique de thymidine par la communauté totale
{trait plein) et libre (trait discontinu). (D): Concentration en pigments photosynthétiques: Chlorophyle a "active® {trait discontinu)

et chlorophylle a totale "pigments” (trait plein),
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Figure 3.12 : Evolution nycthémérale, dans I'enceinte, en baie de Mopoyem (Saison des pluies).

(A): Incorporation de thymidine par la communauté totale (trait plein) et libre (trait discontinu). (B): Abondance de la
communauté totale (trait plein) et libre (trait discontinu). (C): incorporation spécifique de thymidine par la communauté totale
(trait plein) et libre (trait discontinu). (D): Concentration en pigments photosynthétiques: Chiorophylle a "active” (trait discontinu)
ot chlorophylle a totale "pigments” (trait plein).
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Figure 3.13 : Evolution nycthémérale moyenne dans l'enceinte

{A): Biomasse et activité d'incorporation de thymidine de la communauté totale. Chaque point est exprimé en % de la moyenne
jounaliére. Les points des cycles A1, B1.1, B1.2 et M1 espacés de 3 heures ont été extrapolés toutes les 2 heures par
interpolation finéaire pour les homogénéiser avec les cycles suivants.

150




Chapitre 3 : Cyciles - évolution nycthémérale

§ml CYCLES A2, B1.1, B81.2, 82.1, 822, M1.1,M1.2, M2
200
w04 o . 2 120 OYCLES A2, BLL, B1.2, 821, 82.2, M1.1M1.2, M2
160+ ° THYMIDINE. LIBRE ° § 200 oTHmtnlNE FIXEE |
g uo:l ° o © g 18 °
ERSSRRITITITEE g AT S
ol it bbby [ o E
. o [+]
2 ot g ° 6 o 180 g o o 3
B 0 ° 0 o E
w 1 tuo ° &
£v ] i il . x.a%
s © bt H--Hi - ol 1 1 &
4 i e 120
. CELLULES UIBRES W; ; I . i }’ ¥ ' "i“i"f i’ 0k
T Y | M | S, S A S S T 40 [ 60
4 8 8 10 12 1 ‘:lEtJaRéosn 24 26 28 Y0 aztm . . MESPFEES o %‘85
0 fiTinnnnrerosnnoeox &
HEURES .
GYCLES A3, B3, N3

CYCLES A3, B3, M3
[

%ﬁg??ﬂygriini

§5gE¥l
o
-3
oBs2EERIEESY

a4~
:
=]
z
[
c
2
m
o-ot—io
¢—oi—io
3
)
MOMASSE
DE (A SIOMASSE

4

% DE LA MOTENNE JOURNAUERE DE LINCORPORATION
23288883
po-i—ie E
H.: o —Hea
1
s ol—iee !
“ oo |
-H-? ob—twi !
- belis OF—ae i :
l—l:b—O ;—n-g-o
Q'r Od-f!
b s
%ie E
)
L}
-
H
¥
- = A ﬁn
2 8
W’fﬂg.‘zm DE WA
% DE LA MOYENNE JOURNALERE DE LINCORPORATION

SRR

.
CELLULES LIBRES 8 3 CELLULES FIXEES

o¥5885EERES
% DE LA MOTENE JOURULERE

{8 8 10 12 14 18 aaRéSnz'qz'ciaa'o"S'zF‘z:E 88 10214 16 1820 2 24 26 286 0 2
42V
8 2004 TOUS LES CYCLES . - TOUS LES CYCLES
g::-_{ g . L © o ?ﬁ?, o o'rmrulmns FIXEE % o 0 ©
5 1o JTHYMDINE LB 7 g 28] 988381 _S__ 8 g
8 120 ° o 8 w8l i t i
1004 - -i_ SR 95 WS Y . r2s b8 o © S
? aoj o ! o (] ’28 g 28 8
° s
g @ ° o o ° | 100
w 401 e o o é 220
§2¢H ; % o . . 140 § . : . * %?‘2
' . 120 LI |} ]
o by b EEREREINESaEN:
-} B . -t . 2 i . i ! i i- &
. * " *cauues usees e S 8 fR et Vet etes o (B3
FTrwen |;§ESREsz‘zz'4z'siaa'oa'z;:§ I O N O ° 8
-0

Figure 3.13 : Evolution nycthémérale moyenne dans Fenceinte.
(B): Abondance et activité dincorporation de thymidine de la communauté kbre. (C): Abondance et activité d'incorporation de
thymidine de la communauté fixée. Chaque point est exprimé en % de la moyenne journalidre. Les points des cycles A1, B1.1,

B1.2 ot M1 espacés de 3 heures ont 6 extrapolés toutes les 2 heures par interpolation linéaire pour les homogénéiser avec les
cycles suivants.
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Figure 3.13 : Evolution nycthémérale moyenne dans I'enceinte

(D): Concentration en Chlorophylie a "active”. (E): Concentration en chiorophylle & totale “pigments®, Chaque pci! est exprimé
en % do la moyenne joumalidre. Les points des cycles A1, B1.1, B1.2 et M1 espacés de 3 houres ont 616 extrapolés toutes les
2 heures par interpolation linéaire pour les homogénéiser avec les cycles suivants.
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Figure 3.14 : Evolution nycthémérale moyenne a 'extérieur de I'enceinte .

(A): Biomasse et activité d'incorporation de thymidine de la communauté totale. Chaque point est exprimé en % de la moyenne
journalidre,
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Figure 3.14 : Evolution nycthémérale moyenne a I'extérieur de 'enceinte .
(B): Activité d'incorporation de thymidine de la communauté libre. (C): Activité d'incorporation de thymidine de la communauté
fixée. Chaque point est exprimé en % de la moyenne joumnalidre,
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Figure 3.14 : Evolution nycthémérale moyenne & 'extérieur de I'enceinte .
(D): Concentration en Chiorophylle a "active®. (E): Concentration en chiorophylie a totale "pigments". Chaque point est exprimé

en % de la moyenne journaliére.
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A l'extérieur (tab. 3.13), les tendances sont comparables pour les paramétres
phytoplanctoniques. Les concentrations moyennes en pigments photosynthétiques sont en effet plus
faibles de nuit que de jour. De méme, la production totale de biomasse bactérienne est
significativement plus forte de nuit (P<0.05) et la différence Nuit/Jour est, 12 encore, plus marquée au
" niveau de la communauté libre (P<0.001). Par contre, la production de biomasse attribuée aux
bactéries fixées semble plus faible de nuit (P<0.05) que de jour & I'opposé de ce qui est observé dans
I'enceinte. De méme, 'abondance totale déterminée a l'extérieur semble significativement (P<0.01)
plus faible de nuit.

En résumé, dans I'enceinte expérimentale comme a 'extérieur, la productivité bactérienne
totale est plus forte de nuit que de jour. Cette différence est accentuée dans le cas de la communaute
libre. Des résultats contradictoires sont obtenus pour la production des communautes fixées,
effectivement plus élevée de nuit dans I'enceinte, mais paradoxalement moindre la nuit & I'extérieur. I
est probable que ia resuspension du matériel sédimenté occasionnée par le vent s'établissant de jour
soit limitée dans P'enceinte par rapport au milieu environnant. Cette resuspension dans le milieu
environnant n'a probablement pas d'influence directe sur la production bactérienne mais plutét sur la
biomasse des communautés fixées. Toutefois, la mesure de la production des communautés fixées
par lincorporation de thymidine est bien plus précise que l'estimation de la biomasse fixée et du
carbone particulaire, ce qui explique vraisemblablement que cette tendance ne soit pergue que sur la
production bactérienne de biomasse. Quoi qu'il en soit, ces différences sont beaucoup moins
prononcées que celles observées pour la communauté libre. Cette différence d'évolution
nycthémérale des fractions libres et fixées confirme leur relative indépendance. Il est vraisemblable
que l'activité des communautés fixées soit moins influencée par les variations & court terme de la
disponibilité nutritive dans le milieu.

D'une maniére générale la productivité varie plus que la biomasse bactérienne (Tab. 3.12 et
3.13, fig. 3.13 et 3.14), ce qui est reflété par les variations marquées de l'activité spécifique et tend a
confirmer le controle de la biomasse bactérienne par les exporiations.

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 I'activité bactérienne.
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b. Relation probable avec les sources nutritives
Relation avec I'excrétion phytoplanctonique

Depuis l'introduction du concept de la boucle microbienne (Azam et al., 1983), l'idée
qui prévaut est que l'activité hétérotrophe 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 ol de nombreux auteurs ont montré que l'incorporation d'excrétats produits par
le phytoplancton représentait une large part de I'activité hétérotrophe bactérienne (Cole et al., 1982 ;
Coveney, 1982 ; Sondergaard et al., 1985 ; Riemann & Sondergaard, 1986), bien que dans certains
milieux une demande hétérotrophe excessive implique des apports importants de matiére organique
allochtone (Scavia & Laird, 1987). De fait, la plupart des études des variations nycthémérales
d’activité bactérienne hétérotrophe montrent un maximum de jour coincidant avec la période de
production photosynthétique (voir réf. plus haut).

En lagune Ebrié, I'évolution journaliére de la productivité bactérienne est en opposition de
phase avec la production photosynthétique. A moins de faire intervenir une latence bactérienne, peu
"compatible avec les taux de croissance élevés dans ces eaux lagunaires, le couplage
bactéries/phytoplancton ne repose donc probablement pas sur I'excrétion (ou production dissoute)
phytoplanctonique. Plusieurs arguments viennent étayer cette observation :

(1) En supposant que la productivité bactérienne soit constante de 0 a 3 m (voir chap. profils)
celle-ci représenterait 36 & 130% de la production particulaire brute phytoplanctonique en Baie -
d'Abou-Abou, 35 4 99% 4 Biétri et 21 4 64% 4 Mopoyem (Tab. 3.14).

Tableau 3.14 : Production primaire et production bactérienne intégrées par m? dans I'enceinte et dans '
le milieu environnant.

ENCEINTE EXTERIEUR
Eclairement  colonne d'eau 0-3m colonne d'eau 0-3m
total Production Production Prod.Bact. Production Production Prod.Bact.
Incident Primaire Bactérienne  /Primaire Primaire Bactérienne  /Primaire
Wh m2 gC m'zj‘1 gC m'ej'1 % gC m'2j'1 gC m"“j‘1 %
Al 6072 1.94 0.78 40 2.32 ND
Al1.2 5851 1.61 0.77 48
A2 6116 0.79 1.01 129 1.13 0.84 75
A3 5466 0.89 0.32 36 1.98 0.50 25
B1.1 4293 2.01 1.82 91 266 ND
B1.2 3920 1.86 1.85 a9
B2.1 5744 3.94 2,63 67 5.21 ND
B2.2 6961 2.98 2.84 a5
B3 5881 3.74 1.30 35 6.20 1.82 29
M1.1 2940 1.35 0.57 43 1.66 ND
M1.2 6789 2.43 0.51 21
M2 ' 7153 1.47 0.46 31 2.16 0.70 32
M3 5019 0.71 0.45 64 1.31 0.63 48
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Si fon admet un rendement de croissance bactérien de 60% (cf. chap. Etalonnage), la
demande hétérotrophe bactérienne serait pratiquement double. If faudrait faire intervenir un rapport
production primaire dissoute / production particulaire excessivement fort pour soutenir cette demande.

(2) Une estimation de I'excrétion phytoplanctonique peut étre obtenue en comparant les
valeurs de production primaire obtenues par I'estimation de la production d'oxygéne et de la fixation
autotrophe de 14C dans le matériel particulaire. La production d'oxygéne lorsqu’elle cormigée 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 I'équilibre isotopique atteint pendant l'incubation. Pour des temps d'incubation
courts comme ceux utilisés en lagune (2 a 3h) elle est trés proche d’'une production brute particulaire
(Davies & 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’'oxygéne/fixation de CO,) pres.

Celui-ci dépend de I'état de réduction du carbone dans les produits terminaux synthétisés par
la cellule algale, de I'état de réduction de Ia source d'azote et du rapport carbone/azote des produits
terminaux de la photosynthése (Davies & Williams, 1984, Williams & Robertson, 1991). Le quotient
théorique calculé A partir de la composition chimique de trois groupes taxonomiques d'algues donne
des valeurs de QP comprises entre 1,07 et 1,30 sur NHy+ et 1.35 et 1,54 sur NOz-, valeurs
comparables & celles déterminées sur des cultures d'algues axéniques (Langdon, 1988). Une
excrétion phytoplanctonique importante augmenterait la production déterminée par l'oxygéne
(production dissoute + particulaire) pour une production au 14C donnée (production particulaire},
aboutissant ainsi & un quotient photosynthétique sensiblement plus élevé (Williams & Robertson,
1991).

Les QP apparents déterminés au cours de cette étude sont en moyenne de 1,33 (0=0,34,
n=34) en Baie de Abou-Abou, de 1,11 (6=0,32, n=27) en Baie de Biétri et de 1,07 (c=0,41, n=36) a
Mopoyem (Fig. 3.15). Ces valeurs, comprises entre les QP théoriques sur NHa+ et NO3-, suggérent
que I'excrétion phytoplanctonique est un phénoméne mineur en lagune et dans tous les cas, qu'elie
n’atteint pas importance nécessaire pour soutenir I'activité hétérotrophe bactérienne estimee.

Par ailleurs, en déterminant directement la production phytoplanctonique dissoute aprés
incorporation de 14C, Pagés & Lemasson (1981) ont estimé que lexcrétion phytoplanctonique
journaliére en lagune Ebrié, a des stations proches des sites étudiés ici, représentait de 5 & 20% de la
production primaire particulaire brute. Ces faibles valeurs sont en accord avec les résultats obtenus
ici.

(3) Enfin, l'incubation a 'obscurité de sous-échantillons de I'eau de I'enceinte non traités (les
contrdles des expériences de prédation) montre que la biomasse et l'activité bactériennes restent
constantes, ou méme augmentent pendant la journée, alors que la production primaire doit y étre
fortement réduite. L'activité bactérienne diminuerait fortement si elle reposait sur la production
phytoplanctonique dissoute. '
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L'hypothése d'une activité hétérotrophe bactérienne reposant sur [I'excrétion
phytoplanctonique ne peut donc pas étre admise pour les sites fagunaires étudiés.
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Figure 3.15 : Relation entre production primaire déterminée par assimilation de 14C et par production
d’O, aux 3 sites. Les droites représentent le quotient photosynthétique moyen (O2/14C dans les
mémes unités).

Par ailleurs, méme en milieu oligotrophe, I'hypothése généralement admise d'une production
bactérienne reposant essentiellement sur I'exsudation par le phytoplancton en croissance active
(Azam et al., 1983) a été remise en question. En effet, cette hypothése est fondée sur des travaux de
Joiris et al. (1982) reportant des taux d'excrétion phytoplanctonique élevés (de 'ordre de 30% de la
production totale). Le protocole utilisé par ces auteurs a depuis été critiqué par Jumars et al. (1989),
cér il n‘exclut pas complétement les prédateurs dont I'activité pourrait étre une source de libération de
carbone organique dissous. |l apparait d'une maniére générale que les fortes valeurs reportées dans
la littérature résuitent probablement d'artéfacts méthodologiques décrits depuis longtemps (Sharp,
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1977 ; Haris, 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 et al., 1980 ;
Bjomsen, 1988 ; Feuillade et al., 1988 ; Langdon, 1988 ; Zlotnik & Dudinsky, 1989). Les plus fortes
valeurs sont mesurées lorsque le phytoplancton regoit un fort éclairement et est carencé en nutrients,
comme c'est le cas dans la couche homogéne des zones océaniques (Mague et al., 1980). Elles
peuvent étre interprétées comme un mécanisme "d'overflow”. Une telle situation est peu
vraisemblable dans les sites lagunaires étudiés ici, ou la production est en général limitée par la
lumiére (Dufour et al., 1981), ce qui va dans le sens des résultats présentés ici.

Relation avec l'activité zooplanctonique

L'augmentation de l'activité bactérienne de nuit coincide avec la remontée noctume
du zooplancton. Au cours des cing cycles ol la biomasse zooplanctonique a été déterminée, on a pu
observer un fort maximum de nuit (fig. 3.16). Cette remontée nocturne a déja été constatée en lagune
Ebrié (Leborgne & Dufour,1979 ; Pagano & Saint-Jean,1988). Le zooplancton migrant, (principalement
adultes et stades copépodites d'Acariic} se maintient au niveau du fond pendant la journée et se
répartit de maniére homogene dans la colonne d’'eau la nuit. Les organismes a capacité natatoire plus
reduite (Nauplii d'Acartia et rotiféres) ont une répartition plus homogéne au cours d'un cycle journalier
(Pagano & Saint-Jean, 1988). Bien que beaucoup plus sommaires, les résultats de nos
dénombrement au cours des cing demiers cycles montrent que les rapports entre abondance
moyenne de nuit et de jour sont plus élevés pour les Acartia 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

Abondance (individus/itre) Abondance Biomasse
CYCLE Acartia Nauplii Rotiféres Cyclopides Totale Totale
Acartia (rgC 1)
A2 jour 33.6 11.5 0.0 0.0 45.0 118.6
nuit 139.1 226 0.0 0.0 161.7 489.3
rapport nultjour 4.1 2.0 3.6 4.1
A3 jour 17 392 333 0.0 84.6 14.1
nuit 6.4 59.1 349 0.0 100.4 31.9
rapport nuitjour 3.9 1.5 0.9 1.2 2.3
B3 jour 0.1 1.7 84 0.0 10.2 14
nuit 65 24 14.7 0.0 23.7 248
rapport nuitjour 55.4 14 1.8 23 17.3
M2 jour 0.9 59 23 11 12.7 8.0
nuit 25 84 8.3 1.5 20.7 15.8
rapport nultjour 2.9 14 3.7 1.4 1.6 2.0
M3 jour 34 12.9 0.0 0.0 16.3 13.2
nuit 315 22.0 0.0 00 533 1123
rapport nuit/jour 9.3 1.7 3.3 8.5
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La coincidence entre 'augmentation des activités bactériennes et la remontée du zooplancton
permet d’envisager deux hypothéses : (1) l'activité bactérienne est stimulée par I'apport de composés
organiques issus de I'activité du zooplancton, (2) la consommation des prédateurs de bactéries par le
zooplancton entraine une diminution du contréle de la biomasse bactérienne et une augmentation
consécutive de I'activité.

Cette derniére hypothése n’est compatible avec la stabilité des effectifs bactériens que si la
prédation par le nanoplancton hétérotrophe s’exerce préférentiellement sur les plus grosses bactéries
(phénomeéne reporté par Andersson et al., 1986 ; Newell & Turley, 1987 ; Chrzanowski & Simek,
1990 ; Gonzalez et al., 1990) qui présentent en principe une activité spécifique cellulaire plus élevée.
On devrait donc observer une augmentation du volume cellulaire de nuit associée & une diminution de
Factivité de prédation. Dans la pratique, une augmentation du volume moyen dans les mémes
proportions que l'activité spécifique cellulaire (32% en moyenne cf Tab.3.12) a peu de chances d’étre
percue, la repfoductibilité des mesures de volume cellulaire moyen étant d'environ 20% (chap.2). De
maniére comparable, il est illusoire d'espérer percevoir une diminution comparable de I'activité de
prédation & l'aide de la méthode utilisée, basée sur I'édvolution des effectifs bactériens en présence
d'antibiotiques (cf. chap.2). Seule la méthode MiniCap (Wikner et al. 1986) parait actuellement assez
sensible pour étudier les fluctuations de I'activité de prédation a court terme (Wikner et al. 1990).

Afin de tester la validité de la premiére hypothése, on peut essayer, en combinant les données
de la littérature et les observations effectuées au cours de ce travail, d'établir I'ordre de grandeur de
I'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 libération conséquente de composés organiques facilement assimilables par
les bactéries, parait désormais bien établie (Lampert, 1978 ; Crisman et al., 1981 ; Mopper & Lindroth,
1982 ; Jorgensen et al.,, 1983 ; Lampert & Taylor, 1985 ; Riemann et al., 1986). De plus, un travail
récent modélisant la diffusion des composés organiques solubles a partir des pelotes fécales du
zooplancton a pu montrer que 'essentiet de ces composés pouvait diffuser dans le milieu environnant
I'égestion (fig. 3.17 ; Jumars et al. 1989). Bien que la démonstration expérimentale reste & apporter,
cette hypothése permet d'offrir une alternative au couplage phytoplancton-bactéries.par le biais de
'excrétion phytoplanctonique actuellement trés controversée.

D'aprés Pagano & Saint-Jean (1988), Acartia clausi, 'espéce dominante en lagune Ebrié, en
croissance sur nourriture naturelle (seston : 2 mgC i) ingérerait quotidiennement une quantité de
carbone équivalente & 150% de son poids carboné. Sur cette proportion totale, 26% seulement
aboutiraient en biomasse zooplanctonique, 46% seraient rejetés sous forme de féces et 78% seraient
respirés ou excrétés. D'aprés la revue de Jumars et al. (1989), la libération de carbone résultant de
Fingestion (sloppy feeding) et de I'égestion de féces excéde 10% et peut atteindre 30%. En supposant
(1) que les valeurs maximales du zooplancton en surface de nuit représentent 1a meilleure estimation
de la biomasse zooplanctonique totale (Pagano & Saint-Jean, 1988) et (2) que les bilans calculés pour
un zooplancton a Acartia dominant s'appliquent & nos données, (3) que I'essentiel de la libération est
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effectuée de nuit, il est possible d'estimer 'enrichissement potentiel en carbone organique nécessaire
pour expliquer le surcroit d’activité bactérienne de nuit.
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Distance through which a peliet permeable to molecular diffusion would settle before
losing cither 50% (solid line) or 90% (dashed line) of the volumetrically integrated concentration
difference in its solutes from the surrounding scawater. Settling velocities are calculated from the
formulae of DIETRICH (1982) for smooth spheres. Settling of more cylindrical objects would be
slightly slower (DIETRICH, 1982), but this difference would be offset by the slightly slower

diffusion out of a cylinder vs a sphere,

Figure 3.17 : Enrichissement potentiel par une pelote fécale de zooplancton (d’aprés Jumars et al.,
1989).

Notons que cet enrichissement de nuit n'implique pas une activité de broutage exclusivement
sur la méme période. Chez A. clausi le maximum de réplétion est observé & 16 h, 'essentiel de la
nutrition est donc effectué de jour dans les couches proches du sédiment (Pagano & Saint-Jean,
1985). Les données obtenues au cours de notre étude montrent d'ailleurs qu'une sédimentation
constante et farrét de fa production primaire de nuit suffisent & expliquer la baisse nocturne des
concentrations en pigments photosynthétiques sans faire intervenir la consommation par le
zooplancton. Associé & un temps d’évacuation de 2 heures (Pagano & Saint-Jean, 1985), le maximum
de réplétion 2 16 h entrainerait un maximum d'égestion de pelotes fécales vers 18 h, correspondant a
la remontée zooplanctonique en surtace.
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Tableau 3.16 : Comparaison de la demande hétérotrophe avec la libération possible de carbone
organique par le biais de I'activité zooplanctonique.

Production Demande  Biom. du Ingestion Egestion COD libéré
CYCLE Bactérienne Hétéro- Zoop. de féces 10% 30%
Totale Libre trophe Max. de Nuit de lingestion
(a) (a) Libre (be) gCm2  (ac) (ad) (@ (a)
A2 N+J (a) 0.84 0.78
jour (b) 0.31 0.28
nuit (b) 053 0.49
N-J (b) 0.22 0.21 0.35 2.07 3.10 0.95 0.31 083
M2 N+J (a) 0.70 0.64
jour (b) 0.34 0.30
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
A3 N+J (a) 0.50 043
jour (b) 0.26 o021
nuit (b) 0.24 0.22
N-J (b) -0.02 0.006 0.01 0.1 0.17 0.05 0.02 0.05
B3 N+J (a) 1.82 1.32
jour (b) 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
M3 N+J (a) 0.63 0.53
jour (b) 0.28 0.23
nuit (b) 0.35 0.30
N-J (b) 0.06 0.07 0.11 0.46 0.69 0.21 0.07 021

(a): gC/m2/24h, (b): gC/m2/12h, (c) : En supposant 1,5 gC ingéré/24h/gC zooplanctonique (Pagano & Saint-Jean, 1988),
{d): En supposant une égestion de 0,46 gC/24h/gC (Pagano & Saint-Jean, 1988), (e): avec un rendement de 60% (chap.2).

Les calculs, présentés Tab. 3.16, montrent que I'activité zooplanctonique peut provoquer un
enrichissement potentiel en carbone organique du méme ordre de grandeur que le surcroit de la
demande nocturne de la microflore bactérienne hétérotrophe libre si I'on admet une efficacité de
croissance bactérienne de 60%. Cette approximation grossiére ne constitue évidemment pas une
preuve de la relation entre activité zooplanctonique et augmentation d’activité bactérienne de nuit.
Toutefois, la compatibilité relative des données suggére 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
P'activité zooplanctonique n'a été que rarement constatée (Riemann et al., 1986). Cette relation ne
peut vraisemblablement étre observée que lorsque les assemblages bactériens présentent un temps
de géneration du méme ordre que la durée de 'enrichissement.

Ces calculs montrent, par ailleurs, que dans ces eaux lagunaires I'essentiel de la demande
hétérotrophe ne peut pas, non plus, étre expliquée par l'activité zooplanctonique. Le résultat ne saurait
surprendre dans la mesure ou 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 étude étaient : (1) de définir la représentativité d’'une mesure ponctuelle
de production et de biomasse bactérienne, (2) d'estimer les sources probables de ractivité
hétérotrophe, (3) d'estimer limportance relative des différentes exportations, (4) de préciser certaines
caractéristiques des activités microbiennes (notamment les proportions libres et fixées) aux différents
sites et époques étudiés. On peut enfin s'interroger sur la validité de 'approche employée et des biais
qu’'elle comporte.

1. Validité de 'approche en mésocosme
a. Avantages

La masse d'eau est conservée. L’hydrodynamisme n'a pius d'influence sur I'évolution des
paramétres mesurés. Des rythmes nycthéméraux d'activité de croissance bactérienne sont mis
clairement en évidence, alors que la biomasse reste relativement stable {fig. 3.13 et 3.14). L’évolution
des activités bactériennes a I'extérieur de I'enceinte est comparable, bien que les rythmes soient
moins nets qu'a l'intérieur de I'enceinte. Deux phénoménes peuvent expliquer ces différences : (1) les
rythmes peuvent étre en partie masqués par le bruit de fond di a la variabilité spatiale a Pextérieur ;
(2) répuisement des ressources notamment par diminution des apports latéraux peut exagérer les
rythmes (c’est probablement le cas en saison des crues ou les activités bactériennes tendent &
s'épuiser dans la jounée).

L'absence de courants dans I'enceinte permet de supprimer la sous-estimation des flux de
sédimentation déterminés dans le milieu environnant & l'aide de piéges fixes. On se rapproche des
flux obtenus & l'aide de pidges dérivants, d'emploi plus difficile. La similitude des flux de sédimentation
a lintérieur et & I'extérieur pour les 3 demiers cycles montre toutefois que ce phénomeéne ne semblait
pas constituer un probléme pour les sites et les périodes étudiés. g

b. Limites
Représentativité de la magse d'eau

La représentativité d’'une masse d'eau échantillonnée dépend de la concentration et de la
variabilité spatiale et temporelle des organismes concernés. La faible fluctuation des biomasses
bactériennes et phytoplanctoniques a I'échelle de la journée permet de considérer leur distribution
dans la masse d’eau confinée comme représentative de leur répartition 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, trés variable au cours de la journée (Pagano & Saint-Jean, 1988). Par
rapport & la moyenne joumaliére observée dans la lagune, le zooplancton semble sous-représenté
dans l'enceinte. Sa présence dans celle-ci est, en effet, largement conditionnée par I'heure de
remplissage, comme le montrent les évolutions journaliéres d’abondance en surface (fig. 3.16). On ne
peut donc pas considérer que la relation quantitative entre phytoplancton et zooplancton dans
Fenceinte est comparable a celle existant in situ.

Activité photosynthétique plus faible
Une réduction de la lumiére de 'ordre de 20 %, due aux bouées soutenant I'enceinte, est

responsable d'une diminution comparable de I'activité photosynthétique par rapport a I'extérieur (d'un
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jour & l'autre I'éclairement global journalier peut varier dans des proportions bien plus importantes). Ce
déséquilibre est peut étre responsable de I'absence de croissance nette du phytoplancton dans
I'enceinte pendant la journée, phénoméne que I'on observe a l'extérieur. |l s'accentuerait si l'utilisation
de I'enceinte était prolongée car la fixation et le développement de microorganismes sur le film de
polyéthyléne augmentent progressivement son opacité.

La masse d’eau ne semble pas subir d’altération notable en 48 heures, comme le montre
I'évolution des paramétres déterminés dans l'enceinte, trés comparable d'un jour a lautre, &
I'exception du cycle B1 (Biétri, saison d'étiage) ol des conditions particulieres ont prévalu. En effet, au
cours des deux jours successifs de cette étude, I'éclairement incident total n'a atteint que 4300 et
4400 Wh/m2, contre 5500 a 7000 pour les autres cycles. Ce faible éclairement peut avoir été a
I'origine de la diminution de biomasse phytoplanctonique en déplagant I'équilibre production/sortie.

2. Caractéristiques des différents sites et époques

Les abondances bactériennes se situent, pour les trois sites, parmi les plus élevées reportées
dans les milieux naturels. Les effectifs apparaissent toujours 2 & 3 fois plus élevée en baie de Biétri, le
site le plus eutrophe, qu'aux deux autres sites étudiés. La production de biomasse bactérienne est
également plus élevée, dans des proportions comparables, en baie de Biétri qu'aux autres sites
étudiés et situe la lagune Ebrié parmi les milieux les plus productifs étudiés. Paradoxalement, le
volumes cellulaires moyens (0,1 - 0,12 um3), bien que typiques des milieux eutrophes se situent dans
une gamme couramment reportée. Des valeurs moyennes bien supérieures ont été reportées en
milieu eutrophe (0.185 um?3, Bell et al. 1983 ; 0.154 um®, Pedros-Alio & Brock, 1983 ; 0.161 um?3,
Nagata, 1986 ; > 0.3 um3, Servais, 1987). L'explication est probablement & rechercher dans le
contréle étroit de la biomasse bactérienne par la prédation en lagune Ebrié. Dans plusieurs milieux, la
prédation s’exerce en effet prétérentiellement sur les bactéries de volume cellulaire élevé (Andersson
et al., 1986 ; Newell & Turley, 1987 ; Chrzanowski & Simek, 1990 ; Gonzalez et al., 1990).

L'abondance des celiules fixées semble fortement liée & la concentration en matériel
particulaire détritique aux trois sites étudiés. La proportion de cellules fixées est donc maximale en
baie de Biétri 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
turbidité observé en baie de Mopoyem est par ailleurs inattendu a cette période, cette baie n'étant pas
sous linfluence du Comoé. La fixation ne constitue pas un avantage pour les communautés
bactériennes. Les communautés bactériennes fixées présentent en effet un taux de croissance
comparable 2 celui des bactéries libres en saisons d'étiage et de pluies aux trois sites. Dans les deux
baies intéressées par la crue du Comoé (Abou-Abou et Biétri), I'activité spécifique plus faible des
bactéries fixées sur particules A cefte période souligne les différences de nature du matériel
particulaire en suspension, probablement d'origine continentale.

3. Représentativité d’'une mesure ponctuelie

La faible amplitude journali¢re de la production bactérienne (environ 30% autour de la
moyenne; dans I'enceinte et a I'extérieur) définit la signification d’'une mesure unique pour caractériser
la production journaliére. Cette amplitude joumaliére est plus forte pour la fraction fixée, surtout dans
les zones ol cette proportion est faible (comme en Baie d’Abou-Abou) ou les incertitudes de mesures
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cumulées sur les deux déterminations (bactéries libres et bactéries totales) limitent la signification de
la mesure. La biomasse bactérienne est ici trés stable et une mesure effectuée & une heure
quelconque de la journée se situe dans un intervalle d'environ 10% autour de la moyenne journaliere.
Cet intervalle est du méme ordre que la différence moyenne entre deux dénombrements du méme
échantilion. '

Dans le cas des sites étudiés, 'extrapolation & la joumée d'une mesure ponctuelle de
biomasse et d'activité ne semble donc pas étre une source importante d’erreur.

4. Contrdle de la production bactérienne: bactéries libres et fixées

Les mesures directes de prédation monirent que I'essentiel (80% en moyenne) de la
production bactérienne libre semble consommée par le nano-plancton hétérotrophe. De plus,
laugmentation de la productivité bactérienne de nuit n'est pas associée a une augmentation notable
de la biomasse, ce qui confirme un contréle sévére de la biomasse bactérienne par le biais de la
prédation. ‘

La biomasse bactérienne fixée sédimente rapidement, avec une vitesse comparable a celle du
carbone détritique particulaire. Il est don¢ peu probable que la biomasse bactérienne produite sur
particules profite a la colonne d’eau en période d'agitation modérée.

Il ne semble pas y avoir d'évolution cohérente de la proportion de bactéries fixées au cours
des cycles étudiés. Ainsi, la remontée nocturne du zooplancton ne semble pas avoir eu d'impact .
particulier sur la fraction fixée (baisse par prédation ou augmentation par apport de particules, a moins =
que ces deux phénomeénes ne soient & peu prés compensés). Il est donc peu probable qu'il contribue
de maniére notable au contréle direct de la biomasse bactérienne, libre et fixée.

5. Sources de production bactérienne

La thymidine n’est probablement pas le traceur idéal pour mettre en évidence des variations
nycthémérales d’activité en relation avec la variabilité des sources nutritives. En effet, I'augmentation
du taux de synthése d’ADN bactérien se situe assez en aval de I'enrichissement en nutrients dans les K
phénomeénes cellulaires. Cette augmentation est observable en lagune Ebrié, car le temps de
renouvellement moyen de I'assemblage bactérien est de I'ordre de 10-20 h. Il est peu probable que
'on puisse observer des évolutions significatives du taux de synthése d’ADN dans les milieux ou le
temps de renouvellement moyen est largement supérieur & 24 h. On aurait probablement observé une
influence plus marquée de la remontée du zooplancton sur I'activité hétérotrophe en suivant I'uptake
d’amino-acides (Jorgensen & Bosseimann, 1988). Plusieurs arguments convergents suggérent
toutefois que le couplage production primaire-production bactérienne repose d'avantage sur I'activité
de broutage ou d'égestion par ie zooplancton que sur I'excrétion phytoplanctonique aux sites étudiés,
bien que celui-ci ne puisse suffire, et de loin, a expliquer I'essentiel de 1a production bactérienne.

La production de biomasse bactérienne, et a fortion I'activité hétérotrophe bactérenne
montrent une importance considérable vis-a-vis de la production phytoplanctonique. Ces rapports ne
peuvent é&tre raisonnablement établis qu’en termes de production par unité de surface, ce qui
nécessite I'étude de la structure verticale aux sites étudiés. Cette étude fait 'objet du chapitre suivant.
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|. OBJECTIFS

Une fois connue la variabilité journaliére, il devient envisageable d’étudier la réparition
verticale et de comparer productions bactérienne et phytoplanctonique intégrées par m2 aux trois sites
et aux trois époques déja abordés, afin d'appréhender limportance globale des flux a-travers le
compartiment hétérotrophe bactérien aux sites étudiés de la lagune Ebrié.

Les objectifs de cette série d'expérimentations sont donc les suivants :

- étudier la structure verticale des biomasses et activités bactériennes sur la colonne 0-3 m
des trois sites étudiés,

- établir 'importance du compartiment hétérotrophe bactérien en comparant biomasses et
productions bactériennes et phytoplanctoniques intégrées par m2,

- estimer la contribution de la couche inférieure & 3 m dans les parties les plus profondes des
baies étudiées.

il. METHODES

1. Echantillonnage

Les préléevements sont réalisés sur des profils verticaux, de 0 & 3 m correspondant
approximativement & la profondeur moyenne en baies d’Abou-Abou et de Mopoyem et a la profondeur
de la couche oxygénée en baie de Biétri. Les échantillons sont prélevés tous les 0,50 m a l'aide d'une
bouteille de 5 litres montée en position horizontale.

2. Parametres étudiés

Les paramétres physico-chimiques (pénétration lumineuse, température, conductivité et Oz
dissous) sont déterminés comme décrit au chapitre précédent.

L'abondance et la productivité des communautés bactériennes, libres et fixées sont
distinguées comme décrit précédemment. La biomasse du phytoplancton est déterminée en dosant
les pigments photosynthétiques. La production primaire est déterminée par incorporation de 14C et
production d'O2 in situ dans des flacons attachés tous les 0,50 m. L'activité respiratoire est
déterminée par mesure de la consommation d'oxygene & I'obscurité a 30°C. Les concentrations en
carbone et en azote particulaires sont estimées sur les échantillons bruts.

Sur les trois derniers profils effectués (A5, B5, M5), I'abondance des ciliés a été déterminee
sur des échantilions d'eau préalablement fixés au glutaraldéhyde 1%. Aprés 24 h de sédimentation
dans une cuve d'Utermohl, les ciliés colorés au rose de Bengale sont dénombrés au microscope
inverse, au grossissement 400. Sur les mémes profils, les flagelliés hétérotrophes (ne présentant pas
l'autofluorescence rouge typique des pigments chlorophylliens) retenus sur membrane Nuclepore de
porosité 1 um sont dénombrés en épifluorescence au grossissement 1200 aprés coloration au Dapi.
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lll. RESULTATS DISCUSSION
Au total, 13 profils ont été réalisés entre 0 et 3 m aux trois stations étudiées, selon le
calendrier suivant.

Tableau 4.1 : Parameétres physico-chimiques sur la colonne d’eau 0-3 m.

Exp. Date Saison Conductivité Coefficientd  Couche P
lagunaire mS cm-! d'extinction  euphotique (m)
Abou-Abou
A2 01-06-89 pluies 27.5-28.2 -0.99 4.65
A3 10-11-89 crues 2.5-3.2 -1.98 2.32
A4 22-02-90 séche 25.1-25.7 -0.75 6.16
A5 26-02-91 séche 34.2-34.4 nd nd
Biétri
B2 21-04-89 pluies 48.3-50.4 -245 1.88
B3 02-11-89 crues 6.7-10.6 -2.49 1.85
B4 19-03-90 séche 47.4-50.3 -1.91 2.41
BS 20-02-91 séche 26.6-30.2 nd nd
Mopoyem

M1 07-04-91 séche -0.85 5.42
M2 25-05-91 pluies 9.9-125 -1.06 4.34
M3 30-11-91 crues 6.0-7.9 -1.60 2.87
M4 23-0390 séche 5.4-9.6 -0.89 5.17
M5 24-03-91 séche 8.8-10.2 nd nd

4. pente de la droite log(l)= aZ + log(lg) avec Z profondeur en m
b : Z "profondeur de compensation" telle que |7 =1% de Iy

La profondeur de la couche euphotique est pratiquement toujours supérieure a2 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 & 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 paramétres obtenus sur les profils de 0 a 3 m.

PROFIL —- pigments — — Incorporation de thymidine —- --— Abondance bactérienne —— Resp.
%act totale  libre fixée %fixé totale libre fixée Y%fixé
A2 moyenne 38 81 0.77 0.74 0.03 4 11.5 11.0 0.5 4 34
A2 écart-type 10 6 0.17 0.17 0.02 3 1.0 0.8 0.4 3 7
A2 ov% 28 8 22 23 69 67 8 7 85 79 22
A3 moyenne 23 60 0.52 0.43 0.09 18 123 10.6 1.8 14 21
A3 écan-type 4 6 0.06 0.07 0.02 6 1.7 1.3 08 5 6
A3  cov% 19 1" 11 15 22 31 14 12 44 37 29
A4 moyenne 19 54 0.69 0.54 0.16 23 9.7 7.2 25 25 90
A4 écart-type 2 a8 0.11 0.09 0.04 3 1.7 1.2 0.7 4 23
A4 ov% 9 69 16 17 23 14 18 16 30 17 25
A5 moyenne nd nd 0.38 0.32 0.06 16 39 35 0.4 10 nd
A5 écart-type nd nd 0.07 0.06 0.02 4 0.3 0.5 0.2 6 nd
A5 cv% nd nd 19 20 27 26 9 13 62 62 nd
B2 moyenne 64 78 2.18 1.47 0.72 33 28.0 18.8 9.1 32 111
B2 écari-type 28 3 0.53 0.40 0.21 6 4.3 2.7 2.7 6 70
B2 cov% 44 4 24 27 29 18 15 14 30 18 63
B3 moyenne 50 74 1.49 1.16 0.34 23 220 16.2 5.7 25 169
B3 écart-type 3 2 0.43 0.34 0.11 4 48 3.2 2.2 7 70
B3 ov% 7 3 29 30 33 16 22 20 38 28 41
B4 moyenne 66 91 1.47 1.23 0.24 16 264 220 44 17 205
B4 é&cart-type 11 4 0.46 0.40 0.07 3 0.4 0.6 0.7 2 107
B4 cov% 16 5 31 32 31 19 1 3 16 18 52
B85 moyenne nd nd 2.29 1.64 0.65 28 12.2 9.7 25 20 nd
B5 écart-type nd nd 0.34 0.25 0.24 8 1.5 1.1 1.0 6 nd
B5 cov% nd nd 15 15 37 27 12 11 39 32 nd
M1 moyenne 32 105 0.50 0.39 0.1 22 nd nd nd nd n
M1  écan-type 2 8 0.10 0.08 0.03 6 nd nd nd nd 27
M1 ov% 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 o -} 66
M2 écart-type 14 2 0.04 0.06 0.03 4 0.5 0.7 0.5 5 13
M2 ov% 24 3 5 8 59 58 5 7 93 89 20
M3 moysnne 32 39 0.62 0.48 0.13 22 8.7 8.1 nd 16 37
M3 écart-type 3 29 0.06 0.07 0.04 6 0.3 0.2 nd 4 23
M3 ov% 9 75 10 15 28 29 3 3 nd 22 61
M4 moyenne 13 85 044 0.38 0.06 15 nd 6.1 nd 14 nd
M4 écart-type 4 11 0.10 0.09 0.02 3 nd 0.7 nd 3 nd
M4 cov% 27 13 23 24 32 22 nd 12 nd 19 nd
M5 moyenne nd nd 0.58 0.46 0.12 21 46 4.1 0.5 11 nd
M5 écart-type nd nd 0.15 0.13 0.02 3 0.7 06 0.3 6 nd
M5 ov% - nd nd 26 29 20 15 16 14 60 54 nd

nd : non déterminé, cv% : coefficient de variation

Pigments : ug I, thymidine : nmol I'th-1, abondance : 109%ellules I-h-1, respiration : pgO2 I-1h-1
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Figure 4.1 : bale d’Abou-Abou.

Evolution moyenne de la chlorophyile a totale ("pigments”), de I'abondance, I'activité d'incorporation
de thymidine et I'activité spécifique des communautés bactériennes totales (libres et fixées) avec la
profondeur. Chaque point est exprimé en pourcentage de la moyenne sur le profil.
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Figure 4.2 : bale de Biétrl.

Evolution moyenne de la chiorophylle a totale ("pigments”), de 'abondance, I'activité d'incorporation
de thymidine et I'activité spécifique des communautés bactériennes totales (fibres et fixées) avec la
profondeur. Chague point est exprimé en pourcentage de la moyenne sur le profil.
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Figure 4.3.: bale de Mopoyem

Evolution moyenne de la chlorophylie a totale ("pigments”), de I'abondance, I'activité d'incorporation
de thymidine et I'activité spécifique des communautés bactériennes totales (libres et fixées) avec la
profondeur. Chaque point est exprimé en pourcentage de la moyenne sur le profil.
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Figure 4.4 : Evolution moyenne de la proportion de biomasse et d'activité des communautés fixées.
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Flgure 4.5 : Répartition verticale de la production primaire par incorporation de 14C (@) ot production
d’oxygéne (O) en saison des crues aux trois sites étudiés.
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1. Distribution verticale des biomasses et des actlvités

Les valeurs moyennes des principaux paramétres sont représentées en Tableau 4.2. Afin de
visualiser la répartition verticale moyenne aux trois sites étudiés, chaque parameétre a été exprimé en
pourcentage de la moyenne sur chaque profil (cf. Fig. 4.1 4 4.4). ’

a. Phytoplancton
La biomasse phytoplanctonique, reflétée par les concentrations en pigments

photosynthétiques varie peu entre 0 et 3 m (coefficient de variation moyen pour les trois baies
CV=19%, Tab. 4.2). En baie de Biétri les concentrations en chlorophylle a sont en moyenne plus
elevées (P<0.01) dans la couche euphotique (Tab. 4.3).

Les estimations de la production photosynthétique au moyen de la fixation de 14C et de la
production d'oxygéne sont en bon accord et montrent que la production primaire décroit trés
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 pénétration de la lumiére photosynthétiquement active (PAR)
montrent que I'énergie disponible a 3 m représente au maximum 11% de celle regue en sub-surface
(Abou-Abou 4, Z1%=6,16m). L'essentiel de la production primaire est donc réalisé dans la couche 0-3
m, méme dans les parties les plus profondes des baies étudiées.

b. Bactéries

L’abondance bactérienne totale varie peu sur les profils effectués (Fig. 4.1a, 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
(P<0.01) (Tab. 4.3). L'abondance des communautés libres varie de maniére similaire (P<0.001). Par
contre, I'abondance des communautés fixées ne montre pas de tendance significative avec la
profondeur (Tab. 4.3), le coefficient de variation nettement plus élevé (50% en moyenne sur les trois
sites) que pour les fraction totale et libres refléte essentiellement I'imprécision des mesures. Ainsi, le
CV moyen est inférieur en Baie de Biétri (31%), ol la fraction fixée est supérieure et donc la précision
meilleure, qu'en baies d’Abou-Abou (55%) et Mopoyem (76%). Aussi, la proportion de la biomasse
fixée ne montre d'évolution cohérente avec la profondeur dans aucun des trois sites étudiés (Fig. 4.4a
a 4.4c).

La productivité bactérienne estimée par incorporation de thymidine varie également dans de
taibles proportions sur les profils étudiés (CV=19% en moyenne). La seule tendance significative est
retrouvée en baie de Biétri ol lincorporation est en moyenne 30% plus faible dans la couche
aphotique (Tab. 4.3). L'incorporation par les communautés libres montre une évolution comparable a
celle des communautés totales et lincorporation par les communautés fixées ne montre aucune
tendance significative. Comme pour la proportion de la biomasse fixée, la proportion de I'activité fixée
ne montre pas d'évolution significative (Fig. 4.4d & 4.4f).

L'activité spécifique par cellule varie donc faiblement ne montrant pas d'écarts significatifs
entre couches euphotique et aphotique, méme en baie de Biétri (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 Biétri. Toutes les valeurs sont exprimées en pourcentage de la
moyenne sur le profit.

--- Biomasse phytoplanctonique --- ---- Abondance bactérienne -~--- '
Chla Phéo Pigm %act totale libre fixée %fixé
Biétrl couche euphotique
Moyenne 113 107 112 95 107 107 105 99
Ecart-type 283 37 22 30 10 9 25 18
N 13 13 13 13 16 16 16 16
Biétri 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
Diftérence 0.004 ns 0.003 ns 0.004 0.0001 ns ns
---- Incorporation de thymidine ---- -- Activité spécifique --
totale libre fixée %fixé totale libre fixée Respiration
Blétri couche euphotique
Moyenne 111 111 109 98 103 103 101 121
Ecarttype 20 21 29 20 13 1" 24 45
N 16 16 16 16 14 14 14 13
Biétri couche aphotique
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
Différence 0.007 0.009 0.039 ns ns ns ns 0.003

Différence : signification des différences (test non paramétrique de Mann-Whitney), ns : différence non significative.

¢. Nanoplancton hétérotrophe
Les dénombrements des ciliés et flagellés hétérotrophes n'ont été effectués qu'au cours des

trois derniers profils (A5, B5, M5). L’abondance des flagellés hétrotrophes varie de 6 & 17 107ind.I-1 &
Abou-Abou, 15 a 22 107 I-1 a Biétri et 12 a 20 107 1 & Mopoyem. Ces abondances trés élevées sont
en accord avec les fortes abondances et activités bactériennes des milieux étudiés ici.

L'abondance des ciliés varie de 15 & 30 103 1 & Abou-Abou, 8 (dans I'hypolimnion anoxique)
4180 103 |-t & Biétri et 20 & 30 103 I-1 & Mopoyem. De telles abondances ne sont reportées que dans
les milieux eutrophes (revue par Carlough & Meyer, 1989). Le plus souvent de type oligotriche et
dominés par le genre Strombidium, les peuplements de ciliés apparaissent peu diversifiés, sauf en
baie de Biétri.

Les densités de flageliés et ciliés ne montrent une nette stratification verticale qu’au dela de 3
m de profondeur et peuvent étre considérées comme homogénes dans la couche 0-3 m (Tab. 4.4).

Si 'on admet que pratiquement toute la production bactérienne est consommée 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 finréiibn; 'q’u"lent'réinerait le contréle de la productivité bactérienne par les flagellés
hétérotrophes (Tab. 4.4). Les ciliés du genre Strombidium sont en effet plutét considérés 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 bactéries par flagellé par heure. Divisé par I'abondance bactérienne, ce taux d'ingestion
est équivalent & un taux de filtration d’environ 0,6 ul flagelié-1h-1.

Ces taux d'ingestion et de filtration se situent dans les valeurs basses reportées pour des
assemblages naturels de flageliés hétérotrophes (Tab. 4.5). Les valeurs calculées ici montrent donc
que r'abondance des flageliés hétérotrophes est largement suffisante pour que ceux-ci contrlent ia
totalité de la production bactérienne. Ce calcul confirme donc que le contrdle de la production
bactérienne par la prédation, notamment par les flagellés hétrotrophes, est I'hypothése la plus
plausible dans le milieu étudié.

Tableau 4.4 : Abondance des prédateurs potentiels et taux d'ingestion et de filtration par flagellé
hétérotrophe.

ABONDANCE  PRODUCTION ABONDANCE  TAUX TAUX DE
BACTERIENNE  BACTERIENNE2 Ciliés Flag.  DINGESTION®  FILTRATION®
Eh totale libre totale libre totale libre totale libre

m mv 10911 109 11yt 10311 10711 celifigh! nifig'Th

ABOU-ABOU 26 février 1991

0 233 41 4.1 027 0.24 27 75 3.6 3.2 0.9 0.8

1 224 4.1 3.6 029 024 27 6.3 4.6 3.8 1.1 1.1

2 216 4.1 36 020 0.6 22 170 1.2 09 03 0.3

3 208 34 29 031 0.26 22 9.7 3.2 2.7 0.9 09

4 201 3.2 36 0.31 0.27 14 13.0 24 2.1 0.7 0.6

5 193 3.7 35 028 0.20 14 6.2 4.6 3.2 1.2 0.7

BIETRI 20 février 1991

0236 138 113 127 0.96 171 16.0 8.0 6.0 0.6 05

1230 115 94 1.8t 1.11 168

2 225 13.0 92 158 1.14 182

3 224 104 90 175 137 85

5 224 9.7 7.2 124 097 109 22.0 5.6 4.4 0.6 0.6

7 224 8.0 65 099 084 66

g -102 8.3 56 025 0.21 22 15.0 1.6 1.4 0.2 0.3

10-135 6.0 50 923 0.02 8

MOPOYEM 24 mars 1991

0 217 42 42 ¢.29 0.22 25 13.0 2.2 1.7 0.5 0.4

1 215 57 49 034 0.26 21 200 1.7 1.3 0.3 0.3

2 213 4.2 36 049 041 30 16.0 3.1 2.6 0.7 0.7

3 212 44 38 043 0.39 2 120 4.1 3.2 0.9 0.9

4 208 40 38 049 042 14.0 35 3.0 0.9 0.8
Moyenne 3.5 28 07 0.6
Ecart-type 1.8 14 0.3 0.3
N 14 14 14 14

Erreur-standard 0.5 0.4 0.1 0.1

a : Estimée & partir de l'incorporation de thymidine
b : En supposant que toute la production bactérienne est consommée par les fiageliés hétérotrophes.
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Tableau 4.5 : Abondance, taux d'ingestion et taux de filtration de communautés naturelles de flagellés
hétérotrophes dans divers milieux.

ABONDANCE INGESTION — FILTRATION — METH. SITE (Température)
bactéries flagellés Volume Vol.Spécifique REFERENCE
1091 10611 bactflagh nifiagh  104Magh
1.5-89 0544 1.8-25 0.4-23 22-14 FPP Baie de Chesapeake, USA (5-24'C)
Mc Manus & Fuhrman, 1988
6-15 1-11 2.317 FLB Lac Vechten, Pays-Bas
Bloem et al., 1989
2387 24 2-53 0.2-15 FM Lac Oglethorpe, USA (8-30°C)
Sanders ef al., 1989
9-23 0.2-5 FLB Tidal Creek, Georgie, USA (28°C)
Gonzales et al., 1990
0.4-7 3-33 FLB Mastfjorden, Norvége
Nygaard et al., 1988
2.3-3.9 FM York River, USA
Sleracki ot al., 1987
2-10 FLB
Sherr ot al., 1986
2-10 0.4-1.3 0.6-5.4 MiniCap Lac Constance, RFA (4°C)
. Pace ot al,, 1990
0.5-6 0.5-8 10-100 0.2-123 Dil, Lac Upton, USA (4-21°C)
Welsse, 1990.
0,5-06 0,809 10-30 6-24 Filtr. Atlantique NE (18-22°C)
Weisse & Scheffel-Moser, 1991
0.95 2 13 14 MiniCap Baie de Villefranche
Hagstrém et al., 1988
0509 0.6-1.2 21-58 36-94 Antibio.  Mer Rouge (23-26°C)
Weisse, 1989

FLB : Fluorescently Labelled Bacteria ; FM : Fluorescent microspheres ; FPP : Fluorescent paint particles ;
MiniCap : Minicell recapture technique ; Dil. : Méthode par dilution ; Antibio : Antibiotiques ; Filtr. : Filtration différentielle.

Les sites étudiés montrent donc une faible hétérogénéité verticale de 0 a 3 m, sauf en baie de
Biétri oli la répartition verticale est plus structurée. Encore cette stratification est-elle relativement
modérée, puisque les valeurs relevées dans la couche euphotique ne sont supérieures que de 30, 30
et 18% a celles relevées dans la couche aphotique respectivement pour la chiorophylle a, la
production bactérienne et I'abondance bactérienne totale. La diffusion des composés réduits,
notamment d'HzS, présents dans I'hypolimnion fortement anoxique (10 mois sur 12, cf chap.5
destratification) pourrait expliquer la répartition moins uniforme qu'aux autres sites. L’homogénéité
verticale des parametres déterminés dans la couche euphotique en divers sites de la lagune Ebrié a
deja été montrée pour la chlorophylle a, le seston total et le phosphore particulaire ol ces parameétres
montrent une variabilité verticale du méme ordre que la reproductibilité des mesures (Lemasson et al.,
1981). Les résultats présentés ici montrent que cette homogénéité verticale est également observée
pour les paramétres bactériens.
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2. Productions et blomasses intégrées par m2

a. Comparaison des biomasses bactérienne et phytoplanctonique
La comparaison des valeurs moyennes d'abondance bactérienne et de chlorophyile a
obtenues au cours de cette étude avec celles reportées dans la revue de Cole 6t al. (1988) montre
que celles-Ci se situent parmi les valeurs les plus élevées. Toutefois, elles ne semblent pas s'écarter
nettement de Ia tendance générale méme en baie de Biétri (Fig. 4.6) ol les apports allochtones sont
vraisemblablement les plus élevés en raison de la pollution urbaine et industrielle (Arfi & Guiral, 1991).
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Figure 4.6 : Relation entre chlorophylle a (Chl.) et abondance bactérienne (AB) par unité de volume
pour la colonne d'eau (® : eau douce, O : eaux marines). En trait plein, la droite de régression
(Log(AB)= 0,52 Log(PP) + 5,96). D'aprés Cole et al., 1988.

Les carrés de grande taille indiquent les valeurs moyennes obtenues sur la colonne 0-3 m obtenues
au cours des profils (A : Abou-Abou, B : Biétri, M : Mopoyem).
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En utilisant les facteurs de conversion de 30,7 pgC/ugChl.a totale pour le phytoplancton et
2 10-13gC umr3 pour les bactéries (cf. méthodes), on peut estimer les contributions bactérienne totale
et phytoplanctonique au carbone particulaire total (Cp) intégré par m2 (Tab. 4.6).

Tableau 4.6 : Biomasse bactérienne, biomasse phytoplanctonique, carbone particulaire total (Cp) et
détritique (CPd) intégrés sur la colonne d'eau 0-3 m.

Cp pigments Abondance bactérienne biomasse biomasse CPd
totale libre fixée phyto. bact.
gCm?2 mgm2 1012 cellules m-2 gCm2 gCm2 gCm2

A2 3.90 118 - 34 33 14 3.6 0.7 -0.4
A3 5.40 70 37 32 5.1 2.1 0.7 2.6
Ad 3.91 58 29 22 75 1.8 0.6 15
A5 nd nd 12 11 1.3 nd 0.2 nd
B2 11.7 191 83 57 26 58 1.7 42
B3 16.7 123 67 49 18 38 1.3 11.6
B4 121 199 79 66 13 6.1 1.6 4.4
B5 nd nd - 87 29 8 nd 0.7 nd
M1 5.69 97 nd nd nd 3.0 nd nd
M2 6.60 176 29 28 1.9 54 0.6 0.6
M3 6.53 95 29 24 4.8 29 0.6 3.0
M4 2.49 35 22 19 3.0 1.1 04 1.0
M5 nd nd 14 12 1.8 nd 0.3 nd

Toutes saisons confondues, ia biomasse bactérienne représente en moyenne 15, 12 et 11%
du Cp total de la colonne d’eau 0-3 m en baies d'Abou-Abou, Biétri et Mopoyem respectivement. Le
phytopiancton représente 59, 41 et 56% du Cp total et le CP "détritique” (Cp - Cp phyto.- Cp bact.) 26,
47 et 32% en baies d'Abou-Abou, Biétri et Mopoyem respectivement. Tous sites et toutes saisons
confondues la biomasse bactérienne représente 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 écosystémes aquatiques en général, elle est faible pour un milieu estuarien. Des
valeurs de biomasse bactérienne égales, voire méme supérieures A la biomasse phytoplanctonique,
ont été reportées en milieu estuarien (Coffin & Sharp, 1987 dans I'estuaire du Delaware ; Wright et al.
1987 dans l'estuaire de la Parker (USA) ; Painchaud & Temiault, 1989 dans I'estuaire du St. Laurent).
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b. Comparaison des productions bactérienne et phytoplanctonique

il existe une relation linéaire significative systématique entre productions cumulées et énergies
incidentes cumulées dans ia gamme des rayonnements recus en surface (Tab. 3.4, chap.3 cycles). La
production primaire par m2 obtenue au cours des profils (2 & 3 h d’incubation) a donc été extrapolée a
la journée A l'aide de la lumiére incidente regue au cours de la journée précédente (déterminée au
cours de I'étude des cycles nycthéméraux, chap. 3). Les valeurs de production nette ainsi calculées
sont de I'ordre de 0.7-1.4 gC m-2j-1 & Abou-Abou, 3-4 gC m-2j-1 & Biétri et 1-2 gC m-2j-1 2 Mopoyem
(Tab. 4.7), comparables a celles reportées au cours d'études antérieures sur les mémes sites (Pagés
et al., 1981, Carmouze & Caumette, 1985, Dufour, 1984).

L'étude des variations journaliéres a montré que la production bactérienne déterminée a un
moment quelconque de la journée se situe dans un intervalle de 30% autour de la moyenne
journaliére. La production bactérienne horaire a été extrapolée a la journée en la multipliant par 24. La
production bactérienne est de I'ordre de 0.4-0.8 gC m-2j-1 & Abou-Abou, 1.5-2.5 gC m-2j-1 a Biétri et
0.5-0.8 gC m-2j-1 3 Mopoyem (Tab. 4.8).

Sur la colonne d’'eau 0-3 m la production bactérienne représente donc 39 a 123% de la
production primaire nette (58% en moyenne sur les sept profils o celles-ci ont été déterminées
simuitanément). Le nombre restreint de profils limite la portée des comparaisons. Cette propc:tion
apparait en effet assez variable d’'un profil & l'autre sur les mémes sites. Les écarts importants sont
essentiellement dus aux variations importantes de la production primaire pour un méme site sur les
profils o celle-ci a pu étre déterminée. La production de biomasse bactérienne semble beaucoup
moins variable comme l'attestent les coefficients de variation de I'ordre de 20-30% pour un méme site
(Tab. 4.8). La production de biomasse bactérienne représente toutefois un flux de carbone non
négligeable dans la chaine trophique. En utilisant une efficacité de croissance bactérienne de 55%
(chap.2 méthodes), l'activité hétérotrophe bactérienne calculée représente en moyenne 106% de la
production primaire nette, tous sites confondus. Cette proportion élevée écarte sensiblement les
proportions obtenues au cours de cette étude de celles revues par Cole et al. (1988) (Fig. 4.7).

Tableau 4.7 : Production primaire brute intégrée sur la colonne d’eau 0-3 m.

PRODUCTION ENERGIE ENERGIE PRODUCTION
PRIMAIRE INCIDENTE INCIDENTEQ PRIMAIRE
pendant I'incubation pendant l'incubation par jour par jour
gCm?2 Wh m-2 Wh m-2 gC m-2j-1
A2 0.254 1400 6116 1.1
A3 0.707 1670 5466 2.31
B2 1.867 2789 6961 4.9
B3 2.056 1764 5881 6.86
M1 1.737 3184 6789 3.69
M2 : 0.615 2155 7153 2.04
M3 0.947 1816 5019 2.62

2 Le jour précédent.
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Tableau 4.8 : Productions primaire et bactérienne intégrées sur la colonne d'eau 0-3 m

Production bactérienne Production primaire Prod. bactérienne/
totale  libre fixée % fixé brute nette? Prod. primaire
gC m?2j1 gC m-3-1  gC m-2j1 %
A2 0.83 0.79 0.04 4 1.11 0.68 123
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

B2 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
B4 1.50 1.26 0.24 16
BS 2.48 1.73 0.75 30

M1 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 049 042 007 15
M5 062 049 012 20

Coefficients de varlation pour un méme site

A 31 37 62 51
B 25 17 49 29
M 19 25 32 34

|'8 : En retirant de la production brute une respiration phytoplanctonique représentant en moyenne 40% de la production brute
intégrée (calculée avec 1.13 ug Oz consommé par ug Chl.a, cf. chap.2 méthodes) et un QR de 1.

Rappelons toutefois que dans la chaine trophique, chaque étape de prédation conduit a la
liberation de carbone organique particulaire et dissous. Les bactéries hétérotrophes consomment une
partie du carbone organique libéré & chacune de ces étapes. Le carbone est ainsi recyclé de
nombreuses fois dans I'écosystéme. La demande hétérotrophe bactérienne peut donc, en théorie,
excéder les entrées totales de carbone dans les écosystémes & forte capacité de rétention (a faible
proportion de pertes d’origine non-respiratoire, Strayer, 1988 ; Scavia, 1988).

De telles activités hétérotrophes comparées aux entrées de carbone dans I'écosytéeme par le
biais de I'activité photosynthétique ne permettent donc pas de conclure immédiatement que des
apports allochtones de matiére organique sont nécessaires pour expliquer l'activité hétrotrophe
bactérienne. cet aspect est discuté en chap.6 (conclusion générale).
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Figure 4.7 : Relation entre production primaire (PP) et production bactérienne (PB) intégrées par m?
pour la colonne d'eau. Les cercles (e : eau douce, O : eaux marines) désignent les mesures de
production bactérienne effectuées par la thymidine, les carrés (m : eau douce, O : eaux marines) celles
effectuées par une autre méthode. En trait plein, la droite de régression (Log(PB)= 0,75 Log(PP) +
0,093), en pointillés intervalle de confiance & 90% pour les prédictions individuelles de PB.

D’aprés Cole et al., 1986.

Les carrés de grande taille indiquent les valeurs moyennes intégrées par m2 sur la colonne 0-3 m|
obtenues au cours des profils (A : Abou-Abou, B : Biétri , M : Mopoyem).

PRODUCTION BACTERIENNE mgC m™%~"
_0o
(]

c. Consommations d'oxygéne bactérienne et phytoplanctonique
Les contributions respiratoires respectives du phytoplancton et des bactéries peuvent étre

approchées en utilisant les facteurs 1,13 pgO, consommé par pgChl.a et 60 pgO, consommeé par
nmole de thymidine incorporée dans le TCA précipité (chap.2 méthodes). Avec ces coefficients on
peut estimer que la consommation d'oxygéne par les bactéries représente en moyenne 71% de celle
du phytoplancton dans la couche 0-3 m, tous sites confondus. Les bactéries représentent donc une
composante importante de I'activité respiratoire microplanctonique totale aux trois sites étudiés. Ce
résultat est confirmé par linterprétation des mesures de Factivité de transferts d'électrons (ETS) au
chapitre suivant.
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3. Evolution des effectifs et de P'activité bactérienne dans les couches profondes

Dans les baies d'Abou-Abou et de Biétri la colonne d’'eau peut atteindre des profondeurs
importantes comparées 2 la profondeur moyenne de la lagune. Des profils ont été effectués dans ces
sites, afin de préciser I'évolution des parameétres bactériens avec la profondeur et d'estimer la
contribution des communautés bactériennes des zones profondes & la biomasse et & l'activité
bactérienne totale dans la colonne d'eau.

La baie d'Abou-Abou présente une dépression profonde de 22 m au sein de laquelle les eaux
marines sont piégées et montrent une anoxie marquée pendant la période de stratification (saisons
des pluies et des crues, Caumette, 1985). La baie de Biétri présente également une dépression
profonde de 10 & 14 m au sein de laquelle une stratification de longue durée (9 mois) délimite un
hypolimnion fortement réduit (voir chap.5 déstratification).

Dans ces sites plus profonds, dés larrivée en conditions anoxiques, la productivité
bactérienne décroit plus rapidement que labondance (Fig. 4.8). En conséquence les activités
spécifiques diminuent également avec la profondeur. Les activités spécifiques respectives des
communautés bactériennes libres et fixées sur particules montrent une évolution différente. L'activité
spécifique des communautés fixées diminue en effet moins rapidement avec la profondeur que celle
des communautés libres (Fig. 4.9). Dans ces zones profondes, peu renouvelées, I'appauvrissement
du milieu environnant et la diminution des concentrations en oxygéne sont probablement

responsables de la diminution des activités spécifiques. Les particules, en fournissant un micro-

environnement plus riche en composés nutritifs et peut-étre une quantité d'oxygéne résiduel
supérieure (la vitesse de sédimentation est élevée, de l'ordre de 0,5 m -1, cf chap.3 cycles) semblent

favoriser la croissance bactérienne. Contrairement & ce qui a pu étre constaté dans les zones

superficielles dés sites étudiés (cf. chap.3) la fixation semble donc présenter un avantage pour les
communautés bactériennes dans ces zones profondes.

Pour I'ensemble des trois profils considérés, la biomasse et la production bactériennes sur la
colonne d'eau 0-3 m représentent respectivement 38 & 46% et 50 a 64% de celles calculées pour la
colonne d'eau compléte (Tab. 4.9). Il est par contre peu probable que la production primaire
phyltoplanctonique soit sous estimée de maniére significative dans ces zones car I'énergie lumineuse
disponible ne représente pas plus de 11% de I'énergie 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 déterminés dans la couche 0-3 m peuvent donc étre considérés comme une sous-
estimation du vrai rapport.
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Figure 4.8 : Evolution verticale de la biomasse et de I'activité d'incorporation de thymidine par les
communautés bactériennes libres et fixées dans les sites profonds des baies d'Abou-Abou et de

Biétri.
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Figure 4.9 : Evolution verticale de l'activité spécifique dlincorporation de thymidine par les

communautés bactériennes libres et fixées a Abou-Abou et Biétri.
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Tableau 9 : Biomasse et production bactérienne et biomasse phytoplanctonique intégrées sur la
couche 0-3 m et sur 'ensemble de la colonne d’eau aux sites profonds des baies d’Abou-Abou et de

Biétri.
-- Production bactérienne -- -- Biomasse bactérienne -- Biom. B.Bact/
totale libre fixée fixée totale libre fixée fixée phyto B.phylo
------ gC M1 - %total ----- gC M2 =--onn %total gCm2 %
A00-3m 045 042 002 5 052 048 004 8 162 32
A03mfond 045 030 0.15 33 087 059 028 33 136 64
AOQ total 090 073 0.17 19 139 1.07 032 23 298 47
A4 0-3m 074 057 017 23 058 043 0.15 26 1.79 32
Ad3mfond 043 031 011 27 085 071 0.14 16 192 44
Ad total ' 117 089 028 24 143 114 029 20 3.71 39
B4 0-3m 150 126 024 16 190 158 0.31 17 6.11 31
B43mifond 130 101 029 22 226 171 055 24 357 63
B4 total 280 227 053 19 415 329 086 21 9.68 43
0-3 m en % du total
Production bactérienne Biomasse bactérienne 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 46 48 36 63

56 45
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IV. CONCLUSION

Dans la couche 0-3 m des sites étudiés, la distribution verticale des paramétres bactériens
peut étre considérée comme homogéne, comme celle de la biomasse phytoplanctonique et du
matériel particulaire en général. Cette réparition uniforme, malgré une pénétration lumineuse trés
réduite en raison de 'abondance du matériel particulaire, confirme 'homogénéisation réguliére de la
colonne d'eau, notamment sous linfluence des vents. Cette répartition uniforme simplifierait
considérablement une étude uitérieure & vocation plus exhaustive ou les valeurs de surface suffiraient
a caractériser la colonne 0-3 m des sites étudiés.

Par unité de surface, et en considérant uniguement ia couche 0-3 m, les bactéries montrent
une biomasse représentant en moyenne sur les trois sites 27% (0=9%) de la biomasse
phytoplanctonique, une valeur modeste comparée & d'autres écosystémes estuariens (Coffin & Sharp,
1987 ; Wright et al. 1987 ; Painchaud & Terriault, 1989). Par contre, la production de biomasse
représente en moyenne 58% (6=34%) de la production primaire. La différence entre ces deux
proportions suggére que la biomasse bactérienne est étroitement contrélée par ses exportations ("Top
down"). La comparaison de la production bactérienne avec les effectifs du nanoplancton hétérotrophe
montre que ce controle peut &tre exercé par les seuls flagellés hétérotrophes.

Dans les sites profonds des zones estuariennes, Iextension vers le bas de la couche
aphotique ne peut donc qu'accentuer le déséquilibre observé entre production bactérienne et
production primaire. Toutefois, linfluence de ces zones profondes, en général anoxiques, est réduite
en termes de productivité bactérienne. Ceci est d'autant plus vrai que les deux sites profonds etudiés
correspondent aux profondeurs maximales des deux baies estuariennes. Les profondeurs moyennes
des baies d’Abou-Abou et Biétri sont bien inférieures (Tastet & Guiral, 1991), ce qui réduit d’autant
limportance des zones profondes. Enfin, rappelons que si l'on peut exprimer des réserves sur
l'adéquation de lincorporation de thymidine en milieu anoxique (cf chap.2), celle-ci fournissant
probablement une sous-estimation de la production bactérienne, I'anaérobiose est un mode de vie
coudteux et la production de biomasse des organismes anérobies (en particulier des bactéries sulfato-
réductrices dominant ces communautés en milieu estuarien, Caumette, 1986) est généralement
négligeabie. ‘

Exprimées par unité de surface, la production de biomasse bactérienne et a fortiori I'activité
hétérotrophe bactérienne présentent donc une importance considérable vis-a-vis de la production
primaire par unité de surface aux trois sites étudiés. De tels rapports production
bactérienne/production primaire ne sont pas couramment reportés dans la littérature et montrent que
les bactéries hétérotrophes participent de maniére essentielle aux flux de matiére et d’énergie dans
I'écosystéme lagunaire. Toutefois, I'appréhension de limportance relative des productions
bactériennes et phytoplanctoniques dépend dans une large mesure de la "fenétre d'observation”
(Ducklow; 1984). La biomasse et ['activité bactérienne ont été étudiées sur une échelle de temps plus
longue en baie de Biétri. Cette étude est décrite dans le chapitre suivant.
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Chapitre 5 :
ETUDE DE LA DESTRATIFICATION EN BAIE DE BIETRI

I. INTRODUCTION
CIRCONSTANCES ET CONSEQUENCES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA DESTRATIFICATION

1. La bale de Blétri - Evolution annuelle - Zonation horizontale et verticale
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1. INTRODUCTION
CIRCONSTANCES ET CONSEQUENCES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA DESTRATIFICATION 1

1. La bale de Blétri - Evolution annuelle - Zonation horizontale et verticale

La baie de Biétri, baie semi-fermée et localisée en zone estuarienne, est soumise aux
influences océaniques (via le canal de Vridi) et aux crues fluviales (du Comoé). Sa situation
géographiqgue, au sein de la zone industrielle de I'agglomération abidjanaise, lui fait subir d'importants
rejets agro-industriels et domestiques (Pagés et al. 1980 ; Arfi of al. 1981) qui se traduisent par une
forte eutrophisation des eaux (Maurer, 1978 ; Guiral 1984 ; Arfi & Guiral, 1991). D’'une surface de 6,05
108 m2 , pour un volume de 22,9 106 m3 elle présente une faible profondeur moyenne (4 m), malgré
d'importantes excavations occasionnées par I'extraction de sédiments lors de I'aménagement du port
d'Abidjan. Les zones relativement profondes (-5 & -13 m, maximum pour la baie) représentent
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 caractérise (Arfi et al. 1989).

La zonation horizontale, affectant principalement les variables biologiques, se reflete
essentiellement dans I'eutrophie qui augmenté d'ouest en est, avec le degré de confinement, et en
relation avec I'éloignement de la communication avec I'océan. La partie orientale (station C, Fig. 5.1)
est ainsi caractérisée par une biomasse algale importante (Chl.a > 50 ug '), sans saisonnalité
apparente et aboutissant périodiquement a des crises dystrophiques (Chl.a > 100 ug I-). A I'opposé,
la partie occidentale (station A) montre une évolution saisonniére marquée, caractérisée par un
maximum annuel de la chiorophylle en saison des pluies (60-80 ug t1 contre 2 & 10 le reste de
I'année). La station B, site de cette étude, montre une situation intermédiaire, caractéristique de la
zone centrale de la baie, avec des variations saisonniéres atténuées et des valeurs intermédiaires de
chiorophylie a (20-30 pg i1).

La zonation verticale, observée lorsque la bathymétrie le permet (au-dessus des dépressions),
intéresse en premier lieu les variables physico-chimiques. Ces zones se caractérisent par une
stratification verticale des eaux, en relation avec les cycles marqués de température et surtout de
salinité des eaux de surface. En période d'étiage (début d’année), Ia salinité des eaux de surface est
de 27 & 300/o0 et diminue avec l'arrivée de la grande saison des pluies en avril-mai, relayée par la
crue du Comoé jusqu'en novembre. La présence permanente d'eaux marines (salinité > 309/o0)
piégées aux fond des excavations isolées entraine une stratification de densité 9 a 10 mois sur 12.

1 :Ce paragraphe résume 3 publications :

ARFl, R., GUIRAL, D., TORRETON, J.-P.(1989). Cycle hydrologique annuel d'une baie eutrophe : la baie de Biétri (lagune
Ebrié, Cote d'ivoire). Rev. Hydrobiol. Trop. 22 (4): 263-273

GUIRAL, D., ARFI, R., TORRETON, J.-P. (1989). Mécanismes et incidences écologiques de 'homogénéisation annuelle de
densi dans un milieu eutrophe stratifié, Hydrobiologia. 183 : 195-210

GUIRAL, D., ARFI, R., TORRETON, J.-P. (1990). Conséquences biogéochimiques de la déstratification d'une baie eutrophe : la
baie de Biétri (lagune Ebrié, Cd¥e d'lvoire). Rev. Hydrobiol. Trop. 23(1) : 11-26
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L'accumulation de matériel organique autochtone (forte production primaire) et allochtone (rejets
abondants) dans ces zones profondes aphotiques entraine une forte consommation d'oxygéne. Une
stratification d’oxygéne se superpose donc A la stratification de densité. Celle-ci délimite un dpilimnion
oxygéné et un hypolimnion anoxique riche en composés réduits. L'épilimnion est riche en
phytoplancton et relativement pauvre en éléments nutritifs. Au sein de cette strate la couche
euphotique dépasse rarement 2 m. L’hypolimnion est fortement réduit (Eh ~ -200mV) et
particuliérement riche en N-NHy4, P-PO4 et H2S (Fig. 5.3).
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Figure 5.1 : La baie de Biétri et le site de prélévement (B).
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2. Déstratification annuelie

Les mécanismes de Phomogénéisation annuelle de densité ont été étudiés a raide de
résultats provenant de deux campagnes d'échantillonnage (Guiral et al. 1989).

- Une campagne de mesures hebdomadaires en 1985-1986 a permis de préciser les
conditions hydroclimatiques nécessaires (augmentation de la salinité en surface 3 la fin des crues,
refroidissement des eaux lagunaires induit par l'upwelling cétier en janvier) et I'évolution générale des
conditions physico-chimiques dans la colonne d’'eau (Fig. 5.2 et 5.3).

- Une deuxiéme campagne, a plus haute fréquence d’échantillonnage, a permis de montrer
que lorsque ces conditions hydroclimatiques sont réunies, la déstratification se réalise au cours d'une
séquence de vive-eau, lors d'une basse basse-mer par accélération des courants de jusant en surface
(Guiral et al. 1989).

La déstratification se traduit par une homogénéisation des profils verticaux de concentrations
en sels nutritifs et en oxygéne, et entraine la disparition de 90% de la charge en N-NH4 et de 60% de
celle en P-PO4 (Fig. 5.4). La disparition de N-NH4 n'est pas couplée & une augmentation, méme
transitoire, en N-NO2 et N-NO3 lors de la réoxygénation du milieu. Un phénoméne comparable,
observé en baie de Chesapeake (Webb et d'Elia, 1980), a été interprété comme résultant de la
transformation du N et du P minéral dissous en N et P particulaires. En baie de Biétri, 'absence d'une
augmentation correspondante des concentrations particulaires réfute cette hypothese. Un mécanisme
plus vraisemblable serait la complexation du P-PO4 et du N-NH4 au sein de composés organo-
minéraux (avec les acides humiques, Boatman & Murray, 1982) ou de chélates, consécutive a la
réoxydation chimique des ions ferreux. Ce phénoméne serait en accord avec la reconstitution des
stocks de ces composés lors du rétablissement de Fanoxie, reconstitution trop rapide pour étre
d’origine biologique (Guiral et al. 1989).

La destratification se traduit donc par des variations physiques et chimiques majeures du
milieu. L'objectif de cette étude, réalisée au cours de la deuxiéme campagne, en janvier-février 1987
était d’étudier l'incidence de la déstratification sur les communautés bactériennes hétérotrophes.
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Figure 5.4 : Evolution des charges en N-NH, et en P-PO4 dans la colonne d'eau de la baie de Bietri
(85-86). En tramé charges de 5 a 9 m de profondeur, en blanc 0 a 4 m.
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il. ETUDE DES CONSEQUENCES MICROBIOLOGIQUE DE LA DESTRATIFICATION 2

1. Matériel et méthodes

a. Echantillonnage

Les échantillons ont été prélevés i Vaide d'une bouteille Niskin de 10 litres montée
horizontalement a 0,50 m et tous les métres entre -1 et -9 ou -10 m. Les paramétres physiques et
chimiques ont été suivis tous les jours entre le 3-1-87 et le 5-2-87, 1 heure aprés la marée basse. Les
parametres bacteriens ont été suivis aux mémes profondeurs pour un total de 14 profils verticaux. Les
échantillons ont été recueillis dans des flacons en verre préalablement stérilisés, remplis & ras-bord et
fermes pour préserver les conditions redox in situ. lis étaient maintenus & 28°C & Vobscurité jusqu’a
leur traitement au laboratoire (90 min au maximum).

b. Paramétres physico-chimiques

La température et la salinité ont été déterminés a l'aide d'un SCT meétre YS!, la concentration
en oxygéne a l'aide d'un oxymétre YSI et le potentiel redox avec un pH matre Schott Gerate GG 819.
Les concentrations en sulfure ont été déterminées par la méthode de Cline (1969).

c. Paramétres biologiques

La biomasse bactérienne a été déterminée par observation en microscopie a épifluorescence
apres coloration & l'acridine orange (Hobbie et al. 1977), 4 l'aide d'un analyseur d'image (Van
Wambeke, 1988). Un oculaire photographique 6.7 x NFK autorisait une résolution finale de 0.186 um
par pixel. Un total de 1000-2000 bactéries étaient comptées sur 50 & 100 champs. Sept échantillons
comptés & l'oeil et en analyse d'image ont montré une différence moyenne de 7,4%.

Les volumes cellulaires moyens ont été estimés en dénombrant les bactéries dans 29 classes
de surface allant de 1 & 45 pixel (0.035 um2/pixel) : 21 classes entre 1 et 21 pixel, 8 classes entre 22
et 45 pixel. Les cellules montrant une surface supérieure a 45 pixel2 (donc un diameétre équivalent
spherique de 1,47 um) ont été ignorées). L'intercalibration des résuitats obtenus par l'analyse
automatique d'image et par mesure sur photographies était basée sur les surfaces projetées. La
conversion de la surface (S) en volume a été réalisée en utilisant I'expression Vol = 0.582 x §1.41 pour
chaque cellule, meilleur ajustement pour les bactéries de la baie de Biétri (données non publiées).

La production bactérienne a été déterminée par lincorporation de [methy3H]thymidine
(20 nM) dans le TCA précipité (chap.2, méthodes). Les échantillons ont été incubés & l'obscurité a
28°C (moyenne sur les profils in situ + 1°C). La quantité de marqueur disponible a I'époque de
I'expérimentation n’a pas permis d'incuber les échantillons de I'hypolimnion en conditions anoxiques.
Toutefois, la comparaison entre incubations en conditions oxygénées et anoxiques (selon le protocole
décrit par Mc Donough et a/.1986) a été réalisée sur 2 profils verticaux pour examiner l'effet d'une
réoxygénation artificielle des échantilions provenant de I'hypolimnion. Cette comparaison montre que
le non respect des conditions anoxiques entraine une augmentation de lincorporation d’environ 15%.
Cet effet est donc mineur pendant la courte durée d'incubation utilisée.

L'activité du systéme de transports d'électrons (ETS), les concentrations en pigments
chlorophylliens, en carbone et en azote particulaires ont été déterminés selon les procédures décrites
au chapitre 2 (méthodologie).

2 :L'essentiel de ces résultats est publié dans :

TORRETON, J.-P, GUIRAL, D., ARF!, R. (1989). Bacterioplankton biomass and production during destratification in a
monomictic eutrophic bay of a tropical lagoon. Mar, Ecol. Prog. Ser. 57 : 53-67

200



Chapltre 5 : Déstratification

2. Résultats et discussion

Pendant la durée de la campagne, 14 profils verticaux ont été étudiés. La déstratification
proprement dite s'est réalisée entre le 30-01-87 et le 3-02-87. La colonne d'eau a donc été
échantillonnée 11 fois en conditions stratifiées (discontinuité redox entre 3 et 4 m) et 3 fois aprés la
déstratification. La figure 5.5 montre un exemple de la répartition verticale des paramétres physico-
chimiques et biologicjues au cours des phases stratifiée et "holomictique”. Les valeurs moyennes sont
représentées en tableau 5.1.

Tableau 5.1 : Valeurs moyennes des principaux parameétres déterminés dans la colonne d'eau de la
baie de Biétri en période stratifiée et en période holomictique.

Vol. Thym./
Eh 0, Chia Phé Pigm. ETS Thym. Bact.  Cell. Cell. Cp Np H,S
moyen 1072 mo

mV mg Hg Mg Mg peq. nmol. 1010 um3  celf! pg  pg  umol
(B WL o B it et ot b L wL I

Période 2258 77 642 339 981 73.8 1.339 2.01 0.167 833 5084 944 0.0
Stratifiée 15 b 255 166 220 30.2 18.8 0417 064 0027 173 1253 221 0.0
Couche 3¢ 30 30 30 3 30 30 18 5 12 11 11 30
euphotique
Période 199 238 242 215 457 30.9 0.836 1.17 0.136 646 2092 442 7.5
Stratifiée 25 164 114 135 206 8.3 0.379 047 - 2.79 17 63 21.2
Couche 8 8 8 8 8 8 8 5 1 5 2 2 8
aphotique
Période 220 584 558 313 871 64.8 1.233 1.82 0.162 778 4632 867 1.6
Stratifiée 20 298 227 210 356 246 0455 0.69 0.028 219 1606 277 9.7
Total 38 38 38 38 38 38 38 23 6 17 13 13 38
Epilimnion
Période -178 009 7.7 13.3 210 16.1 0.201  0.51 0.203 34.1 700 115 178
Stratifiée 58 038 72 122 17.7 57 0.176 0.27 0.017 1941 461 64 248
Hypolimnion 63 63 63 863 63 61 63 37 12 37 27 27 63
anoxique
Période 239 843 624 484 1108 544 0962 1.14 0.138 903 5052 736 0.0
Déstratifiée 8 218 165 221 371 11.3 0.240 0.41 0,027 316 615 60 0.0
Couche 9 9 9 9 9 9 9 9 3 9 3 3 9
euphotique
Période 225 1.80 111 135 246 12.7 0.317 0.48 0.151 66.2 1002 163 0.0
Déstratifidée 20 1.01 96 5.0 12.6 6.5 0.148 0.15 0.018 194 480 94 0.0
Couche 24 24 24 24 24 24 24 24 7 24 8 8 24
aphotique

(a) : Moyenne , {b) : Ecart-type, (¢} : Nombre de mesures,
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Figure 5.5 : Potentiel Redox, concentrations en oxygéne et en sulfures, (A) colonne d'eau stratifice
(21-1-87) et (B) colonne d’eau déstratifiée (4-2-87).

Chiorophylie a, abondance bactérienne totale et incorporation de thymidine, (C) colonne d'eau
stratifiée (21-1-87) et (D) colonne d'eau déstratifiée (4-2-87).
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a. Période stratifiée
Epilimnion

Durant la période de stratification, I'abondance bactérienne montre un maximum dans la
couche euphotique (0-2 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 Iépilimnion oxygéné (2 & 3-4 m) avec des
abondances comprises entre 0.47 et 1.84 1010 cellules -1 (moyenne 1.17). Le volume cellulaire est en
moyenne de 0,162 um? par cellule dans cette couche.

L'incorporation de thymidine dans le TCA précipité montre un maximum dans la couche
euphotique de I'épilimnion, avec des valeurs comprises entre 1.0 et 2.0 nmol.Fth-1 (moyenne 1,34)
pour décroitre dans les mémes proportions que I'abondance cellulaire dans la couche aphotique
(moyenne 0,836).

En conséquence, les incorporations spécifiques par cellule sont peu différentes dans la
couche euphotique (60 & 114 10-21 mol. cellule-1h-1, moyenne + écart-type : 83 + 17 10-21) et dans la
couche aphotique de I'épilimnion oxygéné (moyenne 65 * 28).

L'activité ETS (fraction < 10 um) varie de 40 et 100 peq.I"th-1 (moyenne 74) dans la zone
euphotique de I'épilimnion et de 22 a 46 dans la couche aphotique (moyenne 31).

Les concentrations en chlorophylle a montrent un maximum dans la couche euphotique de
I'épilimnion (moyenne 64.2 pg i) et décroissent rapidement dans la zone aphotique (moyenne
24.2 ug Iy . Parallélement la proportion de phéopigments augmente d’environ 30% dans la couche
euphotique a 50% dans la couche aphotique.

Le Cp et le Np montrent la méme tendance que les autres paramétres 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 activités est donc perceptible dés la couche
oxygenee. Seule l'activité spécifique par cellule bactérienne peut étre considérée comme similaire
dans les deux couches.

Hypolimnion anoxique V

Dés ramivée en conditions anoxiques, I'abondance bactérienne diminue pour atteindre des
valeurs comprises entre 0.15 et 0.88 1010 cellules -1 (moyenne 0.51) avec un biovolume moyen de
0,203 um3, L'incorporation de thymidine décroit plus brutalement encore avec des activités de f'ordre
de 0.1 - 0.5 nmol.l-1h-1 (corrigé de la surestimation due & lincubation en conditions oxygénées) dans
I'hypolimnion anoxique (Tab. 5.1, Fig. 5.5).

Les incorporations spécifiques par cellule sont donc plus faibles que dans la couche oxygénée
avec des valeurs comprises entre 16 et 57 10-21 mol. cel]ule-1 h-1 (moyenne 34 10-21).

L'activité ETS est également plus faible variant entre 5.6 et 32 peq.I-'h-1 (moyenne 16.1). Les
valeurs minimales des concentrations en pigments photosynthétiques, en Cp et en Np sont également
retrouvées dans cette strate.
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La stratification des biomasses et des activités planctoniques attendue en réponse a la
stratification des paramétres physico-chimiques est donc également observée pour le
bactérioplancton. L'hypolimnion anoxique est caractérisé par une biomasse bactérienne plus faible et
un volume cellulaire moyen plus élevé que dans la couche supérieure. L'incorporation de thymidine y
est significativement plus faible que dans I'épilimnion.

Dans les lacs stratifiés, le maximum de la production bactérienne est parfois situé a l'interface
entre épilimnion oxygéné et hypolimnion anoxique (Mc Donough et al. 1986 ; Zehr et al. 1987 ; Bloem
et al. 1989). Sur les 11 profils déterminés en conditions stratifiées au cours de cette étude, aucun
maximum d'activité n'a pu étre noté a linterface. Il est possible, toutefois, que la mailie
d'échantillonnage utilisée (1 m) soit mal adaptée a lintensité du gradient.

Les activités plus faibles obtenues dans la couche anoxique sont A attribuer a la fois &
I'abondance réduite et & lactivité spécifique par cellule plus faible. Pendant la durée de I'étude
l'incorporation de thymidine intégrée sur la colonne d'eau anoxique est inversement reliée 3 la charge
en sulfures dans hypolimnion (Fig. 5.6).

- o

| 2- |

< 5

N

] © 108

£ °®

-61- 2 8

= | © o 3
0 o]
o 1 4
O, © o
€ 4 2 E
3 Sulfures (moles m™)

Figure 5.6 : intégrale de lincorporation de thymidine dans la couche anoxique en fonction de la
charge en sulfures.

En principe, les procaryotes anaérobies stricts, ce qui est le cas des bactéries sulfato-
réductrices, n'incorporent pas la thymidine exogéne faute de thymidine kinase (cf. chap.2 :
méthodologie). L'incorporation mesurée devrait donc étre attribuée & des bactéries aérobies ou
anaérobies facultatives. La charge en sulfures diminuant au cours des derniers jours précédant la
déstratification, une premieére hypothése pourrait faire intervenir un taux de mortalité bactérienne
indépendant de la concentration en sulfures, et une vitesse de sédimentation accrue avec l'atténuation
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du gradient. Les concentrations en chlorophylie a et en phéopigments n'étant pas significativement
diftérentes dans les couches profondes avant et aprés la déstratification, cette hypothése est toutefois
peu vraisemblable. Une deuxiéme hypothése consisterait & attribuer Fincorporation & des bactéries
anaérobies facultatives se développant dans 'hypolimnion et moins actives lorsque la concentration
en sulfures augmente. On peut enfin envisager que cette incorporation soit due 3 des bactéries
aérobies fixées, sédimentant avec le matériel particulaire, et présentant un taux de mortalité
augmentant avec la concentration en sulfures.

La signification exacte de lincorporation de thymidine dans I'hypolimnion de la baie de Biétri
reste a expliquer. Une incorporation de thymidine plus forte en conditions anaérobies qu'en conditions
oxygénees a été mentionnée dans F'hypolimnion du lac Oglethorpe (USA, Mc Donough et al. 1986) et
dans I'hypolimnion du lac Vechten (Pays-Bas, Bloem et al. 1989). L'effet inverse observé en baie de
Biétri, c'est-a-dire la stimulation d'environ 15% lors de la réoxygénation artificielle des échantilions,
pourrait étre du a la reéactivation de bactéries hétérotrophes aérobies sédimentant depuis les couches
supérieures ou A la stimulation par l'oxygéne de bactéries anaérobies facultatives. Ces deux
hypothéses sont en accord avec la relation inverse existant in situ entre incorporation de thymidine et
charge en sulfures.

b. Colonne deéstratifiée

Aprés la déstratification, 'abondance bactérienne varie de 0.78 a 2.14 1010 cellules 1
(moyenne 1.14) dans la couche euphotique (0-3 m) et de 0.26 & 0.95 1010 cellules -1 (moyenne 0.48)
dans la zone aphotique. Dans la couche euphotique, les volumes cellulaires moyens montrent une
moyenne (+ Ecari-type) de 0.138 £ 0.027 um?® peu différente de celle déterminée dans la couche
aphotique (0.151 + 0.018 um3).

Le maximum de l'incorporation est encore situé dans la zone euphotique mais il est réduit de
maniére significative (0.7 & 1.2 nmol.I-1h-1) par rapport aux activités déterminées pendant la période
stratifiée. Sous la zone euphotique, l'incorporation varie entre 0.26 et 0.95 nmol.l-1h-1, des valeurs
plus élevées, donc, que durant la période de stratification (Tab. 5.1, Fig. 5.5). 4

Les incorporations spécifiques par cellule dans la couche euphotique sont proches de celles
déterminées lors de la période stratifiée (53 4 143 - moyenne 90 10-21 mol.cellule-1). En dessous de
cette zone, l'activité spécifique est plus faible (27 & 108 - moyenne 66), mais est supérieure a celle
déterminée lors de la période d'anoxie (Fig. 5.7).

Les activités ETS sont comprises entre 31.6 et 66 peq.I'h-1 (moyenne 54) dans la zone
euphotique pour décroitre jusqu'a 6-30 peq.'h-1 (moyenne 12.8) dans la zone aphotique oxygénée.

La répartition verticale des pigments photosynthétiques demeure inchangée aprés la
destratification. Les valeurs moyennes ne sont pas significativement différentes dans la couche
euphotique pendant les deux situations hydrologiques, la couche aphotique présente la encore des
concentrations plus faibles et une proportion de phéopigments plus élevée (Tab. 5.1).
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Dans la couche euphotique, les concentrations moyennes en Cp et Np sont comparables a
celles déterminées pendant la période siratifiée et décroissent dans la couche profonde dans les
mémes proportions qu’en période stratifiée (Tab. 5.1).

04
14
24
34 OmVe—_ "'__‘______.—-
I//
9.
€ w
\
3 5- h
o
-.5 -J \\
o
& ° -
|
L
|
a{ "
/
/
9. I
1 T
0 50 100

Incorporation spécifique (10-21 mole tdr cellule-1h-1)

Figure 5.7 : Incorporation spécifique de thymidine par cellule. Profils moyens pendant la stratification
(m) et aprés la déstratification (O). Les bares horizontales représentent I'erreur standard sur la
moyenne. La fléche indique la profondeur moyenne pour Eh = 0 mV. Le niveau 3 m était parfois
oxygéné, parfois anoxique. Le niveau 0.5 m est représenté a 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 représentés en figure 5.8. Sur ies 28 déterminations effectuées la seule différence
significative (P < 0.001, test non paramétrique de Mann-Whitney) est remarquée entre échantillons
oxygénés et anoxiques : 16 échantillons provenant de la couche oxygénée montrent une moyenne
(+ Ecart-type) de 0.153 + 0.024 um3 et 12 échantillons provenant de la couche anoxique conduisent
4 un volume moyen de 0.203 + 0.017 um3 (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, la aussi, significativement différente de zéro (P < 0.01).
Les différences sont en réalité plus importantes car I'examen microscopique des échantilions
anoxiques montre la présence occasionnelle de grosses cellules de forme S non prises en compte par
analyseur d'images (voir méthodes). Le volume cellulaire moyen déterminé dans les couches
profondes représente donc une sous-estimation de la valeur réelle.

Tableau 5.2 : Moyenne des surfaces cellulaires projetées et volumes bactériens moyens déterminés
au cours de cette étude.

Echantilions oxygénés Echantllions anoxiques
DATE PROF.  SURFACE VOLUME DATE PROF. SURFACE VOLUME
(m) (um?) (pm3) (m) (um?2) (um?)
14-01-87 0 0.382 0.188 14-01-87 4 0.442 0.219
" 1 0314 0.149 " 5 0417 0.206
" 2 0.289 0.131 " 6 0.392 0.194
" 3 0.294 0.136 " 7 0.466 0.240
23-01-87 0 0.364 0.172 " 8 0.496 0.202
27-01-87 1 0.409 0.197 " 9 0.384 0.191
04-02-87 1 0.336 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
" 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
" 6 0.364 0.168 30-01-87 9 0.446 0.216
" 7 0.297 0.137
" 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 stratifiée (e) et déstratifiée (0). Les
lignes discontinues indiguent les valeurs moyennes dans les échantillons oxygénés et anoxiques.

Abondance bactérienne

Pendant la période d'oxygénation maximale, 'abondance bactérienne (et donc la biomasse,
les volumes moyens avant et aprés la déstratification étant similaires dans cette couche) diminue de
moitié dans les eaux de surface. La baisse simultanée de lincorporation de thymidine est
essentiellement due a cette décroissance de la biomasse car l'incorporation spécifique par cellule est
similaire aux deux périodes (cf. Fig. 5.7). .

Dans les eaux nouvellement oxygénées (3 & 10 m), 'abondance bactérienne totale est a peu
prés semblable & celle observée pendant I'anoxie. Par contre, la communauté anaérobie, caractérisée
par un volume moyen élevé et une faible incorporation spécifique, est remplacée par un assemblage

plus typique des eaux oxygénées avec un volume moyen plus faible et une activité spécifique par
cellule plus élevée.

Si fon considére la colonne d'eau dans son intégralité, I'abondance bactérienne décroit de
9.1 1013 cell.m-2 en moyenne (o = 3.0) en période de stratification & 6.1 1013 cell.m-2 (¢ = 2.0) en
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moyenne en période holomictique. Une redistribution de la biomasse bactérienne 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 stabilité du carbone particulaire et de la biomasse algale.

Incorporation de thymidine

Intégrée sur la colonne d'eau, lincorporation dé thymidine est peu différente en période
stratifiée (5,3 £ 1.3 umol.m-2h-1) et en période holomictique (4.9 + 1.3 umol.m2h-1). Mais il n'est pas
certain, rappelons le, que I'on puisse comparer lgs incorporations en anoxie avec celles obtenues en
conditions oxygénées. L'incorporation de thymidine dans les eaux oxygénédes atteint en moyenne
4.0 + 0.4 umol.m2h-1 pendant la période stratifiée, donc un peu moins qu’en période holomictique ol
la colonne d’eau aérobie est plus importante. En utilisant le facteur de conversion moyen obtenu en
lagune (14,8 ngC/nmol de Tdr dans le TCA précipité, chap. 2 : méthodologie), on peut estimer la
production de biomasse bactérienne & 1,42 gC m-2j-1 dans I'épilimnion pendant la période de
stratification et & 1,74 gC m-2j-1 dans la totalité de la colonne d'eau aprés la déstratification. Les
incorporations de thymidine dans I'hypolimnion anoxique n’ont pas été converties en production de
biomasse car les conditions préalables (facteur de conversion, % ADN marqué, dilution isotopique)
n'ont pas été vérifiées dans cette zone (cf chap. 2 : méthodologie).

La charge én chiorophylle a reste, elle, inchangée dans la couche euphotique entre la période
de stratification (188 mg.m-2 SE=10) et le maximum de pénétration d'oxygéne (180 mg.m-2 SE=13).

La production primaire n'a pas été déterminée en période holomictique, toutefois, le coefficient
d’extinction pius faible & cette période, associé a la méme biomasse phytoplanctonique suggére que
celle-ci devait &tre au moins égale a celle déterminée en période de stratification. Rappelons que la
production primaire en lagune est limitée par la lumiére plutét que par la disponibilité nutritive et ceci
plus particulierement en baie de Biétri (Dufour & Durand, 1982). Il est donc peu vraisemblable que
I'activité et la biomasse bactériennes aient décru en réponse a une baisse de I'activité de production
primaire.

A Fopposé, Ducklow (1982) montre une augmentation de la biomasse et de la productivité
bactérienne en réponse a la stimulation de la production primaire lors de la déstratification dans la
York River. Si I'on ne peut pas s'attendre a une stimulation de la production primaire en baie de Biétri,
et donc a un effet correspondant sur les activités bactériennes, l'importante diminution de la biomasse
reste a expliquer. L'hypothése d'une exportation accrue de cette biomasse par sédimentation est en
désaccord avec la relative constance des charges en Cp et en Chlorophyile dans les couches
profondes entre les deux périodes. D'autres hypothéses, comme I'augmentation de la pression de
preédation sur les assemblages bactériens, ou I'effet "bactéricide” des eaux marines (Moebus, 1973)
ne peuvent étre vérifiées faute de données.

209



Chapiire 5 : Déetratification

d. Importance des bactéries dans le rétablissement de l'anoxie

On peut estimer la production bactérienne & 113 ugC.Ilj-1 en moyenne dans la zone
aphotique (0,317 nmol Fth-1 x 14,8 ugC nmol-! x 24 h), le carbone respiré peut donc étre estimé a
75 ugC.r1j-1 (avec une efficacité de 60% chap. méthodes) dans cette zone aprés la déstratification,
ce qui correspond a une consommation de 0,2 mgO2.I-1j-1 en utilisant un quotient respiratoire de 1.

Cette estimation grossiére montre que la quantité d’oxygéne présente dans la zone aphotique
(1,8 mg 1) aprés la déstratification est trop faible pour permettre le maintient de 'oxygénation de
maniére durable. En effet, la diffusion de I'oxygéne depuis la couche euphotique est limitée car le bilan
net d'oxygéne est en général nul sur 24 h (cf. chap. cycles). En conséquence I'anoxie s'installe de
nouveau dans un court délai (environ 15 jours aprés la déstratification, cf. fig. 5.2), méme en I'absence
d'un gradient de densité. Cette situation est ultérieurement verrouillée par le gradient de densité
s'établissant des l'arrivée de la saison des pluies.

e. Interprétation des mesures d'ETS
La mesure de lactivité ETS présente lintérét de foumnir une estimation de lactivité

hétérotrophique potentielle valable en aérobiose et en anaérobiose (Packard, 1985). Elle présente
linconvénient majeur de ne pas étre spécifique des seuls organismes hétérotrophes. L'attribution de
l'activité ETS globale, mesurée in situ, aux compartiments autotrophes et hétérotrophes peut étre
tentée par deux approches différentes.

L'approche in vitro consiste & déterminer les rapports entre I'activité ETS et un parametre
spécifique de chaque compartiment considéré, respectivement sur des souches de phytoplancton
(Relexans et al. 1984 ; Romano et al. 1987a) et de bactéries (Christensen et Packard, 1978 ;
Relexans et al. 1984) ou sur des assemblages bactériens naturels en cultures (Romano et al. 1987b).
Cette approche présente I'avantage d'identifier le paramétre P le plus adapté a caractériser le
compartiment considéré, c'est a dire celui présentant les plus faibles variations du rapport ETS/P avec
la composition spécifique ou I'état physiologique. L'inconvénient de cette approche est que les
organismes cultivés ne sont pas nécessairement représentatifs de ceux présents in situ et ne
présentent pas, non plus, le méme état physiologique.

L'autre approche,. qui a été employée ici, consiste a estimer in situ les coefficients attribuables
au phytoplancton et aux bactéries par régression.

L'activité ETS totale mesurée montre la méme évolution générale que les autres parametres
descripteurs de biomasse. La matrice de corrélation de rangs montre que dans les couches aérobies,
les relations entre activité ETS et abondance bactérienne et biomasse phytoplanctonique sont trés
hautement significatives (Tab. 5.3). Dans les couches anoxiques l'activité ETS et 'abondance
bactérienne sont encore étroitement corrélés ce qui n'est plus le cas pour la chlorophylle a (Tab. 5.3).

210



Chapitre 5 : Déstratification

Tableau 5.3 : Matrice de corrélation de rangs (Spearman) des paramétres déterminés au cours de la
déstratification en baie de Biétri.

Chl.a Phéo. Bactéries ETS Cp Np
Couches oxygénées
Chla 0,5146 0,7355 0,8397 0,8304 0,8765
(71) (56) (71) (24) (24)
KKk X%k *kk kK xkk
Phéo. 0,5573 0,4098 0,4767 0,1365 0,0583
(62) (56) (71) (24) (24)
kK x% xhk
Bactéries 0,3491 -0,2544 0,8768 0,7544 0,8369
(36) (36) (56) (18) (18)
* Ak x% Kk k
ETS 0,2911 0,0024 0,8030 0,7823 0,8137
(59) (59) (34) (24) (24)
x KAk KKk xkk
Cp 0,7147 0,5590 0,4336 0,1654 0,9426
(26) (26) (12) {25) (24)
* %k *k *kk
Np 0,7657 0,6039 0,2797 0,3228 0,8829
(26) (26) (12) (25) (26)
*kk *k ok ok

Hypolimnion anoxique

Coefficients (N) et niveau de signification avec xxx p < 0,001 ; xxp < 0,01 ; xp < 0,05

Activité ETS dans les couches oxygénées ‘)

Une régression linéaire multiple progressive a été utiisée pour tenter d'estimer la contribution
bactérienne (et éventuellement des organismes étroitement associés aux bactéries comme les micro-
hétérotrophes) & 'activité ETS totale.

Le modéle final montre que 89% de la \;ariance de l'activité ETS peut étre expliquée par les
concentrations en chlorophylle a et I'abondance bactérienne (Tab. 5.4a). Le terme constant n’étant
pas significativement différent de zéro, le modéle final a été forcé par l'origine, donnant I'expression
suivante : ETS = 0.576(Chl.a) + 18.6(Bact.) (n=56, ETS peq.h-! 4 28°C, Chi.a ug, Bact.1010 cellules)

Le rapport ETS/Chlorophylle a est compris dans la gamme des valeurs reportées par Romano
et al. (1987a) pour du phytoplancton méditerranéen.

Les rapports ETS/bactérie disponibles dans la littérature sont assez variables.
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Tableau 5.4a : Régression multiple progressive pour expliquer la variable ETS.

(a) Couches oxygénées

Variables Coeflicient Variables Corrélation

incorporées non Partielle

au modele incorporées
ETAPE 0 CHL.a 0,876
R2 = 0,000 , Phéo. 0,614

Bactéries 0,866

ETAPE 1 CHL.a 0,967 Phéo. 0,100
R2 = 0,766 Bactéries 0,750
ETAPE 2 CHL.a 0,588 Phéo. 0,202
R2=0898 Bactéries 19,41
MODELE FINAL R? = 0,808 n=56
Variable Coefiicient Limites de lintervalle de confiance (P=0,05)
Bactéries 194 14,7 24,1
CHL.a 0,588 0,452 0,720
Constante -2,04 -6,88 2,76
MODELE FINAL FORCE PAR L'ORIGINE
Variable Coeftficient Limites de l'intervalle de confiance (P=0,05)
Bactéries 18,6 143 22,8
CHL.a 0,576 0,444 0,704

En cultures in vitro, Christensen & Packard (1978) reportent des valeurs comprises entre 4 et
112 10-10 peq.celiule-'h-1 pour cing espéces de bactéries marines. Toutefois, dans ces travaux, les
bactéries sont dénombrées sous forme d’'UFC (Unités Formant Colonie). Méme si I'on peut admettre
qu'un UFC équivaut a une cellule dans une population croissant sur milieu enrichi, il est bien connu
que les bactéries cultivées présentent une taille moyenne plus importante que le bactérioplancton in
situ. Relexans et al. (1984) reportent 176 & 188 10-10 peq.cellule-'h-1 pour deux especes de bactéries
planctoniques d'eau douce. Romano et al. (1987b) reporient des rapports variant de 10 a
142 10-10 yeq.cellule-1h-1 pour des assemblages bactériens naturels en phase exponentielle de
croissance.

Enfin, in situ, Romano & Navarro (1985) ont calculé un rapport ETS/bactérie de 25 10-10
peq.cellule-th-1 basés sur des dénombrements par microscopie & épifluorescence effectués sur des
échantillons d'eaux usées de la ville de Marseille. Dans cette zone la biomasse bactérienne dépasse
probablement la biomasse phytoplanctonique (1.4 1010 cellules I-1 et 1.66 pg Chl.a I-1). Cette valeur
se situe dans la gamme 18 - 74 10-10 yeq.cellule-th-1 & 20°C (surestimée & cause de la présence de
cyanobactéries) recalculée a partir des données de Bell & Ahigren (1987) dans le lac Norrvikken.

Ces deux derniéres valeurs sont proches du coefficient 18.6(x4.3) 10-10 peq.celiule-'h-1
déterminé au cours de cette étude. En utilisant ce coefficient les bactéries représenteraient 46 a 87%
de lactivité ETS totale dans I'épilimnion oxygéné en période stratifiée (moyenne 66%). Dans la
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colonne d'eau déstratifiee 'ETS bactérien représenterait 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 bactérien semble donc responsable de la majeure partie de I'activité ETS
totale mesurée (<10 um) en baie de Biétri. Une revue de Packard (1985), rassemblant les résultats
de travaux variés sur lactivité ETS, reporte des valeurs moyennes de rapports respirationVETS trés
différentes selon les organismes considérés. Les bactéries, les protozoaires et le phytoplancton
montrent ainsi des rapports respectivement de 1.1, 0.25 et 0.17 (ETS et respiration exprimés dans les
mémes unités). Le rapport nettement plus élevé pour les bactéries (la valeur >1 est attribuée & des
conditions sub-optimales de mesure, Packard, 1985) que pour les autres organismes suggeére que la
contribution bactérienne & lactivité respiratoire totale est largement prédominante méme dans la
couche euphotique. Ces résultats sont en accord avec une analyse statistique similaire effectuée
directement & laide des mesures de respiration (chap. 2 méthodologie) et confirment donc
I'importance de la contribution bactérienne a 'activité respiratoire totale.

Activité ETS dans les couches anoxiques

L'estimation de la répartition de l'activité ETS dans la couche anoxique a été tentée de la
méme maniére que dans la couche oxygénée (Tab. 5.4b). La chlorophylle a a été rejetée par la
régression pas-a-pas et 61% de la variance ETS peuvent étre expliqués par la relation :

ETS = 23.0 (Bact.) + 6.0 (mémes unités que I'expression précédente)

Le rapport ETS/bactérie n'est pas significativement différent de celui déterminé dans les eaux
oxygénées bien que lincorporation spécifique de thymidine par cellule soit significativement plus
faible. 1l est connu que l'oxydation d’'un méme composé libére moins d’énergie a -250 mV qu'en
conditions aérobies. De plus, la matiére organique sédimentant depuis les niveaux supérieurs contient
probablement une plus forte proportion de matériel réfractaire que dans I'épilimnion. Les activités ETS
elevées obtenues dans hypolimnion suggérent néanmoins des activités minéralisatrices potentielles
élevées dans cette zone, en accord avec la forte abondance des bactéries sulfato-réductrices
reportée par Caumette (1986).

Tableau 5.4b : Régression muitiple progressive pour expliquer la variable ETS dans les couches
anoxiques. '

Variables Coefficient Variables Corrélation
incorporées non Partielle
au modele incorporées
ETAPE 0 CHL.a 0,429
R2 = 0,000 " Phéo. 0,162
Bactéries 0,787
ETAPE 1 Bactéries 23,0 CHL.a 0,203
R%=0,619 Phéo. 0,177
MODELE FINAL R = 0,619 n=34
Variable Coefficient Limites de l'intervalle de confiance (P=0,05)
Bactéries 23,0 16,5 29,5
Constante 5,96 2,64 9,32
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3. Conclusion

L'objectif essentiel de cette étude était d’étudier I'effet sur la biomasse et I'activité bactérienne
de la déstratification, période d'intenses changements des conditions physico-chimiques dans la
colonne d'eau.

L'évolution des caractéristiques physico-chimiques par son intensité et sa rapidité est, on l'a
vu, probablement a relier aux changements de I'environnement redox par le biais de mécanismes
d'adsorption et de complexation purement physiques (Guiral et al. 1988b). Les résultats obtenus au
cours de cette étude montrent que le processus de déstratification se traduit donc principalement par
un remplacement des communautés anaérobies de 'hypolimnion, caractérisées par un volume moyen
élevé et une faible activité spécifique d'incorporation de thymidine, par un assemblage typique des
eaux oxygénées avec un volume moyen plus faible et une activité spécifique plus élevée.
L'interprétation des activités déterminées dans la couche aphotique en terme de demande en oxygéne
montre que l'oxygénation de cette couche profonde est nécessairement transitoire, ce qui est confirmé
par I'évolution annuelle des concentrations en oxygéne. Le processus de déstratification se traduit par
une baisse non expliquée de la biomasse bactérienne dans les couches supérieures, baisse en partie
compensée par 'augmentation temporaire de la colonne d’eau oxygénée. La stimulation des activitées,
observée a la suite de la déstratification dans d'autres écosystémes (Ducklow, 1982), n'est pas
vérifiée en baie de Biétri. Dans ce milieu, la redistribution verticale des éléments nutritifs lors de la
déstratification ne peut pas entrainer un bloom phytoplanctonique dans la mesure ol ces éléments ne
sont pas limitants en période de stratification. Les bactéries hétérotrophes apparaissant contrélées
plus par la prédation que par la disponibilité nutritive (Chap. 3 et 4), il est peu probable qu'une
augmentation de la production photosynthétique (ce qui en I'ocurrence n‘est pas observé) edt entrainé
une augmentation de la production bactérienne.

L'influence de la déstratification annuelle en baie de Biétri est finalement d’'une importance
quantitative sur les paramétres bactériens mesurés (productivité et biomasse), bien plus faible que ne
le laissaient supposer d'aussi fortes variations de 'environnement physico-chimique. On ne peut que
constater, 1a encore, la relative constance de la biomasse et de la productivité bactériennes a I'échelle
de temps étudiée. '
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Chapitre 6 : CONCLUSION GENERALE

L'objectif principal de ce travail était d’'apprécier l'importance quantitative des bactéries
hétérotrophes aérobies dans différents biotopes de la fagune Ebrié, qui comme de nombreux milieux
lagunaires est caractérisée par une forte variabilité spatio-temporelle des caractéristiques physiques
et chimiques. Sur le terrain, la démarche a consisté & estimer & différentes échelles de discontinuité la
biomasse, la production de biomasse et les exportations bactériennes.

En écologie microbienne I'approche quantitative est récente et la méthodologie est donc
encore imparfaite. Indissociables de I'étude écologique dans I'état actuel des connaissances, les
recherches méthodologiques continuent de recevoir une large attention. On peut donc dégager deux
axes majeurs du travail présenté ici : d’'abord une critique de la stratégie et des technologies utilisées
pour ce type d'approche d'écologie microbienne, enfin des informations sur le fonctionnement du
compartiment hétérotrophe bactérien en lagune Ebrié et leur incidence probable dans la chaine
trophique lagunaire.

Méthodologie

Sur le plan méthodologique, I'essentiel des efforts a porté sur la détermination de la
production de biomasse bactérienne. La mesure de la productivité bactérienne au moyen de
Iincorporation de thymidine est actueliement la méthode ia plus employée et la plus discutée. Le
travail réalisé au cours de cette étude montre qu'il convient d'apporter une attention particuliére a
certains postulats implicites.

o Lincorporation préférentielle de la thymidine dans I'ADN bactérien n'est pas vérifiée en
lagune Ebrié. Si cette constatation a également pu étre effectuée dans d'autres écosystémes,
essentiellement continentaux, limportance du choix de la méthode de fractionnement des
macromolécules marquées n'a été que rarement soulevée (Servais et al. 1987, Wicks & Robarts,
1987). Dans I'écosystéme lagunaire Ebrié, I'extraction de 'ADN bactérien marqué donne des résultats
tres différents selon la méthode employée. Les comparaisons effectuées au cours de cette étude
montrent que I'emploi de I'extraction enzymatique donne les résultats les plus fiable;. Ces différences
pourraient étre attribuées a une forte proportion du marquage non spécifique par la 3H-thymidine,
augmentant limprécision des méthodes de fractionnement peu spécifiques comme [I'extraction au
phénol-chloroforme et I'hydrolyse acide-base. Dans les écosystémes continentaux, généralement
caractérisés par une faible proportion du marquage 3H-thymidine dans 'ADN (Hobbie, 1988), on ne
peut que recommander la comparaison des différentes approches existantes au moyen de différents
traceurs. -

¢ | a proportion du marquage dans I'ADN apparait constante dans les eaux oxygéneées, aux
sites lagunaires étudiés. Cette observation, non encore expliquée, a déja été effectuée dans d'autres
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écosystémes (Servais, 1987 ; Ducklow et al. 1990 ; Bell & Riemann, 1989). Il conviendrait d'examiner
si les fortes variations observées au cours de certaines études (Robarts et al. 1986 ; McDonough et
al. 1986 ; Hollibaugh, 1988 ; Bloem et al 1989) ne proviennent pas de la méthode acide-base
employée. La proportion du marquage dans I'ADN des bactéries des eaux anoxiques de la lagune
Ebrié n'a pu étre déterminée faute de temps. L'estimation précise de la production bactérienne dans
les couches anoxiques nécessiterait donc un travail complémentaire.

o L'interprétation des résuitats d'incorporation en terme de production bactérienne est trés
largement dépendante de la valeur du facteur de conversion entre incorporation de thymidine et
production de biomasse bactérienne. La détermination de ce facteur est une étape cruciale de la
méthode. Les résultats reportés dans la littérature, exprimés généralement en cellules produites par
mole de thymidine incomporée sont trés variables d’'un milieu & 'autre et parfois d’'une saison & l'autre.
En lagune Ebrié, ce rapport a été déterminé sur des assemblages bactériens issus des trois baies
étudiées et i différentes saisons lagunaires. D’'une maniére générale, I'incorporation de thymidine est
mieux corrélée a l'augmentation de biomasse qu'a la production de cellules. Ce facteur est peu
variable entre les sites et les périodes étudiés. Un facteur de conversion unique (moyenne des 12
déterminations) a donc été retenu. Toutefois, sur le marquage macromoléculaire total par la
thymidine, la proportion retrouvée dans 'ADN est en moyenne d’environ 50% en phase exponentielie
de croissance, ce qui conduit & une surestimation de la production par un facteur 2,5 si I'extraction
n'est pas réalisée. Cette observation confirme l'importance de I'extraction spécifique de I'ADN.

* On doit s'interroger sur la validité des facteurs de conversion déterminés empiriquement
sur des assemblages bactériens en culture montrant, en lagune Ebrié comme dans bien d'autres
milieux, un taux de croissance moyen bien supérieur & celui déterminé sur les communautés
naturelles in situ. La comparaison des valeurs de productivité bactérienne obtenues au moyen de
traceurs avec des mesures indépendantes est de plus en plus employée. Habituellement cette
comparaison permet de valider les résultats obtenus avec les traceurs (Cole et al. 1989 ; Jensen et al.
1990 ; Cammen, 1991). L'approche indépendante effectuée au cours de cette étude a permis de
montrer que ce facteur de conversion était en bon accord avec l'activité respiratoire attribuée par
régression aux bactéries hétérotrophes aérobies. En faisant intervenir la biomasse phytoplanctonique
et I'activité bactérienne, 'approche utilisée ici explique davantage la variable respiration que celle
utilisée par Dufour (1984) dans le méme milieu, uniquement basée sur les concentrations en pigments
photosynthétiques. De la méme maniére, en utilisant les biomasses (ou l'activité de prédation) du
nanoplancton hétérotrophe, on obtiendrait probabiement une meilleure analyse de la respiration totale
et donc de la contribution bactérienne. Il n’a pas été possible d'effectuer cette analyse séparément sur
les trois sites étudiés. Les faibles variations des trois paramétres a relier (respiration, chiorophylle a et
activité bactérienne) sur chaque site ne permettent pas d'y obtenir une corrélation satisfaisante. Cette
approche mériterait d'étre poursuivie sur des radiales montrant des gradients bien établis de ces
parameétres, comme dans les zones de front.
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e Le choix de la méthode de mesure de la prédation sur les bactéries est également un
parameétre important, car toutes les méthodes ne sont pas également applicables selon les milieux
(Pace, 1988). Certaines méthodes, dont la validité a pu étre démontrée dans d'autres milieux, se sont
révélées inadéquates en lagune Ebrié. Ainsi, le cycloheximide, inhibiteur des eucaryotes prédateurs,
semble également affecter la croissance bactérienne dans le milieu lagunaire étudié. La mesure de la
décroissance du marquage de 'ADN bactérien par la SH-thymidine (Servais ef al. 1985) semble
également inappropriée dans les conditions expérimentales employées au cours de cette étude, en
raison de la faible spécificité du marqueur vis-3-vis de sa molécule cible. La possibilité d'extraire
spécifiguement 'ADN au moyen de la DNase devrait conduire & de nouveaux essais de cette méthode
dans le milieu lagunaire. Au cours de cette étude, les meilleurs résultats ont été obtenus en employant
deux inhibiteurs bactériens : la streptomycine et la pénicilline. Cette méthode implique toutefois un
grand nombre de dénombrements bactériens en microscopie, étape souvent limitante dans les
programmes d'écologie microbienne. Elle nécessite également de longues durées d'incubation, peu
compatibles avec des études a courtes échelle de temps comme Il'étude des variations
nycthémérales. Les approches de type traceur (ingestion de bactéries marquées par un fluorochrome,
technique "MiniCap” cf. chap.2 méthodes) seraient certainement plus performantes car plus rapides.

L’'étude méthodologique ayant permis, d'une part, de justifier les approches utiliségs et
d'établir les facteurs de conversion & employer pour déterminer les différents parameétres bactériens
(biomasse et flux), d’autre part, de préciser leurs limites, la deuxiéme étape consiste a établir la
représentativité des caractéristiques bactériennes estimées au cours de ce travail. Cette deuxiéme
étape permet de préciser les limites dans linterprétation du fonctionnement des communautés
bactériennes hétérotrophes dans le milieu lagunaire.

Variabllité des paramétres bactériens

Les études qui se sont succédées en lagune Ebri¢ ont toutes fait apparaitre une forte
variabilité & différentes échelles de temps et d'espace. L'étude réalisée ici n'a pas la prétention d'étre
exhaustive, néanmoins différentes échelles de variations des paramétres bactériens (biomasse,
production de biomasse et taux de croissance dans les fractions libre et fixée) ont pu étre abordées.
L'importance de cette variabilité & différentes échelles de temps et d’espace peut étre illustrée par les
valeurs des coefficients de variations des différents parameétres déterminés (Tab 6.1 et 6.2).

* La variabilité temporelle des caractéristiques bactériennes a été abordée a I'échelle de la
journée (dans une enceinte expérimentale et & extérieur), du mois et des saisons.

A [l'échelle journaliére, dans I'enceinte, les variations sont de faible amplitude pour les
parameétres bactériens. L'abondance bactérienne totale (cellules libres et cellules fixées) 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. 6.1a). Ces variations sont dues a une évolution
cohérente sur un cycle de 24 h, se traduisant par un maximum nocturne qui peut étre attribué aux
conséquences de l'activité zooplanctonique. Les communautés libres montrent la méme évolution
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structurée. Par contre les communautés fixées montrent une plus forte variabilité des trois parameétres
sur 24 h, ne correspondant cette fois & aucune évolution cohérente. Une part de cette variabilité doit
étre attribuée a limprécision des mesures, comme V'atteste le coefficient de variation généralement
plus faible en baie de Biétri, ou la proportion fixée est plus importante qu’'aux deux autres sites. Ces
variations montrent la relative indépendance des fractions libres et fixées des communautés
bactériennes dans le milieu lagunaire. Dans les trois baies, les fluctuations journaliéres présentent la
méme importance et la méme tendance dans le milieu environnant I'enceinte & I'exception des
communautés fixées. Dans le milieu extérieur, en effet, la production des communautés fixées est
plus importante de jour que de nuit. Les parameétres liés aux communautés fixées apparaissent
étroitement corrélés a la concentration en matériel particulaire détritique. Dans les zones peu
profondes, celleci est probablement dépendante de la remise en suspension périodique du dépdt
sédimentaire superficiel liée & I'hydrodynamisme induit par les vents diurnes. Cette augmentation
diurne n'est pas observée dans l'enceinte ou l'effet du vent est amorti. Dans les eaux lagunaires,
généralement peu profondes, les alternances entre remise en suspension et sédimentation
déterminent, probablement de maniére essentielle, les variations & court terme des paramétres liés
aux communautés bactériennes fixées.

Rappelons que si les fluctuations & court terme des caractéristiques bactériennes sont
d’amplitude limitée dans les baies étudiées, ces fluctuations prennent une importance considérable
dans les zones de front soumises aux alternances d’eaux marines et lagunaires aux caractéristiqgues
trés différentes (cf. fig. 3.1).

La biomasse et la production de biomasse bactériennes ont été étudiées sur une échelle de
temps plus longue en baie de Biétri. Sur une période 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 'ensemble de f'épilimnion (couches euphotique et aphotique) et atteignent 50 a 60% dans
Ihypolimnion. Dans cette derniére couche, ces importantes variations sont a attribuer a des
contraintes physiques drastiques et relativement variables comme la charge en HzS (CV : 53%). Ainsi,
lincorporation de thymidine intégrée par m2 varie en raison inverse de la charge en sulfures dans
I'hypolimnion (chap.5, fig 5.6). Ces fluctuations importantes dans I'hypolirhnion n'influencent toutefois
que faiblement la colonne d’eau prise dans son ensemble car les valeurs moyennes sont beaucoup
plus faibles que dans I'épilimnion.

L’évolution saisonniére des paramétres bactériens présente des amplitudes modérées, tant
dans les eaux de surface, que sur les valeurs dans la couche 0-3 m intégrées par m2, puisqu’elles
n'atteignent en moyenne sur les trois sites que 20 a 30% pour la communauté totale. La distinction
entre bactéries libres et bactéries fixées montre que les différences les plus marquées (50-60%) sont
retrouvées au niveau des communautés fixées, dont la proportion augmentant considérablement avec
la charge en matériel particulaire en période de crues, montre, 1A encore, lindépendance des
communautés libres et fixées.
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Enfin, méme I'homogénéisation annuelle de densité en baie de Biétri, période de
changements majeurs des caractéristiques physiques et chimiques de Ia colonne d'eau n'apparait pas
influencer de maniére remarquable la biomasse et l'activité bactériennes.

¢ La variabilité spatiale a été abordée sous un double aspect : la répartition verticale au sein
de chaque site et les différences entre sites (répartition "horizontale”) des biomasses et activités
bactériennes.

Sur le plan vertical, dans la colonne 0-3 m étudiée, les variations sont faibles pour les
paramétres caractérisant les communautés totales et libres (CV de 10 a 20%, Tab. 6.2). Les
communautés fixées varient de maniére plus importante. Cette importance est a attribuer
essentiellement a la précision pius fimitée des mesures comme le suggérent encore une fois les plus
faibles variations observées en baie de Biétri. La seule évolution cohérente est observée en baie de
Biétri ol biomasses et productions bactériennes diminuent d'environ 30% lors du passage dans la
couche aphotique entre 1,5 et 2 m (cf. chap.4 et 5, voir également tab. 6.2). La colonne 0-3 m des
baies d’Abou-Abou et Mopoyem peut donc étre considérée comme homogene pour les paramétres
bactériens étudiés, comme pour la plupart des autres parameétres (chlorophyile a, seston.total,
phosphore particulaire, sels nutritifs, Lemaéson et al. 1981). Cette homogénéité simplifierait
considérablement une étude ultérieure & vocation plus exhaustive.

Dans les zones relativement profondes des sites estuariens (Abou-Abou et Biétri), ia prééence
d'un hypolimnion anoxique se traduit par une diminution impostante des biomasses, activités et
activités spécifiques bactériennes (voir tab. 6.2 en baie de Biétri). Lorsqu’elle a pu étre determinge, la
proportion de biomasse et d’activité attribuable aux communautés fixées s'éléve signiﬁcativemént au
dessus des valeurs de la couche 0-3 m (chap.4) montrant que les communautés des céuches
profondes doivent une large part de leur activité & une "pluie” de matiére organique issue des couches
supérieures. Cette observation est étayée par I'activité spécifique plus élevée des bactéries fixées sur
particules dans cette couche, tendance qui n'était pas observée dans les couches supérieures.

Sur le pian horizontal, les différences entre les trois sites sont trés marquées au niveau des
communautés totales, pour 'abondance (CV : 60-65%) et la production de biomasse (CV : 73-77%).
La baie de Biétri est en effet caractérisée par une biomasse et une production bactérienne 2 a 3 fois
plus élevée qu'aux deux autres sites. La proportion de bactéries fixées y est également plus
importante puisqu’elle y atteint 30% en moyenne (moyenne des trois saisons) contre 19% & Abou-
Abou et & Mopoyem. A I'opposé, le volume cellulaire moyen varie peu avec le site d’étude (CV=12%).
Cependant, il est en moyenne plus élevé en baie de Biétri (0,12 pm3) qu'aux deux autres sites
(0,10 um?3). La composition des communautés bactériennes en types morphologiques, discernables
en microscopie a épifiuorescence, différe également peu d'un site & l'autre. La seule différence
notable réside dans la proportion des formes C, plus abondantes en zone continentale (Mopoyem)
qu'en zone estuarienne (Biétri et Abou-Abou). Dans les sites estuariens ces formes C deviennent plus
abondantes en saison des crues et pourraient donc étre inféodées aux eaux oligohalines. Les activités
specifiques 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'étude (CV : 20%). Les plus faibles valeurs sont retrouvées en
baie de Mopoyem. Le temps de renouvellement moyen de la biomasse bactérienne varie donc
faiblement sur I'ensemble des sites étudiés (dans les eaux oxygénées). Cette faible varation est a
relier & I'amplitude de variation, également modérée, de l'activité de prédation des eucaryotes sur les
bactéries (CV = 24%, tab. 6.2).

En résumé, a toutes les échelles de temps abordées, le coefficient de variation des
paramétres bactériens ne dépasse pas 30%, a I'exception des proportions fixées qui évoluent de
maniére plus importante. Entre sites, les différences les plus importantes sont observées entre la baie
de Biétri, milieu fortement pollué (moyenne en surface pour 'abondance, 3 1010cellules 1 et pour la
production 29 ugC th-1), d'une part, et les baies de Abou-Abou et de Mopoyem (milieux estuarien et
continental non poliués) d'autre part (moyennes respectives 1.1 1010 et 1.2 1010cellules 1 et
10 ugC I-''h-1 et 8 pugC r1h-1). Ces deux derniers sites montrent des biomasses et des activités
comparables. La colonne 0-3 m de ces deux sites peut &tre considérée comme homogene. En baie de
Biétri la biomasse et I'activité bactérienne diminuent d’environ 30% dans la couche aphotique. Enfin
dans les zones profondes désoxygénées des milieux estuariens tous les paramétres diminuent dans
de fortes proportions. De ce fait, la biomasse et I'activité (en terme d'incorporation de thymidine) dans
ces couches profondes ne représentent qu'une faible part de celles de la colonne compléte.

On peut donc considérer que les processus bactériens tels qu'ils ont été étudiés ici montrent
une relative constance. Signalons que cette faible variabilité en terme de biomasse et de production
totales recouvre trés probablement des réalités trés différentes au niveau de la composition spécifique
des peuplements étudiés. Ainsi le rapport des effectifs bactériens totaux (déterminés par observation
en microscopie a épifluorescence) aux effectifs déterminés par culture sur milieux nutritits (Carmouze
& Caumette, 1985 1) est d’environ 150 en baie de Biétri 2 et s'éléve a 2 10° en baie d'Abou-Abou 2 et
3 104 a4 Mopoyem 3. On comprend effectivement que les communautés bactériennes de la baie de
Biétri montrent une plus forte proportion de bactéries capables de croitre sur des milieux enrichis que
celles issues des baies de Abou-Abou et Mopoyem, moins eutrophes. Pourtant la biomasse et la
production bactérienne ne sont en moyenne que 3 fois plus élevées en baie de Biétri qu'aux deux
autres sites. Les souches isolées sur milieux enrichis montrent également des caractéristiques trés
différentes selon la nature estuarienne (Gram - dominants & Abou-Abou) ou continentale (Gram +
dominants & Tiegba proche de Mopoyem) des eaux étudiées (Caumette et al. 1991). Les biomasses
et les activités bactériennes déterminées au cours de cette étude sont pourtant comparabies a Abou-
Abou et a Mopoyem pour des valeurs également comparables de production primaire et de respiration
totale. Ce dernier fait souligne le fonctionnement similaire des communautés bactériennes issues des
milieux continentaux et marins (Hobbie, 1988).

1 : Powr des valeurs trés comparables de production primaire et de respiration totale
2 : UFC sur milieu salé (marine agar)
3 ! UFC sur milieu doux (nutrient agar)

ryevs



Chapitre 6 : Conclusion

Tableau 6.1a : Variabilité temporelle. Coefficients de variation des principaux paramétres étudiés.

24h 24h 24h 24h 1 mois 1 mois 1 mois stratifié/ ©
Abou Biéti Mopoyem 3 bales Biétri  période de stratification déstratifié
suface @ surface @ surfaco @ surface @  couche  épilimnion D hypolimnion®  Biétri

euphotique b Intégrale 0-10m b
Abondance bactérienne
Totale 16 7 18 13 32 38 53 33
Libre 16 9 9 11 nd nd nd nd
Fixée 58 37 22 39 nd nd nd nd
% Fixée 48 31 22 34 nd nd nd nd
Volume 8 7 8 8 15 15 4
cellulaire
Incorporation de thymidine
Totale 31 20 21 24 31 37 63 ns
Libre 32 24 21 25 nd nd nd nd
Fixée 58 26 42 40 nd nd nd nd
% Fixée 56 21 32 36 nd nd nd nd
Activité spécifique par cellule
Totale 25 21 23 25 21 28 56 -
Libre 28 25 26 28 nd nd nd -
Fixée 52 38 36 52 nd nd nd -
Facteur de conversion
30 18 24 nd nd nd nd
Prédation
11 8 9 9 nd nd nd nd
Phytoplancton 5
Chl. a 25 34 29 30 26 4 94 ns
Pigments 16 17 13 15 31 41 84 ne
' Autres parameétres

Resp. 49 23 25 31 nd nd nd nd
Cp 17 10 7 11 25 35 66 ns
Np 29 31 34 31 23 32 56 ns

a.ef, Chap. 3 cycles - abondance, thymidine, activité spécifique, Chl.a, Cp, Np: 9 & 12 points par cycle, 3 4 4 cycles par baie,
Facteur de conversion 2 points par cycle (A1, B1, B2), Prédation 2 fois par cycle (A1, B1, B2, M1), Resp. respiration : 6 4 9
points par cycle ;b : ¢f. Chap. 5 déstratification - 11 profils en période stratifiée, 3 profils en période déstratifiée ; € : % de
diminution lors du passage en période déstratifiée ; NS : différence non significative entre périodes stratifide et déstratifide ;
nd : paramétre non déterminé
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Tableau 6.1b : Variabilité temporelle. Coefficients de variation des principaux paramétres étudiés.

------- SAISONS SURFACE a-=----- wwm==== SAISONS INTEGRALES D--=----
Abou Biéti Mopoyem 3 bales Abou Biéti Mopoyem 3 bales

Abondance bactérienne
Totale 14 23 16 17 40 32 31 34
Libre 26 35 23 28 43 32 32 36
Fixée 45 19 47 37 80 48 49 59
% Fixée 66 33 52 50 68 27 K13 43
Volume 9 4 10 8 nd nd nd
cellulaire
incorporation de thymidine
Totale 37. 31 11 26 31 25 19 25
Libre 41 44 1 32 37 17 25 26
Fixée 58 25 28 37 63 49 32 48
% Fixée 53 37 42 44 51 29 34 38
Activité spécifique par cellule
Totale 41 10 1 17 - - - -
Libre 32 16 8 19 - - - -
Fixée 48 25 16 29 - - - .
Facteur de conversion
30 12 21 21 - - - -
Prédation
72 8 30 37 nd nd nd nd
Phytoplancton
Chl. a 31 31 52 38 57 33 74 55
Pigments 186 30 28 25 38 24 58 40
Autres parameétres

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 d nd

a : Chap. 3 cycles ; coefficient de variation des moyennes par saison (moyennes journaliéres) ; bt Chap. 4 profils ;
cosfficient de variation des intégrales par m ; Nd : paramétre non déterminé
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Tableau 6.2 : Variabilité spatiale. Coefficients de variation des principaux paramétres étudiés.

VARIABILITE HORIZONTALE - VARIABILITE VERTICALE eveeeeme VARIABILITE VERTICALE
toutes  saisons foutes  saisons saison  d'étiage

% de baisse entre couches
eaux de intégrales profils profils profils profils euphotique  oxygénée

suface® 03mD 03mP 0-3mb 03mb 03mP etaphotique € et anoxique ©
3 baies 3 baies Abou Biéti Mopoyem 3 bales Biétri Biétri

Abondance bactérienne
Totale 65 60 12 13 8 1 18 72
Libre 57 51 12 12 9 " 19 nd
Fixée 89 g8 55 31 76 54 14 nd
%fixé 28 39 49 23 46 39 ns nd
Volume 12 nd nd 16C nd 16 nd 25d
Cellulaire
Incorporation de thymidine
Totale 77 73 17 25 17 20 27 84
Libre 69 64 19 26 20 21 27 nd
Fixée 111 103 35 33 34 34 24 nd
% fixée 41 28 35 20 30 28 ns nd
Actlvité spécitique par cellule
Totale 19 - 17 15 16 16 ns 56
Libre 20 - 17 16 18 17 ns nd
Fixée 26 - 63 25 47 45 ns nd
Facteur de conversion
10 nd nd nd nd nd nd nd
Prédation
24 nd nd nd nd nd nd nd
Phytoplancton
Chl.a 66 46 41 24 35 33 32 86
Pigments 77 40 19 22 16 19 30 76
Autres paramétres

Resp. 76 71 25 52 40 39 45 (ETS:75)
Cp 65 nd nd nd nd nd nd 85
Np 71 nd nd nd nd nd nd 87

a.¢ef chap. 3 cycles ; b.g. chap. 4 profils ; © : cf. chap. 5 déstratification ; a. augmentation de 256% du volume cellulaire
moyen ; NA : non déterminé ; NS : différence non significative
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Contréle de la biomasse bactérienne

L'importance du réle des bactéries dans la chaine trophique dépend largement du contrble de
la biomasse bactérienne. Ce contrdle peut avoir deux origines non exclusives : la disponibilité nutritive
et les exportations. Ces deux facteurs peuvent intervenir distinctement sur les composantes libres et
fixées d’'une méme microflore. Cette étude a montré que le devenir des composantes libres et fixées
était différent.

® Dans les sites étudiés, le flux de sédimentation peut apparemment contrdler la production
de biomasse bactérienne fixée dans la colonne d'eau. Il n'est donc a priori pas nécessaire de faire
intervenir la prédation pour expliquer les sorties de biomasse bactérienne des communautés fixées.
Cette vision est toutefois simpliste car - d'une part les échanges entre communautés libres et fixées
n'ont pu étre abordés au cours de cette étude - d’autre part, la prédation sélective par certains
flagellés (Caron, 1987) et ciliés (Allbright et al. 1987) sur les communautés fixées a déja été montrée -
et enfin, les particules elles-mémes peuvent étre consommées par le zooplancton notamment dans le
bas de la colonne d’'eau. A ce niveau, l'activité de broutage d'Acartia, le genre dominant en lagune
Ebrié (Pagano & Saint-Jean, 1988), atteint son maximum. Au cours des expérimentations effectuées,
la consommation de particules par le zooplancton n'a pas été déterminée. il n'a donc pas été possible
de distinguer la biomasse bactérienne exportée par le seul processus physique de seédimentation, de
celle ingérée par le zooplancton et dont I'égestion (pour une partie) dans les iéces ne fait qu‘accélérer
le flux de sédimentation. Une approche complémentaire intéressante consisterait a étudier les rythmes
de sédimentation jour/nuit car les féces du zooplancton ont une vitesse de sédimentation élevée et
sont produits essentiellement de nuit (Pagano & Saint-Jean, 1988). Enfin, rappelons que cette
exportation n'est peut-étre que temporaire. La remise en suspension périodique du dépét
sédimentaire superficiel réintroduit probablement dans la chaine trophique pélagique une part
importante de ia biomasse exportée verticalement.

La production de biomasse par les communautés fixées n'est toutefois pas un phénoméne
majeur dans le milieu lagunaire. Elle n'atteint qu’exceptionnellement 80% de la production totale a la
base de la colonne d'eau de certaines zones relativement profondes de la lagune (Abou-Abou, voir
chap.4). Dans la colonne 0-3 m, plus représentative des conditions lagunaires moyennes, la
production bactérienne fixée n'atteint au maximum que 30-35% de la production totale, pourcentage
obtenu en Baie de Biétri, le site le plus eutrophe de la lagune. Aux autres sites étudiés, elle est
toujours inférieure a 20%. Cette proportion est faible en regard de la concentration en matériel
particulaire. Elle s’explique en partie par F'activité spécifique des communautés fixées similaire a celle
des communautés libres (voire méme inférieure en saison des crues). Cette relativement faible activité
des communautés fixées pourrait s'expliquer - d’'une par, par l'origine essentiellement terrigéne des
particules dans le milieu lagunaire colonisées par des bactéries peu adaptées aux conditions du milieu
lagunaire - d'autre par, par le temps de résidence élevé des particules dont la concentration dans la
colonne d'eau doit étre étroitement dépendante des remises en suspension périodiques du depét
sédimentaire superficiel induites par les vents diurnes.
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En raison de la faible proportion des activités fixées, I'exportation de biomasse bactérienne
par sédimentation ne représente donc au plus que 20 & 30% de la production bactérienne totale aux
trois sites étudiés.

o Les expérimentations réalisées en employant des inhibiteurs bactériens montrent que la
biomasse produite par les communautés libres est assez efficacement consommée par le
nanoplancton hétérotrophe. Ce broutage élimine, en moyenne, 80% de la production de biomasse
bactérienne en surface. La prédation apparait donc comme Ia source de disparition majeure de la
biomasse bactérienne produite. Rappelons que les biomasses bactériennes élevées, notamment en
baie de Biétri (de l'ordre de 2 1010 celiules I-1), autoriseraient en principe la prédation par les
organismes bactériophages (virus et bactéries, cf Heldal & Bratbak, 1991 ; Shilo, 1984).

Plusieurs arguments convergents suggérent, qu'aux sites étudiés, la production de biomasse
bactérienne libre est limitée par la prédation plutét que par la disponibilité nutritive :

e Les mesures directes au moyen d'antibiotiques (en flacons de faibles volumes) montrent
que la consommation par les eucaryotes représente en moyenne 80% de la production de biomasse.
De plus, dans les contrles effectués sans antibiotique, la biomasse et la production bactérienne
apparaissent généralement stables. Il semble donc y avoir un couplage étroit & I'échelle de temps (12-
24 h) et de volume (500 mi) considérée.

o Le contrble exclusif de la biomasse bactérienne par les effectifs de flagellés hétérotrophes
dénombrés impliquerait un taux d'ingestion de 'ordre de 3 bactéries par flagellé et par heure. Cette
valeur se situe dans les valeurs basses de la gamme reportée dans Ia littérature. Le contréle de la
biomasse bactérienne par les seuls flagelliés hétérotrophes apparait donc possible en lagune Ebrié.

e Au cours des cycles nycthéméraux étudiés, les effectifs bactériens montrent” des
fluctuations plus faibles que leurs activités de production, ce qui suggére un couplage étroit dans la
méme échelle de temps (<12 h).

e lLes taux de croissance bactériens sont élevés, correspondant a des temps de
renouvellement de la biomasse bactérienne de l'ordre de 10-15 h. Dans la plupant des milieux étudiés,
les temps de renouvellement sont de l'ordre de 24 h ou méme supérieurs. Le taux de croissance
relativement élevé des assembiages bactériens fagunaires est compatible avec I'absence de limitation
nutritive,

o |'efficacité de croissance, estimée & parir des comparaisons entre consommation
d'oxygéne et production bactérienne, est de l'ordre de 50-60%. Une efficacité de croissance aussi
élevée nécessite I'utilisation préférentielle de substrats riches, et suggére donc que ceux-ci ne sont
pas limitants.

e | 'activité cellulaire spécifique des communautés libres est supérieure, ou au moins égale, a
celle des communautés fixées. Ce phénomeéne observé dans les eaux peu profondes, qui constituent
I'essentiel des eaux lagunaires, suggére, selon Unanue et al. (1990) et Jeffrey & Paul (1988), que les
sources nutritives ne sont pas limitantes (cf. chap.3).

225



Chapitre 6 : Conclusion

® Alors que I'abondance et la productivité des communautés bactériennes observées ici sont
parmi les plus élevées reportées dans (a littérature, les volumes bactériens moyens se situent dans la
gamme de valeurs couramment reportée pour des milieux eutrophes. Dans une série d'écosystémes
ou la biomasse bactérienne apparait contrlée par les ressources nutritives ("Bottom up™}-piutét que
par la prédation ("Top down"), Billen et al. (1990) montrent un fort accroissement du volume cellulaire
moyen avec l'augmentation de la production de biomasse bactérienne. Ainsi, pour des valeurs de
production bactérienne comparables & celles estimées en lagune Ebrié au cours de cette étude
(9-28 ugC I-h-1), les auteurs reportent des volumes bactériens moyens de 0.3 & 1.8 um3, largement
supérieurs a la gamme 0.09-0.15 um® déterminée en lagune. La prédation par le nanoplancton
hétérotrophe s’exerce souvent sélectivement sur les organismes bactériens les plus gros (Andersson
et al. 1986 ; Newell & Turley, 1987 ; Chrzanowski & Simek, 1990 ; Gonzalez ef al. 1990). Le maintien
d’'un volume cellulaire moyen peu élevé, associé & une forte productivité bactérienne, plaide pour un
contréle actif de la biomasse bactérienne par la prédation dans le milieu lagunaire.

Importance des processus bactériens dans les flux de carbone
Aux trois sites étudiés, les valeurs de production bactérienne par unité de surface
montrent des valeurs élevées, représentant en moyenne 58% de la production primaire nette
déterminée au cours de cette étude. L'activité hétérotrophe bactérienne représente donc environ
100% de la production primaire nette en admettant une efficacité de croissance de 55%. Un tel
rapport suggére que les bactéries hétérotrophes interviennent de maniére extrémement significative
dans le cycle du carbone aux trois sites étudiés.

De maniére évidente, ia lagune Ebrié doit une large part de sa richesse aux apports de
matiére organique d’origine allochtone (terrigénes : véhiculés par les eaux de ruissellement et les
fleuves, fluviaux et anthropiques : effluents urbains et agro-industriels). Il est donc intéressant de
tenter d'établir si une activité bactérienne hétérotrophe aussi élevée par rapport a la production
primaire implique des apports allochtones de matiére organique. Dans la pratique, I'établissement d’'un
tel bilan est toutefois fortement limité, et ceci principalement pour trois raisons :

(1) - Cette proportion apparait variable sur les profils ou productions primaire et bactérienne
ont été déterminées simultanément. Ces variations (o = 34%) sont essentiellement dues & des
variations importantes de la production primaire telle que nous l'avons déterminée. Le tableau 6.3
montre les valeurs de production primaire déterminées au cours des études qui se sont succédées en
lagune Ebri€. Les valeurs obtenues en baies d’Abou-Abou et de Mopoyem sont comparables a celles
déterminées au cours de cette étude. On peut considérer que la production primaire nette est en
moyenne annuelle de I'ordre de 0,7 - 1,0 g Cm-2j-1 en baie d’Abou-Abou et de 1 - 1,5 gC m-2j-1 en baie
de Mopoyem. Par contre, on ne peut que constater 'accroissement continuel de la production primaire
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déterminée en baie de Biétri lié¢ & 'accroissement des rejets urbains au cours de la méme période 4.
La production primaire nette dans cette baie est actuellement de I'ordre de 3 - 3.5 gC m-2j-1. Sur cette
base, et en supposant que les données de production bactérienne peuvent étre extrapolées a 'année,
on peut estimer que la production de biomasse bactérienne représente en réalité respectivement 60-
90%, 60-70% et 40-60% de la production primaire nette, en baies d’Abou-Abou, Biélri et Mopoyem.

Tableau 6.3 : Production primaire aux 3 sites étudiés déterminge au cours de différentes études.

année saison Abou Biétri Mopoyem  production 2 source
-Abou
1975 séche 467 359 434 brute g0, m2j-1 Dufour, 1984 b
1975 pluie 2.78 4.38 6.49 brute g0, m-2-1 Dufour, 1984
1975 crues 242 3.48 3.61 brute * gO, m-2j-1 Dufour, 1984
1975 année 3.29 382  4.81 brute  gO, Mt2j-1 Dufour, 1984
1976 année 197 229 289 nette g0, m-2j-1 Dufour, 1984
1975 année 062 072  0.90 nette gC m2j-1 Dufour, 1984
1981 année  3.71 7.74 brute  gO, m2j-1 Camouze & Caumette, 1985 C
1981 année 2.22 4.64 nette  gO, MH2j-1 Carmouze & Caumette, 1985
1981 année 0.69 1.45 nette gC m™j-1 Carmouze & Caumette, 1985,
1987 séche 16.83 brute g0, NF2j-1 Tométon et al. 1989 &
1987 séche 10.10 nette gO, m-2j-1 Tométon et al. 1989
1987 séche 3.16 nette gC m“j-1 Tométon et al. 1989
1989  sé&che 3.69 brute gC M1 cette étude
1989 pluie 1.1 4.91 2.04 brute gC m-1  cette étude
1989 crues 231 6.86 2.62 brute gC m™<jt cette étude
1989 moyenne  1.71 589 278 brute gC m2j-1 cette étude
1989 moyenne 1.03 3.53 1.67 nette gC m-2j1 cette étude

a ; production nette = production brute x 0,6 (respiration = 40% de production brute)

et production en gC = production en g0,/32°12/1,2 (QP=1,2) ; b. Moyenne des stations 43 et 44 (Abou-Abou) ; 16, 17 et 18
(Mopoyem) ; station 37 & Biétri ; © : Moyenne de 9 profils sur 'année ; d.: déterminée par S. Bambara, moyenne pendant la
période stratifiée (janvier 1987)

(2) - Méme si les fluctuations de lincorporation de thymidine apparaissent moderées pour
chaque site étudié, linterprétation des mesures d'incorporation de thymidine en terme de production
bactérienne est encore d'une précision limitée. Les valeurs estimées de production bactérienne se
situent probablement dans un facteur 2 des vraies valeurs lorsque I'on cumule les incertitudes sur les
facteurs de conversion (25%, cf chap.2), I'extrapolation & la journée d'une mesure ponctuelle (24%,
tab. 6.1a) et les variations d'un profil & l'autre (25%, tab. 6.1b) sur un méme site. Cette imprécision, en

4 : la chlorophylie a augmente dans des proportions comparables
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elle-méme, suffisante pour inciter a la plus grande prudence, ne doit toutefois pas étre considéree
comme rédhibitoire pour I'étude d’'un processus biologique.

(3) - Enfin, on sait que le recyclage continuel du carbone a chaque étape de prédation
autorise théoriquement des activités hétérotrophes excédant les entrées totales de carbone dans les
écosystémes & forte rétention (Scavia, 1988 ; Strayer, 1988). Il convient donc de définir si les sites
étudiés en lagune Ebrié sont des écosystémes a forte rétention. D’aprés Dufour (1984), les régions
fermées du systéme lagunaire (V, VI, et Aghien) ont un faible taux de renouvellement des eaux et
n'exportent donc qu'une part négligeable de leur production. La baie de Mopoyem se situe en région
V. La baie d’Abou-Abou se situe en région Il mais sa configuration particuliére (communication par un
seuil étroit et peu profond) limite considérablement les échanges hydriques avec le reste de la zone
estuarienne (Tastet & Guiral, 1991). Située en zone Hl "urbaine”, la baie de Biétri, dont le bilan
hydrique est mieux connu, présente un taux de renouvellement moyen des eaux de 0.05 4 0.35 j-1 en
saison séche (respectivement en période de morte-eau et de vive-eau, Arfi & Guiral 1991) significatif
comparé a celui de la biomasse phytoplanctonique que I'on peut estimer & 0.5-0.9 j1 5. En terme
d’exportation latérale, parmi les trois sites étudiés, seule la baie de Biétri est susceptible d’exporter
une pant conséquente de sa production primaire, les deux autres baies doivent plutét étre considérées
comme des écosystémes a forte rétention. En un site donné, la production peut également étre
exportée verticalement. Aux trois sites étudiés, une part importante de la production
phytoplanctonique est exportée par sédimentation. Les mesures directes montrent que cette
proportion est importante (10 & 122 %, moyenne des 13 cycles 36%, cf. chap.3), mais, comme pour le
bactérioplancton, il est difficile d'affirmer que cette exportation est définitive. Dans ce milieu peu
profond les remises en suspension périodiques du sédiment superficiel par Phydrodynamisme
engendré par le vent et les marées réintroduit cette matiére organique dans la colonne d'eau (Tastet &
Guiral, 1991). Celle-ci peut alors réintégrer la chaine trophique pélagique par lintermédiaire des
bactéries (Wainright 1987, 1990). En terme d'exportation vers le sédiment on peut probablement
conclure a une forte rétention dans les trois sites étudiés.

En termes quantitatifs, ces trois raisons excluent donc une conclusion nette impliquant la
nécessité d'invoquer des apports allochtones pour soutenir la demande hétérotrophe bactérienne aux
sites étudiés, & I'exception de la Baie de Biétri. L'importance de ces apports n'est dailleurs plus a
démontrer dans cette baie eutrophisée par I'activité humaine (Arfi & Guiral, 1991).

Toutefois, Ia relative constance des activités bactériennes comparée aux variations plus
importantes de la production primaire suggére également que les processus bactériens ne dépendent
pas directement de la production autotrophe. Dans les milieux lagunaires, les bactéries hétérotrophes
constituent en effet les intermédiaires obligatoires entre la matiére organique allochtone et la chaine
trophique lagunaire.

S :avec P/B = (3 2 3.5gCm-2j-1)/(4 & 6 gCm-2) - voir chap. 4 et 5 pour la biomasse phytoplanctonique en baie de Biétri.
Pagés & Lemasson (1981) reportent 0.9-1.2 j-1 en zone estuarienne avec la méme méthode
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Importance probable en tant que producteurs de biomasse

Les communautés bactériennes jouent donc un réle non négligeable dans le flux global de
matiére et d'énergie aux sites étudiés de la lagune Ebrié. Elles semblent essentiellement contrélées
par la prédation et de ce fait, la biomasse bactérienne produite doit franchir efficacement la premiére
étape conduisant vers les niveaux supérieurs de la chaine trophique. Les consommateurs de cette
biomasse bactériennne produite en lagune Ebrié n'ont pas été directement identifiés. Cependant
plusieurs arguments suggérent qu'il s'agit principalement des flagellés hétérotrophes, trés abondants
aux sites étudiés (cf chap.4). Dans certains milieux estuariens, les ciliés peuvent consommer
'essentiel de la production bactérienne (Sherr & Sherr, 1987). Ces derniers sont également trés
abondants aux trois sites étudiés mais apparaissent dominés par les oligotriches (genre Strombidium)
consommant préférentiellement les flagellés (Bernard & Rassoulzadegan, 1990). La faible proportion
des activités attribuables aux communautés bactériennes fixées permet d’exclure un transfert efficace
de la biomasse bactérienne totale vers I'essentiel des organismes zooplanctoniques. Au sein du
zooplancton lagunaire, seuls les rotiféres sont susceptibles de consommer les bactéries libres 6,
représentant I'essentiel de la production de biomasse bactérienne. Toutefois, méme dans un bassin
d'aquaculture proche de Mopoyem, ol les rotiféres peuvent montrer, dans certaines conditions
expérimentales, des effectifs considérablement plus élevés qu'aux sites lagunaires étiidiés, ils
n’apparaissent pas consommer plus de 30% de la production bactérienne (Bouvy et al. soumis). Ces
arguments suggérent qu'au moins trois étapes de prédation sont nécessaires avant que la-Biomasse
bactérienne produite n'arrive au zooplancton (bactéries — flagellés — ciliés — zooplancton). En
supposant un rendement de 40% & chaque étape de prédation (une valeur probablement surévaluée),
au plus 6.4% de la production initiale de biomasse bactérienne parviendraient au zooplancton. Le flux
de carbone serait alors équivalent & 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 & chaque étape, nécessite une approche multidisciplinaire et devrait constituer un axe de
recherches essentiel dans I'étude de I'écosystéme lagunaire Ebrié. A cet égard, I'approche directe de
Ducklow et al. 1986, consistant & marquer au 14C-glucose la communauté bactérienne hétérotrophe
dans un mésocosme et a suivre I'apparition du marquage jusqu’aux organismes supérieurs serait
parfaitement applicable dans le milieu lagunaire.

Dans I'état actuel des connaissances, le réle le plus important des bactéries hétérotrophes en
lagune Ebrié concerne donc probablement leur activité minéralisatrice. Les fortes activités
hétérotrophes estimées en lagune Ebrié montrent leur importance dans le recyclage de la matiére
organique issue & la fois des fortes productions autochtones et des apports allochtones d'origine
natureile ou humaine.

6 :Caumette et al 1983 ont toutefois montré que dans certaines situations particuliéres, Acartia pouvait consommer une part
importante des bactéries photosynthétiques sulfo-oxydantes d'un volume cellulaire moyen élevé
T :en considérant que la production bactérienne nette représente 40 & 90% de la production primaire nette cf tab. 6.4

229



Tableau 6.4 : Biomasse et production bactérienne mesurée par la thymidine (dans le TCA précipité) dans quelques &cosystémes lotiques et estuariens eutrophes.

9 saydeyn

(1] %4

Site Temp. Abondance  Volume Incorp. Fact.Conv. Prod. Act.Spéc.  Tauxde Cone.Tdr  Chia (PP) Prod.  PBY Référence
totale moyen de thym. 1018csil bact.(PB) 10-21mol  croissance Uutilisée primaire PP

' 109celtt pm3scell pmolth /mole pgCAh foallh i nM ugt gC/m2j %
Meuse, Belgique 1-§ 0.3-1.8 0.5 <1->5 0.17-2.4 20 1.35-1.50 1428 Servais, 1989
Lac Norvikken 15-22 1-24 0.185 12-200 1.9-2.2 0.2-7.1 8-160 0.19-7.0 5 7-36 0.09-0.29 50% Bell ot al.(1983)
Sudde (épifimnion)
Lac Biwa, Japon 12-28 1-10 0.161 1-100 3-24 0.2-25 1.5-18 S 1-11 W% Nagata {1986, 1987)
{colonne d'eau)
Littte Crooked lake 8-30 1.7-6.3 0.120 <9-100 ) 2.2 0.4-2.1 1.137.5 0.06-2.0 2.22 45% Lovell & Konopka (1985)
Indlana {colonne dreau)
Lac Oglethotpe 10-25 5-16 140 a 5 0.3-0.6 Mc Donough st al. (1986)
(colonne d'eau}
Frederiksborg 67.5 8.6-17.9 (0.045)h 21b 0.070.22 054-0.75 0.020.10 1025 6-71 0209 06-7.3%  Rlemann ot 2/,(1982)
Slotsso, Danemark ;
Lac Erken, 28 0.5-15 0.083 (2.92) 1.6-2.9 0.05-0.07 10 523 00332¢ 20%9d Bell & Kuparinen (1984)
Sudde (1-5m) bloom printanier
Lac Hylks, Danemark {6t4) t.7e 0.7-5.7 Schwaerter of al.{1988)
Barrage de 2t 515 15-78 £ 0.1-169 Robarts et al{1386)
I'Hartheespoort, Afrique du Sud
Est. de la Rhode 0.3-54 0.060 0.9-1600 0.28e 0.26-1.7 1 0.5-245 Rublee 6t al(1982)
River,Maryland (surface) (7.3)h (260) (0.26-10.8) (42)
Estualre dela 25 1-8 0.074 42-420 0.35 0.29-3.13 8-63 0.2-1.1 5 Ducklow (1982)
York River, Virginie (colonne d'eau)
Tsmpa bay, Flotide 15-33 0.9-4.9 20-412 27-66 5 462 ° Paul ot al. (1988)
Oosterschelde 15-21 451201 213 0.4-4 5 0.3-1.0 Lasnbroek & Yerplanke
basin, Pays-Bas (1986)
Roekilde Flord S-17 5-11 (0.063) 60-240 11k 1.5-5.8 0.24-0.55 78 7-40 0.030.171 Jensen ot al(1990)
Danemark
Estualre 28-30 2-8 50-180 1.18m 1238 s Griffith et al.{1930)
Sapelo Island, Georgla (surface) R
Abou-Abou {0-3m) n 29-31 9.4 0.108 0.59 © 0.74P 838 70 1.04 20 18 0.7-1.09 60-90 Catte étude
Blétri (0-3m) 29-31 2.1 0.127 1.86 0.74 27.6 101 1.18 20 49 3.03.59 60-70 Calte $tude
Mopoyem (0-3m) 29-3t1 8.0 0.101 0.58 0.74 8.6 82 1.27 20 28 1.0-1.59 4060 Caoite étude

a.: 2 partir de Mincorporation dans FADN (acide-base) ; P : do Fuhaman & Azam, 1982. Corrigé da la dilution isotopique etdu % dans FADN ; € : gC m3d! ; 4 : production bactérienne brute (production + respirationproduction
primaire ; @ : do Fuhrman & Azam, 1982 : £ : < 4 433 pmol.'h™1 dans FADN ;: 9 : gC m~2n-? ; ! : dans mut le tableau, les parenthésas indiquent Jes valeurs moyennes ; &+ : ugC ! en utilisant 0.56 pgCium? ; J : de Fuhrman &
Azam, 1982 avec 0.56 pgC/um3 ; K : de Riemann et al., 1987 avec 0,063 um3/cetlule 6t 0,35 ng/pm3 ;1 : g¢/m3m & saturation lumineuse ; ™ : de Riemann et &l., 1967 avec 20 IgC/oefiule ; T : moyennes sur les profils da 0 43m
(chap.4) sauf pour los volumes moyens (surface, chap. 3) ; O : dans la TCA précipité (20% en moyanne dans FADN) ; P : meyenne utilisée pour les 3 sites (chep.2) ; S : valeurs moyennes pour chaqua site (voir tableau 6.3) ; r :
en moysnne annualle. Activitd hétérotrophe 47 (staton W) A 94% (station H} avec une efficacit de croissance de 0.3.
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En terme de biomasse et de production bactériennes, ies sites étudiés en lagune Ebrié
apparaissent parmi les biotopes les plus riches et les plus actits étudiés jusqu’a présent. Le tableau
6.4 8 montre I'éventail des valeurs de production de biomasse bactérienne déterminées par
lincorporation de thymidine (dans le TCA précipité) dans différents milieux eutrophes lacustres et
estuariens. La plupart des études reportent des activités inférieures a celles déterminées en lagune
Ebrié. Par contre, I'écart entre les valeurs de biomasse bactérienne est systématiquement moins
important. De ce fait, les activités spécifiques cellulaires sont beaucoup plus élevées en lagune que
dans la plupart des autres milieux. Les communautés microbiennes hétérotrophes de la lagune Ebrié
apparaissent, en effet, parmi les plus actives reportées dans la littérature avec des taux de
renouveliement de la biomasse inférieurs a la journée.

Les milieux estuariens (lagunes cétiéres et estuaires) représentent 13% du linéaire cétier 4
I'échelle mondiale (Larras, 1964). Sites privilégiés d'implantation des activités humaines, ils présentent
souvent une importance économique considérable. Généralement eutrophes, par leur situation a la
frontitre des domaines marin et continental, et souvent poliués par l'activité humaine, ils se
caractérisent par un role accru des communautés bactériennes tant dans le recyclage des fortes
productions primaires que dans la biodégradation de la matiére organique allochtone et des déchets
d'origine anthropique. L’'écologie microbienne est donc essentielle dans l'appréciation des fiux de
matiére et d'énergie et des cycles géochimiques des milieux estuariens. Elle est, on le voit,
indissociable d'un réel effort méthodologique chaque fois qu'un nouveau milieu est abordeé.

Les communautés bactériennes hétérotrophes participent au cycle du carbone a toutes les
étapes de la chaine trophique. Il apparait donc évident que lincidence finale des forles activités
bactériennes dans le fonctionnement global de I'écosystéme ne peut étre évaluée que si ces
estimations sont intégrées dans des programmes réellement muiltidisciplinaires incluant I'étude des
principaux organismes constitutifs de la chaine trophique.

8 : voir également figures 4.6 et 4.7 au chapitre profils
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