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RÉSUMÉ. — Cet article est une revue bibliographique des travaux effectués sur la 
fixation du carbone inorganique par le phytoplancton marin notamment en ce qui 
concerne le dosage de l'activité des carboxylases et la mesure du rapport isotopique 
l3C/'2C du carbone organique. 
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ABSTRACT. — This paper is a review on carbon fixation by marine phytoplankton 
in particular with respect to carboxylating enzyme assays and carbon isotope 
fractionation. 

INTRODUCTION 

Le premier mécanisme de fixation du carbone mis 
en évidence chez les végétaux est le cycle des 
pentoses phosphates ou cycle de Calvin-Benson 
(Calvin et al, 1951) encore appelé cycle C3. D'autres 
mécanismes permettent l'assimilation du carbone 
inorganique, par fixation d'un deuxième groupe-
ment carboxyl (P carboxyl) sur un composé à trois 
atomes de carbone par une réaction appelée fi car-
boxylation. Les végétaux qui fixent le C02 atmo-
sphérique par (3 carboxylation comprennent les 
espèces C4 et CAM. Cette nouvelle voie métabolique 
fut mise en évidence par Kortschak et al. (1965) sur 
la Canne à sucre puis confirmée par Hatch et Slack 
(1966). Il faut noter enfin, que des travaux récents 
ont mis en évidence des espèces dont le métabolisme 
est intermédiaire entre celui des espèces C3 et C4 
(Brown et Brown, 1975; Rathnam et Chollet, 1979; 
Kennedy et al, 1980). 

Les travaux sont beaucoup moins nombreux sur 
les Algues et se sont surtout développés ces dernières 
années ainsi que le montrent les revues récentes de 
Kremer (1981 a); Ferron et Coudret (1984) sur les 
Macroalgues et celle de Trench et Fisher (1983) sur 
les Algues unicellulaires endosymbiotiques. Nous 
présentons ici une synthèse des travaux publiés sur 
l'étude des voies de fixation du carbone chez le 
plytoplancton marin, notamment en ce qui concerne 
les mesures de l'activité des carboxylases et du 
rapport isotopique l3C/'2C du carbone organique. 

La fixation du carbone inorganique peut être 
étudiée au niveau des mécanismes cellulaires ou des 
réponses physiologiques de l'ensemble de l'orga-
nisme considéré. Les techniques les plus utilisées 
chez les végétaux supérieurs sont les suivantes : 

1) analyse des intermédiaires marqués par le 14C 
après assimilation par la plante de l4C02-

2) étude des caractéristiques de l'activité photosyn-
thétique associée aux différents métabolismes 
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comme par ex. la mesure de la sensibilité de la 
photosynthèse à l'oxygène qui permet de mettre 
en évidence la photorespiration des plantes C3. 

3) étude de l'activité des enzymes impliquées dans 
la fixation du carbone inorganique. 

4) mesure du rapport isotopique l3C/l2C du carbone 
organique des tissus végétaux. 

Ces méthodes ont été appliquées aux Microalgues 
en culture et également aux communautés naturelles 
(Tabl. I). Le dosage de l'activité des carboxylases et 
la mesure du rapport isotopique l3C/12C du carbone 
organique sont des méthodes qui peuvent être 
menées en parallèle car 1) elles s'adaptent aux 
faibles densités cellulaires rencontrées en mer, 2) el-
les permettent un grand nombre de mesures néces-
saires à la description du milieu marin 3) elles 
mesurent directement la fonction physiologique que 
l'on désire caractériser. 

/. Données sur l'activité des carboxylases du phyto-
plancton marin 

La fixation du carbone inorganique, selon la voie 
utilisée, peut être catalysée, par la ribulose — 1,5 — 

bisphosphate carboxylase pour le cycle de Calvin-
Benson ou par diverses carboxylases qui P carboxy-
lent des composés en C3 (phosphoénolpyruvate, 
pyruvate). 

1.1. La ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase 
(E.C.4.1.1.39) 

Cette enzyme catalyse la réaction suivante : 

RuBP + CO, ̂  2 (3 - PGA) 

(Mg2+) 

La ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase fixe le 
carbone sous forme CO2 (Cooper et ai, Raven, 1970, 
1974; Lane et Miziorko, 1978) et nécessiterait du 
magnésium comme cofacteur (Lane et Miziorko, 
1978). 

Cette enzyme a donné lieu à de très nombreux 
travaux sur l'ensemble du règne végétal mais fort 
peu concernent les Microalgues phytoplanctoni-
ques : 

— Estep et al, (1978 a) ont montré que la struc-
ture de la ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase 
d'une diatomée, Cylindrotheca, était similaire à celle 
des plantes supérieures, donc constituée par deux 

Tabl. I. — Méthodologies utilisées dans les principaux travaux pour caractériser la fixation du carbone inorganique sur 
des Algues en culture ou sur des communautés naturelles. 
Methods used to characterize algae inorganic carbon fixation in culture and in natural communities. 
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Tabl. H. — Espèces du phytoplancton marin chez lesquel-
les le dosage de la ribulose -1,5- bisphosphate carboxylase 
a été effectué. 
Ribulose -1,5- bisphosphate carboxylase assay in marine 
phytoplankton species. 

Tabl. III. — Les enzymes responsables des (3 carboxyla-
tions chez différentes espèces phytoplanctoniques marines 
selon les auteurs. 
p carboxylases found in différent marine phytoplankton 
species. 
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chaînes polypeptidiques formant une grande et une 
petite sous-unité (Akazawa, 1979), et qu'elle frac-
tionnait les isotopes du carbone de la même manière. 

— Holdsworth et Colbeck (1976) ont mis en 
évidence chez une autre diatomée, Phaeodactylum 
tricornutum, l'existence de deux formes, l'une à forte 
affinité pour le CO2 et l'autre à faible affinité; ces 
deux formes existent également chez les végétaux 
supérieurs (Lorimer et al., 1978). Les espèces chez 
lesquelles le dosage de la ribulose —1,5— bispho-
sphate carboxylase a été effectué, figurent Ta-
bleau IL 

1.2. Les enzymes responsables des fi carboxylations 

Une certaine confusion règne dans la littérature 
au niveau de l'appellation des enzymes responsables 
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des P carboxylations (Tab. III). Cela tient au fait que 
seuls les travaux d'Holdsworth et Bruck (1977) et 
Appleby et al, (1980) ont clairement caractérisé les 
enzymes après purification. Ces enzymes ont en 
commun d'utiliser des composés C3 (phosphoénol-
pyruvate ou pyruvate) pour fixer le carbone inorga-
nique sous la forme HCOj: Une espèce donnée ne 
posséderait qu'une seule de ces enzymes; trois sont 
actuellement répertoriées : 

a) La phosphoénolpyruvate carboxylase. 
(E.C.4.1.1.31) qui catalyse la réaction 

PEP + HC03 ̂  OAA + Pi 

(Mg2 + ) 

Cette enzyme nécessite du magnésium comme 
cofacteur et la présence de manganèse 5 mM aug-
menterait son activité chez certaines espèces. L'inhi-
bition par le malate 5 mM varierait selon les espèces 
laissant supposer l'existence d'alloenzymes comme 
chez les végétaux supérieurs (Appleby et ai, 1980). 

b) la phosphoénolpyruvate carboxykinase 
(E.C.4.1.1.49) 

Cette enzyme a été mise en évidence principale-
ment chez les Diatomées (Holdsworth et Bruck, 
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1977; Kremer et Berks, 1978) la réaction catalysée 
est la suivante : 

PEP + HCOf + ADP «± OAA + ATP 
(Mrr+) 

Cette réaction requiert du manganèse et de 
l'ADP. Davies (1979) a attiré l'attention sur le fait 
qu'il existerait certaines phosphoénolpyruvate car-
boxylases qui seraient stimulées par l'ADP et que, 
pour justifier l'appellation phosphoénolpyruvate 
carboxykinase, il fallait mettre en évidence la forma-
tion d'ATP. Ceci a été démontré par Holdsworth et 
Bruck (1977). Cette enzyme qui conserve une partie 
de l'énergie du phosphoénolpyruvate sous forme 
d'ATP serait intéressante pour les Algues vivant à de 
faibles intensités lumineuses (Appleby et al, 1980). 
Elle a été signalée également chez les Phéophycées 
(Kremer, 1981 a). 

c) La pyruvate carboxylase (E.C.6.4.1.1.) 

Appleby et al, (1980) ont trouvé cette enzyme, 
non signalée chez les plantes ou les Algues marines, 
dans deux espèces de Dinoflagellés. Son activité est 
fortement inhibée par les ions Mn2 + . La réaction 
qu'elle catalyse est : 

Pyruvate + HC03~ + ATP ̂  OAA + ADP + Pi 

2. Données sur le rapport UC/'2C du carbone organique 
du phytoplancton 

Le carbone présente à l'état naturel deux isotopes 
stables, le 12C (98,89%) et le 13C (1,11 %). On peut 
mesurer grâce à un spectromètre de masse le rapport 
13C/'2C d'un échantillon carboné. Il n'est pas possi-
ble d'accéder à la mesure directe de ce rapport, mais 
de toutes petites variations de celui-ci (vs standard) 
peuvent être estimées. Le rapport l3C/12C est donc 
exprimé comme écart relatif en pour mille, par 
rapport à ce standard (Craig, 1957) sous la forme : 

S 13C (%.) = r'3C/;C échantillon _,1
 000 L 13C/I2C standard J 

Le standard est le PDB qui a la composition isotopi-
que du CO2 extrait du carbonate d'un rostre de 
Bélemnite du Crétacé (formation Pee Dee, Caroline 
du Sud, U.S.A.). La matière organique végétale et le 
CO2 atmosphérique étant plus pauvres en 13C que le 
standard, les valeurs habituellement rencontrées du 
5 l3C sont négatives, d'autant plus que les échantil-
lons sont appauvris en l3C. 

On parle de fractionnement isotopique lorsque le 
rapport 13C/'2C d'un composé carboné est modifié 
après un processus physique, chimique ou biologi-
que (Fontugne, 1978). Le terme de discrimination 
contre le carbone-13 est utilisé lorsque l'on observe 
lors de cette transformation, une diminution du ô 
13C. 

Depuis une quinzaine d'années, les mesures de 
8 l3C effectuées sur un grand nombre d'espèces 
végétales ont permis de mettre en évidence une 
relation étroite entre le 8 l3C des végétaux et leur 
type métabolique. Les premiers travaux sur ce sujet 
sont ceux de : Park et Epstein, 1960; Bender, 1968; 
1971; Troughton, 1971; Smith et Epstein, 1971. Les 
plantes C3 sont caractérisées par de faibles valeurs 
du 8 13C : - 38 %o < 8 13C < - 22 %o et les plantes 
C4 par des valeurs élevées : - 19 %o < 8 l3C < - 9 %o. 

La valeur la plus fréquente est - 27 %o pour les 
plantes C3 (Lerman, 1975). A partir de la même 
source de CO2 atmosphérique (8 13C = - 7 %o) les 
végétaux C3 sont appauvris en 13C par rapport aux 
végétaux C4. L'essentiel de cette différence est lié à 
l'étape de carboxylation primaire. En effet, les 
carboxylations effectuées par la ribulose —1,5 — 
bisphosphate carboxylase s'accompagnent d'un en-
richissement des métabolites formés en 12C alors que 
la fixation du C02 atmosphérique par la phosphoé-
nolpyruvate carboxylase ne s'accompagne pas d'un 
tel phénomène (Whelan et al, 1973; Deleens et al, 
1974; Christeller et al, 1976; Reibach et Benedict, 
1977; Estep et al, 1978 a, b; Wong et al, 1979). 

Les mesures de 8 l3C effectuées sur des commu-
nautés phytoplanctoniques marines (Craig, 1953; 
Park et Epstein, 1961; Sackett et al, 1965; Degens 
et al, 1968 b; Deuser, 1970; Calder et Parker, 1973; 
Fontugne et Duplessy, 1978, 1981; Rau et al, 1982) 
mettent en évidence un large éventail de valeurs 
allant de - 9 %o à - 31 %o. En mer, Fontugne et 
Duplessy (1978, 1981) observent une relation entre 
le 8 l3C et les masses d'eau et ils quantifient la 
relation entre le 8 13C et la température mise en 
évidence par Sackett et al, (1965); Rau et al, (1982) 
montrent un effet de la latitude. 

Sur des espèces isolées, cultivées en laboratoire, 
la même dispersion des valeurs a été retrouvée 
(Degens et al, 1968 a; Calder et Parker, 1973; 
Pardue et al, 1976; Wong, 1976; Wong et Sackett, 
1978). Ces variations sont attribuées aux différences 
interspécifiques, à la température de culture, à la 
teneur en C02 du milieu, au stade de croissance. 
Tout comme chez les végétaux supérieurs le 8 13C du 
phytoplancton peut être influencé : 

1) par la composition isotopique de la forme de 
carbone inorganique assimilé (C02, HC03") (Deuser 
et Degens, 1967) et par tous les facteurs intervenant 
sur l'équilibre gaz carbonique-acide carbonique-bi-
carbonates-carbonates, dans l'eau de mer, notam-
ment la température (Wendt, 1968) et le pH. 

2) par le métabolisme carboné des Algues. En 
effet, la ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase 
des Algues peut discriminer contre le l3C de la même 
manière que celle des végétaux supérieurs (Estep et 
al, 1978 a). Si on considère la large gamme des 
valeurs de 8 l3C observées, plusieurs hypothèses sont 
envisageables : ou bien il existe des espèces apparte-
nant à chaque type métabolique (type C3 ou C4), ou 
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bien chaque espèce peut, comme les CAM, moduler 
son métabolisme en fonction des facteurs du milieu; 
enfin, il est également possible que, comme chez les 
angiospermes marines, des problèmes de perméabi-
lité membranaire créent une compartimentation à 
l'intérieur des cellules et que la discrimination contre 
le 13C de la ribulose —1,5— bisphosphate carboxy-
lase ne s'exprime pas dans certaines conditions. 

Le seul moyen de répondre à ces interrogations 
est d'effectuer simultanément, en mer et en condi-
tions contrôlées sur des cultures, des mesures du 
8 13C du phytoplancton et des mesures permettant 
de caractériser le type métabolique des microalgues. 

3. Discussion sur les voies de fixation du carbone 
inorganique utilisées par les Algues phytoplanctoni-
ques (Fig. 1) 

Les travaux sont encore peu nombreux compte 
tenu du grand nombre d'espèces des communautés 
phytoplanctoniques marines, et des incertitudes 
persistent sur les mécanismes associés à la fixation 
du carbone. 

Il ressort de l'ensemble des travaux que la fixa-
tion du carbone extérieur se ferait d'une part grâce 
à l'activité de la ribulose —1,5— bisphosphate 
carboxylase et le cycle de Calvin-Benson, d'autre 
part par (3 carboxylation. Les (3 carboxylations mises 
en évidence chez les Algues diffèrent de celles 
rencontrées pour la fixation du C02 atmosphérique 
à la lumière chez les espèces C4 et CAM. En effet, 
si comme chez ces dernières, le premier produit 
formé après fixation du carbone inorganique est 
bien un composé à quatre atomes de carbone (oxa-
loacétate), il n'y a aucune preuve de sa décarboxy-
lation. 

L'existence de cette double fixation du carbone 
inorganique par le cycle de Calvin-Benson et par (3 
carboxylation est reconnue par l'ensemble des au-
teurs mais l'importance relative de l'un des méca-
nismes par rapport à l'autre donne lieu à des 
controverses. Les travaux de Kremer et Berks (1978); 
Kremer 1981 b; Holdsworth et Colbeck (1976) 
Holdsworth et Bruck (1977), Appleby et al, (1980); 
Descolas-Gros 1983; Descolas-Gros et Fontugne 
(1985) mettent en évidence une prépondérance de la 
fixation par la ribulose —1,5— bisphosphate car-
boxylase dans tous les cas étudiés. Ceux de Beardall 
et al, (1976), Mukerji et Morris (1976), Morris (1980) 
montrent que les (3 carboxylations peuvent être 
responsables de l'essentiel de la fixation du carbone 
chez certaines espèces et que l'état physiologique des 
cellules intervient directement sur le pourcentage de 
carbone fixé par l'un ou l'autre mécanisme. Pour 
Morris (1980), Morris et Darley (1982), il existe dans 
le phytoplancton marin un spectre de types méta-
boliques entre les deux extrêmes (fixation par la 
ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase, fixation 
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Fig. 1. — Schéma comparatif des voies de Fixation du 
carbone inorganique des espèces C3 et C4 et de celles 
hypothétiques rencontrées chez les espèces phytoplancto-
niques marines. 
Comparison between C3 and C4 pathways of carbon dioxide 
fixation and the hypothetic one for maine phytoplankton 
species. 

par (3 carboxylation). Il est cependant surprenant de 
noter que les résultats de ces deux groupes d'auteurs 
sont contradictoires sur les mêmes espèces aux 
niveaux 1— de l'importance des [3 carboxylations 
2— de la nature des (3 carboxylases. En effet, nous 
avons mis en évidence une activité phosphoénolpy-
ruvate carboxykinase chez toutes les Diatomées 
étudiées qu'elles soient originaires d'eaux tempérées 
(Skeletonema costatum, Phaeodactylum tricornutum) 
ou d'eaux froides (Nitzschia turgiduloides, Fragila-
riopsis kerguelensis) (Descolas-Gros, 1983; Desco-
las-Gros et Fontugne; 1985). La présence de phos-
phoénolpyruvate carboxykinase avait également été 
trouvée chez Phaeodactylum tricornutum par Holds-
worth et Bruck (1977) et Kremer et Berks (1978). Par 
contre Mukerji et Morris (1976), Beardall et al, 
(1976) ont mis en évidence une activité phosphoé-
nolpyruvate carboxylase chez Phaeodactylum tricor-
nutum et Skeletonema costatum, activité supérieure 
à celle de la ribulose —1,5— bisphosphate car-
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boxylase. Cette divergence des résultats peut s'expli-
quer par le fait que l'on ne peut comparer des 
activités enzymatiques que si elles sont mesurées à 
leurs optimums (pH, température) ce qui n'est pas 
le cas pour les deux derniers travaux où la phos-
phoénolpyruvate carboxylase est dosée à pH 8 alors 
que son optimum d'activité s'observe à pH 6,8 
(Descolas-Gros, 1983). D'autre part l'âge de la 
culture joue un rôle prépondérant sur l'activité 
respective de la ribulose —1,5— bisphosphate car-
boxylase et de la phosphoénolpyruvate carboxyki-
nase chez les diatomées (Descolas-Gros et Fontugne, 
1983, 1985). Lorsque les cultures vieillissent l'activité 
de la phosphoénolpyruvate carboxykinase augmente 
(en phase stationnaire de croissance), et, sur des 
cultures encore plus âgées (senescentes) on peut 
observer une inversion des activités du fait de la 
diminution simultanée de l'activité ribulose —1,5 — 
bisphosphate carboxylase (Descolas-Gros, 1983, 
Descolas-Gros et Fontugne, 1983). 

La ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase fixe 
le C02 (Cooper et al, 1969; Raven, 1970, 1974) alors 
que la phosphoénolpyruvate carboxylase fixe le 
carbone sous forme HC0r(Maruyama et al, 1966; 
Cooper et Wood, 1971; Coombs et al, 1975) ainsi 
que la phosphoénolpyrute carboxykinase (Holds-
worth et Bruck, 1977). Dans l'eau de mer, le carbone 
inorganique est disponible sous les formes suivan-
tes : C02 dissous, H2C03, HC03~ CO|_. La teneur en 
C02 (sous toutes ses formes) varie en fonction du 
pH, de la température et de la salinité (Ivanoff, 
1972). Aux pH habituels de l'eau de mer : 7,8-8,2, 
les ions HC03 représentent 90 % de la totalité du 
C02 disponible, ce qui pourrait être un facteur 
limitant pour les algues fixant le carbone inorgani-
que par la ribulose —1,5— bisphosphate carboxy-
lase. Cette limitation est vraisemblablement minimi-
sée par l'existence des deux mécanismes suivants : 
1) la présence d'anhydrase carbonique (E.C.4.2.1.1.) 
qui catalyse à l'intérieur des cellules l'hydratation 
réversible du C02 (Raven, 1970; Graham et Smillie, 
1976); 2) l'existence de mécanisme concentrant le 
C02 chez plusieurs espèces de Chlorophycées et 
chez une Cyanophycée (Beardall et Raven 1981; 
Raven et Beardall, 1981); ce mécanisme expliquerait 
la faible photorespiration apparente observée chez 
les Microalgues. En effet une forte teneur en C02 
intracellulaire limiterait la fonction oxygénase de la 
ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase. 

Il ressort de l'ensemble de ces travaux que le type 
photosynthétique C4 des végétaux supérieurs n'a pas 
été mis en évidence chez le phytoplancton marin, pas 
plus d'ailleurs que chez les Macroalgues benthiques 
(Kremer, 1981 a; Ferron et Coudret, 1984). 

En effet : 
— il n'existe aucune preuve de la décarboxyla-

tion du composé C4, donc de la fixation secondaire 
du C02 intracellulaire libéré par la ribulose —1,5 — 
bisphosphate carboxylase; 

— il n'y a aucune compartimentation tissulaire du 
type parenchyme périvasculaire-mésophylle chez les 
Microalgues. 

Par contre : 
— la photorespiration est généralement faible; 
— la forme sous laquelle le carbone inorganique est 
le plus abondant dans l'eau de mer est HCGyet la 
présence d'anhydrase carbonique ou de mécanismes 
concentrant le C02 ne sont pas généralisés à tous les 
composants du phytoplancton; 
— la fixation du carbone inorganique par (3 car-
boxylation à la lumière peut être élevée; elle est 
supérieure à celle rencontrée chez certains végétaux 
C3 comme la Chlorelle où elle atteint 5 % (Raven, 
1970). 

Aussi, pour lever toute ambiguïté de terminologie, 
Benedict (1978) conseille l'emploi du terme plus 
général de Métabolisme C4; Beardall et Raven (1981) 
utilisent les appellations Ç? like et G like selon les 
comportements physiologiques mis en évidence et 
suivant que ceux-ci se rapprochent du comporte-
ment théorique d'une espèce C3 ou C4 mise dans les 
mêmes conditions. 

Il apparaît que si les Microalgues phytoplancto-
niques marines ont, pour fixer le carbone inorgani-
que, des mécanismes communs avec les végétaux 
supérieurs (cycle de Calvin-Benson), elles possèdent 
aussi des mécanismes originaux directement liés au 
milieu dans lequel elles vivent et à ses contraintes. 
Les (3 carboxylations nous apparaissent comme un 
mécanisme adaptatif temporaire destiné à compen-
ser un défaut de fixation du carbone inorganique par 
le cycle C3 dû à des conditions du milieu défavo-
rables ou à un mauvais état physiologique des 
cellules. Le facteur défavorable ne semble pas avoir 
d'effet spécifique : une diminution de l'intensité 
lumineuse ou le vieillissement des cultures (Desco-
las-Gros, 1983) provoque une diminution de l'acti-
vité de la ribulose —1,5— bisphosphate carboxylase 
et une augmentation des (3 carboxylations. 
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