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Chapitre | : Introduction

. 1 Le phytoplancton

Le terme « plancton » désigne tous les organismaggaht avec les courants. Ces organismes
sont généralement composés d’algues microscopidegsotozoaires et des formes larvaires
d’animaux supérieurs (Thurman & Trujillo 1999). Aaurs de ce travail, nous nous sommes
intéressés a la partie « algale » du plancton-@ahte au phytoplanctorPfiyton signifiant

« plante »). Le phytoplancton marin qui ne comparfant que pour 1 % a 2 % du carbone

végétal total sur Terre, réalise presque la mdiiéa photosynthése mondiale. Il joue donc un
réle important dans le cycle biogéochimique du caebet dans la régulation du climat en

contrblant la quantité de gaz carbonique {Cdans I'atmosphére (Chisholm 2000). De plus,

par I'intermédiaire des coccolithophores il joualément un réle important dans le cycle du

soufre (Malin & Steinke 2004).

Des études sur I'évolution du phytoplancton euda&yoontrent que I'Océan moderne est
dominé par les diatomées, les dinoflagellés ettexolithophores (Falkowski et al. 2004).
Ces trois groupes d’algues ont en commun l'origileeleur plaste. D’apres la théorie de
'endosymbiose, les plastes (a trois ou quatre mands) des Cryptophyta,
Chlorarachniophyta, Haptophyta (dont les coccoptimes), Ochrophyta (dont les
diatomées), Euglenophyta et Dinophyta (dinoflaggllésulteraient d’'une endosymbiose
secondaire avec une algue unicellulaire primitpr@yvenant elle-méme d’'une endosymbiose
primaire avec une cyanobactérie, a I'origine destgls (a deux membranes) des Glaucophyta,
Rhodophyta et Chlorophyta (Figure 1-1) (de Revie2)02). Les plastes des
Chlorarachniophyta et des Euglenophyta auraient féténés a partir de I'ancétre des
Chlorophyta et appartiendraient donc a la « lignédge ». Les plastes des Cryptophyta,
Haptophyta, Ochrophyta et Dinophyta auraient étémés a partir de I'ancétre des
Rhodophyta et appartiendraient donc a la « ligretege » (Delwiche 1999). Les océans
apparaissent a priori dominés par la « lignée rouff@rzebyk et al. 2003 ; Katz et al. 2004),
en particulier par les diatomées, les dinoflageiédes coccolithophores. Cependant, ces
groupes sont essentiellement présents dans le ptaoaion (> 20 um) et le nanoplancton
supérieur a 5 um. La composition du plancton déepddille, inférieur a 5 um, reste bien
mMoins connue et certains travaux ont suggeéré qudiggmée verte » pouvait y étre importante
(Not et al. 2005).
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Figure I-1: Schéma représentant une des hypothéses des évémedhmmiosymbiose
expliquant la formation des plastes. D’aprés Deh@i¢1999).
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. 2 Le plancton de petite taille

Dans les zones océaniques et les lacs oligotroppless, de 70 % de la biomasse
chlorophyllienne est attribuable au picoplanctoar@@ et al. 1985 ; Munavar & Fahnenstiel
1982 ; Veldhuis et al. 2005). Ce dernier est déformme étant la fraction du plancton dont la
taille est comprise entre 0,2 et 2 um (Figure [(Qieburth et al. 1978). Leur petite taille
associée a un grand rapport surface/volume lestayam dans I'acquisition des nutriments
(Raven 1998) et leur permettent ainsi non seulemerdontribuer a la majeure partie de la
biomasse phytoplanctonique des zones oligotroplaés @également a la production primaire
(Bell & Kalff 2001; DuRand et al. 2001). Le picopleon est constitué de cellules eucaryotes
(cellules dotées d’'un noyau) et de cellules pramas/ (dépourvus de noyau).

Les procaryotes photosynthétiques picoplanctonigoasns sont constitués essentiellement
de cyanobactéries appartenant a deux géPmashlorococcuset Synechococcue sont les
organismes picoplanctoniques les mieux caractéaigs@sveau taxinomique, physiologique et
écologique (Partensky et al. 1999). Récemmengdaesmes complets d&rochlorococcuset
Synechococcuent été séquencés (Dufresne et al. 2003 ; Pakinéd. 2003 ; Rocap et al.
2003).

Dans les eaux douces, les procaryotes photosymiestipicoplanctoniques se présentent soit
sous forme « solitaire *Cfyanobium Synechococcust Cyanothecgsoit sous forme coloniale
dont les genreg\phanocapsaAphanotheceChroococcus CoelosphaeriumCyanodictyon
MerismopediaSnowellaet Tetrarcussont les plus souvent rencontrés (Stockner &0&I0).
Comme les espéces marines, les picocyanobactéess douces sont mieux caractérisées au
niveau taxinomique, physiologique et écologiques ps especes de picoeucaryotes. Ceci est
principalement di au fait qu’elles présentent emégal des densités plus importantes que ces
derniers dans le milieu. Les génomes complets @féreites souches d€yanothece

picocyanobactéries diazotrophes ont été réecemmeneaces (Welsh et al. 2008).

Le séquencage complet de 8 souches d’eucaryotestite taille a été réalisé ou est en cours
d’annotation. Il s'agit de souchesQstreococcusde Micromonas pusillade Chlorella, de
Chlamydomonas reinhardtiet d’Emiliania huxleyi (Derelle et al. 2006 ; Merchant et al.
2007 ; Palenik et al. 2007 ; Vaulot et al. 2008uefgues études ont été réalisées sur la
diversité du picophytoplancton marin et d’eau do(ldepperle & Schlegel 2002 ; Romari &

Vaulot 2004 ; Fuller et al. 2006), mais les étugieantitatives sont encore rares, aussi bien en
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milieu marin qu’en eau douce (Not et al. 2005 ; #twal. 2005 ; Burns & Stockner 1991 ;
Jasser 2002).

[. 2.1 Importance du plancton de petite taille

En milieu aquatique, les concentrations et la ithgtion des organismes de petite taille,
procaryotes et eucaryotes, sont en général obtegpaed utilisation de la microscopie a

épifluorescence et de la cytométrie en flux.

* Dans les Océans

Le picoplancton a été étudié dans des milieux rearés divers, des mers Arctique a I'Océan
Austral en passant par 'Océan Pacifigue (Detmed.€1997 ; Blanchot et al. 2001 ; Lovejoy
et al. 2007). Les densités Beochlorococcustteignent des valeurs de I'ordre d€ d@lules
mi™ alors que Synechococcusiontre des concentrations pouvant aller decéllules mL* &
10° cellules mL* (Partensky et al. 1999). Les picoeucaryotes ptésedes concentrations de
10 cellules mL* dans les zones oliogotrophes & téllules mL! dans les zones eutrophes
(Grob et al. 2007).

La cytométrie en flux a permis de montrer que, salgue l'aire de répartition de
Prochlorococcus se situe dans les zones oligotrophes intertragsca(30°S-30°N),
Synechococcua une aire de distribution plus large : des eauxatique (70 °N) au front
Antarctique (50 °S) (Gradinger & Lenz., 1989 ; Ledee et al. 1999 ; Zubkov et al. 2000).
Quant aux picoeucaryotes, on les retrouve d'un pblen autre (Veldhuis et al. 2005).
Différentes études ont montré g8gnechococcust les picoeucaryotes sont plus nombreux
lorsque la teneur en nutriments augmente, notamerentilieu cotier (Partensky et al. 1999 ;
Agawin et al. 2000 ; Zubkov et al. 2000).

De part leur volume cellulaire supérieur a celus dgyanobactéries, les picoeucaryotes
contribuent a une part relativement importante alebibmasse phytoplanctonique totale,
malgré leur faible densité dans les zones oligbiesp Par exemple, Li (1995) attribue 61 %
de la biomasse (biomasse chlorophyllienne) et 68e%a productivité du picoplancton aux
picoeucaryotes dans ['‘Atlantique Nord. Dans I'Océawmstral, la contribution des
picoeucaryotes en termes de biomasse chlorophydligarie de 10 % a 40 % (Veldhuis et al.

2005). En zone océanique, la contribution des picag/otes est estimée a un tiers de la
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biomasse phytoplanctonique et est maximale au nideamaximum profond de chlorophylle
(Campbell et al. 1994 ; Li 1995).

e En eau douce

Le picophytoplancton a été mis en évidence dansnilesux d’eau douce trés divers, incluant
des lacs ultra-oligotrophes comme le lac BaikalRarssie (Boraas et al. 1991), des lacs
subpolaires (Vincent 2000), et des lacs eutropleesgrofonds ou des étangs (Voros et al.
1998). Malgré la distribution ubiquiste de ces oigmes, leur composition varie fortement
avec le gradient trophique et les saisons. Le pigimplancton procaryote unicellulaire est
tres abondant dans les lacs oligo a mésotrophess alue les formes coloniales sont
présentes, le plus souvent, dans les lacs mésaplees ou les étangs (Stockner et al. 2000).
Les densités de picocyanobactéries varient decgébules mL* en lac oligotrophe a 10
cellules mL* en lac hyper-eutrophe (Stockner et al. 2000). Enégal, deux pics de
concentration sont observés, un premier au printemopen été et un second en automne. La
température et le début de stratification de l@amoé d’eau sont généralement les éléments
déclencheurs du pic de printemps alors que le miéds densités est di principalement au
broutage (Weisse 1993). L'abondance du picophytmpten eucaryote varie de “6ellules
mL™ en lac oligotrophe & ¥@ellules mL* en lac eutrophe. Dans les régions tempérées, un
seul pic d'abondance est observé pour le picoplgmafon eucaryote au printemps ou en été.
En général, leur concentration est de 10 a 100 sr&levée que celle des picocyanobactéries
(Burns & Stockner 1991). Dans les lacs, le picopplncton eucaryote remplace
progressivement le picophytoplancton procaryotsdoe les nutriments augmentent et le pH
diminue (Callieri & Stockner 2002).

D’aprés Bell & Kalff (2001), la biomasse absolue piaophytoplancton et sa contribution
relative a la biomasse phytoplanctonique totald smrours plus élevées en eau douce gu’en
milieu marin. Cependant, son importance relativenigue lorsque le statut trophique
augmente quelque soit le milieu considéré. Cecficoa le modele proposé par Stockner en
1991. Ces auteurs ont également montré que l'imapoeét du picophytoplancton en eau douce
n'est pas seulement fonction du statut trophiquis st également fonction de la profondeur
de la colonne d’eau. Cette derniére jouerait ue c@mplémentaire au statut trophique en
déterminant la distribution des tailles au sein@®@amunautés phytoplanctoniques.
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En lac oligotrophe, la contribution des picoeucégophotosynthétiques peut atteindre
jusqu’a 30 % de la biomasse phytoplanctonique dotdllepperle & Krienitz 2001). En lac
eutrophe, cette contribution peut diminuer tredefment, comme par exemple dans le lac
Kinneret en lIsraél ou elle n'atteint que 1 % debiamasse phytoplanctonique totale
(Malinsky-Rushansky et al. 1997).

Les principaux facteurs contrélant la distributahinpico et nanoplancton aussi bien en milieu
marin qu’en eau douce, sont l'intensité lumineuss, concentrations en nutriments et les
phénomenes physiques. Les facteurs biotiques colmrbeoutage et la lyse virale influent

quant a eux sur la mortalité cellulaire (Caron kt1®99 ; Callieri & Stockner 2002).



-

5.0 pm

Figure 1-3: Photos d’algues eucaryotes picoplanctoniqudsannochloris sp. (A),
Prasinococcusp. (B) etNannochloropsis limneticéC). Les photos (A) et (B) sont issues du
site internet de la Roscoff Culture Collection (wwh+roscoff.fr/Phyto/RCC/index.php). La
photo (C) est issue de Fawley & Fawley (2007).



Chapitre | : Introduction

|. 2.2 Diversité au sein du plancton eucaryote de peiitie t

Méme si certains picoeucaryotes présentent desteaga morphologiques différents, comme
des flagelles ou des écalilles, la plupart de cganismes ont une forme coccoide (Figure I-3).
Cette similarité dans la forme et leur petite ¢éaikbndent difficile I'étude de la diversité au
sein du picoplancton par des méthodes classiqueslidation combinée de techniques
comme la mise en culture, la microscopie électnamiges analyses pigmentaires et la
phylogénie ont permis de mettre en évidence etadacteriser un peu plus de cent especes
d’algues eucaryotes picoplanctoniques marinesegtudtiouce réparties dans plusieurs lignées
(Tableau I-1). Des nouvelles classes ont été @écétpartir d’espéces picoplanctoniques. |l
s’agit des Pelagophyceae (Andersen et al. 1993)Bdédophyceae (Guillou et al. 1999) et
des Pinguiophyceae (Kawachi et al. 2002). Récemmantouveau groupe d’algues marines,
les picobiliphytes, a été détecté par I'analyseétpuences du gene de 'ARNr 18S et mis en

évidence par I'utilisation de sondes spécifiquesNARNot et al. 2007).

Comme l'illustre le tableau I-1, les especes dagitan eucaryote de petite taille sont réparties
dans la plupart des classes d’algues. Le plus grambre d’especes appartient au groupe des
Heterokontophyta, aussi appelé Stramenopiles, paivies Chlorophyta et en particulier, la
classe des Prasinophyceae ainsi que les Haptopfgs. deux groupes ont donc été

sélectionnés comme cibles d’étude dans le cadceftke these.
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Tableau I-1: Liste des espéces décrites de petits eucaryotesghagttoniques marins et d’eau douce dont la
taille minimale est inférieure ou égale a 3 um.t@ldeau a été modifié et complété a partir de Maelal.
(2008) en y ajoutant en particulier, les espéceawddouce.

Min. Max.
Year size  size

Group Class Genus-Species Authority Basionym  (um) (pm) System

Chlorophyta  Pedinophyceae Marsupiomonas pelliculata Jones et al. 1994 3 3 brackish and marine
Pedinophyceae Resultor micron (Throndsen) Moestrup 1969 15 25 marine
Pedinophyceae Pedinomonas major Korshikov 1923 3 6.5 freshwater
Pedinophyceae Pedinomonas minor Korshikov 1923 2 7 freshwater
Prasinophyceae Bathycoccus prasinos Eikrem et Throndsen 1990 15 25 marine
Prasinophyceae Crustomastix stigmatica Zingone 2002 3 5 marine
Prasinophyceae Dolichomastix lepidota Manton 1977 25 25 marine
Prasinophyceae Dolichomastix eurylepidea Manton 1977 3 3 marine
Prasinophyceae Dolichomastix tenuilepis Throndsen et Zingone 1997 3 4.5 marine
Prasinophyceae Mantoniella squamata (Manton et Parke) Desikachary 1960 3 5 marine
Prasinophyceae Micromonas pusilla (Butcher) Manton et Parke 1952 1 3 marine
Prasinophyceae Ostreococcus tauri Chrétiennot-Dinet et Courties 1994 08 1.1 marine
Prasinophyceae Picocystis salinarum Lewin 2000 2 3 hypersaline
Prasinophyceae Prasinococcus capsulatus Miyashita et Chihara 1993 3 5.5 marine
Prasinophyceae Prasinoderma coloniale Hasegawa et Chihara 1996 25 55 marine
Prasinophyceae Pseudoscourfieldia marina (Throndsen) Manton 1969 3 3.5 marine
Prasinophyceae Pycnococcus provasolii Guillard 1991 15 4 marine
Prasinophyceae Pyramimonas virginica Pennick 1977 27 3.5 marine
Chlorophyceae Chlamydomonas grovei (West) Gerloff et Ettl 1916 2 4 freshwater
Chlorophyceae Chlamydomonas dinobryonis ~ Smith 1920 2 5 freshwater
Chlorophyceae Kermatia pupukensis Kalina et Pun¢ocharova 1987 25 3 freshwater
Chlorophyceae Monoraphidium convolutum (Corda) Komarkova-Legnerova 1969 14 11 freshwater
Chlorophyceae Mychonastes ruminatus Simpson 1978 3 7 brackish
Chlorophyceae Mychonastes homosphaera (Skuja) Kalina et Punocharova 1948 2 5 freshwater
Chlorophyceae Pseudodictyosphaerium jurisii  (Hindak) Krienitz et al. 1977 2.3 4.5  brackish and freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella ellipsoidea Gerneck 1907 15 15 freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella emersonii Shihira et Krauss 1965 3 17 freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella miniata (Négeli) Oltmanns 1904 3 15 freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella minutissima Fott et Novakova 1969 1 3 freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella mirabilis Andreyeva 1973 3 11 freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella nana Andreoli et al. 1978 15 3 marine
Trebouxiophyceae  Chlorella saccharophila (Kriger) Migula 1907 2 10.2 freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella sorokiniana Shihira et Krauss 1965 2 5 freshwater
Trebouxiophyceae  Chlorella spérckii Alvik 1934 28 7 marine
Trebouxiophyceae  Chlorella vulgaris Beijerinck 1890 15 133 freshwater
Trebouxiophyceae  Choricystis coccoides (Rodhe et Skuja) Fott 1948 0.8 1.5 freshwater
Trebouxiophyceae  Choricystis hindakii Tell 1979 15 3.5 freshwater
Trebouxiophyceae  Choricystis minor (Skuja) Fott 1948 15 freshwater
Trebouxiophyceae  Marvania coccoides (Naumann) Henley et al. 1919 15 2 freshwater
Trebouxiophyceae  Meyrella planktonica Fawley et al. 2005 1.8 5 freshwater
Trebouxiophyceae  Nannochloris bacillaris Naumann 1919 15 2 freshwater
Trebouxiophyceae  Picochlorum atomus (Butcher) Henley et al. 1952 2 3 brackish
Trebouxiophyceae  Picochlorum eukaryotum (Wilhelm et al.) Henley et al. 1982 3 3 marine
Trebouxiophyceae  Picochlorum maculatus (Butcher) Henley et al. 1952 3 3 brackish

hypersaline and

Trebouxiophyceae  Picochlorum oklahomensis Henley et al. 2004 2 2 freshwater
Trebouxiophyceae  Stichococcus bacillaris Nageli 1849 3 4 marine and freshwater
Trebouxiophyceae  Stichococcus minutissimus Skuja 1955 1 freshwater

Cryptophyta  Cryptophyceae Hillea marina Butcher 1952 15 25 marine
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Min. Max.
Year size  size
Group Class Genus-Species Authority Basionym  (um) (um) System
Haptophyta Prymnesiophyceae Chrysochromulina apheles Moestrup et Thomsen 1986 3 4 marine
Prymnesiophyceae Chrysochromulina minor Parke et Manton 1955 25 75 marine
Prymnesiophyceae Chrysochromulina parva Lackey 1939 2 7 freshwater
Prymnesiophyceae Chrysochromulina planisquama Hu et al. 2005 3 6 marine
Prymnesiophyceae Chrysochromulina tenuisquama Estep et al 1984 2 5 marine
Prymnesiophyceae Dicrateria inornata Parke 1949 3 5.5 marine
Prymnesiophyceae Ericiolus spiculiger Thomsen 1995 3 3.8 marine
Prymnesiophyceae Imantonia rotunda Reynolds 1974 2 4 marine
Prymnesiophyceae Phaeocystis cordata Zingone 1999 3 4 marine
Prymnesiophyceae Phaeocystis pouchetii (Hariot) Lagerheim 1892 3 8 marine
Prymnesiophyceae Trigonaspis minutissima Thomsen 1980 2 3.6 marine
Heterokontophyta Bacillariophyceae  Atrocellulus cornucervis Hasle et al. 1983 1 17 marine
(Stramenopiles)  Bacillariophyceae Chaetoceros minimus (Levander) Marino et al. 1991 2 7 marine
Bacillariophyceae Chaetoceros throndsenii (Marino et al.) Marino et al. 1991 15 5 marine
Bacillariophyceae Cyclotella glomerata Bachmann 1911 3 4 freshwater
Bacillariophyceae Cyclotella pseudostelligera Hustedt 1939 23 58 freshwater
Bacillariophyceae Minidiscus chilensis Rivera 1984 3 7.5 marine
Bacillariophyceae Minidiscus comicus Takano 1981 2 7 marine
Bacillariophyceae Minidiscus trioculatus (F.J.R. Taylor) Hasle 1967 25 3.8 marine
Bacillariophyceae Minidiscus spinulosus Gao et al. 1992 3 5 marine
Bacillariophyceae Minutocellus polymorphus (Hagraves et Guillard) Hasle et al. 1983 2 30 marine
Bacillariophyceae Minutocellus scriptus Hasle et al. 1983 3 36 marine
Bacillariophyceae Skeletonema menzelii Guillard et al. 1974 2 7 marine
Bacillariophyceae Skeletonema pseudocostatum Medlin 1991 2 9 marine
Bacillariophyceae Skeletonema grethae Zingone et Sarno 2005 2 10.5 marine
Bacillariophyceae Skeletonema japonicum Zingone et Sarno 2005 2 10 marine
Bacillariophyceae Skeletonema marinoi Sarno et Zingone 2005 2 12 marine
Bacillariophyceae  Thalassiosira bulbosa Syvertsen 1984 2 16 marine
Bacillariophyceae = Thalassiosira mala Takano 1965 2 10 marine
Bacillariophyceae = Thalassiosira oceanica Hasle 1983 3 12 marine
Bacillariophyceae  Thalassiosira proschkinae Makarova 1979 2 11.5 marine
Bacillariophyceae  Thalassiosira pseudonana Hasle et Heimdal 1970 23 55 marine
Bacillariophyceae Staurosira construens (Ehrenberg) Grunow 1881 3 12 freshwater
Bacillariophyceae Staurosira elliptica (Schumann) Williams et Round 1987 2 8 freshwater
Bacillariophyceae Stephanodiscus hantzschii Cleve & Grunow 1880 3 5 freshwater
Bolidophyceae Bolidomonas mediterranea Guillou et Chrétiennot-Dinet 1999 1 1.7 marine
Bolidophyceae Bolidomonas pacifica Guillou et Chrétiennot-Dinet 1999 1 1.7 marine
Chrysophyceae Chrysococcus punctiformis Pascher 1911 2 3 freshwater
Chrysophyceae Ollicola vangoorii (Conrad) Vars 1938 25 5 marine
Chrysophyceae Tetraparma pelagica Booth et Marchant 1987 22 2.8 marine
Chrysophyceae Tetraparma insecta Bravo-Sierra et Hernandez-Becerril 2003 28 38 marine
Chrysophyceae Triparma columacea Booth 1981 23 47 marine
Chrysophyceae Triparma laevis Booth 1981 22 3.1 marine
Chrysophyceae Triparma retinervis Booth 1981 27 45 marine
Dictyochophyceae  Florenciella parvula Eikrem 2004 3 6 marine
Eustigmatophyceae Nannochloropsis granulata Karlson et Potter 1996 2 4 marine
Eustigmatophyceae Nannochloropsis limnetica Krienitz et al. 2000 15 6 freshwater
Eustigmatophyceae Nannochloropsis oceanica Suda et Miyashita 2002 3 5 marine
Eustigmatophyceae Nannochloropsis salina (Bourrelly) Hibberd 1958 3 4 brackish
Pelagophyceae Aureococcus anophagefferens Hargraves et Sieburth 1988 15 2 marine
Pelagophyceae Aureoumbra lagunensis DeYoe et al. 1997 25 5 marine
Pelagophyceae Pelagococcus subviridis Norris 1977 25 5 marine
Pelagophyceae Pelagomonas calceolata Andersen et Saunders 1993 2 3 marine
Pinguiophyceae Pinguiochrysis pyriformis Kawachi 2002 1 3 marine
Pinguiophyceae Pinguiococcus pyrenoidosus Andersen et al. 2002 3 8 marine
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. 3 Taxons étudiés

Quelques études ont montré la dominance des Cligtap en particulier des
Prasinophyceae, dans la fraction picoplanctonicese rdilieux cotiers et la décroissance de
leur contribution lorsqu’on s’éloigne des cétes f{(bal. 2004, 2005, 2008). En eau douce,
guelques études ont montré la présence d'alguéssvparmi les picoeucaryotes de certains
lacs (Krienitz et al. 2000 ; Fawley et al. 2005)isn&és peu de choses sont actuellement
connues concernant leur distribution et leur cbation.

Bien que des analyses pigmentaires aient montré deminance en milieu océanique
(Andersen et al. 1996), la plupart des étudess&eadi sur les Haptophyta en milieu marin se
focalisent sur les périodes d’efflorescence dearganismes en milieu cotier, en particulier
Phaeocystis(Verity et al. 2007). Peu d'information sont diggmes concernant leur
distribution et leur contribution en milieu cotien dehors des périodes d’efflorescence et en
milieu océanique.

En eau douce, encore moins de choses sont cononesroant les haptophytes. Deux études
mettent en évidence I'efflorescence @erysochromulinadans un lac danois et dans un lac
aux USA ont été recensées (Nicholls et al. 1982nddn et al. 1994).

I. 3.1 Chlorophyta

L’infra-régne des Chlorophyta, signifiant étymolggément « végétaux verts » fait partie du
sous-regne des Chlorobionta, taxon monophylétignepcenant a la fois les embryophytes et
les algues vertes. Les algues vertes sont qudlgsaparaphylétiques et constituent un groupe
gigantesque comprenant entre 550 et 570 genre§ €0Q a 17 000 especes (de Reviers,
1993 ; Norton et al. 1996). Chez les algues vedesiénombre 5 classes : les Prasinophyceae,
les Pedinophyceae, les ChlorophycstiEeto sensules Trebouxiophyceae et les Ulvophyceae

(multicellulaires).
* Les Prasinophyceae
L’étymologie du nom Prasinophyceae vient du motgterasinos » qui désigne la couleur

« verte poireaux » de ces algues. Les Prasinopbyoeastituent le groupe dominant parmi
les séquences du gene de 'ARNr 18S des eucargetgtite taille isolées dans le milieu
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« Neighbour joining » et « Maximum Parsimony »sls®quences en gras correspondent a
celles obtenues dans la publication dont est isstte figure. D’apres Viprey et al. (2008).
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marin. C’est dailleurs un des groupes dans lequal été décrits le plus d’especes
d’eucaryotes de petite taille jusqu’a présent. lasse des Prasinophyceae est un ensemble
hétérogene ou sont regroupés des taxons tres diagpartenant & des lignées différentes,
mais considérées comme les algues vertes ayangéreénie plus de caractéres primitifs (de
Reviers, 2003). Leur phylogénie a d'abord été fensiédr des caractéres ultrastructuraux tels
que la présence de flagelles, d’écailles organiquegncore la position des flagelles. Des
études de biologie moléculaire basées sur I'analgseséquences du gene de 'ARNr 18S
(Nakayama et al. 1998) ou du géne chloroplastifae (Daugbjerg et al. 1995) ont modifié
cette classification en permettant I'insertion damismes ayant d’autres caractéristiques
morphologiques comme I'absence de flagelle darmasedeBathycoccusl’absence d’écaille
dans le cas d&licromonas I'absence de flagelle et d’écaille dans le cadPgenococcus
Cependant, la taxinomie de ce groupe d'algues restduse. Selon un consensus de la
communauté scientifique et sur base des travalbadéey et al. (2000), Lewin et al. (2000)
et Guillou et al. (2004), la classe des Prasinopagoest composée de 8 ordres : I'ordre des
Pyramimonadales (clade 1), l'ordre des Pseudos&bdidles, I'ordre des Chlorodendrales
(clade 1V), le clade VII, I'ordre des Prasinoco&salclade VI), et I'ordre des Mamiellales.
Deux nouveaux clades (clade VIl et 1X) ont étéaléwrts récemment a partir d’échantillons
provenant de la Mer Méditerranée en utilisant dasraes Chlorophyta biaisées du gene de
'ARNr 18S (Figure 1-4) (Viprey et al. 2008). Aucerculture représentative de ces clades
n'est disponible pour l'instant (Vaulot et al. 2008

L’'ordre des Pyramimonadales (clade I) contient dgesires CymbomonasHalopshaera
Pterospermaet Pyramimonas Ce dernier est retrouvé en milieu marin et d’dauce sous
forme de flagellés unicellulaires. Il en a été déplus de 40 espéces dont I'espéce
picoplanctoniquePyramimonas virginicaqui a été observée sporadiquement dans plusieurs
environnements cétiers a travers le monde (Thoni$g86 ; Hori et al. 1995). Le genre

Halosphaeraest principalement constitué de flagellés unicailles marins.

L’ordre des Pseudoscourfieldiales est divisé exatades : les Pycnococcaceae (clade V) et
les Nephroselmidacae (clade IIl). Dans la familigcridcoccaceae dont des séquences
environnementales ont pu étre isolées dans les@sdieres de Roscoff et de la mer du Nord,
on retrouve les genréy/cnococcugGuillard et al. 1991) décrit dans I'Atlantique Me©uest

et le Golfe du Mexique, étseudoscourfieldiéThrondsen 1969 ; Manton 1975). La famille
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Nephroselmidacae se compose uniqguement du ¢pkroselmigStein 1878) qui comprend

cependant plusieurs especes marines et d’eau douce.

L’ordre des Chlorodendrales (clade 1V) se compaseipalement d’organismes symbiontes
commeTetraselmis convoluta@Parke & Manton 1967) en symbiose avec le @envoluta
roscoffensisEnviron 26 espéces marines et d’eau douce ontpfibrtées (Sym & Pienaar

1993). Toutes les espéces sont de taille supérieRnem.

Le clade VIl se divise en trois sous-groupes (ACR, Le groupe A comprend des séquences
environnementales du Pacifique, de Roscoff et éegiesnces des souches picoplanctoniques
CCMP1205 et RCC287 disponibles en culture mais gga®ore formellement décrites. Le
groupe B se compose de séquences environnemeptalesnant du Pacifique Equatorial
(Moon-van der Staay et al. 2001). Le groupe C cemgrl'espéce picoplanctonique
Picocystis salinarium(2-3 pum) décrite a partir d’échantillons issusrdlac salé aux USA
(Lewin et al. 2000).

L’ordre des Prasinococcales (clade VI) décrit réoemt par Fawley et al. (2000) se compose
essentiellement des genres marirasinococcugMiyashita et al. 1993) ePrasinoderma
(Hasegawa et al. 1996).

L'ordre des Mamiellales se compose des genres mabstreococcus Bathycoccus
Micromonas Mantoniells Mamiella, Dolichomastix et Crustomastix La plupart des
séquences du gene de 'ARNr 18S trouvées dansilemement marin appartenant a la
classe des Prasinophyceae, appartiennent a l'cldee Mamiellales. Les trois genres
picoplanctonique®streococcusBathycoccuset Micromonasreprésentent plus de 90 % des
séquences disponibles et sont particulierementvéesl dans les eaux cétieres tempérées
(Massana et al. 2004 ; Romari & Vaulot 2004 ; Medi al. 2006 ; Worden 2006).

Les clades VIl et IX n‘ont pas encore été décjitsqu’'a présent. lls comprennent des
séquences environnementales provenant de la Meitdvi@hnée (Viprey et al. 2008). Le
clade IX serait constitué de deux sous-clades (B)@omprenant des séquences de plusieurs
banques de clones alors que les séquences apparéenalade VIII proviennent du méme

échantillon.
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* Les Pedinophyceae

La classe des Pedinophyceae est constituée dgénmiss et d’environs 10 especes marines et
d’eau douce caractérisés par la présence d'unlitage 'absence d’écaille. Les especes
picoplanctoniques mariné&esultor microret Marsupiomonas pelliculatant été isolées dans
I'Océan Atlantique et dans un marais salant de Grd@retagne, respectivement (Estep et al.
1984 ; Jones et al. 1994), et semblent y étre limitéeataanné qu’elles n'ont pas été
observées ailleurs depuis. Les deux especes dmmeBedinomonas majaet Pedinomonas
minor peuvent atteindre des tailles supérieures a 3 jam nme dépassent jamais les 10 um.

On les retrouve en général dans des eaux doutes in nutriments.

* Les Chlorophyceae

La classe des Chlorophyceae, taxon frére des Txatyuhwyceae, regroupe environ 350 genres
et 25 000 especes (Melkonian, 1990) principalertaantstres ou terrestres. La classification
au sein de cette classe est en plein bouleverserhntonception des ordres est appelée a se
modifier. Dans ce qui suit, nous nous sommes isg&® uniqguement aux ordres des
Dunaliellales, des Chlamydomonadales et des Ctdaoaales d’apres la classification
exposée dans de Reviers (2003). En effet, lessaotdres regroupent soit des colonies de
cellules supérieures a 10 um soit des filamentsicellllaires qui ne seront pas visibles dans
nos échantillons d’eau douce suite a la préfitragur 5 ou 10 um étant donné notre intérét

dans ce travail pour les algues unicellulairesatéeptaille.

L’ordre des DunaliellalesensuMelkonian (1990) se compose au moins de deux genres
(Asteromona®t Dunaliella) et de 35 especes. Ce sont des unicellulairesgeifés de taille

Supérieure a 2 um.

L’ordre des Chlamydomonadales se compose de 5@getrd’environ 900 especes. Ceux
sont des unicellulaires le plus souvent biflageiésle taille supérieure a 10 um. Parmi les
genres de cet ordre, il y a notammelaematococcyBrachiomonaset ChlamydomonasOn
retrouveChlamydomonaslans les eaux douces de tout type, dans le sokidge et la glace
(Graham & Wilcox 2000). Certaines espécesCidamydomonagomme par exemple.
reinhardtii ont été beaucoup étudiées et sont devenues dedenathns I'étude génétique des

fonctions et structures cellulaires des eucary@esschold et al. 2005).
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La plupart des especes @hlamydomonasnt des tailles supérieures a 10 um. Cependant,
deux espéces dont la taille peut varier de 2 a Dpinété décrites en eau douce groveiet
C. dinobryonigWest 1916 ; Smith 1920).

L’ordre des Chlorococcales est un ordre artificplyphylétique regroupant 16 familles et
190 genres. Il est constitué d'unicellulaires avea sans flagelle, coloniaux ou
multicellulaires. On y retrouve les genkeklorococcumn(cellules solitaires de plus de 10 um)
et Botryococcus (cellules coloniales de plus de 5 pm) mais égammiéespéece
picoplanctonique colonialé®’seudodictyosphaerium jurisisolée d'un lac en Allemagne
(Krienitz et al. 1999). Ces colonies pouvant s&rdégrer dans la colonne d’eau, les cellules

solitaires détachées sont alors considérées comisant partie du picoplancton.

* Les Trebouxiophyceae

La classe des Trebouxiophyceae contient une quiezie genres qui regroupent des algues
unicellulaires ou filamenteuses marines et d’eaucdp symbiontes de lichens ou parasites
comme par exemple I'algue unicellulaire (~ 2 p@gccomyxa parasiticanfectant la moule
Mytilus edulisen Mer du Nord (Rodriguez et al. 2008). Jusqu’'asgmé on compte plus
d’espéces d’eau douce que d’espéces marines pasniirebouxiophyceae unicellulaires de
petite taille (environ 15) dont notammemMannochloris bacillaris Marvania coccoides
Meyrella planktonicagui a été récemment décrite par Fawley et al. (20@&rér de cultures
issues d’'un lac aux USA, et plusieurs espéecdstaricystiset deChlorella.

Peu d’'espéces marines de Trebouxiophyceae onté&tdted jusqu'a présent. On trouve
notamment les « petits » Trebouxiophyc€mdorella nana, Stichococcus bacilla@énsi que
I'espece halotoléranteicochlorum oklahomensi&e genre nouvellement étaBlicochlorum
regroupe certaines espéeces précédemment inclnedalgenrdNannochloris(Henley et al.

2004).

l. 3.2 Haptophyta

La division des Haptophyta compte environ 80 gerae800 espéces répartis dans deux
classes : les Pavlovophyceae et les Prymnesiopbydess Pavlovophyceae ne comptent
gu’'un ordre (Pavlovaceae) composé de 4 geribéacronema Exanthemachrysj$aviovaet

Rebeccales Prymnesiophyceae sont plus diversifiés a\dstence de 4 ordres soutenus
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par des données morphologiques, ultrastructuralesoculaires (Edvardsen et al. 2000) :
I'ordre des Phaeocystales qui ne contient que meegehaeocystisl’'ordre des Prymnesiales,
I'ordre des Isochrysidales et I'ordre des Coccalils.

La plupart des haptophytes sont nanoplanctoniqtiesurtout rencontrés en milieu marin.
C'est le cas par exemple du gerhaeocystiset de I'especé&miliania huxleyi pouvant
former des efflorescences importantes (IglesiasriBoez et al. 2002 ; Baker et al. 2007 ;
Verity et al. 2007). Les genr&ymnesiunmet Chrysochromulinasont connus pour former des
efflorescences toxiques (Gjosaeter et al. 200kkeBat al. 2007).

Parmi les especes marines de taille inférieure aqun3, on trouve 4 espéces de
ChrysochromulinaCe genre peut étre abondant en milieu cotier (Biaal. 2005). L’espéce
Phaeocystis cordataspece décrite en Mer Méditerranée et ne proauises d’efflorescence
(Zingone et al. 1999) ainsi que la forme coloniBleaecystis pouchetgui est limitée aux
eaux froides de I'hémisphere nord (Schoemann eR@0D5) peuvent aussi présenter des
cellules inférieures a 3 um. C’est le cas égalenpentr les espécesnantonia rotunda
Dicrateria inornatg Trigonaspis minutissimeet Ericiolus spiculiger (Backe-Hansen &
Throndsen 2002Thomsen 1980 ; Thomsen et al. 1995).

Seulement une douzaine d'espéces d'eau douce eéntdédrites jusqu’a présent dont
notamment les especes nanoplanctonigDéscronema vlkianum Acanthoica schilleri
Anacanthoica ornataChrysochromulina breviturritaChrysotila lamellosaHymenomonas
roseolaet Prymnesium parvur@dohn et al. 2002). L’espe€hrysochromulina parvaonnue
pour ses efflorescences toxiques, notamment damacudanois, peut présenter des cellules
inférieures a 3 um (Hansen et al. 199¥)espece Chrysochromulina breviturritapeut

également produire des efflorescences dans celtaingNicholls et al. 1982).

Des études pigmentaires ont montré que les hapiepippuvaient contribuer entre 20 % et
50 % de la biomasse chlorophyllienne totale daDsdan mondial (Andersen et al. 1996). De
méme, des analyses pigmentaires réalisées swad@ofr picoplanctonique d’échantillons du
Pacifique ont montré que les haptophytes pouvalentiner la population picoplanctonique
dans les régions oligotrophes des Océans (Moordeataay et al. 2000).
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Figurel-5: Localisation du Luxembourg, du lac d’Esch-sur-Séirelu point de prélévement
sur le lac (fleche rouge) a la station Lultzhausen.

Tableau I-2 : Caractéristiques morphométriques des lacs étudigs ck travail.

Caractéristiques morphométrigues Lac Pavin Lac du Bourget Lac d'Esch-sur-Sdre Lac Aydat
Statut trophique Oligo-mésotrophe  Mésotrophe Méso-eutrophe Eutrophe
Altitude (m) 1197 231,5 320 825
Surface (km?) 0,44 445 3,2 0,6
Longueur maximale (km) 0,7 18 18 1,76
Largeur moyenne (km) 0,62 3,4 0,46
Volume (km®) 0,02 3,6 0,06 0,004
Profondeur maximale (m) 98 145 46 15,5
Profondeur moyenne (m) 54,9 81 17 7,4
Surface du bassin versant (km?) 0,5 560 428 19,6
Temps moyen de renouvellement des eaux (an) 10 7 0,25 1
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I. 4 Milieux étudiés

Les caractéristiques morphométriques des lacsrésuiées dans le tableau I-2

I.4.1 Le lac d’Esch-sur-Sdre (Luxembourg)

Le lac d’Esch-sur-Sdre (ou réservoir de la Hauteepast localisé dans le Nord du Grand-
Duché du Luxembourg (49°55 N — 5°55’ E) (FigurB)I-Il est le résultat de la construction
d’un barrage sur l'affluent principal (la Sare) #957-1958. Depuis I'achevement du barrage
en 1959, le réservoir est utilisé notamment powgéiaération d’énergie hydroélectrique mais
surtout pour la production d’eau potable. Le somduwebarrage se situe a une altitude de 320
m. Le bassin versant du réservoir couvre une seidac428 krhqui est occupée par 42 % de
terres agricoles et 52 % de foréts. Le réservaicasactérisé par une longueur d’environ 18
km et par une profondeur moyenne de 17 m. La pd#onmaximale est de 46 m a proximité
du barrage. Sa superficie est de 3,2 leinson volume maximal de 0,06 knC’est un lac
généralement monomictique (circulation libre durBiniver et stratification stable en été)
comme ce fOt le cas en 2006. Cependant certairershicomme en 2003, le lac peut se
couvrir de glace et présenter une stratificatioreinée. Dans ce cas, il est défini comme étant
dimictique. Son statut trophique est méso-eutrgidwhet & Hoffmann, 1995). Suivant les
annees, des efflorescences de cyanobactéries,ipalgrment les espéced/oronichinia
naegelianaou Planktothrix agardhiisont observées a la fin de I'été et/ou début algdmne

(Willame et al. 2008).

. 4.2 Les lacs francais Pavin, du Bourget et Aydat

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus gnritlation in situ fluorescente sur les
échantillons du lac d’Esch-sur-sire, des échansligprovenant de trois lacs francais
présentant des statuts trophiques différents dé del lac luxembourgeois ont été analysés
avec les mémes sondes (Annexe Il). Ces échantibah®té prélevés durant I'été 2006 sur
toute la colonne d’eau. lls ont été aimablementrfisupar I'équipe d’lsabelle Domaizon de

I'Université de Savoie.
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Figurel-6: Photos des lacs francais Pavin (A), du BourgeefBlydat (C). Les photos
proviennent du site http://fr.wikipedia.org
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 Lelac Pavin

Le lac Pavin est situé dans le Massif Central fags)csur le flanc Nord-Est du Puy de
Montchal (Massif des Monts Dore, Puy de Déme) a aitiziude de 1197 m (Figure I-6A). Il
présente une profondeur maximale de 98 m et urfermteur moyenne de 54,9 m. Le bassin
versant du lac Pavin couvre une superficie de f kes versants raides qui le bordent sont
boisés de pins, d’épicéa et de hétres. C’est uml@mmictique (le mélange des eaux ne
s'effectue que sur les 60 premiers metres) et diguie. || est considéré comme oligo-

mésotrophe (Boucher et al. 2006).
* Le lac du Bourget

Le lac du Bourget est situé dans les Alpes (Sawiehe altitude de 231,5 m. Il est le plus
grand lac naturel de France (44,5%en 3,6 milliards de fd’eau) (Figure I-6B). Il présente
une profondeur maximale de 145,4 m et une profanaeyenne de 81 m. Le bassin versant
du lac du Bourget couvre une superficie totale 6@ Int. Il est principalement constitué de
terrains sédimentaires carbonatés. Il présenteré@gens tres contrastées avec des zones
totalement rurales et d’autres totalement urbai@edac a subi un processus d’eutrophisation
jusqu’a la mise en place, dans les années 80, pfagramme de restauration. Son statut
trophique est aujourd’hui considéré comme mésotoplotons que depuis quelques années,
le lac se caractérise par une prolifération d'un@nobactérie filamenteuse toxique

Planktotrix rubescens

* Lelac Aydat

Le lac Aydat se situe au sud ouest de ClermoniaRdirdans le Puy de Déme a 825 m
d'altitude (Figure I-6C). Sa surface est de 0,6 ksa profondeur moyenne est de 7 m et sa
profondeur maximale est de 15,5 m. Le bassin verganprésente une superficie de 19,6
km?, est essentiellement recouvert de prairies danmgé volcanique ancienne et de bois
dans sa partie volcanique récente. Le lac Aydalypgiuement eutrophe et développe d’avril

a octobre, un hypolimnion anoxique (Ogier, 1999).
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Figure 1-7: Photo du « Pelagia », bateau océanographique duZ NNKIOZ, institut
océanographique royal des Pays-Bas) (A). Trajdisé2au cours de la campagne Microvir
(B). Les cercles noirs correspondent aux statianstes (moins de 6 heures) et les cercles
blancs surmontés d’'un drapeau correspondent atisrstdongues (24 heures). Les lettres M,
S et K en rouge situent la Manche, le Skagerraé Eattegat, respectivement. Les isobathes
sont également montrées sur la carte.

Water mass Salinity Temperature (°C)
Atantic water > 35 7-15
Atantic water (deep) > 35 55-175
Channd water > 35 6-18
Baltic water 85-10 0-20
Northern North Sea water 340-353 6-16
Central North Sea water 3475-350 5-10
Southern Nerth Sea water 34-3475 4-14
Scoftish coastal water 33-345 5-15
Continental coastal water 3N- 0-20
Norwegian coastal water 32-345 3-18
Skagerrak water 32-35 3-17
Skagerrak coastal water 25-32 0-20
Kattegat surface water 15-25 0-20
Kattegat deep water 32-35 4-15

Figurel-8: Carte des différentes masses d’eau présentes eduMéord et tableau reprenant
la salinité et la température de ces masses dreeid €t al. 1988). L'épaisseur des fleches est
indicative du volume de transport. Les fleches esugorrespondent aux masses d'eau
relativement pures d’origine Atlantique.
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l. 4.3 La Manche et la Mer du Nord (Microvir 2007)

La campagne Microvir s’est déroulée du 2 juilleD2Gu 30 juillet 2007 en Mer du Nord, a
bord du Pelagia (NIOZ, institut océanographiqueataes Pays-Bas) (Figure I-7A).
Le trajet réalisé a débuté a Brest (France) et #esiné a Texel (Pays-Bas), en passant par

les cbtes anglaises, les eaux d’Atlantique Notd 8kagerrak (Figure 1-7B).

La mer du Nord est caractérisée par différentessesad’eau, certaines entrant par le sud et
allant vers le nord et d’autres d’origine atlanggentrant par le nord (Figure 1-8) (Reid et al.
1988). Dans sa partie peu profonde (environ 30n@amment au niveau de la Manche, ces
masses d’eau sont composées d’un mélange d’eaerdetm'eau douce. Dans les zones plus
profondes (de 200 m vers I'Océan Atlantique jusdgd® m au niveau du Skagerrak), nous
retrouvons de I'eau relativement pure d’origineafitique. Ces différentes masses d’eau sont
caractérisées par des salinités s’échelonnant 8r8rpsu dans la Mer Baltique a plus de 35
psu notamment dans la Manche et des températlegd dé 0 °C a 20 °C. Dans les eaux
cétieres, au-dela des estuaires et des fjordsefialle de salinité varie de 32 psu a 34,5 psu,
sauf dans le Kattegat et une partie du Skagerrdkndliience de la Mer Baltique induit des
salinités entre 10 psu et 25 psu, et entre 25 34 psu, respectivement. En dehors des zones
cotieres et surtout dans la partie occidentaleadddr du Nord, les changements saisonniers
de la salinité des eaux de surface (autour de Bp gut relativement faibles. Alors qu’en
hiver, I'eau de la plupart des régions de la MeMaud (excepté les cotes Norvégiennes, le
Kattegat et le Skagerrak) est bien mélangée, mpdeur de la thermocline augmente de mai
a septembre et differe suivant les régions. Erd'#te, elle atteint typiguement 50 m dans la
partie nord et 20 m dans la partie occidentals. Zanes peu profondes du sud de la Mer du
Nord et de la Manche restent bien mélangées toldragude I'année, notamment a cause des
fortes marées. Le Kattegat, le Skagerrak et lessclibrvégiennes sont fortement influencés
par I'apport d’eau douce. La faible salinité detache supérieure empéche le mélange avec
les couches inférieures et provoque une stratifinagtable dans ces régions tout au long de
I'année (Reid et al. 1988).

La circulation et la distribution des différenteasaes d’eau jouent un réle trés important dans

la productivité biologique, ainsi que le transpirta concentration de la matiere vivante.
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Figure 1-9 : Carte du Pacifique Sud montrant les différentsssit’échantillonnage au cours
de la campagne BIOSOPE sur laquelle une carte S&aWeété superposée. La couleur violet
foncé indique de trés faibles valeurs de chlordptaytotale (0.018 mg ).

Les zones HNLC (HNL), du tourbillon Sud PacifigugY(R), de la zone de transition (EGY)
et de l'upwelling (Upw) sont indiquées sur la carte
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l. 4.4 Le Pacifique Sud-Est (BIOSOPE 2004)

La campagne BIOSOPE s'est déroulée dans le PaxiSgd-Est entre Tahiti et les cbtes du

Chili, d’octobre a décembre 2004 (Figure 1-9). Aours de cette campagne, des zones

océaniques tres contrastées ont été échantillonnées

La zone de l'upwellingu large du Chili est caractérisée par des greslagmbiomasse

planctonique trés marqués dus a la complexité desinfjs physiques et a la

dynamique rapide de la réponse biologique.

La zone subéquatorial@u nord des Tuamotu est HNLC (High Nutrient, Low

Chlorophyll) : bien que les éléments nutritifs &et phosphore y soient abondants, la
biomasse y reste faible a cause de la limitation lpafer. Cette limitation est
cependant levée au large des Marquises ou se perdules efflorescences localisées,

sans que l'on en connaisse exactement la cause.

La zone de transitioentre le tourbillon Sud Pacifique et les cbtes Snowericaines.

Cette zone est moins oligotrophe que le tourbiBud Pacifigue mais reste quand

méme moins productive que les zones de I'upwebingubéquatoriale.

Le tourbillon Sud Pacifiquest la zone la plus oligotrophe de lI'océan mors#ibdn les

mesures satellitaires, ce qui a été confirmé larslal campagne BIOSOPE avec
I'observation de maxima profonds de chlorophylfgus de 200 m de profondeur et un
disque de Secchi visible a 72 m (Morel et al. 2007)
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.5 Méthodes utilisées pour I'étude de la structureat@smunautés eucaryotiques

de petite taille

Parmi les techniques permettant une quantificatitms organismes dans les milieux
aquatiques la microscopie et la cytométrie en $lomt les plus utilisées.

La cytométrie en flux est principalement utilisémuple comptage des organismes de petite
taille présents dans le milieu soit a partir dettdluorescence naturelle des organismes due a
leur contenu en pigment (par exemple, la phycoénghchez les cyanobactéries et la
chlorophylle chez les eucaryotes autotrophes)pswit'utilisation de colorant (bactéries, virus
marqués par SYBRGreen | par exemple) (Marie e1299). Cette technique ne permettant
pas une identification taxinomique poussée dearosgies étudiés, elle est utilisée dans le
but de connaitre les abondances et la distribukssngrands groupes d’organismes tels que les
bactéries, les cyanobactérochlorococcuet Synechococcuainsi que les pico-eucaryotes
et nano-eucaryotes autotrophes (Binder et al. 1996sbie et al. 2003).

La microscopie permet I'étude de la composition desimunautés sur la base de critéres
morphologiques. Néanmoins, lorsqu’il s'agit d’organes de taille inférieure a 5 um, les
distinctions morphologiques sont parfois difficiiesause de leur petite taille. C’est pourquoi
la microscopie a épifluorescence est utilisée enllgée avec la technique d’hybridatiom

situ fluorescente couplée a I'amplification du signalSiH-TSA) (Biegala et al. 2003). En
effet, l'utilisation de sondes oligonucléotidiquapécifigues permet d’identifier et de
quantifier les cellules en milieu naturel, l'iddmation des organismes pouvant se faire
jusqu’au niveau de I'espece. C'est par exempleake mour I'espece picophytoplanctonique
Micromonas pusilladont la distribution dans différents milieux maritrés contrastés a éte
étudiée ces derniéres années (Not et al. 2004, 2008). Par cette technique, Foulon et al.
(2008) ont par ailleurs démontré la présence etiipation de niches écologiques spécifiques
de trois clades phylogénétiques au sein de cgfiece.

La quantification des groupes taxinomiques en mil@turel se fait également a l'aide de
'analyse pigmentaire d’échantillons par chromaapirie liquide a haute performance
(HPLC). Cependant, la technique HPLC ne permetidestification des organismes qu’au
niveau de la classe. De plus, la quantificationlaleontribution de chaque classe a la
chlorophyllea totale dépend du contenu pigmentaire, qui estkbisuivant les espéces d’un
méme taxon et selon les conditions environnementaenme lintensité d’éclairement par

exemple (Jeffrey et al. 1999).
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L’étude de la diversité au sein des protistes (gtes unicellulaires) est réalisée
principalement par I'analyse du géne codant poypette sous-unité de '’ARN ribosomal
(ARNr 18S chez les eucaryotes). Plusieurs avantagesfait de ce géne un marqueur
taxinomique de choix (Woese et al. 1987). Le rilmosotraduit les ARN messagers en
protéines et joue donc un role essentiel dansrithege de ces derniers. On le retrouve chez
I'ensemble des eucaryotes. De plus, aucun tranaféral de géenes entre especes n’a été mis
en évidence. Le géne de 'ARNr 18S faisant apprativement 1800 pb, il représente le
meilleur compromis entre la taille et la varialéilile séquences par comparaison aux autres
sous-unités de I'ARN ribosomal (5S et 28S). De ai¢ il permet une discrimination des
organismes a différents niveaux taxinomiques.ut faoter cependant que lorsque I'on désire
distinguer des organismes phylogénétiques treshpmycil est conseillé d’utiliser des
marqueurs plus variables comme le géne codantlparande sous-unité ribosomale (ARNr
28S) ou les ITSr. L'un des avantages de 'ARNr B38la disponibilité d'importantes bases
de données de séquences. Par exemple, en avril 203 séquences eucaryotes d’ARNr
18S étaient disponibles dans la base de donné&AJRruesse et al. 2007).

Parmi les techniques de biologie moléculaire @i pour étudier la diversité eucaryotique
des milieux aquatiques, il y a les techniques dreimpes génétiques (fingerprinting) qui
permettent d’étudier la diversité des organismess @galement de comparer rapidement la
structure des populations microbiennes étudiéeadtée al. 1998). Il s’agit notamment de la
T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polyptosm) et de la DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) (Muyzer et al. 19981;et al. 1997).

Une autre méthode permettant I'étude de la divieddis communautés est le séquencage du
gene de 'ARNr 18S aprés clonage. Les clones sbtgnas a partir d’ADN génomique
extrait d’échantillons naturels. Cette techniquenpm de générer un grand nombre de
séquences. De plus, cette technique permet d’'acééldediversité d’especes non cultivables
et également de produire des bases de donnéesuygrnd étre utilisées pour la conception de
sondes oligonucléotidiques qui pourront étre @ds en hybridationn situ fluorescente

couplée a I'amplification du signal (FISH-TSA).

Au cours de ce travail, des méthodes de biologikoataire, microscopie a épifluorescence
et cytométrie en flux ont été utilisées afin de raitre les abondances et la diversité des
groupes étudiés. Les abondances ont été obtenuedapeytométrie en flux, par la
microscopie a épifluorescence et I'hybridatiorsitu fluorescente couplée a une amplification
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du signal (FISH-TSA)Chapitres|lI, Ill et V). Le clonage-séquencage a été utilisé dans le
but d’étudier la diversité des picoeucaryotes d@awce(Chapitrell).

Le protocole de chaque technique utilisée dansagait est détaillé dansdhnexel.

|. 6 Obijectifs et approche du travail

Nous avons vu précédemment que les Chlorophyta netpagticulier, la classe des
Prasinophyceae ainsi que les Haptophyta étaient deaupes bien représentés dans les

espéces de plancton eucaryote de petite taille.

L’objectif principal de ce travail était d’évaluker contribution des Chlorophyta et Haptophyta
parmi les eucaryotes de différentes classes de thhs des milieux marins et d’eau douce
présentant des statuts trophiques différents. Mooss pu ainsi commencer a répondre a la
question de la dominance de la « lignée rouge eeola « lignée verte » dans les plus petites

fractions de taille et les différents milieux étsli

En milieu lacustre, nous nous sommes intéress@és, wapremier temps, a la caractérisation
et a la distribution saisonniéere et verticale danpton de petite taille du lac d’Esch-sur-Sire
(Luxembourg), avec un intérét particulier pour #atje eucaryote. On s’est ensuite intéressé a
la distribution verticale de la contribution desl@bphyta et Haptophyta aux différentes
saisons au sein de ce lac. Dans un second temps, awwns évalué la contribution des
Chlorophyta et Haptophyta le long d’un gradienphigue sur des échantillons de lacs méso-

oligotrophes a eutrophe€lfapitrell).

La campagne Microvir nous a permis d’acquérir dgsaagtillons répartis entre la Manche et
le Skagerrak en Mer du Nord. Nous nous sommeseisgés tout d’abord a la contribution des
eucaryotes hétérotrophes et autotrophes dans figésedies masses d’eau rencontrées au
cours de la campagne. Nous nous sommes ensuitentofe sur la distribution et la
contribution des Chlorophyta et Haptophyta, aing gur la distribution des dinoflagellés et
des diatomées qui dominent la biomasse phytoplaiigte a cette période de I'année (été)
(Chapitrelll).
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Les échantillons provenant de la campagne BIOSO®ES mont permis, dans un premier
temps, d’étudier la distribution des micro-orgaresnels que les cyanobacteries, les ciliés,
les dinoflagellés et les eucaryotes autotropheshé&érotrophes le long d'un transect
caractérisé par des masses d'eau trés contrastges fyper-oligotrophes a des eaux trés
eutrophes). Dans un second temps, I'évaluation adedntribution des Chlorophyta et
Haptophyta dans les eaux du Pacifique Sud-Estjsaem évidence certaines limites de
I'utilisation de la méthode FISH-TSA, en particulisur des échantillons provenant

d’environnements tres oligotrophé3h@pitre V).
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Communautes planctoniques de
petite taille d’'un lac méso-eutrophe
(Esch-sur-Sdre, Luxembourg)
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II. 1 Résumeé en francais

La caractérisation des communautés planctoniqugsetie taille (0,2 pum — 10 um) du lac
d’Esch-sur-slre (meéso-eutrophe) au Luxembourg arésisée en 2006. Les analyses en
cytométrie en flux nous ont permis de détermineti&ribution des pico- et nanoeucaryotes
autotrophes, ainsi que des cryptophytes et desyacmbacteries le long de la colonne d’eau.
Contrairement a la plupart des lacs, les picoewtesy autotrophes dominaient les
communautés planctonigues et ont montré deux patsddance en avril et en juillet (1,62
10* cell mL* et 7,6 16 cell mL?, respectivement). Leur distribution verticale seitbétre
corrélée avec la température. L’abondance des yarobacteries était basse tout au long de
I'année (400 cell m: maximum). lls ont dominé les communautés plangues uniquement
en octobre lorsque leur maximum fat observé. Ldatridution semblait étre inversément
corrélée aux concentrations en phosphore. Les nanpgtes autotrophes et les cryptophytes
ont montré deux pics d’abondance en avril et drefuil,82 1d cell mL* et 7,9 16 cell mL*
pour les nanoeucaryotes ; 4,2 tell mL* et 1,6 16 cell mL* pour les cryptophytes). Leur
distribution n’a pas montré de corrélation clairee@ les facteurs abiotiques. L’approche
moléculaire nous a permis d’évaluer la diversité&ein des picoeucaryotes (clonage du gene
de 'ARNr 18S) et d’estimer la contribution des @tuphyta et des Haptophyta (FISH-TSA)
parmi les eucaryotes de différentes tailles (iefée a 2 um, entre 2 um et 5 um, supérieure a
5 um). Les deux techniques ont montré que la dantdn des Chlorophyta et des
Haptophyta était faible parmi les organismes pigé®nces derniers étant généralement
dominés par les cryptophytes. La contribution dddof@phyta était généralement plus
importante dans la fraction picoplanctonique efrdation supérieure a 5 um, alors que les
Haptophyta ont montré des contributions plus ingpuds dans la fraction entre 2 um et 5
um. Des pico-haptophytes ont été détectés en hdwgnt la phase d'eau claire et en
automne. La fraction picoplanctonique a montré ileerdité (géne de 'ARNr 18S) la plus
élevée en février et la dominance des taxons nloméen février et en juillet. Les séquences
majeures ont été affiliées aux cryptophytes (29)8Cdiophora (24,5 %), Metazoa (10,7 %)
et Fungi (7,6 %). Les séquences de parasite petemi été detectées dans toutes les banques
de clones mais dominaient seulement en juilletgétant une corrélation avec une présence

plus importante d’h6tes potentiels a cette période.
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SUMMARY

The characterization of the small planktonic comitie (0.2 um — 10 um) of the Esch-sur-
SOre Lake (meso-eutrophic) in Luxemburg was redligeiring 2006. Flow cytometry
analyses allowed us to determine the distributimoughout the water column of autotrophic
pico- and nanoeukaryotes, and those of cryptoplgmnespicocyanobacteria. We showed that
contrary to most lakes, autotrophic picoeukaryakesinated the planktonic communities in
the lake and showed two peaks of abundance in ApdiJuly (1.62 ocell mL* and 7.6 18
cell mLY). Their distribution throughout the water columeesied to be correlated with
temperature. Picocyanobacetria abundance was lmugh the year (maximum 400 cell mL
). They dominated the planktonic communities orfy @ctober when their maximum
abundance occurred. Their distribution seemed tinbersely correlated with phosphorus
concentrations. Autotrophic nanoeukaryotes and toplptes showed two peaks of
abundance in April and July (1.82*1¢ell mL* and 7.9 18cell mL* for nanoeukaryotes; 4.2
10° cell mL™* and 1.6 18 cell mL? for cryptophytes). Their distribution did not shamy
clear correlation with abiotic factors. Moleculgpaoach was used to evaluate the diversity
of picoeukaryotes (cloning of 18S rRNA gene) and gstimate the contribution of
Chlorophyta and Haptophyta (TSA-FISH) among euki@yof different size classes (smaller
than 2 um, between 2 um and 5 um, and larger thamp Both techniques showed that
Chlorophyta and Haptophyta contributions remairesd &mong pigmented organisms, the
latter being generally dominated by cryptophyteblo@phyta contribution was generally
higher for the fractions smaller than 2 um and darghan 5 pm while Haptophyta
contribution was higher in the fraction between @ and 5 pum. Picohaptophytes were
recorded in winter, during the clear water phasd snautumn. The pico-sized fraction
showed the highest 18S rRNA gene diversity in Fatywand the dominance of colourless
taxa only in February and July. The main sequenees affiliated to cryptophytes (29.8 %),
Ciliophora (24.5 %), Metazoa (10.7 %) and Fungb @). Potential parasite sequences were
recorded in all clone libraries and dominated anlyJuly, suggesting a correlation with a

higher occurrence of potential hosts at this period

Keywords meso-eutrophic lake, flow cytometry, TSA-FISH, SLBRNA gene cloning,

eukaryote, picocyanobacteria, small plankton
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Introduction

Small planktonic organisms (0.2 pm — 10 pum) aredonn marine and freshwater ecosystems
with densities which can reach™i&ell mL* (Caronet al, 1999; Sarmentet al, 2008). They
constitute essential components of the microbiafaveb and play significant roles in the
geochemical cycles (Azaet al, 1983; Caroret al, 1999; Stockner & Antia, 1986).
Generally, small planktonic communities of lake® alominated by picocyanobacteria
whatever the trophic status, autotrophic picoeubi@y being often about one order of
magnitude less abundant than picocyanobacteri@Kf¢o, Callieri & Cronberg, 2000). The
latter show generally two peaks of abundance, orepiing and another one in late summer
while autotrophic picoeukaryotes tend to peak dnlyspring or early summer (Stockner,
1991; Weisse, 1993). Most studies in lakes focusethe picophytoplanktonic concentration
at only one selected depth, abundance estimateg tfeerefore not really representative of
the euphotic zone (Stockneral, 2000).

Because of their size, small planktonic organismes difficult to characterize by optical
microscopy. Molecular techniques like 18S rRNA geh@ning and sequencing allow the
analysis of their diversity in several environmegmtisl showed in particular, high phylogenetic
diversity among small eukaryotic population (Di€edros-Alio & Massana, 2001; Richards
et al, 2005; Slapeta, Moreira & Lopez Garcia, 2005). d¢cstudies on French lakes have
reported a general dominance of heterotrophic agithin small eukaryote assemblages
(Lefrancet al, 2005; Leperet al, 2006).

The meso-eutrophic Esch-sur-Sire Lake is a watekidg reservoir situated in Luxemburg.
It has been the focus of many studies, in partrcafabloom-forming cyanobacteria and on
the dynamics of protozoan and zooplankton comnmesiiDohet & Hoffmann, 1995; Jacquet
et al, 2005; Willameet al, 2008; Wille & Hoffmann, 1991). However, no onestexamined
small planktonic communities.

In the present study, we characterized the smatkpbnic communities present in the lake
during a period of one year in order to evaluate $lkasonal changes occurring in these
communities. Flow cytometry allowed us to have ¢kelution of autotrophic pico and nano
eukaryotes as well as those of cryptophytes andcpanobacteria throughout the water
column at different sampling dates. TSA-FISH wagsdu$o evaluate the contribution of
Chlorophyta and Haptophyta among eukaryotes oéwdifit size classes (smaller than 2 um,

between 2 um and 5 um, larger than 5 um). Clonppyaach was used to identify the main
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Table 1 Sampling dates, depth of chlorophyll maximum (DCkhlorophylla concentration
at DCM and clone libraries constructed.

Sampling date DCM (m) Chl a(ugL™ Clone library
22" February 0 1.71 +
23" February 0 1.29

19" April 5 7.85

25" April 0 13.56

27" April 0 15.75 +
2" May 0 4.28

4™ May 5 2.29

23" May 0 2.54

1% June 5 4.4

25" July 0 7.17

27" July 0 7.09

24" October 13 3.07 +
26" October 13 1.83
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phylogenetic groups present at four sampling datethe depth of chlorophyll maximum
(DCM).

Methods

Study site and sampling

The meso-eutrophic lake of Esch-sur-Sdre is locatdide Northern part of the G-D of
Luxemburg. It is monomictic with a maximum depth 46 m. It results from a dam
constructed on the main affluent (Sdre river) ib2%8. The lake stratifies from April to
September. For the main limnological, morphomatriand geographical features of the
Esch-sur-Sare Lake, see Willaraeal (2008).

Samples were taken between February and Octobér f2@® a floating bridge at the center
of the Lake (Lultzhausen station). Sampling datessammarized in the Table 1. Water was

collected with a Ruttner sampler at 6 depths (serfa m, 10 m, 13 m, 17 m, 25 m).

Biotic variables

The water temperature, the pH, conductivity ancellesf dissolved oxygen were
determined with a multiparameter probe (Hydrolab-4)S Water transparency was
determined by Secchi disk. Chemical analyses, ngraehmonium (NH-N), nitrates (N@
N), orthophosphate (P&P), and total phosphorus (Tot P), were performsitigustandard
methods as described in Willaraeal. (2008). Chlorophylh concentrations were obtained by
spectrophotometry after filtration on GF/F Whatnfiters (Arar, 1997).

Flow cytometry analyses

Samples were run after the last sampling (Octobé6Rusing a FACSort flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) withstaedard protocol described in Marie et
al. (1999). Four populations were discriminated onltasis of their fluorescence and size

characteristics: pico- and nanoeukaryotes, picagyacieria, and cryptophytes.

Sampling and nucleic acid extraction

One sample per season was collected in the DCM.eMsamples (1 L) were
prefiltered through 3 pum pore size polycarbonateeré (diameter47 mm, Nuclepore,

Whatman International, Maidstone, UiK) order to separate small organisr@zlls were
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collected on 0.22 um filters (diameter 47 mm, Geinsziences). The filters were covered
with lysis buffer (20 mM EDTA, 400 nM NacCl, 0.75 Mucrose, 50 mM Tris pH 9), frozen in
liquid nitrogen and stored at — 80°C until nucleaid extraction.

For nucleic acid extraction, we added a lysosynietism (final concentration, 500 ug rit).

to the filters and incubated them at 37 °C for 20.Mhen sodium dodecyl sulfate (10%) and
proteinase K (final concentration, 100 pg Miwere added, and the filters were incubated at
37°C for at least 60 min. A cetyltrimethylammonitmomide (CTAB) solution

(3 % CTAB, 1.4 M NaCl, 0.2 % 2-mercaptoéthanol,ni20 EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8)
was added, and samples were incubated at 65°@forirl. Nucleic acids were extracted with
one volume of chloroform/isoamyl alcohol (24:1)e thqueous phase containing nucleic acids
was kept and precipitated by addition of isoprop40® volume). It was stored at - 20°C for
12 h. After centrifugation, the DNA pellet was atb&rinsed (80 % ethanol solution) and
resuspended in 50ul of sterilized MQ water. The DNAd was quantified by NanoDrop

1000 (Thermo Scientific) and nucleic acid extraetse stored at -20°C until analysis.

Eukaryotic rRNA genetic library

Eukaryotic 18S rRNA genes were amplified using femeral eukaryotic primers
Euk328f and Euk329r (Romari & Vaulot, 2004). TheRPRixture (50 ul) contained about 10
ng of environmental DNA, 200 uM of each deoxynuslde triphosphate, 2 mM Mg£110
pmol of each primer, 1.5 U dfaqDNA polymerase (Promega), and the PCR buffer sagpli
with the enzyme. Reactions were carried out in atoraated thermocycler (Applied
Biosystems) with the following cycle: initial denaation at 95°C for 5 min; 30 cycles of
denaturation at 95°C for 1 min, annealing at 57146 sec, and extension at 72°C for 1 min,
30 s; and a final extension at 72°C for 10 min. Afigal products from four individual PCR
reactions were pooled. These PCR products weretassmhstruct one clone library for each
investigated date (Feb, April, July, Oct) by usithg TOPO TA cloning kit (Invitrogen)

according to the manufacturer's recommendations.

rRNA gene sequencing

Between 50 and 100 clones from each library wenelomly picked from different
plates. The presence of the 18S rRNA gene insgrbsitive colonies was checked by PCR
amplification using flanking vector primers (M13hc M13r). Double-stranded plasmid
DNAs from selected clones were extracted with Mgeta Plasmide MiniprepHTS 96 kit
(Millipore).

- 27 -



Table 2 Oligonucleotide probes used in the present study.

Probe name Sequence Target group Reference

EUK1209 5'-GGGCATCACAGACCTG-3' Eukaryotes Giovannoni et al. (1988); Lim et al. (1993)
CHLOO01 5'-GCTCCACGCCTGGTGGTG-3' Most Chlorophyta/Some Non-Chlorophyta Simon et al. (1995)

NCHLOO01 5'-GCTCCACTCCTGGTGGTG-3' Most Non-Chlorophyta/Some Chlorophyta Simon et al. (1995)

CHLO02 5-CTTCGAGCCCCCAACTTT-3' Chlorophyta Simon et al. (2000)

PRYMO2 5'-GGAATACGAGTGCCCCTGAC-3'  Haptophyta Simon et al. (2000)

Fig. 1 Pictures ofChlorella-like cell taken under blue light (top) and UV ligfbottom) on
April 27 in surface (a), picocyanobacteria takemleamgreen light on October 24 in surface
(top) and on June 1 at 5 m depth @}hroederidike cells taken under blue light on June 1 at
5 m depth (c), and haptophyte-like cells taken uidiee light on July 27 at 5 m depth (d).
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A single sequencing reaction using the primer EBkjRomari & Vaulot, 2004) was
first performed for all clones, resulting in 30068 sequences. One clone of each OTU was
selected for full sequencing using vector primard an internal primer, Euk1269r dpez-
Garciaet al, 2003). Fourty six OTUs were totally sequenced.

Phylotype redundancy and species richness werenastl using the program
FastGroupll (Yuet al, 2006). For each clone library, all partial sequesnwere grouped into
OTUs with 80 % of sequence match similarity (somawwequivalent to a 98 % identity
threshold). Rarefaction curve as well as the naaspatric richness estimators Chaol (Chao,
1984; Chao, 1987) and the Shannon-Wiener Index {({8&x) (Shannon & Weaver, 1963)
were generated by the Fastgroupll program for ebmie library.

Phylogenetic analyses

To determine the phylogenetic affiliation of eadqusence, it was compared with
sequences available in databases using BLAST frmrNational Center for Biotechnology
Information (Altschulet al, 1997). All sequences were screened for potewtid@ineric
structures by using the programs Chek Chimera andeyDKIAtools
(http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimeras.cgi?su=S8Lhép://www.keydnatools.com).

FISH associated with tyramide signal amplification

Water samples (45 mL) were prefiltered on 10 pneaze filters (Millipore) in order
to render easier the visualization of small planktixed with 1 % paraformaldehyde (final
concentration) at 4°C for 1h, and immobilized otd um pore size Anodisc (Whatman Int.
Ltd., Maidstone, Kent, UK). The cells were then ylifated in an ethanol series (50 %, 80 %,
100 %, 3 min each; Amann (1995)), dried, and kept88°C in the lab until TSA-FISH
analysis.

The oligonucleotide probes Euk1209, Chlo0O1 and MQhlwere used as a mix in
order to target all the eukaryotes, as well as @hlor Chlorophyta and Prym02 for
Haptophyta (table 2). Whole cefi situ hybridization with TSA amplification was performed
according to Masquelieat al. (Chapitre 1l1).

Counts were performed with an Olympus BX51 epifksmence microscope
(Olympus Optical CO, Tokyo, Japan) equipped witimarcury light source and an x100
UVFL objective. Hybridized cells were observed untue light (490/515 nm) to excite
fluorescein. The parallel DAPI staining on TSA-FISiters allowed us to discriminate

eukaryotic from prokaryotic organisms. Under UV hlig(360/420 nm), eukaryotic cell
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nucleus appeared as a separate blue organellgrékaryotes, no nucleus was visible and
cells appeared uniformly stained. Cells were cleskaccording to three diameter ranges: (1)
smaller than 2 pm, (2) between 2 um and 5 pmaf@jel than 5 um. For each sample, 15 to
30 fields and a minimum of 100 cells were counted.

Pictures were taken with a Spot RT-slider camernadbostics Instruments, Sterling
Heights, MI) on samples (50 mL) fixed with glutatahyde (0.25 % final concentration),
filtered through 0.8 um pore size black filtersaiséd with 50 pL of 4’6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, 5 pg mit final concentration) and stored at — 20 °C urii$ervations
on the BX51 Olympus microscope (Fig. 1).

In order to validate our microscopy counts, we carad them to counts of eukaryotes
done by flow cytometry. There was a relatively gauadrelation between the two methods,
such that global distribution trends were identi¢dbwever, slope was significantly larger
than one (y = 1.82x ; R0.73; n=52) indicating that microscopy was undémeating actual
concentrations as observed in the other envirorsnarestigated. This could be due to poor
filter conservation. Tests made on environmentahas showed that eukaryote cells
counted on filters stained with DAPI were 2 timewér after one month of storage at -20 °C
than initially and then stabilized (data not showim) contrast, tests made on cytometry
samples showed no discrepancy between countsaédalithin one year (data not shown).
However, despite the discrepancies obtained betveggmmetry and microscopy counts,
distribution patterns were similar with both metkod

Results
Physical and chemical environments

The temperature fluctuated between 2.4 °C and 2@hfQughout the study period
(Fig. 2a). Thermal stratification appeared in Amrith a thermocline around 3 m depth.
The percentage of oxygen saturation exhibited dicakrdistribution closely related to
temperature pattern (Fig. 2b). The water column satsirated from February to June. On
July 27, saturation decreased in the epilimniotess than 50 % at 10 m depth. On October
24, saturation decreased from 80 % in the upparléds m-layer) to practically zero at the
bottom. The pH did not vary importantly in wintendaautumn, whereas from April to July,
higher values were observed in the surface layjgrnmaxima (9.56 on April 27 and 9.76 on

July 27) coinciding with those of the chlorophydl concentration (Fig. 2c and 3e).

-29-



Feb Apr May June July Oct

100
90
80
70
60

50

UE
0
0.3
0.25
0.2
N 0.15
0.1
| &

S 10.05
5

g

0

w
Ocean Data View
N
o

Depth (m)

Depth (m)

Feb Apr May June July Oct

Fig. 3 Temporal evolution of vertical profiles of conceattons of nitrates (UM) (a),
ammonium (uM) (b), orthophosphate (uM) (c), totabgphorus (uM) (d), and chlorophwll
(ug LY during the study period (2006) in Esch-sur-SOmkd. Legend as in Fig. 2.



Chapitl : Lac d’Esch-sur-Sire

The conductivity fluctuated between 161 puS'com July 27 and 210 pS ¢hon February 22
with only minor vertical variations (Fig. 2d). Itag slightly greater next to the lake bottom
from February to June while the opposite pattera alzserved in July.

Ammonium concentrations fluctuated between 0.044 ahi 6.43 pM, whereas
nitrates ranged from 46.77 uM to 97.09 uM (Fig.a®a 3b). Maximum concentration of
orthophosphate and total phosphorus was 0.28 puMebnuary 23 and 1.61 pM on February
22, respectively (Fig. 3c and 3d). Nutrient concatiins revealed distinct vertical gradients
from early stratification to the end of summer. Cemtrations of nitrates did not vary
drastically between surface and bottom during thdysperiod, whereas orthophosphate and
total phosphorus concentrations were lower in tpdinenion from April. In contrast,
ammonium concentrations were higher in the upparl&rom April to the end of summer.

Chlorophyll a was maximum on April 27 (15.753 pg'L (Fig. 3e). A subsequent
decrease was observed until the end of May, anddugl increase followed during summer,
with a second peak observed on July 27 (7.1 Pig The lowest value for water transparency
was observed on April 27 (1.7 m) whereas the cledier phase appeared at the beginning of
June with a maximum transparency of 5.9 m (Fig.Dd)ing the study period, transparency
showed an opposite trend to chloropteyllvith minimum when chlorophyk was maximum
(Fig. 4).

For the rest of the paper, we focus on 5 samplatgslcharacterizing the different
patterns of physical and chemical factors occudwaihg the study period: (1) 22February
with homogenous vertical distribution for all phyaii and chemical factors, (2) 2April
with stratification and chlorophyla maximum, (3) 1 June when the clear water phase
occurred, (4) 27 July with a second peak of chlorophgland a stronger stratification than in
spring, (5) 24 October which showed homogenous vertical distidiouexcept for oxygen

saturation with an anoxic zone occurring betweem2dnd 25 m.

Dynamics of the autotrophic planktonic communities

Picophytoplanktonic cells were dominated by autio picoeukaryotes from
February to July. They were dominated by picocyactdria only in October (Fig. 5).
Autotrophic picoeukaryote abundance ranged frorg 1 cell mL™* on October to 1.62 10
cell mL™* on April. Two peaks of abundance were recordegioweukaryotes, one in April (5
m) and another one in July (7.6°X®Il mL* at 5 m). Picocyanobacteria abundance was very

low from February to June with less than 20 cell’mln July, a peak of picocyanobacteria
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(350 cell mLY) was observed at 5 m while in October, its cormegion remained constant
from the surface to 20 m with values around 400roél*, and then decreased to less than 20
cell mL™* at 25 m. Picocyanobacteria cytogram (orange vsfltedescence) seemed to be
similar to the one ofynechococcusells from marine environments. However, microgcop
observations on DAPI staining filters showed theusence in the most of samples of orange
fluorescing picocyanobacteria with slightly rod paaand diameter between 0.5 um and 1.5
um with division in one plane (Fig. 1b on top), gagting that the picocyanobacteria
belonged to the genuSyanobiumas previously shown by Willamet al. (2006). In June
samples, picocyanobacteria of larger size (Figodlhe bottom) which could belong to the
Synechococcus group (Komarek, 1996), were observed, suggestidmat ttwo
picocyanobacteria populations could occur durirgstudy period.

Autotrophic nanoeukaryotes abundance ranged frommefiganL™* in July to 1.82 10
cell mL™* in April. Two peaks of abundance were also rectyame in April (surface) and
another one in July (7.9 i@ell mL* at 5 m). Among autotrophic nanoeukaryotes, we
observed diatoms aSyclotellawhich seemed to be more abundant in spr8afroederia
like cells and Chlorella-like cells which seemed to be more abundant ineJand July,
respectively (Fig. 1a and 1c) and haptophyte-ligkscwhich seemed to be more abundant
also in July (Fig. 1d)

Cryptophyta abundance showed two peaks in Aprd M cell mL* in the surface)
and July (1.6 1bcell mL* at 5m). Lowest concentrations were recorded ire Juring the

clear water phase.

The relative abundance of different groups inveséd by flow cytometry showed
that picoeukaryotes accounted for more than 60 %hefpopulation from February to June
throughout the water column, except in April, inrffage where nanoeukaryotes dominated
with 60 % of relative abundance (Fig. 6). In Jugntribution of picoeukaryotes decreased in
the 10 m-layer benefiting nanoeukaryotes and cppttes but reached more than 60 % at the
lake bottom. Picocyanobacteria accounted for lhas tL % from February to June. Their
relative contribution was higher in July with 13.9% at 10 m depth and reached 50 % in
October. In anoxic zone below 20 m in October, pyamobacteria contribution fell to 3 %
and picoeukaryotes dominated again the populakan b and 6). Cryptophyte contribution
was lower in February (from 2 % to 4.5 %) and betgaincrease in April and June with 14 %

in surface and 13 % at 5 m, respectively.
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In July its contribution increased from the surfacel0 m (from 10 % to 20 %) and then
decreased progressively to the bottom (from 13 %l%0%). In October, cryptophytes
accounted for 15 % of all autotrophic populatidm®tghout the water column.

Composition of the small eukaryote community
TSA-FISH analyses

TSA-FISH realized with the mix of 18S rRNA probdsuk1209+Chlo01+NChlo01)
yielded percentage of hybridization (ratio betweekaryotes hybridized with the mix of 18S
rRNA probes and eukaryotes stained with DAPI cadinteder UV light) ranging from 9 %
(in July) to 95 % (in June) with an average valti®® %. For the rest of the paper, we took
into account contribution of Chlorophyta and Hapigia for samples which present a
percentage of hybridization of 50 % in minimum. @verage, 10.8 % and 0.7 % of total
eukaryotes were hybridized with Chlorophyta and tdppyta probes, respectively. The
maximum value was observed in June for the Chlomapr8 %), and in July (6 %) for the
Haptophyta (Fig. 7).

For eukaryotes smaller than 2 pm, the percentapgloidization varied from 8 % (in
July and October) to 94 % (in February, April anthe)) with an average value of 58 % (Fig.
8a). On average, 9.1 % of picoeukaryote cells lggddrto Chlorophyta, and 0.03 % belonged
to Haptophyta. Maximum contribution was observedune for both groups with 100 % for
chlorophytes, and 0.67 % for haptophytes. Picodmpttes were observed in June but also in
February and October (samples with less than 50 Bglwidization with the mix of probes).

For eukaryotes between 2 um and 5 um, the peraofdybridization ranged from 4
% (In July) to 97 % (in October) with an averagdueaof 62 % (Fig. 8b). On average,
chlorophytes and haptophytes accounted for 6 % lfh@ % of hybridized eukaryotes,
respectively. Maximum contribution was observedume for chlorophytes (21.6 %) and in
July for haptophytes (13.8 %).

Eukaryotes larger than 5 pum showed hybridizatisomf3 % (in July) to 100 % (in
April, June and October) with an average value®#®&6 (Fig. 8c). On average, chlorophytes
and haptophytes contributed for 14 % and 1.5 %ukfgyotes larger than 5 um, respectively.
Maximum contribution was observed in June for obpdrytes (100 %) and in October for
haptophytes (36 %).
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The larger differences observed between total gokes counted and eukaryotes
hybridized with the mix of probes in some samplesld be due to (1) the presence of a
larger part of cells refractory to the permeabtlaa, and to (2) a low quantity of ribosomal
RNA for some cells. Tests realized on differentunds from the Roscoff Culture collection
(RCC) did not show any hybridization on Trebouxippdae cells despite several procedures
of permeabilization tested (Pernthaler, Pernth&l&mann, 2004) (data not shown). The wall
of some Trebouxiophyceae likehlorellais composed of layered microfibrils of amino sugar
(glucosamine) (Nemcova & Kalina, 2000). This resistwall could therefore stop the
penetration of probes inside the cell. Trebouxia@ae are encountered in most lakes
(Fawley, Fawley & Buchheim, 2004; Hepperle & Scleleg2002). The presence of
Trebouxiophyceae cells could explain in part, the éfficiency of hybridization obtained for
some samples. For July samples, microscopy obsemgashowed a higher abundance of
Chlorella-like cells in the 5 m-layer while cloning approashowed only one sequence of
Trebouxiophyceae in February. However, less tha®olbf hybridization with the mix of
probes (Euk1209+Chlo01+NChlo01) was obtained fdy 3amples in surface and at 5 m
depth. That suggests th&hlorellalike cells observed by microscopy could be real
Trebouxiophyceae cells also refractory to the exima step for cloning approach. Lower
hybridization efficiency for some samples couldab& due to a lower quantity of ribosomal
RNA inside of cells, leading to a weaker and nathte fluorescence. That could be the case

in October in the anoxic zone, for example.

18S rRNA libraries

Rarefaction curves provide an estimate of phylotgpeersity relative to sampling
effort. The highest diversity was observed on Falyult decreased from July to April (Fig.
9). The groups present in all clone libraries wérgptophyta, Ciliophora, and Chlorophyta
(Table 3). Ciliophora represented from 8 % (in July 46.8 % (in February) of clones.
Cryptophyta represented 6.5 % of clones in Febrummg reached 65.4 % in April.
Chlorophyta reached 12 % of clones in July butesgnted less than 10 % of clones at the
other dates. Chrysophyceae sequences were redar&etiruary (19.35 %) and in April (3.8
%). Fungi, Cercozoa and Metazoa represented 16380 land 27 % of clones in July,
respectively. Sequences of Cercozoa have been fonigdn July while Fungi and Metazoa

sequences were also found in February (6.45 %) iandpril (1.9 %), respectively.
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Table 3 Number of clones belonging to each OTU in genabcaties and phylogenetic

affiliations of the representative clones sequenced

Division Class oTuU Closet relative Sin}ﬂ/e;)rity No. Of clones in library
22 February 27 April 27 July 24 October
Chlorophyta Chlorophyceae 220206.042 Chlamydomonas noctigama 98 2
270406.032 Chlamydomonas noctigama 96 1
270706.096 Ankyra lanceolata 99 10
270706.092 Neochlorosarcina pseudominor 92 1
270706.026 Chlamydomonas rienhardtii 93 1
241006.007 Chlamydomonas rienhardtii 91 1
Prasinophyceae 220206.032 Crustomastix sp. 94 1
Trebouxiophyceae 220206.010 Choricystis sp. 99 2
Cryptophyta Cryptophyceae 220206.047 Teleaulax amphioxeia 98 1
220206.018 Cryptomonas curvata 98 1
220206.005 Chroomonas sp. 88 2
270406.046 uncultured cryptophyte clone 98 1
PFF1AU2004
270406.007 uncultured cryptophyte clone 05M82r.07 97 1
270406.013 Cryptomonas paramecium 99 1
270406.029 Cryptomonas sp. 99 18
270406.048 Geminigera cryophila 98 16
270706.023 Teleaulax amphioxeia 96 1
270706.067 Cryptomonas sp. 99 13
270706.101 Geminigera sp. 99 1
241006.003 Geminigera sp. 99
241006.004 Plagioselmis sp. 95
241006.040 Cryptomonas curvata 99 17
241006.028 Teleaulax amphioxeia 94 2
Stramenopiles  Bacillariophyta 220206.051 Encyonema caespitosum 99 1
Chrysophyceae 220206.020 Spumella sp. 99 11
270406.049 Ochromonas tuberculata 96 2
220206.052 Mallomonas sp. 96 1
Dictyochophyceae 241006.039 uncultured eukaryote clone CD8.07 96 1
Alveolata Dinophyceae 220206.046 Woloszynskia pascheri 99 1
241006.016 uncultured alveolate clone 98 1
PAB12AU2004
270706.061 Gymnodinium beii 95 4
270706.070 Pentapharsodinium tyrrhenicum 95 1
Haptophyta Prymnesiophyceae 220206.003 Chrysochromulina parva 99 1
220206.050 Isochrysis sp. 93 1
270406.050 Chrysochromulina parva 99 1
270706.022 Chrysochromulina parva 99 2
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Table 3 (continuation) Number of clones belonging to each OTU in genekicaties and

phylogenetic affiliations of the representativenge sequenced.

Division Class oTU Closet relative Sim(ig}al)rity No. Of clones in library
(
22 February 27 April 27 July 24 October
Fungi 220206.054 uncultured eukaryote clone BSR1LEO7 95 1
270706.019 Cryptococcus aquaticus 83 1
270706.083 uncultured fungus 85 3
270706.024 Hyaloraphidium curvatum 88 1
270706.089 Uncultred funfus 90 5
Chytridiomycota 220206.038 uncultured fungus 93 2
220206.048 Chytridium sp. 88 1
270706.017 uncultured fungus 91 4
270706.032 Rozella allomycis 95 2
Stamenopiles Oomycetes 270706.057 Lagenidium gigantum 98 1
220206.043 uncultured kathablepharid clone 98 1
Katablepharidophyta  Katablepharidaceae CH1 5A 4
270406.038 uncultured kathablepharid clone 99 1
CH1 5A 4
241006.012 uncultured eukaryotic picoplankton 99 1
clone P34.10
Metazoa Arthropoda 270406.002 Eudiaptomus gracilis 99 1
270706.054 Eudiaptomus gracilis 99 27
Choanoflagellida Choanoflagellida 220206.015 Sphaeroeca volvox 96 1
Alveolata Apicomplexa 270706.033 Colpodella edax 98 1
Ciliophora 220206.011 Askenasia sp. 92 1
220206.062 Rimostrombidium lacustris 98 1
220206.022 uncultured alveolate clone 96 1
PAA9AU2004
220206.017 uncultured eukaryote clone LG17-12 98 2
220206.014 uncultured alveolate clone 98 7
PAC12AU2004
220206.040 Rimostrombidium lacustris 98 12
220206.008 uncultured eukaryote clone LG01-11 98 5
270406.035 uncultured alveolate clone 98 2
PAB8AU2004
270406.010 Strobilidium caudatum 94
270406.034 Askenasia sp. 99
270706.080 Askenasia sp. 99 1
270706.072 Halteria grandinella 98 5
270706.082 Strombidium sp. 97 1
270706.039 uncultured alveolate clone 98 1
PAB10AU2004
241006.014 Dileptus sp. 98 10
241006.024 Rimostrombidium sp. 96 2
241006.010 Gonostomum namibiense 93 1
241006.020 Strombidium sp. 98 1
241006.002 Varistrombidium sp. 99 1
241006.001 Halteria grandinella 96 1
241006.037 uncultured alveolate clone 98 2
PAA9AU2004
220206.024 uncultured alveolate clone 99 2
Perkinsea PAB5AU2004
270706.028 uncultured cercozoan clone 91 13
Cercozoa PCA3SP2005
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Haptophyta, Dinophyceae, Bacillariophyta, Dictyoghpceae, Oomycetes, Apicomplexa,
Perkinsea, Choanoflagellida and Katablepharidacepeesented less than 5 % of clones
when they were recorded. Some of them were foug inrone library like Bacillariophyta
(February), Dictyochophyceae (Ocober), Oomycetes/XJApicomplexa (July), Perkinsea
(February), and Choanoflagellida (February). Habyo®, Dinophyceae and
Katablepharidaceae sequences were found in thmegiés.

We classified clones in three categories: pignter{Butotrophic or mixotrophic),
colourless (heterotrophic), and undeterminate basedheir closest relative (Table 4). In
February and July, less than 50 % of clones wdileatdd to pigmented lineages (22.6 % and
34 %, respectively) while in October and April, 526 and 73 % of clones were considered

to be pigmented, respectively.

Discussion

Dynamics of the autotrophic planktonic communities

While in most eutrophic lakes investigated to dagtesocyanobacteria generally
dominated the picoplanktonic community (Hepperl&g&enitz, 2001; Malinsky-Rushansky,
Berman & Dubinsky, 1997), in Esch-sur-Shre Lake, wlserved a dominance of
picoeukaryotes, except in autumn. Burns & StocKaé01) already showed the same trend
for one eutrophic and one mesotrophic lakes in Mealand. Generally, picoeukaryotes tend
to show a single population peak in spring or ealynmer (Fahnenstiedt al, 1991;
Stockner, 1991). In the present study, the dynamwiicsukaryotic picoplankton showed two
peaks of abundance, one in spring and a lowerrosemmer.

In the same way, picocyanobacteria show generally peaks of abundance in
temperate lakes, one in spring and another onaterdummer (Weisse, 1993jowever,
some studies in 7 Danish lakes and several Canddkes showed only one peak of
abundance in summer or autumn (Pick & Agbeti, 199dndergaard, 1991). In our case, a
higher abundance was observed in autumn but caatienis remained very low (maximum
400 cell mLY). Counts by cytometry realized on samples from Misp showed very low
concentrations (less than 30 cell WL (data not shown). Very few colonies of
picocyanobacteria were observed by microscopy (datat shown). Colonial
picocyanobacteria tend to be more abundant in reasoephic lakes, in particular in summer
(Stockneret al, 2000).
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Table 4 Diversity of pigmented and colourless small euktggan clone libraries from Esch-
sur-Sare Lake.

Division No. Of OTUs (clones) in library
22 February 27 April 27 July 24 October
Overall total 25 (62) 13 (52) 23 (100) 15 (47)

Pigmented
Alveolata 1(1) 2(5)
Chlorophyta 3(5) 1(1) 3(12) 1(1)
Cryptophyta 34 2(34) 3 (15) 4 (25)
Haptophyta 2(2) 1(1) 1(2)
Stramenopiles 2(2) 1(2) 1(1)

Total 11 (14) 5(38) 9 (34) 6 (27)
Colourless
Alveolata 8 (31) 3(9) 5(9) 7 (18)
Cercozoa 1(13)
Choanoflagellida 1(1)
Cryptophyta 1(1)
Fungi 34 6 (16)
Katablepharidophyta 1(1) 1(1) 1(1)
Metazoa 1(1) 1(27)
Stramenopiles 1(11) 1(2)

Total 14 (48) 6 (12) 14 (66) 8 (19)
Undeterminate
Alveolata 1(1)
Cryptophyta 2(2)

Total 2(2) 1(1)
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However, most colonial picocyanobacteria being eddbd in diffuse mucilage with size
generally larger than 20 um, the lack of coloniaopyanobacteria could be due to the
prefiltration on 10 um filter realized on our misompy samples.

In the present study, picoeukaryotes and picocyactebna showed opposite pattern
than those generally observed in temperate |dBéferent factors influence the distribution
of picoplankton: (1) pH, (2) light, (3) temperaturg4) nutrients, (5) grazing.
Picocyanobacteria are not common in lakes with a<pld, where their replacement by
picoeukaryotes occurs generally (Sgndergaard, 19@tkner & Shortreed, 1991). The pH of
Esch-sur-Sare Lake was always neutral or alkalurend the study period. Therefore, the pH
can not explain the distribution patterns obserfeggicoplankton. Picoeukaryotes increased
with temperature, their highest abundance occuiririge epilimnion. Vertical distribution of
orthophosphate and picocyanobacteria concentratbawed opposite patterns. The highest
abundance of picocyanobacteria occurred when twesbconcentration of orthophosphate
was observed, confirming the preferential growtlpicbcyanobacteria in environments with
higher N:P ratios (Stocknet al, 2000). However, grazing could also play an imgatrtrole
in the distribution of picoplankton. Jacquetal. (2005)showed the occurrence of three main
periods of ciliate development in Esch-sur-Sired_dlring the year 1999: in April, in May,
and in July. The ciliate community was charactetibg the predominance of small cells (<
20 pm and between 20 um and 35 pum) which can bertemi picoplanktivores in lakes
(Callieri, 2001; Simelet al, 1995). That suggests that the dynamics of picdgéen could
not be explained by one factor in particular bulyix of all these factors.

Autotrophic nanoeukaryotes and cryptophytes shotwexd peaks of abundance like
picoeukaryotes. Their vertical distribution did rsbiow clear correlation with abiotic factors.
Relative abundance showed that nanoeukaryotes dtedithe algal population in the surface
in April, producing the maximum of chlorophylobserved during the study period.

Composition of the small eukaryote community

The highest 18S sequence richness was recordezbmidry (Fig. 9). This agrees with
the SW index but not with the Chaol factor whicts\wkégher for July library. The SW index
combines estimates of richness (the total numberibaitypes) and eveness (the relative
abundance of each ribotype) (i al, 2006). Therefore, it is usually used as an oleral
indicator of the level of diversity in a sample.ef@haol factor is based on the number of

rare ribotypes (singletons and doublets) within amgle (Yu et al, 2006).
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In July library, the ratio singletons/doublets lgetmgher (12/2) than in February (15/6), that
explains the higher value of Chaol factor (59) i@ for July while the number of
ribotypes was slightly higher in February (25 rigmes in February vs 23 ribotypes in July).

Dodsonet al. (2000) showed that the highest biodiversity tenealccur in lakes with
relatively low productivity. In the Esch-sur-Sarake, the highest richness occurred in winter
while periods known to be more productive as spand summer showed lower richness.
April library showed the lowest richness, corregfing to the spring phytoplankton bloom in
Esch-sur-Shre Lake characterized by the dominarfc€rgptophyta and diatoms and

considered as the most productive period (Dohetofrhann, 1995).

Among pigmented eukaryotes, some taxa were enaaahi@ all clone libraries:
Chlorophyta and cryptophytes. Chlorophyta sequenoesinated the pigmented organisms
only in February (35.7 %). The cloning and the FI8idthods showed that Chlorophytes
were always present during the study period (Fignd Table 4). TSA-FISH results showed
very low chlorophyte contributions whatever the ttleponsidered, except in June in the
surface and at 25 m depth where 51 % and 78 %lofaghytes were observed, respectively
(Fig. 7). In June, picochlorophytes dominated atR8epth. Ammonium concentration being
less than 0.5 uM at this depth, picoplanctonicscetiuld be more advantaged to growth at
this depth because of their surface/volume raticomparison with larger chlorophytes which
were found in the upper layer and principally repreged byschroederidike cells (Fig 8).

The low proportion of Chlorophyta encountered insinreamples is in agreement with results
obtained by our molecular approach and with previstudies in lacustrine systems (Lefranc
et al, 2005; Lepere, Domaizon & Debroas, 2008). Excepipril, TSA-FISH results at the
DCM for the fraction smaller than 2 pum showed tlchtorophyte contributions were
underestimated by cloning approach. Previous studlieady suggested an underestimation
of plastidic forms in samples by using moleculathod based on PCR with 18S primers of
eukaryotes (Lepéret al, 2008; Savinet al, 2004). Their lower contribution could be
explained by significant differences in 18S rRNAgecopy number occurring in microalgae,
ranging from 1 copy inNannochloropsisto over 1000 copies in some nanoplanktonic
dinoflagellates (Zhet al, 2005).
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The presence @chroederidike cells was observed in our samples with higitmrndance in
summer. Although on8chroederissequence is available in Genbank, July library&tb10
sequences of Chlorophyta affiliatedXokyra lanceolatavith higher similarity (99 %) than
with the Schroederiasetigerasequence (89 %). It could be due to a wrong afidn of
sequences from Genbank or to a wrong identificatyppmicroscopyAnkyraandSchroederia
are closely related and characterized by asexpebdection by zoospore emission. The
shape of these organisms is very similar. HoweAekyracells are characterized by a curved
bifid extension which can be not detected on sgoeeiss (John, Whitton & Brook, 2002).
Therefore, the affiliation of sequencesfiokyra lanceolataould suggest th&chroederia
like cells observed by microscopy couldAsekyracells. Although it is well known that the
prefiltration process allows the passage of caligdr than nominal pore sizes (D&dzl,
2001; Malinsky-Rushanskst al, 1997), the presence of sequences of this organtsoh
can make between 35 pm and 150 um long in clonglsavbtained after prefiltration on 3
pum could be due to the presence of zoospores.

Cryptophyte sequences dominated from April to Oetoffrom 44.1 % to 92.6 %).
The presence of cryptophytes in the small planktdraction and its dominance of the
pigmented organisms agree with previous studies flacustrine systems (Lefraret al,
2005; Lepereet al, 2008). Cytometry resultshowed cryptophyte contributions to eukaryote
population ranging from less than 1 % in June td 34 in October. Only contributions found
in October are in agreement with contributions negted in other lacustrine systems by
microscopy (Lepereet al, 2008; Samuelsson & Andersson, 2003). Our cloranglysis
showed that pigmented Cryptophyta represented %.4% sequences in February, 65.4 % of
sequences in April, 15 % of sequences in July &h@ % in October, suggesting a higher
contribution of pigmented Cryptophyta in April ar@ctober than previously shown by

cytometry.

Other pigmented taxa (Haptophyta and Bacillarioglay) contributed to less than 5 %
of the clone libraries. One sequence was affilidtethe nanoplanktonic diatoEncyonema
caespitosumTSA-FISH method showed the presence of haptophgteeach sampling date
but they occurred in low proportion (Fig. 8). Tiésn agreement with results obtained by our
molecular approach and with previous studies iudame systems (Lefranet al, 2005;
Lepereet al, 2008).
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Some haptophytes were observed in February, Juthéatober in the smaller than 2 pum
fraction (Fig. 8a), but most of time they were fdun the size fraction between 2 um and 5
pum (Fig. 8b). Only a dozen of haptophytes specieskaown from freshwater or terrestrial
habitats (Johret al, 2002). Their size ranges generally between 2 poh 20 pm and
sometimes reaches 50 pmyMmenomonas roseglaOnly one speciesChrysochromulina
parvawhich was recorded in three libraries, can preaesite smaller than 2 um. In October,
the haptophyte population was dominated by cetlgelathan 5 um and that they accounted
for 36 % of large eukaryotes in surface (Fig. &tdptophyte blooms have been previously
recorded in different lacustrine systems (Hansamstiénsen & Rasmussen, 1994; Nicholls,
Beaver & Estabrook, 1982). However, the presemtystwggests that they are always a minor
contributor of phytoplankton population in Esch-8ire Lake. One sequence of Haptophyta
affiliated to the marine specidsochrysissp. was recorded in February, but with a low
percentage of similarity (93 %), suggesting thespme occurrence of a new species not yet

described in freshwater.

Other groups besides cryptophytes contain both @iged and colourless organisms
such as Dinophyceae or Chrysophyceae. Dinophyceae recorded in February, July and
October. The highest contribution of Dinophyceagusece was recorded in July which is in
agreement with a previous study in Esch-sur-Sar&elLahowing the dominance of
Dinophyceae in summer (Wille & Hoffmann, 1991). Dpiyceae have previously been
found in the small eukaryote fraction in marine aneéshwater environments (Lepére,
Domaizon & Debroas, 2007; Moon-van der Staay, Dect& & Vaulot, 2001). The
detection of dinophyceae in this planktonic fractmuld be the result of filtration problems
(Diezet al, 2001; Malinsky-Rushanskst al, 1997). However, one sequence of Dinophyceae
was affiliated to an uncultured alveolate clone ahhcould correspond to an unidentified
small Dinophyceae (Lefranet al, 2005; Lepéreet al, 2007; Moon-van der Staast al,
2001).

Chrysophyceae were recorded in February and Apridl anly three OTUs were
identified Spumella sp., Ochromonas tuberculataMallomonas sp.). In February, 11
sequences of the typical colourless Chrysophy&aemellasp. have been recorded. This
taxon has been reported to be generally commorrashiater (Boeniglet al, 2005).
Although the cloning appraoch showed that Chrysophg were present in Esch-sur-Sire
Lake, they did not dominate the small eukaryoteupaton.
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Several studies previously identified this groupthim small eukaryote communities as
recurrent but not dominant (Lepéeal, 2006; Richardst al, 2005; Slapetat al, 2005).

Colourless taxa were principally constituted ofidiihora and potential parasite
sequences. Ciliophora sequences were found inbadriles. They dominated the colourless
taxa in February (60.4 %), April (75 %) and in parkar in October (94.7 %).

The presence of Ciliophora sequences in the fdwaries is in agreement with a previous
study showing the presence of nano ciliates dualhghe year in the Esch-sur-Sidre Lake
(Jacquetet al, 2005). However, while Jacquet al. (2005) showed that the abundance of
ciliates was low in winter and highest in sprinigning approach showed the opposite pattern
with contribution of 46.8 % and 17.3 % of Ciliophosequences in February and April,
respectively. Most of the sequences affiliated ttioghora in the present study were
previously recorded in Jacquet al. (2005) by microscopy aStrobilidium sp., Askeniasp.,
Halteria grandinella and Strombidiumsp.. However, some species Bsnostrombidium
lacustris Dileptussp., andvaristrombidiumsp. were detected only by the cloning approach
in the present study. The detection of Ciliophardahe fraction smaller than 2 um could be
due to filtration problems, or could correspondutadeterminated small ciliates (Lefraet

al., 2005; Lepéret al, 2008).

As previously shown in other lacustrine systemdrére et al, 2005; Lepereet al,
2006; Lepéreet al, 2008), sequences belonging to potential partesie were recorded in the
4 libraries of Esch-sur-Sire Lake. However, thes@ tonly accounted for a large fraction of
heterotrophic organisms in July, suggesting a adgul by parasitism in summer. In the
present study, potential parasite taxa were afifian majority to Fungi and Cercozoa while
in previous studies in mesotrophic and eutrophkeda they were affiliated in majority to
Fungi and Perkinsea (Lefrarat al, 2005; Lepéreet al, 2008). Fungi were identified in
February and July. Chytridiomycota contributed 4&r % of Fungi sequences. Chytrids are
characterized by free swimming zoospores (2-5 puntheir reproductive stage (Kagami &
Urabe, 2002). They are known to be parasites imskaine systems, in particular, of
Chlorophyceae, Chrysophyceae and diatoms (Ibekbgd, 2004).Therefore, as previously
suggested by Lefranet al. (2005), Chytrids could participate in regulatinganktonic

populations by parasitism.
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The Cercozoa are a complex group of eukaryotesstitoied of a wide variety of
organisms and including some of the most abundanpimotosynthetic amoebae, flagellates
and plasmodiophorid plant pathogens known. Contraryepéreet al. (2006) who showed
the dominance of small eukaryote population of LBl®in (oligomesotrophic) by Cercozoa
all year-long, they were recorded only in July sBtR-sur-Sdre Lake and contributed for 13 %
of the July clone sequences. It is equivalent éoGlkrcozoa sequences contribution found by
Lefrancet al. (2005) in the eutrophic Lake Aydat in August 2@0Q %).

Katablepharidaceae sequences were recorded ia libraries (February, April and
October). Katablepharids are predatory heterotmpiagellates which are significant
component of freshwater and coastal food webs ({Aehndal, 2000). Their relationship to
other eukaryotic groups remained uncertain, althaugst authors suggested an affinity with
cryptophytes (for a review see Okamoto & Inouye)20A recent study based on available
sequences of cultured and environmental Katableggdhahowed three distinct lineages
(Slapeta, Lopez-Garcia & Moreira, 2006). The fiasid second lineages regrouped marine
species while the third one comprised only phyles/from freshwater environments, with no
related sequences from morphologically describeda.taThe three sequences of
Katablepharids detected in the present study wiihated with the latter.

Perkinsea are composed of parasitic protists a@#itl to the alveolates and could play
a role in controlling algal populations. Sequeraiifiated to Perkinsea were detected only in
February and contributed only for 3.2 % of Februelgne library. A previous study on
lacustrine systems differing by their trophic ssatbserved Perkinsea sequences only in the
eutrophic system with a higher contribution (59.5t@n in Esch-sur-Sdre Lake (Lefraet
al., 2005). A recent study in Lake Bourget (mesotiopshowed contributions of Perkinsea
of 2.5 % in May and 30 % in August (Lepéxteal, 2008).

One sequence of Oomycetes affiliated.égenidium gigantuma parasite of mosquito
larva has been found in July. Such sequences haslg been detected in lacustrine systems
(Richardset al, 2005; Slapetat al, 2005). Oomycetes also known as water moulds are a
group of filamentous, unicellular Heterokonts, phglly resembling fungi. They produce
free swimming spores and some of them could bespiasaof plant. However, the impact of
parasitic Oomycetes on phytoplankton has been fearme much less than that of chytrids
(Ibelingset al, 2004).

One sequence of Apicomplexa has been identifiedluly. It was affiliated to
Colpodella edaxwhich is a free living phagotrophic biflagellatee@nderet al, 2003).

Species of the gen@olpodellaare bacterivores or predator of other free liyingtists.
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Other colourless taxa sequences not affiliated diergial parasite organisms were
recorded in three libraries. Choanflagellida aeefliving cells characterized by an ovoid or
spherical cell body between 3 um and 10 um andsiggle apical flagellum surrounded by a
collar of 30-40 microvilli (King, 2005). They aren&wn to be ubiquitous in aquatic
environments. In Lake Pavin, Choanflagellida hasnbdetected from April to September
2002 (Leperest al, 2006). They were recorded also in May and Aug066 in Lake Bourget
(Lepéreet al, 2008). In Esch-sur-Sdre Lake, only one Choanefla@ sequence affiliated to
the specieSphaeroeca volvaxas been detected in February.

Metazoa sequences were found in April and July withimportant contribution in
July (27 % of sequences from July library). Metazadones were highly abundant in
libraries previously obtained from freshwater seefitn(Slapetat al, 2005) but other cloning
studies realized on the pico-sized fraction from water column did not show any Metazoa
sequence (Lefranet al, 2005; Lepéret al, 2006; Lepéret al, 2008), suggesting a filtration
problem. All the sequences were affiliatedEiadiaptomus graciligsize > 50 um) which is a
copepod abundantly and frequently found in EschSsue Lake throughout the year without
particular peak of abundance in an given periodh@@& Hoffmann, 1995). The occurrence
of Eudiaptomus gracilisequences in April and July could be due to tlesgmce of eggs in

the water column and therefore explain their presen the pico-sized fraction.

A comparison with the seasonal study on Lake P@vapéreet al, 2006) showed
important differences in terms of dominance andagyics of taxa. In the present study,
pigmented taxa dominated in April and October while Lake Pavin, colourless taxa
dominated all year long. However, pigmented taxaewalso dominated by cryptophyte
sequences, except in February when Chlorophyta rdded. The occurrence of the
phytoplanktonic bloom in April could be the expléna of the dominance of pigmented taxa
in the April library. In Lake Pavin, Cercozoa wdwe tmost abundant group while in the
present study, it was recorded only in July. In Hesar-SOre Lake, the heterotrophic
organisms were dominated by Ciliophora and Metakimavever, the highest contribution of
Fungi and other potential parasites occurred inhbstudies in summer, suggesting a
correlation with a higher occurrence of potentiasts at this period. That could be the case
for example, for Chytrids which showed their highesntribution in July when the highest
contribution of Chlorophyta and Chrysophyceae amzlim Esch-sur-Sdre Lake and in Lake

Pavin, respectively.
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The dynamics of taxa seemed to vary in a more itapbway in Esch-sur-Sdre Lake
between investigated seasons, in particular in geoh dominance of pigmented and
colourless taxa. This dynamics is probably infleshdoy physical parameters of light,
temperature and wind which control biota via nutrieand primary production. However,
other factors as availability of inorganic resosr@nd prey (bottom-up effects) as well as
zooplankton predation and fish predation play @eltaan important role on the dynamics of
small eukaryote communities. Therefore, furtherestigations should be made on all these
different factors to evaluate their specific rola the seasonal dynamics of the small

eukaryote communities.
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1.1 Résumé en francais

L’abondance et la biomasse du plancton eucarydtétérétudiées dans la Manche et la Mer
du Nord durant la campagne Microvir en été 2007iddritification taxinomique du
microphytoplancton a été réalisée a partir d’édlans prélevés au filet a plancton (10 pum).
L’abondance et la biomasse des picocyanobactenatemant de la phycoérythrine, des
eucaryotes autotrophes et hétérotrophes (distridags différentes classes de tailles) ont été
déterminées par microscopie a épifluorescence ammiesation au DAPI. En paralléle, des
sondes spécifiques des Chlorophyta et Haptophyttpermis de déterminer la distribution de
ces deux groupes importants par FISH-TSA. Nous siégalement estimé la distribution de
la Prasinophyceae picoplanctonigiicromonas pusilla en utilisant la sonde spécifique
MicroO1. En termes d’abondances, les eucaryotefrigufrs a 2 pm dominaient sur les
eucaryotes de taille supérieure (sauf a la stdt&nInversement, les eucaryotes supérieurs a
5 um (diatomées dans la Manche et dinoflagelléslendu Nord) dominaient en termes de
biomasse, en particulier a la station 22 ou unlere§cence d€eratium a été observée. Les
chlorophytes dominaient généralement la fractiaoplanctonique avec une dominance de
M. pusilla dans la Manche. La contribution de cette espeaméndait a partir des stations de
transition jusqu’au Skagerrak et a méme disparertaines stations (11, 18, 19 et 21). Les
Haptophyta n’ont pas été détectés dans la fragiimmplanctonique durant la campagne. Leur
contribution dans la fraction entre 2 um et 5 pgraentait a partir des cotes jusqu’aux
stations du large, avec une efflorescence d’haptephobservée a la station 16. Les
Chlorophyta et Haptophyta contribuaient en moyepoer moins de 30 % de la fraction
supérieure a 5 um. En conclusidm,pusilla est dominant uniguement dans la Manche en été,

alors que les haptophytes sont plus importantarae |
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Abstract

The abundance and the biomass of eukaryotic planktere investigated in the English
Channel and the North Sea during the Microvir @uis summer 2007. The taxonomic
identification of microphytoplankton was realizedrh plankton net samples. The abundance
and biomass of phycoerythrin-containing picocyamtdrda, autotrophic and heterotrophic
eukaryotes (classified into different size rangesre determined by epifluorescence
microscopy after DAPI staining. In parallel, spexciirobes for Chlorophyta and Haptophyta
were detected by TSA-FISH to determine the distidouof these two important groups. We
also estimated the distribution of the picoplanktoRrasinophyceadlicromonas pusilla
using the specific probe Micro01. In terms of abamok, eukaryotes below 2 um dominated
over the larger eukaryotes (except at station k6ontrast, eukaryotes larger than 5 pm
(diatoms in the English Channel and dinoflagellatethe North Sea) dominated in terms of
biomass, in particular at station 22 where a blooimCeratium occurred. Chlorophytes
generally dominated the picoplanktonic fractionhaatdominance dfl. pusilla in the English
Channel. The contribution of this species decredsenh the transition stations to the
Skagerrak and even disappeared at some stationd§119 and 21). Haptophyta were not
detected in the picoplanktonic fraction during triise. Its contribution to the fraction
between 2 um and 5 pm increased from the coastaktaentral stations and a haptophyte
bloom occurred at station 16. Chlorophyta and Halpgta contributed on average for less
than 30 % of the fraction larger than 5 pm. In ¢asion, M. pusilla is dominant only in the

English Channel in summer, whereas haptophytesiare important in open seawaters.

Keywords: phytoplankton, ChlorophytdJ. pusilla, Haptophyta, North Sea, English Channel,
TSA-FISH
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1. Introduction

The North Sea is a complicated marine environmbatacterized by different water masses.
At its shallowest point, it consists of a mixtureNorth Sea water and freshwater run-off. In
deeper areas, relatively pure water of Atlantigioris found. The circulation and distribution
of these water masses is important in supportiogpgical productivity (Reid et al., 1988).
Nano- and microphytoplankton (plankton of size kew2 pum and 20 um, and larger than 20
pum, respectively, Sieburth et al., 1978) are thgomeontributors to algal biomass and
primary production of the North Sea. Furthermorererthan 30 taxa have been described as
occurring in bloom proportions in the North Sea adgacent waters (Reid et al., 1990). This
is the case, in particular, fdPhaeocystis sp. andCeratium sp. with blooms occurring
principally in spring and summer, respectively (Ret al., 1990; Gieskes et al., 2007). Other
studies on the North Sea have focused on the catigpoand dynamics of the nano-size
fraction of the plankton and have been often reistli to specific areas of the North Sea (Van
Duyl et al., 1990; Druzhkov and Druzhkova, 2000heTContinuous Plankton Recorder
(CPR) survey has provided qualitative and quantgainformation on the distribution of
phytoplankton in the different areas of the Norda&nd in the North Atlantic since 1958 but
mostly for the micro- size fractions (Beaugrand-gamy et al., 2004).

Picophytoplankton can contribute to more than 36f%e chlorophyll biomass in the
English Channel and it plays a role in the primgrgduction (Not et al., 2004), but little is
known about picophytoplankton in terms of diversdpundance and biomass in the North
Sea. Pigment analyses showed that the smallersthan fraction in the English Channel is
composed mainly of green algae, prymnesiophytes cmygsophytes (Brunet and Lizon,
2003). Analyses of the 18S rRNA gene on naturadgdankton communities from Helgoland
and English Channel waters have revealed a higbrslty among picoeukaryotes (Romari
and Vaulot, 2004; Medlin et al., 2006). One stueglized in 1994 in the Skagerrak analyzed
and quantified the pico size fraction by epiflu@@sce microscopy (Kuylenstierna and
Karlson, 1994). They showed that the spebdliésromonas pusilla could be abundant. Not et
al. (2004) showed with molecular probes that tlgecges could dominate the autotrophic
picoeukaryotic population in the English Channebwidver, these studies were restricted to
coastal environments and the distribution of thiecses elsewhere in the North Sea is still

unknown.
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Fig. 1. Stations investigated during the Microvir cruiseinhbers in the bottom and in the left
of the map correspond to longitudes and latitudespectively. Black circles correspond to
the stations analyzed in this study. Isobaths la@shown on the map.

Tablel
Coordinates of stations analyzed in this studysandpling depths for countings in TSA-
FISH and DAPI staining.

Station  Latitude (N)  Longitude (E) Sampling depths (m) Maximum depth (m)

1 48.77 -3.95 10-25-50 65
3 49.33 -3.33 10-25-50 76
5 50.20 0.33 10 and 25 39
7 53.17 2.87 10 and 20 32
8 54.41 4.05 10-20-25-30 46
10 55.68 2.28 10-20-30-40-60 83
11 56.99 3.99 10-30-40 61
12 57.33 -0.33 10-20-35-50 77
14 50.17 0.67 10-20-35-50-75 124
16 60.33 -3.49 10-20-40-50 139
18 61.00 1.99 10-20-25-35-50 133
19 59.33 4.33 10-20-30-40-50 267
21 57.67 8.67 10-20-35-55-80 142

22 56.50 7.17 10-20-25 36
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Very few studies investigated the heterotrophicaeyétic pico- and nanoplankton in
the North Sea (Brandt and Sleigh, 2000). Altougtetwgrophic protists play a pivotal role in
mediating organic flux to higher trophic levelspelagic ecosystems (Fenchel et al., 1982;
Azam et al., 1983; Hagstrom et al., 1988). Hetemdtic picoflagellates are important grazers
in oceanic waters (Reckermann and Veldhuis, 19@roi€Cet al., 1999) while Christaki et al.
(2002) and Nejstgaard et al. (2007) showed th#tes and dinoflagellates are important
grazers of picoplankton and single cells of Hapybah

In the present study, epifluorescence microscopyg w@mbined with TSA-FISH
analysis of probes targeting 18S rRNA to assessdigtabution and biomass of major groups
of eukaryotic plankton along a transect betweenEhglish Channel and the North Sea.
Epifluorescence microscopy allowed us (1) to dimarate specific groups of organisms such
as dinoflagellates and diatoms, (2) to disting@sd enumerate heterotrophic and autotrophic
cells, (3) to regroup organisms into size clas3&A-FISH allowed us to estimate the
contribution of Chlorophyta and Haptophyta to thiéfedent size ranges of autotrophic
eukaryotes. The distribution of the different typé®rganisms were related to oceanographic

conditions.
2. Material and methods
2.1. Sampling and oceanographic context

The MICROVIR cruise took place on board the Dutdk’ Relagia in the North Sea froni%2
July to 30" July 2007 from Brest (France) to Texel (Nether®ndhrough the English
Channel and the North Sea (Fig. 1). Stations whegacteristic from North Atlantic waters
coming from the English Channel and via the northgart of the North Sea, French and
English coastal waters, water from the Skagerna#t,cafferent combinations of these waters.
Among the 23 stations occupied during the cruideyére selected for analysis (Table
1). These stations were sampled at diffedamths (from 2 to 5 depths depending on stations)
with a conductivity-temperature-depth (CTD) rosestestem equipped with 12 L Niskin
bottles. In general, one sample was collected aml@epth, one above the chlorophyll
maximum, one at the chlorophyll maximum, and twimle Water was pre-filtered through a
200 um mesh to remove zooplankton, large phytoptemkand particles before further

filtrations in order to render easier the visudlma of smaller organisms.

-53-



Fig. 2. Pictures of autotrophic (A), green fluorescing éB) heterotrophic dinoflagellates (C)
observed under blue light excitation (left) and Uyht excitation (right); pictures taken at
stations 16 (10 m), 12 (35 m) and 18 (10 m), refbpalyg; scale bar 5 um for A, B and C.
Picture of haptophyte cells at station 16 (10 m); (ihite arrows show the two chloroplasts
of a haptophyte cell. Pictures Geratium sp. (E) and picocyanobacteria (F) at station 22
(20m). Pictures o€eratium sp. were obtained by merging pictures taken untigr lght and
UV light in order to visualize nuclei (in blue) amtiloroplasts (in red) on the same picture.
Scale bar 20 um for D and E.
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2.2. Filters stained with DAPI

Water samples (100 mL) were fixed with glutaraldddy0.25 % final concentration) and
filtered through 0.8 um pore size black filters.isTiporosity was selected to avoid high
densities of bacteria on the filter which would daendered visualisation of the larger and
less dense eukaryotes more difficult. Samples wtimed with 50 puL of 4'6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, 5 pg mit final concentration) and stored at — 20 °C. Thmgles were
stored at this temperature for 6 months before woginusing an Olympus BX51
epifluorescence microscope (Olympus Optical CO,ybokKlapan) equipped with a mercury
light source and an x100 UVFL objective. Picturésdimoflagellates and haptophyte cells
(Fig. 2A, B, C and D) were taken on board the simghe freshly prepared slides using a BH2
Olympus microscope with an x40 objective and a @a@® digital camera. Pictures of
Ceratium and picocyanobacteria (Fig. 2E and 2F) were takehe laboratory on the BX51
Olympus microscope with a Spot RT-slider cameraagostics Instruments, Sterling
Heights, MI).

We distinguished autotrophic from heterotrophicayktes under blue light (490/515
nm), autotrophic eukaryotes appearing in red bexafishe autofluorescence of chlorophyll
while heterotrophic eukaryotes appeared in greeg. A and 2C). Howeverif was not
possible to distinguish truly autotrophic organisimtem organisms that had ingested
chlorophyll-containing cells. Eukaryotes were citisd according to three diameter ranges:
(1) smaller than 2 um, (2) between 2 um and 5 [Binlafger than 5 um. Among eukaryotes
larger than 5 pm, dinoflagellates and diatoms veenented separately. Dinoflagellates were
discriminated by their shape, their size (betwegmnband 250 um), and the presence of a
nucleus with condensed chromatin. Autotrophic aredetotrophic dinoflagellates were
discriminated according to the red fluorescencehbérophyll under blue light of the former
(Fig. 2A and 2C). Out of the heterotrophic dino#ligtes, some were characterized by an
intense green fluorescence under blue light, asrteg previously (Shapiro et al., 1989;
Masquelier and Vaulot, 2008), and counted separéftal. 2B). Diatoms were discriminated
by their shape and their size (generally > 20 |Rhy.coerythrin-containing picocyanobacteria
(PE picocyanobacteria) were counted based on thaeger fluorescence of phycoerythrin
excited under green light (530/550 nm) (Fig. 2FecBuse of their small size and rapidly
fading fluorescence,Prochlorococcus cannot be counted reliably by epifluorescence
microscopy. Therefore, the term picocyanobactesedun the present study will refer only to

PE picocyanobacteria. For each sample, 15 fieldsaaminimum of 100 cells were counted.

-54 -



Table 2
Oligonucleotide probes used in the present study

Probe name Sequence Target group Reference

EUK1209 5'-GGGCATCACAGACCTG-3' Eukaryotes Giovannoni et al. (1988); Lim et al. (1993)
CHLOO01 5'-GCTCCACGCCTGGTGGTG-3' Most Chlorophyta/Some Non-Chlorophyta Simon et al. (1995)

NCHLOO01 5-GCTCCACTCCTGGTGGTG-3' Most Non-Chlorophyta/Some Chlorophyta Simon et al. (1995)

CHLOO02 5'-CTTCGAGCCCCCAACTTT-3' Chlorophyta Simon et al. (2000)

PRYMO02 5'-GGAATACGAGTGCCCCTGAC-3' Haptophyta Simon et al. (2000)

PRAS04 5'-CGTAAGCCCGCTTTGAAC-3' Mamiellales (except the genus Dolichomastix)  Not et al. (2004)

MICROO01 5-AATGGAACACCGCCGGCG-3' Micromonas pusilla Not et al. (2004)
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2.3. FISH associated with tyramide signal amplification

Water samples (90 mL) were fixed with 1 % parafddehyde (final concentration) at 4°C
for 1h, and immobilized onto 0.2 um pore size Asodilters (Whatman Int. Ltd., Maidstone,
Kent, UK). The cells were then dehydrated in araeth series (50 %, 80 %, 100 %, 3 min
each; Amann (1995)), dried, and kept at room teatpeg in the dark during the cruise and at
-80°C in the lab until TSA-FISH analysis.

The oligonucleotide probes Euk1209, Chlo01 and NMChlwere used as a mix in order to
target all eukaryotes. Chlo02 targetted ChlorophyRrym02, Haptophyta, Pras04,
Mamiellales (Prasinophyceae order) and Micrdd@icromonas pusilla (Mamiellales)(Table
2).

Whole cellin situ hybridization with TSA amplification was performadcording to Not et
al. (2002), except for additional steps of permiesdiion before hybridization. Tavoid cell
loss during cell wall permeabilization, filters wedipped into low melting-point agarose
(0.2% [wt/vol] in MQ water), dried face up on glasdes at 35°C, and subsequently
dehydrated in 96 % (vol/vol) ethanol for 1 min. F@rmeabilization, 100 pl of 15mg ML
cellulase (5.1 unit my Sigma) were added to each filter and left to bata 10 min at 37°C.
Then, filters were washed twice in sterile distilleiater for 10 min at room temperature,
dehydrated in 96 % (vol/vol) ethanol for 1 min,edtj and cut into pieces with a razor blade.
To avoid backround, before hybridization, 10 plfofmamide hybridization buffer (40%
deionized formamide, 0.9 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, ptb, 0.01 % sodium dodecyl sulfate
[SDS], 10 % (w:v) blocking reagent [Roche DiagnodBoehringer]) were added to each
piece of filter and incubated 30 min at 35°C. Imarto visualize the nuclei, cells were
counterstained with DAPI (5 pg rilfinal concentration).

Counts were performed with an Olympus BX51 epifksmence microscope
(Olympus Optical CO, Tokyo, Japan) equipped witimarcury light source and an x100
UVFL objective. Hybridized cells were observed untiue light (490/515 nm) to excite
fluorescein which emits an intense green fluoreseeiihe parallel DAPI staining on TSA-
FISH filters allowed us to discriminate eukaryotiom prokaryotic organisms. Under UV
light (360/420 nm), eukaryotic cell nucleus appdaes a separate blue organelle. For
prokaryotes, no nucleus was visible and cells ajgokeaniformly stained. For each sample, 15

to 30 fields and a minimum of 100 cells were codnte
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Table3
Meancell volume (um) of eukaryotes investigated in the present stikaryotes > 5 pm
exclud diatoms and dinoflagellates. - correspond$idtoms not observed.

Eukaryotes
Eukaryotes >2umand <  Eukaryotes
<2pum 5 pm >5um Diatoms Dinoflagellates
Station (um®) (um®) (um®) (um®) (um®)
1 0.85 12 107 218 368
3 0.84 11 93 - 306
5 0.81 15 114 850 357
7 0.60 33 153 9581 497
8 0.65 14 146 1234 274
10 0.98 13 153 504 300
11 0.27 14 170 33 400
12 0.45 11 192 - 444
14 0.45 12 219 - 299
16 0.71 9 159 338 379
18 0.65 11 185 702 348
19 0.67 12 183 3076 456
21 0.57 9 182 726 355
22 1.53 13 171 6970 1648

Table4

Meancell volume (um) and whole water column-integrated concentratigns® cell cni®)

of picocyanobacteria obtained by microscopy. Absertins that no colony was observed;
present means that less than 2@ &6lonies cnf (or 10 colonies mt) were observed:;
abundant means that more than 2dddonies crif (or 10 colonies mt') were observed.

Picocyanobacteria

Picocyanobacteria integrated
biovolume concentrations
Station (um?) (x10°cellcm®  Colonies
1 0.26 13.9 absent
3 0.26 214 present
5 0.26 4.8 absent
7 0.26 16.9 absent
8 0.31 26.9 present
10 0.31 33 absent
11 0.26 21.7 present
12 0.31 384 absent
14 0.31 98.1 absent
16 0.31 6.2 absent
18 0.31 33.8 absent
19 0.26 70.5 abundant
21 0.36 65.8 abundant

22 0.36 31.9 abundant




Chapitrelll : Mer du Nord

2.4. Biomass estimates

Cell volumes were determined by microscopic measargs on DAPI staining filters (Tables
3 and 4). For most of organisms, spherical or peothape was estimated using the formula
of Hillebrand et al. (1999). For diatoms a@eratium, the shapes “cylinder + 2 half spheres”
and “prolate + 3 cylinders” were used, respectivBlyleast 100 randomly selected cells were
examined for each sample.

Individual cell carbon (C) biomass was estimateshtrcell volume (V in ur,
according to empirical volume-to-carbon conversitectors. For picophytoplankton
(phycoerythrin-containing picocyanobacteria anaepidkaryotes), we used the equation: pg C
cell* = 0.433\P%3 (Verity et al., 1992). For nano- and microphytait®n, C estimates were
obtained using the following equations: pg C tell0.288-*%3 for protist plankton smaller
than 3,000 urh pg C celf = 0.117\?®* for diatoms larger than 3,000 fiand pg C ceft =
0.444\P%%* for dinoflagellates larger than 3,000 fuiMenden-Deuer and Lessard, 2000).
Different equations were used for dinoflagellated diatoms larger than 3,000 flirecause
Menden-Deuer and Lessard (2000) found that dineflatgs are significantly denser than
diatoms only for cells larger than 3,000 }ii#ve restricted the use of Menden-Deuer and
Lessard’s conversion factors to the nano- and rplarkton size ranges, because when
applied to picoplankton it consistently yielded &wcell carbon biomass in comparison with
other studies (Campbell et al., 1997; Millan Nueéal., 2004).

Finally, C biomass for each size category was d¢aled by multiplying cell

concentration by cell C.
2.5. Taxonomic identification of microphytoplankton

At each station, plankton was collected with aofetO um mesh drawn at the surface during
10 minutes. Samples (50 mL) were fixed with 540 of acetic formol and kept at room

temperature in the dark. Observations were perfdrduwging the cruise and in the laboratory
with an Olympus BH-2 epifluorescence microscope andlympus BX51 epifluorescence
microscope (Olympus Optical CO, Tokyo, Japan), eeSpely. These qualitative

observations allowed us to have a floristic list thie major species of nano- and
microplankton present in each sample. Represeatativages are available from the
Plankton*Net web site (http://planktonnet.awi.de).
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3. Results
3.1. Hydrographic data

In summer, as expected, the southern stations wellemixed whereas the other stations
showed clear stratification with a thermocline atitlg between 15 m and 30 m depending
on station (Fig. 3A). While in general, salinityntained constant between 34 and 35.5, at
stations 19 and 21, salinity was lower in surfa8@.Z) due to the influence of freshwater
input. At these stations, stratification is stahlleyear round (Reid et al., 1988). Globally, the
distribution of nutrients in the water column falled a pattern opposite to that of temperature
(Fig. 3B and 3C). However, at station 16, we obseérvigher nutrient concentrations (from 2
to 20 times) in the surface layer, in comparisothwather stations. Nitrogen oxides and
phosphate reached their maximum concentrationaéibst18 at 75 m depth (12.77 uM for
nitrogen oxides and 0.88 uM for phosphate). Themimum concentration was observed at
station 22 at 20 m for nitrogen oxides (0.012 puMj at station 5 at 10 m for phosphate
(0.024 uM). Nitrogen oxides and phosphate follovbeth the same pattern with constant
concentrations through the water column at statibns3, 5, 7 and 22. They showed
stratification between stations 8 and 21 with lowencentrations in the upper layer and
higher concentrations observed in the bottom. Amomrwhich can be used as an indicator
of remineralisation showed concentrations rangimgf0.056 uM (station 21 at 5 m) to 2.76
MM (station 11 at 50 m) (Fig. 3C). Its concentnatwas generally constant through the water
column, except at stations 11 and 18 where highecentration was observed at 50 m and 40
m, respectively. The depth of chlorophyll maximubCM) was generally observed between

15 m and 30 m depth, near the thermocline (Fig. 3C)

3.2. Comparison between microscopy and flow cytometry for total eukaryotes and

picocyanobacteria counts

Counts of total eukaryotes were realized by miaspgcon TSA-FISH filters and DAPI
staining filters. A very good correlation was olv&sl between data from TSA-FISH filters
and DAPI filters (y = 0.98 x; R= 0.99; n = 52). Therefore, for clarity, we onbok into
account values of total eukaryotes abundance adataon TSA-FISH filters for the rest of the

paper. Autotrophic eukaryotes were estimated on IOdErs because of the dehydration of
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TSA-FISH filters in an ethanol series dissolves tidorophyll of the autotrophic cells.
Counts for picocyanobacteria were obtained on Dififers only (Table 4).

In order to validate our microscopy counts, we cared them to counts of
picocyanobacteria and autotrophic pico- and nanagwkes done by flow cytometry at the
same stations (Martinez et al., in prep). There avaslatively good correlation between the
two methods, such that global distribution trendsrevidentical. However, slopes were
significantly larger than one indicating that mistopy was underestimating actual
concentrations. For picocyanobacteria (y = 3.6x=0%1; n=52) and autotrophic
picoeukaryotes (y = 3.7x;°R0.69; n=52), abundance found by microscopy wasostmn
times lower than measured by flow cytometry. Fotowmaphic nanoeukaryotes (y = 2X;
R?=0.86; n=52), the correlation was better and abnoeldound by microscopy was 2 times

lower than measured by flow cytometry.

3.3. Abundance of eukaryotes

Total eukaryote abundance ranged from 345 celf mi_station 19 (50 m) to 9,176 cell fhL
at station 7 (10 m) (Fig. S1). Eukaryotes smal@nt2 um dominated at each station, except
at station 16 (10 m) where eukaryotes between 2gmoh 5 um dominated (Fig. S2).
Concentrations of picoeukaryotes ranged from 1#6we™ at station 12 (35 m) to 8,033 cell
mL™ at station 7 (10m) while eukaryotes between 2 pchspm, and eukaryotes larger than
5 pum concentrations ranged from 64 cell Tt station 19 (50 m) to 5,740 cell flat
station 16 (10 m), and 64 cell mlat station 14 (75 m) to 724 cell Mlat station 5 (25 m),
respectively (Fig. S2). Because of differences iaximum depth between investigated
stations, whole water column integration provideitima and maxima at different stations
(Figure 4A) than for vertical profiles. Total eultate abundance ranged from 0.53 zell
cm? at station 22 to 3.7 1@ell cm? at station 3. Concentrations of picoeukaryotegedn
from 2.5 16 cell cm? at station 12 to 30.6 f@ell cm? at station 3 while eukaryotes between
2 um and 5 pm, and eukaryotes larger than 5 pmecorations ranged from 1.2 %éell cm?

at station 5 to 14.5 £@ell cm? at station 16, and 0.85 %6ell cm? at station 7 to 2.4 f@ell
cm? at station 21, respectively. However, the domieaat picoeukaryotes at each station
except at station 16 where eukaryotes between 2ndrb um dominated, was observed for

both vertical profiles and integrated data.
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Globally, autotrophic eukaryotes accounted for loalfmore of total eukaryotes. That
was also what we observed for the different sizssds, except at stations 5, 10, 16, 19, 21
and 22 where autotrophic picoeukaryotes accourtetess than 50 % (from 10 % to 48 %)
of total picoeukaryotes (Fig. 4B). At station 5,t@tophic eukaryotes larger than 5 pum
accounted for 44 % of total eukaryotes larger tharm while elsewhere along the transect,

they accounted for from 60 % to more than 90 %etHlteukaryotes larger than 5 pum.

Diatom abundance ranged from 0.F £6ll cm? at station 22 (5 cell mit.at 25 m) to
5.5 10 cell cm? at station 18 (325 cell mtat 25 m). Two peaks were observed at station 5
(2.4 16 cell cm? 99 cell mL* at 10 m) and at station 18 (Fig. 5A).

Dinoflagellate concentrations were generally highlkean those of diatoms and
increased progressively from the English Channell@ cell cm? 29 cell mLY) to the
Skagerrak (9 10cell cm? 238 cell mL*). On average, 58 % of dinoflagellates were
autotrophic, with a minimum value of 32 % at stati, and a maximum value of 90 % at
station 1 (Fig. 5A). Among heterotrophic dinofldgéts, we observed in maximum, 22 % of
green fluorescing dinoflagellates at station 10sée stations, they were absent while at the
other stations, less than 20 % of green fluoresdingflagellates were observed.

The absence of diatoms at certain stations wagipéltly due to the prefiltration on
200 um during sampling. Indeed, observations ofpdasnfrom plankton net showed the
presence of diatoms at almost each station whitduepescence microscopy on prefiltered
samples did not allow us to count diatoms at stati8, 12 and 14 (Table 5). Plankton net
sample observations allowed us to highlight a ss&ioe pattern along the transect between
diatoms and dinoflagellates. The two stations sathpi the English Channel were dominated
by large chains-forming diatom&yinardia flaccida, G. delicatula, G. striata) with only a
few dinoflagellates (e.gProrocentrum spp). At the boundary between English Channel and
North Sea waters (stations 7 and 8), large diatarmiee still observed but dinoflagellates
started to appear, in particular some specigSepftium in station 8. The next four stations
were dominated mostly by dinoflagellates, especi@lratium and Scrippsiella trochoidea,
whereas just a few diatoms were observed sporfdidalatoms were more abundant at
station 16 along with larg€eratium species (e.gC. fusus, C. trichoceros). Station 18,
situated at the extreme north of transect, was dated by small dinoflagellates and small
chains-forming diatoms. Larger dinoflagellates pegyed in the next three stations:
Ceratium spp and heterotrophic species (elrotoperidinium spp at station 21).
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Table5

Floristic list of microplankton observed on planktoet samples for each investigated station.
Nutrition mode: A for autotrophy, M for mixotrophy for heterotrophy. Estimated
dimensions mostly from Tomas (1997) and iconogmraphta (Plankton*Net).

Station 3 5 7 8 [10 |11 |12 |14 | 16|18 | 19| 21
Species
Nutrition | Shape Estimated English North Sea
mode Dimensions (um) Channel

Bacillariophyceae
Chaetoceros decipiens A Chains Apical axis 9-84 .

Chaetoceros densus A Chains Apical axis 10-55 .

Chaetoceros didymus A Chains Apical axis 10-40 .
Chaetoceros spp. A Chains - . . . . .
Corethron hystrix A Single Pervalvar axis 20-200 . .

Coscinodiscus radiatus A Single Diameter 30-180 .
Dactyliosolen fragilissimus A Chains | Pervalvar axis 42-300 .

Diploneis bombus A Single Apical axis 70-80 .

Diploneis littoralis A Single nd .

Eucampia zodiacus A Chains Apical axis 8-80 .

Guinardia delicatula A Chains Apical axis 30-60 . .
Guinardia flaccida A Chains Apical axis 50-200 . . . . .
Guinardia striata A Chains Apical axis 100-250 . .
Leptocylindrus danicus A Chains Diameter 5-16 .
Meuniera membranacea A Chains Apical axis 50-90 .
Paralia sulcata A Chains Diameter 8-130 . . . .

Pleurosigma normanii A Single Apical axis 90-220 .

Podosira stelliger A Single Apical axis 30-50 .

Proboscia alata A Chains Diameter 2.5-13 . . . . . . .

Pseudo-nitzschia sp. A Chains - . .

Rhizosolenia imbricata A Chains Apical axis 2.5-57 . . . .

Rhizosolenia setigera A Single Apical axis 150-200 . .

Rhizosolenia styliformis A Single Diameter 23-90 . .
Thalassiosira spp. A Chains - .
Dinophyceae
Ceratium furca M Single Length 200-300 . . . . .
Ceratium fusus M Single Length 200-600 . . . . . .

Ceratium horridum M Single Length 200-300 . . . . .

Ceratium lineatum M Single Length 80-120 .

Ceratium longipes M Single Length 250-350 . . . .
Ceratium macroceros M Single Length 300-400 . . .
Ceratium massiliense M Single Length 500-600 . .

Ceratium spp. M Single - .

Ceratium trichoceros M Single Length 500-700 . .

Ceratium tripos M Single Length 200-300 . .

Dinophysis acuminata H Single Length 30-50 . . . . .
Pyrocystis lunula M Single Length 150-200 .

Gonyaulax digitale M Single Length 30-50 .

Gonyaulax spinifera M Single Length 30-50 .
Gonyaulax spp.. M Single - .

Phalacroma rotundata H Single Length 30-50 .

Prorocentrum gracile M Single Length 20-30 . .

Prorocentrum micans M Single Length 30-50 . . . . .

Protoperidinium bipes H Single Length 20-30 . . .

Protoperidinium claudicans H Single Length 40-70 .
Protoperidinium depressum H Single Length 150-200 . . .
Protoperidinium steinii H Single Length 30-50 .
Protoperidinium pellucidum H Single Length 30-50 .
Protoperidnium spp. H Single - . . .
Scrippsiella trochoidea M Single Length 20-30 . . . . . . .
Dictyochophyceae
Dictyocha sp. A Single - .
Dictyocha fibula A Single Length 10-45
Dictyocha speculum A Single Length 19-34 . . .
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At station 22, a bloom oferatium was observed with concentrations reaching 90melf

through the water column.

3.4. Distribution of Chlorophyta and Haptophyta

The vyielded ratio between eukaryotes hybridizedh vlite mix of 18S rRNA probes
(Euk1209+Chlo01+NChlo01) and eukaryotes stainedh \IAPI counted under UV light
ranged from 70 % (for station 19) to 97 % (foristatl) with an average value of 86 %. On
average, 47 % and 19 % of total eukaryotes wereridigpd with Chlorophyta and
Haptophyta probes, respectively. The maximum valas observed in the English Channel
and at station 7 for the Chlorophyta (92 %), anstation 16 for the Haptophyta (62 %) (Fig.
6).

For eukaryotes smaller than 2 um, the percentadggmidization varied from 71 %
(for station 19) to 100 % (for stations 1, 7 andM&h an average value of 93 % (Fig. 7A).
Nineteen (stations 22) to 100 % (stations 1, 7,vi@)e chlorophytes, while no haptophytes
was detected. Among chlorophytes, we observed amage of 55 % of Mamiellales with
minima and maxima observed at station 19 (less #@afb), and at station 5 (more than 90
%), respectively. Counts with the probe MicroOlwed an average of 39 % bficromonas
pusilla among Mamiellales smaller than 2 um. Maxima (100é)e observed at stations 1,
7 and 12Micromonas pusilla was not detected at stations 11, 18, 19 and 21.

For eukaryotes between 2 um and 5 um, lower valtiagbridization were observed:
from 51 % (for stations 14 and 16) to 93 % (fortieta21) with an average value of 68 %
(Fig. 7B). Outside of the English Channel, a m&oof Haptophyta were observed (from 60
% to 96 %), except at station 8 where 71 % of eukas were chlorophytes. Among
eukaryotes between 2 um and 5 um belonging to ther@phyta, we observed less than 30
% of Mamiellales at each station, except at staBowhere the totality of Chlorophyta
belonged to the Mamiellales order.

Eukaryotes larger than 5 um showed hybridizatioosf59 % (for station 7) to 97 %
(for station 1) with an average value of 82 % (Fig). Chlorophytes and haptophytes
contributed from less than 5 % up to 37 % of euetay. Generally, haptophyte contribution
dominated over the one of chlorophytes, exceptadtoss 1, 5 and 8. Mamiellales were not
observed, except at stations 3, 8, 14, 16 and 2drevtess than 15 % of chlorophytes
belonged to the order of Mamiellales.
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3.5. Biomass and chlorophyll

Biomass of total eukaryotes ranged from 0.5 dgC cn¥ at station 8 to 12.2 $pgC
cm? at station 5 (Fig. 8). For total eukaryotes antb@ophic eukaryotes (data not shown),
organisms larger than 5 pm dominated everywherdewtiganisms smaller than 2 pm
accounted for less than 10 % of the total eukarylitbomass. Diatom biomass dominated at
stations 5, 7 and 18 where their abundance wasnmaxi(Fig. 5B). In the other stations,
either no diatom was counted, or dinoflagellatenmt@es dominated especially because of
larger concentrations.

The integrated chlorophyll reached 4.56 i@ cm at station 5 and showed a lower
peak at station 16 with 3.57 °1Qg cm? (Fig. 9). Autotrophic biomass from biovolumes and

concentrations showed only one peak at statior2 3@ pgC cn¥) (Fig. 9).
4. Discussion
4.1. Methodological considerations

The differences between abundance estimated byosaiopy versus flow cytometry
could be due to several reasons as previously sieclin Masquelier and Vaulot (2008). Test
on cultures and natural samples showed that aftemwonth of storage at -20 °C, cells fixed
with glutaraldehyde and stained with DAPI were 12€s (for eukaryotes) to 3 times (for
picocyanobacteria) lower than initially (data nbbwn). While this difference kept increasing
for cultures after 2 months of storage, it seematdoe the case for natural samples (data not
shown).Therefore, in future studies, time storage of mscopy samples should be as short as
possible, nor exceeding a few days to avoid annastienation of cell abundance.

In silico analysis of the mix of probes (Euk1209+6&Ci+NChlo01) with the 18S
rRNA gene SILVA database (38,313 eukaryote sequerfgeril 2008; Pruesse et al., 2007)
showed that more than 99 % of eukaryotes couldyeidized with at least one of the 3
probes. However, we observed that for eukaryotésdsmn 2 um and 5 um, and for those
larger than 5 um, hybridization efficiency decrehsgewn to 50 % at some stations (from
stations 7 to 16). This could be due to the presaia larger fraction of cells refractory to
the permeabilization, or to a low amount of ribosbnRNA for some cells, e.g. for

Haptophyta cells at the end of a bloom.
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Biomass calculation has been done from microscbpicaasurements of cell
dimensions. However, it should be noted that panadtdehyde and glutaraldehyde can cause
cell shrinkage. For instance, Verity et al. (198#)nd a 7 % reduction in the biovolume of
Synechococcus bacillaris after fixation in 0.5 % glutaraldehyde (final cemtration).
Therefore, we have to keep in mind that the biomamdribution to particulate carbon

biomass could be underestimated.

4.2. Composition of the eukaryotic community

The dominance of eukaryotes smaller than 2 umlataions (except at station 16)

(Figure 4A) in terms of abundance is in agreematit wther studies in the English Channel
and the North Atlantic Ocean (Not et al., 2004]dVeaiis et al., 2005). Not et al. (2004)
showed that in the English Channel, picoeukarymashed their maximum in summer with
concentration of 2 T0cell mL*, which is in agreement with concentrations obtaibg flow
cytometry (up to 2.42 facell mL! at station 3 at 25 m). This concentration corrasied to
the maximum of picoeukaryotes observed during these. Generally, autotrophic organisms
dominated the picoeukaryotic population with cdnitions reaching more than 90 %,
although for some stations (stations 5, 10, 1621%nd 22), we observed a high contribution
of heterotrophic picoeukaryotes (from 52 % to 90(%yure 4B). In contrast to Andersen et
al. (1996), the relative abundance of heterotroghikaryotes seemed to increase with depth
at stations 5, 16, 21 and 22 while no apparentrdéppendant variations appeared at stations
10 and 19 (data not shown).
In the larger than 2 um size class, autotrophi@eudtes contributed from 60 % to more than
90 % of total eukaryotes. That is in agreement \Bifardsley et al. (2005) who determined
by DAPI staining contributions of phototrophic natemkton from 69 % to 90 % in summer
in the North Sea.

Chlorophyta contributions were generally highertiie smaller than 2 um fraction
with an average value of 62 % while only 16 % ad% of Chlorophyta contributed on
average in the fractions between 2 um and 5 pmaagdr than 5 pm, respectively. This is in
agreement with previous studies which showed thdbrGphyta population in the English
Channel and in the North Sea was composed in majby small Prasinophyceae as
Micromonas pusilla andMantoniella sp. (Kuylenstierna and Karlson, 1994; Not et &048.
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No eukaryote smaller than 2 um was hybridized il probe Prym02. This is in
agreement with the fact that the smaller Haptophsgacies Chrysochromulina minor)
described so far has a minimum size of 2.5 um (Maetl al., 2008). However, probe Prym02
recognized cells on the pico size fraction in theut8-East Pacific (unpublished data).
Pigment analyses made on the pico size fractiowstica dominance of haptophytes in the
Equatorial Pacific (Moon-van der Staay et al., 20@0ggesting that pico haptophytes exist

but would be preferentially encountered in morgatiiophic waters.

Eukaryotes larger than 5 um were principally coneplosf diatoms and dinoflagellates
as previously shown by several studies in the Bhdllhannel and the North Sea (Beaugrand-
Gregory et al., 2004). Green fluorescing dinofligek were initially observed by Shapiro et
al. (1989) in the North-West Atlantic, but littleported since then (Fig. 2B). Shapiro et al.
(1989) found that green fluorescing dinoflagellatesild contribute from 4 to 100% to
heterotrophic dinoflagellates. Masquelier and VayR008) found that in the South-East
Pacific, from 5 to 50 % of heterotrophic dinofldgéts produced bright green fluorescence.
In the present study, we observed a maximum of 22f%reen dinoflagellates among
heterotrophic dinoflagellates at station 10 while green dinoflagellate was observed at
stations 1 and 3 of the English Channel. Shapiral.e1989) suggested that abundance of
green dinoflagellates were generally positivelyretated with chlorophyll. In the present
study, green dinoflagellates abundance showed dpppattern of chlorophyll (data not
shown). The same trend was observed by MasqueilgrVaulot (2008) in the South-East
Pacific where green dinoflagellates accounted fotau50 % and between 5 % and 25 % of
heterotrophic dinoflagellates in the oligotrophindameso-eutrophic zones, respectively.

These data suggest that green dinoflagellates are abbundant in oligotrophic waters.

4.3. Distribution of the eukaryotic community

At station 1 and 3 of the English Channel, Chloggphcontributed for more than 90
% of picoeukaryote population. This is in agreemeith Not et al. (2004) who showed that
on average in the English Channel, Chlorophytardmuted for 85 % of the picoeukaryote
population. Furthermore, an average of 77 % of-@btorophyta cells belonged to the order
of Mamiellales at stations 1 and 3 which is alsagreement with average contribution of
Mamiellales found by Not et al. (2004) (78 %). Agyously shown by these authors, most

of Mamiellales at stations 1 and 3 belongedWicromonas pusilla, confirming the fact that
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this species prevails in coastal systems and iticpéar, in the English Channel (Foulon et al.,
2008). However, at station 5 also situated in theglish Channel, only 46 % of
picoeukaryotes belonged to Chlorophyta. Although pato-chlorophytes detected at this
station belonged to the Mamiellales order, the rountion of M. pusilla remained very low

(14 % of picoeukaryotes), suggesting that other egensuch asBathycoccus and

Ostreococcus occurred at station 5 (Not et al., 2004). Chloggphand Haptohyta accounted
for less than 20 % of eukaryotes larger than 2 pnthe English Channel. This is in
agreement with several studies showing that hagtepbontribution was lower in coastal
zones (Thomsen et al., 1994; Not et al., 2005, ROAS8 previously shown by McQuatters-
Gollop et al. (2007), diatoms, principalli@haetoceros sp. andGuinardia sp., dominated

microphytoplankton over dinoflagellates certainlgchuse well mixed and rich-nutrient

waters promote diatom growth (Cloern and Duffoi@)%).

At stations 7 and 8 which can be considered asitran stations between the English
Channel and the North Sea proper, the Chlorophyttademinated picoeukaryotes bi.
pusilla contribution decreased maybe due to the increstsatification as shown by Foulon et
al. (2008). While the dominance of haptophytes #8Y was observed at station 7 for
eukaryotes between 2 um and 5 um, the oppositerpaitas observed at station 8 with the
dominance of chlorophytes (71 %). Among larger eydd®s, the contribution of Chlorophyta
and Haptophyta remained low. More diator@ifiardia sp.) were encountered at station 7,
probably due to the well mixed water while at smat8, stratification of water promoted
dinoflagellates (Smayda and Reynolds, 2001), anirticular the genuSeratium.

The central stations 10 to 14 were all charactdrlae stratified waters. Chlorophyta
contribution to picoeukaryotes was high (more ti88n%), except at station 10 where it
decreased to 40 9%). pusilla virtually disappeared at station 11, was low atish 14 and
reached 59 % near the coast. The local absenkkcobmonas pusilla at station 11 could be
due to a viral infection which could decrease isiradance in an important way. Previous
studies have suggested that viruses infedtlinggomonas pusilla have a profound impact on
populations of the species in natural systems @ieget al., 1999). Eukaryotes between 2 um
and 5 um were dominated by haptophytes which offrifariions ranged from 57 % at station
12 to 82 % at station 14. That is in agreement withliterature which showed a dominance
of haptohyptes in open seawater (Thomsen et a@4;1Biot et al., 2008). Among larger

eukaryotes, the highest relative abundance of gilewflagellates was observed at station 10
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and globally, dinoflagellates dominated over diatpprincipallyCeratium, adominant genus
in summer in the North Sea (Dodge, 1982). The dantge of dinoflagellates over diatoms in
the North Sea stations in summer, is in agreeméhtphytoplankton seasonal cycles survey
made in the NE Atlantic by McQuatters-Gollop et(@007) which showed that in summer,
the phytoplankton community composition across najsthe NE Atlantic consisted of a

greater number of dinoflagellates than diatoms.

At station 16, pico-chlorophytes contribution desed to less than 40 % of
picoeukaryotes ani¥l. pusilla contributed for only 1 % of the picoeukaryote plagion.
Eukaryotes between 2 um and 5 um dominated andpriei@pally composed of Haptophyta
(Fig. 2D). Riegman and Kraay (2001) also obserbaded on HPLC analysis, a pronounced
dominance of Prymnesiophyceae in the Faroe-Shetdrahnel during summer 1999. The
input of nutrient-rich Atlantic water could haveopmoted a haptophyte bloom in summer,
inducing a relative decrease of the picophytoplamKEig. 7 and Table 4) as hypothesized by
Iriarte and Purdie (1994). In the same way, thekp#fadiatoms observed at station 5 co-
occurred with low concentrations of picoeukaryosesl picocyanobacteria. In contrast, at
station 18, picocyanobacteria and picoeukaryotesedsed less despite high concentration of
diatoms maybe due to lower nutrient limitation (F2). At station 16, we also observed the
occurrence ofCeratium sp., and in particular the largeshcountered during the cruise

(Ceratiumtrichoceros).

At the northern station 184. pusilla was not counted despite a high contribution of
pico-chlorophytes (62 % of picoeukaryotes). Noalet(2005) which conducted observations
in the Norwegian Sea in late summer showed Mhatusilla could contribute on average for
up to 40 % of picoeukaryotic population, suggestingybe a viral infection as previously
discussed to explain the absenceavbfpusilla at this station. Contributions of Chlorophyta
and Haptophyta among eukaryotes larger than 2 ure veatively low (less than 30 %).
High abundance of small chains-forming diatd@imetoceros spp. and small dinoflagellates

were encountered inducing the diatom maximum olesenv epifluorescence counts.

Stations 19 and 21 showed an important decreap&eofchlorophytes contributions:
23 % and 43 %, respectively. At these stations fkan 1 % of picoeukaryotes belonged to
Mamiellales order andV. pusilla was not counted. This could be due to the input of

freshwater observed in the upper layer. HoweMér pusilla seems to be able to grow at
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salinity from 4 psu to 35 psu (Throndsen, 1976)itlrmore, this species is observed at
salinity ranging from 14 psu to 35 psu in Dourdestuary (English Channel, pers. comm. E.
Foulon). Kuylenstierna & Karlson (1994), based owroscopy counts, already showed an
important decrease dfl. pusilla in the Skagerrak in summer with concentrations ksn
100 cell mL*. While it reached 85 % at station 19, contribusiafi Haptohyta were relatively
low (less than 30 %) at stations 21 for eukarybietsveen 2 um and 5 pm. Kuylenstierna &
Karlson (1994) already showed that Haptophyta weteabundant in the Skagerrak (station
21) in July (less than 200 cell M) For larger eukaryotes, dinoflagellates, principally
Ceratium sp. andProrocentrum sp., dominated over diatoms with the occurrencehef

maximum abundance of dinoflagellates at station 21.

At station 22,M. pusilla was detected and contributed for 8 % of pico-eyias,
probably due to the occurrence of well mixed watethis station (Foulon et al., 2008). At
this coastal station, contributions of Haptohytaeuelatively low (less than 30 %) (Thomsen
et al., 1994; Not et al., 2005, 2008). For largétaeyotes, dinoflagellates still dominated over
diatoms despite the well mixed water with the ooence of a bloom dferatium sp. (Fig. 2E
and 5).

4.4. Phytoplankton biomass

In oligotrophic waters, phytoplankton biomass anadpction are dominated by picoplankton
principally because its small size (high surfackine ratio) provides a competitive
advantage in nutrients-impoverished regeneratisgesys (Chisholm, 1992). This advantage
disappears in rich-nutrient waters where growthaoge cells is promoted (Kigrboe, 1993).
That was we observed in the present study withrairteince of eukaryotes larger than 2 pm,
eukaryotes smaller than 2 um accounting for less thO % of total eukaryotic biomass
(Fig.8). However, comparison between integratedraphyll data (obtaineh situ during the
cruise) and integrated biomass calculated from eetwpic measurements showed that an
underestimation occurred, in particular at statién (Fig. 9). This is probably due to the
prefiltration on 200 um realized on samples analyag epifluorescence microscopy which
did not allow the count of phytoplankton larger th200 pm asCeratium sp. and chain-

forming diatoms Chaetoceros sp. andGuinardia sp.) present in most stations (Table 5).
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CHAPITRE IV

Distribution des micro-organismes
le long d’'un transect dans le
Pacifigue Sud-Est
(campagne BIOSOPE)




Chapitre 1V : Pacifique Sud-Est

V.1 Résumé en francais

La distribution de groupes sélectionnés de micganismes a été analysée le long d'un
transect du Pacifique Sud-Est échantillonné dutantampagne BIOSOPE en 2004. Le
transect pourrait étre divisé en quatre régionstalel trophique contrasté : une région riche en
nutriments et pauvre en chlorophylle (HNLC, mésotie) pres de I'équateur, le gyre (hyper-
oligotrophe) de I'Océan Pacifique Sud-Est, uneaggie transition entre le gyre et la cote
sud-américaine (modérément oligotrophe), et l'ufingldu Chili (eutrophe). L’'abondance
des picocyanobacteries contenant de la phycoémgth(PE picocyanobacteries), des
eukaryotes autotrophes et hétérotrophes (classifeslifféerentes gammes de tailles), des
dinoflagellés et ciliés a été déterminée par muowpie a épifluorescence aprés marquage au
DAPI. Malgré des pertes apparentes de cellules duasconservation des échantillons, les
profils de distribution étaient globalement sinméas a ceux obtenus par cytométrie en flux
pour les PE picocyanobacteries et les picoeucasydteutes les populations atteignaient un
maximum dans l'upwelling du Chili et un minimum préu centre du gyre. L'abondance
maximum des PE picocyanobacteries était de 70céld mL™*. L’abondance des eucaryotes
autotrophes et des dinoflagellés atteignaient 2aB cell mL* et 20 cell mC,
respectivement. Nous avons observé un changemerst ldadistribution des tailles des
eucaryotes autotrophes entre 2 um et 5 um damédeams eutrophes et mésotrophes a ceux
inférieurs 2 um dans la région centrale. La contiilm des eucaryotes autotrophes par
rapport aux eucaryotes totaux était la plus faitides le gyre central. La concentration
maximum des ciliés (18 cell i) a également été observée dans I'upwelling dui,Ghais,
contrairement aux autres groupes, leur abondardetréts faible dans la zone HNLC et pres
des lles Marquises. Deux éléments clés de ce trquian’auraient pas pu étre observés avec
d’autres techniques, sont le pourcentage élevéedeiddcyanobactéries formant des colonies
dans la région HNLC et I'observation d’'un grand toende dinoflagellés émettant une

intense fluorescence verte.
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Abstract. The distribution of selected groups of micro-
organisms was analyzed along a South-East Pacific Ocean
transect sampled during the BIOSOPE cruise in 2004, The
transect could be divided into four regions of contrasted
trophic status: a High Nutrient Low Chlorophyll (HNLC)
region (mesotrophic) near the equator, the South-East Pacific
Ocean gyre (hyper-oligotrophic), a transition region between
the gyre and the coast of South America (moderately olig-
otrophic), and the Chile upwelling (eutrophic). The abun-
dance of phycoerythrin containing picocyanobacteria (PE
picocyanobacteria), autotrophic and heterotrophic eukary-
otes (classified into different size ranges), dinoflagellates,
and ciliates was determined by epifluorescence microscopy
after DAPI staining. Despite some apparent loss of cells
due to sample storage, distribution patterns were broadly
similar to those obtained by flow cytometry for PE pico-
cyanobacteria and picoeukaryotes. All populations reached
a maximum in the Chile upwelling and a minimum near the
centre of the gyre. The maximum abundance of PE pic-
ocyanobacteria was 70 10* cellmL™". Abundance of au-
totrophic eukaryotes and dinoflagellates reached 24.5 10°
and 20 cellmL~", respectively. We observed a shift in the
size distribution of autotrophic eukaryotes from 2-5 um in
eutrophic and mesotrophic regions to less than 2 um in the
central region. The contribution of autotrophic eukaryotes to
total eukaryotes was the lowest in the central gyre. Maxi-
mum concentration of ciliates (18 cell mL~") also occurred
in the Chile upwelling, but, in contrast to the other groups,
their abundance was very low in the HNLC zone and near
the Marquesas Islands. Two key findings of this work that
could not have been observed with other techniques are the
high percentage of PE picocyanobacteria forming colonies in
the HLNC region and the observation of numerous dinoflag-
ellates with bright green autofluorescence.

Correspondence to: D. Vaulol
T By (vaulot@sb-roscoff.fr)

1 Introduction

Unicellular picoplanktonic prokaryotes and eukaryotes less
than 2 om in size (Sieburth et al., 1978) are found in marine
eccosystems at concentrations ranging from 107 to 10° and
10? to 10* cellmL ™!, respectively. They play a fundamental
role (Azam et al., 1983; Sherr and Sherr, 2000), in particular,
in oligotrophic waters (Hagstrém et al., 1988; Mararion et al..
2001) where their small size associated to the reduced diffu-
sion boundary layer and large surface area per unit volume
are an advantage to acquire nutrients (Raven, 1998). The
photosynthetic component of picoplankton, i.e. Prochloro-
coccus and Synechococcus cyanobacteria and picoeukaryotic
algae, are important contributors to the microbial community
of the euphotic zone in many marine environments (Mackey
et al., 2002; Pérez et al,, 2006). Heterotrophic protists play
a pivotal role in mediating organic flux to higher trophic
levels in pelagic ecosystems (Azam et al.,, 1983; Fenchel,
1982; Hagstrom et al., 1988). Among the heterotrophic pro-
tists, ciliates and dinoflagellates are important grazers of pi-
coplankton (Christaki et al., 2002).

In the Pacific Ocean, picoplankton has been analyzed both
in the Equatorial region and the North gyre (e.g. Camp-
bell et al., 1997; Mackey et al., 2002) but not in the South
gyre. The latter is the most oligotrophic environment of the
world oceans based on SeaWifs imagery which provides esti-
mates of average surface chlorophyll a concentrations down
to 0.02 mgm‘3 (Morel et al., 2007). The BIOSOPE (Bio-
geochemistry and Optics South Pacific Experiment) cruise
explored this region sailing from the Marquesas Islands to
the coast of Chile. Along this transect, a gradient in trophic
conditions was encountered, from hyper-oligotrophic (gyre)
to very eutrophic waters (Chile upwelling). The present
study relied on epifluorescence microscopy to assess the dis-
tribution in this region of phycoerythrin containing pico-
cyanobacteria (called PE picocyanobacteria throughout the
paper), autotrophic and heterotrophic eukaryotes (in par-
ticular dinoflagellates and ciliates). In contrast to faster

Published by Copernicus Publications on behalf of the European Geosciences Union,
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I8

15w 140 130w 120°W

3

Fig. 1. Map of the BIOSOPE cruise track superimposed on a SeaWiFS ocean colour composite, dark purple indicating extremely low values
(0.018 mg m™3) of total chlorophyll a. Figure modified from Claustre et al, (2007). Stations analyzed by DAPI staining are labelled.

Table 1. Concentrations of the different populations enumerated in the present study. Values are averages for the six depths sampled at each

station.

Picocyanobacteria

containing Total Autotrophic  Heterotrophic  Total Autotrophic Heterotrophic  Green Total

phycoerythrin cukaryotes  eukaryotes  eukaryotes dinoflagell linoflagellates  dinoflagell linoflagell ciliates
Station  Latitude-Longitude mL™! mL™! mL™! mL~! mL~! mL~! mL~! mL~! mL™!
MAR]  08°238-141°14W 3486 1520 1292 228 105 56 48 4.6 <15
HLNI 09700 8-136°51 W 2818 2312 1836 476 a3 fil iz 4.2 3
STBI 117944 5-134°06 W 1612 1895 11635 T30 113 62 50 4.5 1.5
STB3 15900 8-129°55 W 413 1423 737 ait 59 28 3 4.2 35
STB4 17913 5-127°58 W 374 1267 736 531 57 26 iz 7.0 1.5
STB6 20726 8-122°54 W 6 1413 726 GRT 37 19 17 22 15
STB3 23°328-117°52 W 37 937 521 416 31 12 19 15 4.5
GYR2 2558 5-114°00W 46 806 541 265 43 1 22 35 1.5
STB11  27°455-107°16 W 34 1050 526 525 31 10 21 6.5 <15
STBI14  30°025-98°23W 142 1314 #54 4600 55 22 33 8.5 4.2
BGY2  31°505-91°27W 1734 30183 2481 602 82 47 35 6.5 1.9
STBI7T  32°238-86°47 W 1104 2607 2086 521 94 46 48 12 5.2
STB20  33°2]1 S-78°06 W 10726 1760 1195 566 92 44 48 6.7 3
UPWI  34°018-73°21 W 40 548 3396 2326 870 122 63 59 15 10
UPX2 34737 S-T2"2TW 18548 14088 12211 1877 151 47 104 38 .6

enumeration techniques such as flow cytometry, epifluores-
cence microscopy allows (1) to discriminate specific group of
organisms such as dinoflagellates, (2) to recognize cell orga-
nization such as colonies, and (3) to regroup organisms into
size classes. We attempted to relate the distribution of the
different types of organisms to oceanographic conditions,

2 Material and methods

2.1 Oceanographic context
The BIOSOPE cruise took place on board the French NO

“I’Atalante” in the South-East Pacific Ocean from 26th Oc-
tober to 11th December 2004 (Fig. 1). The transect inves-

Biogeosciences, 5, 311-321, 2008

tigated extended from the Marquesas Islands (South Pacific
Tropical Waters; SPTW) to the coast of Chile, through the
Eastern South Pacific Central Waters (ESPCW) which in-
clude the centre of the Pacific gyre (Claustre et al., 2008).
The transect can be divided into four contrasted trophic
zones (from West to East): a High Nutrient Low Chlorophyll
(HNLC) zone (mesotrophic) near the equator, the South-East
Pacific gyre (hyper-oligotrophic) proper, the transition zone
between the gyre and the coastal region (moderately olig-
otrophic), and the Chile upwelling (very eutrophic). In the
hyper oligotrophic zone, nitrate concentrations were nearly
undetectable between the surface and 150-200m and re-
mained very low (~2.5 uM) below this depth (Fig. 2 in
Raimbault et al., 2007). Nitrate concentrations were higher
in the HNLC zone and maximum in the Chile upwelling
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Fig. 2. Pictures of single (a), and colonial PE picocyanobacteria (b-
d). Colony of more than 100 cells (b). Colony of 20-30 cells (c).
Chain forming cells (d). Pictures taken under green light excitation
on samples of stations MAR at 80 m (a), MAR1 at40m (b), HNLI
at 60 m (¢), and STB3 at 60 m (d).

(Fig. 2 in Raimbault et al., 2007). Phosphate was apparently
never a limiting factor (Fig. 2 in Raimbault et al., 2007).
2.2 DAPI staining and epifiuorescence microscopy

Fifteen stations (Fig. 1 and Table 1) were sampled at six
depths with a conductivity-temperature-depth (CTD) rosette
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Fig. 3. Heterotrophic (a), autotrophic (b), and green fluorescing
dinoflagellates (¢) observed under blue light excitation (top) and UV
light excitation (bottom). Pictures taken at stations STB3 (20 m),
UPW and STB7 (5 m), respectively.

system equipped with 12 L Niskin bottles. In general, two
samples were collected in the surface layer, three around the
chlorophyll maximum and one below. Water was pre-filtered
through a 200 ;zm mesh to remove zooplankton, large phyto-
plankton, and particles before further filtrations.

Water samples (100 mL) were fixed with glutaraldehyde
(0.25% final concentration) and filtered through 0.8 ;em pore
size filters. This porosity was selected to avoid high densities
of bacteria on the filter which would have rendered visuali-
sation of the larger and less dense eukaryotes more difficult,
Samples were stained with 4’6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, 5pugmL~" final concentration) (Porter and Feig,
1980) and stored at —20°C for a minimum of 12 months be-
fore counting. Counts were performed with an Olympus
BX51 epifluorescence microscope (Olympus Optical CO,
Tokyo, Japan) equipped with a mercury light source and an
x100 UVFL objective. Pictures of dinoflagellates were taken
on board the ship on the freshly prepared slides using a BH2
Olympus microscope with an x40 objective and a Canon G5
digital camera. Pictures of PE containing picocyanobacte-
ria were taken in the laboratory on the BX51 Olympus mi-
croscope with a Spot RT-slider camera (Diagnostics Instru-
ments, Sterling Heights, MI).

Prochlorococcus cannot be counted reliably by epifluores-
cence microscopy because of their small size and rapidly
fading fluorescence. Therefore, only isolated and colonial
PE picocyanobacteria (Fig. 2) were counted based on the
orange fluorescence of phycoerythrin excited under green
light (530-550nm). DAPI staining allowed us to discrimi-
nate eukaryotic from prokaryotic organisms. Under UV light
(360/420 nm), eukaryotic cell nucleus appeared as a separate
blue organelle, while for prokaryotes, no nucleus was visible
and cells appeared uniformly stained. The red fluorescence
of chlorophyll under blue light (490/515 nm) allowed us to
discriminate autotrophic (photosynthetic) from heterotrophic
eukaryotes. However, it was not possible to distinguish
truly autotrophic organisms from organisms that had ingested

Biogeosciences, 5, 311-321, 2008

-76 -



314 S. Masquelier and D. Vaulot: Micro-organisms in the South-East Pacific

By

E

T 200000

i -
— a

5 150 000

=z

o

=

-

£

= 100 000
£

5

o

5 50000
2 y = 3.06x
(=%
o R?=0.96
o
=
2 0 - . .

[
8 o 20 000 40000 60 000

o
3

Unicellular PE picocyanobacteria by DAPI staining (cell mL™")

14 000

12 00D

10 000

8000

6000

=
=
a8

2000

Autotrophic eukaryctes by flow cytometry (cell mL™")

0 2000 4000 & 000 & D00

Autotrophic eukaryotes by DAPI staining (cell mL"]

Fig. 4. Relationship between abundance (cell mL~') measured by
flow cytometry (Grob et al., 2007) and estimated by DAPI counting
for unicellular PE picocyanobacteria (a), and autotrophic eukary-
otes (b). In panel (b) circles correspond to data from surface to
40-60 m depth depending on samples. Squares correspond to data
from 40-60m depth to 300 m depth. (a) R*=0.96, n=80; (b) Solid
line takes into account all data (circles and squares); R?=0.69 n=580.
Dashed line takes into account only squares; R2=0.90, n=56.

chlorophyll-containing cells. Ten fields and a minimum of
100 cells were counted per slide. Eukaryotes were clas-
sified according to three diameter ranges: (i) smaller than
2 pum, (ii) between 2 um and 5 pem, (iii) larger than S fum.
Among cukaryotes larger than 5 pum, ciliates and dinoflagel-
lates were counted separately. Dinoflagellates were discrim-
inated by their shape, their size (between 5 pum and 100 pom),
and the presence of a nucleus with condensed chromatin.
Autotrophic and heterotrophic dinoflagellates were discrim-
inated according to the red fluorescence of chlorophyll un-
der blue light of the former (Figs. 3a and b). Among het-
erotrophic dinoflagellates, some were characterized by an in-
tense green fluorescence under blue light (Fig. 3c), as re-
ported previously (Shapiro et al., 1989), and counted sepa-
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rately. Ciliates were discriminated by their shape, their size
(between 20 pem and 100 pm), and the presence of cilia and
multiple nuclei. No distinction between different types of
ciliates was attempted. Because of their low abundance,
50 fields per slide were counted for dinoflagellates and cil-
iates such that the minimum concentration detectable was
1.5¢cellmL™".

2.3 Data representation

Contour maps showing the distributions of the different pop-
ulations were drawn using the Ocean Data View software
(Schlitzer, 2003) with averaging VG gridding length-scales
of 100 for both X and Y.

3 Results
3.1 Comparison between microscopy and flow cytometry

In order to validate our microscopy counts, we compared
them to counts of Synechococcus cyanobacteria and photo-
synthetic eukaryotes done by flow cytometry (Grob et al.,
2007) at the same stations (Fig. 4). There was a rela-
tively good correlation between the two methods, such that
global distribution trends were identical. However, slopes
were significantly larger than one indicating that microscopy
was underestimating the actual concentrations. For PE pic-
ocyanobacteria (R*=0.96; n=80), abundance found by mi-
croscopy was 3 times lower than measured by flow cytome-
try (Fig. 4a). For photosynthetic eukaryotes, the correlation
was moderate (R?=0.69; n=80) when all the data were con-
sidered, although the slope was lower than for cyanobacteria
(Fig. 4b). When only data below 40-60 m were included, the
correlation was significantly better (R*=0.90; n=56) and the
slope less pronounced.

3.2 PE picocyanobacteria

In surface, abundance of PE picocyanobacteria (Fig. 5a)
reached a maximum (70 103 cellmL™') near the coast
of Chile (station UPWI) and a minimum (less than
500 cell mL~") in the middle of the South-East Pacific gyre.
Their abundance increased again near the Marquesas Is-
lands. In the vertical dimension, abundance decreased
slightly down to circa 100m and cells quickly disappeared
below (Fig. 5a). Interestingly, a large fraction of the PE
picocyanobacteria belonged to colonial forms in the vicinity
of the Marquesas Islands and in the HNLC zone (Fig. 5b).
In this region, this fraction could reach up to 50% near
the surface and 5 to 10% between 25 and 100 m, while it
dropped below 5% almost everywhere else. Three types of
colony could be observed (Fig. 2): (i) groups of 20-30 cells,
(ii) groups of more than 100 cells, (iii) short chains. None
of these forms seemed to be preferentially observed in any
given region.
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PE picocyanobacteria abundance by DAPI staining (cell mL)
m F— - v i 7

140°W 120°W 100°W

Fig. 5. Abundance obtained by DAPI counting for unicellular PE
picocyanobacteria (cell mL~!) (a), and percentage of unicellular
PE picocyanobacteria in colony (b). Black dots correspond to sam-
ples analysed. Contour plots generated with the software Ocean
Data View.

3.3 Eukaryotes

Maximum abundance of total eukaryotes (26 107 cellmL™")
occurred in the Chile upwelling near the surface (station
UPX2, 25m) and minimum (276 cellmL™") in the gyre at
depth (station GYR2, 270 m) (Fig. 6a). In the surface layer,
abundance was minimal in the center of the gyre and in-
creased both eastward and westward. The maxima of to-
tal eukaryotes coincided roughly with the depth of chloro-
phyll maximum (DCM, see Fig. 3 in Raimbault et al.,
2007). Below 200 m, concentrations were always lower than
1000 cellmL™!. The distributions of total eukaryotes and
autotrophic eukaryotes were very similar with a maximum
in the Chile upwelling and a minimum in the surface of the
gyre (Fig. 6b). These similar distributions were a mere con-
sequence of the fact that autotrophic cukaryotes were much
more abundant than heterotrophic ones around the DCM
(Fig. 6¢). The size distribution of autotrophic eukaryotes
varied dramatically throughout the transect (Figs. 7 and 8):
in the surface of the gyre, cells smaller than 2 pum accounted
for less than 10% while, they dominated (50-70%) in the
DCM of the gyre as well as east of the gyre (Fig. 7a). In
the Chile upwelling (station UPX2, 25 m), they accounted
for up to 80% of the total eukaryotes. In contrast, their con-
tribution was much lower in the HNLC region where larger
cukaryotes between 2 um and 5 pum accounted for 40% to
60% of the population (Fig. 7b). This size class was also
dominant near the surface in the transition zone between the
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Total eukaryotes abundance by DAPI staining (cell mLt)

140°W 120°W

Fig. 6. Abundance obtained by DAPI counting of total eukarvotes
(cell mL~") (a), autotrophic eukaryotes (cell mL™!) (b), and per-
centage of heterotrophic eukaryotes in comparison with total eu-
karyotes (¢). Legend as in Fig, 5.

gyre and the upwelling. Cells larger than 5 um accounted for
less than 10% of autotrophic eukaryotes everywhere along
the transect, except near the Marquesas Islands where they
contributed slightly more (Fig. 7¢).

The relative proportion of heterotrophic eukaryotes was
the highest in the 0-50 m layer of the gyre (75-80%). while
in the DCM it dropped to 25% (Fig. 6¢). In the DCM, cells
smaller than 2 yum accounted for 28% (east of the gyre) to
40% (in the gyre) of heterotrophic eukaryotes (Fig. 8). The
contribution of cells between 2 um and 5 pem did not vary
much (about 50%) while cells larger than 5 um accounted
for up to 14% of total heterotrophic eukaryotes in the HNLC
region and for about 10% elsewhere.

In the 0-100m layer, dinoflagellate abundance (Fig. 9a)
increased towards the HNLC region (maximum observed:
200cellmL~! at station STBI1, 25m) and the Chile up-
welling, and decreased towards the gyre (minimum ob-
served: 10cellmL™! at station GYR2, 270m). In rela-
tive terms, autotrophic dinoflagellates dominated around the

Biogeosciences, 5, 311-321, 2008
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Percentage of autctrophic eukaryotes > 2 pm and < 5 pm

1200 S

Percentage of autotrophic eukaryotes > 5 ym

Fig. 7. Fraction of autotrophic eukaryotes smaller than 2 um (a),
between 2 um and 5 jem (b), and larger than 5 pom (¢) in comparison
with the total eukaryotes. Legend as in Fig. 5.

Marquesas [slands (up to 80% of total dinoflagellates, at sta-
tion STBI1, 80 m depth) and in the Chile upwelling (70% at
station UPW1, 15 m depth) (Fig. 9b). The maximum of per-
centage of autotrophic dinoflagellates (50%—80%) followed
the DCM except at station STB8 where the highest percent-
age (50%) occurred at 70 m whercas the DCM was found
much below at 170 m (Compare Fig. 9b in the present study
and Fig. 3 in Raimbault et al., 2007). In the Chile upwelling,
the maximum of autotrophic dinoflagellates (50% at station
UPX2 in surface and 70% at station UPW 1 at 15 m) occurred
above the DCM. The percentage of autotrophic dinoflagel-
lates was the lowest (5%—25%) in the surface of the gyre and
below 250 m.

Heterotrophic dinoflagellates contribution ranged from
20% to 95% of the total (Fig. 9¢) and consisted mostly (75%
on average) of cells smaller than 15 um in size (data not
shown). Vertical profiles showed that maximum abundances
of heterotrophic dinoflagellates followed the DCM only at
some stations in the gyre (STB3, STB6 and STBS, Fig. 10).
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Fig. 8. Contribution of the different size classes to the abundance
of autotrophic (Auto) and heterotrophic (Hetero) eukaryotes at the
depth of chlorophyll maximum for the HNLC, Gyre, East of gyre
and Chile upwelling regions.

At other stations, the maximum abundance of heterotrophic
dinoflagellates was observed above the DCM, except in the
upwelling (station UPX2) where the maximum was found
below. At station EGY2 (east of gyre), the lowest concentra-
tion of heterotrophic dinoflagellates (18 cellmL™!) occurred
in the DCM.

Green fluorescing dinoflagellates (Fig. 3¢) accounted for
up to 50% of the heterotrophic dinoflagellates in surface east
of the gyre and at depth in the Chile upwelling. They ac-
counted for 5 to 25% of heterotrophic dinoflagellates in the
HNLC zone and in surface in the Chile upwelling (Fig. 9d).

Ciliate abundance reached a maximum (18 cellmL™") in
the Chile upwelling (station UPW1, 40 m depth) and a min-
imum in the HNLC region (Fig. 11). Abundance increased
towards the Chile upwelling and decreased towards the gyre
as for most other groups. However, in contrast to most other
groups, ciliates also remained quite low towards the HNLC
zone and the Marquesas Islands. Vertically, at many sta-
tions, ciliate maxima corresponded to dinoflagellate minima
(Fig. 10).

4 Discussion

Differences between abundances estimated by microscopy
vs. flow cytometry observed in this study could be due to sev-
eral reasons. First, some cells smaller than 0.8 um (e.g. some
Synechococcus) could have passed through the 0.8 um filter
used here. The loss of eukaryotic cells is however likely to be
negligible since the smallest known eukaryote Ostreococcus
tauri has a size of 0.8 um (Courties et al., 1994). Further-
more, according to Sherr et al. (2005), 16 % of Synechococ-
cus and only 2% of picocukaryote cells may pass through a
1 pum filter. This may explain why the slope in the Fig. 4 is
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Fig. 10. Vertical profiles of concentration (cell mL~™1) of total het-
erotrophic dinoflagellates (solid line) and ciliates (dotted line). Stars
indicate the depth of chlorophyll maximum.

to ciliates ratio. Indeed, cells forming colonies could take ad-
vantage of the positive aspects of increased size. in particular
lower grazing pressure, without paying the full cost of de-
creased metabolism and reduced growth which is associated
with large individual cell size (Nielsen, 2006). In the light of
our observations, it could be interesting to extend counts of
colonial picocyanobacteria to other oceanic regions in order
to better understand how this fraction varies with oceano-
graphic conditions.

The present study is consistent with estimates by Ras et
al. (2007) based on HPLC pigment data and assumptions
concerning the size range of different taxonomic groups
(Claustre, 1994; Vidussi et al., 2001). They found that the
contribution of picophytoplankton (in terms of percentage
of total chlorophyll a) was the highest in the gyre itself
and east of gyre, while nanophytoplankton dominated in the
HNLC zone and the Chile upwelling. However, their method
tends to underestimate the contribution of picophytoplank-
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ton and to overestimate the contribution of macrophytoplank-
ton. For example, they only took into account for the pi-
coplankton size group pigments characterizing cyanobacte-
ria and Chlorophyta. However, Prymnesiophyceac may also
contribute significantly to picoeukaryotic population (Moon-
Van Der Staay et al., 2001; Not et al., 2005). Indeed, Prym-
nesiophyceae cells characterized by two chloroplasts were
observed in our DAPI samples (data not shown). Conversely,
Ras et al. (2007) include pigments of dinoflagellates and di-
atoms in the microplankton size range (20-200 pm), while
many dinoflagellates and some diatoms smaller than 20 pm
(data not shown) have been detected along the South-East Pa-
cific transect, as observed previously along 110° W (Hardy et
al., 1996). Therefore, the contribution of microphytoplank-
ton could be overestimated.

During the BIOSOPE cruise, Gémez et al. (2007) found
dinoflagellate abundance always lower than 1 cellmL ™!, ex-
cept at station 20 where a bloom of dinoflagellates was ob-
served (~4cellmL~" between surface and 5m depth), and
at station UPW (~2cellmL™"). These counts from acid-
ified lugol’s fixed samples are much lower than ours (Ta-
ble 1). These differences could originate from differences
in the size of the dinoflagellates that were counted in these
two studies. We counted dinoflagellates which were between
Spm and 50 pm in diameter while Gémez et al. (2007)
only counted dinoflagellates larger than 15 um. Hardy et
al. (1996) showed that dinoflagellates larger than 20 pem ac-
counted only for 10 to 30% of total dinoflagellates in the Pa-
cific gyre. In our samples (data not shown), the contribution
of dinoflagellates larger than 15 pm to total dinoflagellates
in terms of abundances was below 1% near the Marquesas
Islands, 1% in the upwelling zone, 2% in the HNLC zone
and around the station EGY, and reached a maximum of 3%
at station ST20 where a bloom was observed by Gomez et
al. (2007).

Globally, the abundance of dinoflagellates (Fig. 9) de-
creased towards the hyper-oligotrophic zone and increased
towards the mesotrophic and eutrophic zones. This is in
agreement with Leterme et al. (2006) who showed that the
dinoflagellate abundances increased with trophic status in the
NE Atlantic Ocean. The observed increase in heterotrophic
dinoflagellates contribution with depth is coherent with pre-
vious observations in the Equatorial Pacific (Chavez et al.,
1990). Heterotrophic dinoflagellates were always much
more abundant than ciliates as shown previously in the Sar-
gasso Sea (Lessard and Murrell, 1996) and the North-East
Equatorial Pacific (Yang et al., 2004). Although it is gener-
ally admitted that heterotrophic nanoflagellates are the ma-
jor grazers of picoplankton (Mackey et al., 2002; Sato et al.,
2007), predation by heterotrophic dinoflagellates could also
be important (Sanders et al., 2000; Sherr et al., 1991).

Green fluorescing dinoflagellates were initially observed
by Shapiro et al. (1989) in the North-West Atlantic, but lit-
tle reported since then. Recently, Tang and Dobbs (2007)
showed that green autofluorescence is a common feature
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of dinoflagellates, diatoms, green algae, cyanobacteria and
raphidophytes. They observed that this green autofluores-
cence is stronger in fixed cells, not stable over time, and
that its intensity varies with organisms (the strongest signal
is observed for dinoflagellates). Shapiro et al. (1989) found
that green fluorescing dinoflagellates could contribute from
4 to 100% to heterotrophic dinoflagellates while Chavez et
al. (1990) found that in the Equatorial Pacific, 32% of het-
erotrophic dinoflagellates on average produced bright green
fluorescence. The data reported here (maximal concentra-
tions in excess of 60 cellmL™" and maximum contribution
up to 50 %, Fig. 9) are in agreement with these previous stud-
ies. The origin of this bright green fluorescence (Fig. 3c) still
remains intriguing. Shapiro et al. (1989) hypothesized that
it could be due to a flavoprotein. The isolation by Fujita et
al. (2005) of a flavoprotein from the green-fluorescing flag-
ellum of the brown alga Seytosiphon lomentaria lends sup-
port to this hypothesis. Kim et al. (2004) showed that the
infection of the thecate dinoflagellate Gonyaulax spinifera
by Amoebophrya, a parasitic dinoflagellate, induces a bright
green autofluorescence in infected cells. This fluorescence
is, however, much more localised than in the green dinoflag-
ellates observed in our samples (Fig. 3¢). Another attractive
possibility could be the presence of a cytoplasmic green flu-
orescing protein (GFP, Wilson and Hastings, 1998).

Ciliate abundances reported here (Table 1) are comparable
to those reported from other similar marine systems ranging
from oligotrophic to eutrophic (Beers et al., 1980; Leakey
et al., 1996; Lessard and Murrell, 1996; Yang et al., 2004).
Focusing only on tintinnid ciliates, Dolan et al. (2007) ob-
served during the BIOSOPE cruise much lower concentra-
tions ranging from 0.002 and 0.04 cellmL~! between 5 and
300m. However, tintinnids generally account only for 5-
10% of all ciliates (Dolan and Marrasé, 1995). Comparing
our data with values from Table 2 of Dolan et al. (2007) re-
sults in a proportion of tintinnids (0.05%) smaller, for ex-
ample, than in the Catalan Sea (Dolan and Marras¢. 1995).
However, maxima and minima of tintinnid and total ciliates
occurred simultancously, in the upwelling and in the gyre,
respectively.

The distribution pattern of ciliates (Fig. 11) agrees with
previous observations in the North Western Indian Ocean
(Leakey et al., 1996) where the lowest abundances were ob-
served in oligotrophic waters and the highest in the most pro-
ductive waters. The different patterns of vertical distribution
of ciliates observed in the present study could be explained
by the fact that no distinction has been made between the
different types of ciliates (mixotrophic and heterotrophic cili-
ates). In the Catalan Sea, the distribution of heterotrophic cil-
iate is closely related to the DCM while mixotrophic ciliates
display a more complicated vertical pattern and their distri-
bution may vary from system to system (Dolan and Marrasg,
1995).

Nano-ciliates (<20 xom) have been identified as potentially
important grazers of picoplankton (Sherr and Sherr, 1987;
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Fig. 11. Abundance of ciliates (cell mL™h), Legend as in Fig. 5.

Sherr et al., 1991) and account in general from 50 to 95%
of total ciliates in a variety of marine ecosystems (Beers et
al., 1980; Montagnes et al., 1988; Yang et al., 2004). How-
ever, in our study, we observed very few nanociliates as the
size of the majority of ciliates felled into a 50-100 m range
(data not shown). That could be explained by the fixation
method used in our study: Leakey ct al. (1994) demonstrated
that the use of glutaraldehyde as fixative could lead to a
loss of cells as high as 70% among aloricate ciliates rela-
tive to lugol’s iodine while tintinnid numbers did not vary
significantly between fixative treatments, However, Dolan
and Marrasé (1993), observed only 8% of nanociliates in the
Catalan Sea in June 1993 while lugol’s iodine was used as
fixative.

In conclusion, although assessing the abundance of the dif-
ferent microbial groups by DAPI microscopy is slow and
labour-intensive and despite some cell loss following long-
term sample storage, the present data set highlights some
characteristics of the microbial community in the South-East
Pacific Ocean that have escaped more rapid techniques such
as flow cytometry, This includes in particular the importance
of colonial PE containing picocyanobacteria in the HNLC
area and the large contribution of green fluorescing dinoflag-
ellates in some regions, such as between the gyre and the
coast of South America.
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Chapitre 1V : Pacifique Sud-Est

Analyse des populations planctoniques du Pacififuk-Est par sondes
moléculaires

Les résultats exposés ci-aprés étant peu fiablegadeles problemes d’hybridation et de
faible marquages rencontrés avec la majorité dearditons, ils n'ont pas été intégrés dans
le papier Biogeosciences et ne feront pas pantieedautre publication.

Introduction

Apres les comptages réalisés sur les filtres marquéDAPI (papier Biogeosciences), nous
avons voulu connaitre la distribution des Chlordphgt Haptophyta parmi les différentes
classes de taille le long du transect Pacifique-Estd Nous nous sommes également
intéressés a la distribution des Mamiellales dtutipurs études ont montré qu’ils dominaient
généralement la fraction picoplanctonique dansmé®eux cotiers (Not et al. 2004, 2008).
Pour ce faire, nous avons utilisé la méthode FISATRvec les sondes spécifiques de ces

groupes.

Matériel et méthodes

Le protocole d’hybridation utilisé au cours de @il est détaillé en Annexe |.

Dans un premier temps, le mélange de sondes (EQkT20001+NChlo01) a été utilisé afin
de visualiser et compter tous les eucaryotes pregtans les échantillons. Parallelement a
cette hybridation, un marquage au DAPI a été r&ahfn de vérifier la spécificité
d’hybridation du mélange de sondes sur les celkelgesiryotes.

Dans un second temps, les sondes Chlo02, Pragire02 ont été utilisées afin de cibler les

Chlorophyta, les Mamiellales et les Haptophytapeesvement.

Résultats et discussion

Une comparaison du marquage au DAPI avec celuisééavec le mélange de sondes
(Euk1209+Chlo01+NChlo01) pour l'ensemble des eum@sy montre un tres faible

pourcentage d’hybridation (moins de 50 % d’hybiimiat sur la premiere partie du transect
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Figure IV-1 : Distribution en fonction de la longitude et de l@fpndeur, des pourcentages

d’hybridation obtenus avec le mélange de sondek1(#E19+NChlo01+Chlo01) par rapport au

total d’eucaryotes comptés en DAPI. Les pointsshoorrespondent aux échantillons ayant
permis la construction du profil. Ce profil a étalisé a l'aide du logiciel « Ocean Data
View ».
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Figure IV-2 : Distribution en fonction de la longitude et de lfpndeur, du pourcentage
d’hybridation obtenu avec la sonde Prym02 (spéadfigles Haptophyta) par rapport aux
eucaryotes hybridés avec le mélange de sondes ZB8kNChlo01+Chlo01) (a), du rapport
des concentrations de 19’hex et chl (b). Les concentrations en pigments ont été
communiquées par J. Ras. Légende comme a la figtte
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(Fig. IV-1). Cependant, si on compare les effigg i’ hybridation dans les différentes classes
de taille, on s’apercoit que les faibles valeurtenbes dans la premiere partie du transect,
sont principalement dues a la fraction picoplanicioe (Tableau IV-1). Ces différences dans

I'efficacité d’hybridation pourraient étre dues a :

* Une faible quantité d’ARN ribosomal dans les celfub cause d’'une croissance
plus faible dans ces eaux tres oligotrophes. Ereteffes pourcentages
d’hybridation les plus élevés ont été rencontrésralieu cotier, au niveau de
'upwelling du Chili. La technique de FISH-TSA neurait étre alors réellement
efficace qu’en milieu cétier, comme récemment suggear Not et al. (2008)
lorsque de tres faibles hybridations ont été ol&ses\sur certains échantillons de
I’Océan Indien.

 La présence d'une plus grande quantité de cellolestes n'ayant plus de
ribosomes mais dont le noyau serait encore vispl&s marquage au DAPI et
visualisation sous lumiére UV.

* La présence d’inhibiteurs sur les filtres. Un lazvatgs filtres au PBS (Phosphate
Buffered Saline) a été réalisé afin d’élimineril@sibiteurs potentiels mais n’a pas
permis d’augmenter I'efficacité d’hybridation seslfiltres testés.

* Des problemes d’échantillonnage. Durant la campadee problemes avec les
solutions de fixation ont pu avoir lieu et causessdproblemes lors de
I’hybridation.

» Des problemes de déegradation des échantillons. <&shble peu probable car ils

ont été conservés a — 80°C des leur retour a Roscof

Lorsqu’on s’intéresse aux résultats obtenus avesdedes spécifiques, on s’apercoit que la
majorité des cellules eucaryotes n'ont été hybsedéewvec la sonde Chlo02, ni avec la sonde
Prym02 (Fig. IV-2 et IV-3). Cela a été égalemensarivé dans I'Océan Indien ou 70 % des

cellules eucaryotes n'ont été identifiees ni ave@sdnde Chlo02, ni avec la sonde Prym02
(Not et al. 2008). Une explication pourrait étrédile efficacité d’hybridation observée pour

'ensemble des eucaryotes dans la premiére moitidrahsect. Cependant, au niveau de
'upwelling du Chili, moins de 50 % des cellulescatyotes ont été hybridées avec les sondes

spécifiques des Chlorophyta (moins de 10 %) et bfaptta (entre 15 % et 40 %) alors que de
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bons pourcentages d’hybridation ont été obtenusc ale mélange de sondes
(Euk1209+NChlo01+Chlo01) (entre 75 % et 99 %).

Dans I'ensemble, il semble quand méme y avoir Une grande proportion d’'Haptophyta que
de Chlorophyta tout le long du transect, excefdté station UPX2 (5m) ou on observe 40 %
de Chlorophyta contre 4 % d’Haptophyta. La comgamaides hybridations réalisées avec la
sonde Prym02 et la distribution du rapport des pigis 19’ hex/chl montre que dans la
deuxieme partie du transect, les maxima d’hybricaguivent la zone correspondant a un
rapport de plus de 50 % entre les pigments (FiguWr@b). Les données d’hybridation
semblent donc cohérentes avec les données pigmesndiains cette seconde partie du transect.
Concernant la premiere partie du transect, la moamne cohérence entre les données FISH
et pigmentaires pourrait étre due (1) aux faiblesrpentages d’hybridation obtenus avec le
mélange de sondes (Euk1209+NChlo01+Chlo01) maikdgat (2) au fait que le contenu
pigmentaire peut varier trés fortement avec lesapatres environnementaux et le statut
physiologique des cellules (Jeffrey et al. 1999).

De plus, lorsqu’on s’intéresse a la répartition Hegptophyta dans les différentes classes de
taille, on s’apercoit que la majorité des hybridasi a été obtenue dans la classe de taille entre
2 um et 5 um (Tableau 1V-1). Cette observationeesaccord avec des analyses précédentes
réalisées avec des sondes spécifiques des hapepégt milieu naturel montrant que la
majorité d’entres eux présentent une taille ~ 4(gimLiu, comm. pers). Les échantillons du
Pacifique Sud-Est montrent jusqu’'a 30 % de picadyatpytes (STB1 80m et MAR1 15 m).
Cependant, ces résultats sont a relativiser étammead que les efficacités d’hybridation a ces
stations sont tres faibles. En tenant compte aesd&mble des eucaryotes comptés en DAPI, ce
pourcentage n’atteint plus que 8 % de la communautaryote. Lorsqu’on s’intéresse aux
stations pour lesquelles une efficacité d’hybriolatid’au moins 50 % a été obtenue, on
s’apercoit que les contributions des pico-haptoghwtarient de moins de 1 % a 22 % des
cellules hybridées avec les valeurs les plus éter&econtrées dans la zone de transition entre
le tourbillon Sud Pacifique et les cotes chiliennsess valeurs minimales sont observées au
niveau du tourbillon Sud Pacifique mais aussi aieaul des cotes chiliennes et ce, quelque
soit la profondeur considérée.

Les pourcentages d’hybridation obtenus avec la esd@lalo02 sont trés faibles méme aux
stations coétieres ou on s’attendrait a avoir dedrimutions supérieures a 50 % d’apres la
littérature (Figure 1V-3) (Not et al. 2004, 2008) ces stations, I'efficacité d’hybridation peut

atteindre plus de 90 % en surface. Cela correspotmment a la station UPX2 (5m) ou on
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Figure IV-3 : Distribution en fonction de la longitude et de lfpndeur, du pourcentage
d’hybridation obtenu avec la sonde Chlo02 (spéadigies Chlorophyta) par rapport aux
eucaryotes hybridés avec le mélange de sondes ZE8kNChlo01+Chlo01) (a), du

pourcentage d’hybridation obtenu avec la sondeORrgspécifique des Mamiellales) par
rapport aux Chlorophyta précédemment comptés (b} jhoints noirs correspondent aux
échantillons ayant permis la construction du praflgende comme a la figure IV-1.
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observe une contribution des pico-chlorophytes3&63 C’est le seul échantillon pour lequel
une contribution aussi importante des chlorophftimstes tailles confondues) a été observée.
Les faibles concentrations de chlorophytes obtemaes les zones océaniques du transect
semblent néanmoins étre en accord avec des éto@esdpntes montrant la diminution des
abondances en chlorophytes lorsqu’on s’éloignezdass cotieres vers les zones océaniques
(Carreto et al. 2003 ; Not et al. 2008).

Lorsque I'on compare les comptages réalisés avesotale Chlo02 et la sonde Pras04
(spécifique des Mamiellales), on constate que ddwbent, le pourcentage de Chlorophyta
hybridés qui appartiennent a 'ordre des Mamiefla#eint plus de 25 % dans la plupart des
stations et va jusque 100 % pour une grande pdeseéchantillons dans la zone HNLC et le
tourbillon Sud Pacifique (Fig. IV-3b). Cependards aésultats semblent contradictoires avec
les banques de clones réalisées sur des échastitiés au cytométre en flux montrant une
dominance de la fraction pico par les Mamiellalegguement dans l'upwelling, alors que
dans la zone HNLC et le tourbillon Sud Pacifiquefraction pico est dominée par des non-
Mamiellales (X. Shi, comm. pers.).

Les Mamiellales étant composés en grande part&pdEs picoplanctoniqueslicromonas
pusilla, Ostreococcus tauri) ou situés dans la fraction entre 2 um et 5 pnuidtaet al. 2008),

on s’attendrait a retrouver une contribution pluasportante des Mamiellales dans ces
fractions de taille. C’est ce qu’on observe en ga@lnérsque I'on considére toutes les données
y compris les échantillons pour lesquels moins @e% d’efficacité d’hybridation a été

obtenue.
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Tableau 1V-1: Pourcentages d’hybridation obtenus avec le mélanige sondes

(Euk1209+NChlo01+Chlo01) (% marquage) dans chadasse de taille ; pourcentages
d’hybridation avec la sonde Chlorophyta (% Chlo02)sonde Haptophyta (% Prym02) par
rapport au total des eucaryotes hybridés avec léangé de sondes; pourcentages
d’hybridation avec la sonde Mamiellales (% Pras@&r rapport a I'ensemble des
Chlorophyta détectés avec la sonde Chlo02 aux rdiffés stations et profondeurs (m)
étudiées au cours de la campagne BIOSOPE. Le sag@jaune correspond aux échantillons
pour lesquels plus de 50 % d’hybridation a été mbtavec le mélange de sondes

(Euk1209+NChlo01+Chlo01).

<2um >2umet<5um >5pum

% % % % % % % % % % % %
Station Prof (m) | marquage Chlo02 Prym02 Pras04 | marquage Chlo02 Prym0O2 Pras04 | marquage Chlo02 Prym02 Pras04
MAR1 80 12 0 18 0 38 2 78 25 6 <1 1 0
MAR1 60 32 0 <1 0 70 <1 14 0 68 1 <1 0
MAR1 40 57 <1 2 0 87 <1 6 17 98 <1 <1 8
MAR1 15 16 <1 31 0 37 2 97 0 6 <1 1 17
HLN1 140 9 0 0 0 47 0 0 0 50 0 100
HLN1 100 <1 33 0 0 1 33 0 50 0 0 0
HLN1 80 0 0 17 29 2 1 67 63 <1 0 17
HLN1 60 3 4 6 20 19 14 45 73 50 1 4 0
HLN1 30 35 0 3 13 80 <1 13 50 94 <1 <1 0
HLN1 5 18 2 4 21 87 6 12 30 82 <1 1 0
STB1 140 <1 0 0 0 <1 50 0 50 6 50 0 50
STB1 80 <1 0 30 0 3 22 45 100 4 0 0
STB1 60 9 1 2 33 52 4 8 61 54 <1 <1 6
STB1 25 25 <1 2 63 81 1 4 33 57 <1 <1 4
STB1 5 4 <1 3 29 62 4 2 65 15 1 0 6
STB3 190 6 4 3 60 33 1 4 0 100 0 0 0
STB3 120 15 1 <1 40 82 0 1 0 90 0 0 0
STB3 100 27 <1 3 89 77 0 3 11 75 <1 <1 0
STB3 60 36 <1 3 40 85 1 6 50 86 0 0 10
STB3 20 35 <1 1 8 74 2 4 31 67 <1 1 23
STB3 5 5 2 4 43 37 13 5 55 67 <1 0 S
STB4 210 5 19 6 25 20 6 0 0 0 0 0 25
STB4 160 4 25 11 43 6 0 21 0 15 0 0 0
STB4 140 6 1 8 75 35 0 8 0 38 1 0 25
STB4 85 28 1 12 55 84 2 15 40 63 <1 <1 5
STB4 40 20 1 15 29 75 1 21 29 75 1 0 14
STB4 5 13 3 11 27 44 1 14 18 53 1 0 18
STB6 250 9 0 33 25 0 0 11 50 0 0 0
STB6 220 1 1 100 28 0 0 40 0 0 0
STB6 190 1 3 67 33 0 33 67 0 1 0
STB6 170 3 3 67 11 6 19 33 5 10 3 0
STB6 70 18 10 4 35 39 3 8 17 36 5 2 26
STB6 5 41 1 8 67 87 1 34 33 89 <1 4 0




Chapitre 1V : Pacifique Sud-Est

Tableau IV-1 : suite

<2um >2pumet<5pm >5pum

% % % % % % % % % % % %
Station Prof (m) | marquage Chlo02 Prym02 PrasO4 | marguage Chlo02 Prym02 Pras04 | marqguage Chlo02 Prym02 Pras04
STB8 240 4 63 0 15 3 19 0 8 0 0 0 0
STB8 210 <1 0 0 0 <1 0 0 100 0 0 0 0
STB8 170 <1 0 0 0 2 0 8 0 25 12 0 100
STB8 135 <1 0 4 0 19 8 20 67 21 4 0 33
STB8 70 3 0 0 28 3 15 67 57 1 0 33
GYR2 270 2 40 0 0 10 0 20 0 0 0 0 0
GYR2 205 <1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GYR2 180 14 0 0 0 41 2 2 100 50 0 0 0
GYR2 155 51 0 1 0 66 0 <1 67 50 <1 <1 33
GYR2 90 3 1 0 0 26 5 1 44 75 2 1 56
GYR2 5 50 <1 5 20 77 <1 8 40 100 <1 <1 40
STB11 250 30 1 0 0 58 <1 2 25 89 1 1 25
STB11 200 24 2 5 67 57 2 5 33 0 0 2 0
STB11 180 63 0 3 0 81 <1 4 67 67 <1 1 0
STB11 75 63 0 2 13 78 1 7 38 77 1 2 50
STB11 5 74 0 3 80 71 <1 3 20 71 <1 <1 0
STB14 230 54 0 1 0 81 1 4 0 67 <1l <1 33
STB14 200 <1 0 17 0 5 8 42 100 20 0 17 0
STB14 160 1 0 21 100 5 0 21 0 29 0 4 0
STB14 110 5 3 6 32 8 34 6 16 2 4 11
STB14 75 5 11 13 15 15 7 47 8 24 5 16 15
STB14 5 25 3 12 86 46 3 13 11 57 1 2 3
EGY2 190 93 3 1 0 95 1 3 0 100 1 0 0
EGY2 125 93 <1 6 0 97 <1 4 6 89 <1 <1 0
EGY2 80 36 0 11 0 54 <1 13 33 30 <1 1 0
EGY2 60 78 <1 12 4 93 2 16 15 88 <1 <1 0
EGY2 40 75 <1 6 6 92 2 19 81 <1 <1 0
EGY2 5 97 3 13 S 99 S 18 2 100 <1 <1 2
STB17 175 65 1 0 0 95 4 0 0 57 0 0 0
STB17 120 81 0 10 50 83 <1 23 50 85 0 1 0
STB17 70 91 1 21 0 97 6 19 0 100 1 <1l 0
STB17 55 99 4 18 <1l 100 11 10 98 1 <1 <1
STB17 30 96 2 19 <1 97 4 14 2 97 1 <1 0
STB17 5 99 2 22 1 99 4 13 7 95 <1l <1 <1
STB20 140 21 0 0 29 7 9 11 57 14 5 0 14
STB20 80 61 0 10 0 85 <1 11 67 67 <1 <1 0
STB20 60 1 0 22 0 5 0 78 0 0 0 0 0
STB20 40 27 0 39 31 <1 59 50 5 <1 2 0
STB20 25 97 <1 24 14 97 <1 17 82 91 <1 <1 5
STB20 5 100 <1 15 5 99 <1 25 37 100 <1 2 5
UPW1 60 67 0 1 0 80 <1 3 0 88 0 0 0
UPW1 40 67 <1 0 0 94 <1 22 14 99 <1 <1 29
UPWwW1 25 89 <1 0 0 95 1 45 15 99 <1 5
UPW1 15 91 <1 0 5 90 <1 29 25 89 <1 1 0
UPW1 5 8 0 0 0 24 0 12 0 11 0 0
UPWwW1 0 97 2 0 0 85 1 16 7 92 <1l <1 0
UPX2 60 79 5 0 0 67 <1 2 0 84 0 0
UPX2 40 <1 1 0 0 23 1 10 0 33 0 1 0
UPX2 25 100 3 0 0 83 <1 4 4 89 <1 <1 0
UPX2 15 100 <1 <1 0 56 <1 4 0 76 <1 <1 0
UPX2 5 100 39 <1 <1 84 1 4 <1 93 <1 <1 0
UPX2 0 100 7 <1 0 96 <1 3 <1 93 <1 <1 0
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V.1 Considérations méthodologigues

L’hybridation in situ fluorescente avec des sondes ciblant TARNr 18Suee méthode
couramment utilisée pour lidentification et la gtification de populations microbiennes
dans des environnements complexes. C'est une tpehniqui ne demande pas
d’'investissement matériel lourd et avec laquells désultats sont disponibles apres une
journée d’expérimentation. Cependant, cette teclnigomporte des limites discutées par
Amann & Fuchs (2008) auxquelles nous avons étéraptgfes au cours de ce travail. Les
tests réalisés sur cultures nous ont permis deenett évidence I'importance de I'étape de
perméabilisation, en particulier sur les souches Tdebouxiophyceae réfractaires a la
perméabilisation a la cellulase utilisée dans eeait (Annexe I). Ceci peut expliquer en
partie les faibles pourcentages d’hybridations mide avec le mélange de sondes
(Euk1209+Chlo01+NChlo01), et les faibles contribns de Chlorophyta obtenues pour le lac
d’Esch-sur-Sdre. Cette étape est d’autant plus fitapte lors de l'utilisation du FISH-TSA
qui nécessite la pénétration dans les cellules’atezyme HRP de grande taille (40 000
daltons). Kapaun et al. (1995) ont réussi a hydeslyles couches de microfibrilles de
glucosamine composant la membrane cellulaire damehe deChlorella sp. a I'aide d'un
traitement a I'acide fort (HCI 6N), suivi d'un ttament a la chitinase et a la chitosanase. Une
des perspectives de notre travail pourrait étremige au point d'un protocole de
perméabilisation adéquat de ces cellules tout esepvant les autres cellules moins
résistantes.

La spécificité des sondes oligonucléotidiques dédpdu nombre de séquences disponibles
dans les bases de données lors de leur créatiors Bette optique, la présence de faux
positifs parmi les cultures testées suggere unafient des sondes Chlo02, Pras04 et Prym02
dont la création date de 2000 (Chlo02 et Prym02peé# (Pras04).

L’intensité de marquage est proportionnelle au e@omt en ribosomes qui peut varier
fortement d’'une cellule a une autre. L'amplificatide la fluorescence (TSA), permet de
s’affranchir de ce biais dans la plupart des cape@dant, au cours de ce travail, nous avons
obtenu de tres faibles signaux dans les milieuwgotdophes a hyper-oligotrophes du Pacifique
Sud-Est malgré I'utilisation de la méthode FISH-T3®ettant en évidence linefficacité de
cette technique dans certains environnements, condcemment suggeéré par Not et al.
(2008). Il serait donc intéressant d'utiliser dr@gttechniques sur ces échantillons comme par

exemple, la méthode de PCR quantitative (QPCR).
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Tableau V-1 : Moyennes des contributions (%) des ChlorophytaestHiaptophyta dans les
différentes classes de taille ainsi que pour I'eride des eucaryotes comptés (total) dans les
milieux marins étudiés dans ce travail. Les moysrorg été réalisées sur les échantillons
présentant au minimum 50 % d’hybridation avec |éamge de sondes
(Euk1209+NChlo01+Chlo01).

Milieu marin
. Eutrophe
Hyper- Oligotrophe Méso-eutrophe ~ Méso-eutrophe  Méso-eutrophe
oligotrophe
(cétier) (cétier) (cdtier)
Tourbillon Zone de transition
Sud Pacifique tourbillon Sud Pacifique Manche Mer du Nord Mer du Nord Upwelling du
- cOtes Sud américaines Chili
(STB11) (Egy2-STB17-STB20) (Stl a St5) (St19 a St 22) (St7a St18) (UPW1-UPX2)
Contribution des Chlorophyta
Fraction < 2 pm <1 2 81 31 77 9
Fraction > 2 pm et <5 pm 2 7 5 19 28 2
Fraction > 5 pm 11 6 9 5 19 2
Total 2 4 62 24 61 7
Contribution des Haptophyta
Fraction < 2 pm 4 30 0 0 0 <1
Fraction > 2 pm et <5 pym 15 40 9 35 64 42
Fraction > 5 pm 20 7 9 15 25 3
Total 9 31 2 10 17 18

Tableau V-2 : Moyennes des contributions (%) des ChlorophytaestHiaptophyta dans les
différentes classes de taille ainsi que pour I'eride des eucaryotes comptés (total) dans les
milieux lacustres étudiés dans ce travail. Les mogs ont été realisées sur les échantillons
présentant au minimum 50 % d’hybridation avec |éamge de sondes
(Euk1209+NChlo01+Chlo01).

Eau douce
Méso- Méso- Méso- Méso- Méso- Méso- Mésotrophe Eutrophe
eutrophe eutrophe eutrophe eutrophe eutrophe oligotrophe
Février Auvril Juin Juillet Octobre Juillet Juin Juillet
Esch-sur-Shre  Esch-sur-Sdre Esch-sur-SOre Esch-sur-Sire Esch-sur-Sire Pavin Bourget Aydat
Contribution des Chlorophyta
Fraction < 2 um 3 7 28 1 41 9 11
Fraction > 2 um et <5 pm 7 5 11 1 28 47 22
Fraction > 5 um 4 5 99 12 3 14 31 29
Total 5 7 31 5 1 26 27 16
Contribution des Haptophyta
Fraction < 2 um 0 0 <1 0 0 0 0 0
Fraction > 2 um et <5 um <1 <1 0 7 1 34 24 25
Fraction > 5 pum 0 0 0 0 9 6 17 18
Total <1 <1 <1 2 2 9 8 7
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Une étude réalisée en Méditerranée sur la fraghicoplanctonique a montré une bonne
correspondance entre les contributions des Chlgtapbbtenus par FISH-TSA et par QPCR
(Zhu et al. 2005). Bien que cette méthode soit gdlffcile a calibrer que le FISH-TSA pour
I'étude de groupes taxinomiques étendus a cauke\dgiation du nombre de copies du gene
de 'ARNr 18S d'une espece a l'autre, elle perniahdlyse rapide d’'un grand nombre
d’échantillons et parait étre une bonne alternadivautilisation de la méthode FISH-TSA,
particulierement dans I'étude de la distributioesieces ou de genres (Countway & Caron
2006 ; Marie et al. 2006).

V. 2 Contributions des Chlorophyta et des Haptophyta desdifférents milieux
étudiés

Un des objectifs de ce travail était d’évaluer lantcibution des Chlorophyta et des
Haptophyta aux eucaryotes de différentes classdailtke dans des milieux marins et d’eau
douce présentant des statuts trophiques différpotg fournir de nouveaux éléments
permettant de répondre a la question de la domedada « lignée rouge » ou de la « lignée
verte ». Les résultats obtenus au cours de ceiltssorag résumés dans le tableau V-1 pour les
milieux marins et dans le tableau V-2 pour leseunit lacustres. Les résultats obtenus dans le
Pacifique Sud-Est étant peu fiables (Annexe du itteaf)/), ils ne seront pas repris dans la

discussion.

Globalement, la contribution des Chlorophyta damsfraction picoplanctonique est plus
élevée en milieu marin qu'en milieu lacustre, algte leur contribution dans la fraction
supérieure a 5 um semble plus élevée en eau dpumeablement due a la présence de
chlorophytes de plus grande taille dans les laosweSchroederia (John et al. 2002).

Ce travail confirme la dominance du picoplanctonlpa Chlorophyta dans les stations de la
Manche mais également dans les stations du larde Weer du Nord. La dominance de la
« lignée verte » parmi le picoplancton de la Manakieit déja été suggeérée par Not et al.
(2005) (Tableau V-1). Cependant, alors dqderomonas pusilla domine au niveau de la
Manche, sa contribution dans les stations du lergie trés faible ou non détectablzans les
stations cétieres de la Mer du Nord, la contributites pico-chlorophytes diminue de facon
importante pour ne représenter que 31 % du picofdan Dans les fractions supérieures a 2
um, les Chlorophyta sont minoritaires (moins de&/®d0que I'on se trouve en Manche ou en
Mer du Nord.
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En milieu lacustre, comme précédemment montré pappkrrle & Krienitz (2001), la
contribution des Chlorophyta dans la fraction irgf@re a 2 um est la plus importante dans le
milieu de plus faible statut trophique sans jant&isiner la communauté picoeucaryote (41
% ; Tableau V-2). Dans la fraction entre 2 um gins la méme tendance est observée dans le
lac du Bourget (mésotrophe) ou les Chlorophytaigatest un maximum de 47 % sans
dominer pour autant dans cette fraction de talllans la fraction supérieure a 5 um, les
Chlorophyta sont minoritaires dans les lacs fradaa contribution des Chlorophyta dans le
lac d’Esch-sur-Sdre est généralement plus faibke aplle observée dans les autres lacs sauf
durant la phase d’eau claire (en juin) ou une damie des Chlorophyta dans la fraction
supérieure a 5 um a été observée (99 %), probabtethee a des especes proches de
Schroederia (Chapitre 111).

Les haptophytes sont quant a eux, généralementtabde la fraction picoplanctonique. lls y
ont été détectés uniquement dans les échantillor®adifique Sud-Est et dans le lac d’Esch-
sur-Sare (Tableaux V-1 et V-2). Les haptophytesgméent des contributions plus élevées
dans la fraction entre 2 um et 5 um quelque soaitileu étudié. Ceci confirme des analyses
précédentes réalisées avec des sondes spécifigsidmptophytes en milieu naturel montrant
que la majorité d’entres eux présentent une taidleum (H. Liu, comm. pers).

En mer du Nord, les Haptophyta présentent généemitde plus fortes densités au printemps
et en été (Reid et al. 1990 ; Kuylenstierna & Kaml4994). Au cours de ce travail (en été) les
Haptophyta dominent la fraction entre 2 um et 5ymmuement dans les stations du large (64
% en moyenne pour les stations 7 a 18) ou unere$itence d’haptophytes a été observée au
cours de la campagne (stl16). Leur contribution emde et dans les stations cétieres dans
cette fraction de taille reste faible mais supégea celle des Chlorophyta (Tableau V-1).
Dans la fraction supérieure & 5 um, les diatoméamirtent dans la Manche et les
dinoflagellés en Mer du Nord (Chapitre 1lI).

Les contributions des Haptophyta observées au migadac d’Esch-sur-Sdre sont tres faibles
(toujours inférieures a 10 %) en comparaison agecontributions observées dans les autres
lacs étudiés, quelque soit la saison considéréemitieu lacustre, la contribution des
Haptophyta dans la fraction entre 2 um et 5 pmaeglus importante dans le milieu de plus
faible statut trophique (Pavin) mais ne domine pasr autant cette population (34 %)
(Tableau V-2). Au cours des comptages réalisés amostopie a épifluorescence, les
dinoflagellés, les diatomées et les cryptophytésrés (autofluorescence orange sous lumiéere

verte) ont aussi été compteés sur les échantilnsstres (données non montrées). Malgré une
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préfiltration réalisée sur 5 um pour les échamtglodes lacs francais, une contribution
importante de diatomées supérieures a 5 um (77 ¥oyenne), a été observée dans le lac
Pavin. Dans les lacs du Bourget, Aydat et d’EsahSkire (Octobre), peu de diatomées
supérieures a 5 um ont été observées mais parecdes contributions moyennes de
cryptophytes de 35 %, 40 % et 42 %, respectivelftamnées non montrées) ont été mises en

évidence dans ces trois lacs.

En conclusion, nos données ont confirmé la domimatecla « lignée rouge » dans la fraction
supérieure a 5 um (Grzebyk et al. 2003 ; Katz .€2@04),pour I'ensemble des lacs étudiés
(Pavin, du Bourget, Aydat et Esch-sur-Sdre en aefohinsi que pour les échantillons de
Manche et de Mer du Nord en été. Alors que lesdpdpttes et les cryptophytes dominent
cette fraction de taille dans les lacs du Bourggtlat et Esch-sur-Sdre (en octobre), elle est
dominée dans le lac Pavin et en Manche par lesrdé&gs. En Mer du Nord, ceux sont les
dinoflagellés qui dominent. Alors que la dominamieela « lignée verte » ou de la « lignée
rouge » reste encore a élucider pour la fractidreeh um et 5 um au niveau de la Manche,
des stations cotieres de la Mer du Nord et poulales, cette étude suggeéere la dominance de
la « lignée rouge » dans la fraction entre 2 i @t pour les stations du large de la Mer du
Nord en été. La dominance de la «lignée verte £ta confirmée dans la fraction
picoplanctonique des stations de la Manche ett&®ss du large de la Mer du Nord. Le lac
d’Esch-sur-Sire a également montré une dominanck delignée verte » mais dans la

fraction supérieure a 5 um durant la période de@l&au claire (juin).

Au cours de ce travail, nous avons utilisé prinigpent deux sondes en FISH-TSA, l'une
caractéristique de la « lignée verte » (Chlorophgtal’autre caractéristique de la « lignée
rouge » (Haptophyta). L’évaluation des contribusiale ces deux groupes dans les différents
milieux étudiés et les différentes classes dectaitlus a permis de répondre a la question de la
dominance de la « lignée verte » ou de la « lignége » dans un nombre restreint de cas, en
particulier pour les plus petites fractions deldailCes lignées sont composées d’autres
groupes comme les Euglenophyta et les Chloraraphyia pour la « lignée verte » et les
Cryptophyta et les Stramenopiles pour la « ligné@eige ». L'utilisation de sondes
caractéristiques de ces autres groupes permetieibir une image plus compléte de la
dominance de I'une ou de l'autre lignée dans i#érdntes fractions de taille.
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ANNEXE 1
Meéthodes utilisées
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Figure Al-1: Schéma résumant le principe de la cytometry en fiexschéma est issu du
site internet http://cytobase.montp.inserm.fr/CéDosirs.html.
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Figure Al-2: Cytogrammes obtenus apres passage d’échantillo4 datobre 2006 4 5 m
(A) et du 27 avril 2006 en surface (B) provenantatud’Esch-sur-Sdre. « Cyano »
correspond a la population des picocyanobactetiBs;oeuk » correspond a la population
des picoeucaryotes autotrophes, « Nanoeuk » camdspla population des nanoeucaryotes
autotrophes, « Crypto » correspond a la populat@®oryptophytes et « Beads » correspond
aux billes ajoutées dans I'échantillon pour lakraliion.
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La cytométrie en flux

Au cours de ce travail, la cytométrie en flux a étdisée pour I'analyse des échantillons
d’eau douce. Les cellules présentes dans I'éclansbnt poussées par pression et envoyées
une a une devant un (ou plusieurs) faisceau lasepermet de mesurer ou d'évaluer des
parameétres cellulaires (Figure A-1). La lumierdrdiftée mesurée dans I'axe du rayon laser
permet d'évaluer la taille des cellules (parameEBE). La lumiere diffractée, mesurée a 90°
(parametre SSC) donne une mesure de la structuta dellule. L'analyse combinée des
parameéetres mesurés a partir des lumiéres diffra@eta fluorescence naturelle des pigments
photosynthétiques (chlorophylle, phycoérythrine) rnpet lidentification de groupes

d’organismes présentant des tailles et un conterpigenents différents.

En pratique, des prélevements d'eau (de mer ow dieace suivant le milieu étudi€) de 1,5
ml sont placés dans des cryotubes et sont soittdiment analysés (c’était le cas pour les
campagnes BIOSOPE et Microvir) ou fixés avec duaghldéhyde a 1%. en concentration
finale et stockés a -80°C jusqu'a l'analyse aurkboe (c’était le cas pour les échantillons du
lac d’Esch-sur-Sdre). Les mesures de cytométriflienréalisées au laboratoire, I'ont été
dans les deux heures qui suivent la décongélatioatibsant un cytomeétre en flux Becton-
Dickinson de type FACSort. Le liquide d'entrainemmest constitué d'eau de mer filtrée ou
d’eau MQ pour les échantillons d’eau douce.

La calibration a été réalisée avec des billes €6 Am (en rose sur la figure A-2). L'analyse
finale pour l'identification et le dénombrement gegpulations a été réalisée en utilisant le
logiciel Cytowin (Vaulot, 1989).

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommeseg#@s aux populations pico- et
nanoplanctoniques. Au sein de ces populationspiscyanobactéries (population verte sur
la figure A-2) ont été discriminées des autres pesu de phytoplancton par leur
autofluorescence orange due a la présence de phtfuide et plus particulierement par le
cytogramme « orange vs red fluorescence ». Leslesltde picophytoeucaryotes (population
bleue sur la figure A-2) et nanophytoplancton (pafion violette sur la figure A-2) ont été
discriminées par leur taille et leur autofluoresmermrouge plus intense. Les cellules de
cryptophytes ont été discriminées par leur autoflscence orange et leur taille (population

orange sur la figure A-2).
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Figure Al-3: Différentes étapes de la préparation et de l'olzdEm des échantillons
marqués au DAPI. Les photos (A) et (B) ont étégsrisous UV et sous lumiere bleue,
respectivement a la station STB17 (70 m) de la eame BIOSOPE. Sous UV, les noyaux
des eucaryotes sont visibles (fleches rouges) @Qus lumiere bleue, on observe
l'autofluorescence rouge de la chlorophylle desanigmes autotrophes (fleches rouges) (B).
La photo (C) a été prise a la station STB3 (60 aysslumiére verte mettant en évidence
l'autofluorescence orange de la phycoérythrinepiescyanobactéries (C).



A. Il La microscopie a épifluorescence

Les observations faites au laboratoire ont étésézd avec un microscope en épifluorescence
Olympus BX51 équipé d’'une lampe a mercure et digjecatif UVFL 100x.

A. 1.1 Filtres marqués uniguement au DAPI

Au cours des campagnes BIOSOPE et Microvir, deul'da mer (100 mL) a été fixée au
glutaraldéhyde (0,25 % en concentration finalefilgée sur membranes noires de porosité
0.8 um. Les échantillons ont été marqués au 4'Gudi@o-2-phenylindole (DAPI) dont la
concentration finale était de 5 ug theet stockés a — 20 °C jusqu’a I'analyse en labaeto
Les principales étapes de la méthode sont résudaéssa figure A-3.

Le DAPI est un intercalant qui se lie a 'ADN etid@ colore en bleu lorsqu’il est observé
sous UV (360/420 nm). Le marquage au DAPI permedisiinguer les cellules procaryotes
des cellules eucaryotes. En effet, sous UV le nagesicellules eucaryotes apparait comme
une organelle séparée de couleur bleue alors gueelkiles procaryotes, ne possédant pas de
noyau, apparaissent uniformément colorées (Figu@AA L'observation des échantillons
sous lumiere bleue (490/515 nm) permet, de pautdftuorescence naturelle rouge de la
chlorophylle, de séparer les organismes autotrogpbstosynthétiques) des organismes
hétérotrophes qui apparaissent verts (Figure A-3B)s organismes contenant de la
phycoérythrine comme les cyanobactéries (procasyost les cryptophytes (eucaryotes)
peuvent étre discriminés par leur autofluorescemarge émise sous lumiere verte (530/550
nm) (Figure A-3C).
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Figure Al-4: Différentes étapes de [I'hybridationn situ fluorescente couplée a
I'amplification du signal (TSA) par réaction enzyigae entre 'HRP et la tyramide (son
substrat). La photo correspond a une culturePddova lutheri hybridée avec la sonde

Euk1209.

Tableau Al-1: Sondes oligonucléotidiques utilisées dans ce travai

Nom de la sonde  Séquence Groupe ciblé Référence

EUK1209 5'-GGGCATCACAGACCTG-3' Eucaryotes Giovannoni et al 1988; Lim et al. 1993
CHLOO01 5'-GCTCCACGCCTGGTGGTG-3' La plupart des Chlorophyta et quelques Non-Chlorophyta ~ Simon et al. 1995

NCHLOO01 5'-GCTCCACTCCTGGTGGTG-3' La plupart des Non-Chlorophyta et quelques Chlorophyta ~ Simon et al. 1995

CHLOO02 5-CTTCGAGCCCCCAACTTT-3' Chlorophyta Simon et al. 2000

PRYMO02 5'-GGAATACGAGTGCCCCTGAC-3' Haptophyta Simon et al. 2000

PRASO04 5'-CGTAAGCCCGCTTTGAAC-3' Mamiellales (sauf le genre Dolichomastix) Not et al. 2004

MICROO01 5'-AATGGAACACCGCCGGCG-3' Micromonas pusilla

Not et al. 2004




A.ll.2 FISH-TSA

Cette technique a été utilisée sur les échantilBM@SOPE, Microvir et d’eau douce (lacs
d’Esch-sur-Sdre, Pavin, du Bourget et Aydat). lahteque d’hybridationn situ fluorescente
(FISH) est une technique qui permet d’identifiedetquantifier les cellules ciblées par des
sondes oligonucléotidiques spécifigues (Amann etl@90). Dans le cadre de I'étude des
communautés picoplanctoniques d’échantillons nkgturéamplification du signal par
I'utilisation du « Tyramide Signal Amplification ¢TSA) couplé a I'enzyme « Horse Radish
Peroxidase » (HRP) est nécessaire a cause dessfalnaux obtenus lors de la seule
utilisation de la méthode FISH (Biegala et al. 20Q3s principales étapes de la méthode

sont résumeées dans la figure A-4.

En pratique, les échantillons (45 mL a 90 mL) ot fxés au paraformaldéhyde (1 % en
concentration finale), puis filtrés sur des membsAnodisc de porosité 0,2 um (Whatman).
Les filtres ont ensuite été déshydratés dans Iaiiss successifs d’éthanol 50 %, 80 % et 100
% (3 minutes dans chaque bain). Les filtres ontétéervés a — 80°C jusqu’a I'analyse.

Les sondes oligonucléotidiques utilisées au coarsadtravail sont présentées dans le tableau
A-1. Les sondes Euk1209, Chlo01 et NChloO1 onuétisés en mélange afin de cibler tous
les eucaryotes présents dans les échantillonssdretes Chlo02, Prym02, Pras04 et Micro01
ont été utilisées afin de cibler les Chlorophyts Haptophyta, les Mamiellales et I'espéce
picophytoplanctoniqui&licromonas pusilla, respectivement.

Avant I'étape d’hybridation, les filtres ont étéermmpés dans une solution d’agarose « low
melting point » 0,2 % (w: v), séchés a 35 °C athgéiratés dans un bain d’éthanol 96 %
pendant 1 minute afin d’éviter toute perte de ¢efiidurant I'étape de perméabilisation. Une
solution de cellulase (15 mg ). a alors été déposée sur les filtres qui ont emsttié
incubés a 37 °C pendant 10 min dans une chambralbu@ette étape a été rajoutée afin de
permettre une perméabilisation d'une partie desulesl plus réfractaires a I'entrée des
sondes, comme c’est par exemple le cas des Eustighy@eae (paragraphe suivant). Une
fois secs, les filtres sont coupés en quartierr Rmiter le bruit de fond, chaque bout de filtre
a d’abord été incubé avec 10 pl de tampon d’hybdda40 % formamide désionisé, NacCl
0,9 M, Tris-HCI 20mM pH 7,5, SDS 0,01 %, agent hiagt 10 % [Roche Diagnostic
Boehringer]) a 35 °C durant 30 minutes en chamhmaitie. Pour I'hybridation, 9 puL de
tampon d’hybridation sont ajoutés & 1 uL de son®® ag pL* (ou 1 pL de chaque sonde



Tableau Al-2 : Résultats des hybridations réalisées avec les samid@nucléotidiques
utilisées dans ce travail sur 27 cultures de la R@&Gigne — correspond a une absence
d’hybridation. Le signe + correspond a une hybrafatLe ? correspond a la présence de
quelques positifs. Le premier symbole corresponcéaultat obtenu. Le deuxiéme symbole
correspond au résultat attendu. La coloration jaxameespond aux faux positifs pouvant
affecter l'interprétation des résultats. La colmmatbleue claire correspond aux faux négatifs.

RCC Class Genus Species EUK1209 CHLOO1 NCHLOO01 CHLO02 PRAS04 PRYMO02
508 Cyanophyceae Synechococcus sp. -/- -/- -/- -/- -/- -/-
287 Prasinophyceae Unknown clade VII +/+ ++ ?/- +/+ -/- -I-
696 Prasinophyceae Unknown clade VII +/+ 2+ -/- ?/+ -/- -I-
114 Prasinophyceae Micromonas pusilla +/+ ++ -/- ++ +/+ -I-
745 Prasinophyceae Ostreococcus tauri +/+ ++ -/- +/+ +/+ -I-
136 Prasinophyceae Prasinococcus sp. ++ +/+ +/- +/+ -/- -/-
135 Prasinophyceae Pycnococcus provasolii ++ +/+ -I- +/+ 21- -/-
289 Trebouxiophyceae Picochlorum sp. -[+ 20+ -/- 21+ -/- -/-

7 Trebouxiophyceae Nannochloris atomus 21+ 20+ ?l- 20+ -/- -/-
396 Trebouxiophyceae Chlorella sp. -[+ 20+ -/- ?2/+ -/- -/-
6 Chlorophyceae Dunaliella tertiolecta +/+ ++ -/- +/+ -/- +/-
76 Bacillariophyceae Thalassiosira weissflogii +/+ +l- +/+ +/- +/- ?1-
70 Bacillariophyceae Skeletonema costatum +/+ -I- +/+ -/- -I- -I-
192 Prymnesiophyceae Emiliania huxleyi ++ +/- +/+ -/- -/- ++
425 Prymnesiophyceae Imantonia rotunda ++ -/- +/+ 21- -I- +H+
180 Pavlovophyceae Pavlova lutheri +/+ -/- +/+ -/- -/- ++
100 Pelagophyceae Pelagomonas calceolata +/+ -/- +/+ -/- -/- -/-
97 Pelagophyceae Aureoumbra lagunensis +/+ -I- -/+ -/- -/- -I-
20 Cryptophyceae Rhodomonas salina +/+ -I- ++ +/- -/- -I-
659 Cryptophyceae Hemiselmis sp. +/+ +l- ++ +/- -I- -/-
92 Eustigmatophyceae Nannochloropsis  salina +/+ / +/+ -/- -I- -I-
438 Eustigmatophyceae Nannochloropsis granulata -/+ -/- 20+ -I- -l- -/-
205 Bolidophyceae Bolidomonas pacifica ++ +/- +/+ -I- -/- -/-
623 Chlorarachniophyceae Bigelowiella natans +/+ -/- +/+ -/- -/- +/-
620 Chrysophyceae Paraphysomonas  sp. +/+ -I- +/+ +/- -/- -/-
446 Dictyochophyceae Florenciella parvula +/+ -I- +/+ +/- -/- -I-
88 Dinophyceae Amphidinium carterae +/+ -/- +/+ -/- -/- -/-

Figure Al-5: Photos prises en épifluorescence d’échantillondu’Esch-sur-Sdre (A : 22
février 17 m; B : 27 juillet 10 m) et d’échantitle du Pacifique Sud-Est (C : STB1 60 m ; D :
STB1 5 m) montrant I'hybridation non-spécifique demndes Chlo02 (A et B) et Prym02 (C
et D) sur des cellules de diatomées.



lorsqu’il s’agit du mélange de sondes « eucarysjeges filtres sont ensuite incubés a 35 °C
durant 3h en chambre humide.

Les sections de filtres sont ensuite transférés 8amL de tampon de lavage (NaClrai,
EDTA 5 mM, SDS 0,01 %, Tris-HCI 20 mM pH 7,5), a 37 pendant deux fois 20 minutes.
Puis, les filtres sont incubés dans un tampon diégation TNT (Tween 20, NaCl, 150 mM,
Tris-HCI 100 mM pH 7,5) a température ambiantéphdcurité durant 15 min. Finalement,
les filtres sont incubés avec 10 pL de solution T8A volume de dextran sulfate 40 %, un
volume de diluent d’amplification, un volume de diescéine tyramide (FITC) pour 50
volumes de solution) dans le noir durant 30 minu@sest le temps nécessaire pour que se
fasse I'amplification. Les filtres sont alors dégedans un bain de tampon TNT a 55 °C
pendant deux fois 20 minutes afin de stopper latidaenzymatique et d’éliminer le dextran
sulfate. Les filtres sont récupérés, rincés deix dans de I'eau distillée stérile et séchés a
I'obscurité. lls sont ensuite montés entre lamkelle avec de I'huile citifluor AF1 (agent

« antifading ») et du DAPI (concentration finale Bletg mLY). Les cellules hybridées sont
observées en épifluorescence sous lumiere blel®5#® nm) pour détecter la fluorescéine

isothiocyanate (FITC).

Des tests ont été faits sur 27 cultures provenarad« Roscoff Culture Collection » (RCC)
afin de vérifier si les différentes sondes oligdaotidiques utilisées dans ce travall
hybridaient bien les groupes d’organismes pouvarg &ncontrés dans nos échantillons
(Tableau A-2).

Dans certains cas, des hybridations ont été obsellérs quelles n’étaient pas attendues. Les
sondes Euk1209, Chlo01 et NChlo01 ayant été w#isen mélange pour cibler tous les
eucaryotes, les faux positifs observés avec chadenses trois sondes n’affecteront pas
I'interprétation des résultats. Les faux posititsupant affecter l'interprétation des résultats
concernent 9 souches sur 27. C’est le cas degesitieRhodomonas salina, Hemiselmis sp.,
Paraphysomonas sp. etFlorenciella parvula montrant une hybridation significative (signal
fluorescent fort et sur la majorité des celluleg@@la sonde Chlo02. De méme, les sondes
Pras04 et Prym02 hybrident les souche®ymococcus provasolii et Dunaliella tertiolecta,
Bigelowiella natans, respectivement. Une surestimation des populataasChlorophyta,
Mamiellales et Haptophyta est donc possible. Cegetalors qué-lorenciella parvula par

sa petite taille (3 um — 6 um) ne peut pas étreridiinée des autres cellules
picoplanctoniques hybridées avec la sonde Chlo@2, cryptophytesRhodomonas sp. et

Hemiselmis sp. rencontrées en milieu marin et en eau doucenéteeconnaissables par leur



forme, la présence de deux flagelles et leur tdille@ um — 15 um). Bien que des études
réalisées dans divers milieux cotiers ont montué pgésence a de tres faibles densités (< 50
cell mL™Y) (Lim et al. 1999), les Chrysophycearaphysomonas sp. sont rencontrés a la fois
en eau douce et en milieu marin, particulieremeansdes eaux riches en nutriments. Le genre
Pycnococcus a été isolé dans les différents milieux marinsliés dans ce travail. Cependant,
la fluorescence observée avec la sonde PrasO4 sauthe d®ycnococcus provasolii lors

des tests était faible et n’était présente que wue petite partie des cellules. La
Chlorophyceadunaliella étant présente dans les eaux hypersalines, saoidatybn avec la
sonde Prym02 ne devait pas poser de probleme @acsadre de ce travail. Par contre,
I'hybridation de la sonde Prym02 avec I'espece nealBigelowiella natans a pu provoquer
une surestimation des Haptophyta lors de nos cayaptear sa forme coccoide et sa taille (5
KUm) ne permettent pas de la différencier des hagtep. Notons également que ces tests ont
été réalisés sur un petit nombre de souches gbaueonséquent, la présence de faux positifs
n'est sans doute pas restreinte aux seules esjestess.

La présence de ces faux positifs pourrait étre all@ non-spécificité des sondes utilisées.
Nous avons donc Vvérifié le nombre de différenceisrfratchs) entre la séquence des sondes
utilisées et la séquences des organismes testés agarravail mais également d’autres
séquences disponibles dans les bases de donnéesoriges Prym02 et Pras04 présentent au
moins quatre différences situées aux extrémitéauetentre de la zone homologue des
séquences des organismes non ciblés. On peut @osempque les faux positifs obtenus avec
les sondes Prym 02 et Pras 04 ne sont pas duesr@oarspécificité de ces sondes. La sonde
Chlo02 présente par contre seulement un ou detéraliices avec les séquences de cultures
testées, ce qui pourrait peut-étre expliquer panirqan observe des hybridations avec
certaines cultures.

Une deuxiéme hypothése pourrait étre I'accrochagespécifique des sondes a des endroits
autres que I'ARNr. C’est ce qui semble se prodwakec la souche déd&halassiosira
weissflogii (Bacilliarophyceaegui est la seule culture de diatomée a réagir ipesiient avec
toutes les sondes testées. Nous avons aussi @liktdiridation de I'ensemble des sondes
sur la frustule de diatomées (Figure A-5). Celarpmtiétre di a une réaction de la sonde avec
la silice présente a la surface des diatomées dersertains stades de croissance. Les
diatomées étant facilement reconnaissable parfdeone et leur taille, elles ont été facilement

discriminées lors des comptages en microscopie.



Dans d’autres cas, des hybridations attendues pasété observées (faux négatifs). C'est le
cas pour 5 souches dont trois de Trebouxiophyceae Ipsquelles ni le mélange de sondes
(Euk1209 + Chlo01 + NChlo01), ni la sonde ChloO2wentrent d’hybridation significative.

Il semblerait que les Trebouxiophyceae soient cédiees a I'’hybridation. Des étapes
supplémentaires de perméabilisation proposées grantHaler et al. (2004) ont été testées
(incubation dans des solutions de SDS, de triterti@l et de DEPC (diéthylpyrocarbonate))
sans donner de résultats positifs sur les souohéga@bouxiophyceae. Certaines cellules de
Trebouxiophyceae comme€hlorella ayant une paroi cellulaire composée de plusieurs
couches de microfibrilles de sucre aminé (glucoeandu de glucose et mannose (Nemcova
& Kalina 2000), la pénétration des sondes pouraitétre bloquée. Les Trebouxiophyceae
sont présents principalement dans le sol (lichém®neeau douce (Graham et Wilcox 2000).
Ainsi, la plupart des especes décrites de petitargates d’eau douce appartiennent aux
Trebouxiophyceae (Tableau I-1). Les résultats &&HFTSA obtenus en eau douce devront
donc étre interprétés de facon tres critique. Pespéces marines sont rencontrées dans cette
classe. Cependant, des séquences de Trebouxiophyoeété trouvées dans des banques de
clones réalisées en Mer du Nord et des culturedlaiemochloris sp. de la RCC ont été
également isolées de la Mer du Nord (Vaulot e28D4, Valentin et al. 2005). Une sous
estimation de I'abondance des Chlorophyta est gossible au cours de nos comptages aussi
bien en milieu marin qu’en milieu d’eau douce. Utes deux souches d’Eustigmatophyceae
testées a montré une tres faible hybridation awendlange de sondes (Euk1209 + Chlo01 +
NChlo01). Les Eustigmatophyceae sont rencontrésieu marin (plus particulierement en
milieu coétier) mais également en milieu d’eau douce

Globalement, une sous-estimation des eucaryotasixXad pu avoir lieu au cours de nos
comptages. Cependant, les comptages des eucanyatgaés au DAPI nous a permis d’avoir
une estimation de l'efficacité d’hybridation desndes utilisées et ainsi pouvoir mieux

interpréter nos résultats.
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Al

A.

A.

Clonage-séquencage du gene de 'ARNr 18S

Cette approche a été utilisée sur les échantilthndac d’Esch-sur-Sire afin d’étudier la
diversité temporelle des communautés picoplanctemsg Les principales étapes de la

méthode sont résumées dans la figure A-6.

1.1 Echantillonnage

Les échantillons prélevés avec une bouteille Rufthd.) ont été préfiltrés sur membranes de
porosité 3 um (Whatman). Cette fraction est aléupérée sur filtres de porosité 0,2 pm
(Gelman). Les filtres d'intéréts ont été placéssddas microtubes contenant du tampon de
lyse (EDTA 20 mM, NacCl, 400 mM, sucrose 0,75 M,sT50 mM pH 9) et stockés a -80 °C

jusqu’a I'extraction d’ADN.

I11.2 Extraction d’ADN

Une solution de lysozyme (concentration finale 88 fig mL') a été ajoutée aux filtres qui
ont ensuite été incubés a 37 °C durant 20 min&teis, des solutions de SDS (1,5 % final) et
de protéinase K (concentration finale de 100 pg'vint été rajoutées et les filtres incubés a
37 °C durant une heure. Aprés lajout d'un voluméund solution de CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) (CTAB 3 %, NaCl,41M, 2-mercaptoéthanol, 0,2 %,
EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM pH 8), les échantillonat été incubés a 65 °C pendant 20
minutes. Les acides nucléiques ont été extraits amesolume de solution chloroform/isamyl
alcool (24:1). La phase aqueuse contenant I'’ADNégpéécipitée par addition d’'isopropanol
(0,6 volume) et stockée a -20 °C durant 12 heudspees centrifugation, le culot d’ADN a été
rincé avec de I'éthanol 80 % et remis en solutiansd50 pL d’eau MQ stérile. La quantité
d’ADN obtenue a été quantifiée par I'utilisatiorud’ NanoDrop 1000 (Thermo Scientifie)
ensuite stocké a -20 °C jusqu’a I'analyse.

. 111.3  Amplification de 'ARNr 18S

L’ARNr 18s a été amplifié en utilisant les amoreegaryotes générales Euk328f et Euk329r
(Romari & Vaulot 2004). Le mélange PCR (50 pL) eoatit 10 ng d’ADN génomique,



200 pM de chaque désoxynucléotide triphosphate M2da MgCh, 10 pmoles de chaque
amorce, 1,5 unités deaq DNA polymérase (Proméga) et le tampon 1X fourmcakenzyme.

La réaction d’amplification a été réalisée avedharmocycler (Applied Biosystems) selon le
programme suivant: une dénaturation initiale a °@ durant 5 minutes; 30 cycles
comprenant une étape de dénaturation (95 °C ddramnhute), une étape d’hybridation (57
°C durant 45 secondes) et une étape d’élongatdri¢7durant 1,5 minutes) ; une élongation
finale & 72 °C durant 10 minutes. Les produits #mplont été vérifiés par électrophorese de
5 ul de produit PCR sur gel d’'agarose 1 % dansuwhypon TAE (Tris-acétate EDTA) 1X.

A.1ll.4 Banques de clones

La ligation des produits PCR avec le vecteur pCRd2. TOPO TA cloning kit (Invitrogen) a
été réalisée a température ambiante durant 30 esindpres la transformation des cellules
compétentes &scherichia coli (30 minutes dans la glace, 30 secondes a 42 °€qups
secondes dans la glace), 250 pL de S.0.C mediunéténgjoutés aux bactéries qui ont
ensuite été incubées 1h30 a 37 °C sous agitation.

Aprés étalement et croissance durant 12 heures°&€ 8iés bactéries transformées sur boites
de LB-Agar-Ampicilline contenant du X-gal et deATG, les transformants positifs (colonies
blanches) de chaque banque ont été sélectionnés.vEhification de linsert a été alors
réalisée en utilisant les amorces du plasmide (M134113r).

Les produits d’amplification présentant la tailleeadue ont été sélectionnés et leur plasmide
extrait avec le kit Montad¥ Plasmide MiniprepHTS 96 (Millipore). Les réactiods
séquencage ont été réalisées avec le kit Bifjygminator (Applied Biosystems) et passées
sur séquenceur ABI Prism 3100 (Applied Biosysteashiveau de la plateforme séquencage
génotypage Ouest-génopBlede la Station Biologique de Roscoff (http://www.sb
roscoff.fr/SG/).

A.1ll.5 Phylogénie

L’affiliation phylogénétique a été réalisée a pades espéeces les plus proches issues des
bases de données de Genbank (Altschul et al. E9ililisant I'outil de recherche BLAST.

Les séquences chimériques ont été détectées phsdtion des programmes Check Chimera
(http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimeras.cgi?su=38 eyDNAtools

(http://www.keydnatools.com ; Guillou et al. 20@8)ont été exclues du jeu de données.
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Contribution des Chlorophyta et Haptophyta danfedghts milieux lacustres

Introduction

La plupart des études réalisées en milieu lacustre les eucaryotes de petite taille
s'intéressent particulierement a leur diversitéfiguec et al. 2005 ; Slapeta et al. 2005), en
utilisant généralement la méthode de clonage-s&agensur ’ARNr 18S.

Une étude réalisée sur la fraction < 5um a paetitadméthode clonage-séquencage dans des
milieux lacustres de statut trophique différent p&xmis de recenser qu’une seule séquence
affiliée aux Chlorophyta dans le lac oligotropheo@@elle) et deux séquences affiliées aux
Haptophyta dans le lac oligo-mésotrophe (Pavinfrélre et al. 2005). Aucune séquence de
Chlorophyta et d’Haptophyta n’avait été recenséesdea lac eutrophe (Aydat). Pourtant, une
étude réalisée sur des lacs allemands de stapltigquee différent a partir d’'observations au
microscope et d’analyse moléculaire aprés isolaties organismes, a permis de mettre en
evidence la présence de picochlorophytes des gé€m@scystis et Pseudodictyosphaerium
dans chacun des lacs étudiés (Hepperle & Krie@i@A 2

L'étude réalisée sur le lac d’Esch-sur-Sire (Chegi) ainsi que I'étude réalisée au lac du
Bourget par Lepére et al. (2008) combinant la na¢hd’hybridationin situ et de clonage-
séquencage, ont permis de mettre en évidence wmeestimation de l'importance des
Chlorophyta et Haptophyta par cette derniére teglni La méthode FISH-TSA semblait
donc étre une bonne méthode pour avoir une meatlléualuation de la contribution de ces
deux groupes.

Au cours de ce travail, nous avons réalisé desidigtions avec les sondes spécifiques des
Chlorophyta et Haptophyta sur des échantillons abs Iprésentant des statuts trophiques
différents. Nous avons également différencié 3seagle tailles parmi les eucaryotes comptés
(2 um, entre 2 um et 5 um, et > 5 um) afin de soune distribution préférentielle dans
'une ou l'autre classe de taille était observées lacs étudiés dans ce travail sont le lac
d’Esch-sur-Sdre (méso-eutrophe) et trois lacs &engavin (oligo-mésotrophe), du Bourget
(mésotrophe) et Aydat (eutrophe).

Les résultats obtenus pour ces trois derniers lac$eront I'objet d'un article en
collaboration avec Cécile Lepére et Jean-Francois adhgot dans lequel les résultats avec
des sondes oligonucléotidiques spécifiques des Csophyceae, Perkinsea, Cercozoa et

Champignons seront ajoutés.
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Matériel et méthodes

La description des sites ainsi que le protocolg/lafiglation se trouvent dans la partie Id&
I'introduction générale et en annexe |, respectiem Les sondes oligonucléotidiques
Euk1209, Chlo01 et NChlo01 ont été utilisées enamgd afin de cibler tous les eucaryotes.
Les sondes Chlo02 et Prym02 ont été utiliséesdsigibler les Chlorophyta et Haptophyta,
respectivement.

Les échantillons du lac Pavin (de 40 mL a 50 mLt)&ié prélevés le 04 juillet 2006 a 2 m, 5
m, 10 m, 15 m, 20 m, 30 m et 50 m. Les échantilldadac du Bourget (50 mL) ont été
prélevés le 26 juin 2006 a 2 m, 10 m, 20 m, 30 jrbet 110 m. Les échantillons du lac
Aydat (de 15 mL a 35 mL) ont été prélevés le OBguR006 a 2 m, 5 m, 8 m et 10 m.

Résultats et discussion

Au cours de ce travail, nous avons comparé la ifaniton des Chlorophyta et Haptophyta
entre des lacs de statut trophique différent maissmous sommes intéressés également a leur
distribution verticale. C’est pourquoi, la compami s’est faite avec les échantillons du lac
d’Esch-sur-Sare prélevés le 27 juillet 2006 afiawdir une stratification de la température et
de la saturation en oxygéne comme dans les aatrtegHig. All-1).

Notons également que les échantillons des lacsPduiBourget et Aydat ont été préfiltrés
sur 5 um alors que les échantillons du lac d’EschSgire I'ont été sur 10 um. Malgré ca, des
cellules de tailles supérieures a 5 um ont été taespdans les échantillons des lacs francais.
Le passage de cellules de tailles supérieure ailla hominale des filtres utilisés lors d’'une
préfiltration avait déja été mis en évidence daasitdes études (Carrias et al. 2001 ; Diez et
al. 2001). En général, les eucaryotes supérielrguen comptaient pour 10 % a 15 % des
eucaryotes totaux, sauf au niveau du lac Pavinboth 629 % et 35 % des cellules eucaryotes
comptées a 2 m, 5 m et 10 m de profondeur, reseeotint avaient des tailles supérieures a 5
pum. La majorité (80 %) de ces cellules ont été tiiéas comme diatomées dont la taille
pouvait varier de 20 um a 200 um (données non @esitr Les diatomées pouvant atteindre
200 um de long, faisaient en général quelques mscde large, pouvant expliquer ainsi leur
passage a travers le filtre de 5 um. Malgré lailpaifon sur 10 um des échantillons du lac
luxembourgeois, les eucaryotes de taille supérialrgim ne comptaient que pour 10 % a 20

% de I'ensemble des eucaryotes comptés (donnéasoinees).
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La comparaison du nombre de cellules eucaryotesidéds avec le mélange de sondes
(Euk1209+Chlo01+ NChlo01) et le nombre d’eucaryat@sptés par marquage DAPI donne
des pourcentages d’hybridation variant de 7 % (Bendu Bourget) a 100 % (20 m lac du

Bourget) pour les eucaryotes totaux (Fig. All-2gsLpourcentages d’hybridation peuvent
descendre jusque 1 % pour la fraction inférieugem a 2 m dans le lac du Bourget (Fig
All-3a). Les causes possibles de ces faibles patages d’hybridation ont déja été discutées
dans le chapitre Il pour le lac d’Esch-sur-Stren$ee qui suit, nous n'avons pris en compte
gue les contributions des Chlorophyta et des Hamttappour les échantillons présentant une
hybridation avec le mélange de sondes (Euk1209-62hidNChlo01) égale ou supérieure a
50 %.

Contrairement a Lefranc et al. (2005) qui n’avaiitecté qu'une seule séquence affiliée aux
Chlorophyta dans le lac oligotrophe, la méthodeH-TSA a permis de mettre en évidence la
présence de chlorophytes dans tous les lacs ét{kigesAll-2). Aucune relation claire entre
la stratification et la distribution des contritarits en chlorophytes n'a pu étre mise en
évidence. En moyenne, l'abondance relative des rapihytes parmi I'ensemble des
eucaryotes hybridés avec le mélange de sondes ZB8kChlo01+ NChlo01) est la plus
élevée dans les lacs oligo-mésotrophe et mésoeg@plc 26 % et 27 %, respectivement. Les
lacs méso-eutrophe et eutrophes présentent desbotionhs plus faibles de 5 % et 16%,
respectivement.

La contribution moyenne des chlorophytes dansdatifsn inférieure a 2 um varie de 3 %
dans le lac d’Esch-sur-Sare a 41 % dans le lacnPaviec des valeurs intermédiaires de 9 %
et 11 % pour les lacs du Bourget et Aydat, respestent (Fig. All-3a). Dans le lac Pavin,
les contributions plus élevées ont été observées léa 10 premiers meétres. || semblerait que
les picochlorophytes montrent une contribution plaportante dans le lac oligo-mésotrophe
par rapport aux lacs de statut trophique plus élg@aticulierement dans les couches
supérieures de la colonne d’eau. Cela semble Btee®ord avec Hepperle & Krienitz (2001)
qui ont montré une contribution plus importante gieschlorophytes dans le lac oligotrophe
Stechlin par rapport & d’autres lacs allemanddatatsrophique plus élevé.

Pour la fraction entre 2 um et 5 um, les chloropbydrésentent des contributions moyennes
de 5 % dans le lac d’Esch-sur-Sire a 47 % dansdedu Bourget, avec des valeurs

intermédiaires pour les lacs Pavin et Aydat de 28t%2 %, respectivement (Fig. All-3b).
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Figure All-3: Profils verticaux de la contribution (%) des Chighngta (en noir) et des
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obtenus avec le mélange de sondes (Euk1209+ChldDileN1). La figure ne montre que les
contributions des Chlorophyta et des Haptophytar des échantillons présentant une
hybridation avec le mélange de sondes égale ouisupg a 50 %. Les échelles des axes des
ordonnées sont différentes pour chaque lac.



Alors gu’aucune tendance claire concernant leuantémn dans la colonne d’eau n’apparait
pour le lac Pavin, elle semble homogene dans &ssAgdat et d’Esch-sur-Sare. Pour le lac
du Bourget, la contribution des chlorophytes dandrdction entre 2 um et 5 um semble
augmenter dans I'épilimnion pour ensuite étre amtsta partir de 30 m dans le reste de la
colonne d’eau.

Pour la fraction supérieure a 5 um, les chlorophptésentent des contributions moyennes de
12 % dans le lac d’Esch-sur-SGre a 31 % dans ledlacBourget, avec des valeurs
intermédiaires pour les lacs Pavin et Aydat de 14t%9 %, respectivement (Fig. All-3c).
Leur distribution dans la colonne semble homogénme fous les lacs, avec cependant un pic
a 15 m dans le lac Pavin (34 %) et a 110 m dalax ldu Bourget (50%).

Alors que Lefranc et al. (2005) n'avaient déteaté gleux séquences d’Haptophyta dans le
lac oligo-mésotrophe, cette étude a permis de enetirévidence la présence d’haptophytes
dans tous les lacs étudiés. Cependant, leur présaroble limitée aux 20 ou 30 premiers
metres suivant les lacs (Fig. All-2). En moyenn, contribution des haptophytes est
inférieure a celle des chlorophytes, quelque seitldc considéré. Les plus faibles
contributions des haptophytes ont été observées lgatac méso-eutrophe (2 %) et le lac
eutrophe (7 %), les haptophytes contribuant pots 8t 9 % de I'ensemble des eucaryotes
hybridés avec le mélange de sondes (Euk1209+Chldllfo01) dans les lacs mésotrophe
et oligo-mésotrophe, respectivement. Il semble wirawne faible décroissance des
contributions d’haptohytes lorsque le statut trgplkei augmente.

Aucun haptophyte n’a été détecté dans la fractdérieure a 2 um dans les lacs aux dates
d’échantillonnage considérées (Fig. All-3a), suggémue les mois de juin et de juillet ne
présentaient pas les conditions adéquates au pestent des picohaptophytes, en
particulier au niveau du lac d’Esch-sur-SOre ouoitg été détectés a d’autres périodes de
I'année (Chapitre ).

Pour la fraction entre 2 um et 5 um, les haptoghptésentent des contributions moyennes
de 7 % dans le lac d’Esch-sur-Sare a 34 % darec|@4vin, avec des valeurs intermédiaires
pour les lacs du Bourget et Aydat de 24 % et 25e%pectivement (Fig. All-3b). Pour cette
fraction de taille, la contribution des Haptohytupétre supérieure a celle des Chlorophyta
mais reste inférieure a 50 % dans les lacs d’EBsciBlre et Aydat, alors qu’elle atteint 88 %
et 92 % des eucaryotes entre 2 um et 5 um datackesiu Bourget et Pavin, respectivement.
Dans le lac du Bourget, cela correspond a une iboitibn de plus de 30 % des haptophytes



pour I'ensemble des eucaryotes. Ceci peut suggéredébut ou une fin d'efflorescence
d’haptophytes dans ce lac (Hansen et al. 1994).

Pour la fraction supérieure a 5 um, les haptophytésentent des contributions moyennes de
6 % dans le lac Pavin a 18 % dans le lac Aydatc ame contribution intermédiaire de 17 %
pour le lac du Bourget (Fig. All-3c). Aucun haptgphsupérieur a 5 um n’a été détecté dans
le lac d’Esch-sur-Sdre. La contribution des hapytgh dans cette fraction de taille est en
général plus faible que dans la fraction entre 2gaBmum, méme si elle atteint 79 % et 68 %
dans les lacs du Bourget et Aydat a 10 m, respmuint. Ceci confirme des analyses
précédentes réalisées avec des sondes spécifigsidmptophytes en milieu naturel montrant

que la majorité d’entres eux présentent une taidleum (H. Liu, comm. pers).

En conclusion, l'hybridationin situ des sondes oligonucléotidiques spécifiques des
Chlorophyta et Haptophyta nous a permis de metiréwdence la présence de ces deux
groupes dans tous les lacs étudiés.

Les chlorophytes semblent contribuer de facon plogportante a la population
picoplanctonique eucaryote dans le lac de plusdatatut trophique (41 %), alors que pour
la fraction entre 2 um et 5 um ils ont montré uoetgbution moyenne plus élevée dans le lac
mésotrophe (47 %). Pour la fraction supérieure |@ang les chlorophytes ont montré des
contributions équivalentes quelque soit le statagrique.

Aucun haptophyte n'a été détecté dans la fractidérieure a 2 um, quelque soit le lac
considéré. La stratification semble avoir un efféits important sur la distribution des
haptophytes, particulierement dans le lac du Bdurgdls ont été détectés uniquement dans
I'épilimnion et ou leur contribution dominait celldes chlorophytes parmi la population

eucaryote supérieure a 2 um.
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Abstract. Iron is an essential nutrient involved in a variety
of biological processes in the ocean, including photosynthe-
sis, respiration and dinitrogen fixation. Atmospheric depo-
sition of aerosols is recognized as the main source of iron
for the surface ocean. In high nutrient, low chlorophyll ar-
eas, it is now clearly established that iron limits phytoplank-
ton productivity but its biogeochemical role in low nutrient,
low chlorophyll environments has been poorly studied. We
investigated this question in the unexplored southeast Pa-
cific, arguably the most oligotrophic area of the global ocean.
Situated far from any continental aerosol source, the atmo-
spheric iron flux to this province is amongst the lowest of
the world ocean. Here we report that, despite low dissolved
iron concentrations (~0.1 nmol 1) across the whole gyre
(3 stations located in the center and at the western and the
eastern edges), primary productivity are only limited by iron
availability at the border of the gyre, but not in the center.
The seasonal stability of the gyre has apparently allowed for
the development of populations acclimated to these extreme
oligotrophic conditions. Moreover, despite clear evidence
of nitrogen limitation in the central gyre, we were unable
to measure dinitrogen fixation in our experiments, even af-
ter iron and/or phosphate additions, and cyanobacterial nif H
gene abundances were extremely low compared to the North
Pacific Gyre. The South Pacific gyre is therefore unique with
respect to the physiological status of its phytoplankton pop-
ulations.

Correspondence to: S. Bonnet
(sbonnet@usc.edu)

1 Introduction

The production of organic matter in the sea is sustained by
a continuous supply of essential macro- (C, N, P) and mi-
cronutrients (metals, vitamins). The nutrients requirements
vary among different phytoplanktonic species. According to
the Liebig’s law, organic matter production is controlled by
the element that is available in the lowest concentration rel-
ative to the growth requirements. This simple view is now
replaced by the realization that multiple resources simultane-
ously limit phytoplankton growth in some parts of the ocean
(Arrigo, 2005). Global environmental forcings, including
human-induced climate change, could potentially modify the
nutrient delivery processes to the ocean, leading to funda-
mental changes in the diversity and functioning of the ma-
rine food web. It is thus fundamental to understand which
nutrients control primary productivity in the open ocean to
predict the biogeochemical consequences of global change.
Representing 60% of the global ocean’s area, the subtropi-
cal open-ocean ecosystems are the largest coherent biomes
on our planet, and the biogeochemical processes they sup-
port are of global importance (Emerson et al., 1997; Karl,
2002). The development of permanent time series stations
in the North tropical Atlantic and Pacific over the past two
decades have led to a revolution in the understanding of the
mechanisms and controls of nutrient dynamics in these re-
mote environments. These oceanic gyres provide ideal eco-
logical niche for the development of nitrogen-fixing organ-
isms (e.g. Karl et al., 2002). In the North subtropical and
tropical Atlantic and Pacific oceans, it has been estimated
that dinitrogen fixation is equivalent to 50-180% of the flux

Published by Copernicus Publications on behalf of the European Geosciences Union.



RESUME

Les communautés microbiennes eucaryotes sont c@mpadorganismes faisant partie de
toutes les lignées de protistes connues a ce jag.autotrophes de petite taille peuvent
contribuer de facon significative a la biomasseada production primaire dans les eaux
oligotrophes. Jusqu’a présent, environ 100 espauasines et d'eau douce ont été
formellement décrites dans la classe de taillegdmwtonique (< 3 um). Leur distribution et
leur contribution a la biomasse chlorophylliennenocmencent a étre connues pour quelques
espéces marines comme la Prasinophydde@omonas pusilla. Dans le but de mieux
comprendre la diversité et I'écologie de ces petitsaryotes, jai utilisé I'’hybridatiom situ
fluorescente de sondes oligonucleotidiques (18S ARISsociées a une amplification du
signal (FISH-TSA) afin de quantifier des groupesirtamiques spécifiques dans des
échantillons naturels. En particulier, des sondga existantes spécifiques des Chlorophyta et
des Haptophyta ont été utilisées afin d’évaluerdistributions de ces deux grands groupes
dans différents environnements. En parallele, ddésemvations en microscopie a
épifluorescence sur des échantillons fixés au gidéhyde ont permis de distinguer les
organismes autotrophes des hétérotrophes.

Différentes milieux marins caractérisés par detuttatrophiques différents ont été étudiés,
tels que le Pacifique Sud-Est, la Manche et la MemMNord. Des échantillons d’eau douce
provenant d’'un lac méso-eutrophe au Luxembourg ammeée d’échantillonnage) et de trois
lacs francgais (méso-oligotrophe, mésotrophe ebph#) ont été également étudiés.

La contribution hétérotrophe de la communauté gatigjue atteignait 75 % de la population
picoplanctonique dans les zones oligotrophes dufiae Sud-Est et 50 % dans les zones
mésotrophes et eutrophes du Pacifique et de Métaitd. La contribution des Chlorophyta
parmi les eucaryotes autotrophes atteignait sonmue® dans la Manche au niveau de la
fraction picoplanctonique (jusqu’'a 100 %) alors deee Haptophyta avaient une contribution
maximale dans la fraction de taille entre 2 um givben Mer du Nord (jusqu’a 100 %). Les
Chlorophyta étaient principalement composés de Mbaheés pour la fraction
picoplanctonique avec une dominance de I'espdiceomonas pusilla dans la Manche.

Les échantillons d’eau douce ont montré des carttabs des Chlorophyta et des Haptophyta
généralement plus basses que les échantillons snetrite quelque soit le statut trophique du
lac (de 5 % a 27 % en moyenne pour les Chlorophiytke 2 % a 9 % pour les Haptophyta en
été pour les quatre lacs étudiés). Alors qu’audendance claire n'a pas été mise en évidence
pour les Haptophyta, la contribution des Chlorophgiins la fraction inférieure a 2 pum
semble décroitre dans les eaux plus eutrophesudeétnnuelle du lac d’Esch-sur-Sdre
(Luxembourg) a montré que la plus importante cbation des Chlorophyta (99 %) et des
Haptophyta (9 %) est atteinte pour la fraction 5@ durant la phase d’eau claire et en
automne, respectivement. Les banques de clonesAR8S) réalisées aux quatre saisons au
lac d’Esch-sur-Sdre tendent a confirmer la domirashes eucaryotes hétérotrophes parmi la
population picoplanctonique, en particulier lesésil En été, les Chlorophyta représentaient
12 % des phylotypes identifiés.

Cette étude a confirmé la dominance de la « lignége » dans la fraction supérieure a 5 um
en été quelque soit le milieu considéré. La « kgneéerte » dominait la fraction
picoplanctonique uniquement en Manche et en MeNdwd. Cependant, durant la phase
d’eau claire dans le lac d’Esch-sur-Sdre, elle dahiégalement la fraction 5-10 pm.

Mots clés : Picoplancton — Hybridation situ fluorescente — Chlorophyta — Haptophyta —
Marin — Eau douce



ABSTRACT

Marine and freshwater eukaryotic microbial communities are composed oisongaiound
in all protist lineages known to date. The smaller autotrophssicgmficantly contribute to
both biomass and primary production in oligotrophic watendil dow, about 100 marine and
freshwater species have been formally described in the picoplanktbaicasige (< 3 um).
Their distribution and their contribution to chlorophyll biass begin to be known for some
marine species such as the Prasinophybtaemonas pusilla. In order to better understand
the diversity and ecology of these small eukaryotes, | usecflcenin situ hybridization of
18S rRNA oligonucleotide probes coupled with signal amplifica{iT SA-FISH) to quantify
specific taxonomic groups in natural samples. In particular, iegisbrobes targeting
Chlorophyta and Haptophyta were used in order to evaluate thidutisn of these two
major groups in different environments. In parallel, epifluoreseenicroscopy observations
on glutaraldehyde fixed samples were achieved to distinguistr@uhi@ from heterotrophic
organisms.

Various marine regions were investigated, exhibiting very differenhiccgiatus such as the
South-East Pacific, the English Channel and the North Sea. FEstsamples came from a
meso-eutrophic lake in Luxemburg (one year long sampling)frama three French lakes
(meso-oligotrophic, mesotrophic and eutrophic).

The contribution of heterotrophic part of the eukaryote community reathésl for the pico
size fraction in the oligotrophic zones of the South-East Pacifi&ard in the Pacific meso
and eutrophic zones as well as in the North Sea. The contribafti@mhlorophyta among
autotrophic eukaryotes reached its maximum in the English Chantieh the pico size
fraction (up to 100 %) while the Haptophyta contribution wesximal for the size fraction
between 2 um and 5 pm in the North Sea (up to 100 %). Chigspopulations were
principally composed of Mamiellales for the pico size fraction witdominance of the
speciesMicromonas pusillain the English Channel.

Freshwater samples showed contributions of Chlorophyta antbptgfa generally lower
than in marine samples whatever the trophic status of the lake %f8» to 27 % on average
for Chlorophyta and from 2 % to 9 % for Haptophyta in sumiioe the four lakes
investigated). While no clear pattern was found for Haptophyta r@jtigta contribution for
the fraction smaller than 2 um seemed to decrease in more eutroplis. wahnual
monitoring of the Esch-sur-Sure Lake (Luxemburg) showedth@ahighest contribution of
Chlorophyta (99 %) and Haptophyta (9 %) occurred in the lahgar 5 um fraction during
the clear water phase and in autumn, respectively. Clone librarig® df8S rRNA gene
obtained at four seasons in the Esch-sur-Sure Lake tends tontdh& dominance of
heterotrophic eukaryotes among the pico population in particulatesil In summer,
Chlorophyta represented 12 % of the identified phylotypes.

The present study confirmed the dominance of the “red lineage” folatperithan 5 pm
fraction whatever the environment considered. The “green lineageiindted the
picoplanctonic fraction only in the English Channel and theiNSea. However, during the
clear water phase in the Esch-sur-Sdre Lake, it dominated the largérphafraction.

Keywords: Picoplankton — Fluorescensitu Hybridization - Chlorophyta — Haptophyta —
Marine - Freshwater





