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PREAMBULE

En Ecologie marine, au regard de la complexité des phénomeénes existant entre les organismes et
leur environnement, I’objectif d’expliquer certains comportements ou processus physiologiques
peut étre difficile a atteindre, le chercheur devant se contenter de réponses intermédiaires. Claude
Bernard au siecle dernier ne disait-il pas: "[...] Quelgu'heureux que I’on puisse étre dans les
recherches expérimentales, on ne peut jamais arriver qu’a éclairer partiellement un ordre de
phénomeénes, et il y a toujours a c6té des questions plus ou moins connexes qui restent encore

obscures [...]".

L’étude de la dynamique des populations n’échappe pas a cette remarque tant les parametres et
processus impliqués peuvent étre nombreux et complexes. « La science de la dynamique des
populations [...] en est encore a un stade d’incertitude dans beaucoup de cas [...]. Une conception
raisonnable semble étre la suivante : de tres nombreux facteurs agissent simultanément ou
successivement et interferent dans leur influence : climat, alimentation, maladies, prédation,
parasitisme, individus de la méme espece, facteurs génétiques et physiologiques et enfin la structure
et la diversité de I’écosystéme. L analyse de tels systemes n’est pas simple et elle requiert pour étre
exacte des données précises et nombreuses recueillies au cours d’échantillonnage souvent
laborieux. Il est certain également que, suivant les espéces et peut-étre méme les conditions du
milieu, ce ne sont pas les mémes facteurs qui agissent. On peut espérer que grace aux moyens
modernes d’analyse des résultats par ordinateurs, il sera bientdt possible d’exploiter avec succes
les données qui s’accumulent en nombre [...] ». Tout est dit dans ces quelques phrases du livre
Dynamique des populations de René Dajoz publié en 1974 chez Masson. Il y a déja 25 ans, I’auteur
soulignait I’importance des facteurs environnementaux, la variabilité existant entre organismes, la
nécessité d’opérer un échantillonnage haute fréquence, I’utilisation d’outils performants pour le
stockage et I’analyse des données. On ne pouvait trouver meilleur préambule au travail de these qui

suit.

Les années 80-90 ont vu le développement de grands programmes internationaux qui se sont
intéressés aux processus dynamiques comme la circulation de I’océan (programme WOCE), les flux
de matiéres (programme JGOFS) ou encore ceux caractérisant les écosystemes (programme
GLOBEC). C’est dans le cadre d’un programme international européen intitulé MEDEA (Microbial

Ecosystems Dynamics, MAS3-CT95-0016) que s’inscrit I’essentiel de ce travail de thése. Il s’est
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agit pour moi d’étudier la dynamique des populations picoplanctoniques (organismes de taille <3
pm) afin de gagner en compréhension sur la variabilité observée a courte échelle de temps pour un
certain nombre de parametres cellulaires et physiologiques de ces organismes. L’ensemble des
résultats obtenus en culture et sur le terrain devrait permettre une meilleure interprétation des
propriétés optiques enregistrées dans les eaux de surface de I’océan et de mieux comprendre in fine

les évolutions des populations a long terme.

Dans ce manuscrit, pour des raisons de clarté et de cohérence, je me suis contenté de développer
un seul theme, celui de I’influence de la lumiere et des rythmes jour-nuit sur les processus de
croissance et de division des populations picoplanctoniques. Pour autant, il est évident que la
dynamique des populations n’a pas pour seul objet d’étude les processus qui menent a la production
des organismes. Elle doit aussi analyser les processus qui ménent a la disparition des cellules tel que
le broutage des cellules par les prédateurs microplanctoniques. C’est une des questions a laquelle je
me suis eégalement intéresse, par I’intermédiaire de collaborations de travail. Les travaux concernant
ce théme ne sont pas inclus dans le corps de la thése mais seulement fournis dans un volume
annexe. En bref, avec Urania Christaki du Centre National de la Recherche Marine d’Hellinikon en
Grece, nous avons démontré que les populations de ciliés broutaient de maniere préférentielle
Synechococcus par rapport a Prochlorococcus, un résultat susceptible d’expliquer la dominance de
ce dernier dans certaines situations océanographiques (Christaki et al. 1999). Avec Laure Guillou,
de la station biologique de Roscoff, nous avons analysé le comportement du plus petit brouteur des
cellules picoplanctoniques connu a ce jour, un flagellé hétérotrophe s'adaptant trés rapidement a la
biomasse picoplanctonique et pouvant expliquer la remarquable stabilité des populations naturelles

(Guillou et al. en révision).
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- CHAPITRE I -

INTRODUCTION GENERALE

“Small is beautiful” (Raven 1998).

1.1 I ntroduction.

Etablir comment la variabilité temporelle et spatiale de I’ environnement structure les réponses
biologiques a I’ échelle des populations, de la cellule, et depuis peu au niveau moléculaire, est un
théme central de I’ océanographie biologique contemporaine. La boucle microbienne, c'est a dire la
communauté formeée par le picoplancton photosynthétique (Prochlorococcus, Synechococcus, les
picoeucaryotes), les bactéries hétérotrophes, les virus et le microzooplancton, est extrémement
dynamique. L'échelle temporelle avec laquelle ces phénomenes ont été étudiés précédemment (celle
de la semaine ou du mois) sest révélée inadégquate pour cerner cette dynamique. L’influence
environnementale et les interactions entre ces populations ou peuplements sont encore trés peu
connues en raison de la découverte récente des organismes, la taille des cellules et de la difficulté
associée au colt de I'exploration de I'océan ouvert ou ils prédominent.

Le travail de recherche présenté dans ce manuscrit a consisté en |'étude de la dynamique des
populations picoplanctoniques. En développant des méthodes d'échantillonnage appropriées et au
moyen d’outils d’analyse adéquats, nous avons pu concentrer notre attention sur I'échelle de la
journée pour tenter de mieux comprendre la variabilité a petite échelle car c'est elle qui pourrait
finalement expliquer les évolutions des populations a long terme. Au laboratoire, nous nous
sommes intéressés a l'influence d'un rythme jour-nuit de lumiére et d'obscurité sur la
synchronisation des processus de croissance et de division de divers représentants du picoplancton
puis, plus specifiquement, alarégulation par lalumiére du cycle cellulaire de Prochlorococcus. Les
données sur les populations naturelles ont été obtenues au cours d’'un atelier de travail et d une
campagne a la mer en Méditerranée. Elles ont permis de suivre la variabilité circadienne du
picoplancton pendant plusieurs jours et de montrer |'importance de certains facteurs
environnementaux comme la couverture nuageuse ou |’hydrologie sur la dynamique des

popul ations de surface.
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1.2 L e picoplancton marin.
1.2.1 Découverte des or ganismes.

Il 'y a encore une trentaine d'années, les régions centrales des océans étaient percues comme
de vastes déserts biologiques (Fig. 1.1). Bien que I'on pouvait y mesurer de faibles concentrations en
chlorophylle, trés peu de phytoplancton y était détecté (Ryther 1969). Jusqu'a la fin des années
1970, quelques travaux isolés supposent toutefois que des organismes de tres petite taille existent et
pourraient contribuer de maniere significative a la production primaire océanique (Wauthy et al.
1967, Jeffrey 1976, Throndsen 1976). Il faut attendre les découvertes de Waterbury et al. (1979)
puis de Johnson & Sieburth (1979, 1982) et enfin de Chisholm et al. (1988) pour révéler I'existence
et I'importance des organismes planctoniques pélagiques autotrophes, procaryotes et eucaryotes,
caractérisés par une taille de l'ordre du micron. Jusgu'alors, cette classe de taille dite
picoplanctonique (0,2-2um, Sieburth et al. 1978) était supposée étre constituée essentiellement de
bactéries hétérotrophes planctoniques, observées depuis beaucoup plus longtemps (Beijerinck 1889,
Frankland & Frankland 1894). Pour autant, la découverte et la reconnaissance de I'importance de
certains groupes au sein de la communauté picoplanctonique hétérotrophe sont récentes, a
I’exemple des Archaea (Furhman et a. 1992, DelLong et a. 1994). A ce jour, seulement une
trentaine d’ especes appartenant au picoplancton photosynthétique a été décrite sur les 5000 espéces
phytoplanctoniques répertoriées (Norton et al. 1996) mais de nouveaux représentants sont

régulierement découverts (voir ci-dessous).
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Fig. I.1 Répartition en fausses couleurs a partir d'images satellites et de I'utilisation d’'un modéele numérique
de la production primaire annuelle moyenne du phytoplancton dans la zone euphotique, représentée avec
une concentration croissante du violet vers le rouge en gC.m?2.an™ (d’aprés Longhurst et al. 1995). On
observe en violet la faible productivité dans les parties centrales océaniques dites oligotrophes (océans
tropicaux et subtropicaux, mer Méditerranée).
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1.2.2 L esreprésentants du picoplancton.

En raison de la plasticité de certains organismes, on accepte aujourd’ hui dans la communauté
picoplanctonique I’ensemble des organismes compris entre 0,2 et 3 um en diametre, la limite
supérieure de 2 um «dictée» par les systémes de filtration éant peu réaliste dans certains cas
(Simon 1995, Magazzu & Decembrini 1995, Charpy & Blanchot 1998). Parmi les organismes
autotrophes, c’est a dire les représentants du picophytoplancton (Fogg 1986), les cyanobactéries
sont trés largement représentées en terme de biomasse et d'ubiquité (Partensky et al. 1999a). Cela
nest pas éonnant quand on sait que ces bactéries photosynthétiques sont les plus vieux
représentants biologiques terrestres et qu'on en retrouve des especes fossiles vieilles d un milliard
d’années (Schopf 1993). Au cours de I’ évolution, ces cellules ont eu le temps de coloniser et de
S adapter atous les milieux qu’elles ont en partie fagonnés. Parmi elles, le genre Synechococcus est
le plus ubiquiste alors que Prochlorococcus est reconnu aujourd hui comme |’ organisme
photosynthétique le plus abondant de la biosphére (Partensky et al. 1999b). La diversité génétique
au sein des populations picoplanctoniques de Prochlorococcus et Synechococcus a été clairement
démontrée (Scanlan et al. 1996, Toledo & Palenik 1997, Urbach & Chisholm 1998, Moore et al.
1998). Cette variabilité génétique a été observée en terme de composition pigmentaire (Olson et al.
1990, Campbell & Vaulot 1993), d’'un point de vue immunologique (Campbell & Itturiaga 1988) et
physiologique (Partensky et a. 1993, Moore et al. 1995). Elle a été clairement démontrée au moyen
d’ outils phylogénétiques basés notamment sur la comparaison des séquences de I’ARNr 16 S (voir
Palenik et al. 1999 et les références qu'ils citent). Apres les cyanobactéries et ses deux genres
exclusifs précédemment cités (Prochlorococcus et Synechococcus), le troiséme groupe du
picoplancton photosynthétique est composé d eucaryotes. Les especes picoeucaryotes sont
ubiquistes, des eaux eéquatoriales aux eaux polaires et leur contribution a la biomasse
picoplanctonique est toujours importante (Campbell et al. 1994a, Partensky et a. 1996, Smith et al.
1985). La diversité taxonomique de ce groupe est grande et encore tres peu connue (Potter et al.
1997, Guillou et al. 1999b). En effet, ces dernieres années de nombreuses classes, genres et especes
auto- et hétérotrophes ont été decrites (Eikrem & Throndsen 1990, Guillard et a. 1991, Andersen et
al. 1993, Courties et a. 1994, Guillou et a. 1999a, en préparation). Les hétérotrophes sont
essentiellement représentés par des bactéries qui forment des communautés constituées de plusieurs
groupes comme le révélent par exemple la cytométrie en flux via l'intermédiaire d'un marquage
simple des acides nucléiques des cellules (Monger & Landry 1993, Marie et a. 1996), I’ hybridation
in situ (Amann 1995, Joux & Lebaron 1995, Glockner et al. 1999) ou encore d’ autres techniques de
biologie moléculaire comme I’ électrophorése sur gradient de gel dénaturant (DGGE, Muyzer et al.
1993, Muyzer & Smalla 1998). Dans ce groupe des hétérotrophes picoplanctoniques, Bacteria et
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Archaea (Furhman et al. 1992, Delong et a. 1994) apparaissent comme les deux principaux
domaines. En milieu marin, les membres des groupes des Cytophaga - Flavobacter dominent treés
largement sur ceux appartenant aux sous classes apha et gamma des protéobactéries ou aux
Planctomycetal es (Glockner et al. 1999, Hagstrom et a. soumis) sauf rares exceptions (Riemann et
al. 1999). La diversité génétique au sein de la communauté hétérotrophique est sirement tres
importante (Giovanonni et a. 1990, Furhman et al. 1993, Amann et al. 1996) mais reste encore
parmi les moins bien connues. En 1997, Schut et a. estimaient que plus de 90% des cellules

bactériennes marines et océaniques n'‘ont jamais été cultivées ou caractérisées.

A B
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Fig. 1.2 Les représentants du picoplancton. Photographies en microscopie électronique de A:
Prochlorococcus SS 120 (Cyanophyceae, mer des Sargasses, dans Chisholm et al. 1988, barre d’échelle :
0,5 um), B: Synechococcus sp. (Cyanophyceae, dans Rippka et al. 1979, barre d'échelle: 0,5 um), C:
Pelagomonas calceolata (Pelagophyceae, ubiquiste, dans Andersen et al. 1993, barre d'échelle : 1 um), D:
Symbiomonas scintillans (Bicosoecid, Pacifique équatorial et mer Méditerranée, Guillou & Chrétiennot-Dinet
dans Guillou 1999, barre d’échelle :1 um), E : Micromonas pusilla (Prasinophyceae, ubiquiste, Manton &
Parke 1960, dans Guillou 1999, barre d’échelle : 1 um), F: Bolidomonas pacifica (Bolidophyceae, Pacifique
équatorial, Guillou & Chrétiennot-Dinet dans Guillou et al. 1999a, barre d’échelle :1 um). Image confocale
d’'une communauté naturelle mixte de bactéries hétérotrophes (alpha, béta et Cytophaga — Flavobacter)
observée en microscopie confocale aprés marquage et hybridation des acides nucléiques au moyen de
sondes fluorescentes (Biegala et al. non publié).

1.2.3 Ecologie du picoplancton.
1.2.3.1 Distribution des or ganismes.

Le picoplancton domine la biomasse photosynthétique dans de nombreux écosystémes
aquatiques, non seulement dans les régions tres oligotrophes comme le Pacifique central ou la
Méditerranée orientale mais aussi dans des zones plus meésotrophes telles que les régions
équatoriales, Atlantique et Pacifique (voir références dans Partensky et al. 1999b). Le picoplancton
n'est toutefois pas exclusivement restreint aux environnements pélagiques. Dans les eaux cotiéres,
cette communauté est présente tout au long de I’année et constitue le « peuplement de fond » sur
lequel des phénomenes épisodiques tels que le bloom printanier se développe (Fogg 1986, Shimada
et al. 1995). Dans certains environnements, tels que les atolls, le picoplancton constitue la
composante majeure de la biomasse et de la productivité toute I’année (Charpy & Blanchot 1999).
En terme de dominance, les populations autotrophes de Prochlorococcus, Synechococcus et de
picoeucaryotes occupent des niches écologiques différentes bien que se recouvrant en partie.

Prochlorococcus domine les eaux oligotrophes a ultra-oligotrophes, jusgu’a des profondeurs de
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150-200 meétres mais reste cantonnée dans une bande latitudinaire stricte (45°N-40°S). Les
populations de Synechococcus et de picoeucaryotes sont plus ubiquistes et dominent les zones
meésotrophes a eutrophes sur des profondeurs excédant rarement les 100 métres (Partensky et al.
1999b) bien que I'on enregistre trés souvent en milieu oligotrophe un pic d eucaryotes en
profondeur (LeBouteiller et al. 1992). Les bactéries hétérotrophes colonisent toutes les niches
écologiques avec une constance numérique remarquable (environ 5x10° cell.ml™), et sont

majoritairement cantonnées ala couche euphotique (Ducklow 1999).

1.2.3.2 Facteursdedistribution des organismes.

La lumiére est, avec les ééments nutritifs, le principal facteur pour expliquer la
distribution des populations picoplanctoniques (Chisholm 1992, Fig. 1.3). Les populations de
Prochlorococcus qui peuvent vivre en profondeur (jusgu'a 200 métres) synthétisent une quantité
importante de divinyl-chl b, un pigment accessoire absorbant de fagon optimale la lumiére bleue
(Goericke & Repeta 1992) qui est la couleur du spectre solaire qui pénetre le plus profondément
dans |’ océan (Jerlov 1976). Récemment, ces populations se sont avérées posséder également de la
phycoérythrine fonctionnelle susceptible de favoriser la collecte d’ énergie lumineuse en profondeur
(Hess et a. 1996, Lokstein et al. 1999). Encore plus récemment, Garczarek et a. (accepté) ont
trouvé que les protéines impliquées dans la collecte de la lumiére étaient codées par 7 genes
différents chez les populations de fond contre 1 seul géne chez les populations de surface. La
multiplication de ces génes apparaitrait donc comme un facteur clé pour survivre a des conditions
de lumiére extrémement faibles. Les populations de surface n’ont qu’ une faible quantité de divinyl-
chl b et résistent mieux aux fortes intensités lumineuses. Les éudes génétiques ont révélé que les
populations de surface et de fond sont différentes (Moore et a. 1998, Moore & Chisholm 1999).
Les taux de croissance maximum sont enregistrés pour Prochlorococcus in situ a des intensités
correspondant entre 1 et 30% de I’ énergie lumineuse de surface. Ces résultats ont été confirmés en
culture (Moore et a. 1995, Shalapyonok et al. 1998). Seuls quelques rares éudes comme celle de
Liu et a. (1998) ou de Brown et a. (1999) ont rapporté un taux de croissance supérieur a une
division par jour dans les eaux de surface de la mer d’ Arabie. En fait les souches adaptées aux
fortes lumiéere de surface semblent capables de présenter des taux de croissance supérieurs a une
division par jour (Partensky et a. en préparation). De la méme maniere, il est possible de distinguer
les populations océaniques et cotiéres de Synechococcus, adaptées chromatiquement a différentes
couleurs de I’eau, c'est a dire plutdt caractéristiques des eaux vertes (cOtieres) et des eaux bleues
(océaniques) respectivement. Leur pigmentation est différente ce qui leur permet d absorber
différemment les longueurs d' onde lumineuses disponibles (Wood et al. 1985, 1998). Cette
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pigmentation est liée a une famille de phycobiliprotéines qui sont les composants mgjeurs de
I’ appareil collecteur de lumiére chez les cyanobactéries. Chez Synechococcus, |a phycoérythrine est
le pigment le plus important et il peut étre caractérisé par la nature, le nombre et les proportions
respectives de deux chromophores: la phycourobiline (PUB absorbant a 495 nm) et la
phycoérythrobiline (PEB absorbant a 545 nm). |l est généralement observé gue le rapport PUB/PEB
augmente avec la profondeur et avec la distance a la cote indiquant une augmentation de la
proportion de PUB, plus avantageux dans les eaux « bleues» (Alberte et al. 1984, Ong et al. 1984,
Wood et a. 1995). Synechococcus est capable de s adapter a une grande variation de I'intensité
lumineuse comme |I’ont montré les expériences réalisées sur la souche WH 7803, soumise a une
intensité lumineuse variant entre 0 et 2000 pmol quantam?s® (Kana & Gilbert 1987).
Globalement, les taux de croissance maximum mesurés pour les populations naturelles de
Synechococcus correspondent & des niveaux d'éclairement supérieurs a 10% de I'intensité de
surface (Furnas & Crosbie 1999), plus rarement a des niveaux moindres (Liu et al. 1998) avec une
nette préférence pour des intensités de I’ ordre de 80-100 pE.m?.s™ et plus (Kana & Gilbert 1987,
Moore et a. 1995). A I'inverse de Prochlorococcus, des taux de division supérieurs a 1 et 2
division(s) par jour ont été couramment observés chez Synechococcus (voir références dans Furnas
& Crosbie 1999). Il n’y a que peu de données sur les capacités de croissance en réponse alalumiére
du picoplancton eucaryote. Glover et a. (1987) ont montré pour quelques souches
picoplanctoniques (Nannochloris sp., Micromonas pusilla) une croissance importante en lumiére
bleue et plus faible en lumiéere verte, avec typiquement des taux de croissance plus élevés a des
niveaux d éclairement comparables a ceux enregistrés a la base de la couche euphotique. Iriarte &
Purdee (1993) ont révélé également que Pycnococcus provasolii est bien adapté pour croitre afaible
intensité permettant d’ expliquer son succes dans la colonisation des profondeurs ou se situe la
pycnocline. Les organismes eucaryotes peuvent également s accommoder d’intensités élevées,

suggérant une grande plasticité des capacités photosynthétiques (Durand & Olson 1998).

La concentration en ééments nutritifs intervient de maniere significative dans la
distribution des populations, a |’ exception semble t-il de Prochlorococcus. Ce dernier domine dans
les eaux oligotrophes (c'est a dire les eaux pour lesgquelles la concentration en chlorophylle est
inférieure 2 0,1-0,2 mg.m®) et ol la concentration en nitrate est souvent indétectable (Fig 1.4B). En
fait, la petite taille de Prochlorococcus (Raven 1998) et de son génome (Strehl et al. 1999) en
complément de son adaptation a la lumiere pourraient favoriser sa croissance dans les conditions
oligotrophiques. Les eaux plus enrichies en nutriments inorganiques profitent plus aux grosses
cellules a commencer par les picoeucaryotes qui dominent dans les eaux mésotrophes a eutrophes.
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Synechococcus S accommode parfaitement des eaux a caractére mésotrophe (Partensky et al. 1996)
et |"accroissement d’ abondance de cette cyanobactérie est généralement corrélé a celle des nitrates
+ nitrites (voir Partensky et al. 19994). Il a été clairement démontré gque le picoplancton est sensible
aux enrichissements en azote (Vaulot & Partensky 1992, Lindell et al. en préparation) et en
phosphore (Parpais et a. 1996, Vaulot et al. 1996, Thingstad et a. 1998) aussi bien en culture que
dans le milieu naturel. Face aux éléments traces comme le fer, lalimitation de la croissance semble
plus forte chez les grosses cellules (Zettler et al. 1996) bien que des études au laboratoire aient
clairement montré I’importance de cet élément sur les processus photosynthétiques et de croissance
de Synechococcus par exemple (LaRoche et al. 1995, Henley & Wing 1998).
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Fig. 1.3 Ensemble des distributions
verticales de Prochlorococcus (A) et
Synechococcus (B). Compilation de
données issues de 40 missions en mer,
soit 740 stations et 6500 mesures
individuelles (repris de Partensky et al.
1999b).

Fig. I.4 Relation entre les concentrations
intégrées de Prochlorococcus et (A) la
température ou (B) les nitrates en surface.
Les concentrations de 1E-3 de nitrates
correspondent a des niveaux
indétectables. Base de données identique
a celle de la figure 1.3.

La température et la productivité picoplanctonique sont positivement corrélées, comme
I”’ont montré des expériences au laboratoire (Moore et al. 1995) et sur le terrain des études locales
sur le long terme (Shimada et al. 1995, Li 1998) ou au travers de régions caractérisées par un
gradient spatial ou temporel de température marqué (Suzuki et al. 1995, Zubkov et al. 1998).
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Prochlorococcus se situe exclusivement dans une bande latitudinale entre 40°N et 40°S et
représente un genre du picoplancton tres sensible a la température qui semble léthale pour sa
croissance dans les valeurs basses. || s'accommode des eaux dont la température est comprise entre
15 et 30°C et disparait de celles dont la température devient inférieure a12°C (Olson et al. 1990,
Shimada et al. 1999, Fig. 1.4A). Sa présence a exceptionnellement été enregistrée par 60°N au large
de I’lIslande avec des températures de |” ordre de 10°C (Buck et al. 1996). Synechococcus est, quant
a lui, encore bien présent dans des eaux a 2°C (Shapiro & Haugen 1988) et peut proliférer a des
températures de 6 a 8°C (Neuer 1992). |l est clairement absent dans les eaux polaires (Shimada et
a. 1999). Globaement, les taux de croissance maximum des populations naturelles de
Synechococcus et Prochlorococcus sont mesurés entre 22 et 27°C (Moore et a. 1995, Furnas &
Croshie 1999). Les communautés picoeucaryotiques semblent s accommoder comme
Synechococcus d’'une grande variété de température, puisqu’ on enregistre la présence de ces
populations jusque dans les eaux polaires (Thomsen 1982, Smith et a. 1985, Throndsen &
Kristiansen 1991). La question toutefois se pose de savoir si |es communautés tropicales et polaires

sont les mémes bien que |’ on se doute qu’il N’ en est rien.

Le broutage et I'action virale constituent d'importants facteurs de distribution et de
régulation des populations picoplanctoniques. Le broutage est en effet la cause principale de
mortalité des cellules phytoplanctoniques et donc de régulation de la production de biomasse
nouvelle. Le picoplancton est brouté ou capté par un grand nombre d’ organismes a commencer par
le nano- et le microzooplancton comme les flagellés hétérotrophes (Christoffersen 1994, Caron et
al. 1999) ou les ciliés (Christaki et a. 1999, Dolan & Simek 1999) mais également par les éponges
(Pileet a. 1996, Yahel et a. 1998), les ascidies (Ribes et al. 1998a), les coraux (Ribes et al. 1998b),
les annélides filtreurs (Esther et a. en préparation) ou encore les appendiculaires (Blanchot et al. en
préparation). Au laboratoire, nous avons démontré que les populations de ciliés broutaient de
maniére préférentielle Synechococcus par rapport a Prochlorococcus (Christaki et al. 1999, voir
annexe 1). Inversement, le plus petit hétérotrophe eucaryote (2 pum) décrit a ce jour, Picophagus
flagellatus, semble préférer Prochlorococcus. Son fort taux de division (2 divisiong/jour) lui permet
de s adapter tres rapidement aux changements de biomasse picoplanctonigue et I’ existence de tels
organismes pourrait expliquer la grande stabilité des populations naturelles du picoplancton
(Guillou et a. soumis, voir annexe 3). La contribution virale a la mortalité phytoplanctonique est
encore mal connue mais elle pourrait également jouer un role prépondérant dans la distribution et le
contréle de la biomasse en raison de sa spécificité (Suttle et al. 1990, Bratbak et al. 1993, Zingone
et al. 1999). Il est toutefois intéressant de noter que les procaryotes photosynthétiques semblent peu
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touchés par I’ action virale par comparaison au broutage (Waterbury & Valois 1993, Suttle & Chan
1993) et que I'on n'a pas trouvé a ce jour de virus chez Prochlorococcus, contrairement a

Synechococcus (voir §1.3.4.3 pour plus de détails).

Les études expérimentales portant sur I'effet de la turbulence sur les communautés
microbiennes sont encore limitées et parfois contradictoires. En fait, I’ effet de la turbulence sur les
bactéries dans le milieu naturel doit étre considéré sous deux angles. L’ effet direct sur la croissance
tout d’abord. Théoriquement, la turbulence qui assure le renouvellement nutritif autour des cellules
devrait favoriser leur croissance. Il semble que, dans la pratique, |’accroissement du flux de
nutriments est trop faible pour avoir un effet quelconque sur la croissance (Karp-Boss et al. 1996).
L’ autre effet (indirect) se traduit au niveau de la pression de prédation. Peters et al. (1998) ont en
effet montré qu’ en milieu turbulent, un changement s opére au niveau de I'impact des prédateurs et
les microflagellés délaissent |e pico- et le nanoplancton au profit d’ organismes de taille supérieure.

La conséquence est I’ augmentation de la concentration des organismes de taille bactérienne.

La dtratification, la déstratification des eaux en réponses aux mélanges verticaux sont
également des processus physiques qui interviennent significativement dans la distribution des

organismes. Ces phénomenes, complexes, ne sont pas discutésici.

1.2.3.3 Profilsdedistribution du picoplancton.

Dans I’océan ouvert, oligotrophe, les concentrations typiques de Prochlorococcus,
Synechococcus et des picoeucaryotes sont respectivement de I’ordre de 10°, 10* et 10° cell.ml™
(Campbell et a. 1994a, Partensky et a. 1999a). Les bactéries hétérotrophes atteignent des
concentrations de 5x10° cell.ml™ (Ducklow 1999). 1| s agit |a bien entendu de valeurs moyennes qui
peuvent varier considérablement avec le moment de I’année et la latitude, avec les saisons et la
géographie, la stratification des eaux et la disponibilité en nutriments.

Si I’on se limite a la distribution des populations de Prochlorococcus et de Synechococcus,
trois types de distribution se détachent nettement comme représenté sur la figure 1.5 extraite de
Partensky et al. (1999b) ci-dessous :

- le premier type de profil vertical est rencontré essentiellement dans les environnements
cotiers. Prochlorococcus est concentré dans la couche mélangé de surface et son abondance
chute brutalement sous la thermocline ou un maximum peut parfois étre observe.

Synechococcus a une distribution similaire ou |égérement plus forte en nombre.
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- Le deuxiéme type de distribution voit un maximum de I'ordre de 10° cell.ml™ pour
Prochlorococcus a la base de la couche euphotique et sa concentration en surface est plus
faible (approximativement 10* cell.ml™). Synechococcus présente des concentrations
similaires a un ordre de grandeur inférieur. Il descend moins profondément que
Prochlorococcus.

- Dans le troiséme type, Prochlorococcus s étend de la surface au bas de la couche
euphotique & des concentrations quasi constantes de I’ ordre de 10° & 3x10° cell.ml™. Dans

ce cas, la concentration de Synechococcus est pres de 100 fois plus faible.
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Fig. I.5 Distributions verticales typiques de Prochlorococcus et Synechococcus. A-B. maximum dans la
couche de surface. C-D. Maximum profond. E-F. Distribution uniforme sur la couche euphotique. A-B.
Atlantique tropical Nord, EUMELI3 (Partensky et al. 1996). A. site EU, au large de la Mauritanie (20 °N,
18 °W). B. site MESO (18 °N, 21 °W). C. Atlantic N, 30° N, 23 °W (Buck et al. 1996). D. Méditerranée E,
34 °N 18 °E, MINOS (données non publiées). E. Pacifigue Equatorial, 150° W, 5° S (Vaulot & Marie 1999).
F. Pacifique tropical, 150° W, 16° S (Vaulot & Marie 1999). Dans les panneaux D et F, la fluorescence rouge
de Prochlorococcus était trop faible pour étre détectée en surface (repris de Partensky et al. 1999b).
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1.2.3.4 Biomasse et production du picoplancton.
[.2.3.4a Vue synoptique.

La quantité de carbone organique produite en moyenne chague année par les océans
est estimée entre 45 et 50 gigatonnes alors que la production primaire totale de la biosphére est de
I’ ordre de 110 gigatonnes de carbone par an (Falkowski 1994, Falkowski et al. 1998, Antoine et al.
1996, Field et al. 1998). Les écosystemes aquatiques, qui couvrent 70% de la surface terrestre,
contribuent donc a 45% de la production primaire globale. Les organismes phytoplanctoniques,
acteurs de cette production, ne représentent pourtant que 25% de |I’ensemble de la végétation
planétaire et contribuent & 1-2% du carbone végétal et a 0,2% du carbone photosynthétiquement
actif (Falkowski 1994). Ces quelques chiffres révelent combien le renouvellement de la biomasse
phytoplanctonique est rapide. La croissance du phytoplancton est de |’ordre de la journée par
comparaison avec celle des végétaux terrestres, qui est plutdt de I’ ordre de la semaine ou de |’ année.
L’ échelle de la journée est donc particuliérement importante pour |’ étude fine des variations de

la biomasse et de la production des populations phytoplanctoniques.

1.2.3.4b Contribution du picoplancton ala biomasse et a la production globales.

L e picoplancton domine les eaux centrales des océans. Ces régions oligotrophes, en
recouvrant 90% de la surface de I'océan mondial (Antoine et a. 1996), jouent un rdle prépondérant
dans les grands cycles biogéochimiques et comptent pour approximativement 40% de la production
primaire globale (Killops et Killops 1993). Dans le Pacifique équatorial comme en mer d’Arabie, le
picoplancton participe a 90% de la biomasse chlorophyllienne et les procaryotes contribuent a plus
de 50% de la production primaire (Chavez 1989, Campbell et al. 1994a, 1999). Dans les régions
subtropicales océaniques, les producteurs primaires procaryotes ont montré par le passe qu'ils
pouvaient intervenir jusqu’ a 95% de I’incorporation de carbone 14 (Waterbury et al. 1986, Itturiaga
& Marra 1988). Globalement, le picophytoplancton contribue a hauteur de 10% au moins a la
productivité primaire océanique nette avec 3 gigatonnes de carbone par an (Raven 1998).

Plus spécifiquement, la contribution a la biomasse phytoplanctonique totale de
Prochlorococcus peut s éever a 30% (Campbell et al. 1997). Dans le Pacifiqgue Nord équatorial,
I’Atlantique tropical oriental, la Méditerranée orientale, la Mer d'Arabie pour lesquels des
conditions oligotrophes a ultra-oligotrophes sont enregistrées, la contribution de Prochlorococcus a
la biomasse totale de carbone peut étre la plus élevée au sein de la communauté picoplanctonique.
Campbell et al. (1994a) rapporte 96 pgC.cm™? soit 67% de la contribution en carbone du
picophytoplancton et 36% de I’ensemble du picoplancton (C'est a dire en tenant compte des
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bactéries hétérotrophes). Partensky et al. (1996) rapporte également, pour la partie oligotrophe de
I’ océan Atlantique, un chiffre identique.

Dans les eaux oligotrophes a ultra-oligotrophes, la contribution de Synechococcus a
la biomasse phytoplanctonique totale est négligeable par rapport a celle des Prochlorococcus et des
picoeucaryotes. Campbell et al. (1994a) pour le Pacifiqgue Nord et Partensky et al. (1996) pour
I’ Atlantique oriental rapportent les chiffres de 6 et 7 ugC.cm™ soit une contribution & la biomasse
totale de carbone du compartiment picophytoplanctonique inférieure a 5%. La biomasse de
Synechococcus augmente avec |’ enrichissement des eaux, notamment du large vers la cote, en
périphérie des eaux a upwelling ou des zones frontales. |l remplace petit a petit Prochlorococcus en
alant vers les poles. Sa contribution est la plus élevée dans les eaux mésotrophes a eutrophes avec
des concentrations et contributions en carbone atteignant respectivement 250 pgC.cm et 60%
(Partensky et al. 1996). D’un point de vue global, la biomasse de Synechococcus reste en général
inférieure a 10% de celle des picoeucaryotes et est estimée a moins d'un tiers de la biomasse
phytoplanctonique en zone océanique (Campbell et al. 1994a, Li 1995).

Les picoeucaryotes, comme les Synechococcus, prédominent dans les eaux
mésotrophes & eutrophes (Partensky et al. 1996) avec des concentrations de |’ ordre de 130 pgC.cm’®
soit une contribution a la biomasse picophytoplanctonique de 40%. Pour autant, la biomasse de
cette communauté dans les eaux oligotrophes est plus importante que celle de Synechococcus. Elle
correspond approximativement & la moitié de celle des Prochlorococcus (soit 40-50 pgC.cm™) dans
le Pacifique équatorial (Campbell et al. 19944). Dans I’ Atlantique Nord, Li (1995) rapporte que les
picoeucaryotes dominent la biomasse et la productivité du picoplancton avec pour cette derniére
une contribution de 68% méme s les abondances de Prochlorococcus et Synechococcus
I’ emportent.

L a biomasse bactérienne domine dans de nombreux endroits du globe (Furhman et
al. 1989, Gasol et al. 1997). Les bactéries hétérotrophes représentent 30 a 50% de |a biomasse totale
en carbone en milieu océanique (Li et al. 1992, Binder et a. 1996, Campbell et al. 1997). Ducklow
(1999) rapporte que le stock bactérien dans la couche euphotique est remarquablement stable tout
autour du globe (Atlantique Nord, Pacifique Nord, grands tourbillons océaniques, upwellings du
Pacifique équatorial et de la mer d'Arabie) avec en moyenne 100 pgC.cm? En zone
oligotrophique, Campbell et a. (1994a) rapporte le chiffre de 125 pgC.cm®. Par contraste, la
production et les taux de croissance sont beaucoup plus variables, suggérant que biomasse et
production sont régulées de maniere indépendante. Il est aujourd'hui accepté qu'environ 50% de la
production primaire marine et limnique sont assimilés et/ou régénérés par les bactéries chaque jour
(Cole et a. 1988, Ducklow & Carlon 1992). Enfin, on estime que 84% de la production bactérienne
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est océanique (Ducklow & Carlson 1992) et que la biomasse des procaryotes marins est 10 fois plus
élevée que celle des procaryotes terrestres (Withman et al. 1998).
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Fig. 1.6 Cartes représentant les concentrations intégrées le long de la colonne d’eau et le type de distribution
au niveau mondial de Prochlorococcus (A) et Synechococcus (B) mesurée par cytométrie en flux. On
observe la dominance numérique de Prochlorococcus dans les eaux a caractére oligotrophe (Pacifique
central) alors que Synechococcus domine dans des eaux plus riches comme celles de I'Atlantique équatorial
oriental (d’aprés Partensky et al. 1999a).

Au regard de I'importance numérique du picoplancton et de sa contribution a la
biomasse et a la productivité océanique, il apparait comme déterminant de pouvoir comprendre les
facteurs responsables de la structure et du fonctionnement des écosystémes dominés par ces
populations et d' évaluer leur réle dans les grands cycles de la matiére. Comprendre comment la

croissance du picoplancton est régulée est donc essentiel pour construire des modéles de prédiction
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du cycle du carbone, et pour comprendre comment le premier maillon vital des océans répondrait a
des changements climatiques globaux. Il est donc important d éudier la dynamique de ces

populations et ceci a des échelles appropriées.

1.3 Ladynamique des populations.
1.3.1  Définition.

Dans le monde vivant, rien n’est statique. Les organismes, qui accomplissent leur cycle de
vie, naissent, croissent, se reproduisent et meurent. Pendant tout ce temps, ils se nourrissent,
interagissent avec d' autres organismes et leur environnement abiotique. Toutes ces activites,
accomplies par des individus formant une population, déterminent la dynamique des populations,
c'est adire qu elles déterminent la croissance, la diminution ou la stabilité de la population, ainsi
gue les modifications de sa structure. La dynamique des populations éudie donc du point de vue
guantitatif les variations d abondance des populations dans le temps et/ou I’ espace et les facteurs
qui en sont responsables. Pour les organismes unicellulaires, d autres parameétres (quantitatif et/ou
gualitatif) comme la taille ou la fluorescence pigmentaire des cellules, les constituants cellulaires
(ADN, ARN, protéines) peuvent servir de descripteurs de la population pour appréhender sa
dynamique. En effet, la cellule est I'échelle fondamentale a laquelle la population planctonique
interagit avec son environnement. Ainsi, obtenir une compréhension détaillée a I'échelle cellulaire
des facteurs environnementaux peut permettre de comprendre le comportement de la population.
Pour ce type d'approche, et quand la taille des cellules le permet, la cytométrie en flux est un outil

privilégié car chaque cellule de la population est analysée individuellement (voir chapitre 2).

1.3.2 Leséchelesd’ étude.

Les populations planctoniques évoluent sur des échelles de temps et d espace variées en
réponse aux processus physiques et biologiques. Les grandes échelles d'espace et de temps (bassins,
saisons) ont été longtemps privilégiées en océanographie et encore tres recemment dans les grands
programmes internationaux comme JGOFS (Karl & Lucas 1996, Michaels & Knap 1996, Karl
1999). Ces échelles d'observation et d'analyses (obtenues au moyen de campagnes a la mer
répétitives ou par I'imagerie satellitaire) restent importantes pour avoir une vision synoptique des
océans. Elles se révelent d'un grand intérét pour mieux comprendre le role joué par I'océan dans la
régulation climatique globale, dans la réponse aux activités humaines, dans les grands processus
naturels lents ou encore caractérisés par des changements faibles. La fréguence d'observation
utilisée au cours de ces séries est de I'ordre du mois ou de la semaine, rarement plus haute.
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Toutefois, de nombreux processus ou stocks présentent une forte variabilité a mésoéchelle
(structures frontales par exemple) et a microéchelle (échelle diurne, variations sur |'axe vertical). La
derniere échelle n'a été que peu étudiée jusgu'a présent notamment en raison d'un mangue d'outils et
de méthodes adaptées favorisant les hautes fréquences d'acquisition (Dickey et al. 1991). Pourtant
elle est reconnue depuis quelques années comme éant particulierement critiqgue pour les
populations planctoniques car souvent plus importante que la variabilité a I'échelle de la semaine
(Stramska et a. 1995) voire méme de I'année dans les zones oligotrophes non soumises au mélange
hivernal (Campbell et al. 1997).

1.3.3 Lavariabilité a petite échelle.

Depuis la fin des années 80, un certain nombre d éudes ont révélé des variations
journaliéres marquées pour les abondances en particules (Siegel et al. 1989), la fluorescence de la
chlorophylle (Dandonneau & Neveux 1997) et I'on sest vite rendu compte que ces variations
régulieres pouvaient permettre d’estimer la productivité phytoplanctonique (Cullen et a. 1992,
Walsh et al. 1992, Prézelin 1992, Stramska & Dickey 1998). Les premieres données de surface
obtenues en continu I’ ont été au moyen des systémes tractés comme I’ enregistreur de plancton (ou
CPR pour Continuous Plankton Recorder) qui, bien qu’ancien (apparition dans les années 50), est
toujours en activité et a permis d acquérir une base de données inégalée pour |’océan Atlantique
nord sur la répartition horizontale des populations planctoniques de surface (Planque & Ibanez
1997, Reid et al. 1998). La reconnaissance de |I'importance des phénomeénes a petite échelle s est
alors accompagnée de la mise en oauvre de méthodologies innovantes et compatibles avec des
descriptions a haute résolution temporelle (heure) et spatiale (5-10 m) pour tenter de mieux cerner
lavariabilité a petite échelle spatiale et/ou temporelle et permettant d étudier de nouvelles variables,
de nouveaux processus. On peut citer les "profileurs multivariables’ qui constituent la meilleure
illustration de I’ effort réalisé pour augmenter la fréquence d'échantillonnage, jusqu’a la minute
(Hamilton et al. 1990, Dickey 1991, Dickey et al. 1991, Moline & Prézelin 1997). Ces derniers en
mesurant |’ atténuation particulaire, la fluorescence de la chlorophylle, I’ oxygene dissous permettent
d’ estimer la biomasse et la productivité des systemes échantillonnés. D'autres appareils, comme, par
exemple, la bouée carbone "CARIOCA" (Hood et al. 1999), permet la mesure de nombreuses
variables & haute fréquence (latempérature et la salinité de I’ eau, le vent, la pression atmosphérique,
la pCO,, le pH, I’acalinité des carbonates, le carbone inorganique total dissous, la fluorescence in
vivo de la chlorophylle a). D’ autres types d’ appareils permettent d’ obtenir des séries temporelles a
tres haute fréquence pour des paramétres bio-optiques et physiques in situ comme la grappe optique
(Claustre et a. sous presse) qui est un profileur mesurant en continu des profils d'atténuation a
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différentes longueurs d'ondes permettant d accéder a la charge particulaire et végétale, et des
matieres dissoutes de la colonne d eau. Des méthodes plus classiques ont été améliorées pour
acquérir des séries a haute fréquence d'acquisition comme |’ automatisation de la procédure de
comptage des particules (Sciandra et al. 1998, Claustre et al. sous presse). Le principal désavantage
de toutes ces méthodes est qu’ elles ne donnent qu’ une information globale. L’ obtention de données
in situ et individuelles pour les populations phytoplanctoniques nécessitait donc la réalisation d’un
systeme de prélevement efficace permettant les hautes fréquences d’ échantillonnage puis d’'un
systéme d’analyse performant pour ce type d acquisition, de traitement et d enregistrement des
données (voir matériels et méthodes). A la méme époque, le couplage entre un systéme de
prélévement automatisé a haute fréquence et une analyse par cytométrie en flux naissait avec le
projet européen « CYTOBUOQY », I'’équivalent d'un cytométre en flux monté sur une bouee

océanographique permettant d’ anal yser les populations de surface (Duubelaar et al. 1998, 1999).

1.3.4  Ladynamique des populations picoplanctoniques.

Une grande majorité des études sur le picoplancton effectuées a ce jour a porté soit sur
I’ estimation de sa biomasse soit sur sa caractérisation taxonomique. Par contre, la dynamique des
populations picoplanctoniques et des facteurs qui en sont responsables restent encore mal connus.
Dans ce théme de recherche, on peut clairement distinguer plusieurs «volets» au regard de la
littérature existante. Se distinguent en effet la dynamique des populations marines (la seule que |’on
considérera ici), la dynamique des populations dulgaquicoles, la dynamique a long terme (échelle
annuelle ou saisonniére), la dynamique a court terme (échelle journaiére et hebdomadaire), la
dynamique des autotrophes, la dynamique des bactéries hétérotrophes. La littérature concernant le
dernier point est plus fournie que le précédent, probablement en raison d'une connaissance
beaucoup plus ancienne du compartiment bactérien et de I’intérét porté a ce dernier bien avant la
découverte de Prochlorococcus, Synechococcus et des picoeucaryotes.

Les études de dynamique des populations microbiennes hétérotrophes sur le long comme
sur le court terme ont porté sur les abondances, la biomasse et la production bactérienne avec, dans
lamajorité des cas, I'idée de relier cette activité a celle du compartiment phytoplanctonique (résumeé
dans Cole et al. 1988 et voir Delmas et a. 1992, Li 1998 pour I’ échelle annuelle, Ducklow et al.
1995, Leackey et al. 1996, Ultto et a. 1997 pour |'échelle saisonniére). L’ enregistrement de
variations journalieres notables dans I'abondance et I'activité de production des bactéries
hétérotrophes en relation avec I'activité phytoplanctonique, la prédation, les enrichissements

nutritifs, les facteurs environnementaux (comme les UV par exemple) ont vu la publication d un
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nombre non négligeable d’ articles, par exemple Hagstrom & Larson (1984), Furhman et al. (1985),
Jeffrey et a. (1996), Gasol et al. (1998), Shiah (1999).

Pour le compartiment autotrophe, les études portant sur la dynamique des populations
picoplanctoniques sont presque inexistantes avant le milieu des années 80. A partir de 1985, leur
nombre s est accrue (revue dans Weisse 1993). Les études portant sur le long terme s intéressent
essentiellement a la relation entre les abondances des populations et les paramétres
environnementaux ( latempérature des eaux de surface, le niveau d’ éclairement) ou, plus rarement,
a la relation avec les autres paramétres biotiques et abiotiques (chlorophylle, prédateurs, sels
nutritifs). Par exemple, Waterbury et al. (1986) décrivent I’évolution des concentrations de
Synechococcus entre 1978 et 1985 pour un site cotier de la cote est des Etats-Unis. Bustillos-
Guzman et a. (1995) rapportent I’évolution annuelle des populations picoplanctoniques en
Méditerranée Nord-occidentale. Campbell et al. (1997) montrent |’évolution des abondances
picoplanctoniques sur 3 ans dans le Pacifique central. Agawin et a (1998) ou encore Li (1998)
rapportent également pour la Méditerranée I’ évolution des abondances de Synechococcus. Zingone
et al. (1999) se sont intéresses pendant 2 ans aux variations du picoeucaryote Micromonas pusilla et

de sesvirus.

A Prochlorococcus
R

25001

20001

15001

10001

0001

200

1991|1992 1993
Synschococcus




Chapitre : Introduction générale 41

B
20 T I T IS T s T ..
Prochloracoccus = |1, ? ‘,/'\.’-\' 5 | '
: j ' . [ g/ . .
‘_.'_I 200_ . ‘ l /Qb Lol . 0\ -]
: e Sl A P
— P ) : [ ] %,
m8 *—% : D‘./. : : o/. : /.‘\0 /.:./ '.\ .’0 .‘4»./. 1\.. :
ST Y B P AV A o A R
REN SN A S L R
) . : : : ; : ' e
- \/\ .f ®e v
Y d ﬁ
100 —— ;
35
.30
'
S
T 25
o
E
20
15 L 1 1 L 1 i L 1 L L 1 i L 1 L
18 Nov 19 Nov 20 Nov 21 Nov 22 Nov

Fig. 1.7 Variabilité inter-annuelle (A) et la variabilité journaliere (B) des concentrations cellulaires des
populations de Prochlorococcus et de Synechococcus mesurées par cytométrie en flux dans le I'océan
Pacifique (extrait de Campbell et al. 1997 et Vaulot & Marie 1999).

Dans les océans oligotrophes ou les populations picoplanctoniques dominent, les
abondances enregistrées pour ces derniéres sont relativement constantes sur de grandes échelles
d'espace et de temps (Landry et al. 1996, Campbell et al. 1997, Fig. I.7A) suggérant un équilibre
global entre processus de croissance (production) et de perte (mortalité). Toutefois, al'échelle de la
journée, ces populations se sont révélé particulierement dynamiques avec des taux de croissance
pouvant étre égaux ou supérieurs a une division par jour (voir revue dans Furnas & Crosbie 1999).
Ainsi, des variations journalieres marquées ont éé observées pour les abondances cellulaires
(Waterbury et al. 1986, Vaulot & Marie 1999, Fig. 1.7B), la division celulaire (Campbell &
Carpenter 1986a, Vaulot et a. 1995), les parametres cellulaires comme la taille et les pigments
(Blanchot et a. 1997, Vaulot & Marie 1999), la photosynthése (Prézelin et al. 1986, Glover &
Smith 1988), la croissance et le métabolisme (Prézelin et al. 1987, Neuer 1992), I’ activité de
broutage (Wilkner et a. 1990, Dolan & Simek 1999), |’ expression des genes (Pichard et al. 1996,
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Wyman 1999) du picoplancton. Enfin, les années 90 ont vu I’explosion des études portant sur
I” horloge circadienne de Synechococcus et donc de son influence sur les variations journaliéres des
processus physiologiques de ces cellules (theme développé au chapitre 4). L'interprétation des
cycles hiologiques qui se font a plus grande échelle repose sans nul doute sur la compréhension des
facteurs qui régulent les processus a I’ échelle journaliére. Il est donc primordial de les éudier en
détail.

1.3.4.1 Lecyclecdlulaire.

L’analyse du cycle cellulaire permet aujourd’ hui de mieux comprendre la dynamique
des populations phytoplanctoniques. Cette méthode offre en effet la possibilité d estimer
rapidement le taux de croissance (Carpenter & Chang 1988) et I'effet des facteurs
environnementaux (sels nutritifs, lumiére) sur la croissance des cellules. Elle est particulierement
bien adaptée pour des especes tels que les procaryotes photosynthétiques.

.3.4.1a Rappelssur lecyclecélulaire.

Le cycle cellulaire consiste en la succession d’ un nombre limité d’ étapes (voir Fig.
IV.1) menant de la naissance d'une cellule a sa division en deux cellules filles identiques (Murray
& Hunt 1993). Chez les organismes eucaryotes, de la levure a I’homme, il est composeé de quatre
phases, appelées G1, S, G2 et M, extrémement bien conservées au cours de I’ évolution. Les phases
Gl et G2 préparent les cellules respectivement a la réplication de leur ADN et a la division
cellulaire. La phase S caractérise la synthése I’ADN afin de dupliquer le génome et la phase M,
pour mitose, comporte une succession d'états conduisant a la division de la cellule. Le cycle
cellulaire des procaryotes est moins bien compris. Il n'y a pas de mitose et |I’on distingue des
organismes ayant une croissance rapide (division < 1 h) de ceux ayant une croissance lente. Pour les
cultures d’ organismes ayant une croissance lente, 3 phases nommées B, C et D ont été définies pour
décrire les intervalles de temps ou I’ADN présente des caractéristiques remarquables (Cooper &
Helmstetter 1968). B est la période entre la division cellulaire et I'initiation de la réplication du
chromosome, C est la période entre I'initiation de la réplication de I’ ADN et la terminaison de la
synthese du chromosome, D est la période entre lafin de la réplication du matériel chromosomique
et la prochaine division cellulaire. La similitude entre les phases B, C et D de Prochlorococcus et
Synechococcus avec respectivement les phases G1, S et G2 des eucaryotes font que |I’on emploie
plus volontiers la seconde terminologie pour ces procaryotes photosynthétiques a croissance lente.
A |’ extréme conservation des mécanismes et des contréles du cycle chez les eucaryotes correspond
sans nul doute une plus grande diversité chez les procaryotes. Par exemple chez |la bactérie
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entérique Escherichia coli, caractérisée par un temps de génération court en conditions de
développement optimal, la division peut étre découplée de laréplication del’ ADN, ce qui se traduit
par un contenu en ADN par cellule, supérieur a deux équivalents genome (Helmstetter & Cooper
1968). On observe également, chez certains mutants de la forme sauvage de E. coli et quelques
souches de la cyanobactérie marine Synechococcus, un “phénotype asynchrone” caractérisé par un
nombre multiple de copies du génome, consegquence de I’initiation asynchrone de la réplication du
chromosome (Skarstad et al. 1986, Binder & Chisholm 1990, Binder & Chisholm 1995).

1.3.4.1b Mesuredel’ ADN des cellulespar cytométrie en flux.

L'utilisation de colorants spécifiques des acides nucléques dans les cellules permet la
mesure rapide et quantitative du contenu en ADN des cellules sans extraction de ce dernier
(Boucher et al. 1991). Il est ainsi possible d' apprécier larépartition des cellules entre les phases G1,
S et G2+M du cycle célulaire (Baish et al. 1982, Fig. 1.8) et leur variation au cours du temps
renseigne sur la physiologie et le statut environnemental des cellules plus rapidement et de maniére
plus précise que la numération ou la variation de la teneur en chlorophylle a (Vaulot & Partensky
1992). La méthode permet en plus une bonne estimation du taux de croissance des populations (voir

plusloin).
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Fig. 1.8 Cellules dune population naturelle de Synechococcus dont ’'ADN est marqué par un fluorochrome
des acides nucléiques, le SYBR Green |. On observe la répartition des cellules dans les phases G1 et G2 du
cycle cellulaire sur le cytogramme représentant la fluorescence du complexe ADN-marqueur en fonction de
la fluorescence de la chlorophylle. L'insert représente I'histogramme de distribution des cellules dans les
différentes phases du cycle cellulaire. Extrait de Jacquet et al. (1998b).
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Le choix d’un colorant dépend de plusieurs conditions (Boucher et al. 1991). Les
spectres d’excitation doivent étre compatibles avec les sources lumineuses des appareils. Pour
I”étude du cycle cellulaire, le fluorochrome doit se lier de maniere stoechiométrique a la molécule
d’ADN pour que le rapport de fluorescence des cellules en G2 et G1 soit le plus proche possible de
la valeur 2. L’ADN est présent en faible quantité dans les cellules procaryotes et sa détection
nécessite des marqueurs performants (utilisation a faible concentration, rendement quantique élevé,
Marie et a. 1996, 1997). Bien que les acides nucléques puissent étre marqués par de nombreux
colorants, les procaryotes marins autotrophes et hétérotrophes ont surtout été analysés au moyen de
deux fluorochromes: le DAPI (4', 6-Diamidino-2-phénylindole, Robertson & Button 1989) et le
Hoechst 33342 (dérivé bis-benzimide, Monger & Landry 1993, Campbell et al. 1994a, Binder et al.
1995) tous deux excitables dans I’'UV. L’analyse dans le visible a 488 nm (longueur d’onde qui
caractérise la plupart des cytométres existants aujourd hui) est désormais rendue possible par la
disponihilité de nouveaux fluorochromes sur le marché (développés par la société Molecular
Probes). A I'origine congus pour le marquage de I’ADN dans les gels d éectrophorése, ils
commencent a étre utilisés en biologie marine (Li et al. 1995, Marie et a. 1996). Nous avons testé
puis utilisé en routine I'un d entre eux, le SYBROGreen-1. Les caractéristiques de ce fluorochrome,
excitable a 488 nm, et notamment sa formule chimique et son mode de liaison al’ ADN, sont tenues
secretes par Molecular Probes. |1 est toutefois présenté comme un des marqueurs disponibles parmi
les plus sensibles pour la détection des acides nucléiques dans les gels dagarose et de
polyacrylamide. Il a une forte affinité pour I’ADN double-brin mais il peut également se lier aux
molécules ssimple brin dADN ou d’ARN. Il peut étre excité auss bien dans I’'UV que dans le
visible mais son maximum d’ excitation se situe a 497 nm (Molecular Probes). Il est insensible a la
force ionique de |'eau de mer ce qui rend son utilisation simple et rapide pour les analyses sur le
terrain par exemple. Une publication a été réalisée et a paru dans Applied and Environmental
Microbiology (Marie et al. 1997). Son résumé en francais et la reproduction de I’ article sont donnés
alafin du chapitre 2. Ce colorant a permis récemment la détection des virus marins aussi bien en
microscopie a épifluorescence qu’ en cytométrie en flux (Noble & Furhman 1998, Marie et al.
1999).

.3.4.1c Estimation du taux de croissance par la méthode du cycle cellulaire.
La mesure du taux de croissance des organismes phytoplanctoniques est une donnée
capitale. Son estimation renseigne sur I'importance d’ une espece au sein de la chaine trophique et
sur sa contribution a la production primaire océanique (Furnas 1990). Le taux de croissance est de

plus un excellent indicateur du statut environnemental et de I’influence des facteurs forcants sur la
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physiologie des cellules. De nombreux moyens d’ estimation du taux de croissance des populations
naturelles ont été mis au point. On peut citer des méthodes d’ estimation indirectes nécessitant
" utilisation de marqueurs biochimiques et radioactifs (la zéaxanthine et le **C par exemple, Caillau
et a. 1996) et I'incubation des échantillons. Ces approches ont cependant des inconvénients
majeurs: artefacts dus au confinement et a I’empoisonnement des cellules (Williams & Robertson
1989), estimation globale moyennant la contribution des différentes populations. Les méthodes
directes sont plus difficiles a mettre en ceuvre. La méthode la plus ssimple, basée sur les comptages
cellulaires, sous-estime le taux de croissance brut en raison du broutage. Cela est particulierement
vral pour le picoplancton dont la biomasse reste pratiqguement inchangée d’un jour a I’autre, les
cellules étant mangées par de minuscules prédateurs au fur et & mesure qu’ elles se divisent. Pour
venir a bout de ce probléme, différentes méthodes d'estimation du taux de croissance ont été
développées comme celle d'éiminer I’influence de la prédation par dilution (Campbell & Carpenter
1986b, Landry et a. 1995, Verity et a. 1996) ou par |'utilisation dinhibiteur (Campbell & Carpenter
1986b, Liu et a. 1995) et enfin la méthode du cycle cédlulaire (McDuff & Chisholm 1982,
Carpenter & Chang 1988).

La méthode du cycle cellulaire est basée sur la détermination de la fréquence des
cellules d'une population se divisant. Cette idée, qui date du début du siécle (Gough 1905), repose
sur une constatation simple. Les populations phytoplanctoniques sont entrainées par le rythme
d’ alternance jour-nuit et la division cellulaire a lieu a un moment préférentiel de la journée sur un
intervalle de temps restreint (Swift & Durbin 1972, Weiler & Chisholm 1976, Chisholm 1981). La
méthode consiste & mettre en relation la fraction de cellules en division avec le taux de division
cellulaire (Fig. 1.9). Cette méthode a été appliquée dans un premier temps a l'estimation du taux de
croissance des dinoflagellés caractérisés par des étapes facilement identifiables en microscopie
(Swift & Durbin 1972, Weiler & Chisholm 1976). Une formulation clarifiée de cet indice mitotique
a été proposée par McDuff & Chisholm (1982) :

iln[1+ f(t,)]
h=-=

nxt,

ou U est letaux de croissance; tp, ladurée de laphase de division;

n, le nombre d’ échantillons; f(t;), lafraction de cellules en division a chague tempst;.

Toutefois, ce modele s'est révélé peu fiable en raison de I’incertitude existant sur la durée de la
division tp. Celle-ci peut en effet étre relativement courte et la détermination du moment réel de la
division et de sa durée tres subjective (McDuff & Chisholm 1982). Par ailleurs, il arrive qu'elle
varie en fonction du taux de croissance (Videau & Partensky 1990). En 1988, Carpenter & Chang
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(1988) ont proposé un modéele plus sophistiqué consistant a remplacer le paramétre tp par le calcul
de la durée d événements terminaux du cycle cellulaire comme G2+M ou S+G2+M. L’ application
du modéle nécessite la synchronie de la population, ¢ est a dire que toutes les cellules progressent
en phase alamaniére d une cohorte atravers les phases du cycle cellulaire. Si ladivision se déroule
de maniéere asynchrone, il devient en effet impossible d’estimer la durée de chacune des phases.
Cette méthode a d'abord été testée sur des cultures de dinoflagellés (Chang & Carpenter 1988), puis
sur des populations naturelles (Chang & Carpenter 1991). Le modéle s applique parfaitement aux
procaryotes caractérisés par une croissance lente car ils présentent des phases analogues aux phases
G1, Set G2 des cellules eucaryotes (Murray & Hunt 1993). Ce modéle est indépendant du broutage
hétérotrophe avec I'hypothese que le zooplancton consomme avec la méme probabilité toutes les

cellules, quelle que soit leur position dans le cycle (Chang & Dam 1993).
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Fig. 1.9 Schéma résumant la méthode d’'estimation du taux de croissance basée sur le cycle
cellulaire. La fraction de cellules en division f(t) est mise en relation avec le taux de division cellulaire p(t).

Le systéme d’ équations du modele de Carpenter & Chang (1988) est le suivant :
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(tz — t1)

2

TS + TG2+M =

T, _ Z'n[l"' fs(ti)+ fozem (& )]

Toew S 0L ey, )

ou to - ty est I'intervalle de temps entre les pics des cellules en S et en G2+M
fs(t) et fem(ti) représentent les fractions de cellules dans les phases S et G2+M  al’instant
ti.
Delaformule de McDuff & Chisholm (1982), on déduit que :

iln[1+ f oo (8)]

“GZ+M -

nx TG2+M

iln[1+ fs(ti)+ fozem (ti)]

Hsigasm = nx (-l-S + T(32+M )

ou n est le nombre d’ échantillons

Mco+m €t Hs + c2+m SONt des estimations du taux de croissance de la méme popul ation.

La méthode du cycle cédlulaire a éé appliquée avec succes sur les populations naturelles de
Prochlorococcus (Vaulot et a. 1995, Liu et al. 1998) et de Synechococcus (Vaulot et al. 1996,
Jacquet et al. 1998b). Tres récemment, la méthode du cycle cellulaire a pu étre appliquée a quelques
genres picoeucaryotiques en culture (Jochem & Meyerdierks 1999, Brussaard et al 1999, Jacquet et

al. en prép.).

Il est & noter que d’ autres marqueurs que I'’ADN peuvent étre utilisés pour obtenir des
estimations du taux de croissance comme le contenu des cellules en ARN (Binder & Liu 1998) ou
certaines protéines qui sont exprimées pendant la réplication de I'ADN et le cycle de division (Lin
& Carpenter 1995, Lin et a. 1995).

1.3.4.2 L e broutage du picoplancton.
Comme le picoplancton atteint des taux de croissance de |’ ordre de 1 division par jour
dans les eaux océaniques et que son abondance reste tres stable sur de larges échelles spatio-

temporelles, les taux de mortalité sont du méme ordre de grandeur (Liu et a., 1995). La nature des



Chapitre : Introduction générale 48

principaux processus de mortalité est cependant ma connue. Au cours de ma thése, je me suis
€galement intéressé aux phénomenes de broutage qui sont nécessaires pour interpréter la dynamique
du picoplancton. Au cours des deux études effectuées en mer Méditerranée (rade de Villefranche-
sur-mer, chapitre 5, et mer d’'Alboran, chapitre 6), I’étude de la dynamique des populations
picoplanctonigues a clairement révélé que les populations, bien que se divisant a des taux supérieurs
aune fois par jour, se maintenaient a des niveaux quasi constants (en terme de stocks) suggérant un
équilibre dynamique entre les processus menant a la production des cellules et ceux menant a leur
disparition. Cette remarque a été confirmée tout d’abord par la mesure du taux de mortalité des
cellules de Synechococcus en rade de Villefranche-sur-mer. Ce taux s est avéré étre corrélé au taux
de croissance avec un jour de décalage, suggérant une prédation tres efficace et |’ adaptation tres
rapide des prédateurs a la biomasse disponible. Bien que I’ effet de la prédation sur les micro-
organismes ait é&é étudié en détail, des questions comme la spécificité de la prédation et sa
dynamique sont encore peu documentées. Jai participé activement a deux études expérimentales
ayant regardé de pres ces questions. Elles ne sont pas développées dans le corps de ce manuscrit
mais simplement fournies en annexe. En résumé, avec Urania Christaki du Centre National de la
Recherche Marine d’'Hédllinikon en Gréce, nous avons démontré que les populations de ciliés
broutaient de maniére préférentielle Synechococcus par rapport a Prochlorococcus, suggérant que la
communauté des brouteurs pourrait étre différente dans les écosystémes dominés par
Prochlorococcus de ceux dominés par Synechococcus (Christaki et al. 1999, annexe 1). Plus
récemment, avec Laure Guillou (Roscoff), nous avons éabli que le plus petit eucaryote
hétérotrophe connu a ce jour, Picophagus flagellatus (organisme < 2 um), était un prédateur
redoutable pour le picoplancton (Guillou et al. soumis, annexe 3). L’existence d'un brouteur si
efficace et de s petite taille remet en question le paradigme couramment accepté que les bactéries
(de taille comprise entre 0,4 et 1 um) sont broutées par des nano-flagellés d’ environ 5 um, eux
mémes mangés par des ciliés de 10-20 um. L’ existence et I’ efficacité de broutage de P. flagellatus
démontrent que la boucle microbienne posséde de nombreux niveaux et que le transfert de la
matiere et de |’ énergie aux niveaux trophiques supérieurs (¢’ est a dire jusqu’ au zooplancton comme
les copépodes) est probablement plus faible que ce qui était supposé jusgu’ aors (Guillou et al.
soumis).

Notons que les organismes filtreurs de grande taille, tels que les éponges (Pile et al.,
1996), les coraux (Yahel et a., 1998) ou les appendiculaires (Goksky et al. 1999), pourraient

également avoir un impact important sur la disparition du picoplancton.
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1.3.4.3 L action virale.

La dynamique des populations picoplanctoniques est contrdlée par toute une panoplie
de facteurs abiotiques et biotiques. Parmi les seconds, |es virus jouent sirement un role déterminant
mais ce dernier reste encore peu connu. Comme I’ écrivaient Bratbak & Heldal en 1995: “viruses
are the new playersin the game”.

Figure 1.10 (A) Photographie en microscopie électronique d'une communauté virale préalablement
concentrée, échantillonnée dans la Baie de Chesapeake, Virginie, Etats-Unis (source:
http://www.umbi.umd.edu/~wommack/). (B) Agrandissements d’'un virus montrant la réduction de sa queue
apres injection de son matériel génétique dans la cellule héte (extrait de Tom Garison. 1995. Oceanography:
an invitation to marine science, 2™ edition, Wadsworth Publishing Company, 567 p.).

Apparentés au femtoplancton (c'est a dire les particules dans la classe de taille 0,02 —
0,2 um, Fig. 1.10), les virus marins sont aujourd’hui reconnus comme les entités biologiques
marines les plus abondantes et leur réle au sein des écosystémes pourrait étre particuliérement
important (Furhman 1999). L’ existence des virus en milieu marin est connue depuis les années 50
(Kriss & Rukina 1947, Spencer 1955). Bien que quelques études portant sur les virus marins aient
€té rapportées avant les années 1980 (Levin et a. 1977, Zachary 1978, Mayer & Taylor 1979), ce
sont les années 1989-90 qui marquent véritablement |’essor de leur étude (Bergh et al. 1989,
Proctor & Furhman 1989, Bratbak et al. 1990, Suttle et al. 1990). Les virus sont extrémement
abondants en milieu marin. Ils atteignent des concentrations de 10”® par millilitre (Bratbak &
Heldal 1995, Furhman 1999) et infectent spécifiquement les cellules planctoniques (Suttle et al.
1990, Waterbury & Valois 1993). En théorie, toutes les organismes sont susceptibles d’infection,
souvent par plusieurs types de virus. C'est le cas de Synechococcus (Suttle & Chan 1993) ou du
picoeucaryote Micromonas pusilia (Chen et a. 1996). On ne sait que peu de choses en milieu marin
sur leur biologie, leur cycle de vie, leur activité lytique vis a vis des cellules ni sur les implications
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écologiques qui en découlent. L'activité virale semble avoir un impact important au niveau i) de la
mortalité bactérienne et de certains producteurs primaires favorisant de la sorte les flux de
nutriments entre compartiments (Furhman & Suttle 1993, Bratbak et al. 1994, Cottrell & Suttle
1995), ii) du contréle de la phase finale des efflorescences algales (Bratbak et a. 1993, 1995), iii)
du contréle de la diversité spécifique (Bratbak et al. 1993, 1994, Furhman & Suttle 1993,
Waterbury et Valois 1993), et du maintien des proportions relatives des différentes especes ou
variétés de la communauté (Waterbury & Valois 1993, Hennes et al. 1995), iv) de la dynamique des
populations (Bratbak et al. 1996, Wilson et a. 1998, Brussaard et al. 1999, Zingone et a. 1999).
L'activité virale est fortement liée au statut nutritionnel des cellules qui pourrait étre déterminant
dans le type de processus. lytigue ou lysogéne (Wilson & Mann 1997, voir glossaire).
L’intervention virde dans la lyse des celules phytoplanctoniques productrices de
dymethylsulfonio-propionate dont la décomposition donne le diméthylsulfide ou DMS (un gaz qui
influence la condensation nuageuse et qui peut étre la source de production de pluies acides) a été
clairement démontrée (Brussaard et a. 1996, Hill et a. 1998, Malin et a. 1998). Le rdle le plus
incertain des virus en milieu marin concerne les échanges génétiques entre les micro-organismes et
leur effet sur I’adaptation, la génétique des populations et I’évolution a court terme (Ripp et al.
1994, Chiura 1997, Jiang & Paul 1998).

L’ action des virus sur la biomasse et la production phytoplanctoniques a été moins
étudiée que celle sur les bactéries (voir la revue de Furhman 1999). Pourtant un simple
enrichissement de 20% en particules virales d’un échantillon d’ eau de mer se traduit par une chute
de 50% de la biomasse et de la production phytoplanctonique. Cette expérience suggere clairement
gue les virus infectent une proportion significative de la communauté phytoplanctonique (Suttle et
al. 1990, Suttle 1992). Les études portant sur les virus qui infectent les organismes
phytoplanctoniques importants du point de vue écologique sont facilitées car ces especes sont
disponibles en culture et facilement reconnai ssables par microscopie ou par cytométrie en flux. Les
virus de Synechococcus ont été analysés (Waterbury & Valois 1993, Suttle & Chan 1995a) mais ces
cyanophages ne semblent pas responsables d’ une part importante de la mortalité cellulaire (<15%).
Comme les cyanobactéries semblent résistantes aux virus qui leur sont associées, les cyanophages
pourraient affecter plus la composition spécifique de la communauté que son abondance. A ce jour,
aucun virus spécifique a Prochlorococcus n'a été décrit. Les virus marins affectent également le
phytoplancton  eucaryote:  Diatomées, Chrysophytes, Prymnesiophytes, = Haptophytes,
Rhaphidophytes, et Cryptophytes (Proctor 1997, Proctor & Fuhrman 1991, Suttle et al. 1991,
Bratbak et al. 1993, Mulligan & Cosper 1994, Nagasaki & Yamaguchi 1998, Suttle & Chan 1995b).
A cejour, la prasinophycée picoplanctonique Micromonas pusilla a été I’ espéce phytoplanctonique
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la plus étudiée (voir Zingone et al. 1999). Au moins 5 génotypes différents de virus peuvent
I'infecter (Chen et al. 1996). Cette diversité au sein de la communauté virae a égaement été
montrée chez 18 souches de la Raphidophycée Heterosigma akashiwo avec 14 souches virales
(Nagasaki & Y amaguchi 1998). Dans le cas du coccolithophoridé Emiliana huxleyi, la contribution
virale au déclin du bloom varie entre 25 et 100%.

|.4 Lesquestions posées.

Comme nous I’ avons vu plus haut, le picoplancton est sous la dépendance d’ un grand nombre
de facteurs biotiques et abiotiques. Parmi eux, la lumiere est particulierement importante puisque
indispensable aux processus associés ala photosynthése et donc a la croissance et ala production de
matiére par les organismes autotrophes. Ainsi, I’ aternance journaliere de lumiéere et d obscurité est
sans aucun doute le stimulus le plus important pour expliquer les variations journaliéres de |’ activité
des cellules. Pour autant, son effet n'a été que peu étudié sur la dynamique de croissance des

populations planctoniques.

L es questions fondamental es abordées au cours de cette étude ont été les suivantes:

> Quel est I’ effet d’un rythme jour-nuit sur le cycle de division des représentants les plus
typiques du picoplancton en culture?

» Comment s effectue la synchronisation des populations par lalumiéere?

» Dans le milieu naturel, quels sont les facteurs qui peuvent expliquer la variabilité d' un

jour al’autre du cycle cellulaire (et donc du taux de croissance)?

|.5 Organisation du travail dethese.
Cette these est divisée en plusieurs parties:

o Matériels et méthodes. Dans le chapitre 2, les techniques utilisées au cours de cette thése
(la cytométrie en flux, la microscopie confocale) et les matériels réalisés (préleveurs
automatiques) sont développés. Ce chapitre est illustré par deux articles qui ont été publiés
dans les revues Applied and Environmental Microbiology et Aquatic Microbial Ecology. Le
premier article décrit une nouvelle méthode de coloration de I’ADN du picoplancton et le
second lafabrication et I utilisation d'un préleveur automatique d’ échantillons d’ eau de mer

ou de cultures.
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o Travail expérimental. Le chapitre 3 correspond a |’étude comparative d'un rythme
lumiére-obscurité sur la synchronisation de la croissance de 12 variétés picoplanctoniques (3
Prochlorococcus, 4 Synechococcus et 5 picoeucaryotes). Le chapitre 4 décrit la régulation
du cycle cellulaire par la lumiere de Prochlorococcus. Le corps de chague chapitre est
constitué par un article en préparation qui sera soumis pour le premier a Journal of
Phycology et pour le second a Applied and Environmental Microbiology.

o Milieu naturel. Deux chapitres résument les résultats acquis au cours de travaux effectués
sur leterrain, en mer Méditerranée. Au cours d’ un atelier de travail européen, qui aeu lieu a
Villefranche-sur-mer, la dynamique picoplanctonique a été éudiée de facon localisée et
pour une situation trophique donnée (chapitre 5). Cette éude a été publiée dans la revue
Limnology and Oceanography. Pendant la campagne en mer Almofront-2, I'influence d'une
structure a méso-échelle (le systeme jet-front géostrophique Oran-Alméria) sur la
distribution et la dynamique picoplanctonique a été étudiée en détail (chapitre 6). L' article
est en préparation pour la revue Limnology and Oceanography.

o Conclusions et per spectives.

A lafin du manuscrit, la liste des références bibliographiques utilisées dans le texte est donnée

ainsi qu'un glossaire.

Une annexe a ce volume a été réalisee réunissant les publications non utilisées dans le texte.
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- CHAPITRE 11 -

MATERIELS et METHODES

“The question why study phytoplankton is obviously dependent on the particular scientific question
which has to be answered. There is one important fact, however, which holds true for all
phytoplankton work: the need for simultaneous sampling and analysis of collateral parameters in

order to acquire an understanding of phytoplankton ecology” (Zeitzschel, 1978).

1.1  Présentation générale.

Pour tenter de comprendre I’écologie du picoplancton, I’idéal serait de pouvoir accéder a la
variabilitée enregistrée par les populations (du point de vue quantitatif et qualitatif) en continu, en
tenant compte des facteurs environnementaux qui en sont responsables. Cependant, de telles
mesures a tres haute fréquence sont rares. Pour accéder a la variabilité haute fréquence des
populations picoplanctoniques, il a donc été nécessaire dans un premier temps de mettre au point
des méthodes d’échantillonnage appropriées. Dans ce but, nous avons construit des dispositifs de

prélevement automatiques d’échantillons d’eau de mer ou de cultures (voir 8 11.2).

En raison de I’importante variabilité des parameétres cellulaires et physiologiques (abondance,
taille, fluorescence pigmentaire, cycle cellulaire, ...) du picoplancton sur des échelles de temps trées
courtes, I’étude des populations en culture comme dans le milieu naturel nécessite, en plus de
moyens de prélevement adequats, des techniques d’analyse et d'enregistrement a haute fréquence.
La cytométrie en flux est I’appareil d’analyse et d’acquisition de données répondant le mieux a
cette problematique. Il a donc constitué I'outil de travail principal utilisé au cours de cette these. Un
paragraphe de ce chapitre est consacré au principe général de son fonctionnement puis plus

spéecifiquement a I’appareil utilisé (voir 8§ 11.3).

Une autre technique optique tres performante a été utilisée au cours de cette thése: la
microscopie confocale. J’ai pu obtenir des images de Prochlorococcus (permettant par exemple
d’effectuer des mesures de taille des cellules), ce que la microscopie classique ou a épifluorescence

seule (c’est a dire sans I’adjonction de caméra tres sensible) ne permettent pas. Le principe de la
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microscopie confocale et son intérét a I'étude de I'échelle sub-micromique est également le lieu d'un

paragraphe de ce chapitre (voir § 11.4).

Une approche trés fructueuse dans le domaine de I’étude de la dynamique des populations est
celle liée a l'utilisation du cycle cellulaire, développée dans [l'introduction générale. Apres
marquage de I'ADN des cellules par un fluorochrome, le cycle cellulaire des populations peut étre
facilement visualisé par cytométrie en flux. La répartition des cellules dans les différentes phases du
cycle cellulaire et son évolution au cours du temps renseignent sur I’état physiologique des cellules
et leur réponse aux fluctuations de I’environnement. De plus, il est possible d’obtenir via I’analyse
du cycle cellulaire des estimations trés précises du taux de croissance des populations. Pour
I’analyse du cycle cellulaire des populations autotrophes et le marquage des bactéries hétérotrophes,
une technique de coloration des acides nucléiques a été mise au point (Marie et al. 1997, parue dans

la revue Applied and Environmental Microbiology donnée a la fin du chapitre).

11.2  Préleveurs automatiques.

Ils peuvent étre définis comme I'équivalent d'un collecteur de fractions constitué par une carte a
microprocesseurs qui contrble par l'intermédiaire d'une interface appropriée une pompe
péristaltique, un jeu d'électrovannes ou un moteur pas a pas, éventuellement une diode
photoélectrique et des éléments Pelletier. La description d’un prototype servant a I'échantillonnage
des populations naturelles avec ses caractéristiques mécaniques et électroniques, ses avantages et
inconvénients par comparaison avec I’instrumentation océanographique usuelle et récente ont donné
matiére & une publication parue dans la revue Aquatic Microbial Ecology (Jacquet et al. 1998a) qui
apparait en fin de chapitre. Dans cet article, un certain nombre de caractéristiques n’ont pas été
mentionnées et ont été mis a disposition sur le site internet de I’équipe phytoplancton océanique a
I’adresse suivante: http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/SJ_sampler_98.html. Ces renseignements sont
joints a la suite de I’article. Un second article plus complet que le premier en terme de
représentation de donnees et réservé a la communauté océanographique francaise a été récemment
publié dans la revue Journal de Recherche Océanographique (Jacquet & Lennon 1999, annexe 2).
Le prototype présenté dans ces articles a été utilisé au cours d’un atelier de travail (Chapitre 5) et de
deux campagnes a la mer, en Méditerranée (Chapitre 6). D’autres prototypes ont été realises car
plus adaptés au travail en laboratoire. La figure 11.1 ci-dessous montre I'ensemble du dispositif qui a
servi a I’acquisition des échantillons dont I’analyse a donné lieu aux deux publications des chapitres

3 et 4. En bref, il s’agit d’un appareil linéaire permettant I’échantillonnage de 4 cultures en
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simultanné. Il était placé dans une cuve permettant le refroidissement des échantillons a 4°C a partir

d’un bain circulant d’eau froide extérieur au dispositif.

Fig. 1.1 Photographie d’ensemble de I'échantillonneur linéaire permettant le prélévement simultané
de 4 cultures (A). Il est placé dans une cuve en plexiglass alimenté par un bain circulant d’eau froide (C)
permettant le refroidissement des tubes de prélevement. Les prélevements sont assurés par le
fonctionnement d’'une pompe péristaltique dont le contr6le est géré par informatique (D). Les tuyaux de
prélevement des cultures arrivent au niveau d'un chariot qui se déplace le long de rails paralleles et se place
au-dessus des tubes de prélevement. Son positionnement est donné par la lecture précise d'une diode
photoélectrique et le controle de son déplacement dépend d’'un moteur électrique qui fonctionne pas a pas

(B).
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11.3  Lacytométrie en flux.

En 1984, Yentsch & Yentsch font le paronama des techniques optiques nouvellement apparues
permettant la résolution des problemes biologiques a I’échelle micrométrique et globale. Des cette
époque, la cytométrie en flux, empruntée au domaine médical, apparaissait particulierement
prometteuse pour I’échelle cellulaire. D'application relativement récente a I’océanographie (Yentsch
et al. 1983, Olson et al. 1985), cette technique est aujourd’hui incontournable et constitue un outil
d’analyse rapide et fiable particulierement bien adapté a I’étude des organismes phytoplanctoniques.
Moyen performant pour discriminer les différentes populations entre elles, sur la base de la
fluorescence du contenu pigmentaire des cellules (chlorophylle, phycoérythrine) ou de leurs
caractéristiques de diffusion lumineuse (taille), il s'est également révélé d’un trés grand intérét pour
I’étude du cycle cellulaire. Récemment, il a été adapté a I’analyse des virus marins (Marie et al.

1999). Ces domaines d’application sont résumés dans I’encadré 1.1 ci-dessous.

Encadré ll.1  Liste non exhaustive des applications de la cytométrie en flux a I'étude du plancton

marin.

Identification taxinomique par marquage au moyen de sondes spécifiques de I'’ARN (Simon et al. 2000)
Détermination de la taille du génome (Marie et al. 2000)

Composition pigmentaire du phytoplancton (Olson et al. 1993)

Photophysiologie, ecophysiologie, toxicologie, activité métabolique du phytoplancton (Furuya & Li 1992)
Etude d’'impact du broutage, de la sélection (compétition) pour la nourriture (Christaki et al. 1999)
Variabilité journaliére de la concentration, de la fluorescence, de la taille des cellules (Vaulot & Marie
1999)

Dynamique des populations: cycle cellulaire et taux de croissance (Vaulot et al. 1995)

Détection et énumération des virus marins (Marie et al. 1999)

Tri cellulaire pour discriminer les cellules actives, obtenir des distributions de taille, isoler des variétés
cellulaires différentes (Davey & Kell 1996)

11.3.1 Instrumentation et principe géneral.

La cytométrie en flux est une technique qui permet de compter une par une les cellules d'un
échantillon en suspension dans un liquide, de discriminer des sous-populations homogénes sur des
criteres de fluorescence et de taille, et éventuellement de les trier en fonction de leurs propriétés
optiques, géométriques et électriques. Le cytometre en flux se compose de trois parties: une partie
fluidique, une partie optique et une partie électronique et informatique. Pour certains appareils, il

existe en plus une fonction de tri (Fig. 11.2).
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Fig. 1.2 Schéma de principe du cytométre en flux. Les cellules en suspension sont soumises a une

surpression (L) qui les injecte au centre de la veine liquide (l) appelée liquide de gaine. Les cellules
entrainées s’alignet et défilent une par une devant la le laser (B). les cellules émettent alors de signaux
optiquesqui sont récoltés par des détecteurs photosensibles (photodiodes ou photomultiplicateurs F). Les
cellules peuvent sur certains appareils (EPICS) étre séparées, triées et recoltées aprés avoir été chargées
électriquement en passant devant un champ électrique (J). Sur d’autres appareils (FacSORT) e tri peut
également se faire a partir soit par un "catchertube" qui se déplace a grande vitesse pour aspirer la cellule
d’'intérét. Les résultats de l'analyse apparaissent sous forme d’histogrammemonoparamétriqgue (G) ou
biparamétrique (H). D'aprés Métézeau et al. (1988).

11.3.1.1 La partie fluidique.

Une veine liquide stable s’écoule a vitesse constante a I’intérieur d’un tube en plastique ou
un tuyau sous I’effet de la pression. Le conduit contenant le liquide se termine par une buse de
section étroite dont I’orifice est calibré avec grande précision. L’échantillon est introduit en légére
surpression dans I’axe de la veine liquide a I’aide d’une aiguille métallique dont le diamétre interne
est finement calibré. Le rapport des pressions imprimées a I’échantillon d’une part et au liquide

entraineur d’autre part détermine la vitesse de défilement des particules.

11.3.1.2 La partie optique.

La veine liquide est illuminée & 90° par un faisceau de lumiere monochromatique émis en
géneral par un laser et focalisé au travers d’une lentille positionnée a I’aide de vis micrométriques.
Les particules sont analysées au moment ou elles traversent le faisceau de lumiére, c’est a dire
pendant 1 microseconde. Perpendiculairement a la fois a I’axe de la veine liquide et a I’axe du
faisceau laser, un objectif dirige vers les photomultiplicateurs les impulsions lumineuses qui
résultent de [I’interaction des particules fluorescentes et du faisceau laser. Devant chaque

photomultiplicateur, un jeu de filtres sélectionne les longueurs d’onde spécifiques des pigments
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naturels ou des fluorochromes utilisés et élimine le rayonnement excitateur. Les filtres peuvent étre
de différentes natures et de spécificité variée (voir plus loin). Dans I’axe du laser, une photodiode
collecte la lumiére diffusée aux petits angles (<15°) au dela d’une barre d’obscuration qui masque le

faisceau incident.

11.3.1.3 La partie électronique et informatique.

Le passage d’une particule devant le faisceau laser s’accompagne d’une modulation
lumineuse. Les photomultiplicateurs détectent un signal de fluorescence qui correspond a la
quantité de pigment ou de colorant associée a la particule. La diffusion du rayon incident est
détectée par la photodiode et le signal est, pour la plupart des objets, proportionnel a leur surface.
La surface d’une impulsion (intégrale de fluorescence) correspond a la quantité totale de
fluorochrome associée a la particule; la valeur créte de cette impulsion quantifie I’intensité de
fluorescence maximum. Les impulsions électriques digitalisées sont traitées par un analyseur
multicanaux et classées par canal en fonction de leur amplitude. Les impulsions s’accumulent sous
forme d’histogramme (1 parametre, 256 a 1024 canaux disponibles) ou de cytogramme (2
parametres, 64x64 a 256x256 canaux). La combinaison des parametres de fluorescence et de
diffusion dans I’axe du laser permettent la discrimination entre populations de particules de
suspension cellulaire ou subcellulaire (noyaux, chromosomes, débris cellulaires, virus). Les
différentes populations de I’échantillon constituent des histogrammes de répartition (en taille et

fluorescence) et sont identifiés sous forme de pics.

11.3.2 La fonction de tri.

Lorsque le diametre de la veine liquide qui s’échappe de la buse n’éxcéde pas une certaine
taille, la fragmentation du fluide en gouttelettes est stable et il est possible d’isoler un type donné
d’objet du reste de I’échantillon. Sur les cytogrammes, une (ou plusieurs fenétres) de tri
sélectionne(nt) la (les) zone(s) d’inérét. Les particules qui répondent a la totalité des critéres de tri
sélectionnés sont purifiées du reste de I’échantillon quelques micro-secondes apres leur analyse.
Dans les appareils type EPICS (voir plus loin), chaque gouttelette qui contient un objet sélectionné
recoit une charge électrique (positive ou négative) au moment méme de sa formation. Celle ci est
créée par une impulsion électrique appliquée entre deux électrodes portées chacune a un potentiel
alternativement négatif ou positif. Les gouttelettes chargées sont déviées de leur trajectoire initiale
sous I’influence d’un champ électrique. Le champ électrique est créé par deux plaques de déflection
portées chacune a un potentiel élevé. La déviation des goutellettes est proportionnelle a leur charge

électrostatique et a l'intensité du champ électrique. Les goutteletes et les particules qu’elles
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contiennent peuvent ainsi étre recueillies a I’intérieur d’un récipient. Pour le FACSort (voir plus
loin), le tri est réalisé a partir d'un systeme (en anglais "catchertube™) qui attrappe les particules

d'intérét.

11.3.3 Les filtres chromatiques.

L’analyse en cytométrie en flux d’une suspension de particules est possible quand
I’appareil est capable de discriminer les différentes populations ou sous-populations fluorescentes.
Le choix des filtres introduit dans le systéme optique devant les photomultiplicateurs est donc
primordial. Les filtres sont soit de type absorbant, soit de type interférentiel. La spécificité spectrale
du filtre optique est préalablement définie par sa courbe de transmission déterminée par
spectrophotométrie. Les filtres absorbants sont des filtres en verre coloré. Ils sont tous de type
« long pass ». lls transmettent donc la lumiére dont la longueur d’onde est supérieure a leur valeur
nominale et absorbent les rayonnements de longueurs d’ondes inférieures. Les filtres interférentiels
sont constitués par une surface de verre sur laquelle de multiples couches fines de sels métalliques
sont uniformément réparties. Le domaine de réflexion et de transmission d’un filtre est relié a
I’épaisseur et a I’indice de réfraction de chaque dépbt. Ces filtres transmettent ou suppriment
certaines longueurs d’onde de fagon trés spécifique par les phénomeénes d’interférences des rayons
lumineux réfléchis sur chaque couche. lls sont de type « long pass » ou « short pass », c’est a dire
que leur pouvoir de transmission s’éxerce sur I’ensemble de la gamme de longueurs d’ondes
respectivement supérieures et inférieures a la valeur nominale. Le domaine spectral spécifiquement
transmis par les filtres « band pass » se limite a une portion réduite du spectre. Placés a 45° dans le
trajet du rayonnement lumineux, les filtres interférentiels se comportent en miroirs sélectifs. Les
miroirs dichroiques sont utilisés pour séparer deux rayonnements lumineux distincts issus d’une

méme source.

11.3.4 Etalonnage de I’appareil, coefficient de variation.

Une analyse précise de la fluorescence et de la taille des particules d’un échantillon n’est
possible que lorsque I’intersection du rayon laser et de la veine liquide est réalisée précisément dans
le plan des photodétecteurs (photomultiplicateurs et photodiode). Cette mise au point est obtenue au
moyen de vis micrométriques qui permettent de déplacer lentement la lentille focale devant le rayon
laser. Un mauvais alignement du dispositif optique devant le flux de particules a pour conséquence
un mangue de précision dans I’excitation des fluorochromes et une faible résolution des mesures de
fluorescence. L’alignement rigoureux du laser sur la veine liquide est réalisé au moyen d’un

standard de taille et de fluorescence: des microbilles sphériques de diamétre déterminé et identique
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et dont le contenu en fluorochrome est connu. Ces microbilles sont généralement en polystyréne,
latex ou polyvinyl toluéne. Le fluorochrome est le plus souvent la coumarine ou la fluorescéine. La
fluorescence des microbilles est proportionnelle a la quantité de fluorochrome fixé. Lors de
I’utilisation de ces microbilles uniformes, les signaux recueillis sont stables, identiques en
amplitude et se superposent exactement lorsque la focalisation du laser est optimale. Ce signal est
matérialisé par un pic net et parfaitement reproductible sur les histogrammes de répartition en
fluorescence et en taille. La base de ce pic s’étend sur un nombre de canaux d'autant plus réduit que
I’alignement du laser est réussit. La résolution du pic est exprimé par le calcul de son coefficient de
variation (CV) sur les histogrammes de fluorescence ou de taille. Pour une courbe gaussienne, le
CV est le rapport de la déviation standard a la moyenne. La valeur du coefficient de variation est
relative puisqu’elle varie avec le type de standard utilisé, la mesure effectuée (taille ou

fluorescence) et la longueur d’onde du rayonnement d’excitation.

11.3.5 Appareils utilises.
Le cytométre utilisé au cours de cette these a été un cytomeétre de type FACSorta (Becton
Dickinson, San Jose, CA). Certains résultats exploités au cours de cette thése ont également été
obtenus avec un autre appareil de type Coulter EPICS 541 (Hialeah, FL, 33010). Le tableau I1.1 ci-

dessous résume briévement les caractéristiques d’utilisation des deux cytometres.

Tableau Il.1  Principales caractéristiques des deux cytometres en flux FACSort (Becton Dickinson) et
EPICS (Coulter).

EPICS 541 FACSORT
Mise en route 1 heure 10 minutes
Puissance Laser 400 mW 15-40 mW
Marqueur ADN Hoechst 33342 SYBR-I, PicoGreen
| d’excitation UV 353-357 nm
Visible 457, 488, 515 nm Visible 488 nm
Miroirs dichroiques 400 LP 590 SP 488-LP 560-SP 590-SP
rouge 690 LP 650-LP
Filtres { orange - 585/42

vert 530 SP 530/30
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Fig. 1.3 Photographie d’ensemble d’'un cytomeétre en flux de type FACScana (Becton Dickinson, San
Jose, CA).

11.3.5.1 Utilisation du FACSort.

Les cellules contenues dans I’échantillon sont mises sous pression et aspirées a I’intérieur
de la gaine liquide constituée d’eau désionisée ou d’eau de mer filtrée. La configuration particuliere
de la chambre d’injection permet d’aligner en file indienne les cellules qui passent I’une apres
I’autre devant le faisceau lumineux laser a ions argon, et l'intersection de chaque cellule orthogonale
a l'axe de défilement provoque la diffusion de la lumiere et I’émission de la fluorescence des
cellules dans toutes les directions. La diffusion est traduite en signal électrique par une photodiode
dans I’axe du laser (FALS: Forward Angle Light Scatter, proportionnel au diametre des cellules) et
par un photomultiplicateur (PMT) a 90° via un premier miroir dichroique (RALS: Right Angle
Light Scatter, fonction du volume et de I’indice de réfraction des cellules). La lumiére est ensuite
renvoyée vers deux autres miroirs dichroiques, eux-mémes renvoyant I’intensité lumineuse vers
deux filtres de bandes passantes de longueurs d’ondes 530/30 (fluorescence verte) et 585/42
(fluorescence orange de la phycoérythrine). Le dernier filtre "Long Pass™ sélectionne les longueurs
d'onde supérieures a 650 nm (fluorescence rouge de la chlorophylle). L'alignement optique a été
contr6lé par le signal obtenu a partir de billes fluorescentes calibrées de 0,95 um de diametre (Réf.

17154, Polyscience, Warrington, Pensylvanie) servant également de standard interne. Les valeurs
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types de CV (%) obtenues pour ces billes sont données dans I’encadré 11.2. Les échantillons peuvent
étre delivrés a des taux variables (« low, medium aet high »), qui correspondent en moyenne a 6-8
(low), 25-30 (medium) et 80-90 (high) microlitres par minute. La connaissance du débit et la durée
de I’analyse permet de calculer la concentration des populations généralement donnée en nombre de
cellules par millilitre. Les différents paramétres mesurés sont recueillis sur une échelle
logarithmique. La fluorescence de I’ADN est également collectée sur une échelle linéaire. Cela est
rendu possible par I’utilisation d’un connecteur en T qui se branche sur le photomultiplicateur
collectant la fluorescente verte. Ensuite, le photomultiplicateur collectant normalement la
fluorescence orange est utilisé pour collecter le signal linéaire de fluorescente verte grace a un
convertisseur analogue-digital. Le cytometre est couplé a un ordinateur qui permet de visualiser
I’ensemble des parametres (Logiciel Lysis Il, Hewlett Packard 98785A). Les données sont
représentées sous forme monoparamétrique (histogramme) ou biparamétrique (cytogramme)
permettant d’apprécier la distribution des différentes populations sur la base de leur niveau de
fluorescence, de la taille des cellules, de leur répartition dans les différentes phases G1, S, G2+M du
cycle cellulaire. Apres transfert des fichiers, I’analyse est réalisée au moyen du logiciel Cytowin
(Vaulot 1989).

Encadré 1.2 Valeurs obtenues pour la mesure du coefficient de variation (%) des différents parametres
cytométriques pour des billes de 0,95 um de diamétre dans des situations différentes d’utilisation, en eau de
mer ou en en eau distillée. Les valeurs entre paranthéses pour le FALS, RALS ... correspondent a la tension
en volts appliquée aux photomultiplicateurs.

| |
I I
I I
I I
Il Il
t Liquide de gaine : eau distillée Liquide de gaine : eau de mer filtrée
I I

(moyenne faite sur 45 analyses) (moyenne faite sur 220 analyses)
FALS (E01) 8.7
RALS (400) 4.5 RALS (450) 4.9
FL1 (500) 2.9 FL1 (650) 3.6
FL2 (600) 34 FL2 (650) 3.6
FL3 (700) 7.0 FL3 (650) 6.0

114 La microscopie confocale.

1.4.1 Présentation.
Par ses capacités de réaliser des coupes otiques verticales ou obliques, point par point, la
microscopie confocale représente surement le développement le plus important de la microscopie

optique au cours des 10 derniéres années. Elle permet d’améliorer considérablement le pouvoir de
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résolution des marquages cellulaires par fluorochromes et d’abaisser le seuil de détection puisqu’il
devient possible de voir quelques molécules de fluorochrome (Pawley 1995). La microscopie de
fluorescence en mode confocale a pour principe de n’enregistrer que I’image de la fluorescence
émise dans un plan. Cette technique a permis de pallier I’inconvénient majeur de la microscopie en
fluorescence, a savoir la perte de résolution due a I’émission de fluorescence des objets (marqués ou
pas) défocalisée qui se superpose a I’image du plan focal. Le traitement informatique associé
permet d’afficher des images provenant du signal enregistré par un détecteur trés sensible et de

reconstituer la distribution tridimensionnelle de la fluorescence.

11.4.2 Principe optique.

Alors que la microscopie photonique classique capte simultanément tous les points de I’objet,
le microscope a balayage utilise une configuration optique dans laquelle la source est fortement
focalisée sur un point. Le principe de cette nouvelle application repose sur la confocalisation
extréme sur I’échantillon d’un faisceau laser d’excitation et du champ de I’objet percu par le
détecteur généralement constitué d’un photomultiplicateur de haute sensibilité, I’échantillon étant
éclairé et interrogé point par point, et cela de fagon successive grace au mécanisme de balayage
(Fig. 11.3). Ce point joue le r6le de foyer excité et renvoie une lumiere, réfléchie ou de fluorescence,
selon le mode d’observation choisie, laquelle est d’abord captée, puis filtrée afin de s’assurer de sa
nature (lumiére de réflexion ou de fluorescence) avant d’étre de nouveau focalisée sur un autre
foyer situé devant le détecteur. On obtient ainsi une amélioration du contraste et une meilleure
résolution avec une trés faible profondeur de champ. L’association de la microscopie confocale au
mode d’épifluorescence permet de mesurer point par point la quantité de fluorescence émise par une
préparation et ainsi de réaliser une Vvéritable imagerie microscopique a trois dimensions. La
résolution des images avoisine la taille minimale d’une tache de diffraction a trois dimensions, c’est
a dire de I’ordre de 0,2 a 0,5 um dans les plans perpendiculaire et axial du microscope dans le

visible grace a des objectifs a immersion de forte ouverture numérigue.

11.4.3 Préparation des échantillons.
Les cellules sont fixées au glutaraldéhyde (0,25% final) puis la culture est filtrée sur un disque
anopore de 0,2 um de vide de maille. Le filtre est placé dans une solution 50-50% PBS-Glycérol et
placé entre lame et lamelle. La figure ci-dessous montre I’image obtenue pour une préparation

réalisée a partir d’une culture de Prochlorococcus (Fig. I1.5).
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A

et T Fgus s

Figure ll.4 A : Principe du microscope confocal, en mode « épifluorescence ». L'objectif (2) focalise le
faisceau du Laser sur un plan (4) de I'objet. Le faisceau fluorescent émis est séparé du faisceau d’excitation
par un miroir dichroique (5) et focalisé sur le diaphragme de sélection (7), avant d’atteindre le détecteur (6),
le plus souvent un photomultiplicateur. La fluorescence émise par les plans de 'objet différents du plan de
focalisation (par exemple (3)), est étalée sur le diaphragme de sélection et seule une infime partie atteint le
détecteur. Le scanner xy permet de balayer tous les points du plan de focalisation. B : Schema général du
microscope confocal a balayage laser. Cette figure reprend les éléments du microscope décrit a la figure A
en y rajoutant ce qui permet de commander le balayage en xy (scanning motors) et en profondeur (focus
motor), de lire le signal fourni par le détecteur et d'afficher, traiter et sauvegarder les images. La piece
principale est un micro-ordinateur (host computer) relayé par un boitier de contrdle (schémas extraits de
Handbook of biological confocal microscopy, 2™ edition (1995) J. B. Pawley (Ed.), Plenum Press N.Y. &
London, 632 p.).

Fig. Il.5 Photographie en
microscopie confocale de
Prochlorococcus. La longueur d’onde
d’excitation du laser a été fixé a 488 nm
et I'image obtenue grandie 5 fois au
moyen du logiciel de traitement
(Fluoview, Olympus Optical Co, Tokyo).
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1.5 Article 1 : Application of a compact automatic sea water sampler to high frequency
picoplankton studies (Aquatic Microbial Ecology 1998, 14:309-314).
11.5.1 Résume en francais.

En raison de [I’importante variabilité enregistrée par les paramétres cellulaires et
physiologiques (abondance, taille, fluorescence pigmentaire, cycle cellulaire, ...) du picoplancton
sur des échelles de temps treés courtes, I’étude des populations en culture comme dans le milieu
naturel necessite des moyens de prélevement et d’analyse a haute fréquence (de I’ordre de I’heure).
Cette note décrit un échantillonneur automatique compact fabriqué afin de collecter de petites
quantités d’eau de mer (environ 3 ml) a haute fréquence (de quelques minutes a quelques heures),
particulierement utile pour I’acquisition de données concernant la communauté microbienne.
L appareil consiste en une carte a microprocesseurs qui contréle, au travers d’une interface et d’un
programme écrit en BASIC, une pompe péristaltique et un jeu d’électrovannes. Les échantillons
sont conservés a 4°C avant analyse ou fixation, ce qui se traduit par un minimum d’effets sur les

parameétres telles que I’abondance des cellules, la taille ou la fluorescence des pigments.

11.5.2  Publication en anglais

Jacquet S., Lennon J-F, Vaulot D. 1998. Application of a compact automatic sea water to high
frequency picoplankton studies. Aquatic Microbial Ecology. 14 : 309-314
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11.5.3 Informations supplémentaires sur le site Internet de I'équipe.
Sampler design and implementation
Microprocessor  board.  The
system is controlled by a
microcomputer board (see Elektor
Host Electronics, Nov 1987, p 24-31),
Computer built around the Intel 8052 AH
Basic microprocessor and its

RAM program memory

RAM data memory

EPROM program memory

[ 8052 AH BASIC

INT1 ‘ ‘

Y/ L

ANAR

h 4
AIMuItipIexerI_E

Motors
Pump on/off
Pump f/r
Valve #1
Valve #2

External

parameters

220 volts
Power
supply [~ 12 volts

Microprocessor

Interface

Figure 1

peripherals (mainly memory for
programs and data). It implements
all necessary computer functions,
including hardware as well as
software: clock, in/out parallel port,
complete bus (i.e. with address,
data and control) serial port and
counters BASIC interpreter.
Programs, written in BASIC and
stored in ASCII format on any PC-
compatible computer, are sent to
the microcomputer board through a
RS-232 link by any communication
software such as Telemate (Hu
1990). Programs trigger the
different operations such as the
on/off  switching and  motor
direction of the peristaltic pump,
the electrovalves, and the rotation
of the tube holder (see Figure 1).
Programs can either be loaded and
used in RAM (Random Access
Memory), which is handy for
debugging or burned into an
EPROM (Erasable Programmable
Read Only Memory), making the
device completely independent
from an external computer once the

program has been satisfactorily tested and sent. The interface, between the microcomputer board
and the system to be controlled, could be built by using the bus (see the microprocessor scheme in
Elektor Electronics) but our system is just simple enough to be entirely driven through the lines of
PORT1. The eight input/output lines of the later are directly controlled by a BASIC instruction
(PORT1) and a counter input (INT1). An input line reads the state of the photodiode monitoring the
position of the sampler. Other lines, programmed as outputs, control respectively the rotation of the
sampler, the state of the two electrovalves, the rotation of the pump and its direction (forward and
reverse). There is two lines left, which can be used to control the temperature regulation if it is
chosen to control it by software, and a multiplexer, used to monitor some environment parameters.
To implement this function, the easiest way is to use sensors having a frequency modulated
response, which is fed to the counter input, INT1. The TTL (Transistor Transistor Logic) logic
levels, provided by PORT1, can be used directly, for instance to control the Masterflex pump or the
multiplexer, but have sometimes to be boosted, using amplifiers, to control the electrovalves or the
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motors of the sampler. Depending hence on the complexity of the system to be driven, two
approaches can be used. First, the microprocessor bus can be controlled through decoding of the
address lines. Second, and it is what we used, PORT1 with 8 bits can be directly operated by the
processor, what gives just enough flexibility to drive the whole parameters. The power supply is
provided by the main line (220 volts) when available, or by a 12 volt car battery which can also
automatically take the relay in case of main supply failure.

Fraction collector It consists of a Perspex disk with 24 holes in which are inserted 24 hemolysis
tubes (75x12mm, 4.5ml, CML, Nemours, France). A ring of plastic foam is glued to the disk and
pierced by holes slightly smaller than the diameter of the tubes to maintain them in position. The
disk rotates around a virtual axis driven by 3 gear box motors pressing against the external
circumference of the disk, 120 degrees apart, and by means of three fixed pulleys placed between
the motors, 120 degrees apart as well. To allow the disk to rotate, it is critical to maximize its
contact with the axes of the motors, which is achieved by inserting an appropriate piece of rubber
tubing onto motor axes. Since the disk must rotate slowly enough in order the photodiode to read its
position (see below), it is critical to use either step by step or gear box motors. This system is quite
simple to build and allows an easy change of the rotating disk. This set up allows easy cooling of
the sampling tubes in the tank below the disk (see below). The position of the disk is given by a
photoelectric device consisting of a reflective opto-coupler (CNY70, Selectronic, Lille, France),
providing isolation between input and output. The photodiode detects the presence of black and
white indexes drawn on the reverse face of the disk. When meeting a black band, corresponding to
the position of each tube, the motors stop running, whereas motors run as soon as the photodiode
detects a white band. This information is tested by one bit of the parallel port of the microprocessor.

Thermal regulation For optimal samples

25 | preservation before analysis or fixation (see
below), the tank must be refrigerated. Thermal
regulation is achieved by means of two Peltier
20 thermoelectric  elements  (Thermoelectricidad,
Bertotza SL, Navarra, Spain) in line (capacity of
50W each) supplied with the 12V power source.
The principle consists of an electrical current
passing through the junction of two dissimilar
10 AIR conductors in one direction that produces a
cooling effect, and in the opposite direction a
- heating effect. The rates of both heat generation
and absorption are proportional to the current and
WATER dependent on the temperature of the junction (for
0 I B N I B R B more details, see The Cambion Thermoelectric

0 8 16 24 32 40 48 56 64 Handbpok_, Second _edltlon, 1972, Cambridge

. _ Thermionic Corporation, p 9-32). In the bottom

Time (min) of the tank, a heat sensor allows measurement

_ (after appropriate calibration) and regulation of

Figure 2 temperature by means of a comparator with

hysteresis (around 0.5°C). The bottom of the

collector tank (the part to be cooled) as well as the heat radiator largely overlap the size of the
Peltier modules (5 by 10 cm). To get a reasonable thermal insulation between the "hot" and the
"cold" part of the system, it is necessary to increase their spacing well beyond the thickness, around
5 mm, of the Peltier modules. A thermal shunt, the same dimensions as the thermoelectric device (5
by 10 cm) and some 2 cm thick, sandwiched between the thermo-electric device and the bottom of

15
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the tank can do the trick, without degrading too much the overall heat transfer. It is made
preferentially of copper but aluminium is acceptable, and it is what we used. This allows the
required thermal insulation between the bottom of the tank and the radiator (see below) towards
which the heat flow is driven. The insulation, made with polystyrene plaques which take the exact
shape of the bottom of the tank, the aluminium bloc and the thermoelectric couple, prevents thermal
loss between the tank and the Peltier elements. The radiator, also made of aluminium and directly in
contact with the thermoelectric elements, plays the role of a heat exchanger. The heat is evacuated
by means of an air flow generated by a couple of fans placed in a box. Such a design allows the tank
to be rapidly refrigerated. The thermistor, embedded in the bottom of the tank, measures and
controls the temperature. Two techniques have been successfully used, one stressing more on
hardware, the other one on software. In the first method, the thermistor is part of voltage divider,
the tension of which is compared to a reference calibrated to get the required temperature (usually
around 4°C) in a Schmitt trigger with an hysteresis adjusted to some 0.5°C. In the second method,
the thermistor modulates the frequency of an oscillator, which is readily measured by the counter
input of the micro-controller. In both cases, the information about the temperature switches on or
off a relay acting on the Peltier modules. The advantage of the hardware solution is that it works
independently from any running program, allowing, for instance, to keep the samples cold even in
case of a program failure. The software solution is simpler to build and more flexible to use.

Required temperature. To keep the samples at 4°C, we tested both thermal regulation using pre-
cooled water in the tank or not. The temperature was measured inside the tank by means of a pre-
calibrated captor that was not in contact with the bottom of the tank. In both cases, the action of
Peltier elements facilitates a rapid decrease in temperature (see Figure 2) and the maximum
temperature difference that can be obtained is about 30°C. This is a critical point because it would
allow to work even with hot weather (see below). The use of the two modes (water or no water in
the tank) is hence possible and depends on several factors, including the weather conditions of the
place where the device is used. For instance, if the weather is hot, water will be required to avoid
temperature differential whereas it will be not necessary if it is cold. If the tank is filled with
approximately 300 ml tap water, corresponding to 3 cm water in depth, the temperature decrease is
the same than when using no water but the time to obtain it depends on the original air and water
temperatures. When fixed at 4°C with water in the tank, a 3 ml tube full of water placed on the disk
requires 7 min to get 4°C. As shown in the figure 2, the temperature reaches 3,5 °C in the bottom of
the tube as a consequence of a temperature gradient in the tank due to very slow convection if there
is no homogenisation. Indeed, the deep water is directly in contact with the bottom of the tank. It
refrigerates faster and, because of density properties, the convection acts very slowly. In spite of
this, it seems more advantageous to get refrigeration using pre-cooled water in the tank to get a
faster temperature equilibrium. In addition, the thermal regulation is improved because water is less
sensitive than air to temperature change as it can occur when a series of tubes is replaced by the
next one (not shown). Several experiments employing agitation of the device allowed us to see that
the engendered turbulence permitted to get the equilibrium more rapidly because of a better
homogenisation of the water temperature in the tank and in the tube (not shown). Hence, during
oceanic cruises, because of the turbulence on board, it could be very useful to use a little volume of
water in the bottom of the tank. However, it must be stressed that filling the tank with water can be
risky because of possible overflowing that could spoil mechanical or electric components. For this
reason, we tested a Cardan system that can be employed to maintain the tank in a horizontal
position (not shown). By comparison, when fixed at 4°C without water in the tank, the 3 ml tube
full of water requires 1 h to reach 4°C. If, on first hand, the problem of overflowing is avoided, on
second hand, temperature drop is longer and thermal regulation is worse than in the former case
with water in the tank.
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Programs

Program 1

10 rem Program using controls through decoding of the address lines
20 dim HA(6), HX(6), HE(6)

30 input "DEPARTURE (0) :""HJ

40 input "PERIODICITY, in seconds : "PS
50 input “SAMPLING (1) OR ONLY LIGHT REGULATION (0):"‘C
60 input "HOUR, MINUTE:"H, M

70 gosub 600

80 gosub 700

100 TO=3600*H + 60*M : 1=0 : D=0

110 clockl

120 TIME =TO

130 T=Time

140 IF T>=TO+1*PS then gosub 800 else 150
150 IF T>=3600 then gosub 900 else 160
160 A=get

170 if A=115 then end else 130

180 end

500 rem SWITCH ON AND OFF

510 X=0

520 for I=0 to 5

530 if H>=HA(l) .and. H<HE(I) then HX(1)=1 else HX(1)=0
540 X=X+HX(1)*2**]

550 next 1

560 XBY(32766)=X

570 A=get : if A=115 then end

575 if A=99 then C=1

580 return

600 rem TABLE OF VALUES FOR LIGHT REGULATION
610 HA(0)=3 : HE(0)=8

620 HA(1)=0 : HE(1)=12

630 HA(2)=3 : HE(2)=10

640 HA(3)=1 : HE(3)=9

650 HA(4)=2 : HE(4)=7

660 HA(5)=3 : HE(5)=7

670 return

700 rem INITIALISATION

710 xby(32766)=128+X

720 do

730 until (XBY(32762) .and. 64)=0

740 xby(32766)=X

750 return

800 rem MAIN CONTROL

810 I=1+1

820 print 1, H, D

830 gosub 500

840 return

900 rem GESTION OF TIME

910 Time=Time-3600 : TO=T-3600 : T=T-3600 : H=H+1 : 1=0
920 if H>23 then D=D+1 : H=0

930 M=int(T/60)

940 return

Program 2

10 rem Program using control through PORT1
15 rem Bit O:diode, 1l:valvel, 2:valve2, 3:valve 3,
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20 rem 4:Peltier, 5:motors, 6:pumping direction, 7: On/Off pumping
25 rem INITIALIZATION

30 a0=1:al1=0:a2=0:a3=0:a4=1:a5=1:a6=0:a7=1

35 Gosub 1000

40 Portl=0Octet

60 rem INPUT PARAMETERS

70 input "Periodicity of sampling, in minutes: "Pprelev
80 Pprelev=Pprelev*60

90 input "Number of samples: "Nprelev

100 input "Duration of initial pumping in seconds: "d1
110 input " Duration of sampling In seconds: "d2

120 input " Duration of tubing rinsing in seconds: "d3
130 rem MAIN PROGRAM

150 For 1=1 to Nprelev

160 Clockl

170 Time=0

190 Sample=1

200 DO

210 A=get :1F A=115 then end

220 T=Time : Gosub 700

230 Print "Freq = ",Freq : Print "I = ",I

235 IF T<d1l then gosub 300

240 If T>=d1 .and. T<dl+d2 then gosub 400

250 If T>=dl1+d2 .and. T<dl1l+d2+d3 then gosub 500

260 If ((T>=d1+d2+d3) .and. (Sample=1)) then gosub 600
270 Until T>=Pprelev

280 Next 1

290 End

300 rem INITIAL PUMPING

310 a5=0

320 Gosub 1000

330 Portl=0Octet

340 Return

400 rem SAMPLING

410 Z=INT((1-1)/20)

420 IF ((Z/2)-INT(Z2/2))=0 then al=1:a3=1 else al=0:a2=1:a3=1
430 Gosub 1000

440 Portl=0Octet

450 Return

500 rem RINSING

510 rem Valves poubelle fermee, 1 ou 2 ouverte

520 Z=INT((1-1)/20)

530 IF ((Z2/2)-INT(Z2/2))=0 then al=1:a2=0:a6=1 else al=0:a2=1:a6=1
540 Gosub 1000

550 Portl=0Octet

560 Return

600 rem MOTOR

610 al=0:a2=0:a3=0:a5=1:a6=0:a7=0

620 Gosub 1000

630 Portl=0Octet

640 For J=1 TO 1000 : Next J

650 If (Portl.and.1)=0 then 660 else 650

660 a7=1

670 Gosub 1000

680 Portl=Octet

690 For K=0 to 1000 : next K

692 Sample=0

695 Return

700 rem THERMAL REGULATION

710 Gosub 1000

720 Portl=0Octet

730 Timerl=0 : Tmod=80
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740 For X=0 TO 100 : Next X

750 Freg=Timerl

760 If Freg<1100 then RegTherm=16

770 1T FReg>1110 then RegTherm=0

780 Return

1000 rem OCTET VALUE

1010 a0=1

1020 Octet=al0*1+al*2+a2*4+a3*8+ad*RegTherm+a5*32+a6*64+a7*128
1030 Return

11.6  Article 2 : Enumeration and cell cycle analysis of natural populations of marine
picoplankton by flow cytometry using the nucleic acid stain SYBR™ Green | (Applied and
Environmental Microbiology 1997, 63:186-193).

11.6.1 Résume en francais.

Le nouveau colorant SYBR™

Green | se lie spécifiquement aux acides nucléiques et peut étre
excité en lumiére bleue (488 nm). Les concentrations cellulaires des procaryotes marqués mesurés
dans des échantillons marins au moyen d'un cytomeétre en flux de faible cout sont comparables a
celles obtenues avec le colorant Hoechst 33342 excitable dans I'UV sur des cytometres plus
onéreux. Par contraste avec d'autres colorants: TOTO-1 et TO-PRO-1, le SYBR™ Green | a
l'avantage permet la discrimination nette entre les bactéries hétérotrophes et les cellules de
Prochlorococus. Tout comme les résultats obtenus avec TOTO-1 et TO-PRO-1, deux groupes de
bactéries hétérotrophes (types B-I et B-11) peuvent étre distingués. De plus, la résolution obtenue

R™ Green | est similaire a celle obtenue avec

pour les distributions d'/ADN marqués avec le SYB
Hoechst 33342 permettant I'analyse du cycle cellulaire des procaryotes photosynthétiques sur

I'ensemble de la colonne d'eau.
11.6.2 Publication en anglais.

Marie, D., Partensky, F., Jacquet S., Vaulot, D. 1997. Enumeration and cell cycle analysis of
natural populations of marine picoplankton by flow cytometry using thenucleic acid stain SYBR

Green |. Applied and Environmental Microbiology 63: 186-193
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- CHAPITRE III -

COMPORTEMENT CIRCADIEN DU PICOPLANCTON EN CULTURE

“Division patterns in response to particular entraining forces (e.g. the Light:Dark cycle) are
commonly considered to be a conservative property of species, each species possessing its own

circadian chronotype which is the temporal analogue of the phenotype” (Chisholm 1981).

I11.1  Introduction.

Un des événements les plus répétitifs dans la nature est I’alternance du jour et de la nuit, c’est a
dire de la lumiére et de I’obscurité, de la chaleur et du froid sur une période de 24 h. La
conséquence directe de ce phénomene qui se répéte depuis la nuit des temps est que les organismes
vivants, des bactéries aux hommes, présentent des rythmes d’activité journaliers dont la périodicité
est proche de 24 heures (Johnson et al. 1996, Czeiler et al. 1999). Les organismes picoplanctoniques
ne font pas exception a cette régle: Prochlorococcus, Synechococcus et les picoeucaryotes
photosynthétiques présentent des rythmes journaliers marqués liés aux processus de photosynthése
et de division des cellules (Campbell & Carpenter 1986a, Vaulot et al. 1995, Durand & Olson
1996). Deux processus interviennent dans la croissance des populations phytoplanctoniques ou
bactériennes: la croissance cellulaire (la production de biomasse), et la division cellulaire (la
production de nouvelles cellules). Bien que ces deux processus soient intimement liés, ils peuvent
étre régulés differemment par les facteurs environnementaux. Typiquement, les processus de
photosynthése et de division se déroulent généralement a différents moments de la journée. Peu
d’études ont tenté de reproduire ces comportements circadiens au laboratoire pour les souches

picoplanctoniques les plus représentatives du milieu marin.

Les variations circadiennes (du latin circa : environ et dies : jour) des propriétés bio-optiques
dans I’océan sont bien connues (Hamilton et al. 1990, Dickey et al. 1991, Stramska & Dickey 1992,
Walsh et al. 1995, Kinkade et al. 1999). Elles ont éte, la plupart du temps, enregistrées a partir de
parametres globaux tels que I’atténuation particulaire ou la fluorescence de la chlorophylle. A partir

de ces variations circadiennes de la matiere en suspension, certains auteurs ont proposé des
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estimations de la production primaire dans certaines régions océaniques. Cela a notamment été
effectué en considérant une valeur constante quelque soit I’espece pour I’atténuation particulaire du
carbone (Siegel et al. 1989, Cullen et al. 1992). Toutefois, on sait aujourd’hui qu’il n’en est rien,
que ce soit pour les diatomées ou le picoplancton, et que ce parametre connait lui aussi une
périodicité journaliere (Stramski & Reynolds 1993, Stramski et al. 1995, Durand & Olson 1998). Il
apparait donc déterminant, pour mieux comprendre I’ensemble des variations optiques globales et
pour pouvoir les utiliser pour I’estimation de la production primaire, de connaitre les variations
journalieres enregistrées par chaque espéce et par I’ensemble de leurs paramétres (typiquement la
taille des cellules). Cette problématique est particulierement importante pour la communauté
picoplanctonique qui domine les régions centrales des océans et constitue I’essentiel de la
production. A ce jour, peu d’auteurs ont mesuré conjointement les variations optiques globales de
fluorescence et d’atténuation et les variations des parameétres cellulaires des communautés

picoplanctoniques pour tenter de déterminer leur importance relative (Claustre et al. 1999).

Dans ce chapitre est présenté un article en préparation pour la revue Journal of Phycology. Il
décrit les variations journalieres d’un certain nombre de parametres biologiques et physiologiques
pour différentes souches représentatives du picoplancton (12 au total) en réponse a un rythme
d’entrainement lumiére-obscurité. Ces parametres (diffusion angulaire de la lumiére a petit et grand
angle, fluorescence de la chlorophylle, cycle cellulaire) ont été obtenus au moyen de la cytométrie
en flux. Cette étude avait pour finalité de :

- déterminer si les réponses physiologiques sont les mémes pour les différents organismes,
- mieux comprendre le comportement des populations naturelles,
- mieux interpréter les rythmes journaliers des propriétés optiques globales enregistrées dans les

environnements ou le picoplancton domine.

L’étude proprement dite de la régulation du cycle cellulaire par la lumiére a été détaillée chez

Prochlorococcus. Elle est présentée dans le chapitre 4.

I11.2  Article 3 : Diel patterns of picoplankton in culture (en préparation pour soumission a
Journal of Phycology).
1.2.1 Résume en francais.
Une étude comparative de I’effet d’un cycle de 12 h de lumiére : 12 h d’obscurité sur

I’entrainement des parametres cellulaires de représentants picoplanctoniques tels que la diffusion de
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la lumiére, la fluorescence des pigments et le cycle cellulaire a été réalisée par cytométrie en flux.
L’étude a été effectuée sur une large variété de souches picoplanctoniques marines : 3
Prochlorococcus (souches MED 4, PCC 9511, SS 120), 4 Synechococcus (souches ALMO 03, ROS
04, WH 7803, WH 8103) et 5 eucaryotes (Bathycoccus prasinos, Bolidomonas pacifica,
Micromonas pusilla, Pelagomonas calceolata, Pycnococcus provasolii). La croissance et la division
des cellules apparaissent étroitement couplées au cycle jour-nuit. Pour Prochlorococcus et les
picoeucaryotes, la croissance se traduit par une synthése de la chlorophylle et une croissance en
taille des organismes durant la période éclairée alors que ces mémes paramétres diminuent
réguliérement pendant la période sombre, exception faite de B. pacifica et M. pusilla. Par contraste,
I’augmentation de la fluorescence de la chlorophylle enregistrée pour les souches de Synechococcus
s’arréte soit de jour, soit a la transition jour-nuit, soit en début de nuit. Pendant la nuit, les
parameétres cellulaires de Synechococcus baissent ou restent constants comme si I’obscurité
provoquait un arrét de I’activité cellulaire. Le moment de la division cellulaire est trés similaire
pour tous les picoeucaryotes et localise juste avant le passage a I’obscurité. 1l est beaucoup plus
variable chez Prochlorococcus et surtout chez Synechococcus. Synechococcus ALMO 03, ROS 04
et WH 7803 qui ont un rapport PUB/PEB faible, se divisent plus tét pendant la journee.
Inversement la souche WH 8103 qui présente un rapport PUB/PEB élevé se divise dans la nuit. La
division de Prochlorococcus SS 120 et PCC 9511 est enregistrée a la transition jour-nuit alors que
la souche MED 4 se divise plus tard de nuit. De part I’importance du picoplancton dans les
systemes marins, ces résultats devraient aider a une meilleure interprétation des propriétés optiques

dans les régions ou le picoplancton domine.

11.2.2 Publication en anglais.
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- CHAPITRE IV -

REGULATION PAR LA LUMIERE DU CYCLE CELLULAIRE DE
PROCHLOROCOCCUS

“A considerable effort has been made to elucidate the nature of the signals that commit a cell to
DNA replication and to nuclear division, but the problem remains unsolved™ (Zachleder & Setlik
1988).

IV.1 Introduction.

La possibilité de mesurer I’ADN des cellules apres marquage des acides nucléiques (Steen et al.
1982, Yentsch et al. 1983, Boucher et al. 1991, Marie et al. 1996) a largement contribué ces
derniéres années a I’étude du cycle cellulaire des populations phytoplanctoniques en culture et dans
le milieu naturel (Yee & Bartholomew 1988, Brzezinski et al. 1990, Marie et al. 1997). Prédire les
réponses physiologiques des cellules aux changements de I’environnement nécessite de comprendre
la régulation du cycle cellulaire. En effet, I’environnement influence la progression des cellules a
travers les phases du cycle et par consequent affecte la durée du cycle. L’effet des nutriments
(enrichissement, limitation, privation) sur le cycle cellulaire a donc été étudié (Olson et al. 1986,
Parpais et al. 1996) tout comme le mécanisme d’action de la lumiere sur la régulation de la synthése
de I’ADN des cellules phytoplanctoniques. Parmi les résultats importants obtenus sur le sujet, il a
été montré que les organismes phytoplanctoniques sont généralement entrainés par un rythme
lumiere-obscurité (Chisholm et al. 1984), sont sensibles a I’obscurité qui entraine un arrét des
cellules dans la phase G1 du cycle cellulaire (Spudich et Sager 1980, Vaulot et al. 1986), plus
rarement en G2 (Vaulot et al. 1986, Armbrust et al. 1989). Yee & Bartholomew (1988) ont rapporté
que pour Euglena gracilis, entrainé par un cycle 12 h:12 h de lumiére et d’obscurité, I’initiation de
la synthése de I’ADN est dépendante de la lumiére par opposition a la mitose. Gerath & Chisholm
(1989) ont montré que le cycle cellulaire a peu d’influence par rapport au rythme d’entrainement
jour : nuit pour expliquer la variation journaliere enregistrée pour la photosynthese.

Pour le picoplancton, quelques études ont concerné I’effet des rythmes jour-nuit sur la croissance
et la division cellulaire (voir chapitre précédent) mais trés peu d’auteurs se sont intéressés au

mécanisme d’action de la lumiere sur la synchronisation du cycle cellulaire. Citons les travaux



Chapitre IV : Cycle cellulaire de Prochlorococcus 154

d’Armbrust et al. (1989) qui ont montré que la progression de Synechococcus dans les phases G1 et
G2 du cycle cellulaire est dépendante de la lumiére. En 1995, Binder & Chisholm ont confirmé
I’existence des points de blocage dans les phases G1 et G2 du cycle cellulaire chez Synechococcus
quand la cyanobactérie est privée de lumiere. Dans le cas de Prochlorococcus, aucune étude, avant
celle présentée dans ce chapitre, n’avait porté sur I’analyse de la régulation du cycle cellulaire par la

lumiére.

IV.2 Régulation du cycle cellulaire par la lumiére.

Pendant tout I’histoire de la vie, les organismes ont percu les éclairements et les
assombrissements périodiques du ciel, au rythme incessant de la rotation de la planéte. Dés lors, il
n’y arien d’étonnant a ce que les organismes se soient accoutumes a ce rythme et que son harmonie
soit ancrée au plus profond d’eux. Si I’on comprend bien que les organismes présentent un rythme
d’activité qui se calque sur I’événement quotidien qui se répete le plus régulierement, I’alternance
du jour et de la nuit, il est nécessaire de comprendre comment les rythmes circadiens sont
correctement synchronisés par la lumiére, par quel signal, et comment un tel comportement
journalier peut persister en I’absence du phénoméne d’entrainement.

Pour expliquer I’effet d’entrainement des cycles de lumiére-obscurité sur le cycle cellulaire du
phytoplancton, deux hypotheses ont été avancées: celle pronant que la lumiére a un réle localisé
dans la progression des cellules au sein de leur cycle cellulaire (c’est I’hypothése du segment
dépendant de la lumiére de Spudich & Sager 1980) et celle faisant intervenir une horloge biologique
calée sur la périodicité naturelle circadienne (Adams et al. 1984) entrainant a son tour le cycle.
Brievement, Spudich & Sager (1980) ont montré chez les cellules phytoplanctoniques, I’existence
au cours de leur cycle cellulaire d’un segment dépendant de la lumiére pour la croissance. Selon ce
principe, une cellule doit recevoir une certaine quantité de lumiére durant cette partie du cycle pour
croitre et se diviser ultérieurement. Ce segment est délimité par deux points A et T (de I’anglais
“Arrest and Transition points”, Fig. IV.1). En I’absence de lumiere, les cellules se trouvent
bloquées au point A. Sans une nouvelle exposition a la lumiere, les cellules restent bloquées. Avec
une quantité suffisante de lumiére, le segment peut étre traversé. Une fois le point T franchi, les
cellules n’ont plus besoin de lumiére pour se diviser. Dans la plupart des cas, il a été trouvé que ces
points d’arrét se situent dans les étapes intermédiaires du cycle cellulaire, essentiellement G1 et
parfois G2 (Spudich & Sager 1980, Vaulot et al. 1986, Armbrust et al. 1989). Pour certains auteurs,

cette explication suffisait tres largement a comprendre la synchronisation obtenue pour la plupart
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des especes, sans avoir a faire appel a une horloge endogene (Chisholm et al. 1984, Vaulot et al.
1986, Vaulot & Chisholm 1987).

Fig. IV.1 Représentation schématique du cycle cellulaire eucaryote avec le segment A-T dépendant
de la lumiére inséré en G1. D correspond a la division de la cellule (d’apres Spudich & Sager 1980).

L’ hypothese alternative met en jeu I'existence d'une horloge endogéne inscrite dans le
patrimoine génétique de I’ organisme et qui, entrainée par le cycle naturel, contréle la répartition des
cellules dans les différentes phases du cycle et conduit a la division de la cellule (voir Encadré
IV.1). L’existence d’'une horloge biologique a été révélée chez I’ague unicellulaire Gonyaulax
polyedra a la fin des années 50 par Sweeney & Hastings et par la suite de nombreux travaux ont
montré que ¢’ était également le cas d’autres eucaryotes unicellulaires (voir Lloyd 1998 pour une
revue de la littérature). Avant 1985, on pensait que les procaryotes ne pouvaient disposer de tels
systéemes de régulation endogene, notamment en raison de leur taux de croissance élevé rendant a
priori inutile un «calage » de I'activité cellulaire sur la période journaliere. 1l faut attendre les
travaux de Stal & Brumbein (1985) qui montrent que, chez la cyanobactérie filamenteuse
Oscillatoria, la séparation de I’ activité photosynthétique (de jour) de celle de fixation de |’ azote (de
nuit) est sirement liée a une horloge circadienne. L’ année suivante, des travaux portant également
sur le découplage de la photosynthese et de la fixation d’ azote chez Synechococcus sont publiés par
Mitsui et al. (1986). Toutefois, al’ épogue, ces auteurs préférent expliquer leur résultat comme étant
un contr6le directement lié au cycle cellulaire. Ce sont Grobbelaar et a. qui confirment la méme
année pour Synechococcus I’ existence d une horloge biologique en révélant ses trois propriétés
fondamentales, soit I’ entrainabilité, la persistance et la compensation (voir Encadré IV.1). En 1989,

Sweeney & Borgese montrent que le cycle de divison cellulaire de Synechococcus est
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probablement contrdlé par une horloge biologique puisque la périodicité de ce dernier persiste
clairement en conditions de lumiére continue. Dés lors, des scientifiques comme Susan Golden,
Carl Johnson, Takao Kondo et Masahiro Ishiura vont s’emparer de cette thématique et
définitivement démontrer I’existence d’une horloge biologique circadienne chez ce procaryote (voir
par exemple Kondo et al. 1993, Johnson et al. 1996, Golden et al. 1997). En 1998, les genes codant
pour I’horloge biologique de Synechococcus, dénommés kaiA, kaiB et kaiC (du japonais kai :
tourner) ont été identifiés par Ishiura et ses collaborateurs. Leur fonction a été démontrée par la
délétion de cet ensemble de génes ou de chaque gene pris séparément qui n’affecte pas la viabilité
cellulaire mais entraine la perte de toute activité périodigue méme quand les cellules sont
entrainées.

Comparativement a Synechococcus qui a été étudiée de maniére intensive sur ce théme, aucun
travail n’avait porté jusqu’alors sur I’étude de la régulation du cycle cellulaire de Prochlorococcus
en réponse a la lumiere. Une premiére étude (celle qui suit présentée sous la forme d’une
publication en préparation pour soumission a la revue Applied and Environnemental Microbiology)
nous a permis d’observer chez Prochlorococcus I’existence de points de controle et I’existence
probable d’une horloge biologique. A partir de Ia, I’expression des génes du cycle cellulaire (dnaA
et ftsZ intervenant respectivement dans la réplication et la division des cellules) de Prochlorococcus
entrainé par une rythme lumiere-obscurité a été examinée (voir annexe 7). Enfin, les génes kaiB et
kaiC viennent d’étre trouvés dans la séquence du génome de Prochlorococcus qui est presque
complétement séquencé (pour plus d’informations, voir le site Internet a I’adresse suivante:
http://bbrp.lInl.gov/jgi/microbial/ prochlorococcus_homepage.html), démontrant définitivement
I’existence d’une horloge endogéne chez I’organisme procaryote photosynthétique le plus abondant

de la biosphere.
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Encadré IV.1 Définition et propriétés des horloges biologiques circadiennes.

Les horloges circadiennes sont des programmes biologiques endogénes, avec trois propriétés
particuliéres, qui font que les organismes présentent des activités cellulaires, des processus
physiologiques ou des comportements a des moments précis de la journée. Ces trois propriétés qui
servent de diagnostic a I'existence d'une horloge moléculaire sont I'entrainabilité, la persistance et la

compensation. Le programme est en effet entrainé par un rythme de périodicité équivalente a celle la

I'organisme se retrouve en conditions de conditions dites constantes ou continues, le programme
continue a « cycler » avec une période proche mais différente de 24 heures. Enfin, la période reste la
méme pour des conditions de température variables tant qu’elles restent dans une gamme ou la

physiologie est active.

Le sujet est vaste et jinvite le lecteur intéressé a lire I'excellent ouvrage de Winfree A. (1994) intitulé « Les

horloges de la vie, les mathématiques des rythmes biologiques ».

H journée, typiqguement le rythme jour-nuit de 24 heures. Quand ce rythme d’entrainement cesse et que H

IV.3 Article 4 : Cell cycle regulation by light in marine Prochlorococcus (en fin de
préparation pour soumission a Applied and Environmental Microbiology).
Iv.3.1 Résume de I’article en francais.

L effet de la lumiere sur la synchronisation du cycle cellulaire, du RALS et de la fluorescence
de la chlorophylle de Prochlorococcus a été examinée par le biais de la cytométrie en flux. Quatre
types d’expériences ont été menées incluant: i) la comparaison entre deux cycles lumiére:obscurité
avec pour I’un la lumiére fixée constante & 25 PE.m™.s™ et I"autre présentant un régime dynamique

entre 8 et 45 pE.m?2s™

pendant la photopériode, ii) I’effet de I’avance et du retard du début de la
période claire sur des populations acclimatées a un rythme jour:nuit, iii) I’effet sur des populations
entrainées par le rythme jour:nuit de I’obscurité ou de conditions de lumiéres continue, iv) I’effet de
changements dans le niveau d’intensité lumineuse. Pour toutes les situations, le cycle cellulaire et
les parametres cytométriques ont été examinés sur de courtes échelles de temps (30 a 60 minutes)
pendant au moins un cycle journalier. Exposé a un régime dynamique de lumiére et d’obscurité, les
cellules de Prochlorococcus PCC 9511 comparativement a celles de SS 120 semblent mieux
synchronisées que par le cycle classique de lumiére et d’obscurité au regard de la durée des phases

S et G2 et du temps de génération plus courts. De plus, I’ampleur des oscillations du RALS et de la
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fluorescence de la chlorophylle est plus grande. Tous les autres expériences ont été effectuées avec
les souches adaptées aux fortes lumiére (c’est a dire soit MED 4 soit PCC 9511). Les expériences
examinant I’effet de I’avance ou du retard de I’allumage des néons ont révélé un comportement
similaire (c’est & dire I’avance ou le retard) de I’initiation de la réplication et de la division
cellulaire, suggerant fortement que ce signal est primordial dans la synchronisation du cycle
cellulaire. Lors du passage d’un rythme jour-nuit & des conditions de lumiére constante,
Prochlorococcus continue a « cycler » suggérant la possibilité d’un contréle endogéne du cycle
cellulaire (c’est a dire une horloge circadienne). L’obscurité entraine un arrét des cellules en phase
G1 et semble t-il en S. Finalement, le transfert des cellules d’un niveau d’intensité lumineuse faible
a élevée se traduit par un passage tres rapide des cellules de G1 a S et par un accroissement de la
proportion des cellules dans les phases actives S et G2 du cycle cellulaire et par I’élévation du taux
de croissance. Inversement, le passage des cellules a des conditions de lumiére limitante se traduit
par une diminution importante de la proportion des cellules en S et G2 et du taux de croissance
suggérant donc un couplage étroit entre niveau d’irradiance et cycle cellulaire. Cette étude
synoptique des mécanismes de la synchronisation du cycle cellulaire de Prochlorococcus devrait
aider a une meilleure interprétation des variations journaliéres et des différents comportements

observés pour les populations naturelles en réponse a des régimes de lumiére variés.

IV.3.2 Publication en anglais.
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- CHAPITRE YV -

DYNAMIQUE DES POPULATIONS PICOPLANCTONIQUES DANS LES
EAUX COTIERES DE LA MER MEDITERRANEE NORD-OCCIDENTALE
(RADE DE VILLEFRANCHE-SUR-MER)

“Knowledge about environmental and ecological controls on growth rates of Synechococcus and
Prochlorococcus is ultimately central to developing a robust and quantitative understanding of
pelagic food webs in which picoplankton cells are a major currency of particulate organic

production, nutrient utilisation and trophic transfer” (Furnas & Crosbie 1999).

V.1  Introduction.

La dynamique des populations planctoniques est contrainte par un grand nombre de facteurs
environnementaux (voir introduction générale). Comme nous I’avons montré précédemment, le
signal forcant le plus évident pour la plupart des organismes vivants de la biosphere est la
succession incessante du jour et de la nuit. Pour autant, son influence sur les populations
picoplanctoniques naturelles a été peu étudiée. Dans les environnements pauvres en éléments
nutritifs, qui constituent la grande majorité des systemes océaniques, la variabilité journaliere est
trés prononcée et elle est beaucoup plus importante que celle observée a I'échelle de la semaine, du
mois ou de I’année (Campbell et al. 1997). Ainsi, les populations microbiennes sont fortement
synchronisées au cycle jour-nuit, c'est a dire que certaines fonctions physiologiques se déroulent a
des moments précis de la journée. La premiére étude majeure, publiée dans la revue Science,
révélant ces processus et leur complexité a été réalisée par Vaulot et al. (1995). Ces auteurs ont
montré que la division cellulaire de Prochlorococcus, dans le Pacifique équatorial, ne dure que
quelques heures, juste avant le coucher du soleil. lls ont également montré que le moment (en
anglais « timing ») de certains événements (début de la synthése de I’ADN, division des cellules)
varie en fonction de la profondeur, c’est a dire en fonction de I’éclairement recue par les cellules.
De nombreuses questions restent cependant en suspens. Dans les eaux de surface, la forte intensité
lumineuse, I’action des ultraviolets, I’influence de la couverture nuageuse sont des variables

enregistrées par les cellules, mais de quelle fagcon? Toutes les populations picoplanctoniques
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présentent-elles un comportement similaire a celui de Prochlorococcus? Comment le taux de
croissance est il influencé par le degré d’éclairement (la couverture nuageuse)? Comment les

brouteurs répondent-ils aux taux de croissance de leurs proies?

Dans le cadre du programme européen MEDEA dévoué a I'étude de la dynamique des
écosystéemes microbiens, une thématique importante consistait a étudier et a mieux comprendre la
signification des cycles journaliers enregistrés pour les populations naturelles. Au cours du premier
atelier de travail de ce programme (juillet 1996), nous nous sommes intéressés a I'étude de la
dynamique des populations picoplanctoniques dans la rade de Villefranche-sur-mer (Méditerranée
Nord-Occidentale). Pour accéder a la variabilité journaliére, I'effort d'échantillonnage a consisté a
prélever les eaux de surface pendant 8 jours avec un pas de temps de 30 minutes. Il a été possible
d’accéder a I’analyse du cycle cellulaire de Synechococcus apres marquage de I'ADN des cellules
par le colorant SYBROGreen I. Le suivi de la distribution de I’ADN des cellules au cours du
temps par cytométrie en flux a permis d’observer la tres bonne synchronisation de la réplication et
de la division de la cyanobactérie marine, et surtout la forte variation du taux de croissance d'un
jour a l'autre. La dynamique des communautés eucaryotes et des bactéries hétérotrophes a
également été suivie. Les résultats obtenus ont donné matiere a la publication parue dans la revue

Limnology and Oceanography présentée ci-dessous.

V.2 Article 5 : Picoplankton population dynamics in coastal waters of the NW
Mediterranean Sea (Limnology and Oceanography, 1998, 43:1916-1931).
V.21l Résume en francais de I'article.

Un échantillonnage haute fréquence des populations picoplanctoniques de surface a été réalisé
en rade de Villefranche-sur-mer (Méditerranée nord-occidentale) pendant la premiére semaine du
mois de juillet 1996. L'évolution de I'abondance et des parametres cellulaires a été suivie une fois
par heure par cytométrie en flux pour chacune de ces populations: la cyanobactérie Synechococcus,
les picoeucaryotes photosynthétiques et les bactéries hétérotrophes plus Prochlorococcus. Certains
parametres sont caractérises par une périodicité de 24 heures tres nette telle que la diffusion aux
grands angles des cellules de Synechococcus et des picoeucaryotes ou la fluorescence de la
chlorophylle des picoeucaryotes. Pour d'autres parametres, tels que la fluorescence pigmentaire de
Synechococcus, seule une analyse de Fourier a permis d'établir sans ambiguité la périodicité
journaliére. L'analyse de Fourier a révélé pour d'autres parameétres tels que I'abondance, la diffusion

aux grands angles et la fluorescence de la chlorophylle des picoeucaryotes, ou la fluorescence
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pigmentaire (chlorophylle et phycoérythrine) de Synechococcus, I'existence d'une période de 17-18
heures, correspondant a la fréquence inertielle a cette latitude. Le cycle de division cellulaire de
Synechococcus, échantillonné deux fois par heure, est fortement synchronisé par le cycle jour-nuit,
permettant d'estimer finement le taux de croissance de cette population, soit en moyenne 0,95 *
0.16 j* (n=7). La forte variabilité journaliére enregistrée pour le taux de croissance s'explique par
les variations de la durée des phases du cycle cellulaire et notamment I'intervalle entre les maxima
des deux phases, soit de 2 a 3,5 heures. D'une maniére générale, le taux de croissance décroit les
jours les plus ensoleillés. Le taux de disparition de Synechococcus est plus faible que le taux de
croissance et il suit I'évolution du taux de division avec un jour de retard, comme si les brouteurs
s'adaptaient trés rapidement aux changements du taux de croissance de leur proie. Au cours de cette
étude, nous avons également trouvé une corrélation entre I’abondance de Synechococcus et celle des
bactéries hétérotrophes (r’=0.60, p<0.01, n=340) suggérant l'existence d'un facteur de controle

commun aux deux communautés, tel que le phosphore ou le broutage.

V.2.2 Publication en anglais.
Jacquet S., Lennon J.-F., Marie D. and Vaulot, D. 1998 . Picoplankton population dynamics in
coastal waters of the NW Mediterranean Sea. Limnology and Oceanography. 43: 1916-1931
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- CHAPITRE VI -

DYNAMIQUE DES POPULATIONS PICOPLANCTONIQUES EN MER
D’ALBORAN (MEDITERRANEE OCCIDENTALE)

« Il convient d’optimiser I’effort d’échantillonnage en sachant que le temps permet I’expression des

potentialités biologiques tandis que I’espace joue le role de séparateur » (Binet 1997).

VI.1 Introduction.

La mer Méditerranée, bien que ne constituant que 0,8% de la surface océanique mondiale
(Antoine et al. 1995), se comporte comme un modeéle réduit de I’océan global (Margalef 1984) dans
le sens ou toutes les situations trophiques peuvent y étre rencontrées, avec des parties centrales
oligotrophes a ultraoligotrohes (Berland et al. 1980, Dugdale & Wilkerson 1988). Une biomasse et
une production plus élevées existent localement, suivant la saison, a la c6te et au nord du bassin
occidental par exemple ou des conditions favorables de « bloom » peuvent apparaitre (Estrada et al.
1984, Azov 1986). La mer Méditerranée presente toutefois des caractéres uniques tels que son
rapport N/P élévé (Berland et al. 1980) ou I’existence d’espéces endémiques. Ainsi, la mer
Méditerranée présente un intérét évident pour I’étude de la dynamique des populations
picoplanctoniques naturelles et I’élaboration de concepts sur la variabilité a petite échelle.

L’hétérogénéité des parameétres océanographiques (température, salinité) et biologiques
(composition spécifique, biomasse, productions primaire et secondaire) de la mer Méditerranée est
parfaitement illustrée sur I’échelle spatiale réduite qui caractérise la mer d’Alboran. Celle-ci est le
premier bassin de la Méditérranée Ocidentale, délimité par le détroit de Gibraltar a I’ouest, le bassin
des Baléares a I’est, I’Espagne au nord et les cOtes algériennes au sud (Fig. VI.1). Dénommé le
couloir de la Méditerranée, elle est caractérisée par un fort hydrodynamisme car c’est ici que se
rencontrent et interagissent I’océan Atlantique et la mer Méditerranée. Brievement, les eaux
atlantiques enrichies en sels nutritifs entrent dans la mer d’Alboran par le détroit de Gibraltar en
surface. Inversement, les eaux méditerranéennes sortent vers I’Atlantiqgue en profondeur. La
rencontre de ces masses d’eau de propriétés différentes entraine la création d’une structure frontale
géostrophique (localisée entre Oran, Algérie et Alméria, Espagne) et la mise en place de structures

tourbillonnaires présentant un caractére dynamique. Il résulte de cette hydrodynamisme une
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élévation de la production primaire qui est ici en moyenne plus élevée que partout ailleurs en
Méditerranée (Tableau VI1.1).

Tableau VI.1 Biomasse et production primaire annuelles moyennes en mer d’Alboran et dans les
bassins occidental, oriental et méditerranéen tout entier (d’aprés Antoine et al. 1995).

Province Biomasse Production Production
[ChIl mg.m® gC.mZ%an® 10%gC.an"
Mer d’Alboran 0,5 200 11
Bassin occidental 0,35 158 128
Bassin oriental 0,18 109 180
Mer Méditerranée 0,23 125 308

OCEAN ATLANTIQUE

Figure VI.1 Photographie aérienne du détroit de Gibraltar séparant I'océan Atlantique de la mer
d’Alboran (extrait de Tom Garison. 1995. Oceanography: an introduction to marine science, Wadsworth
Publishing Company, 567 p.).

V1.2 Structures frontale et tourbillonnaire: rappels.

Les courants océaniques dépendent de I’influence du vent, de la température, des différences de
densité entre les couches d’eau, de I’effet de Coriolis, de la gravité, des forces de friction. Sous
I’influence de ces paramétres et de la forme des bassins, les grands courants de surface (ou « jets »)

se déplacent, sont déviés et se referment sur eux méme. Une illustration simple est donnée par la
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circulation océanique de I’Atlantique Nord. Le Gulf Stream nait dans la mer des Sargasses et
traverse I’ Atlantique d’ouest en est. Le jet de surface se déforme au contact des eaux adjacentes
présentant des caractéristiques physiques (essentiellement température et salinité) différentes. Ces
zones de contact, caracterisées par un fort gradient horizontal, sont appelées des fronts. La
résultante de ces contacts peut étre la création de structures particuliéres qui sont des coudes ou
méandres puis éventuellement le piégeage d’une masse d’eau au sein de ce que I’on appelle un
tourbillon. Quand le courant principal est chaud par rapport aux eaux adjacentes, le tourbillon qui se
forme est dit chaud et tourne dans le sens des aiguilles d’une montre (Fig. VI1.2). Cette situation est
exactement celle que nous avons rencontrée en mer d’Alboran en hiver: le jet correspondant aux
eaux atlantiques légeres (chaudes et peu salées) qui entrent en surface par le détroit de Gibraltar, le
front entre Alméria et Oran correspondant a la rencontre avec les eaux denses méditerranéennes
(froides et salées) (Fig. VI.3).

Longihude

Figure VI.2 Schémas représentant la mise en place d'une structure tourbillonnaire chaude a partir de
I'effondrement d’'un méandre créé par la rencontre des eaux atlantiques avec le jet du « Gulf Stream »
(extrait de Tom Garison. 1995. Oceanography: an introduction to marine science, Wadsworth Publishing
Company, 567 p.).
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V1.3 Objectifsdela campagne en mer Almofront-2.

La campagne en mer Almofront-2 s'est déroulée a bord du navire océanographique francais
I'Atalante du 22 novembre 1997 au 18 Janvier 1998. Son objectif était i) de définir les processus
physiques, chimiques et biologiques liés a la rencontre ou a la juxtaposition de deux masses d’ eau
superficielles, et d’'évauer les effets de ces processus, ii) d'établir le bilan des sources et des puits
de diverses formes d'énergie et de matiére (biomasse incluse) de ces singularités locales ou
régionales, iii) de confronter ce bilan a celui, plus global, d’ une mer (la Méditerranée pa exemple)
ou d'un océan (Atlantique par exemple). Cette mission localiste en mer d'’Alboran a donc
documenté en détail la structure interne et les circulations secondaires du systeme jet-front
géostrophique et tourbillonnaire de cette zone afin de comprendre les origines d'une biomasse et

d'une production plus élevée dans ce systeme gu'ailleurs en Méditerranée.

Créte dt 2andre
Gibraltar 4 2
< /—-ﬁ 7
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Jet ,"' ,
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\/1

Tourbillon

« Tourbillon chaud »

Figure VI.3 Schéma symbolisant la structure jet-front géostrophique et le tourbillon est de la mer
d’Alboran ainsi que les sites échantillonnés pendant le leg 2 de la la mission en mer Almofront-2.

V1.4 Contribution del’ équipe de Roscoff.

Mon travail a consisté a décrire la structure et le fonctionnement du compartiment
picoplanctonique de la mer d’ Alboran. Nous avons tenté de déterminer, pour chaque partie du
systéme frontal et de ses zones adjacentes, I'importance en terme de biomasse des populations de
Prochlorococcus, Synechococcus et de la communauté picoeucaryotique mais également celle des

communautés de bactéries hétérotrophes et virales. La campagne en mer Almofront-2 a été divisée
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en deux parties : la premiére a étudié la structure dynamique du jet contournant le tourbillon a I'est
de la mer d’Alboran, la seconde a concerné le fonctionnement de I’écosystéme dans les différentes
parties de la structure dynamique rencontrée. Ma participation a permis la realisation de deux
publications (en préparation pour les revues Journal of Geophysical Research et Limnology and
Oceanography). L’une d’elle est présentée ci-apres et correspond aux données obtenues
exclusivement au cours du second leg. Elle analyse la dynamique des populations

picoplanctoniques de surface.

V1.5 Article 6 : Picoplankton populations dynamics in surface waters of the Alboran Sea (W
Mediterranean Sea) in winter (en préparation pour soumission a Limnology and
Oceanography).

VI1.5.1 Résumé de I’article en francais.

En mer d'Alboran, en hiver, les populations picoplanctoniques (c'est a dire Prochlorococcus,
Synechococcus, les picoeucaryotes et les bactéries hétérotrophes) se distribuent différemment en
réponse a la pression de l'environnement (voir Jacquet et al. en préparation pour Journal of
Geophysical Research). En résume, nous avons trouvé que la biomasse de Prochlorococcus est en
général faible (variant entre 0.5 et 15.5 pgC.cm™). Les concentrations les plus élevées ont été
enregistrées dans les eaux typiquement meéditerranéennes et celles influencées par le front entre
Alméria et Oran. Les concentrations les plus élevées de Synechococcus ont été enregistrées dans les
eaux atlantiques modifiées, surtout dans le tourbillon anticyclonique a I'est de la mer d'Alboran,
avec 65 pgC.cm™ Synechococcus et Prochlorococcus étaient sensibles & I'exportation en
profondeur dans la zone frontale. Les picoeucaryotes étaient faiblement représentés dans les eaux
méditerranéennes par contraste avec les eaux atlantiques. Leur abondance était corrélée avec celle
des bactéries hétérotrophes et la concentration maximale pour les deux communautés a eté
enregistrée dans les eaux tourbillonaires avec respectivement 300 et 200 pgC.cm™. Ici, nous nous
sommes intéressé a la distribution et a la dynamique des populations picoplanctoniques en surface.
Un échantillonnage a haute fréquence (toutes les 30 min) a été réalisé pendant 17 jours au moyen
d'un dispositif automatisé de prélevement d'échantillons. Les paramétres cellulaires, c'est a dire le
FALS, le RALS, la fluorescence de la phycoérythrien [PE] et de la chlorophylle [Chl], mesurés par
cytométrie en flux, ont révélé une périodicité marquée de 24 h suggérant un couplage étroit avec le
cycle journalier en dépit des fortes variations hydrographiques. La croissance de Synechococcus et
des picoeucaryotes démarrait au lever du jour et s'arrétait au crépuscule. Par contre, l'augmentation

du RALS pour Prochlorococcus ne commencait que quelques heures aprés l'aube suggérant des
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processus de croisssance plus complexes chez le procaryote. Parallelement, la fluorescence de la
chlorophylle de Prochlorococcus baissait pendant les premieres du jour suggérant un phénomeéne de
"guenching” des cellules. Ce phénomeéne était fort probable chez Synechococcus mais pas chez les
picoeucaryotes. Une analyse de Fourier a permis de montrer sans ambiguité la périodicité
circadienne des différents parameétres cellulaires et de I'abondance des cryptophytes (qui semble se
diviser de nuit) mais pas pour celle des autres populations picoplanctoniques. La division des
cellules, déduite a partir de la valeur maximale du RALS, a été enregistrée au crépuscule pour
Synechococcus et pour les picoeucaryotes alors que Prochlorococcus se divisait pendant les
premiéres heures de la nuit. Ces resultats et I'absence de variations importantes dans les variations
journalieres des parametres en dépit de forts gradients (de température et de salinité) suggeerent que
i) les cellules présentent une activité physiologique quasi optimale, ii) des conditions plus extrémes
(comme les conditions oligotrophes de la Méditerranée orientale ou celles du Pacifique central

nord) sont requises pour enregistrer une activité amoindrie des cellules.

V1.5.2 Publication en anglais.
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- CHAPITRE VII -

CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

“The surface of the sea is so complex that only a poet can describe it.”” (Anonyme, dans: Western

Mediterranean, 1984, Margalef ed., Pergamon press).

VI1.1 Conclusions générales.

Avant méme la découverte de Prochlorococcus par Chisholm et al. (1988), le picoplancton était
déja reconnu, avec Synechococcus et la communauté picoeucaryotique, comme une composante
importante des écosystemes marins (Li et al. 1983, Fogg 1986, Gieskes & Kraay 1986, Li & Platt
1987). Tout naturellement, la derniere décennie a vu un nombre croissant d’études portant sur la
physiologie et I’écologie de ces organismes pour tenter de mieux comprendre leur comportement et
leur implication au sein de la boucle microbienne (par exemple Hagstrom et al. 1988, Burkill et al.
1993). Jusqu’a tres récemment, la majorité des études consacrées au picoplancton a porté soit sur
I’estimation de sa biomasse soit sur sa caractérisation taxonomique. Par contre, la dynamique de ces
populations et les facteurs qui les contrélent restent encore mal connus. Dans ce contexte, nous
avons voulu contribuer a une meilleure compréhension de la dynamique de croissance de ces
populations, plus particulierement en réponse a I’action de la lumiere et du rythme d’alternance
jour-nuit. Faisant suite a I’étude de Vaulot et al. (1995) ayant révelé I’extréme synchronie du cycle
de division cellulaire de Prochlorococcus au rythme jour-nuit, nous avons tenté de répondre a
quelques questions soulevées par cette étude comme celles de savoir i) quel signal était responsable
d’une telle synchronisation? ii) si le taux de croissance des populations pouvait varier de maniére

significative d’un jour a I’autre?

Pour répondre a ces questions, il a été crucial d'obtenir des données a haute fréquence
d'acquisition et nous avons donc développé des appareils automatisés de prélevements
d'échantillons (Chapitre 2). Le prototype utilisé en mer d'Alboran (campagne Almofront2) et au
cours de l'atelier de travail dans la rade de Villefranche-sur-mer a montré qu'il présentait de

multiples avantages. En premier lieu, il est petit et compact, ce qui le rend particulierement
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commode a transporter et a installer sur un navire océanographique. Deuxiemement, son utilisation
et sa réparation sont simples, encore un avantage lorsque I’on est sur "le terrain”. Troisiemement, le
langage de programmation (BASIC), est d’utilisation et de compréhension faciles. Finalement, son
indépendance le rend complémentaire des méthodes d’échantillonnage classiques et il est possible
de prélever a n’importe quel intervalle de temps. La stratégie de préservation choisie (la
conservation des échantillons a 4°C) est trés efficace et n’induit pas de changement significatif des
parametres cellulaires (sur un laps de temps n’excédant pas 10 heures), évitant la présence
continuelle d’un opérateur auprés de I’instrument. Un certain nombre d'améliorations techniques et
pratiques peuvent étre envisagées (voir § VI1.2.1).

En employant cette méthode d’échantillonnage (Chapitre 2), I’analyse de la dynamique des
populations de Synechococcus dans les eaux de surface de la rade de Villefranche-sur-mer (Chapitre
5) nous a permis d’observer une synchronisation trés marquée du cycle cellulaire de ce procaryote
par le rythme jour-nuit bien qu’a un degré moindre de celle rapportée pour Prochlorococcus dans le
Pacifique équatorial (Vaulot et al. 1995) ou en mer d’Arabie (Shalapyonok et al. 1998). En effet, on
observait toujours une proportion non négligeable de cellules en phase G1 ou G2 au cours d’un
cycle journalier. Ce résultat, que nous avons confirmé a partir d’expériences au laboratoire (Jacquet
et al. en préparation, Chapitre 3), apparait comme une caractéristique propre a Synechococcus pour
qui I’obscurité semble provoquer un arrét partiel ou complet du processus de division (Armbrust et
al. 1989, Binder & Chisholm 1995). Un résultat important révélé par I’étude de la dynamique de
Synechococcus dans les eaux cotieres de la Méditerranée Nord occidentale a été la variation
marquée du taux de croissance d’un jour a I’autre. Cette variation est sans doute liée au degré
d’éclairement percu par les cellules, c’est a dire & I’influence de la couverture nuageuse locale. Les
cellules et leur taux de croissance répondent donc rapidement aux fluctuations de leur
environnement. Un certain nombre de facteurs a conditionné la possibilité d’utiliser cette méthode,
dans le cas des populations a Villefranche-sur-mer (alors que I’analyse du cycle cellulaire n’a pas
été possible en mer d’Alboran, Chapitre 6): une population de Synechococcus homogéene, un
nombre suffisant de cellules, la possibilité de marquage de I’ADN des cellules par le colorant
SYBR-I. S’il n’y a pas de difficulté majeure pour marquer les cellules de Prochlorococcus, I’acces
des marqueurs a I’ADN de certaines souches de Synechococcus et de certaines especes
picoeucaryotes reste encore difficile, voire impossible (Chapitre 3). Pour ces groupes, il sera
nécessaire de mettre au point des protocoles de marquage (voir § V11.2.3).

Bien que I’analyse du cycle cellulaire des populations picoplanctoniques en mer d’Alboran ait
été impossible, les données obtenues lors de cette campagne ont permis de démontrer I’importance

de I’alternance jour-nuit sur la synchronisation des cellules dans le cas d’un milieu trés hétérogéne
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(Chapitre 6). Jusgu’alors, les rythmes journaliers observés dans le milieu naturel pour les
abondances et/ou les parameétres cellulaires I’avaient été essentiellement dans des eaux homogeénes
peu ou pas influencées par le mélange hivernal. Ces résultats et I’absence de fortes variations des
parametres cellulaires en dépit de forts gradients (température, salinité), suggerent une activité
physiologique quasi optimale. Des conditions beaucoup plus extrémes (milieux oligotrophes de la
Méditerranée orientale ou du Pacifique) sont nécessaires pour que l'activité physiologique des
cellules soit réduite.

La comparaison des réponses physiologiques de différentes souches picoplanctoniques vis a vis
d’un rythme d’entrainement lumiére-obscurité et I’étude détaillée de la régulation du cycle
cellulaire de Prochlorococcus par la lumiere ont révélé la complexité du phénomeéne de
synchronisation (Chapitres 3 & 4). La phase et I'amplitude des différents paramétres mesurés
(nombre de cellules, taille, contenu en chlorophylle, cycle cellulaire) peuvent varier
considérablement d'une population a l'autre, mais aussi entre le haut et le bas de la couche
euphotique, d'un jour a l'autre (Vaulot et al. 1995, Jacquet et al. 1998b, Jacquet et al. en préparation,
Vaulot & Marie 1999). Ces résultats sont importants pour I’interprétation des propriétés optiques
globales de I’océan. Les expériences en laboratoire ont ainsi montré que le début de la période
éclairée est probablement le signal de synchronisation le plus important, ce qui confirme les
résultats acquis sur le terrain (Jacquet et al. 1998b, Vaulot & Marie 1999, Jacquet et al. en
préparation). De plus, nous avons obtenu quelques données suggérant un possible controle de la
synchronisation par une horloge circadienne. Si I’existence d’une telle horloge a été démontrée
récemment chez Synechococcus, pour Prochlorococcus, seule I'étude de Pichard et al. (1996) a
montré que I’expression du géne rbcL (codant pour la ribulose biphosphate carboxylase) présente
un rythme circadien persistant en conditions de lumiére constante apres entrainement par un cycle
jour-nuit. Finalement, dans les processus d’entrainement par le cycle de lumiere et d’obscurité,
Prochlorococcus apparait, comme Synechococcus (Armbrust et al. 1989, Binder & Chisholm 1995),
étre sensible a la durée d’exposition a la lumiére ou a une certaine quantité d’énergie, révélant
I’existence de points de contréle dans son cycle cellulaire. Nous avons montré que le manque de
lumiere provoquait un arrét des cellules dans la phase G1 du cycle cellulaire. Il semble néanmoins
que certaines cellules soient encore capables de transiter au travers de la phase S en conditions
d'obscurité, phénomene rare. En 1996, Parpais et al. ont montré que la croissance de
Prochlorococcus peut s’arréter dans n’importe quelle partie du cycle cellulaire (G1, G2 ou S) en
réponse a la carence des cellules en phosphore, suggerant également que les contréles du cycle
cellulaire ne sont pas trés stricts chez le procaryote (les cellules n’étant pas empéchées d’entrer dans

la phase critique de duplication du chromosome en I’absence de phosphore).
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L’ensemble des résultats obtenus et présentés dans cette thése a permis de révéler la complexité
des mécanismes de synchronisation a I’échelle de la cellule picoplanctonique. Pour comprendre
beaucoup plus finement ces processus, I’influence des facteurs environnementaux, les raisons de la
variabilité enregistrée entre organismes, le réle de I’horloge endogéne, il reste a répondre a un

certain nombre de questions constituant des perspectives d’étude (voir § VI11.2.4,5).

VI1.2 Perspectives.
VI1.2.1  Le prélévement des échantillons.

L’échantillonnage haute fréquence est aujourd’hui une réalité pour étudier la dynamique des
populations planctoniques sans risquer de perdre des informations importantes sur des échelles de
temps et d’espace variées. Nous avons apporté une solution originale et de colt modique a cette
question de I'échantillonnage. Toutefois, nos appareils, particulierement ceux "adaptés” au travail
sur le terrain, ont clairement montré leur limite du point de vue mécanique. Typiquement, le
collecteur de fraction est constitué par un disque de Plexiglas percé pour y insérer la ou les rangées
de tubes a prélevement (Chapitre 2) et c'est l'action d'un ou plusieurs moteurs (pas a pas par
exemple) dont I'axe de rotation presse sur le rebord du disque qui permet de le faire tourner. Ne
s'agissant pas d'une mécanique de haute précision, il est arrivé que la rotation soit difficile, en
particulier en fin de campagne. Des améliorations techniques sont tout a fait envisageables, a
commencer par la confection méme du plateau (disque parfaitement rond) et la qualité des moteurs
employés (ne rouillant et ne grippant pas). Un autre exemple concerne le refroidissement de la cuve
ou sont préservés les échantillons. On pourrait imaginer ici un systéme n'utilisant pas les éléments
Pelletier afin d'obtenir un contréle plus précis de la température (Chapitre 2). Un systéme de
refroidissement au moyen d'un bain circulant deau froide externe au dispositif principal
parfaitement régulé et qui alimenterait la cuve (a la maniere du systeme utilisé pour le prototype
adapté au travail au laboratoire) serait une solution idéale mais sGrement difficile a mettre en ceuvre.
Ces quelgues améliorations techniques pourraient étre accompagnées d'améliorations pratiques.
D'autres fonctions pourraient étre associés a I'appareil comme celles de pouvoir mesurer au moment
de chaque prélevement des parameétres comme la position du navire (couplage avec un GPS), la
température, la salinité. Pour ces deux derniers, on peut trés bien imaginer que des capteurs de
mesure de fréquence préalablement calibrée soient intégrés dans les tuyaux de prélévement ou a
leur sortie. Le systtme SCALP (Systéeme de Conception Assisté par un Langage Populaire) qui

assure le contr6le électronique de I'appareil a comme caractéristique de fonctionner en mode lecture
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mais également en mode écriture si bien que l'enregistrement des paramétres dans une base de
données (avec le numéro d’échantillons, le volume prélevé, la position du navire, ...) serait donc
possible. L'exemple de la mesure de la température et la salinité n'est pas forcément le plus
intéressant dans le contexte d'une campagne en mer ou les appareils du bord réalisent déja ces
mesures de maniére tres fine. Par contre, il le devient dans le cas d'études ne faisant pas intervenir
de moyens lourds, comme cela peut étre le cas au cours d'ateliers de travail a la cote
(I'enregistrement de I'évolution des masses d'eau pouvant étre particuliérement important pour

expliquer des variations dans la dynamique des populations).

VI1.2.2  Discrimination des populations.

Pour accéder a la diversité des communautés picoplanctoniques, la cytométrie en flux utilisée
seule montre clairement ses limites pour la discrimination des populations procaryotes et
eucaryotes, autotrophes et hétérotrophes. La biologie moléculaire, avec I’utilisation de sondes
nucléotidiques fluorescentes permettant la reconnaissance de groupes voire de taxons (par exemple
avec la méthode d’hybridation fluorescente in situ), apporte une solution. Son couplage avec la
cytométrie en flux serait particulierement intéressant pour i) étudier la distribution et I'importance
relative des différents groupes du picophytoplancton, ii) obtenir la dynamique de chacun de ces
groupes (Fuchs et al. 1998, Simon et al. sous presse). L’utilisation d’anticorps ciblant des protéines
spécifiques de la surface des cellules peut constituer un autre moyen de discriminer les différents
groupes (Campbell & Iturriaga 1988, Campbell et al. 1994b). La encore, un couplage avec la
cytométrie en flux permettrait la détection rapide de certains organismes par immunofluorescence.
Pour les bactéries hétérotrophes, il est important de comprendre, par exemple, quels sont les taxons
qui participent majoritairement a la dégradation de la matiere organique (Pinhassi et al. 1999), quels
sont ceux qui sont véritablement actifs au sein des communautés (Gasol et al. 1999). Les mémes
questions se posent pour la communauté picoeucaryotique pour déterminer par exemple quelles
especes sont majoritairement responsables de la production primaire (océanique et cotiere) et quel

est leur taux de croissance.

VI1.2.3  Mesurer I'ADN des cellules picophytoplanctoniques.

Comme nous l'avons montré au cours de cette these, l'analyse du cycle cellulaire est
particulierement bien adaptée a I'é¢tude de la dynamique des populations. Toutefois, elle n'est
possible aujourd’hui que pour les populations de Prochlorococcus et de quelques Synechococcus.
Au laboratoire, il n'a pas été possible de réaliser un marquage efficace de I'ADN de nombreuses

souches de Synechococcus et de picoeucaryotes en raison soit d'une mauvaise pénétration du
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colorant des acides nucléiques au sein des cellules soit d'une contamination trop importante par les
bactéries héterotrophes. Dans le cas des picoeucaryotes, il devrait étre possible au moyen d'un
traitement antibiotique d'éliminer la communauté bactérienne des cultures. Dans le cas de
Synechococcus, cela est beaucoup plus difficile puisqu'elle est elle-méme une bactérie. Un
traitement au lyzozyme (Kim et al. 1999) pourrait étre efficace dans le cas de I'axénisation des
cultures de Synechococcus mais cela reste a démontrer. Mesurer I'ADN et accéder au cycle
cellulaire des populations picoeucaryotiques dans le milieu naturel semble étre relativement difficile
de par le nombre peu élevé de cellules et le mélange de populations qui caractérise cette
communauté. Toutefois, comme nous I'avons vu plus haut, il est fort probable que certaines especes
soient typiques des eaux de surface, les autres de la base de la couche euphotique si bien qu'une
population assez concentrée et homogeéne puisse se discriminer clairement des autres. Analyser son

cycle cellulaire pour accéder a la mesure de son taux de croissance serait d'un grand intérét.

VI1.2.4  Les questions en suspens concernant la synchronisation.
L’ensemble des résultats acquis au cours de cette thése a confirmé I’importance du stimulus
lumineux et du cycle périodique jour-nuit dans les processus de synchronisation de la croissance des
organismes les plus caractéristiques du picoplancton. Un certain nombre de questions reste en

suspens pour comprendre dans le détail les mécanismes de synchronisation des cellules.

VIilL.2.4.1 Qualité de la lumiere et perception.

Nos expériences sur la synchronisation ont été réalisées en lumiere bleue dans une gamme
de longueur d’onde identique a celle rencontrée in situ en profondeur. Dans de telles conditions, les
taux de croissance sont similaires a ceux obtenus en lumiere blanche (Moore et al. 1995, Partensky
com. person.). On peut toutefois se poser la question de savoir quelle partie du spectre assure la
meilleure synchronisation du cycle cellulaire. En effet, dans la nature (Vaulot et al. 1995,
Shalapyonok et al. 1998) comme en culture (Partensky et al. en préparation), les souches adaptées
aux fortes intensités lumineuses présentent une synchronisation trés marquée. Est-ce uniquement la
lumiere bleue qui en est responsable sachant que dans les eaux de surface, I’ensemble des longueurs
d’onde du spectre visible est encore présent? Quel est I’effet de la lumiere rouge dont certains
auteurs ont montré I’efficacité dans la synchronisation de cellules phytoplanctoniques (voir
Roenenberg & Deng 1997)? Il apparait fondamental de comprendre comment les cellules s’adaptent
aux changements de la composition spectrale de la lumiere qui varie au cours de la journée et avec
la profondeur. Chez Gonyaulax, Roenenberg & Hastings (1988) et Roenenberg & Deng (1997) ont

clairement montré I’importance du spectre lumineux sur le programme circadien de I’algue, en
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particulier dans le bleu et le rouge. De maniére plus fondamentale, comment se fait au niveau
moléculaire la perception du signal et sa transduction au sein de la cellule? Les plantes supérieures
percoivent leur environnement lumineux grace a deux senseurs, un photorécepteur a la lumiere
bleue et un phytochrome (Millar et al. 1995). Il a été demontré récemment que certaines bactéries
photosynthétiques disposent du phytochrome (Hugues et al. 1997, Yeh et al. 1997). Une telle

molécule est encore inconnue chez Prochlorococcus et reste donc a découvrir.

VIl1.2.4.2 L’effet du rayonnement ultraviolet

En plus de I’influence de la quantité et de la qualité de la lumiére visible sur les
mécanismes de synchronisation, un parametre environnemental susceptible de jouer un réle
déterminant dans ces processus et dans la variabilité enregistrée entre les différentes populations en
haut de la couche éclairée est le rayonnement ultraviolet. Mostajir et al. (1999) ont montré que les
UV-B provoquent un retard de la division cellulaire des Prymnesiophycées de taille comprise entre
2,7 et 4 um et une inhibition du taux de photosynthése, provoquant une augmentation de la taille
des cellules. Vaulot et al. (1995) ont suggéré que les UV pouvaient étre responsables du retard de la
division cellulaire et de la diminution du taux de croissance de Prochlorococcus en surface. Bien
que n’ayant pas testé directement I'effet d'un rayonnement UV sur la croissance du picoplancton en
culture, nous avons toutefois montré que I’application d’un cycle jour-nuit avec un régime de
lumiére dynamique d’intensité élevée (c’est a dire atteignant des intensités de 1000 pE.m?s*
simulant celles enregistrées dans les eaux de surface) suffit a provoquer un retard de la réplication
de I’ADN et de la division cellulaire chez Prochlorococcus (Partensky et al. en préparation). Ce
retard semble donc étre une conséquence des fortes intensités et non des UV comme suggéré par
Vaulot et al. (1995). Néanmoins, les UV ont un effet delétere sur la croissance cellulaire, pouvant
entrainer la lyse des cellules (Vincent & Roy 1993, Muller-Niklas & Herndl 1996). Comment et a
quel degré les différents populations picoplanctoniques sont-elles affectées? L’étude de I’action des
UV, en plus de renseigner sur la sensibilité des populations, pourrait faciliter la compréhension de
leur distribution relative. Joux et al. (1999) ont ainsi montré qu’il existe une grande variation dans la
réponse des communautés bactériennes dans les eaux de surface aux UV: ces derniers pourraient

influencer non seulement la dynamique mais aussi la structure de la communauté microbienne.

VI1.2.4.3 L’horloge biologique circadienne.
Nous avons obtenu pour Prochlorococcus quelques données suggérant I'existence d'une
horloge circadienne. Pour démontrer véritablement que le cycle de division du procaryote puisse

étre en effet contr6lé par un oscillateur endogene, il reste a tester dans un premier temps que le
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rythme circadien persiste dans une large gamme de température physiologique. Nous pensons que la
compensation & la température de la croissance de Prochlorococcus devrait étre rapidement
confirmé dans le sens ou les genes néecessaires a I'horloge circadienne semblent exister chez cet
organisme (voir Chapitre 4). La mise en évidence de genes nécessaires a I’horloge circadienne chez
Prochlorococcus ouvre un nouveau champ d’exploration Alors que Synechococcus et
Prochlorococcus possédent des génes kai, cela ne semble pas étre le cas chez la cyanobactérie d’eau
douce Synechocystis dont le génome a été entierement séquencé. Quelle en est la raison? N’y a t-il
qu’un seul mécanisme d’horloge chez les cyanobactéries? Pourrait-il y avoir plusieurs oscillateurs
comme chez Gonyaulax (Roenemberg & Morse 1993)? Qu’en est-il des autres procaryotes a
I’exemple des bactéries hétérotrophes qui montrent également des activités périodiques
journaliéres? Ces questions sont particulierement intéressantes pour expliquer les différences
enregistrées dans les modes de régulation du cycle cellulaire de Prochlorococcus, de
Synechococcus et des picoeucaryotes. Comme ces organismes occupent généralement les mémes
niches écologiques (Campbell et al. 1994a, Partensky et al. 1999a) mais présentent des
comportements différents (Jacquet et al. en préparation), posséder une horloge biologique différente
de celle des autres peut étre un avantage compétitif pour séparer les processus biologiques dans le
temps (vis a vis des éléments nutritifs notamment) et pour anticiper les changements

environnementaux résultant des cycles jour-nuit.

VII.25  L’analyse détaillée du cycle cellulaire.

Comprendre au niveau moléculaire comment est régulé le cycle cellulaire du picoplancton est
important pour prédire quelles sont les réponses physiologiques des cellules aux changements de
I’environnement. Chez Prochlorococcus, les genes dnaA et ftsZ, respectivement impliqués dans
I’initiation de la réplication de I’ADN et de la division des cellules, ont été sequencés chez
Prochlorococcus (Richter et al. 1998, Holtzendorff et al. en préparation, annexe 6). Il a été possible
d’étudier leur régulation pour des populations bien synchronisées par I’alternance lumiére-
obscurité. Julia Holtzendorff de I'Institut de Biologie et de Génétique de I'Université Humboldt de
Berlin a ainsi trouvé que dnaA et ftsZ sont des genes faiblement exprimés et surtout que leur
maximum d’expression se situe dans la méme phase du cycle cellulaire, la phase S (voir annexe 7).
Ainsi, il apparait que ces deux génes sont co-exprimés et que cela doive se faire avant que la
division ne se mette en place. Ces résultats ouvrent des perspectives d’étude comme celle de
s'intéresser dans un premier de temps de savoir si I'expression de ces genes est dépendante ou pas de
la lumiére ou si elle est gouvernée par une horloge biologique. Dans un deuxiéme temps, on peut

penser qu'il faille s’intéresser a d’autres genes, notamment chez Prochlorococcus dont le génome
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est presque entierement séquencé. La question de savoir si tous les génes du cycle cellulaire sont
régulés de la méme maniére et au méme moment apparait comme crucial pour mieux comprendre le

cycle cellulaire de I’organisme photosynthétique le plus abondant de la biosphere.
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Acide nucléique longue chaine polymérique ou alternent des désoxyriboses ou riboses
(qui sont des sucres) et des groupements phosphate avec des bases azotées (a savoir I’adénine,
la cytosine, la guanine et la thymine ou I’uracile suivant qu’il s’agit de la molécule d’ADN ou
celle d’ARN).

Adaptation structure particuliere, processus physiologique ou encore comportement qui,
dans I’évolution, permet a un organisme de mieux survivre ou de mieux se reproduire. C’est
un processus évolutif.

Archébactéries micro-organismes caractérisant une division d’origine ancienne,
distincte des bactéries par des lipides spécifiques et I’absence de peptidoglycane dans leurs
membranes. Les bactéries sont des procaryotes, c’est a dire des organismes dont les
chromosomes ne sont dans une enveloppe nucléaire (par opposition aux eucaryotes).

Autotrophe (auto : soi-méme, trophe: nourriture) se dit d’organismes capables de générer
la matiere organique a partir de substances minérales, d’eau et d’une source d’énergie (la
lumiere pour la photosynthese, un composé réduit chimiquement pour la chimiosynthese).
Par opposition, les hétérotrophes (hétéro: autre, différent) n’en sont pas capables et
dépendent directement ou indirectement des autotrophes, c’est a dire de molécules organiques
déja synthétisees.

Biomasse poids total de tous les organismes ou de I’un des groupes vivant dans une zone

donnée.

Boucle microbienne traduit de I’anglais « microbial loop » ou « microbial food
web »: caractérise les micro-organismes liés par des relations trophiques complexes
(prédation, compétition, ...).

“Food web are never this simple!» Dessin extrait de Tom Garison. 1995. Oceanography: an invitation
to marine science, 2™ edition, Wadsworth Publishing Company, 567 p.
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Chlorophylle pigment vert associé aux chloroplastes des plantes et algues ou aux
membranes de certaines bactéries, responsable de la capture de I’énergie solaire lors de la
photosynthése.

Ciliés organismes unicellulaires du phylum des protistes Ciliophora, se déplacant au moyen
de cils, c’est a dire d’organites semblables a des poils et plus petits que des flagelles.

Cohorte groupe d’organismes d’age semblable.

Colorant, fluorochrome, marqueur se dit d’une substance chimique permettant la
coloration du matériel biologique (typiquement les membranes, la chromatine, les protéines).

Communauté se dit des populations de toutes les espéces occupant un habitat
particulier et interagissant avec ce dernier.

Couche (zone) euphotique zone comprise entre la surface et la profondeur ou la lumiere est
encore suffisante pour que se déroule un processus photosynthétique effectif (d’aprés la
définition de Pérés & Devéze 1963). Traditionnellement, cette profondeur est fixée au a celle
recevant 1% de I’irradiance de surface. Cependant, la photosynthése peut se dérouler a des
intensités plus faibles (jusqu’a 0,1% de I’intensité lumineuse de surface).

CTD Conductivity, Temperature, Depth. Les capteurs mesurant ces différents parametres
sont associés a un systeme de bouteilles montées sur un support appelé rosette et qui s’ouvrent
et se ferment en réponse a une commande électrique envoyée a partir du bateau pour assurer
le prélevement d’échantillons d’eau a une profondeur choisie.

Culture organismes cultivés en laboratoire dans des conditions contrélées.

Cyanobactérie division des bactéries photosynthétiques n’ayant pas de reproduction
sexuee, contenant de la chlorophylle a et des phycobiliprotéines.

Cycle biogéochimique cycle des éléments au sein des organismes et du milieu
physique.
Cycle cellulaire étapes au cours desquelles une cellule passe de la naissance a la
division.

DGGE technique permettant, aprés amplification de I’ARN 16S d’une communauté
bactérienne par la réaction de polymeérisation en chaine (ou PCR de I’anglais Polymerisation
Chain Reaction), de séparer les produits obtenus et d’estimer ainsi la diversité bactérienne au
sein de communautés complexes.

Divinyl chlorophylle il s’agit d’un dérivé de la chlorophylle exclusivement présent
chez les prochlorophytes.

304



Glossaire 305

Division cellulaire  processus qui entraine la séparation en deux cellules filles d’une cellule
initiale, assurant ainsi la reproduction sous I’effet de la mitose ou de la méiose.

Ecologie étude des interactions entre les organismes et leur milieu de vie, y compris
I’environnement physique et les autres organismes qui y vivent.

Ecosysteme ensemble constitué des organismes d’un habitat particulier ainsi que leur milieu
de vie.

Environnement tout ce qui entoure un organisme, de la matiére vivante ou non ; la
température, I’intensité lumineuse, les espéces... font partie de I’environnement ou milieu de
vie.

Eucaryotes organismes dont le matériel génétique des cellules se trouve dans le noyau.

Facteur limitant  se dit d’un facteur environnemental physique ou chimique dont
I’absence ou la présence en quantité insuffisante limite la croissance normale des organismes.

FALS Forward Angle Light Scatter. En cytométrie en flux, correspond a la diffusion
de la lumiére a petit angle (<15°)

Fenétre en cytométrie en flux, terme désignant une zone ou région d'intérét définie sur
un cytogramme (représentation biparametrique) ou un histogramme (représentation
monopoarameétrique) dans le but d'étudier une population ou un parameétre donné.

Flagellés eucaryotes unicellulaires qui se déplacent au moyen d’un ou plusieurs flagelles,
c’est a dire de longs appendices en forme de fouet.

Front structure méso-échelle caractérisant la zone de transition, la frontiére entre des masses
d’eau ou d’air de densité différente. En milieu marin, un front se caractérise par un gradient
horizontal marque de salinité et de température.

Géne materiel génétique codant I’information pour une seule chaine polypeptidique.
Génome ensemble des genes (et des parties non codantes) d’un individu.

Géostrophique (littéralement de la terre qui tourne) se dit d’un phénomeéne résultant
d’un équilibre entre la force de Coriolis et la gravité.

GLOBEC  GLOBal Ocean ECosystems dynamics : Programme international ayant pour
vocation de comprendre les causes des variations enregistrées par les populations
d’organismes marins en réponse au changement climatique global et de poser la question de la
diversité biologique.

Hétérocontes organismes planctoniques unicellulaires présentant deux flagelles de taille
inégale. Ce groupe constitue fort probablement le groupe le plus diversifié des picoeucaryotes
(eucaryotes de taille inférieur a 3 um). On y trouve des diatomées de tailles picoplanctonique,
la classe des Chrysophyceae qui est une classe mixte contenant des autotrophes, des
hétérotrophes et des mixotrophes, la classe des Pelagophyceae (Andersen et al. 1993) avec
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Pelagomonas calceolata comme espéce type, et encore la classe nouvellement décrite des
Bolidophyceae (Guillou et al. 1999a).

Histogramme biparameétrique ou cytogramme. En cytométrie en flux, histogramme
représentant chaque événement par un point dont I'abscisse indique l'intensité du premier
paramétre et I'ordonnée l'intensité du second parametre.

Histogramme monoparamétrigue en cytométrie en flux, histogramme de fréquence
indiquant le nombre de cellules en ordonnées et la valeur du parametre analysé en abscisses.

Héte organisme qui héberge un parasite et lui assure son alimentation pour se développer et
se reproduire.

Hybridation in situ technique employant des sondes moléculaires (fluorescentes dans le cas
de I’hybridation fluorescente) permettant I’identification de séquences géniques spécifiques
par appariement chimique grace aux liaisons hydrogéne entre la sonde et la séquence
nucléotidique recherchée.

Indice mitotique la méthode dite de I’indice mitotique, formalisée par McDuff &
Chisholm (1982) et Vaulot (1992) consiste a transformer la courbe de fréquence des cellules
dans un évenement terminal du cycle cellulaire (la mitose par exemple) en courbe du taux de
division. Un dérivé de cette méthode est celle de la fréquence de cellules se divisant
formalisée par Hagstrom et al. (1979) qui consiste & établir la relation entre la fraction de
cellules se divisant (c’est a dire ayant un septum) et le taux de division. Ces deux méthodes
présentaient de sérieux inconvénients et ont laissé la place a la méthode d’estimation basée
sur le cycle cellulaire (Carpenter & Chang 1988).

JGOFS Joint Global Ocean Flux Study : Programme international de recherche
océanographique. Le but de ce programme, en cours d’achévement, a été de déterminer les
processus contrélant le flux du carbone entre I’océan et I’atmosphere et d’améliorer la
capacité d’effectuer des prédictions a I’échelle globale de la réponse de I’océan et de
I’atmospheére face a I’activité anthropique.

LASER vient de I’anglais light amplification by stimulated emission of radiation et
désigne un appareil qui génére un faisceau lumineux tres fin, trés intense et cohérent.

Lyse, lysogénie la lyse correspond a I’éclatement d’une cellule. On parle de cycle
lytique ou lysogéne suivant que les virus infectant les cellules se reproduisent et font éclater
leur cellule héte ou bien que I’ADN viral est intégré dans le chromosome de la cellule hote, le
tout restant sous une forme relativement stable.

Meétabolisme ensemble des processus biochimiques qui se produisent dans les cellules et
dont la finalité est, en particulier, la production d’énergie et la synthése de molécules
nécessaires a leur bon fonctionnement.

Micro-organisme  tout organisme microscopique telles que les bactéries et les algues
unicellulaires.
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Mitose la mitose est le processus de division cellulaire qui, contrairement a la méiose,
produit deux cellules filles souvent tres semblables & la cellule mere, en particulier dans la
quantité et la qualité du matériel génétique.

Nutriments substances nutritives (organiques ou inorganiques) indispensables au cycle de
vie des organismes.

Oligotrophe, mésotrophe, eutrophe se dit respectivement d’un milieu pauvre,
moyennent riche et riche en nutriments. Les criteres permettant de définir le niveau trophique
d’une région océanique sont généralement la quantité de chlorophylle par unité de volume ou
encore la concentration en nitrates. 1l est plus difficile de déterminer les limites sur la base de
la concentration en éléments inorganiques. On estime en général qu’en milieu oligotrophe, la
concentration en nitrates est inférieure & 0,5 umol.I™ et qu’elle est supérieure & 5 pmol.I" en
milieu eutrophe. Le tableau ci-dessous résume, sur la base du premier critere, la surface
océanique et la production biologique annuelle qui caractérisent chaque situation trophique
(d’aprés Antoine et al. 1996).

Province Chloroph3ylle Surface Production
mg.m" % % gC.mZan’

Oligotrophique [Chl] <0,1 55,8 44,0 91,0

Mésotrophique 0,1<[Chl]1<1 41,8 475 131,5

Eutrophique [Chl]>1 2,4 8,5 422,0

Organique relatif a la matiere vivante.

Paradigme modele théorique de pensée qui apporte son concours a la réflexion
scientifique.

Photomultiplicateur cellule photoélectrique qui transforme I’énergie lumineuse en
énergie électrique et qui assure I’amplification de I’énergie des électrons.

Photosynthése réaction chimique utilisant I’énergie solaire pour effectuer la synthése de
matériel glucidique et la production d’oxygene a partir d’eau et de dioxyde de carbone.

Phycobiliprotéines famille de protéines caractéristiques des cyanobactéries liées de
maniére covalente avec des groupes prosthétiques tétrapyrole (ou bilines). Il existe 4 types de
biline : la phycocyanine, la phycobilivioline, la phycoérythrobiline et la phycourobiline.

Physiologie étude du fonctionnement normal et des propriétés des organes, tissus, cellules
des étres vivants.

Pigment composé qui absorbe la lumiére visible. On parle de pigments accessoires pour
ceux qui absorbent et transférent I’énergie a la chlorophylle pour la photosyntheése.

Plancton organismes marins ou d’eau douce, animal ou végétal, flottant librement et qui
pour la plupart se déplacent passivement avec les courants.
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Population  tout groupe d’organismes qui coexistent en méme temps et au méme endroit et
qui sont capables de se reproduire entre eux.

Procaryote se dit d’une cellule dont le génome n’est pas compartimenté dans le noyau. Par
opposition, les eucaryotes disposent d’un véritable noyau délimité par une membrane.

Prochlorophyte organisme unicellulaire procaryote appartenant a la division des
Cyanophyta présentant des dériveés chlorophylle a et b et pas de phycobiliprotéines a
I’exception des souches de profondeur de Prochlorococcus. Les études de phylogénie
moléculaire ont révélé qu’il s’agissait d’un groupe polyphylétique, ne présentant pas d’ancétre
propre commun.

Production quantité de matiere produite par unité de temps.

Production primaire nette quantité correspondant a la photosynthese des organismes
autotrophes sans la respiration. Sinon on parle de production brute ou globale.

Productivité capacité a produire par unité de temps ou taux de croissance relatif. L’inverse
de la productivité est le taux de renouvellement de la biomasse (en anglais « turnover »).

A I’échelle du globe, on mesure la productivité primaire océanique en gramme de carbone par
unité (21e SLljrface (typiguement le métre carré) et par unité de temps (typiquement I’année) :
gC.m“.an

Les chiffres caractérisant la production primaire ne sont pas forcément trés parlants. Dans son
livre, « Oceanography: an invitation to marine science », Tom Garison propose un schéma de
la productivité primaire océanique globale en associant celle-ci a un référant originale : la
quantité de pomme produite sur la méme unité de surface et de temps. La carte ci-dessous
permet alors de mieux comprendre ce a quoi correspondent les chiffres donnés pour
caractériser la production de matiére.
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Protéine molécule organique formée de quelques dizaines a quelques centaines d’acides
aminés dont I’ordre et le nombre sont dictés par I’information contenue dans les génes. Les
enzymes sont des protéines.

Pycnocline  couche intermédiaire de I’océan dans laquelle la densité augmente rapidement
avec la profondeur. La température chute et la salinité augmente dans cette zone.

RALS Right Angle Light Scatter. En cytométrie en flux, correspond a la diffusion de
la lumiere & angle droit.

Seuil valeur d'un paramétre qui sert de limite inférieure retenue pour la prise en
considération des objets analysés. On l'utilise souvent pour éliminer le bruit électronique ou
des débris cellulaires.

Sonde nucléique ce sont des séquences nucléotidiques d’ADN ou ARN de taille variable
permettant la reconnaissance et I’identification de séquences géniques spécifiques.

Sous-espece sous division de I’espéce. Population ou ensemble de populations occupant une
zone discrete et différant génétiquement des autres groupes géographiques de la méme espéce.

Stress terme d’origine anglaise désignant un ensemble de perturbations, notamment
physiques, qui agresse I’organisme.

Ultraviolets les rayons ultraviolets ou UV appartiennent au rayonnement électromagnétique
émis par le soleil, absorbés par la couche d’ozone de la haute atmospheére. Ils sont invisbles a
I’ceil humain et se situent dans des longueurs d’onde comprises entre 200 et 400 nm.

Virus particule infectieuse ultramicroscopique composée d’un acide nucléique et de
protéines (quelque fois de lipides) et qui ne peut se reproduire que dans des cellules vivantes
hotes. On parle de virion pour I’unité ou particule minimale virale capable d’infecter une
cellule.

WOCE World Ocean Circulation Experiment : Programme international visant a
fournir des modeles ameéliorés de la circulation océanique avec I’objectif final de pouvoir
prédire les variations climatiques a long terme. Ce programme qui vient de se terminer a été le
plus important jamais mis en place, réunissant plus de 40 nations.
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RESUME Dynamigue des populations picoplanctonigues marines

Etablir comment la variabilité temporelle et spatiale de I'environnement structure les réponses biologiques a I'échelle de
la population, de la cellule, et depuis peu an niveau moléculaire, est un theme central de I'océanographie biologique
contemporaine. La boucle microbienne, c’est-a-dire la communauté formée par le picoplancton photosynthétique, les
bactéries hétérotrophes et le microzooplancton, est extrémement dynamique. L'échelle temporelle avec laquelle ces
phénomenes ont été étudiés précédemment (celle de la semaine ou du mois) s'est révélée inadéquate pour cerner cette
dynamique. En développant des méthodes d'échantillonnage appropriées et en utilisant la cytométrie en flux comme
outil d'analyse, nous avons pu concentrer notre attention sur I'échelle de la journée pour tenter de mieux comprendre la
variabilité a petite échelle car c'est elle qui in fine pourrait expliquer les évolutions a long terme des populations. Au
laboratoire, nous nous sommes intéressés aux processus de synchronisation des populations par la lumiére en étudiant
I'effet d'entrainement d'un rythme circadien jour-nuit sur différentes souches et especes de Prochlorococcus,
Synechococcus et de picoeucaryotes. Cette étude a permis de révéler la complexité des processus de synchronisation,
ces derniers variant considérablement entre les populations au regard de la phase, de I'amplitude des différents
parametres mesurés comme la taille, le contenu en chlorophylle et le cycle cellulaire mais également au regard du
moment des événements remarquables (réplication de I'ADN, division). Ces résultats permettront de mieux interpréter
les variations observées dans la nature pour ces populations. Une attention plus particuliére portée a Prochlorococcus
(I’organisme photosynthétique le plus abondant de la biosphére) nous a permis de montrer que le signal synchronisant la
réplication de I'ADN chez ce dernier est lié au lever du jour. En rade de Villefranche-sur-mer, une approche trés
fructueuse pour I'étude de la dynamique haute fréquence du picoplancton a été celle liée a I'utilisation du cycle
cellulaire. Aprés marquage de I'ADN des cellules par le SYBR-Green | (un nouveau colorant), le cycle cellulaire d'une
population de Synechococcus a pu étre facilement visualisé par cytométrie en flux, révélant la trés bonne
synchronisation de la réplication de I'ADN et de la division de la cyanobactérie, qui ont lieu en fin de journée. Cette
étude a surtout permis de montrer que le taux de croissance pouvait varier d'un jour a l'autre en réponse aux fluctuations
de l'environnement lumineux (c'est a dire de la couverture nuageuse) mais également que les consommateurs
s'adaptaient trés rapidement (en un jour) aux variations du taux de croissance. En mer d'Alboran, nous avons analysé
comment la dynamique des populations était influencée par I'hydrologie locale (soit un systeme jet-front géostrophique
marqué), l'alternance jour-nuit restant toutefois le stimulus majeur pour expliquer les rythmes journaliers enregistrés
pour les parameétres cellulaires (taille et fluorescence pigmentaire).

ABSTRACT Dynamics of marine picoplankton populations

Variability is important in the upper ocean and concerns tiine uid space as well as physical, chemical and biological
parameters. Recently, the short time scale variability of biology-related parameters of the planktonic community such as
cell abundance and size, pigment fluorescence or cell cycle has received increased attention with evidence of growth
and loss processes occurring at the daily scale. Using high frequency data sampling, acquisition and analysis techniques,
we concentrated our work on the short time scale variability of picoplankton since it is very relevant to long term
evolution. First a comparative study of the efrect of a liht-dark cycle on the phasing of cell parameters such as scatter,
pigment fluorescence and cell cycle on a variety of marine picophytoplanktonic strains and species of Prochlorococcus,
Synechococcus and picoeukaryotes was investigated using flow cytometry. Processes of synchronization were complex
and differed among species, as revealed by phase and magnitude of oscillations of scatter, fluorescence or cell cycle.
These results should help to interpret diel variations in oceanic optical properties in regions where picoplankton
dominate. Second, we concentrated our attention on the cell cycle regulation by light of Prochlorococcus, likely the
most important photosynthetic organism on earth, and we showed that the onset of light is the signal responsible of cell
cycle synchronization. In the field, one local study and one cruise study were performed to assess the high frequency
variability of picoplanktonic populations. In Villefranche Bay, the cell cycle approach was very useful to study the
dynamics of Synechococcus. Its cell division cycle was tightly coupled to the daily light cycle, allowing to estimate
growth rate, which averaged 0. 95 d™ (SD = 0. 16, n = 7). A major result was the day-to-day variability of division rate
that could be related directly to irradiance and cloud cover influence. In addition, this study revealed that grazers could
adapt very rapidly (in one day) to in situ growth rate changes. In the Alborin Sea, .we showed that picoplankters were
highly dynamic and afrected by physical forcing, the day-night altemance being the main factor to explain clear diel
patterns recorded for all the cellular parameters of the populations.
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Océanologie biologique et environnement marin
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Picoplancton, écologie, dynamique haute fréquence
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