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Introduction générale

Cycle général du carbone

L’un des grands problémes écologiques de notre époque est I’augmentation des gaz a
effet de serre dans I’atmosphére. Cette augmentation provoque un réchauffement global de la
planéte dont les conséquences méme si elles sont difficiles a évaluer risquent de devenir
catastrophiques. Parmi les gaz ayant cette propriété on trouve notamment le CO, et le CHy,
comme leur formule I’indique tous deux sont formés a partir de carbone. Le carbone est
I’¢1ément a la base de la vie sur terre et il existe un cycle d’échange entre les réservoirs (Figure
1). Le second plus gros réservoir de carbone apres la lithosphére qui contient plus de 50 000 000
GtC, est I’hydrosphére (Figure 1) qui est majoritairement (>99%) formée par I’océan. Le role de
I’océan doit par conséquent étre important dans ces échanges.

Jusqu’au début de 1’ére industrielle, les échanges entre le carbone de 1’atmosphere et les
autres réservoirs étaient équilibrés. Mais depuis 1850, I’intensification des activités anthropiques
provoque une forte augmentation des pressions de CO, et de CH,; dans I’atmosphére.
L’augmentation de la teneur en carbone de I’atmosphére est toutefois atténuée par le rdle de
tampon de I’océan dont certaines régions absorbent 1’excés de gaz, ce sont des zones « puits ».
Le comportement de 1’océan face a une augmentation continue de ces gaz dans I’atmospheére

reste toutefois difficile a évaluer puisqu’il dépend de nombreux facteurs.
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Figure 1 : cycle du carbone : réservoirs en gigatonnes de carbone (Gtc) et processus d’échanges
entre réservoirs (Berner et Berner 1996, Kump et al. 1999).

http://www.ggl.ulaval.ca/personnel/bourque/s3/cycles.biogeochimiques.html

Le cycle du carbone dans I’océan

Les échanges de CO; entre océan et atmosphere sont régis par des lois physicochimiques
et répondent a des besoins biologiques. Les processus physicochimiques vont faire tendre les
teneurs en carbone de 1’océan et de 1’atmosphere vers un équilibre. Ces échanges varient entre
autre, selon la température et la surface de mélange qui est liée a I’intensité du vent. Les couches
d’eau supérieures se chargent en carbone particulierement au niveau des pdles ou la température
des eaux est basse. Le refroidissement des masses d’eaux chargées en carbone va provoquer un
plongeon de ces eaux vers des profondeurs ou le carbone est séquestré pour des durées de 1’ordre

du millier d’années. En fonction de ces paramétres, certaines zones océaniques vont absorber du



carbone, ce sont des zones « puits» tandis que d’autres vont rejeter du carbone dans

I’atmosphere, ce sont des zones « sources » (Figure 2).

' EC!U_ﬁTEUFI
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k.\_(—f-\_.ru\_,—\_ @\/-‘-‘_ﬂ_‘-‘ e
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MINERALISATION
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Figure 2 : Représentation schématique de la circulation océanique et du cycle du carbone. Extrait

du hors série ""Les Humeurs de I'Océan" du magazine Pour la Science, 1998.

En sus des paramétres physicochimiques, des processus biologiques interviennent dans
les échanges de carbone océan-atmosphére. La photosynthése qui consomme une partie du
carbone en surface, puis la sédimentation du phytoplancton provoque un gradient de
concentration dans la colonne d’eau. La partie de la biomasse formée en surface qui sédimente
emporte du carbone vers les couches océaniques profondes. Les couches de surface ont alors une
teneur en carbone plus faible que les couches profondes. A 1’issue de la sédimentation une partie
du carbone est séquestrée dans les eaux profondes et une moyenne de 0.3 % du carbone produit
en surface est intégrée aux sédiments (Emerson et Hedges 1988). Ce principe est appelé la

pompe biologique et tend a augmenter le transfert de CO, vers 1’océan profond.



La pompe biologique de carbone

En dépit des nombreux progres réalisés dans le cadre du programme JGOFS (Joint Global
Ocean Flux Study), les mystéres entourant le fonctionnement et I’efficacité de la pompe
biologique sont loin d’étre éclaircis et de nombreuses questions restent d’actualité. Le terme de
pompe biologique est employé en milieu océanique de facon aussi abusive que peut I’étre le
terme d’eutrophisation en milieu cotier. Dans cette thése, la pompe biologique correspond a
I’ensemble des mécanismes qui assurent le transfert d’une partie de la production primaire
marine vers les profondeurs excédant la profondeur de la couche de mélange hivernale, de sorte
que le carbone ne sera plus échangé avec I’atmosphere avant quelques décennies ou quelques
siecles, c'est-a-dire sur des échelles de temps relevant de celle associée au changement
climatique.

Certaines algues unicellulaires favorisent plus que d’autres la sédimentation du carbone.
Ces microalgues peuvent étre lestées par des minéraux ou s’intégrer a des particules plus grosses
qui sédimentent rapidement. Il existe deux types de ballasts biogéniques, la silice biogénique
(S10; ou BSi0O,) principalement formée par les diatomées (Figure 3a), et le carbonate de calcium

(CaCO0s) formé majoritairement par les coccolithophoridés (Figure 3b).

Figure 3 : (a) diatomée : Coscinodiscus granii  (b) Coccolithophoridé: Emiliana huxleyi



Quels sont les roles respectifs des diatomées et des coccolithophoridés ?

Cette question qui n’a pour I’instant pas de réponse claire, est le sujet de nombreuses
¢tudes. Nous verrons au cours de cette étude, que le role attribué aux diatomées ou aux
coccolithophoridés dans 1’export ou le transfert plus profond de carbone, est fortement dépendant
de la fagon avec laquelle I’export hors de la couche de surface est estimé.

La production de coccolithophoridés a des effets antagonistes sur la pompe biologique de
carbone. La formation des coccolithes, i.e. les coquilles de -calcaire (CaCOs) des
coccolithophoridés, rejette du CO; (equation 1) mais lorsqu’elles sédimentent, les

coccolithophoridés comme les diatomées transportent le carbone associé (Figure 4).

Ca’" +2 HCO> > CaCOs + H,0 + CO, équation 1

Or ganic carbon pump Calcdum carbomate pump

Atmosphere

Diatomées Coccolithophoridés

Figure 4 : les pompes biologiques, la dure et 1a molle.

Extrait du site

http://www.awi-potsdam.de/Carbon/calcif-d.html



L’importance des diatomées

11 existe plus de 200 000 especes de diatomées (Mann et Droop 1996). Ces microalgues
forment I’un des plus importants groupes phytoplanctoniques et dominent la production dans de
nombreuses zones océaniques (Nelson et al. 1989, Tréguer et al. 1991, Wassmann 1991,
Ragueneau et al. 1994, Raguencau et al. 1996, Brzezinski et al. 1998, Dugdale et Wilkerson
1998). Nous savons que les diatomées ont une forte propension a former des agrégats (Alldredge
et Gotschalk 1989, Thornton 2002) et que ceux-ci contribuent pour la majeure partie au flux de
carbone vers 1’océan profond (syntheése dans Turner 2002). Pour beaucoup, les diatomées sont
donc responsables d’une grande partie du transport de carbone vers les couches profondes
(Goldmann 1993, Dugdale et al. 1995, Nelson et al. 1995, Raguencau et al. 2000, Armstrong et
al. 2002, Thornton 2002, Sanchez-Vidal et al. in press). Ceci est bien entendu en contradiction
avec les récentes exploitations des bases de données de flux de particules dans I’océan qui
attribuent majoritairement ce transfert aux coccolithophoridés (Frangois et al. 2002, Klaas et
Archer 2002). Cette incertitude a, en grande partie, motivé le présent travail. En plus de leur
faculté¢ a transporter le carbone vers les couches profondes, les diatomées sont a la base de
chaines alimentaires trés productives (Silver et al. 1978, Cushing 1989, Thornton 2002) et seul
un trés petit nombre d’espéces est toxique ou nuisible pour le zooplancton et les échelons
trophiques supérieurs (Turner 2002, Raguencau et al. 2004). I est enfin reconnu que les
diatomées sont une composante essentielle des « flocs » de phytodetritus observés sur les grands
fonds (Billett et al. 1983, Smith et al. 1996), qui constituent une source de nourriture importante

pour les organismes benthiques (Graf 1992, Smith et al. 1993).

Le silicium est présent dans I’eau de mer sous forme dissoute, I’acide orthosilicique
(Si(OH)4, dénommé dans la suite DSi). Les diatomées l’utilisent sous cette forme comme
¢lément nutritif pour constituer leur carapace siliceuse appelée frustule. Compte tenu de

I’importance des diatomées dans la production primaire, 1I’export et le transport de carbone vers
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les grands fonds, les cycles biogéochimiques du Si et du C sont liés. De fait, Ragueneau et
collaborateurs (2002) ont étudié les interactions entre ces deux cycles, depuis la surface jusque
dans les sédiments dans neuf provinces biogéochimiques extrémement différentes. Ils ont montré
I’existence d’une relation empirique capable de décrire 1’évolution des rapports Si/C avec la
profondeur, dans n’importe quelle zone de 1’océan ouvert, a partir de la connaissance de ce

rapport pendant la production (Figure 5).

Si:C

Depth (m)

6000 PAP EqPac OSP
BATS

Figure 5: Ragueneau et al. 2002. Profils des rapports Si/C dans 4 sites de
I’océan global. Ces profils ont permis d’établir une relation empirique valable
dans I’océan mondial qui décrit I’évolution des rapports Si/C en fonction de la

0.41

profondeur : Si/C,=Si/Cyxz .

S’intéresser au role des diatomées dans la pompe biologique implique de comprendre les
processus qui contrdlent leur contribution a la production primaire totale, ainsi que ceux qui
contrdlent le devenir du carbone qu’elles transportent. Concernant ce dernier aspect, les flux de
Si et de C doivent étre quantifiés au bas de la couche de mélange hivernale. Cette profondeur se

situe, selon les régions, entre 50 et 500 m avec quelques pointes vers 800 m (Levitus, 1994). 11



s’agit 1a des profondeurs correspondant a la zone mésopélagique dont il est reconnu (IMBER
implementation plan) que nous ne savons pas grand-chose (i) des organismes qui la composent,
(11) des flux qui la traversent et (ii1) des interactions entre les organismes et ces flux. Les flux de
matiere sont peu connus car les pi¢ges a particules fonctionnent trés mal dans cette zone (volume
spécial édité par Wassmann et al. 1990, Yu et al. 2001). Nous allons évoquer ces difficultés, voir
comment elles sont abordées généralement et proposer une approche qui constitue I’essentiel de
cette these : la reconstitution des flux et I’étude du role des diatomées dans la pompe biologique

a partir d’études in vitro de la dissolution de la silice biogénique contenue dans les agrégats.

Estimation des flux de Si et C pendant la sédimentation

La principale technique pour estimer les flux dans la colonne d’eau est I’emploi de picges
a particules. Des informations essentielles ont été obtenues avec cette technique, en particulier
lors du programme JGOFS, elle n’est cependant pas exempte de biais. Les problémes
d’échantillonnages en pi¢ges a particules font eux aussi I’objet d’un volume spécial publié par la
station biologique suédoise de Kristinerberg (Wassmann et al. 1990). Ces problémes sont
multiples, particuliérement dans la zone mésopélagique au sein de laquelle Yu et al. (2001) ont
démontré le manque d’efficacité. La principale source d’erreur provient de la dégradation du
matériel organique piégé dans les godets, qui a été partiellement résolue par 1’utilisation
controversée de divers poisons (Gundersen 1990, Lee et al. 1990). Le second probléme concerne
la remise en suspension si les pieges a particules sont déployés trop prés du fond, et les apports
horizontaux de matiére dus a des phénoménes hydrodynamiques et aux courants océaniques
(Bodugen et al. 1990). La troisiéme source d’erreur provient de la fragilité de certaines particules
composant le flux de particules comme les agrégats par exemple, qui ont une structure
extrémement fragile au-dessus de 1000 m. La quatriéme et derniére source d’erreur (connue) est
le broutage de la matiére piégée par le zooplancton (Silver et al. 1998). Les flux d’isotopes du

Thorium et du Palladium (*°Th et **'Pa) permettent toutefois 4 Yu et collaborateurs de



démontrer I’efficacité des picges a particules en dessous de 1200 m jusqu’a environ 700 m au-
dessus des sédiments.

On le voit, les piéges a particules ne permettent qu’une estimation des flux dans la zone
mésopélagique, généralement obtenue par corrections en utilisant, par exemple, les flux de
Thorium. L’export de carbone et de silicium hors de la couche de surface (0-200 m) ou au-dela
de la couche de mélange hivernale, doit généralement étre estimé de manicre indirecte. Pour le
Si, I’export est souvent déduit par différence entre la production et la dissolution de la BSiO,
dans la couche de surface. A I’échelle globale, environ 50 % de la production de BSiO; se
redissous dans cette couche, de sorte que 50 % s’en trouve exportée (Tréguer et al. 1995 ; Figure
6). Il existe relativement peu de données de production et surtout de dissolution, qui sont
estimées a I’aide des isotopes stable *°Si (Nelson et Goering 1977, Nelson et Goering 1977,
Nelson et al. 1995, Brzezinski et al. 2003, Corvaisier et al. 2005) et radioactif **Si (Tréguer et
al., 1991). Nelson et ses collaborateurs (1995) ont synthétisé 1’ensemble des mesures réalisées
jusqu’alors. Ils mettent ainsi en évidence la variabilité spatiale et temporelle de I’intensité du
recyclage et discutent I’ensemble des facteurs pouvant 1’expliquer. Brzezinski et ses
collaborateurs (2003), ont compilé les mesures du rapport dissolution /production (D/P),
démontrant I’importance de la formation de blooms dans la variabilité spatiale et temporelle de
ce rapport. De I’intensité de la dissolution dépend I’export de BSiO,. Cette approche n’apporte
cependant pas d’informations sur le devenir de la BSiO, plus en profondeur, notamment dans la

zone mésopélagique.
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Figure 6 : Cycle de la silice dans ’océan de Tréguer et collaborateurs (1995)

Pour le carbone, une approche empirique a longtemps été adoptée pour en estimer les flux
a travers la zone mésopélagique. Dans cette approche, les flux de carbone sont représentés en
utilisant des algorithmes du type de ceux de Suess (1980), Betzer et al. (1984), Martin et al.
(1987). Ce type d’approche a été utilisé pendant de nombreuses années dans les modéles globaux
pour reconstruire les flux de carbone dans la colonne d’eau, en dépit de la faible valeur
prédictive de ce type de représentation (Passow 2004). Le probléme principal avec cette
approche est que I’essentiel de la décroissance exponentielle observée se produit dans la zone
mésopélagique ou les pieges a particules fonctionnent trés mal. Cela signifie que la courbure de

ces relations qui relient la production primaire en surface aux flux mesurés vers 1000 m est fort

10



mal contrainte. Du coup, I’estimation du flux de carbone exporté est fortement dépendante de
I’algorithme choisi, comme le révéle 1’étude d’Antia et al. (2001) lors de la reconstruction de

I’efficacité de I’export en fonction de la production primaire (Figure 7).
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Figure 7 : de Antia et al. (2001). (a) Relation entre le « rain ratio » et la profondeur en utilisant des
algorithmes de la littérature et de I’étude d’Antia et collaborateurs (2001) qui utilise seulement les
données corrigées avec le 'Th. L’encart représente la régression entre les flux mesurés aux
profondeurs des trappes et les flux calculés dans I’étude d’Antia et al. (2001). (b) Changement dans
le taux d’export calculé 2 125m en utilisant les algorithmes figure (a). ER;2s = cPP *' x 125". Quand

a =1, ER;,5 est constant.

Depuis quelques années, les modéles biogéochimiques, qu’ils soient 1D, 3D-régionaux
ou globaux, tentent d’incorporer une description explicite de la sédimentation des particules et le
devenir de ces particules est modélis¢é sous la forme d’une compétition entre vitesse de
sédimentation et vitesse de recyclage (Pondaven et al. 1998, Heinze et al. 2003). Malgré les
progres réalisés dans la représentation du flux de sédimentation, les problémes de cohérence
entre les flux reconstruits par les modeéles et les flux mesurés in situ par I’intermédiaire des
picges a particules ne sont pas résolus (Ridgwell et al. 2002, Heinze et al. 2003). Ces problémes

peuvent avoir plusieurs origines, en particulier la difficult¢ de représenter correctement la
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dynamique des particules qui est extrémement complexe, et la difficult¢é de paramétrer
correctement les processus de reminéralisation qui demeurent encore largement sous-étudiés par
rapport aux processus controlant la production en surface.

Et finalement, méme si dans certains mode¢les, la vitesse de sédimentation évolue avec la
profondeur (Kriest et Evans 1999), les vitesses de reminéralisation utilisées restent constantes
tout au long de la colonne d’eau. La vitesse de dissolution de la
BSiO, utilisée, a été généralement mesurée en surface ou en
laboratoire sur des cellules libres. Pourtant, Turner en 2002

décrit le flux de sédimentation comme étant composé d’agrégats,

de pelotes fécales et de cellules libres. Les cellules libres

Figure 8 : Photo d’une

, sédimentent a des vitesses comprises entre 1 et 20 m par jour
Pelote fécale

(Smayda 1970, 1971, Bienfang 1981, Turner 2002) et sont
rapidement recyclées. Les pelotes fécales (Figure 8) qui forment le deuxiéme groupe de
particules sédimentent rapidement avec des vitesses de 12 a 1000 m par jour (Turner 2002,
Gallinari et al. in prep, Schultes et al. in revision). Et
finalement, les agrégats (Figure 9) forment la grande majorité
du flux de sédimentation. Les agrégats sédimentent en ’i

moyenne 100 fois plus vite qu’une cellule libre (Alldredge et . ‘

Silver 1988).
Figure 9 : Photo d’agrégats

de diatomées.

Les mesures de vitesses de reminéralisation, quelque soit 1’élément étudié, sont rares,
parce qu’elles sont délicates. Le probléme se pose, de 1’applicabilité des mesures réalisées en
laboratoire pour représenter des vitesses de reminéralisation réalistes, qui puissent étre utilisées
dans les modéles ; un volume spécial de la revue « Chemical Geology » a été publié sur ce
probléme (Brantley et Velbel, 1993). Enfin, par exemple au niveau de la BSiO,, les vitesses

utilisées ont en général été mesurées sur des cellules libres qui, comme on 1’a vu, sont loin de
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représenter la composante principale du flux de sédimentation (Turner 2002). D’ailleurs, dans le
cadre du projet ORFOIS, notre tache consistait a mesurer les propriétés de dissolution de la

BSi0; non plus sur des cellules libres, mais sur des pelotes fécales et des agrégats.

Importance de la dissolution dans la reconstruction des flux de BSiO,

Les mesures de dissolution de la BSiO, dans les agrégats constituent le cceur de la
présente thése. Elles seront utilisées de trois facons différentes, dans 1’optique de contribuer a
améliorer notre compréhension du role des diatomées dans la pompe biologique. La premiére
d’entre elle ne sera pas décrite dans ce manuscrit; il s’agit de 1’utilisation des données
expérimentales acquises au niveau de la dissolution dans les agrégats pour la paramétrisation des
modeles globaux précédemment cités, ce travail étant actuellement en cours (collaborations avec
C. Heinze, M. Gehlen, O. Aumont, I. Kriest et K. Soetaert). La deuxiéme optique consiste a
utiliser les mesures expérimentales de la dissolution de la BSiO, dans les agrégats pour
reconstruire les flux de BSiO, dans la colonne d’eau et en déduire des informations sur la
profondeur de reminéralisation, qui est un ¢lément essentiel du controle de la contribution des
diatomées a la production primaire, et donc a leur role dans le contréle de I’efficacité¢ de la
pompe biologique.

Pourquoi étudier la dissolution de la BSiO; ?

Les sources de DSi dans la couche de surface de 1’océan sont les rivieres, les remontées
d’eaux profondes (upwelling), le recyclage de la BSiO; et, de moindre importance, les poussiéres
atmosphériques (Figure 6). Le recyclage de la BSiO, dans la colonne d’eau est un processus
important qui peut fournir jusqu’a 50% de la DSi nécessaire a la production de diatomées dans
I’océan ouvert (Dugdale et al. 1995, Nelson et al. 1995, Tréguer et al. 1995, Ragueneau et al.

2000).
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Figure 10: Répartition de la DSi dans I’océan mondial, (a) en surface et (b) a 1750 m. Cartes

obtenues sur le site du NODC, http://www.nodc.noaa.gov/OC5/WOAO1F/.
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Les eaux océaniques ont des concentrations en DSi généralement comprises entre 0 et 200 uM
(Figure 10). La moyenne pour I’océan global est de 70 uM (Tréguer et al. 1995). Dans tous les
systéemes marins, 1’eau de mer est sous-saturée en DSi. La silice biogénique formée par les
diatomées a une solubilité qui est estimée, selon les auteurs, entre 500 et 1800 uM pour des eaux
dont la température varie entre 4 et 25°C (Hurd et Theyer 1975, Kamatani et Riley 1979, Van
Cappellen et Qiu 1997a, 1997b, Rickert 2000, Gallinari 2002). La BSiO, aura donc
naturellement tendance a se dissoudre. La profondeur et I’intensité du recyclage de la BSiO, vont
influencer la production de diatomées et la pompe biologique de carbone a différentes échelles
de temps.

Un recyclage en surface est une source de DSi immédiatement disponible pour la
production de diatomées. Plus en profondeur, la dissolution de la BSiO; est trés peu étudiée. Une
estimation de la dissolution en profondeur est réalisable, en comparant les flux de sédimentation
a la production en surface (Blain et al. 1999). Lorsque le recyclage de la BSiO, a lieu plus en
profondeur, la DSi et le carbone dissous associé¢ sont transportés par la circulation océanique
jusqu’a étre ramenés en surface dans d’autres zones océaniques par des courants ascendants ou
des upwelling. A long terme, la DSi provenant du recyclage profond pourra étre utilisée par les
diatomées et le carbone inorganique sera a nouveau en contact avec 1’atmosphere. Seuls de rares
travaux étudient la dissolution de la BSiO, dans la colonne d’eau. Les théses de Dirk Rickert
(2000) et de Morgane Gallinari (2002) ont permis de mieux connaitre la dissolution de la silice
biogénique pendant la sédimentation. Tous deux ont étudié¢ les paramétres cinétiques de
matériaux de pieéges a particules déployés sous 1000 m, qu’ils ont comparés avec la vitesse de
dissolution et la solubilité de la BSiO, des diatomées en surface et dans les sédiments. Ces études
ont aidé a améliorer nos connaissances sur les processus intervenant lors de la sédimentation et a
paramétrer les modeéles biogéochimiques (Heinze et al. 2003).

Lorsque la BSiO; ne se dissout pas, elle peut atteindre les sédiments et jusqu’a 3 % de la

BSiO, produite en surface peuvent étre séquestrés dans les sédiments (Figure 6), ce qui
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représente un taux de préservation dix fois supérieur a son équivalent pour le carbone organique
(Emerson et Hedges 1988). Compte tenu de cette bonne préservation, de I’importance des
diatomées dans la pompe biologique et de la présence de sédiments siliceux dans les sédiments
de tous les océans et en particulier de ’océan Austral qui joue un role si important dans les
équilibres planétaires (Sarmiento et al. 1998), I’accumulation de BSiO, dans les sédiments
posséde un fort potentiel en tant que « proxy » de la paléoproductivité. L’utilisation de ces
enregistrements pour reconstruire les productions de 1’océan passé nécessite toutefois de
connaitre les mécanismes intervenant sur la dissolution de la BSiO,, sur sa préservation ainsi que
sur les interactions entre les cycles du Si et du C (Ragueneau et al. 1996, Ragueneau et al. 2000).

La troisieme optique se fonde sur la deuxieme et combine les reconstitutions des flux de
BSi0O, avec 1’équation décrivant le devenir du rapport Si/C avec la profondeur (Figure 5,
Ragueneau et al. 2002), pour quantifier les flux de carbone au bas de la couche de mélange

hivernale et discuter plus avant du réle des diatomées dans le contréle de ces flux.

Objectifs de la thése
L’objectif général de cette thése est donc d’étudier la contribution des diatomées a la pompe
biologique de carbone, en se fondant sur une étude approfondie de la dissolution de la silice
biogénique dans la composante principale du flux de sédimentation : I’agrégat.
Pour atteindre cet objectif, je vais plus spécifiquement répondre aux questions suivantes :
1. Quelle est I'intensité de la dissolution de la BSiO, dans les agrégats et quels sont les
mécanismes biogéochimiques internes aux agrégats qui la controlent ?
2. Les mesures expérimentales réalisées en laboratoire sont-elles valides en milieu naturel et
si oui, quelles sont les implications de 1’incorporation des diatomées dans les agrégats,
sur la profondeur de recyclage de la BSiO, et sur la production de diatomées, a

différentes échelles spatio-temporelles ?
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3. Est-il possible de reconstruire les flux de carbone au bas de la couche de mélange
hivernale a partir des flux de BSiO; reconstruits a partir des expériences de dissolution, et
si oui, quelles informations pouvons-nous en déduire sur le fonctionnement de la pompe

biologique et le role des diatomées dans le contrdle de son efficacité ?

Chapitre I

Expérience de laboratoire

Chapitre II

Modéle mécanistique

Reconstruction des flux de
BSiO,

Paramétres de
dissolution de la
BSi0O,

agrégats

+ vitesses de sédimentation
des différentes particules

colonne d’eau théorique

Base de données de
Paramétrisation deg pieges a paricule

modeles globaux

ORFOIS

Reconstruction des flux de
BSiO,

(Si/C),= (Si/C)p x 2*! @

Flux de carbone
organique

Milieu naturel

Chapitre III

Chapitre IV : Synthése et Perspectives

Amélioration de la

reconstruction des flux de BSiO,

Modification des propriétés de
dissolution pendant la
sédimentation

Impact indirect de la pression
par I'intermédiaire des bactéries

Figure 11 : Schéma du plan de thése

Amélioration de la
représentation des flux de C

Etude expérimentale des
interactions Si-C
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Plan de thése (Figure 11)

Le chapitre I décrit les expériences de dissolution et le modéle mécanistique qui ont été
réalisées et développé pour quantifier et comprendre 1’intensité du recyclage de la BSiO; et les
mécanismes qui la contrdlent, au sein des agrégats. Les expériences de dissolution ont été
effectuées pendant un séjour de 7 mois a 1’Alfred Wegner Institut (AWI) de Bremerhaven en
Allemagne, grace a une collaboration avec Uta Passow. Pendant ce sé¢jour, 18 expériences de
dissolution ont été réalisées (13 sur des agrégats de diatomées et 5 sur les cellules libres
correspondantes). Les résultats de la dissolution de la BSiO, sont associés a des mesures de
paramétres connus ou soupgonnés pour influencer la dissolution, telles que, la viabilité (Nelson
et al. 1976), la concentration bactérienne (Patrick et Holding 1985, Bidle et Azam 1999), la
concentration interne en DSi des agrégats (Van Cappellen et Qiu 1997a, 1997b) et encore les
concentrations en TEP (Dachs et Bayona 1998, Passow 2002). Ces expériences ont permis
d’écrire la publication « Evidence for reduced biogenic silica dissolution rates in diatom
aggregates » présentée en premiére partie de ce chapitre et actuellement en révision chez les

éditeurs de la revue Marine Ecology Progress Series (MEPS).

Ma these s’est déroulée dans le cadre d’un deuxiéme projet européen, Si-WEBS (Natural and
anthropogenic modifications of the Si cycle along the land-ocean continuum: Worldwide
Ecological, Biogeochemical and Socio-economical consequences). Si-WEBS est aussi un réseau
de formation grace auquel les thésards et jeunes docteurs participant au projet ont été initiés a la
modélisation par des spécialistes reconnus. Cette formation nous a permis d’envisager la
modélisation d’un agrégat pour répondre aux questions posées a partir de 1’expérimentation. Ce
modele a été réalisé grace a la collaboration de P. Van Cappellen et de G. Laruelle de I’université
d’Utrecht (Pays-Bas). Il a pour but de mieux comprendre les mécanismes internes de I’agrégat en
terme de diffusion et de dissolution, et de déterminer 1’éventuelle participation des paramétres
mesurés lors des expériences présentées au Chapitre 1.1. Ces travaux ont donnés lieu a I’écriture

de la publication présentée en deuxiéme partie du chapitre I (partie 1.2) : « A model investigating
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reasons for lower dissolution rates of biogenic silica in aggregated versus non-aggregated

diatom cells », soumise sous forme d’une note pour la revue Limnology and Oceanography.

Le chapitre II présente I’approche développée pour reconstruire les profils de flux de
BSi0; de la colonne d’eau a partir des résultats des expériences décrites au chapitre 1. Les flux et
les mesures de dissolution de BSi0O, réalisées sur des agrégats et des pelotes fécales, sont validés
grace a la confrontation des flux calculés avec ceux mesurés via les piéges a particules. Cette
approche fournit de précieuses informations sur le mode de transport de la BSiO, dans la colonne
d’eau ainsi que sur la profondeur de recyclage de la BSiO, intégrée aux différents types de
particules. Cette approche est présentée sous la forme d’une publication soumise a la revue

Global Biogeochemical Cycles (GBC) : « Qualitative and quantitative reconstruction of water

column biogenic silica fluxes from dissolution experiments. ».

Le chapitre III utilise la relation décrivant les interactions Si-C au cours de la
sédimentation (Figure 5), mise en évidence par Ragueneau et collaborateurs en 2002, pour
reconstruire les flux de sédimentation du carbone a partir des profils de flux de BSiO, calculés
au chapitre précédent. Les flux profonds sont ensuite comparés aux mesures de carbone
effectuées in situ et aux profils calculés dans la zone mésopélagique a partir des algorithmes
habituellement utilisés dans les modéles. Cette étude est présentée sous la forme d’une

publication soumise a la revue Nature dont le titre est « What controls biological pump efficiency

in today’s ocean? ».

Le chapitre IV synthétise les résultats des chapitres précédents, particulierement en
matiere de réle des diatomées dans la pompe biologique de carbone. Des perspectives et des
résultats d’expériences préliminaires susceptibles d’améliorer nos connaissances des flux de
BSi0; et de C de la colonne d’eau sont présentés. Ces perspectives concernent essentiellement le
développement d’un modéle entiérement mécanistique, qui tiendrait compte de processus encore
pas ou peu explorés tels que I’impact de 1’activité bactérienne sur le recyclage de la BSiO,

lorsque la pression augmente lors de la sédimentation, la modification des propriétés de
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dissolution de la BSiO; lorsque les cellules sédimentent ou encore les interactions Si-C existant
pendant la dégradation. Ce dernier aspect me permettra d’introduire mon projet de post-doctorat
qui, s’il est financé, devrait se dérouler a I’université¢ de Stony Brook, USA (projet CARBALIS,

financement obtenu par une bourse Marie Curie).
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Chapitre 1

Etude de la dissolution de la BSiO, dans le composant
majoritaire du flux de sédimentation :

I’agrégat

I.1 Expérience en laboratoire

Préambule

Les agrégats forment la grande majorité du flux de sédimentation (Thornton 2002, Turner
2002). Ce sont des particules de quelques millimétres a quelques centimeétres formés entre autres
de cellules de différentes espéces phytoplanctoniques, de particules lithogéniques, de pelotes

fécales et méme de zooplancton (Kiorboe 2000, Thornton 2002).

Processus de formation des agrégats

Fowler et Knauer (1986), puis Alldredge et Silver (1988), observent et décrivent la
formation d’agrégats ou «neige marine » pendant une floraison phytoplanctonique. Le
mécanisme de la floculation et ses effets biogéochimiques sont trés peu connus, mais il apparait
que les agrégats se forment préférentiellement lors des limitations en sels nutritifs (phosphate,
nitrate et silicates) provoquées par un bloom. On sait que les agrégats sont issus du regroupement
de plusieurs particules a la suite des multiples collisions provoquées par des phénomeénes
physiques tels que le courant ou des turbulences (Alldredge et al. 1995, Alldredge et Jackson
1995). Quant aux propriétés cohésives de 1’agrégat, elles sont probablement dues a un mucus
organique qui servirait de “colle” (Kiorboe et Hansen 1993, Passow et al. 1994, Passow et
Alldredge 1995). Ce mucus est constitué¢ de TEP (transparent exopolymer particules) provenant

de la dissolution partielle des polysaccharides extracellulaires, sécrétés par les diatomées comme
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protection contre les attaques bactériennes et/ou le broutage (Alldredge et al. 1993, Passow

2002).

Caractéristiques des agrégats

Les teneurs en sels nutritifs sont 10 a 800 fois supérieures a I’intérieur des agrégats selon
le sel nutritif considéré, que dans I’eau de mer environnante (nitrate et phosphate: Shanks et
Trent 1980, carbone organique dissout: Peduzzi et Herndl 1991, Grossart et Simon 1993, DSi:
Brzezinski et al. 1997, Moriceau et al. submitted). Smetacek (1985) présente la formation
d’agrégats comme une stratégie de survie des diatomées puisque la sédimentation rapide des
agrégats avantagerait les diatomées en les conduisant a des profondeurs auxquelles basse
température, absence de lumiére et fortes concentrations en sels nutritifs contribueraient a la
survivance des diatomées (formation de spores).

Les agrégats permettent de raccourcir la chaine alimentaire puisque leur taille permet aux
gros brouteurs, jusqu’aux poissons, de se nourrir directement d’algues unicellulaires (Thornton
2002).

Role des agrégats dans le flux de sédimentation

La formation d’agrégats favorise 1’export de matiére puisque les agrégats sédimentent en
moyenne 100 fois plus vite qu’une cellule libre (Alldredge et Silver 1988). De fait, les agrégats
constituent la majeure partie du flux (Turner 2002). Pendant la sédimentation, les agrégats
passent toutefois par de nombreux cycles d’agrégation et de désagrégation susceptibles de les
renforcer ou de les casser (Alldredge et Gotschalk 1990, Yu et al. 2001). Ils sont aussi fortement
soumis au broutage de la part d’organismes détritivores et la turbulence provoquée par la nage de
certains organismes zooplanctoniques suffit a les casser dans les premiers meétres ou leur
structure est encore fragile (Goldthwait et al. 2004).

La représentation de leur dynamique dans les modé¢les est donc difficile. Par ailleurs, de

nombreux travaux ont étudié I'impact de 1’agrégation sur la vitesse de sédimentation des
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particules (van Leussen 1988, Alldredge et Jackson 1995, Lundsgaard et al. 1999, Alldredge
2001, Thornton 2002). Par contre, on sait peu de choses des processus biogéochimiques internes
de I’agrégat (Thornton 2002) et en particulier de la dissolution de la BSiO2 des diatomées
agrégées. C’est tout 1’objet du présent chapitre consacré a la mesure de la dissolution dans les
agrégats et, a I’étude, via la modélisation des processus qui contrdle cette dissolution.

Paramétres influencant la dissolution de la BSiO,

La vitesse de dissolution de la BSiO, dépend de nombreux facteurs, physiques, chimiques
et biologiques.

Parameétres physiques et chimiques

Pendant longtemps, la dissolution de la silice biogénique a été considérée comme un
processus uniquement physico-chimique dépendant du pH, de la composition de 1’électrolyte, de
la solution, de la pression et de la température (Hurd 1973, Willey 1974, Kamatani 1982, Hurd
1983, Barker et al. 1994, Van Cappellen et Qiu 1997b, Rickert 2000). La surface spécifique de la
BSiO; (Figure 1.1) qui représente la surface de contact entre la BSiO; et I’eau de mer, est un
autre parametre important pour 1’étude de la vitesse de dissolution de la BSiO, (Kamatani et
Riley 1979, Hurd et al. 1981, Van Cappellen 1996). Les mesures de surface spécifique restent
malheureusement difficiles a réaliser sur des matériaux complexes tels que des diatomées.

En 1997, Van Cappellen et Qiu démontrent I’influence de la concentration en acide
orthosilicique (DSi) sur la vitesse de dissolution (Figure 1.1), méme pour des concentrations tres
inférieures a la saturation. Pendant sa thése, Rickert (2000) confirme la non linéarité de la
relation mise en évidence par Van Cappellen et Qiu (1997a, 1997b) lorsque 1’écart a I’équilibre
est fort, i.e. pour des valeurs de concentrations en DSi faibles (<200 uM). La réactivité de la
silice biogénique regroupe I’ensemble des paramétres chimiques de surface favorisant la
solubilisation de la matiere. Plusieurs études décrivent 1’ensemble des processus qui tendent a
diminuer la réactivité et donc la vitesse de dissolution de la BSiO,. Par exemple, I’intégration

d’aluminium a la structure de la BSiO; pendant la production, la sédimentation et le séjour de la
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BSi0O; dans les sédiments peut fortement diminuer la vitesse de dissolution (Figure I.1) mais
aussi la solubilité de la BSiO, (Iler 1973, Van Bennekom et al. 1989, Van Bennekom et al. 1991,
Van Bennekom et Van Beusekom 1996, Gehlen et al. 2002, Van Cappellen et al. 2002). Le
vieillissement de la surface diminue la réactivité de la BSiO, et ralentit sa dissolution en
réduisant la quantit¢ de groupements ionisables de silanols en surface (Dixit et Van Cappellen

2002, Van Cappellen et al. 2002).
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Figure I.1: Figure de Van Cappellen et collaborateurs (2002) représentant les vitesses de dissolution
spécifiques de la BSiO,, prédites et observées dans les eaux de surface océaniques. Les vitesses
observées proviennent de la synthése de Nelson et collaborateurs (1991). Les vitesses prédites sont
obtenues en appliquant des facteurs de corrections décrits dans Van Cappellen et al. (2002) aux
vitesses moyennes de dissolution de la BSiO, contenues dans les sédiments de surface de carottes de
sédiments de I’océan Antarctique, mesurées au laboratoire (Van Cappellen et Qiu, 1997b). Les
cercles pleins correspondent aux valeurs moyennes pour les eaux de surface. Pour chaque étape de

correction, les déviations par rapport a la valeur moyenne sont indiquées par les barres verticales.

Parametres biologiques
L’influence de la biologie sur la dissolution de la silice biogénique est soulevée dés 1961,
lorsque Lewin suggére que le frustule des diatomées est protégé par une membrane externe de

matiere organique (Figure 1.1). Puisque chimiquement, la dissolution de la BSiO, ne commence
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que lorsque sa surface est en contact avec I’eau de mer, la dégradation de I’enveloppe organique
par les bactéries est nécessaire a la dissolution de la BSi0O,. Cette hypothese est confirmée par
Nelson et collaborateurs (1976) qui mesurent une vitesse de dissolution quasi nulle sur des
diatomées vivantes. Tant qu’elles sont en vie, les diatomées protégent leur membrane externe
contre les attaques bactériennes en excrétant des polysaccharides partiellement dissouts
autrement appelés TEP (Crawford et al. 2001, Passow 2002). Quelques années plus tard, les
travaux de Patrick et Holding (1985) puis de Bidle et Azam (1999) démontrent directement le
role des bactéries dans la dissolution de la silice biogénique des frustules de diatomées. Par la
suite Bidle et Azam (2002) et Tamburini et collaborateurs (en révision) mettent en évidence le
role indirect de la température et de la pression sur la dissolution de la BSiO, par I’intermédiaire
de leur influence sur 1’activité bactérienne.

L’activité du zooplancton va aussi intervenir sur la dissolution de la BSiO,. L’influence
du broutage des diatomées par le zooplancton sur le recyclage du Si va dépendre de la taille du
brouteur (Turner 2002), contrairement aux autres éléments tels que 1’azote, le phosphore ou le
carbone, dont la reminéralisation est toujours accélérée. Dans le cas du macrozooplancton et du
gros mesozooplancton, la BSiO; ingérée est directement intégrée a de grosses pelotes fécales qui
sédimentent rapidement. La silice biogénique est protégée de la dissolution par I’intermédiaire de
la membrane péritrophique recouvrant la pelote fécale (Gallinari et al. in prep, Schultes et al. in
revision). Dans le cas de petits brouteurs et/ou de coprophages par contre, les frustules de
diatomées sont broyés, les pelotes fécales sont cassées, la surface de contact avec 1’eau augmente

ce qui accélere la dissolution de la BSiO, (Schultes et al. en révision).

Dissolution de la BSiO; des agrégats

En 1997, Brzezinski et ses collaborateurs ont mesuré la concentration en DSi a I’intérieur

des agrégats. Ces concentrations peuvent atteindre des valeurs supérieures a 300uM ce qui est
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supérieur de plus d’un ordre de grandeur aux concentrations en DSi externes. Brzezinski et
collaborateurs ont réalis¢é un bilan de silice dans les agrégats en utilisant ces mesures de
concentrations internes et les vitesses d’incorporation de la DSi par les diatomées intégrées aux
agrégats. La vitesse de dissolution calculée par cette méthode est plus forte que celle mesurée
dans les diatomées libres environnant les agrégats naturels. Patrick et Holding (1985) puis Bidle
et Azam (1999) ont également mis en évidence le role des bactéries lors de la dissolution de la
BSi0,. Les fortes activités bactériennes mesurées dans les agrégats semblent donc aller dans le
sens d’une augmentation de la vitesse de dissolution de la BSiO, des agrégats (Smith et al. 1992,
Grossart et Ploug 2001). Pourtant les premiéres mesures directes de vitesse de dissolution de la
BSi0, sur des agrégats artificiels, réalisées par Passow et collaborateurs en 2003, suggérent, au
contraire, une diminution de la vitesse de dissolution des agrégats par rapport aux cellules restées
libres a la fin de la phase d’agrégation. Toutefois, Passow et collaborateurs (2003) restent
prudents sur leurs conclusions, suggérant que I’utilisation comme référence des cellules
retouvées libres a la fin de I’expérience peut avoir faussé les résultats en raison de la complexité
des cycles d’agrégation-désagrégation. Pour lever cette incertitude, le méme type d’expérience a
été réalisé au début de ma thése a I’AWI de Bremerhaven sous la direction d’Uta Passow. Dans
ces expériences les cellules libres et les agrégats sont rigoureusement différenciés. Ces résultats

sont présentés sous la forme d’une publication en révision chez Marine Ecology Progress Series.
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Résumé : A la fin d’un bloom, de nombreuses diatomées sédimentent sous la forme
d’agrégats. L’agrégation des diatomées influence le recyclage de la silice biogénique (BSi0,)
dans les eaux océaniques de surface, la sédimentation et la préservation de la BSiO; sur le
plancher océanique, car les diatomées agrégées sédimentent rapidement le long de la colonne
d’eau, ce qui laisse peu de temps a la dissolution. De plus, I’agrégation a un impact direct sur
la vitesse de dissolution de la BSiO,. Les expériences en laboratoire présentées dans cette
étude, ont exploré I’influence de 1’agrégation sur la vitesse de dissolution de la BSiO,. Des
agrégats monospécifiques ont été formés a partir de trois especes différentes de diatomées, des
Chaetoceros decipiens, des Skeletonema costatum, et des Thalassiosira weissflogii. Les
vitesses de dissolution de la BS10O, des cellules de diatomées de la méme culture ont été
mesurées pour des cellules agrégées et libres, puis comparées. Des paramétres généralement
associés a la dissolution de la BSiO; ont été mesurés en paralléle: les concentrations en silice
dissoute (DSi) au voisinage des cellules, la viabilité (rapport entre le nombre de cellules
vivantes et de cellules mortes), la quantité de particules d’exopolymére transparentes (Tolosa
et al.) et les concentrations bactériennes. Les vitesses de dissolution initiales des frustules de
diatomées étaient significativement plus faibles pour les cellules agrégées (4.6 an™) que pour
les cellules libres (14 an™). Les vitesses de dissolution plus lentes de la BSiO, des agrégats ont

été attribuées (1) aux concentrations élevées en DSi dans les agrégats (9 and 230 puM)
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comparativement au milieu environnant les cellules libres, (2) a une plus forte viabilité des
cellules agrégées et (3) a un nombre de bactéries par diatomées plus faible dans les agrégats.
Les variations des vitesses de dissolution entre les différents agrégats sont expliquées par les

concentrations en TEP variables en fonction des agrégats.
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Abstract- At the end of a bloom, diatoms settle as large aggregates. Aggregation of
diatoms influences the recycling of silica in the upper ocean, and the sedimentation and
preservation of biogenic silica (BSi) at the seafloor, because aggregated diatoms sink rapidly
through the water column, leaving little time for dissolution. Additionally, aggregation may
directly impact dissolution rates of opal. Data of laboratory studies investigating the influence of
aggregation on BSi dissolution rates are represented in this study. Monospecific aggregates of
three different species of diatoms, Chaetoceros decipiens, Skeletonema costatum, and
Thalassiosira weissflogii .were produced in the laboratory. Biogenic silica (BSi) dissolution rates
of aggregates and freely suspended diatoms from the same batch culture were measured and
compared. Variables associated with dissolution were measured in parallel: dissolved silicon
(DSi) concentration in the vicinity of cells, viability (ratio of living cells to dead cells), the
amount of transparent exopolymer particles (TEP) and bacterial concentration. Initial dissolution
rates of diatom frustules were significantly lower for aggregated diatoms (4.6 yr') than for freely
suspended diatoms (14 yr'). Lower dissolution rates in aggregates were attributed (1) to elevated
DSi concentrations (9 and 230 uM), (2) to a higher viability of cells and (3) to a lower number of
bacteria per diatom. Variations in dissolution rates among different aggregates were accredited to
varying amounts of TEP per aggregate.

KEY WORDS: Diatom aggregate — Biogenic silica dissolution — Silica recycling —
Marine snow
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INTRODUCTION

In many areas of the ocean, diatoms are the most important primary producers: Firstly
they commonly form the basis of productive food webs (Silver et al. 1978, Cushing 1989,
Thornton 2002) and secondly, diatoms are responsible for a large fraction of the vertical export
of carbon (Goldmann 1993, Dugdale et al. 1995, Nelson et al. 1995, Ragueneau et al. 2000,
Ragueneau et al. 2001, Armstrong et al. 2002, Thornton 2002, Sanchez-Vidal et al. in press).

One characteristic of diatoms is their requirement for dissolved silicon (DSi) to form their
frustules. Recycling of biogenic silica within the mixed layer is the most important source of
silicic acid in the open ocean (Dugdale et al. 1995, Nelson et al. 1995, Ragueneau et al. 2000).
On average, 50% of the biogenic silica produced in the euphotic zone dissolves in the first 100 m
of the water column (Nelson et al. 1995, Ragueneau et al. 2000, Ragueneau et al. 2002). BSi
recycling depends on biological variables including bacterial number and activity (Kamatani
1982, Patrick et Holding 1985, Bidle et Azam 1999, 2001), on chemical variables like DSi
concentrations (Van Cappellen et Qiu 1997a, 1997b) and on physical variables like temperature
(Kamatani 1982, Bidle et al. 2002). These variables individually have a direct effect but can also
interact to affect BSi dissolution. The recycling of the BSi will have different impacts depending
on where it occurs. In the euphotic layer the DSi produced by BSi recycling is available for
renewed growth, whereas recycling below the euphotic zone strengthens the silica pump and the
DSi is lost for new production, except when transported back to the euphotic zone by physical
processes.

A second characteristic of diatom cells is their excretion of dissolved polysaccharides that
form transparent exopolymer particles (TEP). TEP increase the stickiness of cells which then
aggregate (Alldredge et al. 1993, Passow et al. 1994, Passow et Alldredge 1995). Whereas most

individual cells are recycled within the euphotic zone, two processes are known to rapidly export
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diatom cells out of the upper layer: aggregation, which increases the sinking velocity of diatoms
by two orders of magnitude (Alldredge et Gotschalk 1988, Alldredge et Silver 1988) and
production of faecal pellets by zooplankton such as copepods. The sinking velocity of silica-rich
faecal pellets is 30-fold faster than that of a single cell (12-77 m d”' Wassmann et al. 1999,
Turner 2002). Punctual observations of fresh organic matter and diatoms lying on the seafloor at
a depth of more than 4000 m (Graf 1992, describe in Smith et al. 1996, review in Thornton
2002), underline the existence of a rapid vertical transport of diatom blooms. The rapid transport
of diatoms to depths transfers the BSi recycling below the euphotic zone strengthening the silica
pump described by Dugdale et al. (1995) and also allows fresh material reach the sediment and
impact for the benthic biology and geochemical cycles (Ragueneau et al. 2002).

Within the European Program ORFOIS (ORigin and Fate of biogenic particle fluxes in
the Ocean and their Interactions with the atmospheric CO, concentration as well as the marine
Sediment), our goal is to improve parameterization of particle fluxes through the water column,
focusing on the Si component of these fluxes. Very little is known about the silica cycle below
the euphotic zone as in situ observations are difficult in this zone. Determination of the
dissolution rate below the euphotic zone needs to take into account that fast sinking diatom
frustules at this depth are enclosed in aggregates or faecal pellets.

Schultes et al. (submitted) and Gallinari et al. (in prep) have measured the BSi dissolution
of diatom frustules embedded in copepod faecal pellets. These experiments show that dissolution
rate of diatom cells are reduced if cells are enclosed in intact faecal pellets. First measurements
of BSi dissolution rates of aggregated versus non-aggregated diatoms indicated that aggregation
also decreased BSi dissolution rates, but results were ambiguous, as continuous aggregation and
fragmentation obscured results (Passow et al. 2003). Here we present unequivocal results of
laboratory measurements of BSi dissolution of aggregated compared to non-aggregated cells

under otherwise identical conditions. Furthermore, we address the role of TEP concentration,
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bacterial abundance and DSi concentration in the vicinity of the diatoms as well as the viability

of diatoms in BSi dissolution rates.

Material and Methods

BSi dissolution rates of aggregated and non-aggregated diatoms were compared in 18
experiments conducted with Skeletonema costatum (North Sea 1997), Chaetoceros decipiens
(CCMP173) and Thalassiosira weissflogii (CCMP1053). These three diatom species were
chosen because of their abundance in natural marine snow and their abilities to grow and to
aggregate in culture. S. costatum and C. decipiens form chains whereas T. weissflogii doesn’t
form chains. Five experiments were conducted with freely suspended cells, whereas 13
experiments were conducted with aggregated cells (Table 1). More experiments with aggregates
were conducted, because of the high variability of all measured parameters among aggregate
experiments from the same treatment (Table 2). Because of the species-specific differences in
dissolution rates of diatoms the dissolution rates of aggregated cells were compared to those non

aggregated cells of the same species.
Preparation of experiments

Batch cultures of the respective diatoms were grown in f/2 media based on natural
seawater (Guillard et Ryther 1962, Guillard 1975), at 13°C with an irradiance of 100 pmol m™ s’
"in a 12h: 12h light: dark cycle. When a high cell concentration was reached (2x10° to 4x10’
cells/ml), at or near stationary phase (Fig 1 step 1), a part of the batch culture was incubated in a
4-litre cylindrical plastic tank made with non toxic glue. The diatom cells were kept on a roller
table in the dark to promote the formation of aggregates, at 13°C (Shanks et Edmondson 1989).
Another part of the dense batch culture was incubated in a 1-litre plastic flask, under the same
conditions as the aggregate treatment except that the flask was placed on a shaker table (Fig 1

step 1) where a soft horizontal agitation kept cells in suspension without visible aggregation. The

cells of both treatments (aggregated and freely suspended cells) were incubated for two days to
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one week until more than 100 large aggregates of approximately the same size had formed in the
aggregate treatment. At this time the size of aggregates also stopped increasing. The final

aggregate mean size varied from 100 to 500 mm? in different experiments (Table 1).

Before each BSi dissolution experiment, aggregated and freely suspended cells were
transferred into artificial seawater containing no nutrients (Fig 1 step 2). A 50-ml plastic pipette,
with the tip cut off and smoothed, was used to isolate and transfer aggregates individually
without breakage. The aggregate treatment was prepared by transferring a precise number of
aggregates (60 to 150 depending on the size of the aggregates) into a 1-litre cylindrical rolling
plastic tank filled with artificial seawater containing no nutrients. Cells for the freely suspended
cell treatments were transferred into artificial seawater containing no nutrient by allowing freely
suspended cells to settle for 8 to 30 hours, until the majority of the cells resided at the bottom of
the plastic flask. The overlying media was then carefully replaced with the artificial seawater that
contained no nutrients. Filtration of cells was avoided because of the risk of cell aggregation, or

cell breakage, and lyses.

Set-up of experiments

At the beginning of each dissolution experiment of aggregates treatment, five to 12
aggregates were isolated and determined for BSi and TEP content as well as bacterial and diatom
cell numbers. The variability among replicate aggregates was high as shown in Table 2.

The BSi dissolution experiments themselves were conducted in the dark at 13°C on a
roller table (aggregate treatments) or a shaker table (freely suspended cells treatments) as during
the preparation phase. Experiments were conducted in the dark to inhibit growth of diatoms and
consequently limit their utilization of newly recycled BSi (Blank et Sullivan 1979). Experiments
lasted for 10 to 30 days each. During each experiment the concentration of DSi in the
surrounding seawater was determined every 1 to 2 days. Because of the solution that staid with

the cells after sedimentation for the non-aggregated experiments or transferred with aggregates
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in the aggregate experiments, initial concentrations in experiments were 20uM on average,
slightly different in each experiment. A rubber stopper with a syringe needle sealed an opening
in the flat side of the 1-litre cylindrical tanks and was used as sampling port in aggregate
treatments. Five millilitres samples for the determination of DSi concentration could thus be
easily removed with a syringe without stopping the roller table or disturbing aggregates in any
way. Samples were immediately filtered with 0.2 pm-syringe filters (Millex GP syringe driven
filter unit with PES membrane; Millipore) and stored in a refrigerator until analysis. A syringe
was also used to subsample freely suspended cells treatments. Sampling began as soon as
aggregates size had stabilised; i.e. as soon as processes of aggregation / disaggregation were
balanced (a few hours to two days after the start of the experiment).
Determination of initial and final BSi concentrations

The exact initial and final amount of BSi in aggregates was difficult to assess, because
variability between replicate aggregates was high (Table 2). It was therefore impossible to
calculate the initial amount of BSi in aggregates from the number of incubated aggregates and
the average amount of BSi of the 10-20 aggregates, sampled initially. Thus, at the end of the
experiments, the entire content of the tanks was shaken to break up aggregates. Replicate
aliquots were sampled to determine the ratio of BSi to the total weight in the final solution. The
rest of the solution was filtered onto pre-weighed 0.4um polycarbonate filters and weighed to
calculate the BSi concentration at the end of the experiment. The initial amount of total BSi of
each experiment was then calculated from the final BSi concentration (BSif) by adding the BSi
concentration which dissolved during the experiment (DSir—DSiy), as shown in the equation 1.

BSi; = BSi + (DSir ~DSio) eq. 1

Analysis
Dry weight: Dry weight determinations were conducted on the same filters as the

determinations of BSi. Between 5 and 10 ml of sample containing 3 aggregates were filtered
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onto pre-weighted 0.4um polycarbonate filters, dried at 50-60°C and reweighed on a Mettler
Toledo UMX2 with a precision of 0.1 pg.

Biogenic Silica (BSi): Five to ten ml of sample was filtered onto 0.4um polycarbonate
filters. For the BSi to total dry weight ratio of the aggregates at the beginning of each
experiment, each sample contained 1 to 3 aggregates. BSi was determined using a variation of
the method of Ragueneau & Tréguer (1994). As no lithogenic silica was present in algae cultures
no HF for a second digestion step was added. The digestion volume was increased to keep the
solution far from solubility: samples were digested in 20 ml of 0.2 M Na(OH) for 3 hours at
95°C. The digestion time was longer, 3 h instead of 40 min, to ensure the dissolution of all BSi.
After cooling, 5 ml of 1 M HCI were added before centrifugation and analysis of the DSi
concentration. The BSi was normalized to the dry weight measured as describe above.

Dissolved silicon (DSi): DSi concentrations were determined in samples filtered using a
0.2 um syringe-filters according to the molybdate blue spectrophotometric method (Mullin et
Riley 1965), adapted by Tréguer & Le Corre (1975) and modified by Gordon et al. (1993) to
segmented flow colorimetry. An autoanalyser technicon type Bran and Luebbe was used.

Calculation of the initial BSi dissolution rate: Different possibilities exist to measure the
BSi dissolution rate in batch experiments. We used the linear initial rate approach described in
the comparative study of Greenwood (2001). This method focuses on the linear part at the
beginning of the graph depicting DSi concentration change over time. We used the initial linear
phase of the graph, using the 3 to 4 first data points after the DSi concentration started to
increase as dissolution became the main process. As a second approach, the amount of BSi
dissolved after ten days was calculated in experiments of sufficient duration. Results were

compared to the initial dissolution rate approach to check the consistency of these calculations.

The initial BSi dissolution rate (R, nmolg; s! g'linitial Bsi) was determined from the slope

(R’, nmol I"' s™") of the first linear part of the graph normalized to the initial concentration of BSi

(Wi, g ).
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R=R’/w; eq. 2

Normalization of dissolution rates to initial BSi concentration was necessary to compare
experiments, as the increase of the DSi concentration depends on the amount of BSi (Kamatani
et Riley 1979) . It was impossible to start with exactly the same initial BSi concentrations in all

treatments and experiments.

Viability of cells: The FDA ( fluorescein diacetate ) method to determine the viability of
cells (Swisher et Carroll 1980, Gilbert et al. 1992) is based on the cleavage of fluorescein
diacetate (FDA) in cells actively respiring. The stock solution was prepared with 50 mg of FDA
in 10 ml of dimethylsulfoxide (DMSO) and stored frozen. A working solution was prepared
directly before use by dilution (1/100) of the stock solution with distilled water. To stain the
cells, 100 pl of the FDA working solution was added to 9 ml of samples diluted by a factor of 3
with 0.2 um filtered artificial seawater (aggregate treatments) or to 3 ml of undiluted sample
(freely suspended cells treatments). Samples were kept cool and dark for 10 min before
enumeration. The ratio of living (fluorescing green cells) to dead cells was determined under a
Zeiss Axiovert-fluorescence microscope. At least 200 cells were counted at a magnification of
200x in about 25 fields. This method was used successfully in aggregated and dispersed
treatments of Thalassiosira weissflogii, and in freely suspended Chaetoceros decipiens. C.
decipiens cells are so fragile and their aggregates so sturdy that it was impossible to break the
aggregate without damaging the cell, creating artificially low viability counts. The method can
not be used reliably for Skeletonema costatum (Garvey et al, in prep). The viability of cells was
followed during the first 600 hours of the BSi dissolution experiments on aggregated (3a) and
non-aggregated (3b) Thalassiosira weissflogii.

TEP: Three replicate samples (3 to 6 ml containing 1 to 2 aggregates each) removed at the
beginning and at the end of each dissolution experiments, were gently filtered onto 0.4pm

polycarbonate filters and stained with 0.5 ml of a 0.02% aqueous solution of alcian blue in
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0.06% acetic acid (pH 2.5) according to the method of Passow & Alldredge (1995). Six
millilitres of 80% H,SO4 was added, filters soaked for 2 h and the absorption measured in a 1 cm
cuvette at 787 nm. Each working solution of alcian blue was calibrated with gum Xanthan. The
unit used is gum Xanthan equivalent per aggregates (ngXeq. agg™') for aggregate treatment and
gum Xanthan equivalent per litre (ngXeq. 1) for culture and freely suspended cells treatment.

Bacterial abundance: The method used was based on the one proposed by Velji &
Albright (1993). Samples were diluted by a factor of 10 with 0.2-um filtered artificial seawater
and fixed with formaldehyde to a final concentration of 10 %. To break aggregates, tetrasodium
pyrophosphat was added (final concentration of 0.5 to 10 mM). Samples were vortexed several
times during the 30-minute incubation time at room temperature and then sonicated for 60 s with
a pistil sonicator at level 3-4 to break aggregates. Initial tests showed that this procedure did not
result in cell breakage, but destroyed aggregates efficiently. After gentle filtration, bacteria were
stained with 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) for a final concentration of 1 pg ml™'(Velji et
Albright 1993). Two replicate filters were prepared and the number of bacteria counted on each
slide with a fluorescent microscope (Zeiss Axiovert). At least 300 bacteria per filter were
counted in about ten fields at a magnification of 1000x. The use of ultra-sound necessary for the
disaggregation of the bacteria prevented the enumeration of attached bacteria. Without ultra-
sound treatment bacteria in aggregates were by far too dense to count.

Diatom counts: Samples were fixed with formaldehyde to a final concentration of 2% and
enumerated within 1 month. The use of a Coulter counter was impossible because of the
ubiquitous presence of micro-aggregates and chains. Thus diatoms were enumerated using an
inverted microscope (Zeiss) following the method of Utermdhl (1958). Utermohl chambers were
filled directly with 3 ml of 10 to 20-fold diluted samples and cells were allowed to settle for 2 to
3 hours before enumeration. At least 300 cells were counted per sample at a magnification of 63

to 250x.
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Determination of DSi concentration in the porewater of aggregates: Concentrations of DSi
inside aggregates were measured in 5 replicate aggregates at the end of experiment 7a with
S. costatum and in 10 replicate aggregates of C. decipiens. The volume (Va) of each individual
aggregate was determined from its width (Wa) and length (La) measured under a binocular
(magnification 10 to 25x). Each aggregate was transferred into a 50 ml PC tube filled with 40 ml
of artificial seawater. Then the artificial seawater surrounding the aggregate was carefully
sampled and filtered to determine its DSi concentration (DSigy; pM). The tube was subsequently
shaken to break the aggregate and mix the porewater of the aggregate with the surrounding
artificial seawater. This solution was sampled again, filtered on 0.4 um filters and the DSi
concentration measured (DSig; uM). The cell number (n) was also counted and the average cell
volume (Vc; mm’) calculated from the width (We; mm) and length (Lc; mm) of 10 cells (eq3).
The porosity (p) was calculated using equation 3 and 4, from the cell concentration of the
aggregate, the volume of the cells (Vc; mm®) and of the aggregate (Va; mm’). Then the

concentration of silicic acid inside the aggregate (DSi;; uM) was calculated from equation 5.

Va/c:n/6*wza/c*La/c eq3
p=(Va—n*Vc)/Va eq.4
DSi; = ((DSi¢— DSigyw) * 0,05/ (Va * p) eq.5

RESULTS

BSi dissolution rates

Dissolution curves depicting an example of dissolution experiments for each different
species are represented in figure 2 a, b and c. The dissolution is represented as a percent of
dissolved BSi (ratio of the increase of DSi concentration to the initial BSi concentration) versus
time to directly compare dissolution of aggregated and non-aggregated diatoms. In this

representation the percent of dissolved BSi at time 0 is 0%. However, the BSi dissolution rates of
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all treatments were calculated from the curve depicting the increase of DSi concentration with

time.

Thalassiosira weissflogii

Two batches of T. weissflogii were used, differing in their aggregation behaviour and
their TEP production. Batch 1 was characterized by high TEP concentrations (15000 pgXeq 1),
but did not aggregate well. After 1 month all cells aggregated, including cells kept on the shaker
table. Four experiments (1a, 1b, 2a, 2b; Table 1) were conducted with these aggregates formed
from senescent cells, but no experiments on freely suspended cells were possible, as diatoms
incubated on the shaker table had also aggregated. Cells from batch 2 aggregated relatively
quickly, within 2 to 3 days on the roller table, but remained non-aggregated on the shaking table.
TEP concentration in this batch was lower, around 7700 pgXeq I"'. These cells were used for
experiments 3a and 3b (Fig 2a; Table 1).

In experiments 1 and 2, cells grew during the first 24 to 48 hours and DSi concentration
decreased. Thereafter the initial BSi dissolution rate obtained during the four experiments
averaged 0.03 +0.009 d”' (5.7 + 1.7 nmol s g'gs;). The initial BSi dissolution rate of aggregates
from the second batch (experiments 3a, b, Fig 2a) was higher, with a value of 0.054 d (10.4
nmol s™! g'lBsi), while the respective value of dispersed cells was twice that (0.104 d': 20.0 nmol
s' g'gs). After ten days of dissolution only 36% of the initial BSi had dissolved from
aggregated cells; whereas, 66% of the initial BSi had dissolved from freely dispersed cells. After
21 days there is a switch, the dissolution of aggregated cells increased so that 84% of the initial
BSi were dissolved whereas only 70% of the initial BSi were dissolved in the treatment with free

cells at the end of the experiment (33 days).

Chaetoceros decipiens

The initial dissolution rates of aggregated cells averaged 0.024 + 0.004 d ' (4.6 nmol s g
'5si), significantly lower (2.5 fold) than the respective rate of non-aggregated cells, 0.059 + 0.007
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d! (experiments 4a, b, c, 5a, b; see Fig 2b experiments 4). The viability of C. decipiens cells
used for the aggregation phase (step 1, figure 1) of experiments 4 a, b, ¢ was 40%, and that of

experiments 5 a, b was 60%.

During the first ten days of dissolution, an average of 12% of the initial BSi1 was dissolved
in experiments with aggregated diatoms (experiments 4a, 4b and 5a), whereas on average 34%
of the initial BSi was dissolved in experiments with freely suspended cells (experiments 4c and
Sb; Table 1). Thereafter, BSi dissolution remained at around 12% in experiments with
aggregates, with the exception of experiment 4a. Correspondingly, 42% of the initial BSi was

dissolved in experiments with non-aggregated cells.

Skeletonema costatum

Five dissolution experiments were conducted with S. costatum aggregates (experiments
6a, 6b, 7a, 7b and 8a) and two (experiments 6¢, 8b) with freely suspended S. costatum (Table 1).
Experiments 6 and 7 were conducted with a batch that aggregated within 1 to 2 days after
transferral to the roller table, whereas the batch used for experiment 8 needed 10 days to form

aggregates.

The initial BSi dissolution rates of aggregated cells gave an average value of 0.026 +
0.005 d' considering all four experiments with S. costatum aggregates and 0.019 + 0.005 d’'
when experiment 7a is excluded as it was very high compared to the other experiments. The
respective values for non-aggregated cells were appreciably higher, with an average value of

0.054 +0.029 d™' (10.5 nmol s™ g g, Table 1).

In experiments with S. costatum aggregates, an average of 24% of the initial BSi
concentration was regenerated during the first 10 days, whereas 36% of the BSi had dissolved in
the respective experiments with non-aggregated cells during the same time period. In experiment

8 (Fig 2c), which lasted 21 days, the relative dissolution of aggregated cells had surpassed that of
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freely suspended cells after 15 days, with a respective dissolution of the initial BSi of 63% and

53% for aggregated and non-aggregated cells.

Comparison between aggregated and freely suspended cells

A statistical t-test was performed including data from all experiments to test if the initial
BSi dissolution rates of aggregated and freely suspended cells differed significantly,
independently of specie differences. The initial BSi dissolution rates of the 18 experiments were
statistically normalized with a logarithm transformation. The average initial BSi dissolution rate
of the 13 experiments with aggregated cells was 0.029 + 0.011 d”'; whereas, the respective value
of the 5 experiments with freely suspended cells was 0.066 + 0.026 d'. These values are
statistically different (p = 0.0017; t = -3.76), despite the high variability in initial BSi dissolution
rates between species and despite the large heterogeneity between replicate aggregates. Initial
BSi dissolution rates were significantly lower when cells were aggregated rather than existing as
single cells.

Several parameters, hypothesized to affect silica dissolution rates of diatom frustules
were also determined: DSi concentration in aggregate porewater, TEP concentration, bacteria

concentration and viability of the diatoms.

DSi concentration inside aggregates
DSi concentration in the porewater of 5 aggregates, sampled at the end of experiment 7b,
ranged from 9 to 180 pM, whereas the DSi in the surrounding water was 6 uM at the beginning
of this experiment and 13 puM at the end. The average porosity of these aggregates was about
99.9 %, ignoring the presence of TEP. TEP may occupy up to 5 % of the aggregate volume
(Passow 2002), and its impact on effective porosity is unclear. The DSi porewater concentration
of 10 Chaetoceros decipiens aggregates, which were 48h old, ranged from 80 to 230 uM. The

porosity of these aggregates was 99.8 %, excluding TEP.
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Transparent Exopolymer Particles (TEP)

The concentration of TEP within aggregates varied between 0.6 to 6.15 pgXeq agg™” in
all experiments. The initial BSi dissolution rate of aggregated cells of experiments 2a, 5a, 6a, 6b,
7a, 7b, was a function of TEP concentration in aggregates (Fig 3; R>= 0.7758, n = 6). A higher

TEP content reduced the respective BSi dissolution rate.

Bacteria

The concentration of bacteria associated with aggregated and non-aggregated cells was
enumerated in experiments 6 and 7. Bacterial abundances in aggregates and in the surrounding
seawater are difficult to compare directly. The number of bacteria normalised to the number of
diatom cells was five times lower in aggregate treatments (average: 20 = 6 bacteria per diatom, n
= 7 aggregates) compared to freely suspended cells treatments (105 bacteria per diatom).
However, these bacteria were not necessarily associated directly with diatoms. As it was
necessary to treat samples for disaggregation, attached bacteria could not be counted. Generally

bacteria are not found on living diatoms, but colonize dead diatoms rapidly.

Viability

The viability of aggregated and dispersed Thalassiosira weissflogii was followed during
the first 600 hours of dissolution experiments 3a, b (Fig 4). The experiments started with a cell
viability of 40 % (both aggregated and dispersed cells). Viability of dispersed cells decreased
continuously from the beginning of the experiment until a viability of only 5 % was reached after
400 — 500 h. The viability of aggregated cells, in contrast, remained above 30 % for the first 300
h. Only thereafter did viability of aggregated cells decrease, reaching 7 % after about 600 h.
Accurate viability determinations were impossible to make for Chaetoceros spp. aggregates and

for Skeletonema spp. (Garvey et al. in prep.)
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DISCUSSION

Comparison of laboratory and in situ measurements

Characteristics of the aggregates made in a roller tank for these dissolution experiments
were similar to natural aggregates, in size, weight, porosity and TEP concentration. Alldredge et
al. (1998) observed a large range of natural aggregates and measured sizes ranged from 0.005 to
1 cm’ per aggregate and weight from 5 to 1000 pg per aggregate. In our study aggregates were
less variable with a size range of 0.1 to 1 cm’ per aggregate and a weight between 187 and 622
ug per aggregate. Porosity of natural aggregates measured by Logan & Alldredge (1989) were
slightly higher (between 99.94 and 99.98 %) compared to our aggregates made on roller tables
(99.80 to 99.92%). Natural aggregates contain between 0.5 and 100 pgXeq agg™ (Alldredge et

al. 1998), and TEP concentrations of our aggregates ranged between 0.6 and 6.15 pgXeq agg™.

Changes in the concentrations of DSi over time in treatments with aggregates potentially
resulted from a combination of factors: (1) DSi uptake by diatoms, (2) BSi dissolution, (3)
release of DSi from diatoms into the surrounding seawater and (4) flux of DSi between
aggregates and the surrounding seawater. Uptake and release of DSi by cells should be negligible
after 1 to 2 days in the dark. The flux of DSi out of and into aggregates is difficult to estimate. It
may be argued that DSi diffusion must be similar to that of oxygen which is almost the same in
aggregates as in seawater (Ploug et al. 1997). However, elevated DSi concentrations in aggregate
porewater indicate that DSi is retained in aggregates. The BSi dissolution rates as measured in
this study reflect the net exchange of DSi between aggregates and the surrounding seawater over
time, including both, dissolution of BSi within, and loss of DSi from aggregates. In situ, during
the sedimentation of diatom aggregates, these processes are also combined so that this “apparent

dissolution” accurately reflects silica recycling in the water column.

The average BSi dissolution rates measured for freely suspended cells (0.066 + 0.026 d”!

corresponding to 24.2 + 9.5 yr'') and aggregates (0.029 + 0.011 d' corresponding to 10 + 4.2 yr’
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" are consistent with in situ measurements compiled by Nelson et al. (1991) which show a large
range of BSi dissolution rate measurements: 5 to 1000 yr''. Our rates are also close to the global

world average of 16 yr' assumed in numerous paper (Van Cappellen et al. 2002).

In our study, BSi dissolution rates of aggregated cells were 2 to 3 times lower than for
non-aggregated cells. The lower dissolution rates can be explained by a combination of factors,

which are first discussed individually and thereafter their interaction will be addressed.

It is interesting to mention that the highest initial BSi dissolution rates of this study were
measured during the experiment with freely suspended T. weissflogii. Compared to C. decipiens
and S. costatum, which both form chains, individual T. weissflogii cells are more separated from
each other. This idea needs to be addressed further because the shape, size and the degree of
silicification of cells all impact dissolution rates. However, it appears that the association
between cells, which is stronger for chain forming species, may also impact BSi dissolution rate.
Elevated concentrations in the microenvironment (diffusive boundary layer) surrounding

individual cells, may affect neighbouring cells of chain forming species.

Which parameters can provoke the difference between the BSi dissolution

rates of aggregates and freely suspended cells?

DSi concentrations in porewater

Average DSi concentrations in aggregate porewater were 100 puM, i.e. significantly
higher than DSi concentrations in the surrounding seawater, which averaged around 20 uM for
all experiments. Brzezinsky et al. (1997) estimated high DSi concentrations in the porewater of
natural aggregates (305 uM) compared to the DSi concentration of the surrounding seawater.
Our direct determinations of DSi concentrations in the porewater of aggregates confirm that DSi

concentrations in porewater are often elevated compared to those of the surrounding seawater.
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With natural BSi concentrations remaining far below saturation (1000uM < solubility <
1500 uM at 5°C < T° < 15°C, Van Cappellen et Qiu 1997a), it has long believed that DSi
concentrations would not influence the rate of BSi dissolution in the water column because DSi1
concentrations remained far below saturation. Van Cappellen & Qiu (1997a, 1997b), however,
demonstrated a non linearity between dissolution and DSi concentration. Far from equilibrium, a
small increase in DSi can have large effects on the dissolution rate, particularly in the range of
DSi concentration commonly found in the ocean and used in our experiments (Fig 5 based on a
figure in Van Cappellen & Qiu, 1997a). The elevated DSi concentrations measured in the
aggregate porewater (100 uM) must contribute to the slower dissolution of aggregated diatom
frustules relative to non-aggregated diatom frustules.

Elevated porewater concentrations of DSi within aggregates imply that the loss of DSi
from aggregates towards the surrounding seawater must be low compared to the increase of DSi

concentrations due to BSi dissolution.

Viability

Aggregation of cells has been suggested to represent an evolutionary adaptation
for survival (Smetacek 1985, Gotschalk et Alldredge 1989). Our data showed for T. weissflogii
that viability of this diatom species is prolonged by aggregation (Fig 4). This may be due to the
elevated nutrient concentrations within aggregates (Shanks et Trent 1980, Grossart et Simon
1993), as high nutrient concentrations decrease cell mortality. Prolonged viability directly affects
the BSi dissolution, because the frustules of living diatoms are protected against dissolution by
an organic membrane; consequently, BSi dissolution rates in living cells is close to zero (Nelson
et al. 1976). The dissolution of diatom frustules commences after cells are senescent or dead,
when the organic coating surrounding the diatom frustules is removed by bacteria or chemical

cleaning (Kamatani 1982).
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Bacteria

Bacteria remove the protective organic layer after cells are senescent, and high bacterial
activity may thus enhance dissolution of diatom frustules (Patrick et Holding 1985, Bidle et
Azam 1999, 2001). TEP form a good substrate for bacteria (Passow et Alldredge 1994) and
bacteria associated with aggregates are very concentrated and active (Smith et al. 1992). This
may imply that the removal of the protective organic layer should be faster in aggregates, which,
all other things being equal would subsequently lead to faster dissolution of aggregated diatom
frustules. We, however, found the opposite to be true; BSi dissolution was slower in aggregates.

Bacteria normalized to diatoms were more abundant in the freely suspended cells
treatments than in the aggregate treatments. But bacteria need to be attached to senescent or dead
cells to be efficient in terms of degradation of the protective layer. We have no estimate of the
fraction of bacteria directly attached to diatoms in both treatments as the treatments with the
sonicator disrupted aggregations. However, the relatively high ratio between bacteria and
diatoms in treatments without aggregates suggests that senescent diatoms were rapidly populated
by bacteria degrading the protective layer. As the fraction of senescent and dead cells was clearly
lower in aggregates, fewer diatom cells would be infected by bacteria in aggregated treatments,
keeping the average ratio between bacteria and diatoms lower. Data on fine scale spatial
distribution patterns of bacteria, especially the number of bacteria attached to diatom cells,

would be needed to evaluate this effect more closely.

Transparent Exopolymer Particles (TEP)

The concluding hypothesis from the three previous paragraphs and the figure 3 which
showed a reduction of the BSi dissolution rate with increasing TEP content, is that TEP may play

a role in decreasing DSi flux from aggregates. Possibly the DSi is chemically binding to TEP or
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the diffusion pathway is physically lengthened. In both cases TEP would reduce the apparent
dissolution of BSi by retaining DSi within the aggregate. Higher DSi concentrations and indeed
higher nutrient concentrations are presumably responsible for the higher survival rate of diatoms
inside aggregates. The higher viability of aggregated diatoms protects the cells against bacterial

degradation of the organic membrane and subsequent BSi dissolution.

CONCLUSION

BSi dissolution rates measured experimentally on laboratory-made aggregates and on
freely suspended cells of the same culture show evidence of a decrease of the BSi dissolution
rate due to aggregation. This retardation of dissolution seems to occur because aggregates
maintain a high DSi concentration (>100 uM) within their porewater, because the relative
concentration of bacteria is lower, and because the viability of diatoms remains higher in
aggregates than in freely suspended cells.

Experiments lasting more than 300 hours and more than 500 hours (experiment 3 a and b)
indicate that later, after 25 days, viability of aggregated cells also decreased to values similar to
those of freely suspended cells. At this time dissolution rates increased to values larger than or
similar to those of freely suspended cells. According to our results and assuming a sinking
velocities for aggregates of 100 m d™' (Alldredge et Gotschalk 1988, Alldredge et Silver 1988)
diatom aggregates would reach a depth of more than 1200 to 2200 m before dissolution rate
would increase to values similar to those of freely suspended cells. The observed low BSi
dissolution rates in aggregates add a new component to BSi dissolution in the water column.
Both, the high sinking velocities of aggregates and low dissolution rates contribute to the
efficient transport of diatom frustules to the deep sea. Aggregation of diatoms thus enhances the
silica pump effect which can lead to Si-limited ecosystems. A factor determining the prevalence
of diatoms during new production is thus the capacity of these cells to stay dispersed.
Aggregation has also been considered a survival strategy (Smetacek 1985, Logan et Alldredge
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1989) as aggregation maintains high nutrient concentrations in the vicinity of the cells, which is
a prerequisite for spore formation. This strategy is only efficient if the spores are eventually
transported back to surface waters, or if enough seed spores get lost from sinking aggregates
before they leave the winter mixed layer. A transferral of BSi recycling away from the surface
ocean into the deep ocean, does not seem advantageous as DSi would be depleted from the

mixed layer.
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Figures:

Figure 1: Explanatory diagram of the dissolution experiments. In the first step, a dense
batch culture was grown, one aliquot of this culture was transferred into a 4 litre rolling
tank (preparation for aggregate treatment), whereas a second aliquot was incubated in a 1
litre bottle on a shaker table (preparation for freely suspended cells treatment). During
step 2, aggregates collected from the roller tank were isolated and transferred into a
smaller roller tank filled with artificial seawater. Freely suspended cells were allowed to
sediment and the overlaying media was carefully exchanged for artificial seawater. During
all phases except the culture, both treatment were incubated in the dark at 13°C, on the

roller table (aggregate treatment) and in the shaker table (freely suspended cells treatment)

Figure 2: Dissolution of biogenic silica (BSi) as percent of the initial BSi dissolved with
time. a) Experiment 3a and b, with aggregated (empty diamonds) and freely suspended
(full diamonds) Thalassiosira weissflogii. b) Experiments 4a, b, with Chaetoceros decipiens
aggregates (empty diamonds and triangles) and experiment 4c, with freely suspended
Chaetoceros decipiens (full diamonds). ¢) Experiment 8a and b, with aggregated (empty

diamonds) and freely suspended (full diamonds) Skeletonema costatum.

Figure 3: Initial dissolution rate of BSi in aggregates of S.costatum (4 experiments),

C. decipiens (1 experiment) and T.weissflogii (1 experiment) as a function of TEP

concentration (r’=0.78, n = 6, p<0.05).
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Figure 4: Viability of diatoms in aggregate treatment (empty triangles) and freely
suspended (full diamonds) cells treatment during the dissolution experiment 3a and b with

T. weissflogii.

Figure 5: Redrawn from Van Cappellen & Qiu 1997a: The rate of dissolved silicon released
in the reactor is plotted versus the dissolved silicon concentration as measured in the
outflow solution. Positive rates indicate net dissolution; negative rates correspond to net
silica precipitation. The dissolved silicon concentration at which there is no net production
or consumption of DSi is termed the apparent solubility. The cross hatched part added to
the figure, represents the range of DSi concentrations in the surrounding seawater or

inside aggregates during our experiments.
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Table 1: Silica dissolution rate in the 18 experiments. Agg: Aggregate treatment, FC: freely
suspended cells treatment. Experiments denoted with the same number, but different letter
were conducted simultaneously from the same batch culture. Column 4, BSi initial denotes
the BSi concentration in each batch at the beginning of the experiment. Initial silica
dissolution rates (calculated from 3-4 points of the first linear part of the curve depicting
DSi over time) in nmol silica per liter per second normalized to initial BSi concentration in
g per litre are listed in column 5. The same value, recalculated per day is given in column 6.
Column 7 depicts relative daily dissolution rates (the amount of silicic acid generated
divided by initially present BSi) based on the total experiment. Column 8 presents relative
dissolution during the first 10 days of the experiments. Column 9 lists the relative
dissolution observed at the end of each experiment and column 10 gives the mean diameter

of aggregates. NV = no value.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. . Initial_ Initial . Total Maximal | Mean size
o BSi | dissolution] . . Daily . . . .
. N Typeof | . ... dissolution| . . __|Dissolution|Dissolution of
Species . initial rate dissolution
experiment| treatment -1 rate o after 10 d | observed |aggregates]
mg.L nmol d" %o Y o mm?®
(s glasi)'1 ° °
1a Agg 0.3 4.6 0.024 2.7 NV 19.2 97
B Agg | 03 | 83 | 0043 | 55 | Nv | 385 | 97 ]
Thalassiosira===_ Agg | 02 5.1 0.027 24 NV 16 97
weissflogii | ~ — | %% | " N R T e i R
Strain 1 2b Agg 0.1 4.9 0.025 3.8 NV 24 97
Average Adgg 5.7+/-1,7 | 0.030 +/-
0.009
Thalassiosira 3a Agg 6.9 10.4 0.054 34 35.8 83.8 NV
i ﬂ nhkre———_—— ] . 4]
N | 3b FC 775 | 200 0.104 6.8 66.4 70.4 NV
Agg 2.3 4.5 0.023 1.8 15.9 34.3 125
da
4 | Agg | 07 | 56 | 0020 | 08 | 75 | 124 | 125 ]
[ 4 | FC | 40 | 105 | 0054 | - 44 | 402 | G 378 | -]
Chaetoceros 5a Agg 2.9 3.9 0.020 1.9 12.4 121 417
decipiens 5T RS 54 | 124 | o064 | 27 | 283 | 473 | -]
Agg 4.6+/-0,9 | 0.024 +/- 11.9 19.5
0.004
Average |-~ 11.4 +i-1,4] 0.059 +- 34.2 425
0.007
Agg 1.0 2.3 0.012 1.1 NV 4.9 221
6a
[ b | Agg | 10 | 41 | 0021 | 28 | N | 56 | 221 |
[ 6c | FC | 46 | 145 | 0075 | 514 | 364 | ¢ 544 | -]
7a Agg 1.2 10.9 0.056 2.7 27.2 23.9 NV
Skeletonema | 706 | Agg | 20 | 48 | o025 | 20 | 206 | 222 | N ]
costatum 8a Agg | 29 3.4 0.018 41 232 62.7 493
[ 8 | FC | 25 | 65 | o003 | 29 | 361 | ¢ 525 | - -]
Agg 3.6°+/-1.0| 0.019" +/- 23.7
Average bood oo ] _.0.005 _|
g FC 10.5 +/- 5.6 0.054 +/- 36.3
0.029

? ignoring result of experiment 7a
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weicht diatom cell TEP | bacteria cell
m ag 1| %BSi | number agg’ | pg | number agg™
g agg (x 10% agg™! (x 10%)
Mean 0.151 2.18 2.86 19 7.15
value
Minimum | 5 0.48 0.56 1.0 5.53
value
Maximum | 55 4.30 4.65 33 9.41
value

Table2: Heterogeneity of aggregates: examples of replicate aggregates at the end of the
experiments 7 with Skeletonema costatum. Dry weight and %BSi (ratio of BSi to the total
dry weight) variability was estimated from 12 aggregates; the number of diatom per
aggregate was compared in 10 replicate aggregates; the variability of TEP per aggregate
was calculated from 6 replicate aggregates; the number of bacteria per aggregate from 5

aggregates.
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1.2 Modélisation d’un agrégat

Préambule

Dans les expériences de dissolution décrites précédemment, I’agrégation ralentit la
dissolution de la BSiO, d’un facteur deux a trois (figure 1.2). La formation d’agrégats fait donc
partie des mécanismes qui influencent la dissolution de la BSiO,, au méme titre que la
température (Kamatani 1982), la concentration en DSi (Van Cappellen et Qiu 1997a, 1997b,
Rickert et al. 2002), I’activité bactérienne (Patrick et Holding 1985, Bidle et Azam 1999) ou la

viabilité des cellules (Nelson et al. 1976).

‘.7:. 0.12 0O cellules libres
g m agrégats
m 01 B
L
2 0.08 - T
c
2
5 0.06 -
©
?
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o 0.02 1
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weissflogii decipiens costatum

Figure 1.2: Histogramme résumant les résultats expérimentaux des mesures de vitesse de
dissolution de la BSiO; dans les agrégats. 18 expériences ont été réalisées a 15°C sur trois espéces

différentes de diatomées a 1’état libre (jaune) ou sous la forme d’agrégat (rose).

Pour mesurer la vitesse de dissolution de la silice biogénique (BSiO;) en batchs,

I’augmentation de la concentration en silice dissoute (DSi) est suivie en fonction du temps. On
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assume alors que le processus d’accumulation de la DSi dans le milieu est ¢gal a la dissolution
de la silice biogénique. Cette approximation est vraie si I’on consideére une phase solide et une
phase liquide, comme dans les mesures sur cellules libres. Or, la porosité¢ des agrégats est
comprise entre 95 et 99.9% selon si les TEP sont pris en compte dans le particulaire ou dans le
dissout (Passow 2002). Dans les agrégats, trois phases sont donc en jeu : deux phases liquides et
une phase solide. La dissolution apparente, c'est-a-dire, la vitesse d’accumulation de la DSi dans
le milieu extérieur, est la conséquence de deux processus, d’une part la dissolution de la BSiO;
contenue dans I’agrégat et d’autre part la diffusion de la DSi depuis I’intérieur vers I’extérieur de
I’agrégat. La vitesse plus faible de cette dissolution apparente peut donc s’expliquer soit par (1)
une forte rétention de la DSi dans les pores de ’agrégat, (2) une diminution de la vitesse réelle
de dissolution de la BSiO; intégrée aux agrégats ou (3) une combinaison de ces deux processus.
Face a la complexité de 1’expérimentation sur les agrégats, I’utilisation d’un mode¢le d’agrégat
capable de décrire I’augmentation de la DSi a I’extérieur de ’agrégat et la forte concentration
interne en DSi, doit nous permettre de mieux comprendre les mécanismes internes de 1’agrégat.

Si la dissolution de la BSiO; est effectivement ralentie et que la rétention de la DSi dans
les agrégats n’est pas la seule cause de la diminution de la vitesse de dissolution apparente
mesurée et décrite dans le chapitre 1.1, le modele permettra également de savoir si la forte
viabilité maintenue dans les agrégats, la forte concentration en DSi environnant les diatomées
agrégées et la faible concentration en bactéries comparativement a 1’expérience sur les cellules
libres sont susceptibles d’étre responsables du ralentissement de la dissolution de la BSiO,
observée lors de I’expérience en laboratoire (Cf. chapitre 1.1).

Dans le cadre du projet européen Si-WEBS, la collaboration avec Philippe Van Cappellen
et Goulven Laruelle de I'universit¢ d’Utrecht aux Pays-Bas nous a permis de construire un
modele d’agrégat intégrant les facteurs susceptibles d’expliquer la faible vitesse de dissolution
de la BSiO, des agrégats. Dans ce modele, la vitesse de dissolution de la BSiO,, Rpg; (nmol cm’

-1 , .
3 aqS ), est calculée de la fagon suivante :
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RDSi =

DSi, )"
) kdis -BSi '(MWBSi ‘1076)‘ (1 - fviab)'[l - oo ]

1
¢ DSi,,

ou ¢ est la porosité de I’agrégat, Kq;s est la constante de vitesse (en nmol g-lBSioz s'l), BSiO; est le
contenu en BSiO, (umol L), MWjgs; est la masse molaire de la silice biogénique (66 g mol™),

f est la proportion de cellules vivantes par rapport aux cellules mortes, DSiye est la

viab
concentration interne des agrégats, DSi.q est la solubilité de la BSiO, a 15°C (1500 pmol L) et
m est un parameétre représentant la non linéarité de la relation aux faibles concentrations en DSi

(Van Cappellen et Qiu 1997b, Rickert 2000, Rickert et al. 2002), i.e. lorsque la relation est

Slagg

DSl

linéaire m = 1. La constante de vitesse Kgis, 1’écart a 1’équilibre (1— ]et le contenu en

BSi0, sont des fonctions du temps.

Le modele d’agrégat est construit a partir des données de deux expériences en laboratoire
réalisées et décrites précédemment sur la diatomée Skeletonema costatum. Le role des bactéries
n’est pas pris en compte dans ce modele, le dénombrement des bactéries ne suffit pas et la
mesure de l’activité bactérienne n’a pas pu étre effectuée lors des expériences décrites au
chapitre I.1. Les mesures de concentrations internes en DSi et I’é¢tude de la viabilité¢ des
diatomées intégrées aux agrégats permettent, en revanche, de valider le modele et donc de tester
nos hypothéses sur les causes possibles du ralentissement de la dissolution de la BSiO; dans les
agrégats. Ce travail est présenté sous la forme d’une publication soumise a Limnology and

Oceanography : « Modelling biogenic silica dissolution in an aggregate ».
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3. Faculty of Geosciences, Department of Earth Sciences — Geochemistry, Utrecht University,
P.O. Box 80021, 3508 TA Utrecht, The Netherlands
Résumé : Les agrégats constituent la principale composante du flux de sedimentation,

cependant, les processus biogéochimiques qui s’y déroulent sont fort peu connus. Dans une étude
récente (chapitre 1.1.), Moriceau et al. (en révision) ont quantifié¢ les vitesses de dissolution de la
silice biogénique (BSiO;) pour trois especes de diatomées et observé que les vitesses de
dissolution apparentes étaient réduites de moiti¢ lorsque les diatomées étaient incorporées dans
les agrégats. Cette diminution pourrait n’étre qu’apparente si ¢’était plutdt la diffusion de I’acide
orthosilicique (DSi) depuis I'intérieur vers I’extérieur de 1’agrégat qui était ralentie. De fait, les
fortes teneurs en DSi au sein de 1’agrégat sont une des trois hypothéses avancées pour expliquer
le ralentissement de la dissolution des diatomées agrégées, avec le maintien d’une viabilité plus
¢levée et une concentration en bactéries plus faible. Dans cet article, nous présentons un modele
qui simule la dissolution de la BSiO, dans un agrégat, en simulant 1’évolution des concentrations
internes en DSi et BSiO,, ainsi qu’en reproduisant 1’accumulation de DSi dans le milieu
environnant 1’agrégat. La vitesse de dissolution est dépendante de 1’écart a I’équilibre, qui
décroit avec le temps a mesure que la concentration interne en DSi augmente suite au processus
de dissolution, ainsi que de la viabilité des cellules, seules les cellules mortes se dissolvant. Ce

modele permet de montrer que seule la combinaison d’une dissolution réellement ralentie et une

diffusion également ralentie, permet de reproduire les concentrations internes et externes en DSi.
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I1 est suggéré que le ralentissement de la diffusion pourrait étre dii a une association étroite entre
la DSi et les TEP. Le ralentissement de la dissolution est quant a lui attribué, pour 16 —33% a la
forte teneur en DSi au sein de I’agrégat et pour 33-66%, a une viabilité¢ plus longue des

diatomées agrégées.
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Abstract- Although a major fraction of the sinking flux in oceanic waters is constituted of
aggregates, the biogeochemical processes occurring inside aggregates are poorly understood. In a
recent study, Moriceau et al. (in revision) measured experimentally the dissolution rate of
biogenic silica (BSi10,) for three diatom species, and found that the observed dissolution rate was
twice as low for aggregated cells compared than for freely suspended cells. Whether the
observed decrease in the dissolution rate was real or only apparent, due to the retention of silicic
acid (DSi) inside the aggregates, remained to be determined. If real, the decrease could be due to
(1) a decrease of the undersaturation degree due to the high DSi concentrations inside
aggregates, (2) the high viability sustained in aggregated cells, and (3) the low bacterial number
in artificial aggregates compared to freely suspended cells. Here, we present a model that
simulates the dissolution of BSi0, inside an aggregate, allowing us to model the evolution of the
internal DSi and BSiO; concentrations and the accumulation of DSi in the surrounding water,
hence, following dissolution inside the aggregate and diffusion towards the external medium.
The dissolution inside the aggregate is dependent upon, the departure from equilibrium which
changes with time as DSi concentrations build up inside the aggregate, and the viability of the
cells, as only dead cells dissolve. The model allows us to highlight the fact that both processes,
the retention of the DSi inside aggregates and the decrease of the BSi0, dissolution rate are
involved in the decrease of the apparent dissolution rate of the BSiO; in aggregated cells versus
non-aggregated cells. It is suggested that the decrease in diffusion could be due to chemical
interactions between DSi and TEP. The decrease of the dissolution rate is attributed, not to a
change in the dissolution properties of the frustules, but rather, for a small part (16-33%) to the
high internal DSi concentrations and most importantly (33-66%), to the high viability maintained

in aggregates.
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Introduction

Improving our understanding of the mechanisms controlling the fate of the organic
carbon produced in surface waters implies that we study the competition between sinking rates
and remineralization rates of various sinking particles. Aggregates represent a major component
of the sinking flux (Turner 2002) which explains that several studies have focused on the impact
of aggregation on sinking rates (van Leussen 1988, Alldredge et Jackson 1995, Lundsgaard et al.
1999, Alldredge 2001). Aggregates are composed of a matrix of Transparent exopolymer
particles (Tolosa et al.) that has a density lower than that of seawater, hence, observations have
reported aggregates that do not sink (Rinaldi et al. 1995). However, aggregates are often
comprised of phytoplankton cells with siliceous or calcareous shells that have a density high
enough to promote rapid sinking through the so-called ballast effect (Armstrong et al. 2002). In
addition, incorporation of small mineral particles and even faecal pellets, induces an increase of
the sinking rate during the descent of these aggregates (Berelson 2002). Fewer studies have been
devoted to remineralization processes inside aggregates. Dissolution of the siliceous shells is
however, a very important study topic. Not only because these shells can act as ballasts as we
have seen (Armstrong et al. 2002), but also because they may serve as a protection against
degradation of the internal carbon pool (Hedges et al. 2001, Kennedy et al. 2002). Therefore, the
fate of the carbon contained in sinking aggregates will depend upon the dissolution of these
ballasts, be it in terms of sinking rate or degradation rate.

Before the study of Moriceau et al. (in revision), only two studies of biogenic silica
(BSiO,) dissolution in aggregates had been undertaken (Brzezinski et al. 1997, Passow et al.
2003). They yielded contradictory information, in terms of enhancing or decreasing the
dissolution rates of diatom frustules incorporated inside aggregates. Moriceau et al. (in revision)
provided unambiguous evidence, based on 18 dissolution experiments conducted on three diatom
species, as single cells or within aggregates, that dissolution rates are 2-3 times lower in

aggregates. They suggested three different mechanisms that may contribute to this observation:

69



higher silicic acid (DSi) inside the aggregate, longer viability of cells inside aggregates and
lower bacterial activity inside aggregates.

During batch dissolution experiments, the rate of dissolution is estimated from the rate of
DSi accumulation in the water surrounding the dissolving particle. It is thus assumed that the
BSiO; dissolution rate is equal to the accumulation rate of DSi in the medium. This is true
considering an experiment on freely suspended diatoms, as the batch contains only two phases.
But for a dissolution experiment conducted on diatoms aggregates, this approximation is not
completely true. The aggregate itself is composed of a 95% liquid phase, then three phases are
present in the batch experiment: one solid and two liquid phases. The DSi accumulation rate in
the external medium becomes the result of two processes: the dissolution of the BSi, that mostly
occurs inside the aggregate, and the diffusion of the DSi from the inside of the aggregate towards
the external medium. Thus, the decrease of the DSi accumulation rate in the surrounding media,
when diatoms dissolve in aggregates compared to single cells (Moriceau et al. in revision) could
be due to (1) the retention of the DSi inside the aggregate pores through a decrease of the
diffusion coefficient, (2) the decrease of the BSi dissolution rate of the aggregated cells or (3) a
combination of both.

In fact, the accumulation rate of DSi in the surrounding medium can only be used to
calculate an apparent dissolution rate. This apparent dissolution rate is the most interesting
parameter to use in ocean biogeochemical models that have begun to incorporate an explicit
representation of particle dynamics during sinking (Kriest et Evans 1999, Heinze et al. 2003). In
terms of understanding, however, we need to be able to separate the influences of retention
inside the aggregate and true reduction of BSiO; dissolution rates. To do so, we have developed
a model of an aggregate, that has been validated using in vitro dissolution experiments conducted
on the diatom Skeletonema costatum, as aggregated and non-aggregated cells (Moriceau et al. in
revision). This model is formulated, so the dissolution rate of BSiO, inside the aggregate is

dependent upon the internal DSi concentration and the viability of cells. This allows us to test the
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relative contribution of each of the mechanisms suggested by Moriceau et al. (in revision) to
explain their observation of a reduced apparent dissolution rate of BSiO, in aggregates.
Model description

A reaction-diffusion model is used to describe the dissolution of biogenic silica in
aggregates of the diatom Skeletonema costatum. Model results are then compared to measured
BSi dissolution rates of aggregated diatoms, which were compared to BSi dissolution rates of
non-aggregated cells of the same species. A complete description of the laboratory-based
dissolution experiments of aggregates and free cells can be found elsewhere (Moriceau et al. in
revision).

In the model, the aggregate is represented as a porous sphere of radius r,g; (McManus et
al.) composed of biogenic silica embedded in a gel-like matrix of transparent exopolymer
particles (Tolosa et al.). Most of the aggregate’s volume is occupied by seawater, though which
dissolved silica diffuses. A constant porosity ¢ of 0.95 (cm3,c1q cm” tot) 18 assumed, based on the
results of Alldredge et al (1998). The spatial and temporal change of dissolved silica
concentration inside the aggregate (DSi,e; nmol cm'3aq) is calculated assuming spherical

symmetry and molecular diffusion as the only solute transport mechanism:

oDSi oDSi
w _ 10 [rzDeﬁ agg}RDSi

eql
& v or 1

where t is time, r is the radial distance from the centre of the aggregate, D is the effective

diffusion coefficient, and Rpg; is the net rate of production of DSi due to BSi dissolution (nmol

3aq S-l).

cm’

The effective diffusion coefficient inside the aggregate, Desr, is based on the molecular
diffusion coefficient of dissolved silica, D, measured in seawater at 25°C by Wollast and Garrels
(1971). The diffusion coefficient is corrected for the ambient temperature of the experiments (T

= 15°C) and the tortuosity of the aggregate, 0 that is a function of the aggregate porosity using

(Boudreau, 1997):
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D(T°C) =D(0°C) x (1 + aT) eq 2
and

Dy=D(T°C)/(1-In( ¢?)) eq 3
where, temperature coefficient o= 0.06 typical of neutral molecular species is assumed. To
account for the possible retention of soluble silica by the TEP matrix, a retardation factor f. is
introduced,

Dy =D,/ f

eq4

ret

where f..is equal or greater than one.
The diatom cells are assumed to be distributed homogeneously inside the aggregate. We

further assume that no biogenic silica production takes place in aggregates. Hence, the temporal

evolution of the concentration of biogenic silica (BSi) inside the aggregate (umol cm™yy) is

described by
dBSi ¢
S - __ 7 R eqs
dt 1000 ° a

Different model runs were performed. In the first step, a constant silica dissolution rate,
Rpsi, was assumed for BSiO, dissolution rates. In the second step, a different set of model runs
incorporated a rate law that successively accounted for the dependence of the dissolution rate on
the aggregate internal DSi concentration via the degree of undersaturation alone, and then both
the undersaturation degree as well as the viability of the diatom cells. The impact of these
mechanisms on the BSiO; dissolution rates in aggregated cells was determined by comparison
with the first model runs obtained with a constant dissolution rate over time. For these model
runs RDSi of equation 1 is expressed by the following formula:

DSi,, J
DSi,,

Rpsi = — Ky - BSI '(MWBSi '10_6)’(1_ fviable)'(l_ eq6

1
¢
where kg;s 1s the mass-normalized dissolution rate constant of biogenic silica (nmol g'IBSioz s'l),

MWsgsio, is the molecular weight of the biogenic silica (66 g mol'l), f is the fraction of

viable
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living cells, DSigq 1s the equilibrium solubility of biogenic silica at 15°C (umol L"), and m is an
apparent reaction order. Note that m = 1 corresponds to the so-called linear rate law, which is
frequently used to describe the dissolution of biogenic silica (Van Cappellen et al. 2002). Also
note that equation (6) assumes that diatom cells must be dead in order for net dissolution of the
frustules to take place which is consistent with the study of Nelson et al. (1976).

In the dissolution experiments using diatom aggregates, the measured time-dependent
variable is the dissolved silica in the seawater medium outside the aggregates. The model-
predicted external dissolved silica concentration (DSiey) is obtained by computing the diffusion
flux from the aggregate into the surrounding seawater, using the average volume of seawater per
aggregate in the experiments (10 ml). The surrounding seawater volume is assumed to be
perfectly mixed, and the boundary condition DSicx = DSi,g, is imposed at the aggregate-medium
interface (i.e., at r = r,g.). At each time step, the value of DSi.y is updated, taking into account
the accumulation of dissolved silica due to diffusion out of the aggregate. The computed
variation of DSic with time can then be compared with variations measured experimentally.

At the end of the dissolution experiments (260 hours), the aggregates were collected in
order to measure their internal concentration of dissolved silica. This measured concentration can
be compared to the radially-integrated concentration of dissolved silica in the aggregate,

computed with the model at the end of the experimental duration:

ﬁagg = LJ‘Oragg DSiagg . dr €q 7

agg

The numerical solution of the model equations used spatial steps of r,.,/20 and time steps

of 10 hours. Parameter values and initial conditions for the simulations are summarized in Table
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Tablel: Values and range of the parameters used in the model.

parameter Values (range) unit

Parameters

MWss; 66 g mol”

[0} 0.95 cm’,q cm>

De 0.7210° cm’ys”

Fagq 0.375 (0.3-0.5) CMiot

v 10 cm’

DSicq 1500 (850-1500) pmol I

fret 10-500 cm’gs”

 Kgis 4-10 nmol g 'gsior s
Initial value

DSi medium 6 pmol I'' = nmol em™,,
DSi internal 6 pmol I'" = nmol cm®,,
BSi 1.45 (1.2-1.45) pmol cm g
experimental final value

DSi medium 12 (11-14) pmol I'" = nmol cm®,,
DSi internal 80 (53-182) umol I = nmol cm™,,
BSi 1.0 (0.8-1.1) umol cm™>;= mmol I

Results and discussion

The model is able to reconstruct the temporal evolution of the DSi and BSiO;

concentrations inside the aggregate with values after 260h comparable to the final experimental

measurements listed table 1 (Fig. 1). It also reproduces reasonably well the accumulation of DSi

in the surrounding medium with time, (Fig. 2). We first ran the model with different dissolution

rate constants, to determine whether diffusion, dissolution or both, are responsible for the

observed decrease in the apparent dissolution rate of BSiO, inside aggregates. We then

introduced step by step into the model, each factor that could influence the dissolution rate inside

the aggregate and we evaluated the relative contribution of these factors.
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Figure 1: The Figure 1 compares the model output to the results of the experimental BSiO,
dissolution of Skeletonema costatum aggregates. The graph represents the temporal evolution of

the DSi concentration in the external media. The two lines are the model outputs using a BSiO,

dissolution rate constant over time.
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Figure 2: Model output of the spatial and temporal evolution of (A) the aggregates internal DSi

concentration and (B) the aggregates internal BSiO, concentration. In this case, the model uses a

constant dissolution rate.
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Dissolution versus diffusion

The model is first run with constant dissolution rates, i.e. with no influence from the
undersaturation degree and the viability (all cells are considered to be dead). These rate constants
are taken to vary between 4 and 10 nmol Si g'IBSioz s"l, corresponding to those measured for

aggregated and freely suspended cells, respectively. For each dissolution rate constant, the final

DSiex and the final DSi,,, are expressed as a function of the retardation factor (figure 3A and

2

B). The experimental values of the final DSic and DSiagg are then compared to the model

output to define the best combination of kg;s and f, that allows proper fitting of the laboratory
experiments. When the dissolution rate is constant, the model closely fits the experiment when
kgis = 4 nmol Si g'lBSioz s!and fe, = 150 and provides a reasonable fit with kg = 5 nmol Si g
'ssioz s and f = 125. These dissolution rate constants are close to the ones measured on
aggregated cells, i.e. about ca. 2-fold lower than dissolution rates of freely suspended cells
(Moriceau et al., in revision). If higher dissolution rates allowed proper fitting of the internal DSi
concentration, they would imply a retardation factor that is too low (range 50 — 100, Fig. 3A) and
accumulation of DSi in the surrounding media that would be too high (Fig. 3B).

Thus, in this configuration, the model suggests that both lower dissolution rate constants
and retention inside aggregates are involved in the observation of lower apparent dissolution
rates in aggregates. The retention factor of 150 implies a decrease of the DSi diffusion
coefficient by two orders of magnitude compared to the value 0.72 10 cm?y s measured in
water (Wollast et Garrels 1971, Applin 1987). this is high if we consider that the maximum
decrease of the diffusion coefficient in sediment porewaters is by a factor of ca. 5 (Ullman et
Aller 1982). It is important to note that the retention factor estimated from the model is

confirmed by two different approaches. Brzezinski et al (1997) derived a range of retention
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factors from the build up of an Si budget in an aggregate. The retention factor of 150 calculated

with our model is in the range of 20-200 evaluated by these authors.
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Figure 3: Sensitivity tests. (A) evolution of the final average DSi concentration inside the
aggregate and (B) evolution of the final DSi concentration in the external media as a function of
the retardation factor for 4 different dissolution rates between 4 and 10. The crossed line
represents the experimental measurements of the DSi concentration inside and outside the

aggregate after 260 hours of dissolution.

As a second approach, the diffusion flux can be estimated from Fick’s law: (Eq. 8):

ADSi
dx

Far =@ Deg - Eq. 8

In the case of an aggregate, we can assume that the BSi0, mainly dissolved inside the
aggregate. Then the apparent BSiO; dissolution rate measured by following the accumulation of
DSi in the external media is mainly due to diffusion. The diffusion flux of the equation 8 (Fyi)
can be calculated from the apparent BSi0; dissolution rate (Rps;) measured in the experiment
(equation 9). ADSI is the difference between the internal and the external DSi concentration
(ADSi =72 uM) and the porosity is 0.95 (Table 1) and dx the distance where the diffusion takes

place ( Tagg/20 to Tagg).
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R - BSi-MW,, -107° -V
Fdiﬁ — DSi S BSi agg Eq 9

agg

with Ve and S, respectively the volume and the surface of the aggregate.
This calculation implies a reduction in the diffusion coefficient by a factor of 33 to 600
compared to the DSi diffusion coefficient in water, depending on the dx used to make the

calculation.

What could cause such a decrease in diffusion?

In parallel with high DSi concentration inside the aggregates (Moriceau et al., in
revision), high nutrient concentrations (Shanks et Trent 1979, Gotschalk et Alldredge 1989,
Brzezinski et al. 1997, Moriceau et al. in revision) and low oxygen concentrations were
measured inside aggregates (Alldredge et Cohen 1987). Ploug et al. (1997) measured no decrease
in the diffusion coefficient of O, through transparent exopolymer particles TEP and the low
oxygen concentrations were attributed to the fractal geometry of the aggregates by Dach and
Bayona (1998).

The experiments used to parameterize the model, operate on artificial aggregates only
composed of diatoms, bacteria, seawater, and a matrix made of TEP. During the fist
experimental phase described in the study of Moriceau et al. (in revision) the BSiO, dissolution
rates obtained for different dissolution experiments with aggregates have been correlated with
the concentration of TEP of the different aggregates. Thus we estimate that the best candidate to
explain the decrease of the DSi diffusion is the TEP. The term of “TEP” is defined by Mopper
and co-workers (1995) and by Zhou and co-workers (1998) as alcian blue stainable particles.
TEP regroup many compounds such as proteins, sulphur groups, sulphate, sugar, and others
described in Bhaskar (2005), that could form chemical bounding with DSi and reduce its

diffusion towards the surrounding medium.
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What controls the decrease in BSiO, dissolution rate?

The model results suggest that the decrease in diffusion, associated with enhanced
retention of DSi inside the aggregates, is accompanied by a decrease in the BSiO, dissolution
rate constant. Moriceau et al. (in revision) suggested that this decrease in the dissolution rate
constant could be due to either (1) enhanced DSi concentrations inside aggregates, (ii) longer
viability of cells inside aggregates or (iii) lower number of bacteria per diatom cell inside
aggregates. The influence of bacteria can not be tested with the model described above, however,
this model is used to separate the relative importance of DSi internal concentration and viability,
in the observed decrease of the dissolution rate constant, from 10 nmol g'IBSiOZ s'l, measured in
the freely suspended cells to 4 nmol g™'gsio2 s, measured for the aggregated cells.

First, the influence of the enhanced internal DSi concentration was tested. We introduce a
linear dependency of the rate constant with respect to the undersaturation degree in equation 6
(m = 1). In this new configuration, the best fit to the experimental results was obtained when kgiss
was 6 nmol g'lBSioz s'l, and f.t was 150. Thus, the accumulation of DSi inside the aggregate
accounts for 1-2 nmol Si g'IBSiOZ s'l, of the 6 nmol Si g'lBSioz s'! decrease between free cells and
aggregated cells, i.e. 16-33 %.

Van Cappellen et Qiu (1997a, 1997b) demonstrated that the dependency of the BSiO,
dissolution rate upon the DSi concentration, when far from the solubility (undersaturation degree
> (.8), can be non-linear. The accumulation of DSi inside the aggregate is progressive (Fig. 1)
and increases from the value of the surrounding sea water (6 pmol L) to a value more than 10
times higher (80 pmol L™). These values of DSi concentrations are typically in the range where
the relation between the dissolution rates and the DSi concentrations is non-linear

(undersaturation degree goes from 0.99 to 0.94). They could therefore strongly impact the

dissolution rate. To test the impact of the non-linearity, the final DSiagg and the final DSicy were

calculated as a function of the retention factor for values of m varying between 0.5 and 2. In fact,
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the change in the undersaturation degree from 0.99 to 0.94 seems too low to significantly change
the results of the model for both parameters Kg;s and f. when using different values for m.
Following this study of the influence of internal DSi concentrations, we tested the impact
of cell viability on the dissolution of BSiO, in aggregates as Nelson et al. (1976) observed
dissolution rates close to zero, when cells were still alive. During the experiment conducted by
Moriceau et al. (in revision), the viability of the aggregated cells stayed close to 40% during the
first 300 hours. On the contrary, the viability of the freely suspended cells decreased from 40%
to 15% during the same length of time. In the model, the viability is introduced as a constant
parameter because the run lasted 260 h, and only dead cells (60% of total cells, see Table 1)
dissolve. In this last configuration tested, two combinations allowed reproduction of the
experimental DSi concentrations, Kgis = 8 and 10 nmol Si g'lBSi s with retardation factors of 200
and 150, respectively. The longer viability of cells in aggregates may thus explain 33 to 66% of
the decrease of the BSiO, dissolution rate constant. When viability and internal DSi
concentration are taken into account, the BSi dissolution rate constant of the aggregated cells is
close to the one measured for the freely suspended cells. This means that the apparent decrease
in the dissolution rate constant between freely suspended and aggregated cells observed by
Moriceau et al. (in revision) is not due to a modification of the dissolution properties of the
diatoms themselves, but rather, to the conditions encountered inside aggregates which favour

DSi retention and allow a longer viability of the cells.

Assumptions and significance of the model

The results described above give an estimation of the role of retention within aggregates,
high DSi concentration inside aggregates and viability in the decrease of the BSiO; dissolution
rate of aggregated cells compared to freely suspended cells. Despite the important role of
bacteria in the BSiO, dissolution kinetics, the impact of bacteria was not taken into account for

two reasons. (1) The number of bacteria was low in our artificial aggregates compared to the
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media containing the freely suspended cells. However, we could not measure the bacterial
activity and the number of bacteria attached to the cells which impact the dissolution of BSi0,.
(2) The impact of bacteria on the BSiO, dissolution rate is complex to describe mathematically.

To model the dissolution of the BSiO, integrated within aggregates we assumed that the
external media was well mixed and that the diffusion of the DSi was instantaneous in the
solution surrounding the aggregate. Whereas Kiorboe and co-workers (2001) demonstrate the
existence of a plume with high nutrient concentration in the wake of a sinking aggregate. We
would have to improve the model, considering these experimental observations, to be able to
simulate the dissolution of aggregated BSiO, during sinking.

Another assumption which could be discussed is the fact that all BSiO, dissolution occurs
inside the aggregate whereas the diatoms composing the surface layer of the aggregate must
directly dissolve in the external solution or at least in the plume of high nutrient concentrations

surrounding the aggregate.

Applicability of data to the in situ environment

The first goal of this model was to reproduce the BSi0, dissolution experiment on
aggregates and secondly to study the internal biogeochemical processes of an aggregate which
are involved in the decrease of the apparent BSi0O, dissolution rate measured in the experimental
study. This mechanistic model does not aimed to be used to represent the in situ conditions of the
BSi0, dissolution.

In natural conditions, aggregates are a lot more complex than those made in the
laboratory. They are composed of multiple particles of which senescent and dead cells, fecal
pellets, lithogenic particles and even zooplankton (Alldredge et Silver 1988, Kiorboe 2000,
Thornton 2002, Turner 2002). Natural aggregates contain particles that dissolve slower than the
diatom cells, used to form the artificial aggregates, for which we measured the dissolution rate.

Diatom viability inside aggregates could depend on the robustness of the species encountered
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and could vary on natural aggregates that contain a panel of phytoplankton species. Moreover,
the viability of the cells inside aggregates will depend strongly on the viability of the cells
promoting aggregation. Thus, the effect of aggregation on the dissolution rate of diatom frustules
will depend strongly upon the physiological status of the cells at the time of aggregation.

On the contrary to what was measured during laboratory experiments, the number of
bacteria within aggregates is high compared to the number of bacteria surrounding the freely
suspended cells in natural bloom, and more important for the BSiO, dissolution rate, the
bacterial activity is high within in situ aggregates (Alldredge et Gotschalk 1990, Simon et al.
1990). The decrease of the BSiO, dissolution rate measured for aggregated diatoms compared to
freely suspended cells could be attenuated by the role of bacteria. In another way, TEP are often
colonized by bacteria (Alldredge et al. 1993) and seem to be a good source of food that is

possibly preferable to diatom cells within aggregates.

Conclusion

The decrease of the apparent BSiO, dissolution rate by a factor of 2 to 3 in aggregated
versus non-aggregated cells is attributed to the retention of the DSi inside aggregates and to the
decrease of the BSiO, dissolution rate inside aggregate. The DSi diffusion coefficient is
decreased by a factor of 150, which is probably due to chemical bounding between TEP and DSi.

Inside the aggregate, 16 to 33 % of the decrease of the apparent BSi dissolution rate is
explained by the high DSi concentration inside aggregates and 33 to 66 % by the high viability
inside the aggregate.
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Chapitre 11

Modélisation des flux de silice
biogénique dans la colonne d’eau

Préambule

Jusqu’a de récentes études, les modeles biogéochimiques utilisaient de simples
exponentielles décroissantes pour représenter les flux de sédimentation du carbone et de la silice
(Suess 1980, Betzer et al. 1984, Martin et al. 1987). Depuis peu, les profils de ces éléments sont
reconstruits en utilisant la vitesse de reminéralisation de la matiére organique ou de dissolution
des minéraux et la vitesse de sédimentation des particules (Pondaven et al. 1998, Ridgwell et al.
2002, Heinze et al. 2003). Lorsque certains de ces modéles globaux sont comparés a des profils
de sites sur lesquels des pieges a particules ont été déployés, les profils obtenus a partir des
modeles ne correspondent pas aux mesures in situ (Heinze et al. 2003). Cette incohérence peut
étre provoquée par les problémes d’échantillonnage par pieges a particules qui sont bien connus
puisqu’un volume spécial publié par la station de biologie marine de Kristineberg en Suéde leur
a été consacré (Wassmann et al. 1990). Ces problémes sont particuliérement nombreux dans la
zone mésopélagique ou la dynamique des particules est complexe et ou de nombreux processus
chimiques et biologiques peuvent fausser les mesures (cf. Introduction générale). La zone au
dessus de 1000 m est donc treés peu contrainte dans les modeles. La validité des mesures utilisant
des pieges a particules déployés sous 1000 m est par contre prouvée a 1’aide des flux de thorium
et de palladium (Yu et al. 2001). D’aprés Turner (2002) le flux de sédimentation se compose
majoritairement d’agrégats, puis de pelotes fécales et enfin de grosses diatomées. Pourtant les
différences de comportement entre ces particules, et par conséquent leurs roles sur les différents
cycles biogéochimiques ne sont pas pris en compte dans les modeles. Mis a part le modele de

Kriest et Evans (1999) qui intégre la dynamique des cycles d’agrégation et de désagrégation, peu
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de modgeles représentent correctement la dynamique complexe de ces particules (Jackson et Burd
2002). De plus, treés peu de valeurs sont disponibles concernant la dissolution des minéraux et la
reminéralisation de la matiere organique dans ces différents types de particules. La encore, la
validité des études expérimentales de processus utilisées pour paramétrer les modeles est
problématique. De nombreuses incohérences existent entre mesures en laboratoires et mesures in
situ comme le souligne le volume spécial de « Chemical Geology » (Brantley et Velbel 1993).
Par conséquent, si la vitesse de sédimentation est de mieux en mieux représentée dans les
modeles récents (Pondaven et al. 1998, Kriest et Evans 1999, Ridgwell et al. 2002, Heinze et al.
2003), une vitesse de dissolution constante est toujours utilisée pour la BSiO, tout au long de la
sédimentation.

Dans le cadre du projet ORFOIS, dont I’objectif était d’améliorer la représentation de la
dynamique des particules dans les modeles biogéochimiques, la contribution du LEMAR était de
mesurer expérimentalement la dissolution de la BSiO; dans les pelotes fécales (Post doctorat de
M. Gallinari) et dans les agrégats (Chapitre I et figure I1.1). L’étude de la BSiO, des agrégats a
été décrite au Chapitre 1.1. Nous avons démontré dans les études expérimentales présentées
précédemment que 1’impact du type de particule sur la vitesse de dissolution de la BSiO, peut
étre important. Les vitesses de sédimentation des grosses particules peuvent étre supérieures a
celle des diatomées libres de deux ordres de grandeur (1 m par jour pour les cellules libres,
Smayda 1970, Smayda 1971, Bienfang 1981, une moyenne de 100 m par jour pour les agrégats
et les pelotes fécales, Alldredge et Gotschalk 1989, Wassmann et al. 1999). L’ impact du type de
particule sur la vitesse de dissolution de la BSiO; est moins important mais non négligeable. La
BSi0, intégrée aux agrégats et aux pelotes fécales de gros brouteurs a une vitesse de dissolution

2.5 fois plus faible en moyenne (Figure I1.1).
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6 - pelotes fécales

HHH - HH

BSi libre/ la BSi intégrée
[N
L

T.weissflogii  C.decipiens libres S.costatum libres diatomées diatomées des  T. w eissflogii et
libres et et agrégées et agrégées cotieres et glaces et pelotes pelotes de
agrégées pelotes de de C.propinquus C.helgolandiscus
M.gerlachei

rapport des vitesses de dissolution de la

Figure I1.1: Impact de Pintégration de la BSiO, aux agrégats (en vert) et aux pelotes fécales de gros
brouteurs (en bleu). Pour les agrégats, les résultats sont présentés sous la forme de rapports des
vitesses de dissolution de la BSiO, des cellules libres/ vitesses de dissolution de la BSiO, intégrée aux
agrégats. Les trois barres représentent chacune une espéce différente de diatomées. Ces données
résument les travaux présentés précédemment dans le chapitre I.1.

Pour les pelotes fécales, les résultats présentent les rapports des vitesses de dissolution de BSiO, de
cellules libres/ cellules libres + pelotes fécales de gros brouteurs pour les deux premieres barres
bleues qui montrent des résultats provenant de la theése de Sabine Schultes (2004). Ces résultats
sont obtenus lors d’expériences effectuées pendant une campagne en Antarctique. La premiére
barre bleue représente ’impact du broutage d’un mélange de diatomées cotiéres et du broutage du
copépode Metridia gerlachei et l1a deuxiéme montre les résultats de la méme expérience effectuée a
partir d’un mélange de diatomées des glaces par le Calanus propinquus. La troisiéme barre bleue
représente les résultats d’expériences effectuées par M. Gallinari (publication en préparation)
pendant son post-doctorat. Ces résultats sont présentés sous la forme du rapport des vitesses de
dissolution de la BSiO, de Thalassiosira weissflogii / BSiO, intégrée a des pelotes fécales Calanus

helgolandicus.

Le travail présenté ci-aprés sous la forme d’une publication soumise a Global
Biogeochemical Cycles, constitue une approche différente de celle des modéles biogéochimiques

cités précédemment. Nous avons construit un modele simple basé d’une part sur la composition
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du flux de particules décrit par Turner et d’autre part sur les données expérimentales de
dissolution de la BSiO, transportée par ces particules (Figure 11.2). Le profil de flux de BSiO,
transportée est calculé pour chacun des trois types de particule. Leur somme permet ensuite
d’obtenir le flux total de BSiO,. Ce dernier est ensuite comparé aux données de la base de
données PANGAEA (mesures in situ de production, de flux a 1000 et 3000 m, calcul d’export a
150 m). Cette base regroupe des données sur plus de 100 sites de 1’océan global, mais la
nécessité de connaitre la valeur de la production en surface réduit les sites comparables a 9 sites
(Figure I1.3). Malgré sa simplicité, un tel modele permet de valider 1’étude en laboratoire de la
dissolution de la BSiO, dans les particules qui sédimentent. Il permet aussi de déduire des
informations intéressantes a la fois sur la dynamique des particules sédimentant et sur les
profondeurs de recyclage de la BSiO, particuliérement précieuses dans la zone mésopélagiques

(cf Introduction générale).
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Figure IL.2: Raisonnement utilisé pour la construction du modéle. (a) Courbes de dissolution
théoriques obtenues pour chaque particule a partir de la vitesse moyenne donnée par Van
Cappellen et collaborateurs (2002) pour les cellules libres et des rapports entre les vitesses de
cellules libres et d’agrégats (chapitre 1.1) ou pelotes fécales (Gallinari et al. en préparation) mesurés

en laboratoire. (b) Profils des flux calculés en ajoutant a la dissolution, les contributions des vitesses
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de sédimentation données dans la littérature (1 m jour'1 pour les cellules libres, Smayda 1970,
Smayda 1971, Bienfang 1981, 100 m jour”, pour les agrégats et les pelotes fécales, Alldredge et
Gotschalk 1989, Wassmann et al. 1999), et de la composition du flux qui est déterminée a partir de
Pestimation du recyclage de Nelson et collaborateurs (1995) et de la description du flux de Turner

(2002).
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Figure 11.3 : SINOPS, www.pangaea.de. Situation des 9 sites biogéochimiquement différents pour
lesquels nous possédons a la fois des données fiables de production de BSiO,, de flux de BSiO, a
1000 et 3000 m, des estimations d’export autour de 100m et des mesures de BSiO, dans les
sédiments. Ces meufs sites sont utilisés dans la présente étude pour valider notre modéle de colonne

d’eau.
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Qualitative and quantitative reconstruction of water column

biogenic silica fluxes from dissolution experiments.

Moriceau Brivaéla, Gallinari Morgane, Ragueneau Olivier

UMR 6539, IUEM, Technopdle Brest-Iroise, 29280 Plouzané, France

Résumé: Les diatomées qui ont besoin de I’acide orthosilicique (DSi)
pour construire leur frustule, jouent un rdéle important dans le cycle global du
carbone. La disponibilit¢ de la DSi dans I’océan global dépend essentiellement de
la profondeur de recyclage de la silice biogénique (BSiO;). La capacité¢ des
diatomées a incorporer de grosses particules comme les agrégats ou les pelotes
fécales de zooplancton favorise un recyclage profond en augmentant la vitesse de
sédimentation et en diminuant la vitesse de dissolution. Cette étude combine des
résultats expérimentaux de mesures de vitesses de dissolution de la BSiO, dans
les cellules libres, les agrégats et les pelotes fécales avec des mesures in situ de
flux de BSi0O; de neuf provinces biogéochimiques de I’océan. Un modele simple
est établi afin de déterminer la composition du flux de sédimentation en qualité
(vitesse de sédimentation et de dissolution) et en quantité (répartition de la BSiO,
entre les cellules libres et les grosses particules). Nous déterminons que 40% a
90% de la BSiO, se dissout avant la profondeur maximale de la couche de
mélange. Le recyclage domine dans tous les sites quelle que soit la vitesse de
sédimentation calculée. L’intensit¢ du recyclage en surface est attribuée a la
capacité des cellules a rester libres. Indépendamment des ballasts, les cellules qui
ne sédimentent pas sous la forme d’agrégats ou de pelotes fécales de gros

brouteurs vont se dissoudre. Le mod¢le permet d’obtenir des informations sur la
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dynamique des particules et nous avons pu déterminer que 200 m est une
profondeur maximum optimale pour la couche de mélange, a laquelle les
processus de terminaison des blooms tels que 1’agrégation et le broutage semblent

favorisés.
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abstract

Diatoms, that require silicic acid (DSi) to build their frustule, play an important role in the global
carbon cycle. DSi availability in the global ocean depends essentially on the depth of biogenic
silica (BSiO;) dissolution and the propensity of the diatoms to be incorporated into large
particles such as aggregates and zooplankton faecal pellets that favours deep recycling by
increasing the particles sinking rate and decreasing the BSiO, dissolution rate. This work
combines experimental measurements of BSiO, dissolution rates in freely suspended diatoms
and large particles such as aggregates and zooplankton faecal pellets with in Situ measurements
of BSiO; fluxes in nine biogeochemical provinces. A simple model is established which is able
to determine the composition of the sedimentation flux in quality (particles sinking rate and
BSi0, dissolution rate) and quantity (repartition of BSiO, among free cells and large particles).
The model outputs determine that with 40 to 90% of the BSiO, dissolved before the maximum
depth of the wind mixed layer, the recycling mechanisms predominate whatever the particles
sinking rates calculated for the nine sites. The importance of shallow recycling is attributed to
the capacity of cells to stay freely suspended, whereas export is based on bloom ending
mechanisms: aggregation and grazing, that are favoured by an optimal mixing depth of ca. 200

m; the export stays independent of the cell ballasting.
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1. Introduction

Diatoms play an important role in the global carbon cycle [Smetacek, 1999], forming the basis of
a short food chain that leads to carbon (C) export towards higher trophic levels [Cushing, 1989,
Thornton, 2002] and towards the deep sea [Buesseler, 1998]. Because diatoms require silica to
build their frustule, the contribution of diatoms to total primary production (PP) has been shown
to depend on the availability of the nutrient silicic acid (DSi) in many regions of the world ocean
like the equatorial Pacific [Dugdale et al., 1995] or the Southern Ocean [Pondaven et al., 1998,
Brzezinski et al., 2001]. The availability of DSi in surface waters, in particular relative to other
nutrients, depends on the composition of the source waters in upwelling regions and upon the
intensity of biogenic silica (BSiO,) dissolution in surface waters in other oceanic regions.
Diatom production will be affected on different time scales according to the depth at which
recycling occurs. Shallow depth mineralization will immediately influence diatom production
and phytoplankton dynamics [Officer and Ryther, 1980]; recycling in intermediate waters
[Sarmiento et al., 2004] and/or deep waters [Ragueneau et al., 2002] will affect the meridional
distribution of DSi or the redistribution of DSi among oceanic basins, respectively, with

implications on intermediate to long time scales.

The depth at which recycling occurs will be the result of a competition between dissolution and
preservation mechanisms. Temperature [Kamatani, 1982], bacterial activity [Bidle and Azam,
1999], for example, will affect the intensity of recycling, whereas the incorporation of cells into
large particles such as aggregates and faecal pellets of large grazers will transport rapidly these
cells to the deep waters [Alldredge and Gotschalk, 1988, Wassmann et al., 1999], leaving little

time for dissolution to take place.

Acknowledging the importance of aggregate and faecal pellets of large grazers as major

constituents of export and sinking fluxes [review in Turner, 2002], we hypothesize that
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incorporation of diatoms in such particles will control the vertical distribution of the BSiO,
dissolution flux, with implications for subsequent diatom production at different temporal and
spatial scales. To test this hypothesis, we combine a series of in vitro BSiO, dissolution
experiments made on the different constituents of the flux: freely suspended diatoms [compile in
Van Cappellen et al., 2002], zooplankton faccal pellets [Gallinari et al., in prep, Schultes et al.,
in revision] and aggregates [Moriceau et al., in revision] with a data base of BSiO, production,
export and deep fluxes from 9 biogeochemical provinces of the world ocean described by
Ragueneau et al. [2002]. We could then derive important information on (i) particles sinking
rates, (i1) particles composition and (iii) depth of BSi0O, dissolution, particularly important in the
mesopelagic zone where direct, in situ, measurements of BSiO, dissolution are absent and where
sediment traps do not operate properly [Yu et al., 2001]. Results are discussed in terms of silicate
pump [Dugdale and Wilkerson, 1998], ballast theory [Armstrong et al., 2002] and calibration of

BSiO, mass accumulation rates as a paleoproductivity proxy [Ragueneau et al., 2000].

2. APPROACH

Dissolution experiments

Aggregates are fragile particles of millimetre- to centimetre-sized that contain different types of
small particles: phytoplankton cells, bacteria, zooplankton faecal pellets, lithogenic particles and
even copepods [Jackson, 1993]. In the upper layer, the structure of the aggregates is too fragile
for them to be sampled. Moreover, the effect of aggregation on the BSiO, dissolution could
hardly be identified in a natural aggregate, which composition is highly heterogeneous.
Laboratory BSiO, dissolution experiments were undertaken by Moriceau et al. [in revision] with
artificial monospecific aggregates of the diatom Thalassiosira weissflogii made with the Shanks
and Edmondson method [1989]. The BSiO; dissolution rates in aggregates and freely suspended

diatoms were measured in parallel at 13°C by means of batch experiments. The aggregation
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tends to protect BSiO, against dissolution, and the frustules of aggregated cells dissolved on
average two times slower than the frustules of the freely suspended diatoms.

The zooplankton faecal pellets are the second major constituent of the sedimentation flux
[Turner, 2002]. Gallinari et al. [in prep] collected regularly, during 9 months, faecal pellets of
the large copepod Calanus helgolandiscus fed with the diatom T. weissflogii. The BSiO,
dissolution rates measured at 4°C simultaneously in freeze-dried copepod faecal pellets and in
freeze-dried diatoms by means of flow-through reactors [Van Cappellen and Qiu, 1997a, 1997b],
were also two times lower in faecal pellets than for the dried T. weissflogii.

We used these first direct measurements of BSiO, dissolution rates in large particles constituting
the essential of a sinking flux, to try to reconstruct profiles of BSiO, fluxes through the water
column. We considered two groups of particles, a free cell group (FC) and a large particle group
(LP). The FC group owns the characteristics of the “free cells”, i.e. the non-aggregated diatoms,
with a slow sinking rate and a fast dissolution rate. The LP group has the fast sinking rate usually
measured for large particles, i.e. aggregates and large zooplankton faecal pellets and the slow
dissolution rate previously measured in the laboratory experiments. Using only two groups of
particles keeps the model as simple as possible and is consistent with the sedimentation flux

observed and described by Turner [2002].

From laboratory experiments to a virtual water column

The profiles of the total BSiO, fluxes were reconstructed from the profiles of the BSiO, fluxes

for the two groups of particles, FC and LP.

The dissolution of the BSiO, in batch experiments is expressed using a simple exponential

increase of the DSi concentration as a function of time [equation 1, Greenwood et al., 2001].

C(t) = BSiO, , x (1—exp ™) (1)
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With C(t) the DSi concentration in mmol L' at time t, BSiO, ¢ the initial BSiO, concentration in

mmol L™, K(T) is the BSiO, dissolution rate in d”' and t the time in days.

To deal with downward fluxes, the equation 1 is then transformed and modulated for each group
of particle with their participation to the BSiO, production flux using a and B, respectively the
percentage of the BSiO, production (PPgsio, in mmol m> d'l) integrated in the FC and the LP

groups in the upper layer as shown by the equation 2.

BSiO, e e (1) = 201 B) x PPyg0, % exp(— Kec(orp) (T) % t) )

with BSiO; rc, BSiO5 p in mmol m™ d”! the respective BSiO; flux for the FC and the LP group.

The interval of time during which the particle sinks from one depth to another, is expressed as a

function of depth (z in m) by using the sinking rate (s in m d™).

_z—(z-1)
s

At 3)

The profile of BSiO, fluxes is drawn from the calculation by incrementation of the BSiO; flux at
each depth z, as what is left from the BSiO, flux at the previous depth (z-1) after a dissolution
stage. The BSiO, flux is calculated for both groups of particles at the depth z with equation 4

(BSiO; rc(z) and BSiO; 1p(z) in mmol m™? d™) by incrementation from equation 1.
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' ' z—(z-1
BSiO, (¢, p(2) = BSiO, ¢, (2 _l)eXp(_ Kee/1p(2.T) X(T)J @

Krc(z,T) and Ky p(z,T) are the dissolution rate in d”', measured during the experimental phase for
the FC and the LP recalculated with a temperature profile of the water column at each site
provided by NODC (Levitus) World Ocean Atlas 1998 (Web site at http://www.cdc.noaa.gov/)

and equation 5 from Rickert et al. [2001].
o (11
(1) = k) =e ©)

With K, the BSiO, dissolution rate in d” measured in the controlled conditions of the laboratory;
T, the experimental temperature in degrees Kelvin; K,(T,) the rate recalculated for the depth z at

the in situ temperature T, ; Eapp/R = 7211 °K.

At each depth, the total BSiO, flux is then obtained by addition of the BSiO, fluxes of the two
groups. This total flux is normalized to the production flux to obtain a profile of BSiO, fluxes

expressed in % of BSiO, production, facilitating the comparison between sites (equation 6).

_ BSIO, (2) + BSIO, 5 (2)

BSiO, ,(2)

%BSi0, ., (2) = 100

BSiO2 PPBSiO2

x100 (6)

In equation 5, BSi0; («(z) is the flux of total BSiO; in mmol m> d"! at the depth z; PPgsioz the
production flux of BSiO; in mmol m> d'l; BSi0O; pc(z) 1s the flux of BSiO, in the FC group at

depth z; BSi0; 1 p(2) 1s the flux of BSiO; in the LP group at depth z.

Confrontation between measured and reconstructed profiles of BSiO, fluxes
The direct application of kinetic measurements performed in vitro to the real world, is not trivial
[see the special issue of Chemical Geology devoted to discrepancies between field and
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laboratory measurements, Brantley and Velbel, 1993]. The first test for the accuracy of
experimental measurements is a confrontation with field measurements of BSiO, dissolution
rates that are generally performed by means of the *°Si isotope [Nelson and Goering, 1977,
Corvaisier et al., 2005]. The BSiO, dissolution rates used in this study were measured in non-
aggregated and aggregated diatoms and in diatoms integrated to faecal pellets of large grazers.
They fall in the range of the field measurements compiled by Van Cappellen et al. in 2002 (table
1). However, it is interesting to observe that when such rates are used in global ocean
biogeochemical models, they do not allow proper representation of fluxes measured by means of
sediment traps [Gnanadesikan, 1999, Ridgwell et al., 2002, Heinze et al., 2003]. In these models
the sinking rate of particles and the BSiO, dissolution rate are defined with a unique value and
the latter is only dependent on temperature. Then the resulting BSiO; flux profile is compared
with field data. We have chosen an inverse approach. The idea is to apply the model described
above (Egs. 1 to 6) to fit BSiO, profiles measured in the field. Using our in vitro experimental
dissolution rates on FC and LP corrected for in situ temperature at each depth, we could derive
important information in terms of sinking rates and distribution among FC and LP. This exercise
has been carried out in 9 biogeochemical provinces of the world ocean, where annual
measurements of BSiO, production, export and deep fluxes are available [data in Ragueneau et
al., 2002]. Four sites are located outside the Southern Ocean: 2 in the Equatorial and North
Pacific, 2 in the North Atlantic, East and West. Five are located in the Southern Ocean: 1 north
of the Polar Front, 2 in the Polar Front of the Atlantic and Pacific sectors, and 2 just south of the

Polar Front, in the Indian and Pacific sectors (see positions in Table 2).

Best fits between reconstructed and measured profiles have been obtained for each one of these
nine sites, using the parameters a and § which represent the composition of the production flux
in percentage of FC (a) and LP () in the upper layer (Eq. 5). This calculation was tested for
more than 100 combinations of sinking rate for the two types of particles. The best possible

combination of sinking rate (Sgc, Spp) and percentage of particles (a, ) could be found (Table
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2), except for the APFA site where the approach yielded two possible combinations to fit the in
situ BSiO; profile. The sensitivity of the model was tested for Sgc the sinking rate of the FC
(Figure 2a), for Sy p the sinking rate of the LP (Figure 2b), for the composition of the flux (Figure

2¢) and for the BSiO; dissolution rates K¢ (Figure 2d) and Ky p (Figure 2e¢).

3. Results and Discussion
Accuracy of dissolution rates and robustness of the model

The BSiO, profiles of eight of the nine sites successfully reconstructed, (i.e. all sites except
APFA where data are poorly constrained, Figure 1) show a realistic composition of the flux and
a combination of sinking rates (Figure 1, Table 2) consistent with the range cited in the literature
(Table 1). In vitro dissolution rates seem then consistent with reality. In addition, albeit simple,
our model is quite robust as demonstrated by the sensitivity experiments conducted on sinking
rates of each type of particles as well as on the distribution between FC and LP. Profiles of
BSiO, fluxes are quite sensitive to changes in sinking rates, this is particularly true for the
sinking rate of FC in the upper 1000 m and for the sinking rate of LP deeper (Figure 2).
Similarly, the composition of the flux in the upper layer is well constrained. Actually, for all
sites, changing the contribution of FC and LP from the one corresponding to the best fit by only
5-10 % yields a profile of BSiO, fluxes significantly different from the one measured (Figure 2
¢). This robustness allows us to derive some important information in terms of flux composition

during sinking,
Quality of the sinking fluxes

The sinking rates Sip calculated for LP group range between 50 and 700 m d™' (Table 2). This
confirms the prevalence of aggregates and faecal pellets in the LP group, as sinking rates of these
particles mostly range between 1 and 370 m d”' (values and references in Tablel). Following the
same argument, the FC group must be essentially composed by freely suspended cells, small and

large. However, the limit between these two groups is not so well defined. For example, giant
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aggregates were observed by Rinaldi et al. [1995] and have a small and even null sinking rate,
these particles must be integrated to the slow sinking/fast dissolving group (FC) of particles.
Similar consideration would place broken aggregates and faecal pellets in the FC group, whereas
large freely suspended cells could have a sinking rate of 50 m d™' [Turner, 2002] and could be

integrated in the LP group.

The % of BSiO; production integrated in the LP group in the upper layer (B), as a function of the
maximum depth of the wind mixed layer (Table 2), brings into relief the existence of an
optimum depth of the WML. The turbulence intensity linked to a WML maximum depth of 200
m seems to induce that more BSiO; are integrated into large particles. The impact of the WML
depth on B could be explained by the effect of the turbulence intensity on the two processes
governing the formation of the majority of the LP, aggregation and grazing. Aggregates, which
are the main constituent of the sedimentation flux, are formed from the encounters of numerous
particles provoked by turbulence and shear [Alldredge and Jackson, 1995]. The maximum depth
of the WML, which is function of the turbulence intensity, could be involved in an increase or a
decrease of the aggregation [Pesant et al., 2002]. In a WML thinner than 200 m depth, the
turbulence is weaker and provokes fewer collisions between particles. The intensity of the
mixing favours aggregation but when the collisions between particles become too violent,
aggregates mostly break [Alldredge et al., 1990, Ruiz, 1997, Jackson and Burd, 1998, Stemmann
et al., 2004]. In the case of the zooplankton faecal pellets production, the turbulence has a
positive effect as it tends to increase the encounter likelthood between a grazer and its prey

[Shimeta and Jumars, 1991].

APFP and SACC sites have a productivity strongly peaked with a seasonality index (SI) as
defined in Berger and Wefer [1990] of 3.75 and 4.75 respectively (Table 1). Interestingly
enough, the strongest seasonality index of the table is linked to the largest formation of LP,

which moreover have the highest sinking rate (Table 2, SAAC: B = 41%, Sip = 700 m d). On
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the contrary, the EqPac and BATS sites that have a constant productivity (SI = 0.33 and 1.3,

respectively) induce the lowest formation of large particles (B = 12%, 11%)).

These observations seem to underline the fact that aggregation occurs mainly after a bloom event
but we could not find any general relation between the composition of the sinking flux and SI. In
fact, mass sedimentation does not occur only because of the turbulence due to wind mixing in the
surface layer. It was also observed following physical processes such as concentration of
particles at fronts [Yoder et al., 1994], passage of tropical instability waves [Smith et al., 1996]

or disruption of the thermocline inducing the so-called “fall dump” event [Kemp et al., 2000].

Implications for diatom production

The depth at which recycling occurs has a strong influence on diatom production at various time
scales. On short time scales, i.e. the time scale of a phytoplankton bloom, the maintenance of
diatoms depends crucially upon silicic acid (DSi) availability. Following a diatom bloom, DSi
may become depleted and DSi availability will depend upon new inputs, from lateral advection,
upwelling, or shallow BSiO, dissolution. Dugdale et al. [1995] proposed the concept of the
silicate pump, which removes BSiO, from surface waters with a greater efficiency than PON,
driving the system towards DSi limitation. This model has been developed for the equatorial
Pacific [Dugdale and Wilkerson, 1998] and applied to the Southern Ocean [Brzezinski et al.,
2001]. One assumption behind this model is that BSiO, dissolution in surface waters is
negligible. Our results clearly contradict this assumption, as EqPac is the site where shallow
recycling is the highest (Table 3) which is consistent with the high temperature and the constant
productivity encountered at that site (Table 1). To reconcile the high BSiO, dissolution in EqPac
surface waters with the silicate pump model proposed by Dugdale et al. [1995] we have to
consider the ambient DSi concentration. In EqPac waters, upwelling continuously brings DSi in
surface waters and the ambient DSi concentration ranges from 1 to 2.3 uM [Leynaert et al.,

2001]. Chai et al. [2002] have modified the original silicate pump model and run a sensitivity
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analysis to test the effect of increasing dissolution rates from 0 to 1 d”'. Our estimate of the
specific dissolution rate is 0.13 d”'. In the model proposed by Chai et al. [2002], increasing the
specific dissolution rate from 0 to 0.13 d”' would lead to an increase in DSi concentration from 3
to slightly less than 5 uM. This is an important effect that could not be neglected but at that site,
the ambient DSi concentration with no dissolution at all is already higher than the Ks values
measured [Leynaert et al., 2001], so enhancing dissolution produces no influence on BSiO,
production.

On the contrary to a second assumption of the silicate pump model [Dugdale et al., 1995], the
above observations imply that diatoms must consume DSi from this intense recycling as well as
DSi from deeper layer brought by the upwelling. Because the upwelling waters contain DSi and
nitrate in a relative proportion corresponding to that needed by diatoms, using regenerated DSi
implies that diatoms also utilize NH4 and not only nitrate.

Despite the two assumptions used to build the silicate pump model contradicted in this study, i.e.
the importance of BSi0O, dissolution and the possibility that diatoms use not only nitrate but also
ammonia, the concept of silicate pump is still valid. At shallow depths, the BSiO, dissolution is
lower than organic matter remineralization and grazing strongly decouples BSiO, and PON and
these are the basic mechanisms that may lead a system towards DSi limitation [Officer and
Ryther, 1980].

One question remains open: what is the effect of aggregation on this silicate pump model?
Whereas it is well established that grazing actively decoupled Si and N or C [Tande and
Slagstad, 1985, Crowie and Hedges, 1996], the relative fate of C and associated biogenic
elements in aggregates is not well known. As phytoplankton cells stay viable longer in
aggregates [Moriceau et al., in revision], one might expect that the decoupling between elements
will be smaller. On the other side, during their descent, aggregates collect all sorts of particles

[Passow, 2004], including faecal pellets in which the decoupling already occurred. Until we
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learn more about the relative fate of the biogenic components inside aggregates, it will be
difficult to model the effect of aggregation on the silicate pump mechanism.

Export of particles

Until now, the export is mostly considered at a general depth, underneath 150 m, although the
real limit where Si is lost for diatom production and the carbon for atmospheric gas exchange is
the mixed layer maximum depth [Ragueneau et al., in prep] which differs depending on the
location. Figure 3 and table 3 show that 42 to 88% of the total BSiO, dissolved above the
maximum depth of the WML. Below the flux is mostly composed by large particles as observed
in situ [Thornton, 2002, Turner, 2002, Dagg et al., 2003] except on the NACC, APFP and BATS
sites where the flux is equally distributed between FC and LP. The results tend to demonstrate
the predominance of the recycling on the preservation in most cases studied here (Table 3). In
their global study of BSiO, production and dissolution, Brzezinski et al. [2003] demonstrated that
D:P (dissolution over production) is low under bloom conditions, thereby leaving large room for
export. Our results do not contradict this observation, but they suggest that this observation could
be looked at from the opposite point of view, which has important implications, especially in the
modelling perspective. Our results suggest that is when export is low, that there is room for
intense dissolution. The intensity of recycling in surface waters clearly depends upon the ability
of diatoms to remain as single cells: the comparison between graphs 2a and 2d demonstrates that
a change in the dissolution rate (Figure 2d) had little effect on the BSiO; distribution in the
euphotic zone (0-150 m) and in the mesopelagic zone (150- 1000 m) compared to a change in the
sinking rate (Figure 2a). When incorporated into large particles, sinking rates are much higher
than dissolution rates, leaving no time for dissolution, whatever the external factors controlling
the dissolution properties of the BSiO, such as temperature, bacterial activity, etc. Thus, we
suggest that the observation of low D:P ratios under bloom conditions are caused by a rapid
export of bloom diatoms [Buesseler, 1998], which extracts BSiO, from the surface waters where

intense recycling generally occurs, under non bloom conditions. An important implication of
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this, is that proper modelling of diatom export versus recycling requires a major focus, not only
on dissolution properties, but most importantly, on the representation of the particle dynamics
during bloom termination.

Armstrong et al. [2002] demonstrated the importance of mineral ballasts (BSiO,, CaCOs) in the
modelling of the carbon flux. Based on this model, the study of Klaas and Archer [2002]
concluded that most of the organic carbon in the deep sea is carried by calcium carbonate
because it is denser (2.71 g cm™) than opal (2.1 g cm™). Figure 3 and observations reported in
Turner [2002] show that in some cases (here, APFP, NACC, OSP), freely suspended cells could
be exported (Figure 3b and c; Table 3) because of a low temperature and/or a high sinking rate.
However at most sites, even ballasted with a density of its frustule being 2-times higher than that
of organic matter (1.06 g cm™), a single diatom dissolves in the upper WML (Figure 3¢ and d).
Thus, the sedimentation efficiency depends firstly on the capacity of cells to enter into large
particles like aggregates or faecal pellets and then secondly, ballasting will be involved by
changing the sinking rate of the aggregate or the faecal pellet and hence, the sedimentation flux

(Figure 2b).
Impact on the biology and the biogeochemistry of the seafloor

The composition of the sinking particles strongly affects the profiles of BSiO, fluxes and
particularly, the percentage of BSiO, production that sinks down to the seafloor (Figure 2c)
which are mainly integrated to large particles. Actually the figure 4 shows a linear correlation
between B the percentage of BSiO, from the BSiO; production that integrates the large particles
in the upper layer and the percentage of the BSiO, from the BSiO, production reaching the
seafloor (r> = 0.71) for the nine sites.

Both the biology and the biogeochemistry of the deep sea floor can be affected. Given the
continuous darkness of the abyssal seafloor, the main food supply for the benthic fauna is the

fresh material sinking from the euphotic zone by the mean of aggregation [Graf, 1992, Smith et
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al., 1996, Lampitt et al., 2001, Smith et al., 2002]. The ecology of the benthic communities is
thus linked to the amount of the primary production integrated to large particles in the upper
layer which can be quantified in different sites using our simple model with only few in situ
measurements (table 3). To determine the nutritional properties of the deep marine snow, it
would be important to be able to differentiate the material sinking upon the aggregate form or
upon the zooplankton faecal pellets form. This is impossible regarding the similar impact of
these two bloom ending processes on the BSiO, dissolution kinetics, but the different impact of
aggregation and zooplankton grazing on the nitrogen cycle could be a means of differentiation.

Another important implication of these results is linked to the calibration of BSiO, mass
accumulation rate as a paleoproductivity proxy [Ragueneau et al., 2000]. At the POOZ site, for
example, a doubling in the BSiO, rain rate can be achieved without any change in surface BSiO,
production, through either (1) an increase from 20 to 40% of the integration of the BSiO, into
large particles, (2) an increase of the LP sinking rate from 30 to 100 m d”', and (3) a decrease of
the LP dissolution rate from 0.4 to 0.015 d”'. Note that the variations of each of these 3 factors
stay in a realistic range and that when the 3 factors are combined, there is no need for a strong
variation of one of them to induce an increase of the amount of BSiO, reaching the seafloor. For
example, the integration into large particles will most probably both increase the particles
sinking rate and decrease the BSiO, dissolution rate [Moriceau et al., in revision]. Our study
points out the crucial need to better represent particle dynamics in biogeochemical models;
recent attempts have been made in this direction [Ridgwell et al., 2002, Heinze et al., 2003] but
modelled fluxes still fail at representing adequately fluxes measured by means of sediment traps.
In the calibration perspective, our study also calls for a better understanding of the fate of these
large particles upon arrival at the seafloor even if a good correlation already exists between the
integration of the BSiO, from the BSiO, production into large particles and the BSiO; rain ratio

(figure 4) independently of the particles sinking rates.
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4. Conclusion

Understanding the processes occurring during sedimentation in the water column is prescribed to
correctly determine (1) the availability of DSi for the production and then, depending on the time
scale, (2) the distribution of DSi in the upper, intermediate and deep waters and finally (3) the
amount of material that will reach the sea floor to feed the benthic communities or to be
preserved in the sediment. The processes were originally studied by the mean of laboratory
experiments and this work permits to prove the validity of the BSiO, dissolution rates obtained
in the controlled conditions of the laboratory by a confrontation with in situ measurements.

The model allows to determine the composition of the sedimentation flux in quality (particles
sinking rate and BSiO, dissolution rate) and quantity (repartition of the BSiO; in 2 groups) and
to deduce information on particles dynamics as the link between an optimum maximum depth of

the wind mixed layer and the aggregates formation.

The distribution of the BSi0, produced in the upper layer between freely suspended cells and
large particles is essential in biogeochemical studies. Actually the composition of the flux
determines the intensity of BSiO, recycling in surface waters on which primary production
depends for a large part and also the export that is independent from the fact that diatoms are

ballasted by their mineral frustule.

In this model aggregates and fecal pellets of large grazors are not differentiated as they similarly
influence BSiO, dissolution and sedimentation of particles. Is the influence of grazing correctly
taken into account simply with the sedimentation rate and the BSiO, dissolution rate of the fecal
pellets? The dynamic of the zooplankton is complex, but grazing is mostly known to emphasize
the recycling of organic matter. The use of only two groups of particles could be scarce to
correctly represent the particles dynamic and as long as aggregates and fecal pellets are pooled to

the same group, the model could not be used to represent the decoupling between cycles.
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Figure captation

Figure 1: the graphs represent the theoretical and in situ BSiO; profiles, for the eight sites where
the fit was possible. All profiles represented here fit really well to the in situ measurement of
the BSiO; production, export and deep fluxes, but in the case of SACC and PAP, in situ
measurements of the BSiO, fluxes increase from the intermediate and the deep
measurements which can’t be correctly reconstruct with this simple model.

Figure 2 : the sensibility of the model is tested by successive variation of the six parameters the
sinking rate of the slow sinking/fast dissolving particles (FC) Sgc, the sinking rate of the fast
sinking/slow dissolving particles (LP) S;p, the percentage of repartition of the BSiO,
between the FC group a, and the LP group p and the dissolution rate of the FC particles
Krc and the LP particles Ky p. The graphs represent the results of the test for the site POOZ,
the full circles and the full line in each graph represent respectively the in situ
measurements of the BSiO; fluxes and the results of the model giving the best fit. The
graph (a) represents the sensibility of the model to a variation of Sgc; the graph (b)
represents the sensibility of the model to a variation of Syp; the graph (c) represents the
sensibility of the model to the variation of a and f; the graph (d) represents the sensibility of
the model to the variation of Kgc; the graph (e) represents the sensibility of the model to the
variation of K p;

Figure 3: The graphs depict the composition of the BSiO; fluxes at the maximum wind mixed layer
depth for (a) the APFP site which has a strong export of slow sinking/ fast dissolving
material (FC), (b) the POOZ site that has a medium export of FC, (¢) the SACC site that
has an export of FC close to 0 and a deep mixed layer, and (d) the EqPac site that has no
export of FC and a thin maximum wind mixed layer depth.

Figure 4 shows the linear correlation between the percentage of the BSiO; production (also called

B) integrated into large particles in the upper layer and the percentage of the BSiO;
produced that is able to reach the seafloor.
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sinking rate m d”'

dissolution rate d™

References Used References
minimum | maximum in this | minimum | maximum
study
[Smayda, 1970, 1971,
Bienfang, 1981, Smayda and [Van
Bienfang, 1983, Bienfang and Cappellen
Cells 0.2 20 Harrison, 1984, Smetacek, 0.044 0.005 1.3 et al., 2002]
1985, Dugdale et al., 1995, v
Mann and Lazier, 1996,
Turner, 2002]
[Moriceau
aggregates| 1 370 fgggrﬁggﬁgﬁ g‘;scggg‘z’] 0022 | 0012 | 0056 | etal,in
' B revision]
[Gallinari et
Copepod al., in prep,
faecal 5 220 [Wassmann etal, 1999 10.022 | 0003 | 0027 | schultes et
pellets urner, ] al., in
revision]

Table 1: The table listed the range of sinking rates and dissolution rates cited in the
literature for freely suspended cells, aggregates and faecal pellets. The column “Used
here”, gives the value used in this study for the dissolution rates of the slow sinking/fast
dissolving group (FC) and the fast sinking/slow dissolving group (LP). For the FC, we used
the mean value given by Van Cappellen et al. [2002] from a compilation of studies, whereas
for the LP we calculated the rates from the average value given by Van Cappellen et al.
[2002] divided by the factor of decrease gave in the study cited in the references column.
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POOZ| SACC | APFP | NACC APFA OSP | EqPac | BATS | PAP

Latitude 52 | 64 | 60 | -56.9 | -50.1 50 1 28 | 488
Longitude 62 |-169.8| -170 |-170.1 58 145 | -139 | -675]| -165
Maximum depth of the | 54 | 544 | 235 | 390 180 100 | 48 | 100 | 576
wind mix layer (m)
Seasonality index 2.8 4.75 3.75 2.8 2.7 2.5 0.33 1.3 3
ro| eofthefluxa | 699 | 50% | 82% | 78% |17%|55% | 64% | 88% | 89% | 85%
SinkingrateSec | 15 | 05 5 10 |01 | 17 2 0.1 6 7
Lp| eofthefluxB 1 5319 | 41% | 18% [ 22% |83%[45% | 36% | 12% | 11% | 15%
Sinking rate S.p 55 | 700 | 700 | 240 | 45 | 200 | 60 700 | 700 | 700

Table 2: description of the BSiO; flux in nine sites of the global ocean: the first lines give the
position of the sites, the subsequent lines represent parameters describe in Ragueneau et al. [2002];
the last lines depict combinations of sinking rates and percentage of BSiO; integrated to the two
groups of particles obtained from the best fit from more than 100 combinations of sinking rate. The
seasonality index of each site is defined according to Berger and Wefer [1990] as six minus the
production half time (Table 2). The production half time is the number of month necessary to
generate one half of the annual productivity when the data are ordered from the most productive to
the less productive month. Considering the productivity, the nine sites could be classified in three
groups [Berger and Wefer, 1990], EqPac and BATS have a constant productivity (seasonality index
close to 0); OSP, APFA, NACC, POOZ, PAP have a sinusoidal production and SACC and APFP
have a productivity strongly peaked.

POOZ | SACC | APFP | NACC OoSsP EqPac | BATS PAP
. 5 - -
total % BSiO, reaching the maximum | 550, | 449, | 559 | 58% | 51% | 12% | 26% | 18%
wind mixed layer depth
o -

% of the BSiO, on FC stage at the 4% | 0% | 37% | 35% | 16% | 0% | 15% | 3%

maximum wind mixed layer depth
% of the BSiO, reaching the seafloor 17% 39% 17% 13% 19% 11% 10% 14%

Table 3: description of the BSiO, fluxes of eight sites at the maximum wind mixed layer, in term of
total % of the BSiO, flux from the production at the surface layer and percentage of BSiO, of the
slow sinking/fast dissolving group (FC) that reach the maximum depth of the WML and % of the
BSiO, from the primary production that sink down to the seafloor.
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Figure 1:
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Figure 2 :
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Figure 4 :
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Chapitre 111

Reconstruction des flux de carbone
a partir des flux de BSiO,

II1.1 Introduction

En dépit des nombreux progres réalisés dans le cadre du programme JGOFS (Joint Global
Ocean Flux Study), les mystéres entourant la pompe biologique de carbone sont loin d’étre
éclaircis. Le terme de pompe biologique est employ¢ de fagcon aussi abusive en milieu océanique
que peut I’étre le terme d’eutrophisation en milieu cotier. Dans ce chapitre, la pompe biologique
correspond a I’ensemble des mécanismes qui assurent le transfert d’une partie de la production
primaire marine vers des profondeurs excédant la profondeur de la couche de mélange
hivernale, de sorte que le carbone ne sera plus échangé avec I’atmosphére avant quelques
décennies ou quelques siécles, c'est-a-dire sur des échelles de temps relevant de celle associée

au changement climatique.

La profondeur de la couche de mélange hivernale se situe, selon les régions, entre 50 et
500 metres avec quelques pointes vers 800 m (Levitus, 1994). Il s’agit 1a des profondeurs
correspondant a la zone mesopélagique dont nous savons peu de choses. Les flux de matiére in
situ sont en effet étudiés a I’aide des pieges a particules qui fonctionnent trés mal dans cette zone
(Yu et al. 2001). Ces incertitudes dans les estimations des flux se reflétent dans les hypothéses
sur les mécanismes de la pompe biologique et sur ses variations spatio-temporelles. C’est ce que
nous illustrerons dans la premicre partie de I’article présenté dans ce chapitre. Cette
démonstration est fondée sur les concepts d’export hors de la couche de mélange (Antia et al.
2001) et d’efficacité de transfert a travers la zone mesopélagique (Frangois et al. 2002). Nous

verrons en particulier que le rdle attribué aux diatomées ou aux coccolithophoridés dans 1’export
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ou le transfert plus profond de carbone, est fortement dépendant de la fagon avec laquelle

I’export hors de la couche de surface est estimé.

Récemment, Francgois et collaborateurs (2002) et Klaas et Archer (2002), ont utilis¢ des
compilations globales de flux mesurés a I’aide de pieges a particules, et suggéré que les
coccolithophoridés transporteraient le carbone plus efficacement que les diatomées vers les
grandes profondeurs. Le role des diatomées dans I’export de carbone hors de la couche de
surface (100 — 200 m) ne peut toutefois pas €tre remis en cause (Sarmiento sous presse). Dans
cette étude, nous avons voulu évaluer le véritable role des diatomées dans la pompe biologique

de carbone.

Il est vrai que, malgré I’importance des diatomées dans I’export vertical de carbone, nous
ne savons rien, ou trés peu, du devenir du carbone exporté par les diatomées. Le rapport Si:C
croit fortement avec la profondeur ce qui signifie qu’une grande partie de ce carbone est
reminéralisée avant d’atteindre 1000 m (Frangois et al. 2002, Ragueneau et al. 2002). Toute la
question est de savoir a quelle profondeur il est reminéralisé : au dessus ou au dessous de la
couche hivernale de mélange ? Dans ce chapitre, I’approche décrite va nous permettre de
réconcilier I’ensemble de ces informations contradictoires sur le role des diatomées dans la

pompe biologique de carbone.

Antia et ses collaborateurs (2001) ont montré que la relation mesurant 1’efficacité de
I’export de carbone en fonction de la production primaire était fortement variable, en fonction de

I’algorithme utilisé pour calculer les flux de carbone (Figure II1.1, graphe de Antia et al. 2001).

Récemment, les modéles globaux ont incorporé une description plus mécanistique des
flux, en remplagant les exponentielles décroissantes par une compétition entre la vitesse de chute
des particules et leur vitesse de reminéralisation (Ridgwell et al. 2002, Heinze et al. 2003).

2002).
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ANTIA ET AL: ATLANTIC OCEAN CARBON FLUX
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Figure & (a) Relationship betwesn expornt ratio and water depth using algornithms from the literature and from this

shwdy using HOTh comected data only. Insert shows regression of measured flux at tap depth and caleulated fhx
using the algorithm presented in this shedy. (b) Changes in the expont ratio caleulated at a depth of 125 m using the
algorithms presenied in Figure Sa. ER,pc = ePP~" % 125" Thus, when @ = 1, ER - is constant.

Fig. II1.1 de Antia et al. (2001). (a) Relation entre I’export de carbone et la profondeur en utilisant
des algorithmes de la littérature et de I’étude d’Antia et collaborateurs (2001) qui utilise seulement
les données corrigées avec le °Th. L’encart représente la régression entre les flux mesurés aux
profondeurs des trappes et les flux calculés dans I’étude d’Antia et al. (2001). (b) Changement dans
le taux d’export calculé a 125m en utilisant les algorithmes figure IIL.1 (a). ER5s = cPP *' x 125",

Quand a = 1, ER,;5 est constant.

Nous présentons une approche dans laquelle les flux de carbone au bas de la couche
hivernale de mélange ont été calculés a partir de la reconstitution des flux de BSiO, présentée
dans le chapitre précédant (Moriceau et al. soumis) et d’une relation empirique décrivant
I’évolution du rapport Si:C avec la profondeur, dans différentes provinces biogéochimiques
(Ragueneau et al. 2002). L’idée est simple : 1’utilisation des flux de Si comme traceur des flux de
C permet de s’affranchir des difficultés liées a la chimie complexe a laquelle est soumis le C. Par
ailleurs, s’il s’avere impossible de reconstruire les flux de C a partir des flux de Si dans 1’océan
moderne, 1’utilisation de la BSiO, des sédiments comme paleotraceur de la productivité passée
sera d’autant plus compromise.

Ragueneau et ses collaborateurs (2002) ont compilé des données annuelles de production

et de flux de carbone et de silicium dans neuf provinces biogéochimiques (Figure I1.3). Cette
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compilation a montré que le devenir du rapport Si/C lors de la sédimentation peut étre modélisé a
I’aide d’une équation, valable dans ces différentes provinces (Figure 111.2). Donc, en combinant
les flux de BSiO, reconstruits au chapitre précédant avec cette équation, il est possible de
reconstruire les flux de carbone a n’importe quelle profondeur et de calculer des efficacités

d’export ou de transfert a travers la zone mesopélagique.

C’est cette approche, ses résultats, et les perspectives qu’elle ouvre, qui sont décrits dans 1’article

qui suit, soumis a la revue « Nature ».

Depth (m)

6000 _ PAP EqPac OSP
BATS

Figure I11.2: Ragueneau et al. 2002. Profils in situ et calculés des rapports Si/C dans 4 sites de

’océan hors Austral. A partir de la relation Si/C, = Si/C, x z"*..
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WHAT CONTROLS BIOLOGICAL PUMP
EFFICIENCY IN TODAY’S OCEAN?

Ragueneau, O., Moriceau, B., Nicolas Dittert, Lydie Corrin,

UMR CNRS 6539, Institut Universitaire Européen de la Mer, Place Copernic,
Technopdle Brest-Iroise, 29280 Plouzané, France

Résumé : Notre capacité a comprendre et a prévoir le role de ’océan dans le
cycle global du carbone et sa réponse aux changements climatiques, dépend
fortement de notre habilité a modéliser le fonctionnement de la pompe biologique
a D’échelle globale. Les processus sont complexes et nos possibilités
d’échantillonnage dans la zone mésopélagique sont réduites. Il est donc difficile
de comprendre et surtout de prévoir quelle quantité de carbone produite dans les
eaux de surface sera effectivement exportée sous la couche de mélange hivernale,
i.e. a une profondeur a laquelle le carbone sera séquestré pendant un temps
suffisamment long pour avoir un impact sur le changement climatique. Dans cette
¢étude, nous combinons une base de données globale de mesures en pieges a
particules avec des expériences de dissolution réalisées in vitro sur des cellules
libres et des agrégats, pour reconstruire les flux de carbone dans 1’océan a partir
des flux de BSiO, provenant des diatomées. Les flux reconstruits a partir de cette
approche semi-mécanistique sont plus faibles que ceux dérivés des algorithmes
précédemment publiés et la proportion de carbone exporté diminue lorsque la
productivité augmente. Cette reconstruction rappelle I’importance de la
saisonnalité. Elle a des implications pour notre compréhension du fonctionnement
de la pompe biologique dans 1’océan actuel et pour nos interprétations des
enregistrements paléocéanographiques sur son fonctionnement dans |’océan

passe€.
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Our ability to understand and predict the role of the ocean in the global carbon cycle and
its response to climate change strongly depends upon our capacity to model the functioning
of the biological pump at the global scale. The complexity of the processes that take place in
the mesopelagic and the difficulties in flux measurement at these depths complicate this
capacity. Here, we combine in vitro diatom-silica dissolution experiments, regional budgets
of Si and C fluxes and a global data base of sediment trap fluxes to reconstruct at global
scale, the efficiency of the biological pump. We show that this efficiency increases with
seasonality rather than primary production and is strongly modulated by the depth of the
winter wind mixed layer. The role of diatoms, recently questioned, is discussed and
implications of our results are presented in terms of paleoceanographic interpretations of
the sediment record and future work needed to improve our understanding of how the

biological has been and is working.

POC fluxes to the ocean interior: state of the art
Ongoing hypotheses

Fluxes of particulate organic carbon (POC) to the ocean interior have long been modelled
through empirical power law relationships'* which are of very poor predictive value and poorly
constrained in the so-called mesopelagic layer because sediment traps do not operate properly at
depths between 100 and 1000 m. Recent discussions on vertical flux consider the relative role of
particulate versus dissolved fluxes®, the importance of siliceous™® versus calcareous " primary

producers, the role of food web structure”'”

, the relative contribution of faecal pellets of large
grazers'' or marine snow'2, and the influence of different ballast minerals in accelerating sinking

rates'’. Or conversely, the role of aggregates carrying capacity to transport these minerals'*.

These debates reflect the complexity of the mechanisms involved. Additional difficulty arises
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from definitions and concepts, and from the fact that the direct measurement of carbon export is

very difficult.
Illustration of our difficulties using the POC transfer efficiency through the mesopelagic

The algorithms describing the downward decrease in POC fluxes have been used to derive
estimates of export ratios (e), the ratio of export production (EP) to primary production (PP).
Their comparison evidences dramatic differences when e ratios are plotted versus PP'°. A similar
observation can be made for the concept of transfer efficiency (TE), defined as the fraction of the
EP that reaches a depth of 1000 m’. Here, we collected a comprehensive global data base of
sediment trap fluxes, with severe selection criteria'®, that represents 101 sites distributed among
all ocean basins (see methods). For all sites, PP estimates have been obtained from SEAWIFS
images'’. Corresponding estimates of EP have been obtained using two different approaches, for
the purpose of comparison. The first one uses an algorithm where EP is estimated from PP and
temperature (T)'®. This algorithm has been used on an annual basis in ref 7, which is problematic
because the relationship between EP and PP is not linear (Laws, pers. Comm..); instead, we used
monthly data of T (from Levitus atlas'”) and PP at these sites, to compile annual EP estimates
from monthly estimates. The second approach estimates EP at the101 sites from inverse
modelling (IM)*. Based on our data set of sediment trap fluxes, TEs were then calculated for
both approaches. Their latitudinal variations are significantly different (Figs 1a and 1b) and one
can easily understand that the stories built upon such a concept, concerning the role of siliceous’
versus calcareous’ productivity in carbon transport through the mesopelagic differ just as
dramatically, depending upon the way EP is estimated. Indeed, latitudinal variations in the TE
calculated from laws-derived EP bears a resemblance with latitudinal variations in CaCO; fluxes,
displaying a maximum in the subtropical regions (Fig. 1¢). On the contrary, latitudinal variations
in the TE calculated from IM-derived EP resembles more the latitudinal variations in BSiO,

fluxes, with maxima at higher latitudes and a smaller peak in equatorial regions (Fig. 1d).
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Reconstruction of POC fluxes from in vitro silica dissolution experiments
Using diatom-silica to reconstruct POC fluxes

Defining the biological pump efficiency as the fraction of PP that is exported below the winter
wind mixed layer (WWML), makes the most important flux to be determined the POC flux at
that depth. Such a measurement is also required to estimate a sequestration flux'>. As POC fluxes
at the base of the WWML can hardly be directly measured'® nor reasonably modelled yet, we
used a novel approach using diatom-silica as a tracer of POC fluxes. POC downward fluxes can
then be reconstructed from BSiO, profiles, using an equation (see methods) describing the fate of
the Si:C ratio when particles are sinking®'. The Si:C ratio is evolving in a similar fashion during
sinking in 9 biogeochemical provinces of the world ocean that encompass a wide range of
environmental conditions, from low latitude to high latitudes, from oligotrophic to mesotrophic
conditions through HNLC regions, with production being limited by different factors®'. The
existence of this relationship strongly suggests that POC fluxes can not be considered
independently from BSiO; fluxes as recently suggested’, and that similar mechanisms are
operating in the mesopelagic and deep waters of all oceanic basins. Bacteria and grazers clearly
play an important role **'!, but more work is needed to better understand the interactions
between Si and C during sinking. This relationship also holds promises in the paleoceanographic
perspective, as regional differences in the surface Si:C ratio during production are conveyed

quasi-unchanged down to the sediment-water interface”'.
The starting point : in vitro silica dissolution experiments on sinking particles

To reconstruct POC fluxes from BSiO; fluxes using this equation, particularly in the
mesopelagic where BSiO; fluxes can not be measured better than POC fluxes, one has to model
the fate of diatom-silica produced in surface waters. Phytoplankton blooms do not sink as single
cells, which have a too low sinking rate < 1 m d'. The vast majority of sinking biogenic matter

occurs in the form of large zooplankton faecal pellets and aggregates™, with sinking rates that
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are at least two orders of magnitude higher, thereby considerably reducing the time for shallow
remineralization. Recognizing the importance of bloom termination (grazing, mass
sedimentation) as a potentially key mechanism for preserving diatom integrity during sinking, a
series of original dissolution experiments has been conducted in vitro, on diatoms as single cells,
embedded in copepod faecal pellets, or incorporated in aggregates. Results (Fig. 2) consistently
demonstrate that silica dissolution rates are reduced by a factor of 2-3 when frustules are

. . . . 24,2
incorporated in such micro-environments®**’.

Comparison between reconstructed and measured silica fluxes

By combining dissolution rates and sinking velocities of small and large single cells, faccal
pellets and aggregates one can reconstruct the fate of biogenic silica particles in a theoretical
water column (see methods). By fitting these reconstructed profiles of BSiO, to field data, one
can derive important information on sinking velocities and the mode of transport through the
water column, whether it occurs as single cells or aggregates. This approach has been validated
for 9 different biogeochemical provinces of the world ocean®” and demonstrated that the
association of organic matter with mineral ballasts is not sufficient to ensure sinking and
preservation: a diatom sinking as a single cell has almost no chance to escape the surface layer,
despite the fact that it is ballasted. Neither is ballasting a necessary condition since mass
sedimentation of non-ballasted material has been observed®’. Note that observations have also
been reported of large aggregates that don’t sink™”. It seems that if not sufficient and possibly not

necessary, ballasting is most efficient when combined with aggregation®""*.

Results and discussion
Importance of seasonality and wind mixed layer depth

The downward profiles of POC fluxes reconstructed from in vitro silica dissolution experiments
and Eq. 1 (see methods) can be used to calculate export fluxes and export ratios. These are

plotted against PP at 100 m and at the WWML depth (Figs. 3a-b). At 100 m (Fig. 3a), the e ratio
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is lower than the one estimated from other published algorithms'?. Most importantly, it
decreases with increasing PP. Note that results from inverse modelling display a similar
characteristic®’. Interestingly enough, when the e ratio is estimated at the depth of the WWML
(Fig. 3b), this tendency of decreasing e ratio with increasing PP is conserved, whereas the

relationships obtained by the other algorithms have disappeared.

It has been suggested 15 years ago, that for a similar level of PP, a system with pulsed
productivity may export twice as much as a system with more constant productivity”>. The
seasonality index (SI, ref 32) has been calculated for the 9 sites. In agreement with this concept,
and according to the relationships shown Figs. 3a,b and the hypothesis that a deeper mixed layer
should allow more time for recycling, we found a highly significant (p = 0,0025) linear
relationship (Fig. 3¢) for ewwwmr as a function of SI, PP and WWML: ewwmr = 28,95 x
(S/(WWML x PP)) + 0.0099 (Eq. 2). Adding T didn’t improve the significance of the
relationship. 75 % of the variance in ewwwmr can thus be explained by variations in SI/(WWML x
PP), which is moderately strong but allows a simple prediction of the fraction of POC production
that will reach the depth of WWML, from satellite data and a compilation of WWML depths,
with a standard deviation of 0.016. Latitudinal variations of ewwwmr reconstructed for the 101
sites of the sediment trap data base display maximal values at high latitudes, with a smaller peak
corresponding to equatorial regions (Fig. 4a). If we now calculate a TE (TE po-wwmr), defined as
the fraction (%) of the POC exported below 100 m, that reaches the depth of WWML (and not
1000 m as in ref 7), we find a highly significant decreasing exponential (Fig. 3d) between TE -
wwwe and the depth of WWML: TE go-wwwr = 171.57 x e @004 xWWML) (B4 3) Note that this
relationship disappears if TE is calculated down to 1000 m (not shown). This relationship can be
used to estimate TE;oo.wwwmr simply from WWML at the 101 sites (Fig. 4b). Obviously, in the
latitudinal band from 30°S to 30°N where WWML is < 100 m, all the material that is exported

below 100 m passes the WWML (TE > 100 %). At mid and high latitudes, in the northern and
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southern hemispheres, TE is very variable and these variations do not depend on whether the

flux is dominated by diatoms or coccolithophorids (not shown).
Role of diatoms in the biological pump

This last result is very important. At the end of the xx™h century, diatoms were thought to play a
key role in the biological pump™®. This paradigme was based on sound observations of an
important contribution of diatoms to total primary production and to export production, be it

33,34

towards higher trophic levels or towards the deep sea >°. It was also based on the propensity

of diatoms to form aggregates'>* which represent a major component of phytodetritus found on

35,36 37,38

the seabed of the abysses™ " and constitute an important food supply for deep sea benthos

This role of diatoms in the biological pump has been challenged at the beginning of the XXI™
century with the analysis of global data sets of sediment trap fluxes conferring the major role in
C transport to the deep to calcifying organisms "*. If these analyses are correct, the efficiency of

the rain ratio mechanism, a potential key mechanism to resolving the glacial CO, question™,

might be strongly diminished™®.

Two observations presented herein bring diatoms back on the field. Not necessarily as THE key
player, but as important as other organisms with a role that varies in space and time, and that
certainly should not be discarded if we are to fully understand the factors controlling the
efficiency of the biological pump. The first one is the realisation that depending upon the way EP
is calculated, transfer efficiencies can be significantly different (Fig. 1), bringing either
calcareous or siliceous organisms in the sunlight. This uncertainty in EP measurements calls for
more modesty in ocean biogeochemistry: we don’t know yet wether the e ratio increases or
decreases with increasing PP (Fig. 3a) and we are certainly far from being able to remove any
phytoplankton group from our statistical analyses. The second observation relates to the
importance of seasonality. The efficiency of the biological pump, as defined herein, strongly

increases with increasing seasonality (Fig. 3c). It is well established that diatoms dominate in
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systems where nutrients are not continuously supplied but rather pulsed into surface waters,
corresponding to hydrodynamical singularities, be they temporal or spatial (review in ref 41).
Diatoms also dominate in systems where PP and EP are decoupled’. Because diatoms have the
faculty to excrete TEP particles and form aggregates'?, we believe these aggregates may
represent the proximal agent through which seasonality is transferred into biological pump
efficiency. This hypothesis is consistent with the fact that diatoms are a major component of

marine snow"~.
Implications for paleoproductivity studies

These results have clear implications for our understanding of the way the biological pump is
functioning in today’s ocean but also for our interpretations of how it may have varied in the
past. Past changes in POC rain to the sea floor are derived from different paleoceanographic
proxies™. They are often interpreted in terms of past changes in surface water productivity.
However, the use of different proxies at a single location sometimes reveals contradictory
information. Clearly, there is a need for a better understanding of the cycling of these proxies in
the modern ocean, and the life cycle of the organisms whose remains are used for
micropaleontological studies*'. In this perspective, the fate of the BSiO, produced in surface
waters is most often studied in terms of dissolution** but our results suggest that preservation
mechanisms may be more important to look at. Indeed, we have shown (ref 27, see also Fig. S2,
supporting material online) that in the Permanently Open Ocean Zone (POOZ) of the Southern
Ocean, twice as much BSiO, may reach the seafloor, for a similar level of BSiO, production in
surface waters, simply if the proportion of cells to be incorporated in large particles increases on
an annual basis from 25 to 40 %. Hence changes in POC rain to the seafloor, as inferred from
various proxies, may be linked to changes in seasonality rather than changes in PP and possibly
to conditions that lead to rapid extraction of surface production from the surface waters and the

recycling system.
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Our results also bring back the rain ratio hypothesis as plausible mechanism to account for past
changes in CO; levels. If POC is transported through the deep mostly in the form of aggregates
then (1) BSiO, will be better preserved** while (2) CaCO; may dissolve above the lysocline®.
Because ballast minerals may be more important as agents protecting internal organic matter

from bacterial degradation®®*’

rather than for ensuring rapid sinking (this study; ref 27), POC
transported in diatom aggregates may be better preserved than POC transported in
coccolithophorid aggregates, thereby increasing the CaCO3:POC ratio between export and the
sediment surface where this measurement is important™. However, very little is known about the
processes that govern formation of aggregates and the fate of C and associated biogenic elements
during the descent of these aggregates through the water column. OGCMs have started to
describe the fate of the C,r, produced in surface waters through an explicit representation of
sinking and remineralisation rates®. Presently, also particle dynamics are parameterized’ to
account for the importance of aggregation in sinking fluxes. In spite of that, models have failed
so far to reproduce sinking fluxes as measured at depth with sediment traps*’. We suggest that
beyond particle dynamics which are extremely difficult to model, this failure is also due to the

largely unknown physical/chemical interaction between C,r, and the associated ballast minerals

inside aggregates in particular and sinking particles in general.
Perspectives

Much remains to be done. The results of this study strongly suggest that the mechanisms that
lead to rapid transport of biogenic matter below the WWML play a key role in controlling the
biological pump efficiency and have drastic implications for paleoceanographic interpretations.
The interpretation of sediment trap fluxes on an annual basis certainly yields important
information but it poorly reflects the importance of seasonality and episodic events. A major
effort of investigation should be redirected towards time scales of days to weeks, corresponding

to bloom termination and extraction from surface waters. Clearly, there is a need to improve
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understanding of particle dynamics in surface waters and in the mesopelagic layer. The fate of
sinking particles needs to be explored and focus on the coupling/uncoupling of C,,, degradation
and ballast (BSiO,, CaCOs) dissolution, when phytoplankton is sinking in the form of single
cells, faecal pellets or, we suggest most importantly, aggregates. The approach proposed herein
is a first step in this direction. It is a process-based approach, for the siliceous part of the flux,
and an empirical relationship had to be used for the reconstruction of POC fluxes. It may become
fully based on first principles once the interactions between C,r, and ballasts are unravelled. A
major step forward in this direction has been made recently”, when the impact of bacterial
activity on BSiO; dissolution was related the removal of the external organic matter coating
diatom surfaces. In a next step we need to understand the influence of ballast minerals on the fate
of the internal carbon of the cells, be it in terms of increased sinking rates' or possible

protection from degradation®"*’.

Methods
Data base of sediment trap fluxes

These data have been collected within the framework of the EU SINOPS and ORFOIS projects.

They are all published data, available at http://www.pangaea.de. Only 101 sites have been

selected for the present study, they correspond to the following criteria: traps have been deployed
for at least a year, below 1000 m and at least 500 m above the seafloor, to avoid problems due to

trapping efficiency, grazers or resuspension events.
Reconstruction of biogenic silica (BSiO;) fluxes

The fate of the BSiO, produced in surface waters needs to be modelled in the mesopelagic zone,

where sediment traps do not operate well. We reconstruct BSiO; fluxes first in a theoretical
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water column, by combining dissolution rates measured experimentally on different types of
particles (see Fig. 2) and their corresponding sinking rates. We start from a BSiO, stock of 100
%, and apply a dissolution rate of 0.044 d' (16 y™) to single cells sinking in a range of 0.1 to 10
m d”, and a dissolution rate of 0.022 d™' (8 y™) to aggregates sinking in a range of 50 to 500 m d
! (see legend of Fig. 2). Results of such an exercise are shown on Fig. S1, as supported material

available on line.

This approach has been tested in 9 different biogeochemical provinces where reasonable
estimates of annual BSiO; production have been obtained. These sites are described in detail in
Ragueneau et al. (2002): 4 of them are located outside the Southern Ocean (EqPac in the
equatorial Pacific, OSP in the north Pacific, BATS in the western Atlantic, PAP in the northeast
Atlantic); 5 are located in the Southern Ocean, Atlantic sector (APFA in the Polar front zone),
Indian sector (POOZ, just south of the polar front, shown here) and Pacific sector, in the polar
front (APFP) and just north (NACC) and south (SACC) of it. The fate of the initial production of
BSiO; is distributed as a combination of single cells and large particles, following Eq. (1): BSiO;
t (z) = a BSiOs pc (z) + B BSiO; 1p (z). Dissolution rates are taken from laboratory experiments
conducted on free cells (FC), aggregates and faecal pellets (note that faecal pellets and
aggregates are regrouped into a unique category of large particles (LP), rapidly sinking
phytoplankton). By fitting theoretical profiles to field estimates of BSiO, production, export (100
— 200 m) and water column fluxes, an ideal combination of sinking rates and initial distribution
of particles among FC and LP is obtained for each of the nine sites (Moriceau et al., submitted).
Note that the equation of Kamatani and Riley (1979) has been used to take into account at each
site, the downward changes in temperature and its impact on dissolution kinetics. Sensitivity
analyses on dissolution rates, sinking rates and distribution between FC and LP have been
conducted at all sites (Moriceau et al., submitted). Only one site (POOZ) is illustrated Fig. S2 as

supporting material online, which shows the impact on BSiO, fluxes, of varying the distribution
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between FC and LP, while the sinking rates of FC and LP are fixed at 1.5 m d” and 55 md”,

respectively.
Reconstruction of C,,, fluxes

The downward profile of POC fluxes can then be reconstructed from the best fit of the BSiO,
downward profiles (Fig. S2) and the use of Eq. (1): (Si:C), = (Si:C), x z™*' (Ragueneau et al.,
2002). Working with the 9 sites cited above, Ragueneau et al. (2002) were able to describe using
this unique equation, the fate of the Si:C ratio measured during production ((Si:C)y) while
particles are sinking. POC downward profiles reconstructed following this approach are shown
Fig. S3 as supporting material available on line. They are compared with data and with estimates
from other algorithms (Suess, 1980; Betzer et al., 1984) or the inverse modelling approach of

Schlitzer et al. (2002).
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Figure 1. Making use of a global (white circles: Atlantic ocean (42 sites); grey triangles: Pacific
Ocean (46 sites); black squares: Indian Ocean (12 sites) and crosses: Southern Ocean (13 sites))
data base of sediment trap fluxes, collected during the EU SINOPS and ORFOIS projects. All
traps deployed for at least a year, at depth > 1000 m (see text). All data available at :

http://www.pangaea.de. Top panels - Latitudinal variations in the transfer efficiency (TE), as

defined as the fraction of the export production (EP) that reaches a depth of 1000 m (Frangois et
al., 2002). a. EP estimated using the algorithm proposed in ref 18. b. EP estimated using inverse
modelling (ref 20). Bottom panels — Latitudinal variations in the CaCOjs flux (c¢) and BSiO, flux

(d), in mol m? yr™.

Figure 2. Dissolution rates of diatom-BSiO,, measured on single cells (black bars) for 3 diatom
species, and on the same cells, incorporated in aggregates (white bars). 13 experiments have
been conducted, described in detail in Moriceau et al. (in press). On average, the frustules of
diatoms incorporated in aggregates dissolve 2.3 times slower (0.029 d™') than the same diatoms
as single cells (0,066 d). In the method section, the dissolution rate for single cells is chosen at
0.044 d', a world average given by ref 28, and the dissolution rate for aggregates is taken two
times lower, following the observation shown in this figure for aggregates, and also found in

studies of BSiO, dissolution conducted on faecal pellets of copepods®.

Figure 3. 3a and 3b. e ratios, estimated at 100 m (3a) and at the depth of the WWML (3b),
following our approach (black triangles) and compared to estimates from other studies: Suess,
1980 (open circles), Betzer et al., 1984 (grey squares) and Schlitzer et al., 2002 (open triangles,
calculated at 133 m and only shown in 3a). 3¢. Relationship between our estimates of the e ratio
measured at the depth of WWML and a combination of SI, depth of WWML and PP. 3d.
relationship between the TE calculated between 100 m and the depth of WWML, and the depth

of the WWML.
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Figure 4. Applications of Egs. 2 and 3 (see Figs. 3c and 3d) to the global data set of 101 sites. a.
Latitudinal variations in export ratios measured at the depth of WWML, estimated from SI,
WWML depth and PP using Eq. (2) (see Fig. 3c). b; Latitudinal variations in the TE measured

between 100 m and WWML, estimated from WWML using Eq. (3) (see Fig. 3d).

146



Figure S1. Reconstruction of BSiO; fluxes in a theoretical water column, combining dissolution
and sinking rates of different types of particles. The starting point is a stock of 100% BSi0, in
surface waters, distributed among single cells, faecal pellets and aggregates according to ref 23.
The typical range of winter wind mixed layers depths (WWML) are shown in grey. This figure
illustrates that ballasting alone is not a sufficient condition for a diatom for bringing C below the

WWML where it might be sequestered on time scales relevant to climate change.

Figure S2. Sensitivity analysis on the reconstruction of BSiO, flux at the POOZ site in the
Indian sector of the Southern Ocean. Black circles represent experimental data®'. Solid lines
represent fluxes reconstructed as described in the method section of the letter. On this plot,
sinking rates of free cells and large particles have been set at 1.5 m d' and 55 m d™', respectively,
and the distribution of cells among free cells and large particles is allowed to vary. This analysis
shows that the information obtained on the type of particles constituting the sinking flux is pretty
well constrained, and this conclusion holds for the nine sites studied”’. In this case, the best fit is
obtained when two thirds of the annual production remains as single cells, while one third

integrates the pool of large particles and will sink below the WWML.

Figure S3. Four examples of C,, fluxes reconstructed following the approach described in the
method section of the letter (solid lines, shown for 4 sites: POOZ and SACC, located south of the
polar front in the Southern Ocean, OSP in the north Pacific and PAP in the north Atlantic);
comparison is made (1) with estimates of POC export (black squares) and measurements of POC
fluxes at these sites (all data in ref 21) and (2) with algorithms proposed by refs 1 and 2, dashed

lines, as well as with export estimates from inverse modelling (open triangles).
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Figure 4:
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Figure S2:
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Figure S3:
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Chapitre IV : Synthése

IV.1. Dissolution de la BSiO, dans les agrégats

IV.1.1 Approche expérimentale

Les premiers mois de ma thése se sont déroulés a I’AWI de bremerhaven, sous la
direction d’Uta Passow, spécialiste des agrégats et de leur matrice, les TEP. Uta Passow a pour la
premiere fois mesuré directement I’impact de la floculation des diatomées sur la dissolution de la
BSiO; de leurs frustules en 2000. Pendant 7 mois, nous avons donc réalisé des mesures directes
de la vitesse de dissolution de la BSiO, dans des agrégats monospécifiges formés en laboratoire a
partir de trois espeéces de diatomées différentes. Ces vitesses ont ensuite pu étre comparé a celles
des cellules de diatomées libres correspondantes dans le but d’identifier I’impact de I’agrégation

sur la dissolution de la BSiO; lors du séjour des diatomées dans la colonne d’eau.

Nos résultats démontrent sans ambiguité que les vitesses de dissolution de
la BSiO; intégrée a des agrégats sont deux a trois fois plus faibles que les
vitesses de dissolution mesurées sur les mémes cellules a I’état libre. Cette
tendance a été démontrée pour des agrégats et des cellules libres de trois espéces

de diatomées différentes (figure IV.1).
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Figure IV.1: L’histogramme présente les vitesses moyennes de dissolution de la
BSiO, dans les agrégats (rose) et dans les cellules libres (jaune) de trois différentes

espéces de diatomées et leurs moyennes globales.

De nombreux travaux démontrent la grande complexité de la structure des agrégats
[Alldredge and Gotschalk, 1989]. Les raisons permettant d’expliquer que la vitesse de
dissolution de la BSiO, est plus faible dans les agrégats que dans les cellules libres sont donc
difficiles a identifier. Cependant, au cours des expériences de dissolution nous avons pu mesurés
des parametres connus pour intervenir lors de la dissolution de la BSiO,. Les résultats nous

donnent des indications permettant de suggérer trois mécanismes explicatifs.

Nous avons en effet pu démontrer au Chapitre I que :
—> Les agrégats maintiennent une viabilité élevée des diatomées agrégées
- La concentration interne en DSi des agrégats est 4 a 10 fois plus
¢levée que dans le milieu environnant
- La quantité de bactéries est 5 fois plus élevée dans les diatomées

libres que dans les agrégats.
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Ces trois faits sont susceptibles d’expliquer une vitesse de dissolution de la
BSiO; plus faible lorsque celle-ci est intégrée aux agrégats plutot que liée aux

cellules libres.

IV.1.2. Modélisation de la dissolution de la BSiO, d’un agrégat

Le modele mécanistique reproduisant 1’accumulation de la DSi dans le milieu
environnant 1’agrégat est construit avec 1’aide de Philippe Van Cappellen et Goulven Laruelle.
L’augmentation des concentrations en DSi a I’extérieur de I’agrégat est la conséquence de deux
processus successifs : la dissolution de la BSiO, dans 1’agrégat et la diffusion de la DSi produite
hors de 1’agrégat. Ce modele nous aide a comprendre les mécanismes expliquant les faibles
vitesses de dissolution mesurées sur les agrégats de diatomées lors des expériences décrites au
chapitre 1.1 et 1.2 et les fortes concentrations en DSi mesurées a 1’intérieur des agrégats. Nous
avons pu ainsi déterminer si I’impact de 1’agrégation sur la dissolution apparente de la BSiO, est
provoqué par de la rétention a ’intérieur de 1’agrégat ou par une réelle diminution de la vitesse
de dissolution de la BSiO,. Deux des hypothéses précédentes proposées pour expliquer le
ralentissement de la dissolution de la BSiO, contenue dans les agrégats ont été testées. Pour cela,
I’expérience de dissolution réalisée en laboratoire est reproduite a I’aide du modele en utilisant
les parameétres mesurés. La viabilité et I’écart a 1’équilibre peuvent étre facilement intégrés a
I’équation de la vitesse de dissolution de la BSiO,. Nous pouvons ainsi appréhender certains
processus biogéochimiques internes des agrégats qui sont encore si peu connus [Thornton,
2002]. Par contre le role des bactéries n’a pas été testé car nos expériences ne nous ont pas
permis de réaliser des mesures d’activité bactérienne et de dénombrer les bactéries attachées.

Dans un premier temps le modele a donc permis de déterminer que lorsque des diatomées

floculent, deux processus interviennent pour ralentir la vitesse de dissolution apparente de la
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BSi0,. L’agrégation des diatomées implique d’une part un ralentissement de la vitesse de

dissolution de la BSi0,, et d’autre part une forte rétention de la DSi a I’intérieur de 1’agrégat.

Le modele mécanistique explique la diminution de la vitesse de
dissolution apparente de la BSiO, des agrégats
—> Par une forte rétention de la DSi a l’intérieur des agrégats, le
coefficient de diffusion est 150 fois plus faible dans 1’agrégat que dans 1’eau de
mer
—> Par une diminution de la vitesse de dissolution de la BSiO, par un

facteur 2 comparativement aux cellules libres

Puisque d’apres les expériences du chapitre 1.1, la diminution de la concentration en TEP des
agrégats est liée a un ralentissement de la vitesse de dissolution de la BSiO, de ces mémes
agrégats, la rétention de la DSi dans les agrégats semble étre due aux interactions entre la matrice
de I’agrégat formée par les TEP et la DSi.

Dans un deuxiéme temps, le modele confirme deux des hypothéses proposées au chapitre
I.1. Le ralentissement de la dissolution de la BSiO, dans les agrégats est due & une modification
des conditions environnant les frustules de diatomées et non a un changement des propriétés de

dissolution de la BSiO, elle-méme.

La diminution de la vitesse de dissolution de la BSiO, des agrégats est
due (Figure IV.2):

- Aux concentrations de DSi ¢levées dans 1’agrégat, provoquant une
diminution de I’écart a 1’équilibre qui explique 16 a 33 % de la diminution
apparente de la vitesse de dissolution de la BSiO, dans les agrégats.

- Au maintien d’une forte viabilité des cellules a I’intérieur de I’agrégat

provoquant un ralentissement de 33 a 66% de la dissolution de la BSiO,.

156



o 12 viabilité
g O écart a I'équilibre
z 101 dissolution apparente
)
e_ 8-
L n
3 36
5 80
3 8
5 4
S
2 27
n
2 o
> 7 .
agrégat cellules libres

Figure 1V.2 : Le modele mécanistique d’agrégat a permis d’évaluer I’impact de la viabilité et de
I’écart a I’équilibre mesurés dans les agrégats sur la vitesse de dissolution. La démarche a consisté a
reconstruire la constante de dissolution de la BSiO, dans les cellules libres a partir de la vitesse
apparente de dissolution mesurée dans les agrégats (Moriceau et al. en révision). Le diagramme

représente la contribution de chacun de ces paramétres.

IV.1.3. Applicabilité au milieu naturel

Il existe dans la nature des agrégats dont la constitution est proche de celle des agrégats
utilisés pour les expériences de dissolution décrites au chapitre I. En effet, a la suite d’un bloom
de diatomées il est fréquent d’observer la formation d’agrégats uniquement constitués de
diatomées. Dans la majorité des cas cependant, les agrégats sont bien plus complexes que ceux
utilisés lors des expériences de dissolution décrites au chapitre I. Ils peuvent étre constitués de
différentes particules et notamment, plusieurs facteurs susceptibles d’amplifier la régénération
comme I’activité bactérienne [Alldredge and Gotschalk, 1990, Simon et al., 1990] ou le broutage
y sont réunis [Kiorboe, 2000]. La concentration bactérienne mesurée dans des agrégats prélevés
in situ est effectivement bien plus élevée que dans I’eau de mer environnante et la qualité du
matériel transporté attire le zooplancton qui colonise les agrégats.

L’expérimentation en laboratoire est le meilleur outil disponible pour 1’é¢tude de

processus complexe tel que la dissolution de la BSiO, qui dépend de facteurs chimiques,

157



biologique et physiques dont les rdles sont difficiles a identifier. Il a été toutefois prouvé que les
expériences en laboratoire ne donnent pas toujours des résultats utilisables dans des mode¢les
biogéochimiques, il est donc intéressant de tester les résultats et les hypotheses ainsi obtenus a
I’aide d’un modele mécanistique. C’est pourquoi dans un premier temps nous avons mesuré
I’influence de I’agrégation sur la dissolution de la BSiO, (cf. Chapitre 1.1). Puis, grace au modéele
mécanistique présenté au chapitre 1.2, nous avons testé deux des hypothéses proposées pour
expliquer la diminution de la vitesse de dissolution de la BSiO,: L’impact de la forte
concentration en DSi interne des agrégats et la forte viabilit¢ maintenue dans les cellules
composant 1’agrégat. Les résultats de ce modele sont donnés au chapitre 1.2 et IV.1.2. La
troisieme hypothése proposée au chapitre 1.1 pour expliquer le ralentissement de la dissolution
de la BSiO; lorsqu’elle est intégrée aux agrégats est 1’influence des bactéries. Cette hypothése
n’a pas été testée dans le modele, mais le role des bactéries sur la dissolution de la BSiO, ne peut
étre ignoré. Des expériences préliminaires ont d’ailleurs été menées afin d’étudier I’influence des
bactéries sur la dissolution d’un agrégat en condition de sédimentation, c'est-a-dire sous
I’influence d’une pression croissante. Ces expériences qui sont décrites dans 1’annexe I seront
poursuivies lors du post-doc CARBALIS. Nous chercherons a déterminer 1’impact direct de la
pression sur la dissolution de la BSiO; et a identifier le marqueur de 1’activité bactérienne en
rapport avec la dégradation des TEP. Il est possible que dans le cas des diatomées agrégées la
premigere barriere face a la dissolution de la BSiO, du frustule soit les TEP.

Enfin, il est probable que le comportement des bactéries ne soit pas le méme pour chaque
type de particules, il serait donc intéressant d’effectuer le méme genre d’expérience sur des

pelotes fécales de gros brouteurs.
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IV.2 Reconstruction des flux de BSiO, dans la colonne d’eau

Synthése des résultats

Le modele construit dans cette thése dans le but de reconstruire les flux de sédimentation
de la BSiO; (chapitre II) a permis d’appliquer les résultats expérimentaux obtenus a partir des
¢tudes de dissolution dans les agrégats au milieu naturel. Ce modéle de colonne d’eau est inspiré
des modéeles biogéochimiques représentant les flux de matiere de la colonne d’eau a partir des
vitesses de sédimentation et des vitesses de reminéralisation [Pondaven et al., 1998, Heinze et
al., 2003]. Cependant dans notre approche, les flux totaux sont reconstruits en se basant sur la
composition du flux de sédimentation décrite par Turner (2002). Le mod¢le utilise deux types de
particules, les cellules libres et les grosses particules, i.e. agrégats et pelotes fécales. En utilisant
les vitesses de dissolution mesurées en laboratoire (cf. paragraphe 1.1) le modéle reconstruit
correctement les flux mesurés in situ sur neuf sites répartis sur des zones biogéochimiques
différentes de 1’océan. Les vitesses de sédimentation nécessaires a cette reconstruction sont
cohérentes avec les vitesses de sédimentation mesurées et/ou calculées sur les différents types de
particules composant le flux [Smayda, 1971, Shanks and Trent, 1980, Alldredge and Silver,

1988, Wassmann et al., 1999, Thornton, 2002, Turner, 2002].

Le modéle démontre

—> La validité des mesures de vitesse de dissolution de la BSiO, des agrégats.

Le mod¢le souligne

- L’importance d’utiliser deux types de particules lorsqu’on cherche a

reconstruire la colonne d’eau.

Puisque la validit¢ des mesures en laboratoire a ét¢ démontrée, nous avons utilisé le
modele pour obtenir des informations sur la composition du flux de sédimentation aux différents

sites étudiés et sur la dynamique des particules. En accord avec la description du flux de
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sédimentation de Turner (2002), les grosses particules dont les caractéristiques sont proches de
celles des agrégats et des pelotes fécales, i.e. une sédimentation rapide et une reminéralisation
lente, constituent la majorit¢ du flux de sédimentation. Les petites particules qui ont les
caractéristiques des cellules libres, i.e. une sédimentation lente et un recyclage rapide,
constituent la majorité du stock de BSiO; qui se recycle en surface.

Il est important de comprendre les mécanismes déclencheurs de 1’export de maticre
organique. Brzezinski et collaborateurs (2003) ont comparé les vitesses de production et les
vitesses de dissolution de la BSiO, mesurées en surface dans un méme site. Ces auteurs ont
déduit des faibles rapports D:P observés dans des conditions de floraisons de diatomées, qu'une
vitesse de dissolution faible autorise une grande quantit¢é de matiere a sédimenter. Si
I’association dissolution faible et fort export est confirmée dans notre modele, la cause premicre
en est différente. Nous démontrons effectivement que ’intensité du recyclage de la BSiO; sur un
site dépend de la capacité des cellules a étre intégrées a des particules capables de sédimenter. En
d’autres termes, si pour Brzezinski et ses collaborateurs c’est parce que les cellules ne se
dissolvent pas qu’elles peuvent s’exporter, nous démontrons que c’est parce que les cellules ne

sont pas exportées qu’elles ont le temps de se dissoudre.

Les résultats du modele suggerent de concentrer les efforts non seulement
sur les processus de dissolution, mais surtout sur les mécanismes de formation

des grosses particules qui extraient la maticre de la couche de surface.

L’objectif de ce modele était de tester la validité des mesures en laboratoire, nous 1’avons
donc construit le plus simplement possible. La représentation des flux de silice ne prend pas en
compte de nombreux processus malgré leur importance lors de la dissolution de la BSiO,. L’effet

de la pression, le role des bactéries et la modification des propriétés de dissolution de la BSiO,
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au court du temps par exemple, ne sont considérés ni dans notre modele ni d’ailleurs dans les
reconstructions des flux de BSiO, réalisées par de nombreux autres modeles biogéochimiques
(cf. chapitre II et IIT).

Dans la perspective d’améliorer la représentation des profils de flux de BSiO, de la
colonne d’eau, nous avons conscience de devoir intégrer I’impact de la pression et des bactéries
comme le montrent les résultats d’expériences réalisées avec C. Tamburini au LMGEM,
laboratoire de marseille (Annexe I). La totalité des résultats n’est malheureusement pas
disponibles et ces expériences sont encore trop préliminaires pour pouvoir tenir compte de
I’impact de la pression et des bactéries dans le mode¢le.

Le modele développé démontre que lors de la représentation des flux de sédimentation de
la matiére organique dans la colonne d’eau, I’'impact de [’agrégation sur la vitesse de
sédimentation est un facteur plus influent que I’impact sur la vitesse de dissolution. Toutefois
dans les couches profondes et particuliérement a I’interface eau-sédiment, le flux de BSiO2 ne
peut étre fidélement reproduit si les propriétés de dissolution de la BSiO2 ne sont pas
considérées. Nous avons donc commencé a étudier les modifications des propriétés de
dissolution de la BSiO, provoquée par la dissolution partielle de la BSiO, initiale au cours de
son séjour dans la colonne d’eau (Annexe II ; Gallinari, 2002). Lorsque c’est résultats sont
intégrés au modele de colonne d’eau, les sorties de modéles confirment que la représentation des
flux de BSiO; dans la colonne d’eau dépend surtout de la dynamique des particules (Annexe II).
Mais I’impact de la dissolution de la silice biogénique sur la dégradation-protection du carbone
reste peu connu, des expériences complémentaires seront effectuées dans le cadre du post doc

CARBALIS.
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IV.3. Modélisation des flux de carbone de la colonne d’eau

IV.3.1. Synthése des résultats

Dans le chapitre III, nous avons combiné notre reconstitution des flux de BSiO; (chapitre
1), réalisée a partir des études expérimentales sur la dissolution de la BSiO, (chapitre I), avec
I’étude globale des interactions Si-C présentée par Ragueneau et al. (2002) pour reconstruire les

flux de Cyy dans I’océan (Introduction générale, Figure 5).

Lorsque cette approche est appliquée dans neuf provinces biogéochimiques fort

différentes, cette approche a permis de :

- Démontrer qu’on pouvait utiliser les flux de BSiO, comme traceurs

des flux de Corg

—> Estimer les flux de Corg a n’importe quelle profondeur, en particulier

dans la zone mesopélagique ou les pieges a particules fonctionnent mal

La diminution de P’efficacité de 1’export avec 1’accroissement de la production primaire
ne va pas dans le sens des algorithmes proposés par Suess (1980), Betzer et al., (1984) ou encore
Martin et al. (1987). Elle est par contre en accord avec I’approche de modélisation inverse

proposée par Schlitzer et al. (2002).

Le mode¢le montre que ’efficacité de I’export dépend de la saisonnalité

plus que de la productivité, comme 1’avaient suggéré Berger et Wefer [1990]

Cette observation confirme que les diatomées doivent jouer un rdle essentiel dans
I’export de carbone méme si, leur réle dans le transfert & travers la couche de mélange doit étre
encore approfondi. Certes, une grande partie du carbone qu’elles transportent est reminéralisée
avant les premiers 1000 m [Francois et al., 2002, Ragueneau et al., 2002], mais est-ce que cette

reminéralisation a lieu au-dessus ou au-dessous de la couche hivernale de mélange ? Cette

162



question est trés importante dans la perspective de mieux comprendre les facteurs qui conduisent
a la séquestration de carbone dans I’océan, a des échelles de temps qui sont celles du changement

climatique.

Le modele permet de produire des algorithmes permettant de quantifier a la
fois D’efficacité de I’export hors de la couche de surface (0 — 100 m) et
I’efficacité de transfert a travers la couche de mélange, en n’importe quel lieu
de I’océan, a partir de compilations de données de production primaire et de

profondeur de la couche de mélange.

L’efficacité de transfert est trés variable aux moyennes et hautes latitudes et nous avons
montré que cette efficacité ne pouvait ni dépendre uniquement des diatomées, ni dépendre

uniquement des coccolithophoridés.

Pour comprendre le role des différents organismes dans la pompe biologique de carbone,
il est nécessaire d’approfondir nos connaissances des mécanismes affectant le devenir du
carbone et des éléments biogéniques qui lui sont associés au cours de la sédimentation. Dans le
chapitre III, nous avons travaillé a I’échelle annuelle. Paradoxalement, cette étude a mis en
évidence I’'importance de la saisonnalité¢ et suggéré d’exploiter la richesse des informations
contenues dans la base de données des flux, non plus a I’échelle annuelle, mais a partir des
données mensuelles, « cup by cup ». Nous avons vu dans le chapitre II, toute I’importance des
processus qui se déroulent a la fin des blooms et qui peuvent conduire a ’extraction des
particules hors de la couche de surface ou le recyclage est intense. L’influence de 1’agrégation et
celle du broutage, sont pour I’instant similaires dans notre reconstruction des flux de BSiO, et
donc des flux de carbone. En effet le peu d’expériences réalisées sur la dissolution de la BSiO,
dans ces particules ne permettent pas de les différencier du point de vue de la dissolution et de la
sédimentation de la BSiO,. Pourtant ces mécanismes sont susceptibles d’agir de fagon

antagoniste sur certains processus telle que la reminéralisation de la matiére organique. A
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I’échelle saisonniére, les différences de comportement de ces deux types de particules peuvent
devenir conséquentes, il est donc nécessaire d’envisager une séparation des pelotes fécales et des

agrégats lors de la sédimentation dans la colonne d’eau.

La dynamique des particules doit donc étre mieux représentée dans les modeles
biogéochimiques. Des efforts sont réalisés dans ce sens, par exemple a travers 1’incorporation
d’un modéle d’agrégation type Kriest et Evans (1999) dans les modéles globaux comme ceux
(HAMOCC, PISCES) utilisés dans le projet ORFOIS. Le travail que nous avons réalisé sur le
recyclage de la BSiO, dans les particules qui sédimentent (pelotes fécales, agrégats, cf chapitre I
et II) va permettre d’aider a la paramétrisation de ce type de modéle. Cependant, il n’est pas
suffisant pour une raison simple : nous savons qu’il existe de trés fortes interactions entre le
carbone et les ballasts (BSiO,, CaCOs, particules minérales) qui lui sont associés, mais ces

interactions ne sont pour le moment absolument pas représentées dans les modeles.

IV.3.2 Séparation des pelotes fécales et des agrégats dans le modéle

de colonne d’eau

Jusqu’a présent, agrégats et pelotes fécales de zooplancton ne sont pas différenciés dans
notre modele de colonne d’eau car le comportement de la BSiO, intégrée aux agrégats et aux
pelotes fécales est plus ou moins similaire face a la dissolution de la BSiO, et face a la
sédimentation des particules. Par contre, la reminéralisation du carbone et de 1’azote peut étre
tres différente selon le type de particule considéré. En effet, alors que les agrégats sont des puits
d’azote [Thornton, 2002], le broutage par le zooplancton accélére fortement la régénération de
I’azote et la dégradation de la matiére organique. Pour mieux comprendre le découplage entre les
cycles, il faut étre capable de différencier ces deux types de particules.

Les mesures in situ des flux de carbone et de silice montrent d’ailleurs un fort découplage

dans les premiers 1000 m de la sédimentation et au niveau de I’interface eau-sédiment. Les
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rapports Si/C sont plus ou moins stables entre 1000 m et I’interface eau/sédiment [Francois et
al., 2002, Ragueneau et al., 2002]. Le découplage dans les couches de surface et a I’interface
eau-sédiment peut s’expliquer par I’activité bactérienne, le broutage zooplanctonique et la
coprophagie qui accéleérent la reminéralisation du carbone et de 1’azote. Au contraire, dans le cas
des gros brouteurs la silice biogénique est protégée de la dissolution et en surface, sa
sédimentation est accélérée [Kiorboe, 2000, Schultes et al., in revision]. Les pelotes fécales de
gros brouteurs forment le deuxiéme groupe majoritaire du flux de sédimentation et sont
régulicrement intégrées aux agrégats, expliquant une partie du découplage pendant la
sédimentation. Puisque la biologie permet d’expliquer I’intense découplage des couches de
surface et de I’interface eau-sédiment, 1’absence de forte activité biologique en dessous de 1000

m expliquerait quant a elle que les rapports Si/C se maintiennent jusqu’aux sédiments.

Que devient le role des agrégats dans le flux de sédimentation ?

Quatre explications peuvent étre avancées pour concilier ’abondance des agrégats dans le
flux de sédimentation et le découplage mesuré entre les cycles (cf. chapitre III).

(1) La composition des agrégats est fortement variable dans la couche de surface et
dépend de la composition des particules présentes. La proportion de particules lithogéniques et
des particules organiques partiellement ou fortement dégradées augmentent avec la profondeur
[Newell et al., 2005]. Lors de sa sédimentation 1’agrégat va donc augmenter son rapport Si/C en
intégrant des particules lithogéniques ou organiques partiellement dégradées. Cette premiere
hypothése réduit considérablement le role des agrégats sur 1’évolution avec la profondeur des
rapports Si/C.

(2) L’évolution des rapports Si/C dans la colonne d’eau est fondée sur des mesures de
flux annuels et ne tient pas compte de la saisonnalité (cf. Chapitre III). Il est donc possible
d’envisager que I’intensité du découplage varie au cours de I’année. La formation d’agrégats est

souvent décrite comme un phénomeéne saisonnier qui se produit a la fin d’un bloom [Deuser and
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Ross, 1980, Deuser et al., 1981]. Aprés un bloom et lors d’une sédimentation massive par
I’intermédiaire des agrégats, le découplage des cycles lors de la sédimentation peut étre moins
marqué. Le reste de 1’année par contre, la sédimentation est moins intense et le flux de
sédimentation est composé de pelotes fécales de gros brouteurs et de cellules libres partiellement
dégradées. Ces particules possedent des rapports Si/C qui augmentent fortement au dessus de
1000 m ou la biologie est le plus active. Cet argument renforce I’une des propositions du chapitre
III, d’étudier les flux en tenant compte de la saisonnalité.

(3) Etant donnée le peu d’informations disponible sur les agrégats on peut envisager une
troisiéme explication. En effet jusqu’a ce point on considére que les agrégats ne découplent pas
le cycle du silicium de ceux du carbone et de I’azote. Cette idée découle de 1’expérience sur la
viabilité présentée au chapitre 1.1, et des fortes concentrations en nitrate, nitrite, phosphate et
carbone organique dissous mesurées dans les agrégats [Shanks and Trent, 1979, Brzezinski et al.,
1997, Thornton, 2002]. Des mesures de C/N dans des agrégats récoltés sur les sédiments en
milieu cotier montrent pourtant que le matériel est fortement dégradé [Newell et al., 2005]. De
plus, les fortes concentrations et activités bactériennes mesurées a l’intérieur des agrégats
[Alldredge and Gotschalk, 1990, Simon et al., 1990, Passow and Alldredge, 1994, Grossart and
Ploug, 2001] ainsi que la colonisation des agrégats par du zooplancton [Kiorboe, 2000]
tendraient a envisager les mécanismes inverses. Il se peut que finalement les agrégats qui sont le
siege d’une forte activité biologique accentuent le découplage entre les cycles.

(4) La derniére hypothése remet en cause la validité¢ des mesures de flux. Les problémes
d’échantillonnage par les pi¢ges a particules ont déja été discutés dans un chapitre précédent,
mais sans revenir sur ce point particulier qui est pourtant bien réel, il est possible d’envisager que
les mesures de flux de carbone soient sous-estimées. Les agrégats sont des particules
extrémement poreuses puisqu’ils sont constitués de 95 a 99.5 % d’eau de mer [Alldredge and
Silver, 1988, Alldredge and Jackson, 1995]. Aprés 1’eau de mer, le constituant majoritaire est la

matrice de 1’agrégat [0.4 a 5 %, Passow, 2002] qui est elle-méme formée par les TEP
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(Transparent Exopolymer Particules). En définitive, les agrégats ne transportent qu’environ
0.1% a 2 % de leur volume sous forme solide (Passow, 2002). L’étude d’Uta Passow (2002)
¢value la participation des TEP au flux de sédimentation a 30%. Ces particules ont des
parametres physiques comme la taille et I’élasticité qui ne permettent de les classer ni
completement dans le dissous ni complétement dans le particulaire. Une partie du carbone des
TEP a donc de fortes chances d’échapper aux mesures classiques de carbone organique

particulaire et dissous réalisées.

Il est donc nécessaire de séparer les agrégats des pelotes fécales de zooplancton dés que
I’on envisage 1’étude des autres cycles et de leurs interactions. Il semble que les agrégats ne
découplent pas activement les cycles. Au contraire, lorsque les diatomées sont broutées par le
zooplancton, la régénération de 1’azote est fortement accélérée. Les différences entre 1’impact de
la formation d’agrégats et I’impact du broutage du zooplancton sur la régénération de 1’azote,
permettent d’envisager une solution. Nous pouvons envisager de réaliser des expériences sur les
agrégats et sur les pelotes fécales de zooplancton afin de quantifier la régénération de I’azote
contenu dans ces particules. Les vitesses de régénération différentes pour les agrégats et les
pelotes fécales de zooplancton permettraient de différencier ces deux classes de particules dans
le modele. Le modéle pourrait étre contraint par comparaison des flux d’azote calculés avec les

flux d’azote in situ.

IV.3.3 Construction d’'un modéle mécanistique

Dans le cadre de la collaboration avec C. Lee et R. Armstrong de ’université de Stony
Brook et M. Goutx et C. Guigue du LMGEM de Marseille, des expériences préliminaires ont été
menées pour étudier conjointement la dégradation du carbone et la dissolution des frustules de
diatomées collectées in situ et séparées par vitesse de sédimentation. Les résultats ne sont pas

présentés ici mais ils confirment sur le terrain, les résultats de Bidle et Azam (1999) obtenus en
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laboratoire sur le role de protection joué par la membrane externe organique contre la dissolution

de la BSiO, (Goutx, Moriceau et collaborateurs, en préparation).

Etant particulicrement encourageants, ces résultats m’ont amenée a réaliser une
expérience en conditions contrdlées, sur une espece de diatomée et sur une durée plus longue,
permettant d’aborder les relations entre la dissolution du frustule et la dégradation du carbone
interne des diatomées. Cette expérience a été réalisée lors d’un séjour a Marseille, en
collaboration avec M. Goutx, C. Guigue et M. Duflos, séjour au cours duquel les expériences
décrites en annexe I sur le role des bactéries a pression croissante ont également été réalisées
(novembre/décembre 2004). Cette expérience est détaillée en annexe III car les résultats sont

encore préliminaires, ce type d’expérience fera I’objet de mon post-doctorat a Stony Brook.

L’objectif du projet CARBALIS est de mieux comprendre les interactions entre le carbone et
la BSiO, pendant la reminéralisation. Cet objectif sera atteint en réalisant des expériences In-
vitro avec des diatomées pour étudier simultanément la dégradation du carbone et la dissolution
de la silice biogénique, (2) la mod¢lisation sera utilisée pour comprendre plus complétement les
relations mécanistiques réunissant le carbone organique et ses ballasts lors de la dégradation et la
chute dans la colonne d’eau, et (3) les résultats obtenus seront intégrés a des modeles 1-D et
globaux, afin de les comparer a des données régionales ce qui permettra de tester la validité de

cette paramétrisation.

L’idée de ce projet est de profiter de I’expérience de C. Lee en matiére d’études
expérimentales sur la dégradation du carbone, et de celle de R. Armstrong pour commencer de
développer un modéle mécanistique qui décrirait les interactions entre le carbone et les ballasts,
au cours de la sédimentation de différents types de particules (cellules libres, pelotes fécales,

agrégats).

Les deux premiers objectifs spécifiques seront donc mis en oeuvre a I’université de Stony

Brook, sous la supervision de R. Armstrong (formation a la modélisation) et C. Lee (Formation
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aux différents aspects de la dégradation de la mati¢re organique). Le troisieme objectif sera
réalis¢ au LEMAR (France), sous la supervision d’Olivier Ragueneau. Ce projet inclut des

collaborations avec le NIOO, le LSCE, I’AWI et les universités de Marseille et Bergen.
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Annexe I

Etude de ’effet indirect de la pression sur la dissolution de BSiO,
intégrée a des agrégats par ’intermédiaire des bactéries

I. Introduction

Parmi les nombreux parameétres susceptibles d’influencer la dissolution de la BSiO; lors
de la sédimentation, la dégradation de la membrane organique recouvrant le frustule des
diatomées par les bactéries est 1’'un des plus incontournables. Dés 1961, Lewin suggére que cette
membrane pourrait agir comme protection contre la dissolution de la BSiO,. Les travaux de
Patrick et Holding (1985) et plus tard de Bidle et Azam (1999) démontrent expérimentalement
que la vitesse de dissolution de la BSiO, dépend de 1’activité bactérienne, par I’intermédiaire de
la dégradation de la membrane organique externe. La température et la pression sont des
paramétres qui agissent directement sur la dissolution de la BSiO, (Willey 1974, Kamatani et al.
1980, Kamatani 1982, Rickert 2000), mais aussi sur 1’activité bactérienne (Bidle et al. 2002,
Tamburini et al., en révision). Etant donné le role des bactéries sur la dissolution de la BSiO; ces
facteurs affectant 1’activité bactérienne vont aussi agir de maniére indirecte sur la vitesse de
dissolution de la BSiO,. L’effet indirect de la température et la pression sur la dissolution de la
BSiO; par I’intermédiaire de leur influence sur I’activité bactérienne est démontré par les travaux
de Bidle et collaborateurs (2002) et de Tamburini et collaborateurs (en révision). Les bactéries
ont une forte capacit¢ d’adaptation puisque leur cycle de reproduction est rapide, les
communautés bactériennes des couches d’eaux profondes sont donc adaptées a de fortes
pressions et leurs activités ont longtemps été ignorées en raison de la difficulté d’échantillonnage
(Deming et al. 1980, Bianchi et Garcin 1993, Deming 2001, Tamburini et al. 2003).

Lors de la sédimentation des agrégats, I’activité bactérienne peut évoluer de deux fagons

différentes. D’une part les agrégats peuvent intégrer des bactéries d’une nouvelle espéce,
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adaptées aux couches d’eau successivement traversées et d’autre part, I’activité des bactéries
intégrées aux agrégats évolue avec 1’augmentation de la pression hydrostatique. La porosité des
agrégats est proche de 99.5% (Alldredge et Gotschalk 1988, Logan et Alldredge 1989, Alldredge
et Crocker 1995, Passow 2002) et malgré le fait que les concentrations élevées des sels nutritifs
dans 1’agrégats démontre qu’ils s’accumulent dans les agrégats, 1’eau de mer traverse 1’agrégat
lors de sa sédimentation dans la colonne d’eau (Ploug 2002). Les bactéries présentes dans ces
couches d’eau successives sont adaptées a la pression hydrostatique ambiante et sont
susceptibles de se rattacher aux agrégats. Mais dés sa formation en surface 1’agrégat contient de
nombreuses bactéries (Alldredge et Gotschalk 1990, Passow et Alldredge 1994, Simon et al.
2002). Ces bactéries sont adaptées a une pression de surface. Elles vont pourtant étre
transportées avec 1’agrégat lors de sa chute dans la colonne d’eau. Elles subissent alors une
augmentation de pression importante, proportionnelle a la vitesse de chute des particules.
Tamburini et collaborateurs (en révision) démontrent que I’augmentation de pression affecte
P’activité des bactéries de surface et donc indirectement la dissolution de la BSiO,. Ces
expériences de dissolution en condition de sédimentation ont été effectuées sur des diatomées
libres. Pourtant seul un petit nombre de diatomées libres peuvent sédimenter a de grandes
profondeurs alors que les agrégats forment la majeure partie du flux de sédimentation (cf.
Chapitre II). Un sé¢jour d’un mois et demi au LMGEM a Marseille, a permis de réaliser le méme
genre d’expérience sur des agrégats de diatomées en collaboration avec C. Tamburini, Ces
agrégats ont ¢t¢ formés en présence d’un assemblage naturel de bactéries prélevées dans des

eaux de surface.

II. Matériel et méthodes

Préparation du matériel

Pour cette expérience, nous avons utilis€¢ une culture axénique de diatomées Skeletonema

costatum a la concentration 6,5.10° cellules ml”' provenant du centre IFREMER d’Argenton. La
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croissance des diatomées était en phase stationnaire. La Skeletonema costatum a été choisie en
raison de la facilité¢ a laquelle ses cellules sédimentent et forment des agrégats. De plus, cette
espece est représentative des floraisons oc€aniques. Les diatomées ont sédimenté pendant 24h et
I’eau de mer surnageante a été remplacée par de 1’eau de mer naturelle filtrée a 0.65um sur filtres
GF/F. L’eau de mer a ¢été prélevée a la calanque d’Endoume afin d’obtenir un assemblage de
bactéries naturel. Un batch de 10L de cette solution a été placé sur une table roulante afin de
provoquer la floculation selon la méthode de Shanks et Edmondson (1989). Aprés trois jours sur
la table roulante, nous avons pu observer la formation d’une multitude d’agrégats d’environ 1

mm de diamétre dont la vitesse de chute variait entre 120 et 220 m .

Bouteille hyperbare

Le principe d'une bouteille de prélévement hyperbare (HPSU) est basé sur celui d'une seringue
(Figure I). Le corps est en acier inoxydable chemisé d'un revétement chimiquement inerte en
PEEK. Les bouteilles ont été remplies a 1’aide d’une seringue. Une fois le remplissage terminé,
la pression hydrostatique de 1'échantillon a été progressivement augmentée afin de simuler une
chute des agrégats de 200 m j'. Le prélévement de sous-échantillons s'est effectué en exergant
une contre pression, supérieure d'environ 0,2 MPa a la pression interne pour faire remonter le
piston. Ainsi, I'échantillon principal n’a subi aucune décompression pendant les prélévements et

tout au long de l'incubation.
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Figure 1 provenant de la thése de C. Tamburini (). Diagramme représentant les bouteilles
hyperbares (HP) en configuration de prélévement d’échantillons. La vanne de remplissage est
lancée par le scientifique. Lorsque cette vanne est ouverte, la pression hydrostatique pousse le
piston vers le bas et I’eau de mer entre dans la chambre haute de la bouteille hyperbare. L’eau
distillée est repoussée hors de la chambre, a travers un embout de tuyau qui agit comme un frein
hydraulique (Bianchi et al. 1999b). Pour la récupération, la pression hydrostatique est maintenue
griace a une valve de sécurité qui évite toute décompression dans la bouteille haute pression (HP),

contrairement a la bouteille a pression atmosphérique qui est dénuée de valve de sécurité.

Déroulement de I’expérience

Pendant que les agrégats sédimentaient quelques heures, deux bouteilles hyperbares ont été
remplies de 400 ml d’eau de mer provenant de la calanque d’Endoume et préalablement filtrée a

0 .65 pum sur filtre GF/F. Les agrégats ont ensuite été délicatement prélevés a 1’aide d’une pipette
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stérile en plastique de 50 ml. Un volume de 100 ml de la solution contenant les agrégats a été
transféré avec précaution dans chacune des bouteilles hyperbares.

Trois TO de 250 ml ont été constitués dans des flacons en verre en suivant la méme méthode afin
de pouvoir mesurer la concentration initiale en BSiO,, en POC, la composition et la
concentration bactérienne et 1’activité bactérienne en début de 1’expérience.

Une bouteille hyperbare (ATM) a été conservée a pression atmosphérique toute la durée de
I’expérience, i.e. 11 jours, afin d’obtenir une mesure de vitesse de dissolution de la BSiO; a
pression atmosphérique qui est utilisée comme référence. Dans 1’autre bouteille (HP), la pression
a été augmentée progressivement pour simuler la chute d’un agrégat (200m j™).

Les deux bouteilles ont été placées dans un bain marie a 13°C et rattachées a un systéme de
basculement hydraulique qui a permis de garder les agrégats en suspension afin de simuler la
sédimentation. Des sous-échantillons ont été prélevés au jour 2, 4, 6, 8 et 11 en utilisant un
systéme de vanne permettant de conserver la pression constante a 1’intérieur de la bouteille a
haute pression. Ces prélevements ont permis de réaliser les mesures de [l'activité
aminopeptidasique (EAA), des concentrations en DSi et BSiO,, les concentrations en POC et le
comptage des cellules bactériennes.

L'activité aminopeptidasique (EAA): L’activité a été mesurée en utilisant le substrat fluorescent
MCA-Leucine (L-leucine-7-amino-4-methylcoumarin) a une concentration finale égale a 100
uM. 20 ml de la solution ont été transférés dans des bouteilles hyperbares a pression
atmosphérique pour I'échantillon ATM, et a la pression correspondante au jour du prélévement
pour I’échantillon HP. Ces échantillons ont été incubés a température de 13°C et a la pression du
jour pour I'échantillon HP. Le devenir de la MCA-Leu a été suivi au cours du temps sur une
période d'incubation d'environ 4 heures. La détermination des paramétres cinétiques (la vitesse
maximale Vmax et la constante de demi-saturation Km) a été réalisée sur les échantillons
décomprimés selon la méthode des multiconcentrations. La MCA-Leu a ét¢ ajoutée a 8

concentrations finales différentes : 0,05, 0,1, 0,25, 0,50, 1, 1,5, 2, et 5 uM. L'accroissement de la
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fluorescence du chromophore MCA, produit de 1'hydrolyse du substrat MCA-Leu apres clivage
de la liaison peptidique, a été quantifiée a I'aide d'un spectrofluorimétre (Kontron SFM 25) aux
longueurs d'onde d'émission et d'excitation de 365 et 455 nm. La calibration ¢€tait réalisée a partir
du 4-méthylcoumarinyl-7-amide (MCA) sur les mémes échantillons que les mesures d'activité
aminopeptidasique dans les gammes adaptées aux mesures réalisées. Les parametres cinétiques
de Michaélis-Menten (Vmax et Km) ont été estimés en utilisant une équation de régression non-
linéaire qui minimise les erreurs a 1'aide du programme Kinetics (Brooks, 1992).

Silice Biogenique (BSiO,): La concentration initiale en BSiO, a été réalisée sur les TO en
triplicats en utilisant 20 ml de solution, les mesures suivantes ont été effectuées sur des
¢chantillons de 10 ml. Les échantillons ont été filtrés sur membrane millipore 0.45 um. Le filtre
a été séché a 1I’étuve et conservé avant analyse et le filtrat a été utilisé pour les mesures de DSi.
La mesure de la BSiO, a TO a permis de normaliser les calculs de vitesses, et le triplicat a permis
de controler I’hétérogénéité de la méthode de transfert des agrégats dans la bouteille. La BSiO; a
été mesurée a partir d’une variation de la méthode de Ragueneau et Tréguer (1994). Etant donné
qu’une culture d’algues en laboratoire ne contient pas de silice lithogénique, 1’étape utilisant de
I’acide fluorhydrique (HF) n’a pas été nécessaire. Le volume de digestion ainsi que sa durée ont
été augmentés afin d’assurer une dissolution totale de la BSiO, en maintenant les concentrations
en DSi le plus loin possible de la solubilité. Les échantillons ont été digérés dans 20 ml de
Na(OH) 0.2 M pendant 3h a 95°C. La solution a ensuite été refroidie et 5 ml d’HC1 1 M ont été
ajoutés avant de centrifuger la solution et d’analyser la concentration en DSi dans le surnageant.

Acide orthosilicique (DSi): Les concentrations en DSi ont ét¢ mesurées dans les filtrats
des échantillons précédents a 1’aide de la méthode spectrophotométrique de Mulin et Riley
(1965), adaptée par Tréguer et Le Corre (1975) et modifiée par Gordon et collaborateurs (1993)
a la colorimétrie en flux segmenté. Un autoanalyseur a chaine technicon de type Bran and

Luebbe a été utilisé.
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Analyse du carbone organique particulaire (POC) : Avant chaque utilisation, la verrerie
a donc été lavée a I’acide chlorhydrique 1M, puis a I’eau déminéralisée avant d’étre briilée dans
un four a 450°C pendant 4h. Les filtres en fibre de verre (Whatman GF/F) ont également été
brilés avant 1’étape de filtration. Les échantillons de 5 ml ont été filtrés sur des tulipes de
filtration en verre. Le filtre a été¢ séché a 1’é¢tuve a 50°C et conservé dans un pilulier. Les filtres
ont ensuite été pliés et insérés dans des capsules d’étain avant d’étre analysés. Les filtres ont été
analysés par Annick Masson du LEMAR. La capsule d’étain emprisonnant le filtre a été
introduite dans un analyseur ¢lémentaire Carlo Erba NA 2100 configuré pour les analyses C et
N.

Comptage bactérien : Le comptage a été effectué par C. Tamburini. Pour le comptage des

cellules bactériennes, des sous-échantillons (de 5 a 20 ml) étaient récupérés juste apres

-1
'échantillonnage et fixés par addition de 2 ml de formaldéhyde tamponné par 70 g 1 de borate

®
(concentration finale égale a 2 %, filtré¢ sur Acrodisc 0,2 um) et conservé a 4°C. L'échantillon

¢tait alors filtré, sur une membrane en polycarbonate noire (0,2 um de porosité, 25 mm de

®
diamétre ; Poretics Products) posée sur un pré-filtre Whatman GF/C pour homogénéiser la

-1
surface de filtration, et coloré par du DAPI a 2-2,5 ug ml en concentration finale (Porter &

Feig, 1980). La coloration se fait directement dans la tourelle de filtration pendant 10 min, puis
les filtres ont été disposés entre lame et lamelle avec de 1'huile a immersion (Olympus UVFL.SI).
Les lames peuvent étre stockées a —18°C jusqu'a visualisation au microscope a épifluorescence.

Les bactéries apparaissent alors fluorescentes bleues sous lumiére UV.

II. Résultas

Vitesse de dissolution de la silice biogénique
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La dissolution de la BSiO;, est plus rapide dans 1’échantillon a pression atmosphérique
(ATM) que dans 1I’échantillon subissant une augmentation de pression régulicre (HP) (Figure
IV.3). Les mesures de vitesse de dissolution sont réalisées a 1’aide de I’équation 1 donnée dans
I’é¢tude de Kamatani et Riley (1979). La vitesse de dissolution de 1’échantillon ATM servant de

témoin, était 0.0031 j™', et celle de I’échantillon HP était 0.0019 j™.
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Figure IV.3 : Evolution des concentrations en DSi au cours du temps dans ’eau de mer des
échantillons contenant des agrégats de S. costatum. En bleu foncé, I’expérience de dissolution a lieu
a pression hydrostatique croissante pour simuler une chute de particule de 15 m j”. En bleu clair, la

pression hydrostatique est constante et égale a la pression atmosphérique.

Activité bactérienne

Nous avons enregistré des valeurs d’activités aminopeptidasiques (EAA) bien plus faibles
que celles mesurées par Tamburini et collaborateurs (en révision) lorsqu’ils ont réalisés leur
expérience sur des cellules libres. L’EAA au départ de leur expérience était de 80 et 150 nmol
MCA-Leu L™ h'', alors que dans les agrégats, les bactéries ont une EAA de 44 nmol MCA-Leu
L' h"'. De méme, leurs valeurs maximales atteignent 3500 nmol MCA-Leu L h™', alors que dans
nos échantillons les EAA ne dépassent pas 80 nmol MCA-Leu L' h'. Les rapports entre
I’activité sous pression atmosphérique et 1’activité bactérienne sous pression croissante sont

exprimés en fonction de la profondeur qui est simulée par la pression (Figure IV.4). Lorsque la
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pression augmente, 1’activité bactérienne diminue pendant les 1500 premiers métres avant de se

stabiliser autour de 60% de ’activité bactérienne sous pression atmosphérique.
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Figure 1V.4: Evolution de P’activité aminopeptidasique en fonction de la profondeur par rapport a
P’activité a pression atmosphérique. La profondeur a été simulée par la pression hydrostatique en

considérant une vitesse de chute de 150 m j.

C. Discussion

Les vitesses de dissolution mesurées pour la BSiO, sont trés faibles dans les deux
échantillons, ATM et HP. Sous pression atmosphérique la vitesse de dissolution est de 0.0031 j,
soit 15 fois plus faible que la mesure effectuée en batch sur la méme diatomée a 1’état
libre (0.048 j). Cette derniére est proche de la moyenne globale de 0.044 j' donnée par Van
Cappellen et ses collaborateurs (2002). Ces faibles vitesses de dissolution sont associées a une
activit¢ aminopeptidasique faible comparativement a celles mesurées par Tamburini et
collaborateurs (2004). L’EAA de I’échantillon HP est plus faible que celle de 1’échantillon
ATM, particulicrement lorsque la pression atteint des valeurs correspondant aux profondeurs
sous 1000 m. L’activité ectohydrolytique clé pour la dégradation de la membrane externe
protégeant la BSiO, de la dissolution est celle de 1’aminopeptidase (Bidle et Azam 2001).

Puisque cette activit¢é est réduite lorsque la pression hydrostatique augmente dans
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I’environnement des bactéries, la dissolution de la BSiO, doit étre ralentie. Nous avons pu noter
que l’activité des bactéries présentes dans le milieu contenant les agrégats diminue jusqu’a
atteindre 0.6 fois la valeur de leur activité sous pression atmosphérique (Figure IV.4). La
dissolution de la BSiO, entre les deux échantillons est ralentie de 0.0031 j” sous pression
atmosphérique a 0.0019 j' sous Ieffet de la pression croissante. L’EAA et la vitesse de
dissolution de la BSiO, sont donc toutes deux diminuées de 30% entre les deux échantillons.
Cette baisse simultanée souligne 1a encore le role des bactéries dans la dissolution de la BSiO,.
La sensibilité de la vitesse de dissolution de la BSiO; a I’activité bactérienne est telle que lorsque
les bactéries sont affectées par un parameétre extérieur comme ici la pression, les parameétres
cinétiques de la dissolution sont eux méme influencés.

Bidle et collaborateurs (2002) déterminent l’importance de la température sur la
dégradation de la membrane externe puisqu’un changement de température de 5 a 33°C
augmente le pourcentage de carbone dégradé en 7.5 jours de 27 a 83 %. Dans le méme temps, la
vitesse de dissolution de la BSiO, augmente de deux ordres de grandeur (de 0.001 jour ' 4 0.138
jour™"). Grace aux relations données dans 1’étude de Kamatani et Riley (1979), il est possible de
séparer I’impact direct de la température sur la dissolution de la BSiO, de I’'impact indirect via
les bactéries. Avec I'impact de la température sur 1’activité bactérienne, la dissolution est
accélérée d’un facteur 138, d’un point de vue uniquement chimique, 1’augmentation de
température de 5 a 33°C accélérerait la dissolution d’un facteur 8. Une telle différence démontre
I’importance de I’étude du role des bactéries dans la dissolution puisque la vitesse de dissolution
de la silice biogénique est susceptible de varier de deux ordres de grandeur.

Peu d’études ont été effectuées sur 1’effet direct de la pression sur la dissolution de la
silice biogénique. Les travaux de Willey (1974) permettent de corriger la solubilité des effets de
pression (Rickert 2000, Gallinari 2002), mais on ne connait pas de relation entre pression et

vitesse de dissolution. Nous ne pouvons donc pas pour I’instant corriger 1’impact indirect de la
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pression sur la dissolution de la BSi0; par I’intermédiaire des bactéries, de I’impact direct de la
pression sur la dissolution de la BSiOs.

Ces expériences démontrent une fois encore les difficultés liées a 1’étude des agrégats.
Les résultats des analyses de BSi0, et de POC, soulignent la variabilité de 1’échantillonnage et la
nécessité d’améliorer le systéme de prélevement. Le premier probleme est provoqué par
I’hétérogénéité de la solution contenant les agrégats. Cette hétérogénéité s’allie a la
sédimentation rapide des agrégats pour provoquer une forte variabilité entre les échantillons,
particuliérement sur la quantité de matiére particulaire prélevée. Le deuxiéme probléme concerne
I’hétérogénéité des agrégats entre eux et leur constitution méme (cf. chapitre I). Les
concentrations en DSi a Dintérieur des agrégats sont trés élevées en comparaison de la
concentration en DSi du milieu dans lequel les agrégats évoluent. Lors du prélévement du milieu
environnant, le risque de prélever, de casser et donc de contaminer 1’échantillon est grand. Ce
risque, déja important dans une expérience en récipient transparent est multiplié lorsque les
prélévements sont réalisés « a I’aveugle » ce qui est le cas de notre expérience en bouteilles
hyperbares (voir annexe I). Cette expérience est donc préliminaire et les conclusions obtenues

doivent étre considérées avec précautions.

Comparaison agrégats versus cellules libres

Nous avons voulu reproduire la comparaison diatomées agrégées/ diatomées libres
décrite au chapitre I, en tenant compte de l’effet de la pression hydrostatique. D’un c6té,
Tamburini et collaborateurs (en révision) ont étudiés 1’impact de la pression sur la dissolution de
la BSiO, de Thalassiosira weissflogii libres via les bactéries. D’un autre coté, les expériences de
dissolution comparées pour la BSiO, des agrégats et des cellules libres présentées au chapitre I,

ont montré peu de différences entre les vitesses de dissolution de la BSiO, de la Skeletonema
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costatum et de la Thalassiosira weissflogii lorsqu’elles sont mesurées dans les mémes conditions
expérimentales. Puisqu’il est difficile de former des agrégats a partir de T. weiisflogii, nos
expériences ont été réalisées sur des agrégats de S. costatum et nous avons comparé les résultats
préliminaires obtenus lors de cette expérience, aux résultats de Tamburini et collaborateurs (en
révision).

Dans D’expérience de Tamburini et collaborateurs (en révision) la composition des
communautés bactériennes ne semblait pas avoir été influencée par I’augmentation de la pression
hydrostatique. Des échantillons ont été prélevés au cours de notre expérience, pour tester
I’impact de la pression sur les communautés bactériennes liées aux agrégats mais les résultats ne
sont pas encore disponibles.

La BSiO; des agrégats s’est dissoute 3 a 10 fois plus lentement dans les agrégats que dans
la BSiO; des cellules libres de T. weissflogii. Ces résultats vont dans le sens des expériences de
dissolution présentées au chapitre I qui mettent en évidence un ralentissement de la dissolution
lorsque la BSiO, est intégrée aux agrégats. Le facteur de ralentissement plus élevé dans cette
é¢tude ne peut pas, a priori, étre mis sur le compte des différences entre espéces ou des
différences de communautés bactériennes, mais cette hypothése doit étre confirmée. Les EAA
mesurées dans les échantillons ATM et HP était 2 a 45 fois plus faibles dans 1’étude sur les
agrégats que dans celle sur les cellules libres de Tamburini et collaborateurs (en révision). Ces
résultats démontrent que les bactéries sont impliquées dans le ralentissement de la dissolution de
la BSiO, des agrégats par rapport aux cellules libres. Cette étude permet de confirmer la 3°™
hypothése proposée au chapitre I pour expliquer I’effet de la formation d’agrégats sur la
dissolution de la BSiO,. Une question demeure, pourquoi ces deux séries d’expériences utilisant
des agrégats fabriqués en laboratoire montrent-ils des résultats opposés aux mesures effectuées
in situ ?

En effet de nombreux auteurs ont mesuré sur des échantillons prélevés in situ des

concentrations et des activités bactériennes plus fortes dans les agrégats que dans les cellules
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libres (Alldredge et Gotschalk 1990, Simon et al. 1990, Simon et al. 2002). Les concentrations
en matic€re organique dans 1’océan sont plus faibles que dans nos expériences. Dans la nature les
bactéries se regroupent dans les agrégats ou la nourriture est concentrée (Passow et Alldredge
1994). Par contre dans les expériences in vitro, la concentration de matiére organique est plus
forte, les bactéries trouvent suffisamment de nourriture sur les cellules libres. D’un autre c6té, les
TEP qui sont probablement excrétés pour protéger la cellule des attaques bactériennes ou
microbiennes (Azam et Smith 1991, Passow 2002), sont plus concentrés autour des diatomées
agrégées que dans les cellules a I’état libre. A abondance de nourriture égale il peut étre plus
facile pour les bactéries de se nourrir sur les diatomées moins protégées par les TEP.

Dans les agrégats, la premiere protection de la BSiO, face a la dissolution est la matrice
formée par les TEP. L’activité aminopeptidasique peut ne pas étre adaptée pour mesurer 1’impact

des bactéries sur la dissolution de la BSiO; dans les expériences impliquant des agrégats.
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Annexe |l

Etude des modifications des propriétés de dissolution de la
BSiO; en fonction du degré de dissolution partielle du
frustule de diatomée

I. Introduction

D’aprés Mann et Droop (1996), il existe plus de 200 000 especes de diatomées dans le

monde. Les propriétés de dissolution de la BSiO, constituant

les frustules de diatomées varient avec la taille et la
morphologie de la diatomée (Shemesh et al. 1989). C’est en
effet la taille et la forme des frustules qui vont déterminer la

surface spécifique de la BSiO; en contact avec 1’eau de mer.

Les diatomées se divisent en deux groupes, les centriques et

Figure IV.5 : diversité de

les pennées mais leur forme peut étre trés variable (Figure
morphologie des diatomées

IV.5).

En plus du fait que différentes diatomées sont susceptibles de présenter des propriétés de
dissolution de la BSiO, différentes, certains processus synthétisés dans I’étude de Van Cappellen
et collaborateurs (2002) modifient la cinétique de dissolution de la BSiO, d’un méme frustule.
Ces auteurs citent évidemment 1’évolution de la surface spécifique, mais aussi la modification de
la réactivité due au phénoméne de vieillissement. Dans ce cas le vieillissement représente
I’ensemble des processus susceptibles de modifier la surface de la BSiO,. Parmi ces processus,
I’incorporation de I’aluminium a la silice biogénique joue un grand réle (Van Bennekom et al.
1989). Certaines ¢tudes suggerent que cette intégration a lieu dés la production de diatomées en

surface (Gehlen et al. 2002). D’autres, que 1’aluminium intégre en faible quantité la structure de
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la BSiO; lors de la sédimentation dans la colonne d’eau (Koning et al. 1997, Rickert 2000). Par
contre, une fois a I’interface eau/sédiment, les fortes concentrations en aluminium des eaux
interstitielles provoquent une augmentation importante des rapports Al/Si (Van Cappellen et al.
2002). En 1980, Willey démontre que le vieillissement influence la solubilité¢. Dans ce cas le
vieillissement est di a la reprécipitation de la DSi a la surface de la BSiO,. Cette précipitation est
un processus a long terme qui crée une nouvelle phase de silice généralement proche des
minéraux dont la solubilité est faible (Michalopoulos et Aller 1995). Dans ces deux cas, les
propriétés de dissolution de la BSiO; évoluent a cause d’un élément ou d’une phase nouvelle
s’intégrant a la surface du frustule. Dixit et Van Cappellen (2002) quant a eux, expliquent la
baisse de réactivité de la surface de la BSiO; aprés un séjour dans la colonne d’eau et dans les
sédiments par une diminution du nombre de groupements de silanols ionisables de surface. La
baisse de la densité des charges de surface provoque un ralentissement de la solubilisation de la

BSiO;.

Tous ces travaux sont basés sur I’existence d’une seule phase de BSiO,, pourtant
lorsqu’en 1982, Kamatani obtient deux vitesses de dissolution différentes lors d’expériences de
laboratoire sur des diatomées fraiches, il formule I’hypothése que le frustule pourrait étre
naturellement constitué de plus d’une phase de silice biogénique. L’étude de Gallinari (2002) fait
partie des rares travaux effectués sur la cinétique de dissolution de la silice biogénique sous la
zone euphotique, elle met elle aussi en évidence I’existence de plusieurs phases de silice
biogénique. En effet, non seulement Gallinari (2002) mesure une vitesse de dissolution plus
faible que celle des diatomées fraiches, sur la BSiO, de matériel récolté a 1000 m ; mais surtout
elle mesure deux solubilités différentes a 4°C, ~500 uM et ~1000 uM. On sait que le frustule des
diatomées n’est pas homogene puisqu’il est constitué de deux coquilles possédant une
architecture compliquée qui sont reliées par des bandes intercalaires (Crawford et al. 2001). Le
frustule de diatomées peut donc étre formé de plusieurs phases de BSiO, ayant des propriétés de

dissolution différentes.
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Pendant la dissolution, la phase la plus réactive doit se dissoudre en premier, ce sont donc
les caractéristiques de la phase la plus réactive qui sont mesurées sur du matériel frais. Lorsque
la phase réactive est totalement dissoute il est possible de mesurer la vitesse de dissolution et la
solubilité de la phase la plus réfractaire. Partant de cette hypothése, Gallinari (2002) a réalis€ une
premicre étape de dissolution sur des diatomées de culture. Lorsque 50% de la masse de BSiO,
initialement contenue dans son échantillon sont passés sous forme dissoute, la premiére étape de
dissolution est stoppée. La vitesse de dissolution et la solubilité de la BSiO, restante sont ensuite
mesurées en batchs et comparées aux propriétés de dissolution de la BSiO; du matériel d’origine.

Apres une perte par dissolution de 50% de sa masse de BSiO,, le matériel possede une
solubilité plus basse et une vitesse de dissolution plus faible (Figure IV.6). Ces études
expérimentales suggerent des modifications pour améliorer les modéles décrivant la diagénése de
la BSi0O, dans les sédiments marins. Jusqu’a présent, aucun des modéles diagénétiques décrivant
le devenir de la BSiO; a I’interface eau-sédiment n’était en mesure de reproduire les profils de
DSi dans les eaux interstitielles en méme temps que les profils de BSiO, dans les sédiments
(Archer et al. 1993, McManus et al. 1995, Rabouille et al. 1997). Dans le cadre du projet
européen ORFOIS (2001-2004), un modéle diagénétique a été développé par Karima Khalil,
post-doctorante travaillant au LSCE sous la direction de Christophe Rabouille, en forte
interaction avec notre équipe. Deux phases de BSiO; ont été introduites par K. Khalil et seul le
modele incorporant ces deux phases a permis de reproduire relativement fidélement a la fois les

profils de DSi et de BSiO; (Khalil et al. en préparation).
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Figure IV.6 : Graphique provenant de la thése de Gallinari (2002) décrivant I’évolution des
concentrations en DSi lors d’expériences en batch a 40°C effectuées afin de mesurer les différentes
solubilités de diatomées lyophilisées (triangles noirs), ayant perdu 50% en masse de leur BSiO,
initiale (losanges vides) et ayant perdu 55% en masse de leur BSiO, initiale (carrés vides).

Nous avons réitéré cette expérience sur du matériel ayant préalablement perdu par
dissolution 50%, 75% et 90% de sa BSiO,. L expérience se divise donc en trois étapes :

(1) préparation du phytoplancton,

(2) premiére étape de dissolution accélérée par une température é€levée, dans le but
d’obtenir du matériel ayant perdu 50%, 75% et 90% de sa BSiO, initiale en masse,

(3) deuxieme étape de dissolution de dissolution en batch a 20°C et a pH 8, permettant la

mesure des vitesses de dissolution et de la solubilité de la BSiO, non dissoute.

II. Matériel et Méthode

Préparation du phytoplancton

La diatomée Thalassiosira weissflogii est choisie en raison de la facilité a laquelle elle est mise
en culture et de son abondance dans les floraisons phytoplanctoniques. Cette diatomée est de

plus, couramment utilisée dans les expériences de dissolution et les résultats obtenus pourront
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ainsi étre facilement comparés. Cette expérience utilise du matériel lyophilis€, ce qui permet a la
fois d’éviter les effets parasites provoqués par le métabolisme des diatomées et d’obtenir une
plus grande homogénéité entre les échantillons.

Les diatomées proviennent d’une culture en ballon effectuée au centre IFREMER d’Argenton
dont la concentration approche 5.10° cellules ml". Un batch de 20 L est centrifugé dans des
tubes PC de 50 ml & 1500 tours min™' pendant 5 & 10 minutes. Le surnageant est évacué et le fond
des tubes est congelé a -25°C pendant 2 jours avant d’étre lyophilisé pendant 2 a 4 jours. Le
contenu en BSiO, du matériel est mesuré¢ aprés avoir été homogénéisé délicatement. Les

diatomées lyophilisées sont finalement séparées en quatre échantillons pour subir 1’étape 2.

Premiére étape de dissolution : préparation de différents degrés de dissolution partielle

Obtenir un degré x de dissolution partielle du frustule signifie une dissolution de x % en masse
de la BSiO, constituant le frustule. La premiere étape de dissolution va permettre d’obtenir 4
degrés de dissolution partielle entre 0 et 90%. Cette premicre dissolution est réalisée a 40°C,
dans des bouteilles en polycarbonates remplies d’eau de mer artificielle tamponnée a pH 8 a
I’aide de tris(hydroxymethyl)-aminomethane. Les quatre échantillons vont perdre une proportion
différente de leur BSiO; initiale. Le premier groupe n’est soumis a aucune dissolution et servira
de groupe témoin avec un degré de dissolution partielle de ces frustules de 0%. Pour que le
temps de résidence dans les batchs soit similaire pour les trois échantillons restants, le volume
d’eau de mer artificielle est adapté a la quantité de BSiO, initiale de chacun des échantillons.
Ainsi, lorsque la solution atteint une concentration en DSi proche de la solubilité, la quantité de
BSi0O, dissoute correspond a un pourcentage bien précis de perte en masse par rapport a la
quantité¢ de BSiO, initiale. Le pourcentage de BSiO, dissout correspond au degré de dissolution
partielle désiré pour chacun des échantillons. Les bouteilles placées dans une étuve a 40°C sont
agitées une fois par jour. La concentration en DSi de I’eau de mer artificielle est mesurée une

fois par semaine. La solubilité est atteinte au bout de deux mois pour les trois degrés de
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dissolution partielle et la premiere étape de dissolution est stoppée. La solution est a nouveau
centrifugée, congelée puis lyophilisée. Le degré de dissolution du frustule de chaque échantillon

correspond a une perte en masse de 52%, 76% et 88% de la BSi0, initiale.

Mesures des parametres cinétiques de la BSiO,

La deuxiéme étape de dissolution se déroule en batch a 20°C dans de 1’eau de mer artificielle
tamponnée a pH 8. Un poids précis de phytoplancton sec (100 a 150 mg) correspondant a 100
umoles, est introduit dans des tubes PC de 50ml contenant 50 ml d’eau de mer artificielle. Pour
le groupe témoin 1’expérience de dissolution est réalisée en triplicat, avec une concentration
initiale en DSi de 0 uM. Pour les autres groupes, I’expérience de dissolution est réalisée avec des
concentration initiales en DSi différentes, comprises entre 0 et 200 uM. Ces concentrations
initiales sont choisies car elles sont a la fois représentatives des concentrations internes de DSi
des agrégats et de la variabilité des concentrations en DSi des eaux océaniques. La vitesse de
dissolution de la BSiO, de I’échantillon a 50% est mesurée dans 4 batchs de concentrations
initiales en DSi égale a OuM, 50uM, 100uM et 200uM. L’échantillon a 75% est réparti dans
trois batchs dont les concentrations initiales en DSi sont OuM, 100uM et 200uM tandis que
I’échantillon a 90% est divisé entre 5 batchs de concentrations initiales égales a OuM, 50uM
100uM, 150uM et 200uM. Les batchs sont agités avant chaque prélévement, la solution est
prélevée une fois par jour pendant les deux premiers mois, puis I’échantillonnage s’espace
progressivement jusqu’a devenir bimestriel. Lors du prélévement on essaie autant que possible
de ne pas changer le rapport solide / volume du batch en prélevant la solution de fagon la plus
homogene possible. Les échantillons sont filtrés sur des filtres a seringue de porosité 0.2 pm

(Millex GP membrane PES; Millipore) puis stockés a 8°C avant analyses.

Analyses

Silice Biogenique (BSiO,): La premiére mesure de BSiO; est réalisée sur des triplicats de

5 mg de Thalassiosira weissflogii lyophilisée. Cette premi¢re mesure permet de déterminer le
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poids nécessaire a I’obtention des différents pourcentages de perte de la BSiO,. Ces mesures sont
ensuite reproduites sur le matériel résultant de la premiere étape de dissolution afin de calculer
avec précision la dissolution partielle du frustule en pourcentage de perte de BSiO, en masse.

La BSiO; est mesurée a partir d’'une variation de la méthode de Ragueneau et Tréguer
(1994). Comme une culture d’algues en laboratoire ne contient pas de silice lithogénique, I’étape
utilisant de ’acide fluorhydrique (Frangois et al.) n’est pas nécessaire. Le volume de digestion
ainsi que sa durée sont augmentés afin d’assurer une dissolution totale de la BSiO, en maintenant
les concentrations en DSi le plus loin possible de la solubilité. Les échantillons sont digérés dans
20 ml de Na(OH) 0.2 M pendant 3h a 95°C. La solution est ensuite refroidie et 5 ml d’HCI 1 M
sont ajoutés avant de centrifuger la solution et d’analyser la concentration en DSi dans le
surnageant.

Acide orthosilicique (DSi): Les concentrations en DSi sont mesurées dans les échantillons
apres filtration a 0.2um (filtres a seringues en PC) a I’aide de la méthode spectrophotométrique
de Mulin et Riley (1965), adaptée par Tréguer et Le Corre (1975) et modifiée par Gordon et
collaborateurs (1993) a la colorimétrie en flux segmenté. Un autoanalyseur a chaine technicon de
type Bran and Luebbe est utilisé.

Calcul du degré de dissolution partielle du frustule: Le degré de dissolution partielle est
exprimé en pourcentage de BSiO; initiale dissoute par rapport a la BSiO; initiale en masse
(équation 1). On mesure donc la BSiO; initialement introduite dans les bouteilles PC pour la
premigére étape de dissolution (BSiy) et la quantité de BSiO; a la fin de cette étape (BSig) apres

deux mois de dissolution a 40°C.

. . BSi, -BSi;
% de perte de BSi0, —B—_xlOO (eq 1)

Calcul de la vitesse de dissolution de la BSiO; : 1l existe un grand nombre de possibilités

pour calculer de la vitesse de dissolution de la BSi0, (Kgiss €n j'l) a partir d’expériences de
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dissolution en batch (Greenwood et al. 2001). Nous avons choisi la méthode décrite dans les
travaux de Kamatani et Riley (1979) qui utilisent I’équation 2.

C,, -C
LII C =- Kdiss Xt (eq 2)

eq

Avec Cq la solubilité en uM et C la concentration en DSi au temps t.

C. : o
On peut tracer la droite des Ln[ : ] en fonction du temps et obtenir ainsi la vitesse de
eq

dissolution de la BSi en calculant la pente de la droite.

II1. Résultats

A D’issue de la premiere étape de dissolution nous avons obtenu quatre différents types de
matériel. Le premier échantillon contient de la BSiO, qui n’a pas subi de pré-dissolution. Ce
matériel (échantillon 0%) permettra de mesurer les parameétres de dissolution de 1’éventuelle
phase réactive du frustule. Les trois autres échantillons ont perdu respectivement 52 %, 76 % et
88 % de leur BSiO; initiale. Pour ces trois derniers échantillons plusieurs expériences de
dissolution ont été réalisées dans de 1’eau de mer artificielle tamponnée dont la concentration
initiale en DSi couvre la gamme de concentrations des eaux océaniques de 0 a 200uM
(Introduction générale, Figure 10).

L’augmentation de la concentration en DSi dans la solution met en évidence deux
mécanismes distincts. Pour 1’échantillon 76 %, on observe une premiere augmentation rapide de
200 uM de concentration en DSi dans les trois batchs dont les concentrations initiales en DSi
différaient (0 pM, 100 uM, 200 uM). Pour I’échantillon 88%, I’augmentation est de 150 uM
dans les cinq batchs de concentration initiales en DSi de 0, 50, 100, 150 et 200 uM
(Figure IV.7). Il semble donc que cette partie du graphe soit due a de la désorption de la DSi. En
effet, lors de la phase de préparation des échantillons suivant la premicre étape de dissolution, le

matériel a été centrifugé a partir d’une solution dont la concentration en DSi était élevée (1500
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uM). Le culot des tubes contenait sans doute de la DSi lorsque ils ont été congelés et lyophilisés.
C’est la désorption de cette DSi qui provoque la forte augmentation de la concentration en DSi
indépendante de la concentration initiale, au début de la deuxieme étape de dissolution. Pour les
¢chantillons 0 % et 52 %, la désorption est cachée par une dissolution rapide de la BSiO,. Pour
les échantillons 76 % et 88 %, il semble que ce soit la dissolution plus lente qui soit cachée par la

désorption. L utilisation de I’équation de Kamatani et Riley (1979) permet de clairement séparer

les phases de désorption et de dissolution (figure IV.8).
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Figure IV.7 : Les expériences de dissolution de la BSiO; se sont déroulées en batchs a 20°C

et a pH 8. Les concentrations en DSi évoluent en fonction du temps et représentent la

dissolution de la BSiO, dans du matériel ayant perdu un % différent de sa BSiO; initiale
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par dissolution. (a) triplicatas de I’expérience de dissolution de la BSiO; originelle, a 0 %
de pré-dissolution (b) dissolution de I’échantillon 52 % (perte par dissolution de 52 % de la
masse de la BSiO; initiale) ; les concentrations initiales en DSi sont : de 0 pM (losanges
pleins verts), de S0 uM (carrés verts), de 100 pnM (triangles verts et jaunes) et de 200p M
(croix vertes) (c) dissolution de I’échantillon 76 %, pour une concentration initiale en DSi
de 0 pM (losanges pleins bleu foncé), de 100 pM (carrés bleu clair), de 200 pM (triangles
bleus) (d) dissolution de I’échantillon 88 % avec une concentration initiale de 0 pM
(losanges vides violets), de S0 pM (carrés rose pale), de 100 pM (triangles rose pale), de 150

pM (croix roses), de 200 uM (croix doubles violettes).

Solubilité

Pour I’échantillon 0%, la concentration de la DSi dans les trois batchs triplicats atteint un
plateau a 921 uM. Pourtant la dissolution calculée a 20°C sur du matériel frais est comprise entre
1400 et 1600 uM (Hurd et Theyer 1975, Kamatani et Riley 1979, Van Cappellen et Qiu 1997a).
La solubilité est longue a atteindre et nos expériences en batchs ne sont pas terminées, mais les
plateaux atteints (921 uM pour 0 %, 866uM pour 52 %, 411uM pour 76 % et 336uM pour 88 %)
semblent montrer une séparation en deux groupes dont les propriétés de dissolution varient

(Figure IV.7).
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Figure I'V.8 : Les graphes représentent les quatre expériences de dissolution en batch réalisées avec
une concentration initiale en DSi de 0 pM, a 20°C et a pH = 8. Chaque droite représente un
échantillon dont la BSiO, a subi un certain % de perte en masse de sa BSiO; initiale. La dissolution
est représentée en utilisant la relation décrite par Kamatani et Riley (1979). On compare la
dissolution de I’échantillon 0 % (carrés oranges), 52 % (carrés verts), 76 % (carrés bleus) et 88 %
(carrés roses). La premiére partie de chaque graphe est provoquée par un phénoméne de
désorption, la deuxiéme partie représente la dissolution de la BSiO,. La pente de ces droites
représente la vitesse a laquelle se dissout la BSiO; pour chacun des groupes de vieillissement

différent.

Vitesse de dissolution

Le graphique présentant les droites tracées a partir de 1’équation de Kamatani et Riley
(Figure IV.8) met en évidence une modification de la vitesse de dissolution avec la perte
progressive d’une partie de la BSiO; constituant le frustule. On considére que la concentration en
DSi de la solution n’a pas encore atteint la solubilité dans nos expériences en batchs. Pour
exprimer la dissolution de la BSiO, a I’aide de la relation de Kamatani et Riley (1979), nous
avons utilisé la solubilité de 1500 uM calculée a 20°C pour du phytoplancton frais (Hurd et
Theyer 1975, Kamatani et Riley 1979, Van Cappellen et Qiu 1997b, Rickert et al. 2002). Les
vitesses de dissolution obtenues pour les différents échantillons sont 0.0108 jour” pour

1’échantillon 0 %, 0.008 jour™ pour 52 %, 0.0013 jour™ pour 76 % et 0.0006 jour" pour 88 %.
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Puisque Gallinari (2002) a mis en évidence 1’existence de deux phases dans les échantillons de
piéges a particules, on utilise ¢galement la solubilité mesurée pour la phase réfractaire (500 uM a
4°C) apres correction pour une température de 20°C (1000 uM a 20°C). On recalcule ensuite la
vitesse de dissolution des deux derniers échantillons (76 % et 88 %) avec la solubilité de 1000
uM. La vitesse de dissolution de la BSiO, devient 0.0022 jour™ pour le groupe 76 % et 0.0012
jour” pour le groupe 88 %. Lorsque la solubilité utilisée diminue d’un tiers comme mesurée par
Gallinari (2002), la corrélation entre la vitesse de dissolution et le % de BSiO, perdue par
dissolution garde la méme tendance en utilisant une solubilité unique ou la combinaison des
deux suggérés par Gallinari (2002) (Figure IV.9).

La diminution de la vitesse de dissolution de la BSiO, avec le % en masse de BSiO; perdue par
dissolution est presque linéaire (r> = 0.8212 ou 0.8383). Lorsque les calculs de vitesse de
dissolution utilisent une seule solubilité, la pente est 0.0089, avec deux solubilités différentes, la
pente est 0.0091. Ky, la vitesse de dissolution de la BSiO, peut étre exprimée en fonction du

% de BSiO, dissoute selon 1’équation :

Kaiss” = - 0.0090 (+ 0.0001) * %BSiO, dissoute + Kgiss Equation IV.1
0.01 Ceq 1500uM 0.01 Ceq 1500 et 1000uM
0.008 ¢ 0.008 -
" 0.006 - " 0.006 -
] 2
¥ 0.004 - \& 0.004 |
y =-0.0089x + 0.0091 y =-0.0091x + 0.0099
0.002 ~ R? = 0.8216 A 0.002 - R?=0.8383
o (o]
O T ! 0 T T T T 1
0% 50% 100% 0% 20% 40% 60% 80%  100%
a % BSiO, perdue par dissolution b %BSiO, perdue par dissolution

Figure IV.9: Les vitesses de dissolution de la BSiO, des échantillons ayant perdu par dissolution 52
% (vert), 76 % (bleu) et 88 % (violet) de leur en masse BSiO, sont comparés a la vitesse de
dissolution de la BSiO, originale (orange). Les vitesses de dissolution sont calculées en utilisant (a)
une seule solubilité ou (b) deux solubilités différentes : 1500 pM pour les échantillons 0 % et 52 %

et 1000 uM pour les échantillons 76 % et 88 %.
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IV. Discussion

Avant de s’interroger sur la présence de phases dans la BSi0O,, il convient de passer en
revue 1’évolution de certains parametres connus pour influencer la vitesse de dissolution de la
BSiO, entre les différents échantillons.

La quantité de matériel obtenu apres la premiere étape de dissolution n’a pas permis de
suivre 1’évolution de la surface spécifique plus loin que 54% de perte de la BSiO; initiale.
Malgré tout, lors de la dissolution d’une partie du frustule, la figure IV.10 montre que la surface
spécifique augmente. Une augmentation de la surface spécifique implique une vitesse de
dissolution plus ¢levée (Hurd et Theyer 1975), ce qui est en contradiction avec nos résultats.
Cette observation suggere que nos résultats ne peuvent s’expliquer par des variations dans la
surface spécifique.

Si la diminution du nombre de groupement silanols de surface est proportionnelle au
temps de séjour dans I’eau, on peut supposer que les échantillons 52 %, 76 % et 88 % ont subi la
méme évolution. La diminution de la vitesse de dissolution de la BSiO, ne semble pas étre
provoquée par une baisse de la charge de surface, mais ce point mérite d’étre vérifié par une

nouvelle série d’expériences qui seraient réalisées en collaboration avec Philippe Van Cappellen.
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Figure IV.10 : Evolution de la surface spécifique

en fonction du % de BSiO, perdue par dissolution
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Comme cela a été mis en évidence pour I’aluminium (Van Bennekom et al. 1989), une
modification des propriétés de dissolution peut aussi mettre en évidence des interactions
chimiques avec des €léments extérieurs a la BSi0,. Dans notre étude, 1’utilisation d’eau de mer
artificielle pour les expériences de dissolution de la BSiO, permet d’affirmer qu’aucunes
réactions chimiques avec des ¢€léments extérieurs ne peuvent étre a 1’origine de la baisse
observée des vitesses de dissolution.

Deux hypothéses demeurent envisagées. S’il semble bien que nous ayons a faire a des
phases différentes, ces phases peuvent correspondre (1) a des propriétés physiques intrinséques a
la BSiO; ou (2) a des interactions entre la BSiO, et la matiére organique. Il est possible que la
dissolution partielle de la BSiO, des diatomées révele des parties du frustule dont les interactions
avec la matiére organique sont plus ou moins fortes. Pour avancer sur ce sujet, il faudrait étudier
plus avant les interactions Si-C au sein des frustules. Nous reviendrons sur ce point dans le
chapitre suivant. Notons toutefois que ce type d’étude implique un approfondissement de nos
connaissances sur le processus de silicification au cours duquel ces interactions ont lieu. Ces

interactions commencent a étre explorées (Crawford et al. 2001).

Perspectives d’expérimentations

Comme premicre perspective, nous proposons donc de reproduire 1’expérience en
utilisant les réacteurs a flux (Van Cappellen et Qiu 1997a, 1997b). L’avantage de cet
appareillage est que le temps d’expérimentation nécessaire a la mesure de la solubilité est plus
court ce qui permet entre autre, de déterminer les valeurs des solubilités sans ambiguité.

Malgré tout, les expériences en batchs ne sont pas terminées, elles vont continuer pendant
plusieurs années afin d’identifier les solubilités définitives et de pouvoir les comparer a celles
mesurées en réacteurs a flux.

On peut envisager d’utiliser ce type d’expérience pour améliorer notre compréhension

des interactions Si-C. L’une des méthodes serait d’utiliser des frustules de diatomées nettoyés de
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leur gangue de maticre organique et de comparer les résultats obtenus avec ceux décrits
précédemment, qui utilisent des diatomées possédant leur matiére organique. Un nettoyage
effectué en solution risque de changer la structure de surface de la BSiO,. Il serait donc
nécessaire de sélectionner le protocole utilisé, par exemple la combustion douce. Lorsqu’on
travaille sur de la BSi0, pure, il est possible de corriger les mesures des effets de la surface
spécifiques et de la réactivité de surface. Il est en effet souhaitable de vérifier que ni la surface
spécifique ni les modifications de la réactivité de surface ne sont responsables des changements

de propriétés de dissolution de la BSiO, aprés dissolution partielle d’une partie de sa masse.

Introduction dans le modéle de colonne d’eau, des modifications de la vitesse de

dissolution provoquées par la perte d’une partie de la BSiO, initiale par dissolution

Dans le milieu naturel, les concentrations en BSiO, sont trés faibles et ne permettent pas
d’atteindre la solubilité ce qui explique la sous-saturation des eaux océaniques en DSi. Les flux
de BSi0O, de la colonne d’eau sont donc calculés en utilisant la concentration en BSiO; initiale et
non la solubilité (Kamatani et Riley 1979). Dans notre modeéle de colonne d’eau (chapitre II), les
constantes de dissolution sont recalculées en utilisant I’équation IV.1 a chaque profondeur. Les
profils de flux de BSiO, résultants prennent en compte la diminution de la vitesse de dissolution
avec le pourcentage de BSi0O, dissoute a la profondeur précédente. Les profils des flux de BSiO;
sont trés peu changés lorsqu’on introduit I’influence des modifications des propriétés de
dissolution de la BSiO, partiellement dissoute. La figure IV.11 compare le profil de flux de
BSi0, calculé par le modéle lorsque seule la température influence la dissolution de la BSiO,
lors de la sédimentation des particules dans la colonne d’eau et le profil obtenu en introduisant la
modification des propriétés cinétiques provoquée par la dissolution partielle du frustule. Seuls les
profils de flux de BSiO, a I’état de cellules libres évoluent, c’est pourquoi le principal

changement est observé dans la zone mésopélagique (Figure IV.11).
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Puisque 50 % de la BSiO; produite se dissout en surface, on aurait pu imaginer que les
propriétés de dissolution de la BSiO, évolueraient en fonction. Pourtant, les flux de
sédimentation ne changent pas. Les pourcentages de cellules libres atteignant la profondeur
maximale de la couche de mélange augmentent au maximum de 1 % (figure 1V.12). De plus les
flux de sédimentation de la BSiO; transportée par les agrégats n’évoluent pas du tout lorsqu’on
considére I’influence d’une perte d’un pourcentage en masse de BSiO, par dissolution. Les
propriétés de dissolution de la BSiO, intégrées aux agrégats ne changent pas dans la colonne
d’eau car leur sédimentation est trop rapide et leur dissolution trop lente. Finalement, les 50% de
BSi0, produite qui se dissolvent dans les premiers métres se dissolvent complétement tandis que
la BSiO, qui sédimente via les agrégats ne se dissout pas suffisamment pour modifier ses

propriétés de dissolution.

%BSi
0% 20% 40% 60% 80% 100%
0 L L L | |
500 4 =

E 1000 7/
° ;ggg i v flux total modéle 2
3 1
P : .
.g 2500 ‘ cellules I|bre.s modele 2‘
S 3000 grosses particules modeéle 2
E 35004 | e flux total modeéle 1

4000+ V] cellules libres modéle 1

4500 - grosses particules modéle 1

Figure IV.11 : Le modéle 1 est le modele décrit au chapitre II qui ne prend en compte que
les changements de vitesse de dissolution provoqués par la température. Le modéle 2 est basé sur le
modéle 1 mais introduit I’évolution de la vitesse de dissolution de la BSiO, avec la dissolution
partielle du frustule. Le site APFP est ici choisi comme exemple car c’est pour ce site que le profil
de flux de BSiO, recalculé par le modéle 2 différe le plus du profil calculé avec le modéle 1. Pour
les autres sites le changement est plus faible ou inexistant. Les profils de flux de BSiO, calculés par
le modele 1 sont en pointillés tandis que les profils calculés par le modéle 2 sont représentés par des

lignes pleines. Les couleurs bleu clair et bleu marine représentent les profils de flux de BSiO,
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transportée par les cellules libres, le vert et le vert clair représentent la BSiO, transportée par les

grosses particules, et le rose et le violet représentent les profils de flux de BSiO, totaux.

Par contre lorsque la BSiO, atteint les sédiments, le temps de dissolution est plus long.
L’impact de la modification de la vitesse de dissolution et de la solubilité de la BSiO, devient
important. Ces modifications s’associent aux mécanismes de vieillissement de surface et de
réactions diagénétiques pour compliquer ’interprétation des enregistrements sédimentaires. La
reconstruction des productions phytoplanctoniques passées a partir des enregistrements
sédimentaires nécessite une parfaite connaissance de tous les processus impliqués dans la

modification des propriétés de dissolution du phytodétritus atteignant les sédiments.
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Figure 1V.12 : Histogramme représentant le % de BSiO, produite en surface qui va atteindre la
profondeur maximum de la couche de mélange (WML). En vert, seul ’effet de la température est
considéré (modéle 1), et en orange, la diminution de la vitesse de dissolution de la BSiO, avec le

degré de dissolution partielle du frustule est prise en compte (modéle 2).
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Annexe lll : matériel et méthode

Etude couplée de la dissolution de la BSiO; et de la
dégradation du C

I. Introduction

La protection de la silice biogénique par le carbone de la membrane externe est reconnue
depuis plus de 50 ans. Hedges et collaborateurs (2001) émettent 1’hypothése que la protection ne
soit pas unidirectionnelle, le carbone interne semble étre protégé a son tour par le frustule. Ces
interactions Si-C sont soulignées par les expériences de dégradation présentées précédemment,
effectuées pendant la campagne MedFlux. Nous avons reproduit le méme type d’expérience sur
une culture de diatomées Skeletonema costatum dans les conditions controlées du laboratoire.
L’objectif de cette expérience a ¢été d’identifier le type d’interactions observées (inter-
protection ?). Pour ce faire nous avons besoin de connaitre quel type de carbone dégrade a quel
moment par rapport a la dissolution de la BSiO,. Nous espérons que 1’étude des différentes

classes de lipides permettra d’identifier 1’origine interne ou externe du carbone.

II. Matériel et Méthodes

Préparation du matériel

Une expérience d’incubation a ét€¢ mise en place au laboratoire LMGEM de Marseille
avec 1’aide de C. Guigue, M. Goutx, M. Duflos, afin de suivre en parall¢le la dissolution de la
BSi0; et la dégradation du C pendant 3 mois. L’espece de diatomées choisie pour cette

expérience était la Skeletonema costatum.

On a disposé de 10L de culture axénique de Skeletonema costatum & 6,5.10° cellules/ml
(IFREMER, Argenton) que 1’on a laissé¢ sédimenter pendant 24h. L’eau surnageante a ¢té ensuite
remplacée par 10L d’eau de mer naturelle filtrée a 0,7um (GF/F) qui a été prélevée dans la

calanque d’Endoume de maniere a conserver I’assemblage de bactéries naturel. La solution
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obtenue a ¢été utilisée pour constituer trois séries de témoins et le batch d’incubation principal de

9L.

Une premiere série de quatre batchs témoin de 150 ml a ét¢ empoisonnée au chlorure
mercurique pour tuer diatomées et bactéries afin de supprimer toute activité biologique. La
deuxiéme série de quatre batchs contenait un cocktail d’antibiotiques pour tuer uniquement les
bactéries sans contaminer la solution en carbone. Ces deux séries de batchs ont permis de tester
I’influence des bactéries et du métabolisme des diatomées sur la dissolution de la BSiO; et sur la
dégradation du carbone. Le dernier témoin a simplement été constitué d’eau de mer afin de

pouvoir tester la contamination en DSi par le flacon en verre sur les trois mois de 1’expérience.

Afin d’éviter toute contamination bactérienne, les flacons ont été fermés par des
bouchons entourés de téflon et transpercés d’une canule sur laquelle a été fixé un filtre 0,2pum
permettant les échanges gazeux. Le bouchon du flacon de 9L comporte deux entrées : I’une est
connectée au systeme de prélévement (et protégée par un filtre entre deux échantillonnages),
I’autre est continuellement connectée a un filtre sweenex (0,2um) et permet aux échanges gazeux

de s’effectuer. Les 10 flacons ont été placés dans le noir a 20°C, sous agitation magnétique.

Echantillonnage
L’échantillonnage a été réalisé par I’intermédiaire d’une pompe péristaltique connectée a

la canule de verre traversant le bouchon du batch de 9L.

Les témoins ont été stoppés a 2, 5, 11 et 50 jours, et dans le flacon principal, des prélévements

ont été effectués tous les jours pendant 21 jours puis a 23, 25, 45, 50 et 102 jours.

La DSi et la BSi02, le POC et le DOC, le PON, les lipides particulaires et dissous, les protéines,
la structure des communautés et les biomasses bactériennes ont été suivis tout au long de

I’expérience.
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Analyse

Les analyses en DSi, BSi0,, POC, PON ont été¢ décrites dans les annexes I et II.

Les lipides : Les échantillons prélevés ont été filtrés sur des filtres de 0,7um (GF/F) afin
de séparer les fractions dissoutes et particulaires. Une quantité connue d’un standard interne,
I’hexadécanone, a été ajoutée a I’échantillon afin de connaitre la perte de matériel lipidique lors
des étapes suivantes. Les lipides ont ensuite été extraits selon la méthode de Bligh and Dyer
(1959) pour séparer les lipides des autres substances organiques et inorganiques présentes dans
I’échantillon. L’extraction a utilisé un mélange monophasique de solvants (dichlorométhane-
méthanol-eau, 1:2:0,8 v/v/v). Le mélange a été ensuite rendu biphasique par ajout de
dichlorométhane et d’eau salée a 0,73 %, ce qui a permis le relargage de 1’extrait lipidique dans
la phase organique constituée par le dichlorométhane. L’extraction a été répétée trois fois. Les
phases organiques ont été réunies et placées sous flux d’azote ce qui a permis de concentrer les
lipides. Les extraits lipidiques secs ont ensuite été placés dans des inserts de 300 pL et stockés au

congélateur a -18 °C.

Apres analyse des extraits lipidiques par CCM/DIF, le rendement d’extraction a été
calculé grace a I’ajout d’hexadecanone en début d’analyse. Ce rendement a été multipli¢ a la
concentration de chaque classe de lipides pour connaitre la concentration réelle en lipides dans
les échantillons.

Les analyses de la BSiO,, de la DSi, du POC et du comptage bactérien sont décrites dans

les annexes I et I1.

II1. Résultats

La figure IV.13 montre la décroissance de la BSi0; et du POC au cours du temps. Dés les
premiers 5 jours de I’expérience, la silice biogénique se dissout dans le batch alors que pendant

le méme temps le carbone organique particulaire et 1’azote organique particulaire restent
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constants. Jusqu’au 12¢éme jour environ les trois éléments se dissolvent régulierement. Le
contenu en silice biogénique se stabilise tandis que le contenu en azote et en carbone diminue

brutalement avant d’augmenter a nouveau au jour 21.

120% W
100%
BSi ¢ PON ¢ POC
& 80% -
a
&)
g_) 60% -
-
2 40% -
20% -
0% T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
temps en jours

Figure IV.13: Les expériences couplées de dissolution de la BSiO, et de dégradation du carbone
ont été réalisées en batch a 20°C a pH 8. L’évolution des teneurs en BSiO,, POC et PON en
fonction du temps est représentée sous forme de % de masse restant a chaque temps, par

rapport aux masses initiales de BSiO,, POC, PON mesurée au temps 0.

IV. Discussion

L’utilisation d’une culture en phase exponentielle permet de travailler sur des cellules
dont 1’état physiologique est synchronisé. Nous espérons, par ce moyen, avoir pu limiter le
décalage entre la dégradation de la matiére organique des cellules d’un méme batch. 11 est
nécessaire de travailler sur des cellules susceptibles de réagir de fagon similaire au processus de
dégradation et de dissolution.

Les travaux de Patrick et Holding (1985) et de Bidle et Azam (1999), nous ont fait
espérer 1’observation d’une premiére étape de dégradation du carbone organique et un retard de

quelques jours pour la dissolution de la BSiO,. Il semble que pour cette expérience, la
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dégradation de la membrane externe du frustule par les bactéries ait eu lieu avant les premicres
mesures. La dissolution de la BSiO, est immédiate, tandis que la dégradation du carbone et de
I’azote organique particulaire commence 4 jours aprés le début de I’expérience. Ce décalage
semble confirmer 1’action de protection du frustule sur la matiére organique interne. La
dissolution de la BSiO; et la dégradation du POC et du PON sont ensuite parall¢les pendant une
dizaine de jours.

La structure du frustule se compose de nombreux pores, par lesquels commence la
dissolution de la BSiO; (rapport de la DEA de sabine). Le carbone et 1’azote interne sont donc en
contact avec le milieu avant la dissolution totale du frustule, la dégradation de la maticre
organique semble commencer lorsque les pores du frustule sont suffisamment agrandis.

Il convient de noter que la vitesse de dissolution de la silice biogénique devient presque
nulle avant la solubilisation total de la BSiO, (Figure IV.13). Seuls 40% de la BSiO, totale est
dissoute apres 25 jours d’expérience ce qui représente une concentration externe en DSi de
seulement 400 uM.

(1) 11 est possible qu’une proportion stable de diatomées ait survécu car les concentrations
en sels nutritifs sont fortes. Si c’est le cas la dissolution n’est plus visible car elle est compensée
par une production ce qui explique I’augmentation du POC et du PON. Mais il est peu probable
que la production soit si forte apreés 15 a 21 jours, puisque les diatomées sont maintenues dans le
noir.

(2) L’autre hypothese s’inspire de 1’existence de différentes phases mises en évidence
dans le paragraphe IV.2.2. Si le frustule est constitué¢ de plusieurs couches de BSiO, dont les
interactions avec le carbone organique sont variables, il est possible que lorsque 40 % de la
BSi0, du frustule sont dissous une phase plus réfractaire soit a son tour en contact avec I’eau de
mer du milieu. Cette phase réfractaire peut étre composé d’une BSiO, de structure différente de
celle de surface ou par une BSi0O, qui interagit étroitement avec le carbone ce qui diminuerait ses

paramétres cinétiques. Il est possible que le frustule ait une structure en feuillet, dans laquelle
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deux feuillets successifs seraient composés 1’un de BSiO, et ’autre de carbone organique. La
matiere organique nouvellement révélée peut protéger la couche de BSiO, qu’elle recouvre
jusqu’a ce que le carbone protecteur soit dégradé.

L’augmentation de POC et de PON peut étre provoquée par un développement bactérien

important.

Nous espérons départager ces hypothéses en identifiant I’origine du carbone grace aux
mesures de lipides réalisées pendant I’expérience. Les résultats ne sont pas encore disponibles,
mais les lipides peuvent étre utilisés comme marqueur de carbone externe et interne et comme

marquer de carbone organique d’origine bactérienne.

Bidle KD et Azam F (1999) Accelerated dissolution of diatom silica by marine bacterial
assemblages. Nature 397:508-512

Hedges JI, Baldock JA, Gélinas Y, Lee C, Meterson M et Wakeham SG (2001) Evidence for non
-selective preservation of organic matter in sinking marine particles. Nature 409:801-804

Patrick S et Holding AJ (1985) The effect of bacteria on the solubilization of silica in diatom
frustules. J Appl Bacteriol 59:7-16
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