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Introduction générale

La compréhension du fonctionnement des écosystemes est un enjeu majeur en
écologie aquatique. Les recherches effectuées au cours des 3 dernieres décennies ont
changé notre vue des flux de matiére et d’énergie au sein des écosystémes aquatiques.
Avant les années 70, les flux de matiére et d’énergie étaient représentés selon le concept de
la chaine alimentaire classique considérée comme simple et linéaire (phytoplancton =2
zooplancton métazoaire = poissons) (Ex. Ryther 1969). Cette chaine alimentaire basée sur le
broutage (« Grazing food chain ») considere que l'essentiel de la production primaire
persiste sous forme particulaire. Il y a moins de trente ans, Le concept de la chaine
alimentaire a été élargi et enrichi avec la mise en évidence du réle des micro-organismes
dans le cycle du carbone. En effet, une fraction importante du carbone fixé par le
phytoplancton dans la zone euphotique des systémes aquatiques est exsudée sous forme de
matiere organique dissoute (MOD) et recyclée via la boucle microbienne par les bactéries,
les virus et les protozoaires (Matiére organique dissoute = bactéries hétérotrophes -
protistes hétérotrophes (Flagellés + Ciliés) = métazooplancton) (Azam et al. 1983, 1994), ce
qui intégre les organismes de petite taille (<5 um) dans le cycle du carbone. Cole et al. (1988)
ont considéré qu’environ la moitié de la production primaire océanique est transférée vers le
compartiment microbien. Ce concept, essentiellement basé sur la production primaire et les
microorganismes pico- et nanoplanctoniques, considere un « réseau trophique microbien »
et les flux de matiere et d’énergie vers les niveaux trophiques supérieurs (Rassoulzadegan
1993).

La MOD, incluant le COD (carbone organique dissous), est un élément essentiel dans le
flux du carbone puisqu’elle constitue le plus grand pool de carbone organique dans les
océans (Farrington 1992). Le COD est formé principalement par des polysaccharides (Benner
et al. 1992, Ogawa et Ogura 1992, Kepkay 2000) qui dominent dans la fraction colloidale a
cause de leur poids moléculaire élevé (Passow 2002). De nombreux organismes aquatiques,
incluant le phytoplancton et les bactéries, produisent de grandes quantités de
polysaccharides extracellulaires ou substance exopolymériques (ExoPolymeric Substances :
EPS) (Hoagland et al. 1993, Myklestad 1995, Stoderreger et Herndl 1999) qui sont capables
de s’agréger abiotiquement et spontanément par coagulation pour former des particules
organiques détritiques de nature polysaccharidiques ou TEP (=Transparent Exopolymer
Particles) (Passow 2002). Les TEP sont un lieu d’'une intense activité microbienne (Hot spot)

associant les bactéries, les flagellés et les ciliés, et leur taille est suffisamment importante
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pour constituer sans doute une source de nourriture potentielle pour le zooplancton
(Passow 2002). Ces particules de structure gélatineuse permettent I'agrégation du
phytoplancton (essentiellement les efflorescences des diatomées) qui accélere le processus
de sédimentation et I'exportation du carbone de la surface vers les profondeurs (Logan et al.
1994, Passow et al. 1995). Cette nouvelle voie de transfert du carbone a été nommée «
réseau basé sur I'agrégation » (« aggregation web », Passow 2002). Le réseau d'agrégation
résume la dynamique des TEP et leurs interactions complexes avec les organismes et joue un
role central dans la formation de particules a partir de carbone organique dissous et dans la
sédimentation des matiéres organiques. Il influence aussi la structure du réseau trophique,
car les TEP, de par la condensation des éléments carbonés dissous et des particules
submicroscopiques en petits agrégats, rendent cette source de carbone disponible pour les
consommateurs de grande taille, reliant ainsi les réseaux trophiques microbiens et classique
(Passow 2002) (Fig. 1). La découverte des TEP et leur role dans |'agrégation des particules
ont permis d'améliorer notre compréhension du cycle biogéochimique du carbone dans les

océans.

Particules
Submicroscopiques

J

[ Zooplancton

Agrégats

Sédimentation

Figure 1. Le réseau trophique pélagique incluant la chaine alimentaire classique (1), la boucle
microbienne (2), la boucle virale (3) et le réseau d’agrégation (3) (Carrias 2004, modifié a partir de
Passow 2002).
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Nos connaissances sur les TEP lacustres restent trés parcellaires car trés peu de travaux
les ont considérées. Dans ce contexte, I'objectif principal de ce travail de thése a été
d’améliorer nos connaissances sur les Particules d’Exopolyméres Transparentes (TEP) en
milieu pélagique lacustre. Nos travaux se sont essentiellement focalisés sur la distribution de
ces particules en milieu naturel et sur leur relation avec le phytoplancton et les protozoaires
afin de mieux comprendre leur importance au sein des réseaux trophiques microbiens et
leur implications dans le cycle du carbone.

Ce manuscrit est divisé en six chapitres. Le premier chapitre illustre le contexte
bibliographique dans lequel s’inscrit ce travail. Des précisions sur les particules organiques
détritiques et leurs différents types seront apportées avant d’aborder I'origine, la formation,
la distribution, les propriétés et la colonisation des TEP et leur rble dans la formation
d’agrégats et leur impact sur le réseau trophique. Le deuxieme chapitre est consacré a la
présentation des sites d’études et des méthodes de prélevements et d’analyses. Les
résultats que nous avons obtenus seront exposés en trois chapitres. Le troisieme chapitre
sous forme d’un article publié, est consacré a I'étude de I'importance des TEP dans la
distribution verticale des bactéries et des nanoflagellés hétérotrophes (HNF) au lac Pavin
pendant la période printaniére. Afin de mieux comprendre comment et pourquoi les TEP
différent en abondance, en concentration et en taille en fonction du niveau trophique des
milieux et des changements saisonniers du phytoplancton, il s’avére indispensable de
réaliser un suivi a long terme de ces particules, en milieu naturel. Ainsi, le quatriéeme
chapitre, sous forme d’un article soumis, analyse la distribution annuelle des TEP, du
phytoplancton et des bactéries dans deux lacs de niveaux trophiques différents : le lac Pavin,
oligo-mésotrophe et le réservoir hypereutrophe de Grangent. Une expérience en milieu
semi- controlé (enclos limniques installés sur le lac de Créteil) fait I'objet d’un cinquiéme
chapitre. Cette étude a testé I'effet de la structure du réseau trophique aquatique sur la
dynamique des TEP et des microorganismes et sur la sédimentation de la matiére organique.
Les ratios steechiométriques du zooplancton, du seston, et de la matiere sédimentée ont été
également considérés dans ce projet mais ne sont pas présentés dans le cadre de cette
these. Enfin, dans le sixieme et dernier chapitre, une synthese des principaux enseignements

issus de nos résultats et les perspectives qui s’en dégagent sont proposées.




Chapitre : I

Synthese bibliographique

Photo d’une particule d’exopolymeére transparente « TEP » (photographies d’aprés M.B. Arnous)
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Chapitre I: Synthese bibliographique

1. Les particules organiques détritiques

En écologie aquatique, I'étude de la matiére organique particulaire (MOP) implique de
s'intéresser aux voies par lesquelles elle est produite, transférée au sein du réseau
trophique, transportée de la colonne d'eau vers les sédiments et décomposée et minéralisée
par les microbes (Simon et al. 2002). En général, dans les écosystémes pélagiques le
processus le plus important de la formation de la MOP est la fixation photoautotrophique du
CO, sous forme de biomasse phytoplanctonique. Dans les zones cétieres des lacs peu
profonds et des rivieres, les macrophytes, les macroalgues et les microalgues benthiques
assurent cette fixation. Par conséquent, la MOP correspond a la biomasse vivante des
producteurs primaires qui, par des processus divers et apres transfert dans la chaine
alimentaire, se transformera en MOP morte (= détritique), forme qui domine le plus souvent
la MOP totale dans les écosystemes aquatiques. On considére que ces particules organiques
détritiques, appelés aussi agrégats organiques (Simon et al. 1990) ou « biodétritus », comme
étant I'ensemble de la matiére organique morte colonisée par les bactéries (Alldredge et al.
1993). Cette matiére organique particulaire se trouve dans tous les écosystemes aquatiques
marins et d’eau douce et, selon la taille de ces agrégats et les méthodes utilisées pour leur
étude, les auteurs distinguent généralement deux grands types de particules, les micro- et
macroagrégats, au sein desquels des distinctions peuvent étre apportées en fonction

notamment de la composition de cette matiére organique.

1.1. Les agrégats macroscopiques (= Macroagrégats)

Les agrégats macroscopiques ont été découverts dans les années 1950 lors
d’explorations sous-marines et nommés neige marine en raison de leur ressemblance avec
des flocons de neige lorsqu’ils refletent un faisceau lumineux subaquatique (Suzuki et Kato
1953). lls ont été largement étudiés dans les écosystémes marins (Fowler et Knauer 1986,
Alldredge et Gotschalk 1990, Alldredge 1992, Herndl 1992, Ploug et al. 1999), mais aussi en
milieu lacustre (Grossart et Simon 1993, Lampitt et al. 1993, Grossart et al. 1997), en riviere
(Berger et al. 1996, Grossart et Ploug 2000, Neu 2000) et estuaire (Kerner et Krogmann 1994,
Zimmermann 1997). La taille de ces particules varie entre 300 et 500 um a plusieurs
centimetres (Fig. 2) et leur abondance est généralement comprise entre <1 et ~ 100
particules L'* (Simon et al. 2002). Pour 'ensemble des écosystémes aquatiques étudiés, on

remarque que l'abondance des macroagrégats augmente significativement avec la biomasse
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du phytoplancton (Alldredge et Gotschalk 1990). Par contre a une échelle temporelle et
verticale pour un écosystéeme donné, les abondances maximales succedent la phase de
croissance du phytoplancton, notamment le maximum de concentration en chlorophylle a.
Dans la plupart des études, les plus importantes densités saisonniéres de ces particules sont
enregistrées a la fin du bloom des diatomées que ce soit en milieu marin (Alldredge et
Gotschalk 1989, Riebesell 1991, Lampitt et al. 1993, Kigrboe et al. 1994, Becquevort et Smith
2001) ou lacustre (Grossart et al. 1997, Grossart et Simon 1998).

Les macroagrégats peuvent étre composés de particules tres diversifiées telles que des
algues vivantes sénescentes et mortes, principalement des diatomées, mais aussi de
Coccolithophoridés, des kystes de dinoflagellés, des cyanobactéries filamenteuses, des
phytodétritus, des frustules de diatomées, des bactéries, protozoaires, des débris, fourreaux
et pelotes fécales de zooplancton, des détritus de macrophytes, et aussi des argiles et
limons, de la calcite et diverses particules minérales présentes dans l'eau environnante
(Alldredge et Silver 1988, Alldredge et Gotschalk 1990, Riebesell 1991, Herndl 1992,
Kaltenbock et Herndl 1992, Grossart et Simon 1993, Lampitt et al. 1993, Zimmermann- Timm
et Kausch 1996, Grossart et al. 1997, Alldredge et al. 1998, Kigrboe et al. 1998, Zimmermann
- Timm et al. 1998). La composition et la qualité nutritive des macroagrégats influencent le
taux de broutage des organismes filtreurs (Biddanda et Pomeroy 1988), ainsi que la
reminéralisation bactérienne de la matiére organique tout comme la transformation de la
MOP en MOD (Azam et Cho 1987). Ces particules sont donc impliquées directement dans la

régulation du flux vertical du carbone organique (Kigrboe 2001).

Macroagregats (neige matine / lacustre)

Microagregats

Algues, Cyanobacténes

Bactéres
Particules submicroniques

Colloides

Protemes / Glucides

Poids moleculaire 10% 109 18
Taillz (pm) 0001 001 01 1.0 10
{rmm) 0.1 1.0 10 100 1000

Figure 2. Spectres de taille des principaux composés organiques dissous et particulaires dans les
écosysteémes aquatiques (D’aprés Simon et al. 2002).




Chapitre I: Synthese bibliographique

1.2. Les agrégats microscopiques (= Microagrégats)

Les microagrégats apparaissent souvent assez similaires aux macroagrégats quand on
les examine au microscope, méme si leur composition n'est pas aussi variée. lls présentent
une taille inférieure a 300 um de diameétre et leur abondance est plus élevée de plusieurs
ordres de grandeur que celle des macroagrégats (Tableau 1). lIs sont fortement colonisés par
les bactéries et présentent souvent une distribution spatio-temporelle différente de celle
des macroagrégats. Aussi, en raison de leur forte concentration, les microagrégats
s’agglomeérent souvent entre eux et avec les macroagrégats, par simple collision. Ces
caractéristiques soulignent que les microagrégats sont fortement impliqués dans les
processus de dégradation et dans le cycle de la MOP et que leur role est sans doute variable
en fonction du systéme donné, de la charge de matiére en suspension et de la qualité de la
matiere organique (Simon et al. 2002). En raison de leur petite taille, 'analyse de leur
composition et notamment de leur rapport C/N reste difficile a mettre en ceuvre. Toutefois,
I'utilisation de nouveaux colorants, spécifiques pour les différents biopolymeres des
agrégats organiques, a permis la détermination de leur composition et conduit a la
découverte de nouvelles catégories de microparticules. Il est maintenant possible de

distinguer trois groupes de particules selon les méthodes de coloration utilisées.
1.2.1. Les particules colorées au bleu de Coomassie

Les particules colorées au bleu de Coomassie ou « Coomassie Stained Particles (CSP)»,
constituent une classe de microagrégats contenant des protéines. Elles ont été découvertes
par une coloration de I'eau de mer au bleu de Coomassie (hommé également « brillant
blue »), un colorant spécifique des protéines (Long et Azam 1996). Leur forme est assez
variable et leur taille varie de quelques micrométres a plus de 150 micrometres. Les
abondances de ces particules en milieu pélagique sont de I'ordre de 10° & 10 particules L™
(Tableau 1) et les valeurs diminuent avec la profondeur, ce qui suggére une relation positive
avec le phytoplancton (Berman et Viner-Mozzini 2001, Carrias et al. 2002). Carrias et al
(2002) et Lemarchand et al. (2006) ont montré que ce type de particules est 10fois plus élevé
que les autres particules de type TEP. D’aprés ces auteurs, le niveau trophique n'est pas un
facteur essentiel de la distribution des CSP. On connait peu de chose sur leur origine mais il
est probable que divers mécanismes tels que la lyse cellulaire, la mort cellulaire ou

I'adsorption de protéines sur des particules non-protéiques pourraient produire ce type de
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particules (Long et Azam 1996). Elles pourraient étre impliquées dans la formation de
macroagrégats (Simon et al. 2002) mais le role et le devenir de ces particules ne sont pas
connus et des travaux supplémentaires sont nécessaires pour mieux expliquer leur origine et

leur importance en milieu pélagique.

1.2.2. Les Particules Jaune au DAPI

Les particules jaunes au DAPI ou «DAPI Yellow Particles (DYP)» correspondent a la
matiere organique vivante dépourvue d’ADN et colorées en jaune par une coloration au
DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole), colorant fluorescent spécifique de I’ADN (les bactéries
colorées au DAPI apparaissent sous forme de petites taches bleues brillantes). Elles ont été
décrites pour la premiéere fois dans les eaux de la Méditerranée par Mostajir et al. (1995a).
La taille de ces particules varie entre 0,2 et 20 um, avec des abondances de I'ordre de 10° 3
10 particules L™ (Tableau 1). Les densités de ces particules sont liées aux concentrations en
chlorophylle a et a la biomasse du phytoplancton (Brachvogel et al. 2001, Carrias et al.
2002). Leur origine pourrait étre les détritus provenant du phytoplancton, les particules
rejetées par les protozoaires, ainsi que les particules provenant de |'agglomération de
colloides a partir de carbone organique dissous (COD) (Mostajir et al. 1995b). Par
conséquent, l'origine de ces particules et leur réle dans l'agrégation de la MOP restent

largement méconnus.

1.2.3. Les Particules d’Exopolyméres Transparentes

Les particules d’Exopolymeres Transparentes ou «Transparent Exopolymer Particles
(TEP)» sont de nature polysaccharidique et ont été décrites par Alldredge et al. (1993). Elles
sont présentes dans tous les milieux aquatiques et constituent une classe omniprésente de
microparticules détritiques en milieu pélagique marin (Passow et Alldredge 1994, Logan et
al. 1995, Schuster et Herndl 1995, Mari et Kigrboe 1996, Kigrboe et al. 1998, Mari et Burd
1998, Engel 2004, Prieto et al. 2006, Sugimoto et al. 2007) et lacustre (Grossart et al. 1997,
1998, Worm et Sgndergaard 1998, Berman et Viner-Mozzini 2001, Brachvogel et al. 2001,
Carrias et al. 2002, Arruda Fatibello et al. 2004, Arnous et al. 2010). Elles sont visualisées en
microscopie par une technique simple de coloration au bleu d’Alcian (Alldredge et al. 1993,
Logan et al. 1994). L'abondance des TEP varie de 10% 3 10’ particules L™ (Tableau 1) et est

souvent positivement corrélée a la biomasse du phytoplancton et aux concentrations en
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chlorophylle a. La taille de ces particules varie de 2 a 100 um avec une distribution qui peut
changer tres rapidement, en particulier lors de processus d'agrégation (Simon et al. 2002).

Ces particules polysaccharidiques sont considérées comme ayant un réle essentiel dans
la dynamique de la matiere organique (Alldredge et al. 1993). Connaitre leur origine, leurs
principales caractéristiques et leur réle dans les flux de carbone dans les écosystemes

aquatiques est donc indispensable.

Tableau 1. Abondances des particules organiques détritiques dans différents environnements
aquatiques. Mac : macroagrégats ; CSP: particules colorées au bleu de Coomassie (Coomassie Stained
Particles); DYP: Particules Jaune au DAPI (DAPI Yellow Particles); TEP : Particules d’Exopolymeéres
Transparentes (Transparent Exopolymer Particles).

. . Profondeur Densités des e,
Milieux aquatiques . Type Références
(m) particules
Baie, sud Californie 7-15 <1-8 Mac. Alldredge (1979)
Golfe de Californie 7-15 <1-3.7 Mac. Alldredge (1979)
Atlantique Nord 7-15 0.1-1.0 Mac. Alldredge et al. (1986)
Baie, sud Californie 7-15 <20-79.4 Mac. Graham et al. (2000)
Pacifique équatorial 0-80 10-55 Mac. Walsh et al. (1997)
Pacifique équatorial 100-1000 12-15 Mac. Walsh et al. (1997)
Cote de I'Atlantique 0-15 13.5-62.8 Mac. Shanks et Del Carmen (1997)
Cote de la Pacifique 0-15 1-11 Mac. Shanks et Del Carmen (1997)
Estuaire de I'Elbe 1 20-4000 Mac. Zimmermann (1997)
Lac Constance 5-25 <1-50 Mac. Grossart et Simon (1993)
2
Lac Constance 5-25 0.5 z%%s L5 TEP Grossart et al. (1997)
5
Lac Constance 6-100 31 z%%s L5 (DYP) Brachvogel et al. (2001)
Lac Constance 6-100 7.1 x[10*-2.6 x10° | TEP Brachvogel et al. (2001)
5
Lac de Tibériade 15-35 10 ’;%%6 70 rep Grossart et al. (1998)
5
Lac de Tibériade 1-38 4.4 1%%7 25 TEP Berman et Viner-Mozzini (2001)
5
Lac de Tibériade 1-38 14 i%%; 1.2 CSsP Berman et Viner-Mozzini (2001)
) e 2.8 -4,
Baie, sud Californie 10 i%%s 4.0 TEP Alldredge et al. (1993)
. I 2.5 x[10"°-6.
Baie, sud Californie 10 1%05 63 TEP Passow et Alldredge (1994)
3
Atlantique Subtropical 300-1400 2.0 z%% 6.0 TEP Passow et Alldredge (1994)
. 3.0 x[110°-6.0 -
Kattegat (Mer du Nord / Mer Baltique) 0-25 1%07 TEP Mari et Kigrboe (1996)
. 5.0 x[]10"-3.8
Kattegat (Mer du Nord / Mer Baltique) 0-30 );%og TEP Mari et Burd (1998)
L 1.0 x[]10°-6.
Nord de I'Adriatique 0-15 < :Sos 80 | 1gp Schuster et Herndl (1995)
7
Méditerranée NW 0-40 10 ’;%%3 2.2 TEP Mari et al. (2001)
Méditerranée NW 0-75 2.2+3.2x[10° (DYP) Mostajir et al. (1995a)
) e 2.0 x[110™-3.
Baie, sud Californie 5 );%07 3.4 csp Long et Azam (1996)
6
Mer d'Arabe 0-1500 2.0 1%2)7 35 csp Long et Azam (1996)
Lac Pavin (France) 5-30 4.3-33.8 x10’ DYP Carrias et al. (2002)
Lac Pavin (France) 5-30 0.3-7.6x 10° TEP Carrias et al. (2002)

10
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Lac Pavin (France) 5-30 0.4-3.6 x 10° CSP Carrias et al. (2002)
Lac d’Aydat (France) 1-13 0.4-3.3 x10° csp Lemarchand et al. (2006)
Lac d’Aydat (France) 1-13 8.6-41.2 x 10° TEP Lemarchand et al. (2006)
Lac d’Aydat (France) 1-13 11.8-77.5 x 107 DYP Carrias et al. (2002)
Lac Pavin (France) 0.5-58 1.9-13.4x10° TEP Arnous et al. (2010)

2. Les Particules d’Exopolymeéres Transparentes (TEP)
2.1. Introduction

Dans les écosystémes aquatiques, les polysaccharides sont un élément important du
carbone organique dissous (COD) (Benner et al. 1992, Ogawa et Ogura 1992, Kepkay 2000).
En raison de leur poids moléculaire élevé, ils appartiennent principalement a la fraction
colloidale du COD. Beaucoup d'organismes aquatiques, dont le phytoplancton et les
bactéries, produisent des grandes quantités de polysaccharides extracellulaires ou
substances exopolymériques (ExoPolymeric Substances: EPS) (Hoagland et al. 1993,
Costerton 1995, Myklestad 1995). Les EPS contiennent également des protéines, des acides
nucléiques, des phospholipides, et d'autres composés polymériques présents notamment
dans les espaces intercellulaires des agrégats microbiens (Wingender et al. 1999). Elles
forment une gelée biologique permettant le maintient des agrégats (Engel 2000) et elles
peuvent également servir de précurseurs pour la production de TEP (Fig. 3) dont le réle est
décisif dans les processus d'agrégation (Passow et al. 1994, Passow 2002). Les TEP
correspondent a une fraction particulaire (Fig. 3), plutét qu’a un gel entourant les cellules ou
une fraction dissoute des EPS (Alldredge et al. 1993). Dans les écosystemes pélagiques, les
TEP different des autres formes d'EPS, car elles peuvent s’agréger pour former des agrégats

plus grands et peuvent étre récoltées par filtration, alors que les autres formes d’EPS sont

sous forme dissoute (Passow 2002).

11
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Figure 3. Photographies de TEP en microscopie. Une particule visible en lumiéere blanche aprés
coloration au bleu d’Alcian (Photographie de gauche). La méme particule sous lumiére ultraviolette
avec une double coloration au bleu d’Alcian et DAPI (Photographie de droite). Les points
apparaissant bleus claires sont des bactéries attachées et les jaunes correspondent a de la matiere
organique. (Photographies d’aprés M-B Arnous).

Les TEP ont été définies comme des particules transparentes formées de
polysaccharides et colorées par le bleu d’Alcian (Alldredge et al. 1993). Ces particules ont été
découvertes et décrites il y a plus de trente ans (Gorden 1970, Wiebe et Pomeroy 1972,
Emery et al. 1984) et il y a eu un débat sur leur importance potentielle dans les systemes
marins (Smetacek et Pollehne 1986). Les techniques pour leur visualisation et leur
guantification n’étant pas alors disponibles, elles ont été longtemps ignorées, mais
lorsqu’une méthode a été mise au point leurs fortes abondances ont été révélées dans tous
les systemes marins (Alldredge et al. 1993). Ensuite, les scientifiques ont pris conscience de
leur role potentiellement important dans tous les systémes aquatiques et ont alors porté
une attention particuliere a ces particules (Passow 2002).

Dans une premiére partie, |'origine, la formation, I"abondance, la distribution et les
principales caractéristiques des TEP seront présentées. Ensuite, la colonisation par les
microorganismes sera abordée et une discussion sur le réle des TEP dans |'agrégation et leur
impact sur le réseau trophique, le cycle du carbone et la formation de biofilm terminera

cette revue bibliographique.

2.2. Origine et formation des TEP

2.2.1. Mécanismes de formation

Les études ont montré que les matieres organiques dissoutes (MOD) sont a I'origine de
la formation des TEP. Ces dernieres ont donc différentes origines biotiques mais leur
formation résulte le plus souvent de phénomenes abiotiques. Elles se forment
spontanément a partir de substances dissoutes qui jouent le réle de précurseurs (Passow
2002). Ces derniers contribuent considérablement au pool colloidal de MOD dans les
écosystémes aquatiques et sont libérés par les organismes aquatiques. Ainsi les abondances
et propriétés des TEP dépendent non seulement de la composition de la communauté
pélagique et benthique, mais également du statut physiologique des organismes, qui est une
fonction complexe de leur état de croissance (Passow 2002), alors que leur formation

dépend de parametres environnementaux (turbulence, densité d'ions et concentration en
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colloides inorganiques) et des concentrations de différents précurseurs présents dans le
milieu (Passow 2002).

Des hétéroagrégats se forment d’abord entre les fibrilles de polyméres d’hydrates de
carbones sécrétés sous forme dissoute par le phytoplancton, et des colloides compacts. Cela
forme des agrégats submicroscopiques ou « micro-gels » (Zhou et al. 1998) (Fig. 4). Ces
derniers s’assemblent spontanément pour former des réseaux de polyméres assemblés dans
les trois dimensions. La formation de tels gels est favorisée et stabilisée par des ponts
cationiques, particuliérement des ponts calcium (Ca*?) et hydrogéne (Passow 2002). Pendant
la phase exponentielle ou stationnaire de la croissance du phytoplancton, les cellules
liberent des précurseurs (Herndl 1992). Ces fibrilles sont également libérées par les bactéries
(Stoderegger et Herndl 1998). Des substances intracellulaires sont aussi libérées pendant la
période de sénescence des cellules et lors de la lyse viral ou de I'attaque des cellules par les
bactéries. Toutes ces particules vont rejoindre le pool de MOD et former les TEP (Koike et al.
1990). Les TEP peuvent également se former a partir du mucus qui se détache des surfaces
des cellules du phytoplancton (Kigrboe et Hansen 1993). Certaines diatomées et
cyanobactéries présentent un mucus a I'extérieur des cellules qui est capable de former des
TEP libres quand il est libéré, le plus souvent pendant le déclin d'une efflorescence (Grossart
et al. 1997). La formation de TEP a partir de précurseurs fibrillaires montre I'existence d’un
continuum de la matiére organique depuis les formes dissoutes vers les formes particulaires.
Ce changement d’état n’est pas lié a I'activité microbienne mais a un processus abiotique
spontané de formation de particules ou d’agrégation (Passow 2002).

Les TEP peuvent se former également quand des fractions de mucus se détachent de la
surface cellulaire du phytoplancton (Kigrboe et Hansen 1993). Certaines diatomées et
cyanobactéries excrétent du mucus colorable au bleu d’alcian sur leur surface cellulaire. Ce
mucus peut alors se détacher et former des TEP, le plus souvent pendant le déclin du bloom
(Schuster et Herndl 1995, Grossart et al. 1997, 1998). L’hydrolyse bactérienne du mucus a la
surface des cellules de diatomées peut favoriser la formation de TEP (Smith et al. 1995) qui
peuvent également étre formées lors de la desquamation ou désintégration des grandes
colonies de Phaeocystis au cours de la croissance et de la sénescence de cette algue (Passow

et Wassmann 1994, Hong et al. 1997, Passow 2000, Mari et al. 2005).
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La formation abiotique des TEP
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Figure 4. Modéle conceptuel de la formation abiotique des TEP a partir de leurs précurseurs. Les TEP
et leurs précurseurs existent de fagcon permanente dans |'eau. Les précurseurs des TEP sont des
fibrilles nanométriques qui forment d'abord des particules submicroscopiques par gélification, et
éventuellement des TEP par agrégation (D’aprés Passow 2002 et Verdugo et al. 2004).

2.2.2. Origines des TEP et de leurs précurseurs

Les concentrations maximales en TEP sont habituellement associées aux efflorescences
de phytoplancton, particulierement les efflorescences dominées par des diatomées (Passow
et Alldredge 1994, Passow et al. 1995, Mari et Kigrboe 1996, Grossart et Simon 1997, Mari et
Burd 1998, Passow et al. 2001, Carrias et al. 2002, Arnous et al. 2010), mais aussi par les
dinoflagellées (Passow et Alldredge 1994, Alldredge et al. 1998, Berman et Viner-Mozzini

2001) et les cyanobactéries (Grossart et Simon 1997, Grossart et al. 1998) et les
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cryptophycées (Kozlowski et Vernet 1995, Passow et al. 1995). Les expériences de culture
confirment que le phytoplancton est la source principale des TEP (Kigrboe et Hansen 1993,
Passow et Alldredge 1994, Passow 2002).

Le bactérioplancton est également capable de favoriser les précurseurs de TEP. En
effet, I'hydrolyse enzymatique bactérienne du mucus a la surface des cellules de diatomées
peut augmenter la formation de TEP libres (Long et Azam 1996). Bien que les bactéries
produisent de grandes quantités de TEP en culture, cette production semble souvent étre
insignifiante en milieu naturel, et généralement aucun rapport n’a été observé entre
I'abondance bactérienne et celle des TEP. La majorité des produits bactériens appelés EPS
(substances exopolymeriques) forment des assemblages ou des biofilms de bactéries plus
gue des particules libres (Passow 2002). Cependant les bactéries ont un réle nettement plus
important dans la formation directe de gel par une sécrétion de molécules précurseur des
TEP. Ainsi, les bactéries ont une activité clé dans la formation de biodétritus, notamment
dans les lacs (Grossart et Simon 1997). La formation des TEP par les bactéries varie avec la
composition des espéces, les conditions environnementales et |’activité bactérienne (Passow
2002). Les microorganismes semblent étre les producteurs principaux des TEP dans |'océan,
mais il y a d'autres organismes qui produisent des matieres mucoidiques, pouvant former
des TEP. Ainsi des TEP sont produites en abondance par les macroalgues et le zooplancton,
notamment les copépodes et les euphausiacés (Passow 2002). La libération des TEP par les
micro-organismes est dépendante de l|'espece, de sa physiologie et des conditions
environnementales de croissance (Williams 1990, Obernosterer et Herndl 1995, Staats et al.
2000). Les TEP produites par le phytoplancton dépendent de la lumiére, de la concentration
en dioxyde de carbone, des taux de croissance du phytoplancton ainsi que des éléments
nutritifs et des facteurs physiques tels que le régime de turbulence (Dam et Drapeau 1995).
Les TEP produites par les macroalgues dépendent de la température, de la lumiéere et de
I’age de I'algue (Ramaiah et al. 2001). Les concentrations en TEP et en chlorophylle a sont
significativement corrélées pendant la croissance exponentielle des efflorescences du
phytoplancton ou dans des lots de culture (Passow 2002). Généralement, a la fin de la phase
de croissance, la relation entre TEP et chlorophylle a disparait, car les concentrations en
particules continuent d’augmenter en raison de la lyse des cellules ou de la prédation, alors

gue les concentrations en chl a déclinent (Passow 2002).
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2.3. Abondance et distribution des TEP

L’abondance des TEP est souvent importante dans la plupart des milieux pélagiques.
Cette abondance peut-étre exprimée par le nombre total de particules par litre avec des
valeurs fluctuant généralement de 10* 4 10® particules par litre, par les concentrations en
équivalent xanthane calculées par la méthode spectrophotométrique proposée par Passow
et Alldredge (1995) (valeurs oscillant entre 20 et 11000 pg Xeq.|™) et par la superficie totale
calculée a partir des abondances (surface variant de 0.2 & > 2000 mm* I ). A partir de la
détermination microscopique de TEP et en supposant que les TEP sont des particules
sphériques, la fraction volumique de TEP (volume total des TEP par volume d'eau) peut étre
estimée. Cette fraction varie entre 0,1 et plus de 300 mm?>.I™* (Passow 2002). L’abondance
des TEP est trés variable selon les milieux étudiés (Tableau 1) et les valeurs augmentent avec
la productivité des écosystemes. En milieu marin, les plus fortes concentrations sont
observées pendant les périodes de bloom des diatomées dans les zones euphotiques en
milieu cotier (Passow et Alldredge 1994, Engel et Passow 2001). De fortes concentrations
sont également associées aux macroalgues (Ramaiah et al. 2001). En eau douce, les
concentrations les plus élevées ont été enregistrées dans des lacs eutrophes (Berman et
Viner-Mozzini 2001, Carrias et al. 2002, Lemarchand et al. 2006). Il existe une relation
hautement significative entre I'absorption de CO, par le phytoplancton et la production de
TEP ce qui indique I'existence d’un couplage entre la prise de carbone inorganique par voie
photosynthétique et I'exsudation de carbone organique (Engel 2002). La majorité des TEP
présentes dans I'eau ont une taille comprises entre 5 et 15 um. Les particules d’une taille
supérieure a 20 um sont en général 10 fois moins abondantes que les TEP de taille comprise
entre 2 et 20 um (Alldredge et al. 1998; Carrias et al. 2002). L’amplitude de variation pour un
méme milieu peut étre trés importante notamment dans les milieux ou des efflorescences
intenses apparaissent. La dynamique des TEP en milieu pélagique est dépendante des
propriétés spécifiques de ces particules, telles que leur flexibilité, leur viscosité et leur
rapport C/N. En raison de leur abondance élevée et des propriétés de ces particules, elles

influencent fortement les processus chimiques et biologiques du milieu pélagique (Passow

2002).
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2.4. Principales caractéristiques des TEP

2.4.1. Composition chimique

Les TEP sont un groupe hétérogene de particules qui sont chimiquement diversifiées.
Ce sont des exopolymeres, mais toutes les substances exopolymériques (EPS) ne produisent
pas forcément des TEP. La composition chimique précise des TEP reste largement méconnue
et dépend de I'espece qui les produit et des conditions de croissance (Passow 2002).

Les TEP sont des particules colorées par le bleu d’alcian, qui est un colorant spécifique
des polysaccharides. Elles disparaissent avec l'addition de la glucosidase, ce qui confirme
gu’elles sont constituées principalement de sucres (Smith et al. 1995). Des analyses
montrent qu’elles sont riches en fucose, rahmnose et arabinose, mais relativement pauvres
en glucose, mannose et galactose et elles présentent des traces d’acides uroniques (R-COO’)
(Mopper et al. 1995, Fukao et al. 2009). Les TEP sont également un site direct pour
I’adsorption de nutriments comme les acides aminés, et de métaux traces, tels que le
manganese et le fer (Schuster et al. 1998, Beauvais 2003). Comme les TEP sont issues des
produits d'excrétion du phytoplancton qui sont présents dans I'eau sous forme dissoute, la
composition chimique des TEP varie selon les espéces et les conditions physiologiques, mais
les sucres comme le fucose, le rhamnose et |'arabinose restent toujours prédominants

(Passow 2002, Fukao et al. 2009).

2.4.2. Caractéristiques physiques

Les TEP sont des gels, qui se situent entre les matiéres organiques particulaires et
dissoutes. Leurs caractéristiques physiques peuvent étre décrites selon la théorie des gels de
polymeres (Passow 2002). En milieu marin, le réseau de polymeéres renferme de |'eau de mer
et il est en équilibre thermo-dynamique avec I'eau environnante. Les gels peuvent subir des
transitions réversibles entre des phases condensées et hydratées. En conséquence, la taille
et le volume des TEP peuvent varier sans changements significatifs de masse. Ces transitions
de phase dépendent des facteurs environnementaux comme le pH, la température, la
pression et la densité des ions (Tanaka 1981, Passow 2002). Les propriétés physico-
chimiques des TEP dépendent donc de leur histoire et des conditions spécifiques de

formation (Kloareg et Quatrano 1988).
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2.4.3. Distribution en taille des TEP

La taille des TEP et de leurs précurseurs varie du colloide (1 kDa) a des particules de
100 micrometres. En générale, les TEP sont séparées en classes de taille selon le diametre
sphérique équivalent (ESD). La constante [ est utilisée pour caractériser la distribution en
taille des particules d’un échantillon (Cf Méthodologie, chap.ll). D’aprés McCave (1984), la
distribution des TEP a I'état d'équilibre devrait avoir un coefficient B égal a 3. Des valeurs
inférieures a 3 indiquent une réduction de la contribution des petites particules. La
distribution en taille des TEP étant essentiellement le fait de processus d’agrégation (Passow
et Alldredge 1994, Mari et Kigrboe 1996), le coefficient B peut donc étre utilisé comme un
indicateur du degré d'agrégation (Passow 2002).

Des processus biologiques interviennent aussi dans la distribution en taille des TEP. Les
bactéries et le zooplancton ont une influence sur cette distribution (Passow et Alldredge
1994). Les activités des copépodes, par exemple, ont comme conséquence la formation
d’une plus grande quantité de TEP, et favorisent la formation de particules de grande taille

(Passow et al. 2001).

2.5. Colonisation par les microorganismes

2.5.1. Les TEP : un habitat privilégié

Les particules procurent aux microorganismes aquatiques des substrats physiques et
chimiques et un refuge (Alldredge et Mcgillivary 1992). Les agrégats renferment des
microorganismes et des particules et forment une matrice poreuse sous la forme d’un gel. A
I'opposé, on trouve des particules libres dans I'eau sous la forme des polymeres fibrilleux.
Ces derniers changent les propriétés de I'eau et sont responsables de la formation de
microhabitats relativement stables pour les microorganismes (Passow 2002). Les TEP, de
part leur structure physique et aussi chimique (éléments minéraux traces et matiere
organique), forment donc un environnement favorable aux microorganismes.

La matrice sous forme d’un gel et la nature fractale des agrégats réduisent la diffusion
et les échanges vers |'extérieur permettant ainsi le développement de gradients chimiques
et de microzones favorables aux microorganismes ou sein méme des agrégats (Ploug et
Grossart 2000). Ces microhabitats influencent la concentration en nutriments, le taux
d’assimilation de ces nutriments et le broutage des bactéries par les organismes bactérivores

(Passow 2002). La productivité bactérienne dans les agrégats, ainsi que la composition
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bactérienne, difféerent de celle de l'eau environnante (Alldredge et Gotschalk 1989,
Kaltenbock et Herndl 1992, Lemarchand et al. 2006). La formation de ces microzones influe
sur le comportement chimiotactique des protozoaires. La colonisation des TEP par les

protozoaires influence leur taux de prédation (Passow 2002).

2.5.2. Colonisation bactérienne

Les TEP fournissent aux bactéries des sites d’attachement. Elles sont donc toujours
colonisées par les bactéries (Alldredge et al. 1993, Passow et Alldredge 1994). Cette
colonisation bactérienne est trés rapide et commence lors des premiers stades de la
formation des TEP (Azam et Long 2001). Selon de nombreuses études (Passow et Alldredge
1994, Mari et Kigrboe 1996, Worm et Sgndergaard 1998, Carrias et al. 2002, Arnous et al.
2010), la grande majorité des TEP abrite des bactéries attachées qui représentent 0.5-20%
du nombre total des bactéries. En milieu lacustre, Carrias et al. (2002) ont souligné que la
majorité des TEP dans les lacs Pavin et Aydat est colonisés par les bactéries qui représentent
1-17% des bactéries totale comptées. Ces particules sont plus colonisées dans le lac Pavin,
de nature oligomésotrophe, que dans le lac eutrophe d'Aydat, indiquant que les TEP sont
particulierement importantes pour la croissance bactérienne dans des environnements
pauvres en éléments nutritifs. En outre, les bactéries associées aux TEP ou aux particules
organiques plus grandes (par exemple les agrégats) montrent fréquemment des activités
enzymatiques plus élevées que les bactéries libres de I'eau environnante (Lemarchand et al.
2006, Carrias et Sime-Ngando 2009). De méme, la composition de bactéries attachées aux
particules est différente de celle des bactéries libres et les Betaproteobacteria et
Bacteroidetes (Cytophaga-flavobactéries) sont les groupes dominants sur les particules dans
les écosystemes pélagiques (Lemarchand et al. 2006). En générale, la production des
bactéries attachées aux particules augmente avec la taille des particules (Simon et al. 2002).
Par contre, aucune relation générale n’a pu étre établit entre I'abondance bactérienne et la
concentration en TEP. La densité des bactéries sur les TEP varie fortement selon les milieux.
Une particule de 5 um de taille peut contenir de 0,08 a 0,7 bactérie par pm2 (Passow 2002).
En milieu lacustre, le nombre moyen de bactérie par unité de surface de particule est
maximal (0.26 bactéries.um™) sur les TEP de taille comprise entre 2 et 10pum (Carrias et al.

2002)
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2.6. Formation d’agrégats et agrégation du phytoplancton

La dynamique des TEP est importante pour la formation d’agrégats, notamment lors de
grandes efflorescences phytoplanctoniques qui fréquemment se terminent par un
phénomeéne d'agrégation (Alldredge et Gotschalk 1989). Ce role a été découvert lors d’une
expérience d’agrégation a partir d’'une culture de la diatomée marine Chaetoceros gracilis
(Passow et al. 1994). Les concentrations en TEP dans l'eau étant liées a la biomasse
phytoplanctonique, une augmentation de celle-ci induit une augmentation de la fréquence
de collision du phytoplancton et des particules (Passow et al. 1994, Logan et al. 1995). La
présence de TEP dans I'eau influence donc le taux d’agrégation par création de particules
plus grandes et par augmentation de la viscosité générale (Passow 2002), ce qui conduit a la
formation de gros agrégats qui constituent la neige marine ou lacustre (Passow et al. 1994).

Les expériences confirment que la formation d'agrégats détritiques lors du déclin des
efflorescences de phytoplancton et notamment de diatomées est le plus souvent sous le
contréle des TEP (Logan et al. 1995). Le scénario d’agrégation d’'une efflorescence de
diatomées marines (Chaetoceros affinis et C. neogracilis) a été décrit par Logan et al. (1994).
Les diatomées liberent des précurseurs dissous dans I’eau pendant leur phase de croissance.
Ensuite, pendant le développement de I'efflorescence, la concentration en TEP, formées par
les précurseurs libérés par les diatomées et les autres especes de phytoplancton, augmente
fortement. L’agrégation devient alors prépondérante et atteint son maximum avec la fin de
I'efflorescence (Logan et al. 1994). Les valeurs maximales de la taille moyenne et de
I’'abondance totale des TEP sont atteintes simultanément pendant la phase d'agrégation, ce
qui met fin a [Iefflorescence phytoplanctonique méme dans des conditions de
concentrations élevées en éléments nutritifs. La viscosité des TEP peut augmenter ou
diminuer pendant la progression du bloom (Passow 2002). En accord avec le modéle de
coagulation, I'agrégation domine la dynamique des particules quand la concentration en
particules arrive a une valeur critique (Passow 2002). L'agrégation sous l'influence des TEP
est non sélective, et toutes les catégories de particules présentes dans I'eau peuvent étre
incorporées aux agrégats. Les efflorescences de ce type sont le plus généralement observées
dans les environnements marins (Passow et al. 1995). Les TEP peuvent également étre
générées au cours de la sénescence du phytoplancton lorsqu’une couche du mucus attachée

aux cellules (couche de la surface cellulaire, matrice des colonies) se désintegre ou quand les
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contenus des cellules se libérent a la suite d’une lyse des cellules ou lors du broutage par le
zooplancton (Passow 2002). Au cours d’une efflorescence dominée par des colonies des
cyanobactéries, les concentrations en TEP restent faibles pendant la phase de croissance et
les regroupements de colonies. Lors de la phase de sénescence les groupements muqueux se
désintégrent et les TEP sont libérées dans I'eau ce qui conduit a la formation d’agrégats
(Grossart et Simon 1997, Grossart et al. 1998). La formation des TEP par d’autres groupes
phytoplanctoniques ayant des espéces coloniales (ex. Phaeocystis) est semblable a celle
observée chez les cyanobactéries coloniales de méme que la sédimentation des agrégats
détritiques observés apres la désintégration des colonies (Riebesell et al. 1995, Hong et al.
1997). Les agrégats se forment grace aux especes qui présentent des parois cellulaires
collantes, formant des complexes denses de cellules (Hansen et Kigrboe 1997). Méme si
certaines diatomées marines peuvent s’agréger en I'absence de TEP, en raison de la viscosité
de leurs parois cellulaires, ce mécanisme semble étre rare dans les eaux marines, et tous les
agrégats marins étudiés ont une matrice formée de TEP (Passow 2002).

Les TEP sont impliquées principalement dans la formation des agrégats d’origine
phytoplanctonique mais aussi d’origine non-phytoplanctonique, par exemple a partir
d’argiles et de matiere détritique. Dans les systemes marins, les TEP ont un rdle essentiel
dans l'agrégation de la plupart des efflorescences phytoplanctoniques et des petites

particules solides qui sont soustraites de la suspension par les TEP (Passow et al. 2001).

2.7. Impact sur le réseau trophique

Les TEP présentent des densités fluctuantes au cours de la saison mais également en
fonction du niveau trophique du milieu (Passow et Alldredge 1994, Carrias et al. 2002). Elles
sont susceptibles de jouer un réle majeur dans les réseaux trophiques et dans les cycles
biogéochimiques des écosystemes aquatiques (Figure 4).

Les TEP peuvent étre consommeées par les eucaryotes et utilisées par les bactéries
comme substrat. Cette utilisation dépend de la composition chimique des polysaccharides.
Les TEP colonisées et les agrégats organiques sont donc considérés comme des
microenvironnements particuliers qualifiés de hotspots, et I'activité des bactéries associées
stimule le taux de croissance des microorganismes libres vivant dans le voisinage des
particules (Simon et al. 2002). Les TEP et leurs précurseurs, comme les autres particules

polymériques, peuvent étre ingérés directement comme aliments par des petits organismes
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filtreurs tels que le zooplancton (Passow 2002). Cette ingestion permet a la matiére
organique dissoute d’intégrer le réseau trophique. Malej et Harris (1993) ont montré que la
présence de polysaccharides libres dans I'’eau diminue la consommation des diatomées par
les copépodes, car les microagrégats, formés de polysaccharides, fournissent une source
alimentaire additionnelle et diminuent mécaniquement l'ingestion des cellules par les
copépodes.

Ainsi, les microagrégats permettent un lien direct entre le réseau trophique microbien
et le réseau trophique traditionnel car le zooplancton a accés a des particules qui
contiennent des cellules de petite taille. Traditionnellement, on considére que la boucle
microbienne et le réseau trophique classique sont connectés par I'activité de broutage du
macrozooplancton sur les ciliées de grande taille (microzooplancton) qui consomment les
bactéries et les nanoflagellés. En présence de TEP, les microorganismes sont utilisés
directement par le zooplancton via la formation des microagrégats et la ressource
alimentaire utilisable par ces animaux augmente (Passow 2002, Shine et Alldredge 2003,

Shackelford et Cowen 2006).

2.8. Les TEP et le cycle du carbone

Toutes les études indiquent que ces particules gélatineuses existent en grand nombre
dans tous milieux aquatiques ce qui suggere qu’elles ont un réle important dans le cycle du
carbone a I'échelle du globe. En milieu aquatique, une fraction importante de la production
primaire est libérée dans l'eau sous forme de polysaccharides dissous ou sous forme
colloidale. Les polysaccharides représentent la plus grande fraction identifiable du carbone
organique dans l'eau de mer (~ 25% du carbone organique dissous total dans les eaux de
surface) (Benner et al. 1992, Kepkay 2000). Cette fraction du COD trouve son origine dans les
efflorescences de diatomées (Senior et Chevolot 1991, Kepkay et al. 1993, Smith et al. 1995),
mais d'autres sources proviennent des protozoaires, des bactéries et des virus (Nagata
2000). Une grande partie de ce COD formé est soustrait de la zone euphotique par
['utilisation bactérienne (Azam et al. 1983). La genése abiotique des TEP, élimine une
guantité importante du COD de lI'eau par formation de neige marine et lacustre. Cette
sédimentation peut étre considérée comme un processus de perte du carbone organique
dissous issue de la zone euphotique (Engel et Passow 2001). Les TEP ont donc un réle direct

trés important sur le cycle du carbone. Des estimations de la fraction de carbone
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sédimentées par la TEP ont été évaluées pour montrer l'importance quantitative potentielle
des TEP dans le cycle du carbone. De Vicente et al. (2009) ont trouvé que les TEP contribuent
de 0,02 a 31% de total carbone exporté aux sédiments dans le réservoir Quentar en Espagne.
Passow et al. (2001) ont noté que le taux de sédimentation du carbone des TEP (TEP-C) a 500
m de profondeur est autour de 20-50 mg TEP-C m’ jour"1 ce qui représente en moyenne

environ 1% du stock de carbone et 50% de la production quotidienne.

2.9. Les TEP et la formation de biofilm

Des études (Berman et Holenberg 2005, Villacorte et al. 2009, Berman 2010) ont
suggéré que les TEP pouvaient jouer un role important dans la formation de biofilm. Cette
propriété a été initialement découverte dans les systémes d'osmose inverse des industries
de dessalement de I'eau de mer ou les TEP peuvent conduire a I'encrassement biologique
des membranes de nanofiltration (Berman et Holenberg 2005, Kennedy et al. 2009,). Le
biofilm est généralement constitué de couches d'un assortiment de populations
microbiennes, principalement des bactéries, qui se maintiennent ensemble dans une
matrice de substances de polymeres extracellulaires (EPS). Une fois que les TEP adhérent a la
surface de la membrane, elles peuvent fournir un substrat nutritif idéal pour la croissance
microbienne et I'établissement d'un biofilm. Au début de la formation du biofilm, quelques
TEP colonisées par les bactéries se collent a la membrane. Ensuite les micro-organismes du
biofilm s’accroissent en utilisant pour leur nutrition les matiéres organiques dissoutes, y
compris les colloides organiques et les TEP. Cela va conduire a I'élaboration d'une couche de
biofilm formée par des bactéries et d’autres micro-organismes dans une matrice de
substances polymériques extracellulaires (EPS) (Berman et Holenberg 2005). En raison de
leur grande abondance dans la plupart des eaux naturelles, les TEP pourraient avoir des
implications importantes dans le développement de biofilm (Berman 2010), mais trés peu

d’étude actuellement de sont intéressées a ce role.
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1. Présentation des sites d'étude

1.1. Lelac Pavin

Le lac Pavin est situé dans le département du Puy-de-Déme, sur le flanc N.E du Puy de
Montchal (43° 30" 00” N; 2° 53’ 03” E) a une altitude de 1197m (Fig. 5). D’origine
volcanique, il s’est installé depuis pres de 6000 ans dans un cratere d’explosion de type maar
(produit par la rencontre du magma ascendant et d’'une nappe d’eau) issu d’une activité
volcanique récente (Brousse et Delibrias 1969). Il est alimenté en eau par les précipitations
atmosphériques qui représentent, en moyenne 1200-1600 mm d’eau par an, ainsi que par
des sources superficielles (fontaine du Loup, source des prétres ...) et également par des
sources sous-lacustres (Amblard 1986). C'est un lac méromictique (Pelletier 1968) et
dimictique avec des brassages partiels. Sa méromicticité est liée a la fois a I'importance de sa
profondeur (profondeur maximale: 92 m) par rapport a sa surface (44 ha), et a sa situation
géographique (lac de cratére) qui en fait un lac trés protégé des vents. La limite entre le
mixolimnion et le monimolimnion est située vers 55m de profondeur, celle de la zone
photique étant située généralement entre 20 et 30m de profondeur (Amblard et al. 1992).
Diverses études antérieures ont amené a considérer ce lac comme un milieu oligo-
mésotrophe (Lair 1975, Devaux 1977, Adiwilaga 1983). Les caractéristiques

morphométriques de ce lac sont résumées dans le tableau 2.

1.2. Retenue de Grangent

La retenue de Grangent est une retenue artificielle créée suite a la construction d’un
barrage hydro-électrique de type barrage voute en 1957. Elle est située dans le sud-est du
Massif Central (Fig. 5), a environ 15 km a I'ouest de Saint-Etienne, a 420 m d’altitude (45° 27’
14” N; 4° 15’ 19” E). Elle s’étend d’Aurec-sur-Loire a Saint-Rambert-sur-Loire entre les
départements de la Haute-Loire et de la Loire. Elle constitue une importante réserve d’eau
de 57,4 x 10°m? et draine un bassin versant de 3850 km?® Les caractéristiques
morphométriques de cette retenue sont résumées dans le tableau 2. La fonction essentielle
du barrage de Grangent est la production d’électricité. Elle est assurée par une centrale
électrique située a I'aval du barrage. Le barrage permet également I'alimentation en eau de

la plaine du Forez par I'intermédiaire du canal du Forez. Ce canal partant de la rive gauche
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du barrage et d’une longueur de 44km, était destiné a I'origine a l'irrigation. Aujourd’hui, il
assure également la fourniture en eau potable de collectivités locales de la plaine du Forez.
Enfin, une importante activité touristique est rattachée a la retenue avec la base nautique de
Saint-Victor-sur-Loire, une activité péche et des plages aménagées.

Depuis la fin des années 1970, les apports excessifs de phosphore et d’azote par les
activités agricoles et les rejets d’eaux usées ont conduit a I'augmentation rapide du niveau
trophique du lac. D’importantes efflorescences estivales de la cyanobactérie coloniale
Microcystis aeruginosa sont apparues de maniere récurrente vers la fin des années 1980.
Des programmes de recherche ont alors été engagés sur le site par EDF Recherche &
Développement afin de comprendre le fonctionnement de ce type d’écosystéme et
d’étudier les proliférations de M. aeruginosa (Berthon et al. 1996, Latour 2002, Latour et al.
2002, Latour et Giraudet 2004, Latour et al. 2004a,b, Humbert et al. 2005, Latour et al.
2007). Parallelement, des actions ont été menées afin d’enrayer les proliférations
cyanobactériennes, dont les résultats se sont montrés plus ou moins efficaces : dispositif de
brassage artificiel (Latour et al. 2002), déphosphatation des eaux usées en amont de la
retenue. Malgré ces efforts, les efflorescences cyanobactériennes sont toujours présentes en

été sur cette retenue.

1.3. Lelac de Créteil

1.3.1. Présentation du lac

Le lac de Créteil (48° 46’ 31" N, 2° 27’ 8" E) est localisé dans la banlieue de Créteil a
15km au sud-est de Paris dans le département du Val-de-Marne (Fig. 5). L'origine de ce petit
lac (42 ha) superficiel (profondeur moyenne 4m) est une carriere d’extraction de gypse et de
graviers. Cette graviére, exploitée de 1940 a 1976, a été creusée dans les anciennes alluvions
de la Seine et de la Marne et a atteint la nappe phréatique de Champigny. Milieu fermé, le
lac est alimenté par la pluviométrie directe, I'exutoire du collecteur pluvial du Mont-Mesly,
drainant 40 ha de zone urbaine, et par la nappe phréatique. L'aménagement de la carriere
en lac aprés de nombreux travaux lui a donné une forme allongée selon un axe nord-sud. Les

caractéristiques morphométriques de ce lac sont résumées dans le tableau 2.
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Lac de Créteil

Lac Pavin
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Tableau 2. Caractéristiques morphométriques des trois lacs étudiés.

Caractéristiques morphotmétriques Grangent Crétiel Pavin
Statut trophique Hyper- mésotrophe Oligo-
eutrophe a eutrophe mésotrophe

Altitude du plan d’eau (m) 420 44 1197
Superficie (A. x 1O4m2) 365 42 44

Volume (x 10°m3) 57,4 - 22,98
Longueur maximale (m) 21x10° 1500 700
Largeur maximale (m) 400 400 625
Profondeur maximale (m) 50 6 98
Profondeur moyenne (m) 35 4,5 54,9
Surface du bassin versant (x 106m2) 3850 40 50

1.3.2. Mésocosmes et protocole expérimental

Au cours de nos travaux, nous avons testé l'impact de la structure des réseaux
trophiques sur les TEP et le réseau trophique microbien, et sur le taux de sédimentation de
la matiere organique. Ces études ont été réalisées en conditions controlées en utilisant des
enclos limniques installés sur le lac de Créteil par I'équipe « Biodiversité et Fonctionnement
des Ecosystemes » du Laboratoire "Fonctionnement et Evolution des Systéemes Ecologiques"
(CNRS UMR 7625).

Les mésocosmes sont des systémes clos en polyéthyléne d’un volume de 40 m? (3 x 3 x
4,5 m de longueur, largeur et profondeur respectivement) et ayant une surface de 9 m? (Fig.
6, 7). lls sont directement immergés dans le lac ce qui permet une régulation beaucoup plus
naturelle des conditions physiques auxquelles sont soumis ces systémes. Les enclos ont été
remplis avec de I'eau du lac pompée entre 1 et 2 meétres de profondeur et filtrée a travers un
filtre d’une maille de 1 mm de porosité pour éviter toute contamination par des grandes
particules. Pour empécher I'acceés aux oiseaux, les enclos ont été couverts par un filet fin en
nylon fixé sur la structure des enclos. Deux traitements simples ont été mis en place afin
d’aboutir a deux structures de réseaux trophiques trés différentes. Les huit enceintes ont été
installées en deux séries dont 4 ont recu 40 poissons par enceinte, soit un poisson par
meétre-cube, alors que les 4 autres enceintes ont servi de contréle. La densité de poissons

correspond a celle rencontrée dans les lacs eutrophes. L'espece de poisson choisie est le
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Gardon Rutilus rutilus (Linné) qui domine la biomasse piscicole dans beaucoup de lacs
mésotrophes et eutrophes de I'Eurasie (Craig 1978, Winfield et Nelson 1991). Au début de
I'expérience, les poissons agés d’un an avaient une longueur standard de 42.6+2.7 mm
(moyenne du poids frais: 0.66 = 0.15 g). Dans chaque enceinte, 4 litres d'eau du lac non
filtrés (0,01% du volume total de I'enceinte) ont été ajoutés mensuellement pour éviter une
déviation potentielle due a I'expérience de long terme effectuée dans les systemes fermés,
et également pour permettre d’avoir une colonisation par des espéces qui étaient absentes
au moment de remplir les mésocosmes. Pour maintenir le systeme dans des conditions
eutrophes, les enclos ont été hebdomadairement enrichis par des engrais inorganiques. Les
éléments nutritifs ont été ajoutés comme un mélange liquide de nitrate de sodium (NaNO3)
et de phosphate de potassium (KH,PO4) avec un rapport N: P est égal 20:1, et une charge de
phosphore de 3 pg P L™ jour™. Enfin, 2 pg de Fe-FeCl® L™ et 30 g de Si-Na,SiO; L ont été

ajoutés a deux reprises pendant |'expérience pour éviter la limitation du fer ou du silicium.

Figure 6. Photo des enclos limniques installés sur le lac de Créteil.
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Pieges a sédiments

N\
N\
Fl E2
E3 E4
E5 E6
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Enclos avec poissons Enclos sans poissons

Figure 7. Schéma général du protocole expérimental utilisé au sein des enclos limniques installés sur
le lac de Créteil.
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2. Parametres abiotiques et biotiques

2.1. Parametres physico-chimiques

La transparence de l'eau a été estimée en mesurant la profondeur de disparition du
disque de Secchi. La température et I'oxygéne dissous sont déterminés in situ a I'aide d’une

sonde multi parametre de marque WTW (Profline OXE 197).

2.2. Concentration en chlorophylle a

Le dosage de la chlorophylle a été réalisé par filtration sous vide d’un volume compris
entre 0,5 et 2,5 litres d’eau brute sur des filtres en fibre de verre appropriés (Watman GF/C,
diametre : 47 mm). L'extraction s’est faite par broyage de ces filtres au Potter dans un
volume déterminé d’acétone a 90%, au froid et dans la semi-obscurité. Les extraits
acétoniques contenant les pigments ont été récupérés apres centrifugation, puis, dosées a
I'aide d’un spectrophotomeétre et les concentrations déterminées grace aux équations du

groupe de travail SCOR/UNESCO (1964).

3. Dénombrement des microorganismes

3.1. Dénombrement des bactéries

Le dénombrement des bactéries hétérotrophe a été réalisé selon deux méthodes
différentes. La premiere utilisée est la cytométrie en flux pour les échantillons des enclos du
lac de Créteil. Ces échantillons ont été traités par le cytomeétre en flux FACSCalibur (Becton
Dickinson) équipé d'un laser refroidi a I'air qui fourni 15 mW a 488 nm avec la configuration
de filtre standard. Le protocole détaillé a été largement décrit par Marie et al. (1997, 1999)
et Duhamel et Jacquet (2006). Un sous-échantillon de 1 ml a été dilué avec 0,02 um de TE
(Tris-EDTA, pH = 8) tampon filtré et est coloré au SYBR Green | (1 / 20.000 dilution finale de
la solution meére) puis incubé pendant 5 min a I'obscurité avant d'étre chauffé pendant 10
min a 75 ° C. Aprés 5 minutes du chauffage, la procédure d’analyse peut commencer. Les
résultats ont été analysés a I'aide du logiciel CYTOWIN (Vaulot 1989).

Pour les autres études, le protocole classique utilisant une coloration au DAPI (4, 6
diamidino 2 phénylindol) selon la méthode de Porter et Feig (1980). Des volumes d'eau de 2

a 5 ml, fixés au formaldéhyde (2% en concentration finale), sont filtrés sur des membranes
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Nuclepore de 0,2 um de porosité sous lesquelles des filtres en acétate de cellulose
(Sartorius, porosité: 1,2 um) sont placés afin d’assurer une dispersion homogeéne des
bactéries. Aprés incubation pendant 30 minutes a I'obscurité avec 450 pl de DAPI (5 pg.I™),
les filtres sont rincés avec de I'eau distillée (5 ml x 3 fois). Ensuite, les membranes ont été
séchées a l'obscurité et montées entre lame et lamelle entre deux gouttes d'huile a
immersion (type Olympus), puis immédiatement stockées a -25°C dans du papier
d'aluminium. Un filtre sans échantillon est également traité pour servir de controle.
L'observation est effectuée a Il'aide d'un microscope a épifluorescence (Leica DM IRB,
Grossissement 1100x) sous lumiere UV ce qui permet l'observation des bactéries
hétérotrophes colorées au DAPI, qui émettent une fluorescence bleue brillante alors que le
matériel détritique est de couleur jaune pale. Les bactéries d’un total de 30 champs,

distribués sur tout le filtre, sont comptées pour estimer 'abondance des bactéries totales.

3.2. Dénombrement des protistes nanoflagellés hétérotrophes

Les échantillons d'eau destinés au dénombrement des protistes flagellés sont fixés au
glutaraldéhyde (concentration finale : 1%). Ce fixateur permet une excellente fixation des
protistes flagellés et il est conseillé pour la conservation de ces cellules car il n'interfére pas
avec la fluorescence lors des observations (Bloem et al. 1986). Aprés homogénéisation de
I’échantillon, 5 a 15 ml sont placés dans la colonne a filtration et sont filtrés sous vide sur des
membranes Nuclépore noir en polycarbonate de 0,8 um de porosité et de 25mm de
diametre. Un sous filtre de 1,2 um est également utilisé pour une meilleure répartition des
cellules. 0,5 a 1,5 ml de la solution de primuline (C,1H14N303S3Na, SIGMA) sont rajoutés a
I’échantillon afin d’obtenir une concentration finale de 20 ug.ml'1 (Caron 1983). Aprés une
incubation de 5 minutes en obscurité, une filtration sous vide a été appliquée a I'aide d’une
pompe avec une pression n’excédant pas 100 mm de mercure. Le filtre est ensuite rincé 3
fois avec 2 ml d’une solution tamponnée (trizma hypochloride 0,1M, pH4, Sigma T-6666)
préfiltrée sur une unité minisart de 0,2 um de porosité. La primuline se fixe sur les
polysaccharides, ainsi, les contours des cellules sont nettement visibles ce qui permet une
identification rapide avec une visualisation de la cellule entiere et notamment les flagellés
(Brock, 1978). Enfin, le pH de cette solution (pH=4) permet une fluorescence optimale de la

primuline (Caron, 1983). Aprés séchage de la membrane a I'obscurité, le filtre est monté
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entre lame et lamelle entre deux gouttes d'huile a immersion (type Olympus), puis stocké a -
25°C dans du papier d'aluminium pour éviter la perte de fluorescence (Bloem et al. 1986).
Un filtre sans échantillon est également traité selon la méthode décrite pour servir de blanc.
Le dénombrement et l'identification sont effectués sous lumiere ultraviolette a I'aide d'un
microscope a épifluorescence Leica (DM IRB) au grossissement 1100x. L'observation en
lumiere UV permet la visualisation de tous les protistes flagellés colorés a la primuline. Ces
derniers apparaissent généralement bleus et trés brillants. L'examen en lumiére bleue
permet d'observer uniquement les protistes flagellés pigmentés grace a leur coloration en
rouge liée a la chlorophylle a. Un total de 300-600 nanoflagéllés (sur 40 champs ou des
secteurs) a été compté par lame. Les biovolumes moyens ont été convertis en biomasse en
utilisant le facteur de conversion proposé par Borsheim et Bratback (1987), a savoir 1um3 =

220fgC.

3.3. Protistes ciliés

Le chlorure de mercure permet une meilleure conservation des ciliés par rapport aux
autres fixateurs mais il est coliteux et fortement toxique (Pace et Orcutt 1981, Laybourn-
Parry 1992). Peu de pertes se produisent avec le lugol (stoecker et al. 1994), I'inconvénient
est qu’il donne généralement aux protozoaires une coloration similaire a celle de la plupart
des particules naturelles présentes dans le plancton, ce qui crée un facteur de confusion
(Pace et Orcutt 1981). Apreés la fixation par le lugol (4% finale), les échantillons (200 ml) sont
stockés a l'obscurité et a 4°C avant le dénombrement en microscopie inversée. La densité
des ciliés a été déterminée selon la méthode d’Utermdohl (1958) a I'aide du microscope
inversé (Gifford et Caron 2000). On laisse sédimenter pendant 24h un volume de 20 a 50 ml
de I’échantillon qui est ensuit observé au microscope inversé type Leica. Généralement, plus
d'une centaine de protistes ciliés sont dénombrés par échantillon (grossissement: 500 x).
Cela nécessite, le plus souvent, I'examen de la totalité de la cuve a sédimenter. Les protistes
ciliés sont identifiés au niveau du genre en consultant différents ouvrages de référence
(Dragesco et Dragesco-Kerneis 1986, Foissner 1994, Foissner et Berger 1996, Foissner 1999).
Conformément aux recommandations de Sime-Ngando (1991), les dénombrements ont été
réalisés dans les deux mois qui ont suivi la fixation des échantillons. Pour chaque espéce de

cilié, un biovolume moyen est estimé en mesurant une cinquantaine de cellules et en
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assimilant celles-ci a des formes géométriques. Pour I'estimation des biomasses, le facteur
de conversion proposé par Putt et Stoecker (1989) a été utilisé, a savoir 1 um3 =190 fg C. Ce

facteur de conversion est utilisé pour les ciliés fixés au lugol (Gifford et Caron 2000).

3.4. Dénombrement cellulaire du phytoplancton

Pour I'étude qualitative et quantitative des organismes phytoplanctoniques, des
volumes d’eau de 180 ml sont fixés au lugol (eau : 100 ml, iodure de potassium : 3g, iode :
1,5g) et conservés a 4°C jusqu’au dénombrement.Le comptage a lieu a l'aide d’un
microscope inversé Wild M 40 selon la méthode d’Utermohl (1958) modifiée par Legendre et
Watt (1971-1972). Les échantillons fixés ont été homogénéisés puis un volume compris
entre 20 et 60 ml a été sédimenté dans des colonnes pendant 24 h. Ensuite la cuve a été
transférée sous le microscope inversé pour analyse et dénombrement des algues et
cyanobactéries microscopiques. Le dénombrement est effectué dans 40 champs a un
grossissement de 400X. Le phytoplancton est identifié au niveau de I'espéce en consultant
différents ouvrages de référence (Bourrelly 1981, 1985, 1990, Komarek and Anagnostidis
1999, 2005). Le nombre de cellules (ou colonies) est ensuite transformé en nombre
d’individu par litre pour chaque taxon. Selon Lund et al. (1958), I'étude des erreurs liées aux
dénombrements montre qu'il suffit de dénombrer 16 individus dans le volume d'observation
pour avoir une précision de 50%. Généralement, de 200 a 400 individus répartis sur 30
champs optiques sont dénombrés pour chaque échantillon.

Pour les dénombrements cellulaires de la cyanobactérie Microcystis aeruginosa, 1ml
d’échantillon a été soumis aux ultrasons (20kHz, 30 sec) afin de dissocier les colonies et
obtenir une suspension cellulaire. Les cellules sont ensuite comptées selon des triplicats en
utilisant des cellules de Thoma, au microscope optique (x400). Les résultats sont exprimés en
nombre des cellules par litre d’eau.

La biomasse phytoplanctonique a été calculée en assimilant chaque taxon a des formes
géométriques afin de calculer un biovolume moyen par espéce (Hillebrand et al. 1999). La
biomasse est alors estimée en considérant que 10° um?® = 1 pg (poids frais) et en considérant

qgue le carbone organique des cellules représente 12% de la biomasse en poids frais.

3.5. Dénombrement de zooplancton
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Les organismes zooplanctoniques sont récoltés grace a un trait de filet (porosité de
100 um) vertical pour différentes strates selon les milieux étudiés. Les organismes sont
transférés dans un pot stérile de 180 ml et immédiatement fixés au sucrose/formaldéhyde (4
%) et conservés a 4°C. Apres une coloration au rose Bengale, l'identification et le
dénombrement du zooplancton métazoaire sont réalisés sous loupe binoculaire dans des
chambres de DOLFFUS. La biomasse de chaque taxon métazooplanctonique (et de ses stades
de développement) a été calculée en poids sec a partir de droites de régression longueur-
poids (crustacés) et de données (rotiferes) établies par Dumont et al. (1975) et Bottrell et al.

(1976).

4. Les particules organiques détritiques de nature polysaccharidique
(TEP)

4.1. Préparation du colorant

Les TEP ont été définies comme des particules retenues sur des filtres polycarbonates
de porosité de 0,4 um qui se colorent avec le bleu d'Alcian (Alldredge et al. 1993). Le bleu
d'Alcian (phtalocyanin de cuivre avec quatre chaines latérales de méthyléne-tétraméthyl-
cisothiouronium-chlorure) est un colorant cationique hydrophile qui se complexe avec les
groupes de carboxyle ou de sulfate anioniques de polysaccharides acides. Les chaines
latérales de bleu d’Alcian réagissent avec les groupes acides des polysaccharides pour
donner un pigment insoluble non-ionique. La sélectivité de la coloration peut étre controlée
en variant le pH ou la teneur en sel de la solution de colorant. Pour un pH de 2,5 la solution
de bleu d’Alcian va colorer instantanément les polysaccharides (Horobin 1988). Le bleu
d'Alcian a déja été utilisé dans les recherches médicales et biologiques pour colorer les
couches mugqueuses internes ou externes, les polysaccharides intra-extracellulaires des
algues et des colonies ou les paroies d'algues et de bactéries (Ramus 1977, Vandenivere et
Kirchman 1993).

La méthode utilisée au cours de nos travaux est basée sur le protocole décrit par
Passow et Alldredge (1995) et utilise une solution mére de bleu d'Alcian 8GX (1% en
concentration finale, Sigma A-9186) acidifiée avec de I'acide acétique (2% en concentration
finale), le pH étant ajusté a 2,5. Cette solution peut étre conservée a 4°C a l'obscurité. 30

minutes avant I'utilisation, des volumes sont dilués 30 fois avec de I'eau distillée autoclavée
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afin d'obtenir une solution fille dont les concentrations en bleu d'alcian et en acide acétique
sont respectivement de 0,03% et 0,06%. Cette solution fille est ensuite filtrée sur unité
minisart de 0,2 um de porosité pour éviter tout dépo6t et contamination bactérienne (Passow
et Alldredge 1995). La solution servira a colorer les particules qui peuvent étre soit

dénombrées et mesurées en microscopie, soit quantifiées par un dosage colorimétrique.

4.2. Dénombrement microscopique des TEP

Cette méthode permet de déterminer I'abondance et la taille des TEP, mais aussi leur
surface totale. Un volume de 5 a 10 ml de chaque échantillon est filtré en triplicat sur des
membranes en polycarbonate blanc de 0,2 um de porosité et de 25mm de diameétre
(Milliport type GTTP), superposées a des sous-filtres en acétate de cellulose (Sartorius,
porosité : 1,2 um) afin d’assurer une dispersion homogene des particules. Ces membranes
recoivent alors 500 pl de la solution fille de bleu d'Alcian filtrée sur une unité minisart de 0,2
um de porosité pendant 4 secondes. Les membranes sont immédiatement rincées avec 3 x 3
ml d'eau distillée et stérilisée puis séchées a I'obscurité et ensuite montées entre lame et
lamelle dans une petite goutte d'huile a immersion (type Olympus). Les préparations sont
stockées a -25°C dans du papier d'aluminium jusqu’au moment de leur observation et un
blanc sans échantillon est également coloré au bleu d’Alcian pour servir de contréle.
L'observation est effectuée a l'aide d'un microscope a épifluorescence (LEICA FU) au
grossissement 1100x, muni d'une caméra couleur de type SONY 3CCD associée a un logiciel
d'analyse d'images (LEICA Qwin). Ainsi, chaque particule, sur une quarantaine de champs
choisis au hasard ou dans un secteur spécifique du filtre, est caractérisée selon sa longueur,

sa largeur, sa surface et son diamétre sphérique équivalent.

4.3. Détermination colorimétrique (Dosage) des TEP

Des volumes de 20 a 75 ml d'eau brute sont filtrés (pression <100 mm de mercure) sur
des membranes blanches en polycarbonate (type millipore GTTP) de 0,4 um de porosité et
de 25 mm de diametre. Ces membranes sont traitées au bleu d’Alcian comme
précédemment puis rincées avec 3 x 3 ml d'eau distillée. Les filtres sont ensuite plongés dans
des boites qui contiennent chacune 6 ml d'acide sulfurique a 80% pendant 2 heures et

remués 6 fois afin de dissoudre les particules. Un filtre sans échantillon est également coloré
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pour servir de contrOle. Pour chaque échantillon, quatre réplicats ont été réalisés pour
garantir une fiabilité des résultats. Les solutions obtenues sont ensuite dosées par
spectrophotométrie dans des cuves de 1cm a la longueur d’onde de 787 nm en utilisant de
I'eau distillée comme blanc.

Cette méthode est semi-quantitative, car la quantité du bleu d’Alcian absorbé sur les
TEP est liée directement au poids d'un polysaccharide spécifique (Ramus 1977). En raison de
cette spécificité, la quantité de colorant lié aux TEP est standardisée a l'aide de Gum Xanthan
(Passow et Alldredge 1995). Plus précisément, la Gum Xanthan (qui a été choisie car elle
permet a la fois une bonne coloration et une bonne réplication du dosage) a été utilisée afin
d'avoir une correspondance en équivalence Gum Xanthan entre la quantité de TEP et le
dosage colorimétrique (Passow et Alldredge 1995). Pour ce faire, une solution standard est
fabriquée en diluant 15 mg de Gum Xanthan (Sigma G-1253) dans 200 ml d'eau distillée. 2-3
ml sont ensuite filtrés sur un filtre et ce filtre subit une coloration identique a celle décrite
précédemment. La concentration en TEP est calculée en équivalent Gum Xantham (Xeq.ug.1’

') grace aux formules de Passow et Alldredge (1995):

Crep= (E787 - C7s7) X (VF) ™ x et f,=W x [(estys7 - Crg7) X Vg ']

Avec:

Cwee, la concentration des TEP en équivalence Gum Xantham (Xeq.ug. 1)
Esg7, I'absorption de I'échantillon

Cvs7, I'absorption du blanc

Vs, le volume filtré en litre

fy, la calibration

W, le poids sec de la solution standard en pg.I”*

estsg7, I'absorption du standard

V4, le volume de solution standard filtré en litre

4.4. Distribution en taille des TEP

Les distributions en taille des TEP sont souvent décrits par la loi de puissance du type N
= k’dp'a, ou la constante k dépend de la concentration des particules et 8 décrit le spectre de
taille. La constante B est utilisée pour caractériser la distribution en taille des particules d’'un

échantillon (Mari et Kigrboe 1996, Carrias et al. 2002).
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Pour chaque échantillon, les TEP comptées ont été séparées en 5 sous-classes de taille
en fonction de leur diametre sphérique équivalent (DSE) (<5, 5-10, 10-15, 15-20 et >20um).
Pour chaque intervalle de taille, la concentration des particules (dN) a été normalisée a la
longueur de l'intervalle (dp) et tracée en fonction de la longueur moyenne arithmétique (/)
(Fig. 8). Les parametres k et 8 sont alors estimés par régression (Mari et Kigrboe 1996,
Carrias et al. 2002). Les relations significatives (P <0,05) indiquent que la distribution en taille
des TEP suit la loi de puissance. Une diminution de B signifie une réduction de la contribution
des petites particules. D’aprés McCave (1984), si I'on admet que le spectre de taille des TEP
est essentiellement sous le controle de processus de coagulation liés a la turbulence, alors
une distribution des TEP a I'état d'équilibre devrait avoir un coefficient B égal a 3. Les valeurs
de B non significatives ou inférieures a 3 peuvent étre interprétées comme une indication
d'une distribution de particules qui n’est pas dans un état d'équilibre. Cela correspond a une
augmentation de la fraction des grands particules et indique un processus d'agrégation

(Passow et Alldredge 1994, Mari et Kigrboe 1996).
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Figure 8. Exemple de régression entre la taille moyenne chaque classe de taille (<5, 5-10, 10-15, 15-
20 et >20um) et 'abondance moyenne de cette classe permettant de calculer le coefficient f pour un
échantillon (Pavin, avril 2007, 1m de profondeur).

4.5. Colonisation bactérienne des TEP

Les échantillons fixés au formaldéhyde (2% en concentration finale) sont colorés au
DAPI et au bleu d’Alcian. La coloration au DAPI permet de quantifier les bactéries attachées
sur les TEP alors que le bleu d’Alcian permet la visualisation de ces particules (Passow et

Alldredge 1994). Les échantillons sont filtrés sur des membranes en polycarbonate blanc de
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0,2 um de porosité et de 25mm de diametre (Milliport type GTTP). Ces filtres sont déposés
sur des sous-filtres en acétate de cellulose (Sartorius, porosité : 1,2 um). Apres la filtration a
faible pression (moins de 100 mm de mercure), les membranes subissent une premiére
coloration au DAPI (500 pl, concentration a 5 pg.l"). Aprés 30 minutes d'incubation a
I'obscurité, les filtres sont rincés et une deuxiéme coloration est effectuée avec 500 pl de la
solution fille préfiltrée de bleu d’Alcian, suivit d'un rincage avec 5 ml d'eau distillée stérilisée.
Les filtres sont ensuite séchés a I'obscurité puis montés entre lame et lamelle entre deux
gouttes d'huile a immersion. Les lames sont stockées dans du papier d'aluminium a -25°C
jusqu’au moment de I'‘observation. Les lames sont observées en microscopie a
épifluorescence en utilisant la camera et le logiciel d'analyse d'images décrits
précédemment. La lumiére blanche permet de visualiser les TEP qui apparaissent bleues et
sous la forme d’un gel le plus souvent. L'utilisation de la lumiére UV permet de visualiser les
bactéries colorées au DAPI et fixées sur les TEP. Toutes les analyses sont réalisées a partir de
I’enregistrement d’images afin de diminuer la chute de la fluorescence sur les préparations.
La colonisation bactérienne des TEP a été estimée (pour le lac Pavin en 2005 et le
réservoir de Grangent en 2007) par la fonction n = a % d’, avec n le nombre de bactéries par
particule, d le diametre sphérique équivalent (DES), et a et b des constantes pour un
échantillon donné, obtenus a partir de la régression entre le logarithme de n par rapport au
logarithme de d (Mari et Kigrboe 1996) (Fig. 9). Ces régressions doivent étre statistiquement
significatives (P < 0,05) pour étre prise en considération. Les différences de valeurs indiquent
des différences dans la colonisation bactérienne des TEP. Pour les autres études une simple

estimation de la densité des bactéries par TEP a été réalisée.

5. Mesure du taux de sédimentation

Afin de déterminer les taux de sédimentation dans les enclos de Créteil, des pieges a
sédiments (tubes PVC) de forme cylindrique (longueur 25cm, diametre 5 cm et avec un fond
obturé par une piece de PVC) ont été installées au fond des enceintes (a 3,5 m de
profondeur). Leurs dimensions ont été retenues afin d’étre le plus représentatif possible du
processus réel de sédimentation (Bloesch et Burns. 1980). Ces pieges sont utilisés pour
récupérer la matiere sédimentée dans les enceintes afin d’en étudier la composition en

éléments (C, N). Trois pieges (3 tubes) distincts ont été récupérés environ toutes les deux

40



Chapitre ll: Matériel et méthodes

semaines. Aprés nettoyage, ceux-ci sont remis en place dans les enceintes. Apres séparation
des sédiments, du surnageant et du zooplancton vivant la matiére organique est séchée dans
un four a 60°C pendant 24 heures. Les échantillons sont ensuite pesés, broyés et
homogénéisés puis conservés dans des conditions seches jusqu'a lI'analyse. Le taux de
sédimentation sur les pas de temps a été déterminé et considéré en g de poids sec m? jour™.
La composition en carbone des sédiments a été analysée en utilisant un analyseur CHN

élémentaires (NA 1500 Series 2, Fisons) et le taux a été exprimé en g de C m‘zjour'l.
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Figure 9. Exemple de régression entre le nombre total de bactéries attachées par classe de taille de
particuleet la taille moyenne des particules par classe de taille (les classes de taille sont 2-5, 5-10, 10-
15, 15-20 et 20-50um) permettant de calculer la constante a (Pavin, avril 2005, 15m de profondeur).
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6. Syntheése des études et analyse statistiques

Dans le Tableau 3, les différents parameétres biologiques mesurés sont présentés en

fonction des études.

Tableau 3. Principaux descripteurs biotiques considérés en fonction des études.

Pavin 2005/2006 Pavin 2007 Grangent 2007 Enclos de Créteil

Phytoplancton

Abondance X X X X
Biomasse X X X
Chlorophylle a X X X X

Protozoaires

Abondance HNF X X X X

Abondance ANF x* X! x* x*

Abondance ciliés X X! X
Zooplancton X" X
Bactéries (abondance) X X X X
TEP

Abondance+surface X X X X

Dosage X X X

Spectre de taille (B) X X X X

Colonisation bactérienne (a) X X! X

1: données non présentées dans ce mémoire.

Les relations potentielles entre les TEP et les différentes variables sont analysées par
régression linéaire. Les différences dans les variable (abiotiques, biotiques et TEP) entre les
lacs et également entre les enclos ayant subi des traitements différents ont été testées par
une analyse de variance (ANOVA) a un facteur avec mesures répétées. Les différences dans
le rapport TEP/Chlorophylle a entre le lac Pavin et le réservoir de Grangent ont été analysées
par le test non paramétrique de Mann-Whitney. Nous avons utilisé PAST (Hammer et al.
2001) ou SYSTAT (Systat foftware Inc., San Jose, CA, USA) pour effecteur toutes les analyses

statistiques.
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Préambule

Comme nous I'avons souligné dans la synthese bibliographique, les TEP sont présentes
dans tous les milieux aquatiques et constituent une classe omniprésente de microparticules
détritiques en milieu pélagique marin (Passow et Alldredge 1994, Engel 2004, Prieto et al.
2006, Bar-Zeev et al. 2009) et lacustre (Grossart et al. 1997, Carrias et al. 2002, Arruda
Fatibello et al. 2004). Ces particules, dont la plupart ont une origine phytoplanctonique,
jouent un role important dans le cycle biogéochimique des éléments et dans la structuration
des réseaux trophiques aquatiques (Mari et Kigrboe, 1996, Passow et al. 2001, Sugimoto et
al. 2007). Les TEP et leurs agrégats, de part leur structure physique et aussi chimique
forment un environnement favorable aux microorganismes (Ploug et Grossart 2000, Passow
2002). Ainsi, différentes études se sont intéressés a la colonisation bactérienne de ces
particules et également a la composition et I'activité enzymatique des bactéries associées
aux TEP (Passow et Alldredge 1994, Worm et Sgndergaard 1998, Carrias et al. 2002,
Lemarchand et al. 2006). Il a été avancé que ces micro-habitats riches en bactéries actives
pouvaient stimuler la croissance des microorganismes qui vivent librement dans I’eau autour
des particules (Simon et al. 2002). Nous avons donc émis I'hypothese que les brouteurs
principaux des bactéries, les nanoflagellés hétérotrophes (HNF), pourraient étre favorisées
dans les zones de forte colonisation bactérienne des TEP. Cette hypothese a été testée par
une étude printaniere au lac Pavin, |'objectif principal étant de mieux comprendre

I'importance des TEP dans la distribution verticale des bactéries et des protozoaires.
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The significance of Transparent Exopolymeric Particles (TEP) in the vertical
distribution of bacteria and heterotrophic nanoflagellates (HNF) in Lake Pavin

Mohamad- Bashir ARNOUS™ 2, Nicolas COURCOLY? and Jean-Frangois CARRIAS" ?

Clermont Université, Université Blaise Pascal, LMGE, BP 10448 F-63000 Clermont-Ferrand.
%aboratoire Microorganismes: Ge’'nome et Environnement (LMGE), UMR CNRS, 6023, 63177

Aubiére, France.

Parue dans “Aquatic Sciences, 2010, Vol.72, p. 245-253.

1. Abstract

The abundance, size distribution, and bacterial colonization of Transparent
Exopolymeric Particles (TEP) were examined in two consecutive years during the spring
diatom development throughout the water column of the deep meromictic Lake Pavin,
France. TEP concentrations ranged from 1.9 to 13.4 x10° particles L™ and their distribution
and size spectra indicated that these particles are the main factor in governing the transport
of diatoms to the deep hypolimnion of the lake. The majority of TEP was colonized by
bacteria that constituted 0.4 to 8.9% of total DAPI-stained bacteria. The intensity of bacterial
colonization was strongly related to temperature and decreased with particle size. A more
important colonization of small particles in the hypolimnion during thermal stratification
suggested that bacterial colonisation also increased with the age of the particle. The
abundance of heterotrophic nanoflagellates (HNF) was more significantly related to the
density of particles than to the density of total bacteria and the intensity of bacterial
colonization of TEP. Our results therefore suggest that TEP are a more important factor for
HNF development than attached and free bacteria. We conclude that TEP are involved not
only in sedimentation processes but also in the dynamics of bacteria and protozoa in
freshwater pelagic environments.

Key-words: Transparent Exopolymeric Particles, bacteria, heterotrophic nanoflagellates,

freshwater, Lake Pavin.
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2. Introduction

Transparent Exopolymer Particles (TEP), first described by Wiebe & Pomeroy (1972),
consist of a matrix of colloidal fibrils (Leppard & Burnison, 1990) produced from dissolved
carbohydrate polymers secreted by phytoplankton and bacteria (Alldredge et al., 1993;
Passow & Alldredge, 1994; Passow, 2000). TEP are ubiquitous and abundant in pelagic
ecosystems and play a significant role in the biogeochemical cycling of elements and in
structuring food webs (Passow & Alldredge, 1994; Mari & Burd, 1998; Mari, 1999; Passow,
2000; 2002; Engel et al., 2004). The physico-chemical characteristics of TEP enable them to
attach to each other and coagulate with other particles (bacteria, phytoplankton and
detritus) to promote the formation of organic aggregates (Passow et al., 2001; Simon et al.,
2002; Carrias & Sime-Ngando, 2009), consequently influencing the sinking flux of lake or
marine snow. Numerous studies have shown that TEP are natural constituents of the bulk
particulate matter in pelagic systems (Passow & Alldredge, 1995; Mari & Kiorboe, 1996;
Grossart et al., 1998; Berman & Viner-Mozzini, 2001; Arruda-Fatibello et al., 2004; Engel,
2004; Prieto et al., 2006; Sugimoto et al., 2007). Generally speaking, peak field-measured
TEP concentrations are associated with phytoplankton blooms and related to chlorophyll a
concentrations (Passow & Alldredge, 1994; Mari & Kigrboe, 1996; Grossart et al., 1997; Mari
& Burd, 1998; Passow et al., 2001; Carrias et al., 2002; Lemarchand et al., 2006; Sugimoto et
al., 2007), indicating that most of these particles are formed when phytoplankton release
dissolved organic carbon (DOC).

Few studies have focused on the bacterial colonization of TEP, since the main research
focus has been marine particles (Passow & Alldredge, 1994; Schuster & Hendl, 1995; Mari &
Kigrboe, 1996; Worm & Sgndergaard, 1998). According to many studies (Passow &
Alldredge, 1994; Schuster & Herndl, 1995; Mari & Kigrboe, 1996; Worm & Sgndergaard,
1998; Carrias et al., 2002), the vast majority of TEP contain attached bacteria representing 1-
20% of the total bacterial count. Carrias et al. (2002) and Lemarchand et al. (2006)
highlighted that TEP were more colonized by bacteria in the oligomesotrophic Lake Pavin
than in the eutrophic Lake Aydat, indicating that TEP are particularly important for bacterial
growth in environments with low nutrient loading. In addition, bacteria associated with TEP
or larger organic particles (e.g. aggregates) frequently exhibit higher enzymatic activities

than free-living cells in the surrounding water (Lemarchand et al.,, 2006; Carrias & Sime-
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Ngando, 2009). Furthermore, particle-attached bacterial production generally increases with
particle size (Simon et al., 2002).

Colonized TEP and organic aggregates are therefore considered as hotspot
microenvironments, and the activity of the associated bacteria may well stimulate the
growth rates of the free-living microorganisms in the vicinity of the particle (Simon et al.,
2002). We therefore hypothesized that the main microbial grazers (such as heterotrophic
nanoflagellates; HNF) would be considerably enhanced when high densities of colonized
particles are present, resulting in high abundance of HNF. To test this hypothesis, we
analyzed TEP distribution and colonization and determined free bacteria and HNF densities
within the water column of the oligomesotrophic Lake Pavin. This lake was selected because
it is deep enough to allow sampling of sinking particles, and because the local TEP are highly
colonized by bacteria compared to other more eutrophic lake environments (Carrias et al.,
2002, Lemarchand et al., 2006). We address the relationship between TEP densities,
bacterial colonization, and HNF distribution and composition within this lake. Previous
studies of bacteria/HNF relationships in Lake Pavin (Carrias et al., 1996) have clearly
indicated that HNF are the main consumers of bacteria, but clear predator/prey
relationships between the community densities have generally been imperceptible on a
seasonal scale (Carrias et al., 1996, 1998). Our survey was conducted in April and May in two
consecutive years during the spring diatom development (Amblard et al., 1992; Quiblier-

Lloberas et al., 1996), characterized by high TEP concentrations (Carrias et al., 2002).

3. Material and Methods

3.1. Study site and sampling

The study was conducted in Lake Pavin (45° 29’ 41" N, 02° 53’ 12" E, altitude: 1197 m)
in the Massif Central of France. Lake Pavin is a volcanic mountain lake characterized by a
circular shape, high maximum depth (Zax = 92 m), and low surface and drainage basin areas
(44 and 50 x10* m?, respectively). It is a meromictic and dimictic oligomesotrophic lake with
partial overturns. The depth of the euphotic zone varies between 20 and 30 m.

Water samples were collected in April and May in two consecutive years (2005 and

2006) with an 8-Liter Van Dorn bottle at the deepest point of the lake. On two dates in 2005,

48



Chapitre Ill: Importance des Particules d’Exopolyméres Transparentes (TEP) dans la
distribution verticale des bactéries et des nanoflagellés hétérotrophes (HNF) dans le lac Pavin

sampling was done at a total of seven different depths: six in the mixolimnion (0.5, 5, 15, 20,
30 and 50 m depth) and one in the chemocline (58 m depth). In 2006, four depths (5, 15, 30
and 58 m) were sampled on three dates during spring. Water temperature and dissolved
oxygen were measured in situ with a WTW probe (ProfiLine OXI 197). Based on depth
variations in temperature and dissolved oxygen during summer thermal stratification, the
epilimnion of Lake Pavin corresponds to the surface mixed layer from O m to 15 m depth,
while the metalimnion is characterized by a steep temperature gradient until 20 m depth.
The hypolimnion shows stable temperature values close to 4°C, extending from 20 to 55-

60 m depth.

3.2. Phytoplankton analysis

Chlorophyll a concentrations were determined spectrophotometrically from samples
collected on Whatman GF/C filters. Pigments were extracted in 90% acetone and
concentrations were calculated in SCOR-UNESCO equations. Microscopic counts of
phytoplankton were performed in Lugol’s iodine-fixed samples using a Wild 40 inverted

microscope at a magnification of x400 (Utermohl, 1958).

3.3. Enumeration of nanoflagellates and total bacteria

Samples of bacteria (5 ml) and nanoflagellates (100 ml) were fixed with 2% (final
concentration) formalin and 1% (final concentration) glutaraldehyde, respectively.
Subsamples for bacterial counts were DAPI-stained (final concentration = 0.25ug ml™) and
filtered onto 0.2-um pore-size filters. Nanoflagellates were stained with primulin (Caron,
1983) and collected onto 0.8-um pore-size black Nuclepore filters. The filters were mounted
with a non-fluorescent immersion oil between a glass slide and a cover slip. Slides were
stored at —20°C until counting, when they were examined under UV light at x1100
magnification by epifluorescence microscopy in a darkroom using a LEICA FU microscope.
Bacterial cell counts were made by inspecting 50-80 fields of view of the microscope. A total
of 300 to 600 nanoflagellates from each slide was counted on several transects (SD <10%).
HNF were identified to the level of genus, family or major taxonomic groups, according to

previous studies on HNF in this lake (Carrias et al., 1996, 1998).
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3.4. TEP analysis and bacterial colonization

Samples for particle counts were fixed with 1% (final concentration) formalin.
Subsamples of 5 to 10 ml were double-stained with DAPI and the polysaccharide-specific
Alcian Blue to enumerate TEP and TEP-attached bacteria (Passow & Alldredge, 1994).
Subsamples were first DAPI-stained (0.25 ug ml™), filtered onto 0.2 pm Nuclepore filters,
then re-stained with Alcian Blue. Staining was performed on damp filters for 5 sec using an
aqueous solution of 0.03% Alcian Blue and 0.06% acetic acid. The filter was removed,
mounted on a glass slide with immersion oil, and stored at —20°C until counting. Particle
analyses were performed with an epifluorescence microscope (Leitz Laborlux) equipped with
a 1250x lens, a Sony 3CCD color video camera (model DWC-950P), a Sony video recorder,
and a Leica Q500 personal computer. Counts were performed on video images using Leica
Qwin image analysis software (Carrias et al., 2002). Two to four transects were scanned for
each filter under visible light at x1.250 magnification, and TEP (40 to 500 particles) were
sized and counted. Bacteria associated with at least 40 TEP per slide were counted by
switching between visible and UV light.

For each sampling date and depth in 2005, TEP were separated into 4 to 6 size classes
according to equivalent spherical diameter (ESD), and the number of bacteria for each
particle in each size classe was recorded. Size spectra of TEP were described by the power
relation N = k’dp'B, where the constant k is dependent on particle concentration and
describes the size spectra. For each size interval, the particle concentration (dN) was
normalized to the length of the interval (dp) and plotted against the arithmetic average
length (/). The parameters k and B were estimated by regression (Mari & Kigrboe, 1996;
Carrias et al., 2002). Significant (P < 0.05) regressions indicate that the size distribution of
TEP follows a power law. A decrease in B signifies a reduction in the contribution of small
particles. Assuming that TEP size spectra are caused by coagulation processes due to
turbulent shear, the steady-state distribution of TEP would have a B coefficient equal to 3
(McCave, 1983). B values lower than 3 or non-significant relationships can be interpreted as
indicating a non-steady-state distribution of the particles (Passow & Alldredge, 1994; Mari &
Kigrboe, 1996). Bacterial colonization of TEP was estimated by the function n = a x db, where
n is the number of bacteria per particle, d is the ESD, and a and b are constants for a given

sample obtained from log-log plots of n vs d (Mari & Kigrboe, 1996). These regressions were
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statistically significant (P < 0.05) for the majority (85%) of our samples. Differences in values

between depths and dates therefore indicate differences in bacterial colonization of TEP.

3.5. Statistical analysis

The effects of TEP and their degree of colonization on HNF densities and composition,
and the effect of bacterial abundance on HNF, were analyzed by simple linear regression
analysis using PAST software (Hammer et al., 2001). Data of abundance were log-
transformed before analysis. Data of the relative contribution of HNF taxa to total HNF

densities were arcsine-transformed.

4. Results and Discussion

4.1. Environmental conditions

In both years, April was a period of homogenous water column temperature with
values close to 4°C. In May, the trend was towards thermal stratification with temperature
values of ~10°C in the surface waters, allowing the distinction of the epilimnion (0-5 m
depth, with an average temperature of 9.15 + 1.9 °C), the metalimnion (5-10m, 5.5 + 1.3 °C)
and hypolimnion (4.2 £ 0.25 °C). Oxygen concentrations varied between 0.0 (60 m, April
2006) and 13.7 mg L' (5 m, May 2006), averaging 8.5 + 3.5 mg L. The oxycline was situated
between 57 and 59 m depth.

Chlorophyll a concentrations fluctuated from 0.6 to 12.5 pg L™ and values were
frequently higher in 2005 than in 2006 (means: 5.9 + 3.6 and 2.2 + 1.3 pg L™ in 2005 and
2006, respectively), probably because of a greater contribution of chlorophytes during the
first year. Peak chlorophyll a concentrations were recorded at 20 m and 15 m depth, with
mean peaks reaching 10.9 and 3.7 pg L™ in 2005 and 2006, respectively. Spring Chl a
concentrations in the euphotic zone were similar to those reported by Carrias et al. (2002)
and Lemarchand et al. (2006). The lowest values were recorded at 58 m depth (means: 2.7
and 0.72 ug L' in 2005 and 2006, respectively).

Due to aphotic conditions and low temperature values, phytoplanktonic communities
at 50 and 58 m depth were composed of decaying and sedimenting cells. Phytoplankton in

every sample were largely dominated by diatoms (Asterionella formosa, Aulacoseira italica,
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Cyclotella sp. and Synedra ulna), which accounted for 93% of total phytoplankton biomass
without significant differences between depths and dates. Chlorophytes (Ankistrodesmus
gracilis, Chlorella sp. and Mesostigma sp.) formed 6% of the phytoplankton biomass and
were more numerous in 2005 than 2006. Other microalgae included Rhodomonas sp. and
the cyanobacteria Chroccocus sp., which accounted for less than 1% of phytoplanktonic
biomass in both years. The composition and community structure of phytoplankton in spring
were comparable to those reported in earlier studies (Amblard & Bourdier, 1990; Carrias et
al., 1998), highlighting the strong reproducibility of biological successions in this lake.
Bacterial densities ranged from 2.2 to 9.5 x 10° bacteria mI™. Mean values for 2005 and 2006
were 5.6 + 1.3 x 10° bacteria mI™ and 4.8 + 2.2 x 10° bacteria ml™, respectively. In the
euphotic layers (< 30 m depth), bacteria were more numerous in May than in April as the
thermal stratification established itself. As a result, bacterial abundances tended to decrease
with depth during May, especially in 2006, and values were significantly related to

chlorophyll a concentrations (r* = 0.26, P < 0.01).

4.2. TEP distribution and bacterial colonization

TEP densities fluctuated between 1.9 x10° and 13.4 x10° particles Lt during this study
(annual means: 4.7 + 2.2 x10° and 6.7 + 3.7 x10° particles L™ in 2005 and 2006, respectively).
These values were 1.5 to 2.5-fold higher than previously reported densities in this lake
(Carrias et al., 2002; Lemarchand et al.,, 2006) and in marine (Passow, 2002; Engle, 2004;
Prieto et al., 2006; Claquin et al., 2008) and freshwater (Berman et al., 2001) environments.
As noted by several authors (Alldredge et al., 1993; Kigrboe et al., 1994; Passow and
Alldredge, 1994; Logan et al., 1995; Grossart et al., 1997), high TEP densities are associated
with high quantities of sinking material from the bloom of large-size diatoms occurring at the
time. Between-year differences in densities were only noticeable in the euphotic zone during
May (Fig. 10), with highest densities in the metalimnion in 2006 (5.7 and 13.4 x10° particles
L™ at 15 m in 2005 and 2006, respectively). In Lake Constance, Logan et al. (1995) and
Grossart et al. (1997) reported that high numbers of TEP can lead to rapid aggregation and
sedimentation of diatom blooms during spring and summer, but only during periods of

diatom decomposition. In Lake Pavin, the sedimentation period of the spring diatom bloom
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extends from mid-April to the end of May, with densities of sinking cells at 15 and 30 m
depth peaking in May (Amblard & Bourdier, 1990).

The high densities of TEP in May 2006 were related to low chlorophyll a values but
high diatom densities, indicating that decaying cells were preponderant. In contrast, high
metalimnetic values of chlorophyll a were noted in May 2005, while TEP densities numbers
were two-fold lower than in 2006. Therefore, despite the low number of sampling dates, our
results suggest that the diatom bloom appeared earlier in 2006, leading to high TEP densities
in the metalimnion in May. TEP density values were lowest in the deepest part of the
mixolimnion, while phytoplankton biomass was relatively high, signifying that TEP are mainly
produced in the upper layers of the lake by cells that are sinking but still alive (Amblard &
Bourdier, 1990). TEP are occasionally recorded in high numbers at the oxic-anoxic boundary
in Lake Pavin (58-60 m depth, unpublished data), where they are probably produced by the
large quantities of DOC from the monimolimnion (Alberic et al. 2000). Berman and Viner-
Mozzini (2001) also found high concentrations of TEP in the bottom of Lake Kinneret from
September to December 1999. These particles originated from resuspended material from

the sediment surface of this shallow lake.
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Figure 10. Spatiotemporal distribution of the densities of TEP in 2005 (A) and 2006 (B)

Analysis of the TEP size spectra indicated that the particles followed a non-steady-state
distribution during the study period. Regressions between the concentration of particles and

their average length for each size interval were only significant for 8 of the 26 samples. The B
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values calculated from significant relationships were lower than 3 and ranged from 0.0 to
1.46 (mean: 0.74 £ 0.49). According to Passow & Alldredge (1994), the lack of significant
relationship or a size distribution with a low B value could indicate TEP coagulating with
diatom cells. Our results for TEP size distribution are therefore consistent with the
distribution of phytoplankton and TEP densities through the water column, confirming that
TEP are the main factor driving the transfer of diatoms to the bottom of the lake during May.
Other processes such as bacterial utilization or zooplankton activities can also affect the size
distribution of TEP (Passow & Alldredge, 1994). Because they are extremely flexible, TEP can
pass through pores many times smaller than their apparent size, leading to an
underestimation of the density of the smallest particles. To minimize this issue, the size
spectra of the particles have to be evaluated by regression procedures.

Double-staining with DAPI and Alcian Blue indicated that the majority of the particles
(97.3 £ 4.2%) were colonized by bacteria. TEP-associated bacteria represented 0.4 to 8.9% of
total DAPI-stained bacteria (Mean: 2.3 + 1.1 %). These values are higher than those
estimated previously in this lake (Carrias et al., 2002), but within the range of values
reported from marine (Passow & Alldredge, 1994; Schuster & Herndl, 1995; Mari & Kigrboe,
1996) and other freshwater (Worm & Sgndergaard, 1998) environments, i.e. generally from
0.5 to 25%. Estimation of the colonization coefficient using the power law relationship n = a
x d’ indicated that the constant a averaged 0.90 + 0.72 (range: 0.25 to 3.02; Fig. 2). The
mean value estimated in spring 2000 was slightly lower (0.59 * 0.33; Carrias et al., 2002),
confirming that TEP were more heavily colonized in this study. In April, the bacterial
colonization of TEP was low since the TEP were recently formed by diatoms and may have
had insufficient nitrogen-rich substrates like amino acids (Decho, 1990). The colonization
decreased with depth as temperature and TEP densities.

The pattern of colonization was different in May, with higher values at each depth (Fig.
11). Colonization of TEP, expressed by the constant a, was therefore highly related to
temperature (r* =0.67, P < 0.001). The stronger May-time colonization of the particles at the
50 and 58 m depths is surprising, since there was no change in temperature in these layers
between the two sampling dates. A probable explanation is that the majority of TEP are
older in the bottom of the hypolimnion during May, when thermal stratification became

stable, and new particles are mainly produced by phytoplankton in the upper part of the
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mixolimnion, thus triggering stronger colonization of the particles in the bottom of the

hypolimnion despite the low and constant temperature values. On average, the number of

bacteria per unit area of particles decreases with particle size (Table 4), in agreement with

the majority of studies (Passow & Alldredge, 1994; Schuster & Herndl, 1995; Mari & Kigrboe,

1996; Worm & S¢ndergaard, 1998; Carrias et al.,, 2002). Differences in the bacterial

colonization of TEP size fractions (Table 4) clearly indicated that the smallest fractions (2-5

pum and 5-10 um) were more heavily colonized in May, especially at 50 and 58 m. Assuming

that smaller particles are older (Passow, 2002), we conclude that bacterial colonization of

TEP is not only dependent on water temperature but also dependent on the age of the

particle.
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Figure 11. Vertical distribution of bacterial colonization of TEP expressed by the coefficient a

Table 4. Average values for bacterial colonization of size fractions of TEP (Bacteria per unit area, N

according to the power law n = a x d° (See text for explanation).

per um?) in Lake Pavin in spring 2005.

April 3 May 4
Detph  25um  510um  10-15um  15-20um  20-50 um 2-5 pm 5-10pym  10-15um  15-20 pm 20-50 pm
Om 0.38 0.27 0.07 0.03 0.04 0.69 0.34 0.18 0.11 0.06
5m 0.39 0.22 0.17 0.12 0.10 0.28 0.28 0.25 0.13 0.06
15m 0.28 0.23 0.20 0.14 0.16 0.30 0.29 0.16 0.14 0.10
20m 0.34 0.15 0.11 0.11 0.09 0.37 0.21 0.15 0.11 0.05
30m 0.18 0.14 0.10 0.08 0.06 0.35 0.20 0.18 0.14 0.18
50m 0.17 0.12 0.09 0.05 0.05 0.43 0.23 0.14 0.10 0.09
58 m 0.14 0.09 0.06 0.06 0.04 0.37 0.43 0.27 0.15 0.07
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4.3. HNF distribution and relationship with bacteria and TEP

Average HNF abundances (range: 0.19 to 2.9 x 10° cell mI™*, mean: 1.02 + 0.8 x 10° cell
ml™) were 4-fold higher in the euphotic layer (0 to 20 m depth, mean: 2 + 0.65 x 10% cell mI™)
than in the aphotic hypolimnion (30 to 58 m depth, mean: 0.5 + 0.12 x 10® cell ml'l). This
difference in HNF densities with depth was particularly marked in 2006 due to the high
densities of HNF protozoa at 5 and 15 m depth (Fig. 12). Between-date differences in HNF
abundances were also more pronounced during the second year. According to previous
studies (Carrias et al., 1998, 2001), May is a period of high HNF development in Lake Pavin.
Generally, the spring peak of HNF during the diatom bloom is typical for temperate
freshwater environments (Nagata, 1988; Weisse, 1991; Pick & Hamilton, 1994). The
community was largely dominated by a small (2-4 um-length) uniflagellated taxon during the
mixing period, representing 81% of the total HNF density. This taxon was less numerous
during the establishment of thermal stratification in May (52% of the total HNF densities),
when Monas-like cells accounted for 34% of HNF densities, and its contribution to total
densities decreased markedly with depth (Fig. 13). Other HNF included Kathablepharis (9.1 +
4.4% of total HNF densities), choanoflagellates and bodonids (1 + 0.5 and 3 +1.2% of total

HNF, respectively).
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Figure 12. Distribution of HNF densities in 2005 (A) and 2006 (B).
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Figure 13. Relative contribution (%) of different HNF taxa to total HNF abundance in April 2005
(A) and May 2005 (B).

As noted for phytoplankton, the spring community structure of HNF was comparable
to that recorded in previous studies (Carrias et al., 1998, 2001) as well as in other pelagic
environments (Arndt et al., 2000). The vast majority of HNF consume bacteria and, due to
their high densities, HNF are considered the main bacterivores in pelagic food webs (Sanders
et al., 1992; Carrias et al., 1996; Simek et al., 2000; Sherr & Sherr, 2002). Assuming that the
activity of TEP-associated bacteria may stimulate the growth rates of free-living bacteria in
the vicinity of the particle (Simon et al., 2002), we hypothesized that HNF abundances could
be related to TEP densities and to particle colonization patterns. HNF densities (total or
taxon-specific) were, however, uncorrelated to particle colonization as expressed by
coefficient a. In both years, HNF densities were highly correlated to TEP abundances, while
significant bacteria/HNF correlation was only detected in 2006 (Fig. 14). The lack of within-
lake relationships between bacteria and HNF has been reported in many studies (Carrick &
Fahnenstiel, 1989; Nagata, 1988; Weisse, 1991; Bennet et al., 1990; Pick & Hamilton, 1994;
Carrias et al., 1998) and the seasonal succession of freshwater HNF is usually more related to
the seasonal succession of phytoplankton than of bacteria (Gide, 1989; Pick & Hamilton,
1994). In assessing factors that can regulate the dynamics of HNF, the structure of the food

web is often expected to have a major impact. In particular, the top-down impact of
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predators (ciliates and metazooplankton) is deemed an important control mechanism of the
seasonal dynamics of free-living HNF in lakes (Jirgens, 1994; Weisse, 1990; Carrias et al.
1998, 2001). To our knowledge, the role of particles has never been evaluated, and there are
still too few studies on the interactions between protozoans and TEP.

Our results suggest freshwater HNF are at least partially dependent on TEP densities.
Particle distribution explained 63% and 61% of the variability in HNF abundance in 2005 and
2006 (Fig. 14), respectively. We thus conclude that TEP is a relevant factor of HNF
distribution during the spring diatom bloom in Lake Pavin. Based on studies of organic
aggregates in pelagic environments, it has been hypothesized that particles may be involved
in the growth of certain HNF species in pelagic environments by grazing on particle-
associated bacteria (Caron et al., 1982, 1986). In Lake Pavin, bodonids, Monas-like cells and
the small-sized dominant taxa are potentially able to feed on attached bacteria. Although
their densities were related to TEP densities, the distribution of these taxa was not related to
bacterial colonization of the particles. This suggests that TEP play a different role in the
control of HNF. Given that they exhibit the properties of gels (Passow, 2002), TEP may
constitute a pelagic microhabitat protecting HNF against ciliate and metazoan predation,
resulting in higher HNF densities during spring plankton development. In addition, the
smallest TEP may be an alternative food resource for HNF (Sherr, 1988) during low bacterial
densities and/or periods of strong competition between bacterivorous taxa. Oligotrichous
ciliates could represent important HNF competitors during spring in Lake Pavin (Carrias et
al.,, 2001). These assumptions are highly speculative, and further data are required from
additional pelagic environments with varying HNF abundance, TEP abundance and
associated bacteria in order to provide deeper insight into the role of TEP in the dynamics of

heterotrophic nanoflagellates.
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Figure. 14. Response of HNF density to increasing TEP abundance (A) and increasing bacterial
abundance (B) for the 2 years studies. The regression function for (A, 2005) isy = - 1.18 + 1.13x, r* =
0.63, P < 0.001; for (A, 2006) y = - 1.37 + 1.16x, r* = 0.61, P < 0.001; for (B, 2005) y = 2.34 + 0.76x, r* =
0.06, P = 0.36; for (B, 2006) y = - 1.19 + 2.41x, r* = 0.56, P = 0.005.
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Préambule

La production des TEP est habituellement associée au phytoplancton et leurs concentrations
sont souvent liées a celles de la chlorophylle a. Généralement, les concentrations maximales
en TEP sont associées aux efflorescences du phytoplancton, particulierement celles
dominées par des diatomées (Passow et Alldredge 1994, Passow et al. 2001, Carrias et al.
2002, Arnous et al. 2010), mais aussi par les dinoflagellées (Berman et Viner-Mozzini 2001),
les cyanobactéries (Grossart et al. 1998) et les cryptophycées (Kozlowski et Vernet 1995). En
effet, cette production de TEP dépend de plusieurs facteurs tels que I'espéece
phytoplanctonique dominante et son état physiologique, et les facteurs physico-chimiques
(Passow 2002). En lien étroit avec la distribution du phytoplancton, le statut trophique du
milieu influence la distribution des TEP, la production de ces dernieres augmentant avec
I’eutrophisation du milieu. Si les relations entre TEP et phytoplancton ont été assez bien
étudiées en milieu marin, les études en eau douce sont rares. Les résultats présentés dans le
chapitre précédant (chapitre 3) nous ont permis de caractériser la distribution verticale des
TEP pendant I'efflorescence printaniere des diatomées au lac Pavin. Afin de compléter et
enrichir notre compréhension sur la dynamique des TEP en milieu lacustre, nous analysons
dans ce chapitre la distribution annuelle de I'abondance, de la concentration et du spectre
de taille des TEP dans deux lacs de niveaux trophiques différents: le lac Pavin, oligo-
mésotrophe et le réservoir hypereutrophe de Grangent. Les bactéries ont été aussi prises en
considération. Ces deux milieux ont été sélectionnés pour leur différence marquée dans la

composition phytoplanctonique.
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Seasonal distribution of transparent exopolymer particles (TEP) in two lakes with different
trophic status
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Soumis a Hydrobiologia

1. Abstract

The distribution of Transparent Exopolymeric Particles (TEP) in two lakes with
different trophic status (Lake Grangent, hypereutrophic and Lake Pavin, mesotrophic)
located in the Massif Central, France, was analyzed over a seasonal cycle. We used
colorimetric and microscopic methods to determine the concentration, the abundance and
surface area, and the size spectra of TEP. The abundance and the total surface area of the
particles were significantly higher in the hypereutrophic Lake Grangent than in the
mesotrophic Lake Pavin. TEP abundance in this lake (range: 0.8 to 17.5 x 10° particles.L™,
mean: 3.5+3.4 x 10° particles.L'l) was unrelated to TEP concentration (range: 287 to 2502
ngeq.L'l, mean: 10291489 ngeq.L'l). Maximum TEP density in Lake Pavin was recorded
during the spring diatom bloom, while TEP concentration peaked in late summer when the
phytoplankton community was largely dominated by small-size chlorophytes with an
abundant polysaccharide cell coating. Peaks in bacterial abundance in Lake Pavin follow the
maximum concentrations in TEP In the hypereutrophic Lake Grangent, TEP abundance
(range: 2.5 to 36.4 x10° particles.L”, mean: 10.948.8 x10° particles.L’!) and TEP
concentrations (range: 552 to 3552 ngeq.L'l, mean: 164111076 ngeq.L'l) revealed a
similar seasonal evolution and maximum values appeared during the summer development

of the cyanobacterium Microcystis aeruginosa. Per cell production of TEP, expressed by the
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ratio between TEP concentration and chlorophyll a concentration, was significantly higher in
the less productive lake and the analysis of the size spectra of the particles indicated a
greater proportion of small particles in this lake. Our results therefore suggest that TEP are
more significant for microbial development and aggregates formation in the less productive
environment.

Key words: transparent exopolymer particles, phytoplankton, freshwater, lakes.

2. Introduction

Since the development of methods to quantify transparent exopolymer particles (TEP,
see Alldredge et al., 1993), it has been shown that these gel-particles are not only ubiquitous
and abundant in pelagic environments but also play a significant role in the biogeochemical
cycling of elements and in structuring the food web (Passow & Alldredge, 1994; Mari & Burd,
1998; Mari, 1999; Passow, 2000; 2002; Engel et al., 2004). TEP are generated abiotically from
polysaccharide precursors released from phytoplankton and bacteria as dissolved and
colloidal matter (Zhou et al., 1998; Passow, 2000) and constitute an important step in the
conversion of dissolved to particulate organic carbon. TEP enhance the aggregation and
sedimentation of particles, especially during phytoplankton blooms (Alldredge et al., 1993;
Logan et al., 1995; Engel et al., 2004), and, owing to their high carbon content, they
contribute significantly to carbon export from the surface to the sediment of pelagic
environments (Passow et al., 2001; Beauvais et al., 2003; De Vincente et al., 2009).

In situ TEP production has been associated with phytoplankton, and TEP densities are
often related to chlorophyll a concentrations (Passow & Alldredge, 1995; Mari & Kigrboe,
1996; Grossart et al., 1997; Passow et al., 2001; Carrias et al., 2002; Lemarchand et al., 2006;
Sugimoto et al., 2007). Given that TEP production is primarily controlled by the availability of
nanometer-sized TEP precursors and that diatoms can produce large amounts of these
precursors in culture and field conditions, diatoms are considered as the main organisms
that produce TEP (Kigrboe and Hansen, 1993; Passow & Alldredge, 1994; Grossart et al.,
1997; Passow et al., 2001). High concentrations of these particles have also been recorded
during blooms dominated by marine dinoflagellates (Passow & Alldredge, 1994; Alldredge et
al., 1998), cryptomonads (Passow et al., 1995), and freshwater cyanobacteria (Grossart et

al., 1998). These latter are able to produce large amounts of extracellular polymeric
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substances, mainly polysaccharides, and so significantly contribute to the TEP pool
(Bertocchi et al., 1990; Gloaguen et al.,, 1995). The physiological state of phytoplankton
(Passow & Alledredge, 1995, Grossart et al., 2006), irradiance (Hong et al.,, 1997), and
physical factors, including wind-stimulated shear (Grossard et al., 1998; Beauvais et al.,
2006) and bubbling (Zhou et al., 1998), also influence TEP production. In situ production of
TEP by bacteria appears to be negligible (Schuster & Herndl, 1995) while large amounts of
TEP or TEP-precursors are generated by cultured bacteria (Grossart, 1999). Although
microorganisms appear to be the main producers of TEP, zooplankton may also contribute to
the formation of TEP (Passow, 2002) and can shift the size distribution of the particles
(Prieto et al. 2001).

Assessments of the origin and formation of TEP and their relationships with
phytoplankton are well documented in marine environments (Passow and Alldredge, 1994;
Passow et al., 1994; Mari & Kigrboe, 1996; Mari & Burd, 1998; Passow et al., 2001; Krembs &
Engel, 2001; Engel, 2002; Radi¢ et al., 2005; Bar-Zeev et al., 2009). By contrast, studies of
freshwater TEP are scarce, are generally time-limited, and have focused mainly on the spring
diatom development and the bacterial colonization of the particles (Carrias et al., 2002;
Lemarchand et al., 2006; Arnous et al., 2010). Detailed distribution of freshwater TEP and
their relationships with phytoplankton and bacteria over a complete seasonal cycle are
lacking (but see Bermann & Viner-Mozzini, 2001). In this study, we estimated the
significance of TEP in two lakes that differ in trophic status during an annual cycle from
February to December 2007. Because algae and bacteria are considered as the main
producers of TEP, phytoplankton composition, chlorophyll a and bacterial abundance were
considered throughout the annual cycle. Lakes Pavin and Grangent were selected for their
well-known phytoplankton composition. Lake Pavin is characterized by a spring bloom
mainly dominated by large-size colonial diatoms (Aulacoseira italica, previously named
Melosira italica subsp. subarctica and Asterionella formosa). Summer development consists
of the cyanobacterium Anabaena flos-aquae and the chlorophyte Oocystis lacustris, while
the diatoms Asterionella formosa and Cyclotella sp. and the chlorophyte Sphaerocystis
schroeteri dominate the phytoplankton communities in autumn (Quiblier- Lloberas et al.,
1996; Carrias et al., 1998). Lake Grangent is a hypereutrophic reservoir of the River Loire.

Since the end of 1970, high external phosphorus loading has been causing
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hypereutrophication of this reservoir, leading to recurrent cyanobacterial blooms of
Microcystis aeruginosa during summer (Berthon et al. 1996; Latour et al., 2004). Our main
objective was to determine how TEP differed in abundance, concentration and size spectra
according to lake trophic status and to seasonal changes in phytoplankton composition

within and between lakes.

3. Material and methods

3.1.  Study site and sampling

The study was conducted in two lakes with different trophic status located in the
Massif Central, France. Lake Pavin (45° 29’ N, 02° 53’ E, altitude: 1197 m) is a volcanic
mountain lake characterized by its circular shape and its low surface and drainage basin area
(44 and 50 x 10* m?, respectively). It is a deep (maximum depth: 92m) dimictic (with partial
overturns), meromictic (limit between mixo and monimolimnion: 55m), and
oligomesotrophic lake. The depth of the euphotic zone ranges between 20 and 30 m. During
the thermal stratification the epi-, meta- and hypolimnion are located at 0-5, 10-18 and 20-
55 m, respectively (Colombet et al., 2009). Lake Grangent (45° 27’ N, 04° 15’ E, altitude: 420
m) is a hypereutrophic, turbid reservoir located on the upper reaches of the River Loire 15
km from the city of Saint-Etienne. The reservoir was created in 1957; it has a surface area of
365 ha, a length of 21 km, a maximum depth of 50 m and a capacity of 57.4 x 10°m®. This
waterbody is important for energy production, field irrigation and summer recreational
activities.

Sampling was conducted bimonthly from February to December 2007 in the
epilimnion of the lakes (at depth 0.5 and 1 m in Lakes Grangent and Pavin, respectively).
Water samples were collected using a 10 L Van Dorn bottle at the deepest point of Lake
Pavin and in the downstream part of the Grangent reservoir, where blooms have been
generally occurring for the past few years (Giraudet & Berthon, 1999). Water temperature
and dissolved oxygen profiles were determined in situ using a WTW-0OXI-320 multiparameter

probe.

3.2.  Phytoplankton analysis
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Chlorophyll a concentrations were determined spectrophotometrically (Lorenzen
1967) from samples (0.5-2.5 1) collected on Whatman GF/F filters. Pigments were extracted
in 90% acetone and concentrations were calculated using SCOR-UNESCO equations.
Microscopic counts of phytoplankton were performed in Lugol’s iodine (1:100) fixed
samples, under an inverted microscope at a magnification of x400 (Utermohl, 1958).
Because of its buoyancy, M. aeruginosa could not be counted by this method. M. geruginosa
cell densities were therefore determined in duplicate using a Malassez counting chamber
with a Nikon Optiphot 2 microscope (x200; Nikon, Melville, NY, USA) after the rapid
disruption (<1 min to achieve dissociation without damaging colony cells) of the colonial
structure of M. aeruginosa by low-power ultrasonication (20 kHz) (ultrasonic processor at
25 kHz). Taxonomic identification was made at the genus or species level using references
(Bourrelly, 1981, 1985, 1990; Komarek and Anagnostidis, 1999, 2005) and previous studies in
Lake Pavin (Amblard et al., 1992; Carrias et al., 1998, 2001) and Lake Grangent (Giraudet and
Berthon, 1999). The phytoplankton carbon biomass was calculated from the mean cell
volume of each species according to Hillebrand et al. (1999), considering that 10° um?® = 1 pg
(wet weight) and assuming that organic cell carbon represents 12% of wet weight biomass

(Lamotte & Bourliére, 1983).

3.3. Total bacteria count

Samples (5 ml) were fixed with 2% (final concentration) formalin, stained with DAPI
(final concentration = 0.25 ug ml™) and filtered on 0.2 um pore filters according to Porter
and Feig (1980). The filters were mounted with a non-fluorescent immersion oil between a
glass slide and a cover slip and slides were stored at —20 °C until counting was performed.
Preparations were examined under UV light at x1100 magnification by epifluorescence
microscopy in a dark room using a LEICA FU microscope. Bacterial cell counts were made in

50-80 fields of view of the microscope.

3.4. Determination of TEP

Colorimetric determination of TEP was performed according to the protocol of Passow
and Alldredge (1995). Briefly, triplicate 50—-150 mL samples were vacuum-filtered (150 mm
Hg) through 25 mm, 0.4 um polycarbonate filter (Millipore HTTP). The filters were stained
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for <5 s with 0.5 mL of 0.02% Alcian blue in 0.06% acetic acid (pH 2.5) and then rinsed with
distilled water to remove excess dye. The filters were then placed in beakers with an aliquot
(6 ml) of 80% (v/v) H,SO4 for 2 h with gentle stirring. Absorbance of the extracted material
was measured spectrophotometrically at 787 nm. The standard curve was prepared by
filtering different masses of xanthan gum (Sigma G-1253) on 0.4 um polycarbonate filters.
Absorbance measured on filter blanks were subtracted from those of standard curve and
sample absorbance. TEP concentration is expressed in pug xanthan gum equivalent per liter
(ug Xeq.I™).

Samples for TEP abundance were fixed with 1% (final concentration) formalin.
Triplicate subsamples of 2 to 5 ml were stained with polysaccharide-specific Alcian blue
(Passow and Alldredge, 1994) and filtered on white 0.2 um polycarbonate membranes
(GTTP, Millipore). Staining was performed on damp filters for 5 s using an aqueous solution
of 0.03% Alcian blue and 0.06% acetic acid. The filter was removed, mounted on a glass slide
with emersion oil, and stored at —20 °C until counting was performed. Particle analyses were
performed with an epifluorescence microscope (Leitz Laborlux) equipped with a x100
objective lens, a Sony 3CCD color video camera (model DWC-950P), a Sony video recorder,
and a Leica Q500 personal computer. Counts were carried out on video images using the
image analysis Leica Qwin software (Carrias et al., 2002). Two to four transects were scanned
for each filter under visible light at x1250 magnification and TEP (40 to 500 particles) were
sized and counted.

TEP were separated into 5 size classes (<5, 5-10, 10-15, 15-20 and >20um) according to
equivalent spherical diameter (ESD) and size spectra were calculated according to the power
relation N = k’dp'B, where the constant k depends on particle concentration and B describes
the size spectra. For each size interval, the particle concentration (dN) was normalized to the
length of the interval (dp) and plotted against the arithmetic average length (/). The
parameters k and B were estimated by regression (Mari & Kigrboe, 1996; Carrias et al.,
2002). Significant (P < 0.05) regressions indicated that the size distribution of the TEP follows
a power law. A decrease in B signified a reduction in the contribution of small particles.
Assuming that TEP size spectra are caused by coagulation processes due to turbulent shear,
the steady-state distribution of the TEP would have a B coefficient equal to 3 (McCave,

1983). B values lower than 4 or non-significant relationships can be interpreted as indicating
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a non-steady-state distribution of the particles (Passow and Alldredge, 1994; Mari and
Kigrboe, 1996).

3.5.  Statistical analyses

Differences between lakes in biological and TEP variables were tested by one-way
analysis of variance (ANOVA). Potential relationships between variables were analyzed by
linear regressions for each lake. For these analyses, data were log transformed to meet the
assumptions of normality and homogeneity of the residuals. Differences in the TEP-
chlorophyll a ratio were performed using the non-parametric Mann-Whitney test. We used

SYSTAT software (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) for all statistical analyses.

4. Results

4.1. Ambient environmental conditions

Winter was a period of homogeneity of the water column temperature in the lakes,
with values close to 3.9 °C for Lake Pavin and 4.4 °C for the Grangent reservoir. The thermal
stratification started in April in both lakes and became stable during late spring and summer
with maximum epilimnetic values of 17.0 °C and 22.3 °C during August in Lake Pavin and the
Grangent reservoir, respectively. During this period the thermocline was located at depth 12
and 30 m in the lake and the reservoir, respectively. Temperature values dropped steeply
during October, reaching the winter minimum in December at the end of the study.

Epilimnetic water in the two lakes was generally well oxygenated throughout the
study period with values always exceeding 4.0 mg.l'l. Oxygen concentrations varied between
4.2 and 12.5 mg.I! (Mean: 8.8 + 2.3 mg.I"") in Lake Pavin. Values were highest (close to
11 mg.I"") in May during the diatom bloom. Oxygen concentration remained stable during
the summer (mean = 8.8 + 1.2 mg.I™) and peaked in November. Values in Lake Grangent
fluctuated from 6.1 to 12.7 mg.l'land the seasonal mean value (8.7 £ 1.9 mg.l'l) was close to
that recorded in Lake Pavin. Values were high during winter and spring, ranging between 8.6
and 12.7 mg.l'l. Concentrations remained stable during the summer (mean=8.2+1.2 mg.l'l)

while minimal values were recorded in the autumn (mean =6.8 + 0.9 mg.l'l).
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4.2. Differences in biological parameters and TEP characteristics between the lakes

Marked differences were found in phytoplankton composition, chlorophyll a
concentrations, bacterial abundance and TEP parameters between the lakes (Table 5).
Chlorophyll a concentrations in Lake Grangent were 7 times higher than in Lake Pavin, with
peak values reaching 56.1 pg.I* and 6.9 pg.I" in Lakes Grangent and Pavin, respectively. A
similar difference was found for phytoplankton abundances, but no significant difference
was found in phytoplankton biomass between the lakes (Table 5). The community in Lake
Pavin was largely dominated by large-size diatoms, which accounted for 42.3£29.8 % (range:
4.6-91.4%) of total abundance and 69.5+27.5% (range: 14-98.4%) of total biomass. Large-size
diatoms were also significant in Lake Grangent (Table 5), but small-size cyanobacteria,
mainly represented by the colonial taxon Microcystis aeruginosa, were a dominant
constituent of the phytoplankton in this lake. Cyanobacteria in Lake Grangent made up
63.6+29.8% (range: 3.3-96.4%) of abundance and 34.1+29.0% (range: 0.6-82.9%) of biomass
of the phytoplankton community. On average, the biomass of chlorophytes was double
higher in the more eutrophic lake. However, owing to high variability between samples, no
significant difference was found between the lakes in the biomass of chlorophytes. This
contrast in trophic status was also characterized by significant differences in bacterial
abundances between the lakes (Table 5), with average values in Lake Grangent twice those
in Lake Pavin.

We found no significant difference between the lakes in the concentrations of TEP
(Table 5). By contrast, between-lake differences in abundance and cumulative surface area
of TEP, and also in the size spectra of these particles, were all significant (Table 5). TEP
densities were of the order of 10°-10” particles.I" and values were 3 times higher in Lake
Grangent. The same difference was found for the cumulative surface area of the particles,
with values ranging from about 100 to 2700 mmZ.I™. Values of coefficient B indicated that
the size spectra of the particles were significantly different between the lakes. The higher
values of B in Lake Pavin revealed a higher proportion of small particles in this lake (Table 5),

especially at the end of the spring period (Fig. 15).
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Table 5. Values (annual means + SD) of some biological parameters and TEP characteristics in the
epilimnion of Lakes Pavin and Grangent during 2007. Results of one-way ANOVA for differences

between lakes are indicated.

Lake Pavin Lake Grangent ANOVA
MeantSD Range MeantSD Range df F P
Phytoplankton
Chla (pg.l™) 2.541.7 0.9-6.9 18.5+18.5 1.9-56.1 28 14.69 <0.001
Abundance (10°%.1™) 2.942.2 0.6-10.2  17.0+18.3 0.2-56.5 38 12.65 0.001
Total biomass (ugC.I-l) 140.4+140.1 0.7-524.8 311.24324.7 9.8-1134.1 38 1.78 0.189
Bacillariophyta 104.1+£100.7 8.3-297.8 117.5+158.2 5.5-694.1 38 0.02 0.188
Chlorophyta 13.5+16.4 1.0-53.9 32.2141.3 0.0-99.9 38 1.18 0.283
Cyanobacteria 1.0+1.9 0.0-6.1 134.9+164.0 0.1-516.9 38 44.09 <0.001
Others 21.8+£53.7 0.0-224.1 26.6163.8 0.0-275.4 38 0.91 0.346
Bacterial abundance (10° mI™) 1.0+0.2 0.7-1.6 2.440.9 1.7-42 38 64.77 <0.001
TEP
Concentration (ug Xeq.l'l) 1029+489 287-2502 1641+1076 552-3552 38 3.85 0.057
Density (106.I-1) 3.5£3.4 0.8-17.5 10.9+8.8 2.5-36.4 38 30.89 <0.001
Surface area (mmz.l’l) 300+214 127-1153 10871669 284-2715 38 50.69 <0.001
Size spectra (B values) 0.810.4 0.3-1.8 0.5+0.1 0.3-0.7 27 5.24 0.03
2 2
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Figure 15. Seasonal distribution the size spectra of TEP (B values) in Lakes Pavin (A) and Grangent (B).
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4.3. Seasonal evolution of TEP, phytoplankton, and bacteria

TEP concentrations (ug xanthan gum equivalent per liter) and TEP abundance (number
of particles per liter) showed distinct seasonal evolutions in Lake Pavin (Fig. 16) and were
uncorrelated (P> 0.05). By contrast, comparable temporal evolutions were found in Lake
Grangent between TEP abundance and TEP concentrations, and the values were closely
related (r*=0.50, P<0.001). In neither lake was any significant correlation (P> 0.05)
recorded between TEP abundances and phytoplanktonic biomass or chlorophyll a
concentrations. TEP concentrations in Lake Grangent were, however, significantly related to
chlorophyll a concentrations (r*= 0.50, P = 0.025) and M. aeruginosa biomass (r*=0.237, P =
0.025).

TEP concentration in Lake Pavin varied by a factor of 20 (Table 5, Fig. 16) and reached
its maximum value (2502 pg Xeq I') in September. At this time phytoplankton biomass was
low and largely dominated by the small-size chlorophytes Chodatella ciliata and Oocystis
lacustris, which accounted for 84.3% of the total phytoplankton biomass. TEP concentration
increased from 292 ug Xeq It in March to 1485 ug Xeq ™ in May. Maximum abundance of
TEP (17.SX106 particles I'l) was also recorded during this period, 15 days before the peak in
TEP concentration (Fig. 16). This period coincided with a drop in chlorophyll a concentration
and the phytoplankton biomass was almost entirely (96.6%) composed of large-size diatoms
(Synedra ulna, Asterionella formosa, Aulacoseira italica, Stephanodiscus astera). Peaks in TEP
concentration and in TEP abundance were observed in late October, while chlorophyll a
concentration and phytoplankton biomass were moderately low. Small-size chlorophytes
(Ankistrodesmus gelificatum, Coenochloris pyrenoidosa, Chodatella ciliata, Monoraphidium
contortum, Oocystis lacustris) and small-size diatoms (Cyclotella sp.) grew in the second part
of the summer period and did not support a high level of chlorophyll @ and TEP abundance.
The highest abundance of heterotrophic bacteria (1.6x10° bacteria ml™) in Lake Pavin (Fig.
16a) was recorded in May at the end of the spring bloom and followed the peak of TEP
abundances and the spring increase in TEP concentration. Thereafter, bacterial abundance
dropped and achieved a minimum value (0.7x10° bacteria mI™) in late June during the clear-
water phase. Peaks in bacterial abundance observed during Summer (July 25, September 19)
and Autumn (November) always follow peaks in TEP concentration (Fig. 16a, b). In Lake

Grangent, levels of TEP and phytoplankton biomass equivalent to those found in Lake Pavin
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Grangent (right panel). : no data.

were observed in early spring, and coincided with the development of large-size diatoms
(Aulacoseira granulate, Melosira varians and Synedra ulna) in March and April (Fig. 16). In

contrast to Lake Pavin, however, a significant development of phytoplankton and production
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of TEP took place during the summer period, with peak values of TEP abundance in July
(>3.0 x 10’ particles.l'l). Two significant summer peaks in TEP concentrations were observed
in June and August. During these two months the phytoplankton community was dominated
by M. aeruginosa (46.5£28.3 % and 57.317.4% of phytoplankton biomass in June and August,
respectively), while the July community was more diversified, with a large contribution of
diatoms (Asterionella formosa, Aulacoseira granulate, Cyclotella sp. and Melosira varians;
33.8412.8% of phytoplankton biomass). Phytoplankton biomass decreased markedly in
autumn and supported moderate quantities of TEP. Maximum abundance of bacteria was
observed during spring and did not follow or coincide with peaks in the abundance or
concentration of TEP. A second peak in bacterial abundance (Fig. 16b) was noted during the

highest biomass of M. aeruginosa in August.

5. Discussion

In this study we analyzed the seasonal evolution of TEP in two lakes, Lake Grangent
and Lake Pavin, with differing trophic status and algal composition. As expected, a significant
between-lakes difference in productivity was found, as revealed by chlorophyll a
concentrations, which were 7 times higher in Lake Grangent than in Lake Pavin. According to
Vollenweider & Kerekes (1982), year averages of chlorophyll a concentrations classify Lake
Pavin as being mesotrophic and Lake Grangent at the boundary of the eutrophic and
hypereutrophic classes. The tendency to eutrophication of Lake Pavin is also attested by the
presence of the diatom Synedra ulna and the chlorophyte Chodatella ciliata during spring
and early summer. These species are commonly found in eutrophic waters (Potapova &
Charles, 2007; Hubble & Harper, 2002) and were not mentioned in previous studies in Lake

Pavin (Amblard, 1988; Quiblier- Lloberas et al., 1996; Carrias et al., 1998, 2001).

Two different methods were used in this study to characterize the seasonal evolution
and the difference between the lakes in the amount of polysaccharide particles. In line with
studies on marine (Passow & Alldredge, 1995) and freshwater TEP (Berman & Viner-Mozzini,
2001), our data on Lake Grangent indicate that the amounts of TEP determined
colorimetrically were significantly related to the abundance or surface area of TEP

determined microscopically. TEP concentrations and abundance were, however,
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uncorrelated in Lake Pavin and showed marked differences in their seasonal distributions.
For most of the sampling dates during summer and early autumn in Lake Pavin, high TEP
concentrations corresponded to low values of TEP abundance. This discrepancy was mainly
due to the presence of algae with a mucilaginous coating that was stained by Alcian blue and
detected only by the colorimetric method. The colorimetric method measures all material
that adsorbs Alcian blue, including the mucilaginous coating of bacteria and algae (Engel &
Passow, 2001), which was common in many algae. Oocystis lacustris, Ankistrodesmus
gelificatum and Anabaena flos-aquae are enclosed by a mucilaginous cell coating, and
generated high concentrations of TEP but low particle abundances during summer in Lake
Pavin (Fig. 16C). In Lake Grangent, the summer development of the colonial cyanobacterium
M. aeruginosa, which is also enclosed in an abundant mucilaginous coating (see Holt et al.,
1994) coincided with high values of both abundances and concentrations of TEP. Our results
therefore suggest that, in contrast to Lake Pavin, polysaccharides from cell coatings in Lake
Grangent supply the pool of TEP precursors and therefore increase the density of particles in
the field. During the disintegration of algal colonies, some polysaccharide fragments may be
sloughed off from the cell surface coating or hydrolyzed by bacteria (Smith et al., 1995) and
then form new free TEP (Schuster & Herndl, 1995; Grossart et al., 1998; Hong et al., 1997,
Passow, 2000). This probably occurred in Lake Grangent during the summer, when a peak in
TEP abundance followed a peak in TEP concentration. This is also supported by the smaller
proportion of small particles found in Lake Grangent. In Lake Pavin, the size spectra analysis
of TEP revealed a moderately high value for B, suggesting that summer populations of
chlorophytes produce small amounts of free TEP with a high proportion of small particles.
TEP increase with the productivity of aquatic ecosystems (Passow & Alldredge, 1994;
Schuster & Herndl, 1995; Prieto et al., 2006) and freshwater TEP concentrations and
abundances are usually highest in eutrophic waters (Sgndergaard & Middelboe, 1995; Worm
& Sgndergaard, 1998; Carrias et al., 2002; Lemarchand et al., 2006). Accordingly we found
that the abundance and the cumulative surface area of TEP were significantly higher in the
hypereutrophic Lake Grangent than in the mesotrophic Lake Pavin. Values recorded in Lake
Pavin were 3-5 times higher than those reported previously in the epilimnion of this lake
(Carrias et al., 2002; Lemarchand et al., 2006; Arnous et al., 2010) as might be expected from
the increased productivity of the lake described above. Values of TEP abundances during this

study are in line with those reported by Grossart et al. (1997) and Brachvogel et al. (2001) in

78



Chapitre IV : Distribution saisonniére des Particules d’Exopolyméres Transparentes (TEP)
dans deux lacs de niveau trophique différent

the mesotrophic Lake Constance. Mean TEP abundance in the Grangent reservoir were 5
times higher than in the eutrophic Lake Aydat (Carrias et al., 2002; Lemarchand et al., 2006),
but were close to that recorded in the eutrophic Lake Kinneret by Berman & Viner-Mozzini
(2001). Values for both Lakes Pavin and Grangent were higher than those previously
reported for numerous marine waters (Passow & Alledredge, 1994; Schuster & Herndle,
1995; Kumar et al., 1998; Gracia et al., 2002; Engel, 2004; Prieto et al., 2006; Harlay et al.,
2009; Bar-Zeev et al., 2009; Ortega-Retuerta et al., 2009), most of which are moderately
oligotrophic environments.

TEP abundances have been regularly related to chlorophyll a concentrations or
phytoplankton biomass during phytoplankton blooms in both freshwater (Carrias et al.,
2002; Lemarchand et al., 2006; Arnous et al., 2010) and marine environments (Kigrboe et al.,
1996; Ramaiah & Furuya, 2002; Beauvais et al., 2003). By contrast, our seasonal study and
other equivalent assessments in freshwater (Berman & Viner-Mozzini, 2001; De Vicente et
al., 2009) did not record any significant relationships between TEP abundance and
chlorophyll a concentration. The lack of a direct correspondence between TEP abundance
and chlorophyll a underlines the fact that the maximum density of TEP does not overlap the
chlorophyll @ maximum, but follows it. Initially during the exponential phase, the particles
are formed from precursors which can be released by actively growing cells and both their
size and their abundance increases with chlorophyll a concentrations (Hong et al., 1997). At
the stationary and decline phases the relationship between TEP and chlorophyll a disappears
because the number of TEP continues to increase as a result of either cell death and lysis or
sloppy feeding (Baldi et al., 1997; Shibata et al., 1997), while chlorophyll a concentrations
decline (Passow, 2002). This sequence of chlorophyll a and TEP concentration appeared
several times during the study in Lake Pavin and was always followed by an increase in
bacterial abundance. A similar succession in Lake Grangent was noted in July when TEP
densities and concentrations peaked after the maximum development of phytoplankton.
The spring relationship between TEP and diatoms is less perceptible in this hypereutrophic
lake, and no clear relationship between bacterial abundance and chlorophyll a or TEP
concentration were detected. In addition, the ratio between TEP concentration and
chlorophyll a in Lake Pavin averaged 6041472 and was significantly higher (Fig. 17) than that
estimated in Lake Grangent (137+115). If we consider seasonal means, between-lakes

differences in TEP:chlorophyll a ratio were significant higher in both spring and summer
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periods (Fig. 17) and indicate an elevated TEP production in the mesotrophic lake compared
with the hypereutrophic. This result is consistent with the trend found in marine
environments by Prieto et al. (2006). These authors recorded a TEP-to-chlorophyll a ratio in
a eutrophic region of the Alboran Sea two orders of magnitude lower than in oligotrophic
stations of the Gulf of Cadiz. In a study of TEP associated with a diatom spring bloom in a
subarctic ria in Japan, Ramaiah et al. (2001) recorded a TEP:chlorophyll a ratio averaging
486%293. This ratio was only 104+65 in a batch culture of the cyanobacterium Anabaena
flos-aquae (Surosz et al., 2006), very close to that estimated in Lake Grangent. Our results
are also consistent with the experiments of Penna et al. (1999) and Mari et al. (2005) where
the production of extracellular polysaccharides by marine diatoms was stimulated by
nutrient limitation. The low TEP:chlorophyll a ratio during early spring in Lake Pavin and late
spring in Lake Grangent indicate the onset of the bloom of diatoms and cyanobacteria,
respectively. In May, at the end of the spring bloom, the concentration of nutrients in Lake
Pavin declines with a subsequent decrease in chlorophyll a concentrations and an increase in
the individual rate of TEP production leading to a high TEP:chlorophyll a ratio.

We conclude that in situ TEP production depends mainly on the algal composition in
pelagic environments and that both the colorimetric and microscopic methods should be
used for their assessment because they provide different information about TEP-
phytoplankton relationships. Although TEP density increases with productivity, per-cell
exudation of TEP decreases with the increase in trophic state of the system. Finally, TEP
appear more significant for bacterial growth and in the formation of aggregates during the

decline in algal populations in the less productive lake than in the hypereutrophic reservoir.
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Figure 17. Comparison of TEP:chlorophyll a ratio in Lakes Pavin and Grangent . Significant differences
(Mann-Whitney test) between lakes are indicated as follows: *: 0.01<P<0.05, **: 0.01<P<0.001, ***:

P=0.001
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Chapitre V : Effet de la structure du réseau trophique aquatique sur la
dynamique des TEP et des microorganismes et sur la sédimentation

de la matiéere organique

1. Objectifs et présentation de I’étude

L'objectif principal de cette étude a été de tester l'impact des poissons
planctonophages sur le phytoplancton et les effets consécutifs sur les TEP et la
sédimentation de la matiere organique. Les effets sur la structure du réseau trophique
microbien ont également été considérés. Cette étude a utilisé les enclos limniques installés
sur le lac de Créteil, selon le protocole décrit dans le chapitre 2. Des prélevements mensuels
ont été réalisés entre octobre 2005 et aolt 2006 afin de suivre I’évolution saisonniere
(incluant la période hivernale) des effets en cascade des poissons planctonophages sur le

réseau trophique, les TEP et le processus de sédimentation.

2. Résultats

21. Conditions environnementales

2.1.1. Température

En raison de la faible épaisseur de la couche d’eau, les mésocosmes ne présentent
aucune stratification thermique et une température identique a été enregistrée dans les
enclos quelque soit le traitement (Fig. 18a). Globalement I'évolution de la température
montre une grande variabilité avec le temps (ANOVA ; F=21,27 ; P<0,001). Depuis le début
de I'expérience, en octobre 2005, jusqu’en février 2006, les valeurs chutent de 16,3°C a
2,1°C. Elles augment ensuite progressivement pour attendre un maximum de 24,7°C en

juillet 2006.

2.1.2. Oxygene dissous

L’eau dans les deux séries d’enclos a été généralement bien oxygénée pendant toute la
période d’étude avec des valeurs supérieures a 4,0 mg.I"* (Fig. 18b). La concentration en
oxygéne a varié entre 5,0 et 18,8 mg.I'"" avec une moyenne de 11,8+3,5 mg.I"". Les valeurs

montrent également une grande variabilité avec le temps (ANOVA ; F=30,39 ; P<0,001) mais
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pas avec le type de traitement. Les valeurs les plus élevées sont notées en hiver et au

printemps et les plus faibles en été.

2.2, Structure du réseau trophique pélagique

2.2.1. Zooplancton

La biomasse totale du zooplancton montre une grande variabilité avec le temps mais
n'est pas significativement affectée par la présence de poissons (Tableau 6). Cette biomasse
est trés faible en hiver (janvier) et atteint son maximum en juin. La biomasse s’échelonne
entre 0,01 et 11001,2 pg C.I"! (moyenne : 2075,4+3649,6 ug C.I") et entre 0,03 et 5815,8 pg
cIt (moyenne : 1650,7+2622,8 ug c.I), respectivement dans le traitement avec poissons et
dans le traitement sans poissons. La composition spécifique de la communauté
zooplanctonique est modifiée par la présence des poissons (Tableau 6). La biomasse des
cladoceres (notamment celle de Daphnia) est ainsi significativement plus élevée dans les
enclos sans poissons (40,2 % de la biomasse totale) que dans les enclos avec poissons (19,9%

de la biomasse totale).

30 - .
M Avec poissons
(A) P

25 M Sans poissons

20 -

15 -

T°C

10 -

(B)

Oct 05 Nov 05 Jan 06 Fév 06 Mar 06 Avr 06 Mai 06 Jui 06 Juil 06 Aol 06

Figure 18. Evolution saisonniere de la température (A) et des concentrations en oxygene
dissous (B) en fonction des traitements.
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2.2.2. Chlorophylle a

Les concentrations en chlorophylle a ont été significativement plus élevées dans les
enclos avec poissons que dans les enclos sans poissons (Tableau 6, Fig. 19a). Elles ont varié
de 0,6 3 69,5 ug.I"! (moyenne : 10,6219,8 pg.I'") et de 0,1 3 4,4 pg.I" (moyenne : 1,4+1,4 pg.I
1), respectivement dans les enclos avec poissons et dans les enclos sans poissons. Les
concentrations en Chl g varient fortement avec le temps (Tableau 6). Du début de I'étude, en
octobre et jusqu’en mars, les concentrations en chlorophylle g sont environ deux fois plus
élevées dans le traitement avec poisson que dans le traitement sans poissons (Fig. 19a), mais
les dynamiques restent sensiblement similaires. A partir du mois d’avril, et jusqu’a la fin de
I’étude, les concentrations en chlorophylle a augmentent nettement dans les mésocosmes
avec poissons pour atteindre une valeur maximale en ao(t 2006 (69,5 ug.I™), alors que dans

les enclos sans poissons les valeurs restent relativement stables (moyenne : 0,89+0,57 ug.l'l).

2.2.3. Biomasse et composition spécifique du phytoplancton

Les valeurs de biomasse du phytoplancton, déduites des dénombrements cellulaires et
des biovolumes spécifiques, suivent une dynamique proche de celle des concentrations en
chlorophylle a, et les valeurs sont significativement plus élevées dans les enceintes avec
poissons que dans les enceintes sans poissons (moyenne : 118,60+142,17 et 11,02+7,68 ug
cIt respectivement) (Fig. 19b). Dans les enclos avec poissons, la biomasse
phytoplanctonique a varié de 7,8 pg C.I" en janvier a 494,8 pg C.I"! en aodt 2006. Les valeurs
extrémes dans les enclos sans poissons sont 0,9 ug C.I"* (avril) et 24,1 ug C.I'* (octobre).

Les contributions relatives des différents groupes phytoplanctoniques a la biomasse
phytoplanctonique totale sont présentées sur la figure 20. Dans les enceintes avec poissons,
les chlorophycées (essentiellement Chlamydomonas sp. et Monoraphidium sp.) dominent la
communauté phytoplanctonique, représentant en moyenne 54,7+39,7% de la biomasse au
cours de I'étude. En revanche, dans les enceintes sans poissons, la biomasse
phytoplanctonique est nettement dominée par les cryptophycées Cryptomonas ovata et
Rhodomonas sp., qui contribuent en moyenne a 48,884+33,15% de la biomasse totale. Les
diatomées sont surtout présentes au cours du printemps et ne représentent, pour
I'ensemble de la période d’étude et quelque soit le traitement, que 14,5+21,4% de la

biomasse phytoplanctonique. Des cyanobactéries (Anabaena sp. et Microsystis sp.) ont été
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rencontrées en faible nombre dans seulement 5 échantillons (<3,5% de la biomasse

phytoplanctonique totale).
1000

(A) W Avec poissons M Sans poissons
100

(B)

Oct05 NovO05 Jan06 Fév06 Mar06 Avr06 Mai06 Jui06 Juil06 Aol 06

Figure 19. Evolution saisonniére de la concentration en chlorophylle a (A) et de la biomasse
phytoplanctonique (B) en fonction des traitements.
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Figure 20. Evolution temporelle de l'importance relative des différents groupes
phytoplanctoniques en pourcentage de la biomasse phytoplanctonique totale en fonction des
traitements (A, Avec poissons; B, Sans poissons).
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Tableau 6. Résultats de 'ANOVA a un facteur avec mesures répétées montrant l'impact du
traitement (Poissons), du temps et de leurs interactions (PxT) sur les variables biologiques et les TEP.
Les effets significatifs (P <0,05) sont indiqués en gras. Les signes positifs ou négatifs indiquent si le

traitement a augmenté ou diminué la variable.

Poissons Temps PxT
F P F P F P
Biomasse Zooplanctonique
Totale 0,545 0,494 43,937 <0,001 0,642 0,755
Copépodes 0,588 0,478 20,444 <0,001 3,643 0,002
Cladoceres 51,151 (-) 0,001 29,005 <0,001 2,286 0,033
Daphnia 14,481 (-) 0,013 11,783 <0,001 1,532 0,166
Rotiferes 2,342 0,186 14,413 <0,001 1,256 0,287
Calanoides 0,741 0,429 20,981 <0,001 9,402 0,000
Cyclopoides 3,424 0,123 6,960 <0,001 1,104 0,380
Nauplii 1,105 0,341 9,282 <0,001 2,250 0,036
Biomasse
Phytoplanctonique
Biomasse totale 77,068 (+) 0,000 5,590 0,000 1,869 0,082
Chlorophyll a 10,42 (+) 0,023 3,732 0,001 1,88 0,079
Cryptophycées 1,596 0,262 4,582 0,000 2,986 0,007
Chlorophycées 78,407 (+) 0,000 8,416 0,000 3,672 0,002
Bacillariophycées 46,073 (+) 0,001 3,254 0,004 3,097 0,006
TEP
Abondance 24,91 (+) 0,004 6,54 <0,001 1,71 0,113
Surface 28,60 (+) 0,003 6,83 <0,001 2,39 0,026
Colonisation bactérienne 1,07 0,348 6,49 <0,001 2,311 0,031
Densités microbiennes
Bactéries 0,001 0,980 2,78 0,011 0,115 0,065
HNF 0,24 0,643 8,37 <0,001 3,17 0,005
Ciliés 2,04 0,212 1,84 0,086 2,31 0,031

2.2.4. Bactéries, protistes flagellés hétérotrophes et ciliés

L ‘abondance totale des bactéries hétérotrophe présente une variation significative avec
le temps mais non significative en fonction du traitement (Tableau 6). Cependant, a
certaines dates de I'étude (octobre, avril, mai et juillet), des différences significatives de
I'abondance bactérienne (ANOVA; F=23,87; P=0,005) ont été observées entre les

traitements (Fig. 21). Les valeurs ont varié de 1,2 x 10° 3 4,2 x 10° bactéries.ml™ (moyenne :
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2,5+1,1 x 10° bactéries.ml™) et de 1,0 x 10° a 3,2 x 10° bactéries.ml™ (moyenne : 2,1+0,6 x
10° bactéries.ml'l), respectivement dans les enclos avec poissons et dans les enclos sans
poissons. La dynamique des bactéries est semblable dans les deux traitements, I'abondance
maximale a été enregistrée en octobre, elle diminue ensuite et reste stable pendant I'hiver.
A partir du mois d’avril, les valeurs de I'abondance augmentent avec celles du phytoplancton
pour atteindre un pic au mois de mai et un au mois de juillet (Fig. 21). Avec la diminution de
la température en hiver, les valeurs diminuent et |'écart entre les traitements devient
minimal.

Aucune différence significative dans I'abondance des protistes flagellés hétérotrophes
nanoplanctoniques (HNF) et des ciliés n’a été enregistrée entre les traitements (Tableau 6).
Les densités des HNF ont varié de 0,11 3 5,7 x 10° et de 0,07 & 10,5 x 10° cellules.m|™ pour
des valeurs moyennes de 1,9 + 1,8 x 10° et 1.5 + 3,2 x 10 cellules.mI™ dans les enceintes
avec poissons et sans poissons, respectivement. La biomasse des HNF s’est échelonné entre
0,8 et 45,9 (moyenne : 14,5+14,8 ugC.I'l) et entre 0,5 et 80,7 (moyenne : 12,1+24,3 ugC.I'l)
dans les mésocosmes avec poissons et sans poissons, respectivement. La dynamique de
I'abondance et de la biomasse de cette communauté sont généralement semblables (Fig.
22a), car les biovolumes moyens des especes dominantes sont tres proches. Les valeurs
minimales de I'abondance et de la biomasse sont toujours observées en hiver et début du
printemps, elles augmentent ensuite au cours de la période estivale et les valeurs maximales
sont notées en octobre et mars dans les enclos avec et sans poissons, respectivement.

Les protistes ciliés présentent une densité comprise entre 0,05 et 2,5 et entre 0,05 et
8,5 cellules.ml™, les valeurs moyennes étant 0,8 + 0,8 et 1,7+ 2,6 cellules.ml™ dans les enclos
avec poissons et sans poissons, respectivement. Les densités des ciliés sont généralement
plus élevées dans les enclos sans poissons. Les ciliés représentent une biomasse de 3,5 a
478,9 ugC.I'l. Il n'existe pas de différences marquées dans la biomasse entre les deux
traitements (moyenne : 165,7 + 175,9 pgC.I" et 171,84145,0 ugC.I"* dans les enclos avec
poissons et sans poissons, respectivement). D'un point de vue saisonnier, les valeurs
maximales (de I'abondance ou de la biomasse) sont enregistrées au printemps et elles

deviennent faibles en été et en hiver (Fig. 22b).
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Figure 21. Evolution saisonniére des bactéries hétérotrophiques en fonction des traitements
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Figure 22. Evolution saisonniere de la biomasse des flagellés hétérotrophes nanoplanctoniques

(A) et des ciliés (B) en fonction des traitements.

95



Chapitre V: Effet de la structure du réseau trophique aquatique sur la dynamique des TEP
et des microorganismes et sur la sédimentation de la matiére organique

2.3. Distribution des TEP

Les analyses des TEP en microscopie indiquent que les densités et la surface cumulée
de ces particules sont nettement et significativement plus élevées dans les mésocosmes
avec poissons que dans les mésocosmes sans poissons (Tableau 6, Fig. 23). Les densités de
TEP sont 2,3 fois plus élevées dans les enclos avec poissons avec des valeurs comprises entre
1,3 et 5,3 x 10° particules.l'1 pour une moyenne de 2,8+1,2 x 10° particules.l'l. Dans les
enceintes sans poissons les valeurs s’échelonnent entre 0,39 et 3,2 x 10° particules.l'1 pour
une moyenne de 1,2+0,56 x 10° particules.I™ (Fig. 23a). Les surfaces cumulées des TEP ont
varié de 102,8 3 466,2 et de 49,4 3 162,6 mm?.I™ pour des valeurs moyennes de 266,9+135,7
et 97,9438,6 mm™.I" dans les enceintes avec poissons et sans poissons, respectivement (Fig.

23b).

2.3.1. Evolution saisonniére des TEP avec les communautés phytoplanctoniques

Les concentrations et la surface cumulée des TEP montrent une évolution saisonniere
comparable et les valeurs sont fortement corrélées quelque soit le traitement (r* = 0,80,
P<0,001; r* = 0,65, P<0,001 dans les enclos avec et sans poissons, respectivement). Les
variations saisonniéres des TEP sont importantes (Fig. 23). La densité maximale dans les
enclos avec poissons (5,3 x 10° particules.l'l) est observée en octobre 2005 lorsque la
biomasse phytoplanctonique est largement dominée par des chlorophycées de petite taille
qui représentent 68,5% de la biomasse totale du phytoplancton. Ensuite, les concentrations
diminuent et atteignent une valeur minimale en janvier (1,3 x 10° particules.I'). A cette
période une forte baisse de la température et de la concentration en chlorophylle g est
enregistrée et le phytoplancton est dominé par les cryptophycées Rhodomonas sp. et
Cryptomonas ovata qui représentent 73% de la biomasse totale du phytoplancton. Au
printemps, parallelement au développement des diatomées (45% de la biomasse
phytoplanctonique en Mars et Avril), les densités de TEP augmentent progressivement pour
atteindre un deuxieéme pic en juin (3,99 x 10° particules.I). Ce dernier correspond a une
forte concentration en chlorophylle a (9,3 pg.I") et a une trés large contribution des
chlorophycées qui forment alors 98% de la biomasse phytoplanctonique. La distribution des
valeurs dans les enclos sans poissons est un peu différente de celle observée dans les enclos

avec poissons (Fig. 23). Dans le traitement sans poissons, les densités de TEP sont minimales
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en novembre 2005 (0,54 x 10° particules.I') coincidant avec de faibles concentrations en
chlorophylle a (0,48 pg.I?) et une communauté phytoplanctonique dominée par des
chlorophycées (68% de la biomasse totale). Alors que la chlorophylle a atteint sa
concentration maximale en mars (4,4 pg.I'"), les densités de TEP restent stables de janvier a
mai, le phytoplancton étant dominé par des cryptophycées (68,5% de la biomasse totale).
Finalement, les densités maximales de particules sont notées en juin (2.8 x 10° particules.l'l)
alors que la concentration en chlorophylle a est faible et le phytoplancton dominé par des

chlorophycées (70.7% de la biomasse phytoplanctonique totale).

A
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Figure 23. Distribution saisonniére de I'abondance (A) et de la surface cumulée (B) des TEP en

fonction des traitements.

2.3.2. Distribution en taille et colonisation des TEP

Les valeurs du coefficient B déduites de régressions (voir méthodes et Fig. 24) ont pu

étre calculées pour 38 échantillons. La comparaison des valeurs indiquent que le spectre de
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taille des particules a été significativement différent entre les deux traitements (ANOVA ;
F=8,75; P=0,007). Les plus faibles valeurs de B dans les mésocosmes sans poissons (B =
0,49+0,15 ; n=24) indiquent que les particules ont une taille moyenne plus grosse que celles
des enclos avec poissons (B = 0,69+0,22 ; n=14). Plus précisément, la proportion de particule
de petite taille est plus élevée dans les enclos avec poissons que dans les enclos sans
poissons.

La double coloration au bleu d’Alcian et au DAPI montre que la trés grande majorité
des TEP est colonisée par des bactéries quelque soit le traitement (96,3% et 97,1% dans le
traitement avec et sans poissons, respectivement). Le nombre total de bactéries attachées
est significativement plus élevé dans les mésocosmes avec poissons (Moyenne : 50,3 x 10°
bactéries.ml™) que dans les mésocosmes sans poissons (18,1 x 10° bactéries.ml™). Toutefois,
la densité bactérienne rapportée a la surface des particules est identique dans les 2 types
d’enclos (moyenne : 0,1940,06 et 0,19+0,07 bactéries.um'2 dans les enceintes avec et sans

poissons, respectivement).

24. Taux de sédimentation de la matiére organique

Le taux de sédimentation est 4,5 fois plus élevé dans les enclos avec poissons que dans
les enclos sans poissons (7,8 + 13,1 et 1,7 + 1,5 g.m™ .jour”, respectivement) (ANOVA,
F=10,52, P=0,002) (Fig. 25). Pour les deux traitements, le taux de sédimentation est trés
faible en hiver (moyenne 0,49+0,07 g.m'z.jour'1 entre janvier et mars). Dans les enclos avec
poissons, ce taux atteint un premier pic en juin 2006 (11,743,1 g.m’z.jour'l) et un deuxieme
plus prononcé en aout 2006 (45,945,2 g.m'z.jour'l). Dans les enclos sans poissons le taux de
sédimentation augmente a partir du mois de mars et reste relativement stable pendant le

printemps et I'été (2,4+1,6 g de poids sec.m™.jour™).

2.5. Relations entre les TEP, les variables biologiques, et le taux
de sédimentation

L'abondance et la surface cumulée des TEP sont significativement corrélées a la
concentration en chlorophylle a (r2=0,24; P=0,006 - r’= 0,26 ; P=0,004) et a la biomasse des
chlorophycées (r2=0,47; P<0,001 - r°=0,56, P<0,001) dans les mésocosmes avec poissons.

Dans les mésocosmes sans poissons, les abondances des TEP montrent des relations
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hautement significatives avec la biomasse zooplanctonique totale (r’=0,44 ; P<0,0001) et
notamment, avec la biomasse des daphnies et des autres cladocéres (r2=0,42; P<0,0001 -
r’=0,42 ; P<0,0001).

Dans les enceintes avec poissons, le taux de sédimentation est significativement
corrélé avec l'abondance et la surface cumulée des TEP (r2=0,26,' P<0,001 - r’=0,44 ;
P<0,0001) et également avec les concentrations en chl a et la biomasse phytoplanctonique
(r2=0,6; P<0,0001 - r’=0,51 ; P<0,0001). En revanche, aucune de ces corrélations (P>0.05) n’a
été enregistré dans les mésocosmes sans poissons. Sans distinction du traitement, le taux de
sédimentation est corrélé avec les abondances des particules (Fig. 26) et la température de

la colonne d'eau (r2=0,48 ; P<0,0001).
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Figure 24. Exemple de régression entre la moyenne de la classe de taille (les classes de taille
sont <5, 5-10, 10-15, 15-20 et >20um) et la fréquence de cette classe permettant de calculer le

coefficient B (mois d’octobre, enclos 5)

100

B Avec poissons
B Sans poisson

[En
o
1

Gramme de poids sec.m2.jour!

Oct05 NovO05 Jan06 Fév06 Mar06 Avr06 Mai06 JuiO6 Juil06 Aol 06

Figure 25. Distribution saisonniere du taux de sédimentation de la matiére organique en
fonction des traitements.
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Figure 26. Relation entre la densité des TEP (particules.I™) et le taux de sédimentation (g.m’

2 jour™) pour 'ensemble des enclos et des dates de prélévement (N = 70).

3. Discussion

3.1. Impact des poissons sur la structure du réseau trophique

Le but de notre étude a été d’étudier I'effet en cascade des poissons planctonophages
sur le phytoplancton et la structure du réseau trophique microbien et les conséquences sur
les TEP et la sédimentation de la matiére organique. Les microcosmes et mésocosmes sont
les seuls systemes avec lesquels de nombreuses hypothéses peuvent étre testées et
expérimentées (Bell et al. 2003). Dans cette étude, I'expérimentation a été effectuée en
mésocosmes qui présentent un intérét important car les mesures se font a une échelle
réaliste et représentative des conditions écologiques réelles. De méme, la présence de 4
réplicats pour chaque traitement et la durée importante de I'expérience (10 mois)
permettent [|'obtention de résultats fiables et le plus représentatifs possible du
fonctionnement de lacs eutrophes peu profonds.

La théorie des cascades trophiques est basée sur le fait que les poissons piscivores
peuvent considérablement réduire les populations des poissons zooplanctonophages, ce qui
modifie radicalement les communautés zooplanctoniques qui affectent alors, via leur
broutage, les communautés phytoplanctoniques (Stewart et al. 1981). Il est souvent observé
qgue la présence de poissons planctophages influence le zooplancton par réduction de sa

biomasse ce qui va augmenter celle du phytoplancton (Brett et Goldman 1996). Cet effet est
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plus important et plus clairement perceptible dans les lacs peu profonds que dans les lacs
profonds (Jeppesen et al. 1997). Dans notre expérience l|'effet des poissons s’est
principalement manifesté par un changement dans la composition spécifique des
communautés zooplanctoniques. Cet effet a déja été constaté dans des expériences

antérieures similaires (McQueen et al. 1986, Lazzaro et al. 1992, Bertolo et al. 1999).

3.1.1. Zooplancton

En accord avec différentes études antérieures (Braband et al. 1990, Lacroix et al. 1996,
Bertolo et al. 1999) la prédation par le Gardon (Rutilus rutilus) a été le facteur principal de
structuration des communautés zooplanctoniques par réduction de la taille moyenne du
zooplancton herbivore ce qui a réduit le broutage sur le phytoplancton. Le Gardon chasse a
vue et a donc tendance a choisir les individus zooplanctoniques de grande taille et
présentant le mouvement le plus lent tels que les cladocéres (du genre Daphnia) (Lacroix et
al. 1996). Méme si les autres cladocéres étaient présents dans les enclos avec poissons ils
étaient représentés par des especes de moyenne et petite taille (Bosmina, Ceriodaphnia et
Diaphanosoma) et formaient seulement 14,4% de la biomasse totale. Sous la pression de la
prédation des gardons sur le zooplancton, les plus petites (rotiferes) et les plus rapides
especes zooplanctoniques (calanoides) échappent en grand partie a la prédation des
poissons et dominent fortement la communauté zooplanctonique (51,2% et 22,1%
respectivement de la biomasse totale), ce qui confirme les résultats obtenues par Drenner et
al. (1978), Lacroix et al. (1996) et Romo et al. (2004) (Fig. 27). Dans les enclos sans poissons,
I’'absence de pression de prédation permet la présence de cladoceres de grande taille (40%
de la biomasse totale) ce qui augmente I'impact du broutage sur le phytoplancton et
diminue la biomasse de ce dernier (Lacroix et al. 1996). Dans son expérience, Neill (1988) a
montré que les rotiféres représentent un petit pourcentage du zooplancton en présence de
cladocéres tel que les Daphnies, ce qui est le cas dans notre étude (Fig. 28). De par la
compétition pour les ressources alimentaires, les cladocéres concurrencent fortement les
rotiferes (Pace et al. 1998) et peuvent méme consommer les plus petits d’entre eux (Wetzel
2003). Il est donc logique d’observer une forte différence de la biomasse moyenne des

rotiféres entre les deux traitements (Fig. 27, 28).
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3.1.2. Phytoplancton

Les résultats de notre expérience ont montré que le traitement poissons conduit a des
fortes augmentations des concentrations en chl a, des densités d'algues et des biomasses
phytoplanctoniques. L'effet indirect des poissons sur le phytoplancton, suite a I'élimination
des micro-crustacés herbivores est une illustration classique des cascades trophiques
(Carpenter et Kitchell 1993, Brett et Goldman, 1996, Bertolo et al, 2000). Dans les
mésocosmes dominés par les piscivores ou les planctophages sont controlés, Bertolo et al.
(2000) ont trouvé que la biomasse phytoplanctonique est réduite par le broutage du
zooplancton a des niveaux similaires. Cette biomasse reste limitée méme dans les conditions
de disponibilité des nutriments a cause du contréle («facteurs descendant») appliqué par le
zooplancton (Bertolo et al. 1999).

La composition spécifique du phytoplancton est modifiée par la présence de poissons
(Fig. 27, 28). La communauté phytoplanctonique dans les enclos avec poissons est dominée
par des chlorophycées et est proche de celle du lac (données non présentées). La dominance
de chlorophycées de petite taille souligne le caractére eutrophe du milieu et les aptitudes
compétitives de ces taxons pour |'obtention de nutriments dans des conditions non
limitantes en azote minérale (Reynolds 1984). Afin de réduire les pertes dues au broutage, le
phytoplancton est capable de développer différentes adaptations. Ainsi, les espéces
présentant une grande taille, ou des expansions, une faible digestibilité (Reynolds, 1984),
une toxicité (Henning et al. 1991) ou un fort taux de croissance (Sterner 1989) sont en
général peu consommées. La domination des cryptophycées dans les enclos sans poissons
souligne le fait que ces taxons, qui ont un taux élevé de croissance (Sterner 1989, Sarnelle
2005), peuvent dominer la communauté phytoplanctonique sous une forte pression de

broutage des cladocéres.

3.1.3. Bactéries et protozoaires

Si I'effet du traitement est clair et significatif sur le phytoplancton, aucun effet n’a été
détecté sur les densités et les biomasses des bactéries hétérotrophes et des protozoaires
flagellés et ciliés. Généralement, les microorganismes de la boucle microbienne (bactéries,

nanoflagellés hétérotrophes et les ciliés) sont controlés a la fois par les ressources («facteurs
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ascendants») et par la prédation («facteurs descendants») (eg. McQueen et al. 1989,
Horppila et al. 1998, Muylaert et al. 2002). Méme si il y a eu un apport hebdomadaire en
nutriments dans les enclos, la température homogéne et I'absence de stratification
thermique n’ont pas permis a la matiére organique de se maintenir dans la colonne d’eau et
ont conduit a un taux de sédimentation élevé, notamment dans les enclos avec poissons.
Ainsi, cette faible disponibilité des nutriments pour les bactéries dans la colonne d’eau
(facteurs ascendants) explique sans doute I'absence de différences significatives de leurs
abondances entre les traitements. Toutefois, a certaines périodes de I'expérience (octobre,
avril, mai et juillet), nous avons observé des différences significatives marquées (ANOVA ;
F=23,87; P=0,005) dans les abondances des bactéries entre les traitements (Fig. 21)
indiquant un effet poisson positif sur les communautés bactériennes. A ces périodes, on
note également de fortes différences dans la biomasse phytoplanctonique entre les deux
types d’enclos (Fig. 19b). Ceci suggére qu’a ces périodes, le carbone organique dissous
provenant de I'excrétion du phytoplancton est la principale source de nutriment pour les
bactéries dans les enclos avec poissons (eg. Bird et Kalff 1984, Cole et al. 1988, Painchaud et
Therriault 1989).

Les protozoaires flagellés et ciliés sont considérés comme les principaux organismes
bactérivores dans les milieux aquatiques (Sanders et al. 1992, Carrias et al. 1996, Sherr et
Sherr 2002, Cuevas et al. 2004) et permettent ainsi, via le broutage du zooplancton, un
transfert de la production picoplanctonique vers les niveaux trophiques supérieurs (Sherr et
Sherr 2002, Weisse 2006). Bien qu’il existe des différences d’abondance des protozoaires
entre les traitements, celles-ci sont ponctuelles et non-significatives indiquant clairement
que dans les conditions de notre étude, la cascade trophique depuis les poissons
planctonophages ne s’est pas propagé jusqu’aux communautés de protozoaires. L'impact du
zooplancton sur les communautés de protozoaires est clairement observé pour de plus
fortes biomasses de métazoaires (Marchessault and Mazumder 1997, Adrian et al. 2001,
Zollner et al. 2003). De plus, les protozoaires présentent une grande diversité de taille et de
forme et une pression sélective des prédateurs peut conduire a une augmentation des
taxons non consommés ce qui peut compenser les pertes et aboutir a une relative stabilité
de I'abondance totale de la communauté (cf Sommer et Sommer 2006). La biomasse totale

des protozoaires montre une relation positive et significative avec les bactéries (r2=0,13,
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P=0.002) alors gu’aucune relation n’est observée avec la biomasse du zooplancton ou des
cladoceres. Ceci confirme que dans les conditions de notre expérience, les effets ascendants
ont été déterminants pour la réponse des protozoaires, alors que les effets descendants
(cascade trophique) ont sans doute été trés faibles. Sur ce point, une analyse des
communautés de protozoaires par classes de taille, voir par groupe fonctionnel, permettrait

de tester I'hypotheése de la sélectivité du zooplancton sur ces proies.

3.2 Impact des traitements sur les TEP

3.2.1. Relations entre les TEP et le plancton

Nos résultats montrent clairement que les poissons planctonophages induisent par
cascade un effet positif sur les TEP, 'abondance et la surface cumulée de ces particules étant
significativement plus élevées dans les enclos avec poissons que dans les enclos sans
poissons (Fig. 27, 28). Les fortes corrélations entre les TEP (abondance et surface cumulée)
et la chl a ou la biomasse phytoplanctonique confirment I'origine phytoplanctonique des TEP
comme cela a été souligné par plusieurs auteurs (eg : Passow et Alldredge 1994, Kigrboe et
al. 1998, Mari et Burd 1998, Carrias et al. 2002, Beauvais et al. 2003, Arnous et al. 2010).
L'effet des poissons planctonophages sur les TEP est probablement double. D’une part, par
le controle du zooplancton herbivore, les poissons induisent une augmentation de la
biomasse phytoplanctonique, conduisant a une augmentation de [I'excrétion
phytoplanctonique et par voie de conséquence a une augmentation des TEP. D’autre part, le
mouvement actif des gardons a certainement augmenté la turbulence et la turbidité de la
colonne d’eau des enclos, conduisant ainsi a une augmentation des TEP et des
concentrations en nutriments disponibles pour le phytoplancton. Cet effet des poissons sur
la turbulence et le phytoplancton a été noté par Brabrand et al. (1986) et Horppila et
Kairesalo (1992) dans des enclos limniques installés dans des lacs eutrophes. Par
'augmentation du taux de croissance des diatomées qui exsudent activement les
précurseurs des particules, Beauvais et al. (2006) ont noté que la turbulence a un effet

indirect positif sur les concentrations des TEP.
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Figure 27. lllustration schématique du réseau d’interactions dans les enclos avec poissons. Les valeurs dans
chacun des blocs représentent I'équivalent en microgramme du carbone par litre. HNF: nanoflagellés
hétérotrophe; COD : carbone organique dissous; TEP : particules d’exopolymeéres transparentes.
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Figure 28. lllustration schématique du réseau d’interactions dans les enclos sans poissons. Les valeurs dans
chacun des blocs représentent I'équivalent en microgramme du carbone par litre. HNF: nanoflagellés
hétérotrophe; COD : carbone organique dissous; TEP : particules d’exopolymeéres transparentes.
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Dans les enclos avec poissons le phytoplancton est dominé par les chlorophycées
(54,7+£39,7% de la biomasse phytoplanctonique totale) et les concentrations en TEP sont
fortement corrélées avec la biomasse de ce groupe phytoplanctonique. De plus, les deux pics
de particules enregistrés en juin dans les deux traitements coincident avec une biomasse de
phytoplancton largement dominée par des chlorophycées (98% et 70,7% de la biomasse
phytoplanctonique totale dans les enclos avec et sans poissons, respectivement). Nos
résultats montrent que les chlorophycées constituent la principale origine de ces particules
au cours de notre expérience. Généralement, les diatomées, les dinoflagellées et les
cryptophycées sont considérées comme les groupes phytoplanctoniques les plus productifs
en TEP en milieu marin (Alldredge et al. 1993, Passow et Alldredge 1994, Kozlowski et Vernet
1995, Passow et al. 1995, Mari et Burd 1998, Passow 2002). Les quelques études réalisées en
eau douce indiquent que les diatomées, les cyanobactéries et les dinoflagellés sont capables
de produire de grandes quantités de TEP (Mari et Kigrboe 1996, Grossart et al. 1998, Berman
et Viner-Mozzini 2001, Carrias et al. 2002, Arnous et al. 2010). A notre connaissance, il n’y a
pas d’études in situ concernant I'implication des chlorophycées dans la production de TEP.
En milieu marin I'importance des chlorophycées dans la biomasse phytoplanctonique est le
plus souvent insignifiante, alors qu’en milieu lacustre, les TEP ont été étudiées soit pendant
le bloom printanier des diatomées (Carrias et al. 2002, Arnous et al. 2010), soit pendant une
année compléte (Berman et Viner-Mozzini 2001) mais sans jamais une nette domination de
chlorophycées. En considérant le rapport TEP/Chl a, nos résultats suggérent que les
chlorophycées produisent moins de TEP que les diatomées. Le rapport TEP/Chl a au lac
Pavin pendant la période ou les diatomées sont dominantes (96% de la biomasse totale) est
en effet 7 fois plus élevé que celui calculé au cours de cette expérience lorsque les
chlorophycées dominent largement le phytoplancton dans les enclos avec poissons. En
revanche, le rapport TEP/Chl a dans les enclos est proche de celui enregistré dans le
réservoir de Grangent lorsque les cyanobactéries dominent le phytoplancton (88% de la
biomasse totale). Claquin et al. (2008) ont montré que la chlorophycée marine Pavlova
lutheri est la moins productive en TEP par rapport a 7 autres taxons testés (3 taxons de
diatomées, 3 de Prymnésiophycées et 1 deDinophycée). Des expériences en laboratoire

devraient permettent de vérifier si la production de TEP par les chlorophycées d’eau douce
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est aussi forte que celle enregistrée dans le cadre de notre expérience et équivalente a celle
de taxons marins.

Dans les enclos sans poissons, le zooplancton a une forte influence sur la production de
TEP. Les cladocéres (40,2% de la biomasse zooplanctonique totale) appliquent une pression
de broutage tres importante sur le phytoplancton ce qui diminue la production de TEP. De
plus, les TEP peuvent étre consommeées directement par le zooplancton, notamment par les
cladoceres. Plusieurs études ont en effet montré que les cladocéres peuvent ingérer les
particules organiques pour se nourrir du carbone organique ou méme des bactéries
attachées a ces particules (Schoenberg et Maccubbin 1985, Smek et al. 1990, Vaqué et Pace
1992). Lorsque les cellules phytoplanctoniques viennent a manquer dans la colonne d’eau,
les cladoceres sont capables d’augmenter leur taux de filtration (Burns et Rigler 1967, Karen
et al. 1983) ce qui peut diminuer conséquemment la quantité de TEP dans |'eau. Cette action
directe du zooplancton sur les particules n’est pas corroborée par nos résultats. En effet, il
existe une corrélation positive et hautement significative entre la biomasse du zooplancton
total et I'abondance des TEP dans les enclos sans poissons alors qu’aucune relation n’est
observée entre les particules et le phytoplancton. Ceci suggére que le zooplancton est
impliqué directement dans la production de TEP dans ce traitement et non directement dans
la diminution des particules. Comme cela a été noté dans la littérature, I'activité de broutage
du zooplancton peut favoriser la production des TEP de par le « sloppy feeding ». Lors du
broutage du zooplancton sur les cellules phytoplanctoniques, des substances intracellulaires
sont libérées et rejoignent le pool de MOP ce qui ensuite augmente la production de TEP
(Passow 2002). De méme, Le zooplancton est capable de découper et fragmenter les TEP de
grande taille en particules plus petites (Dilling et Alldredge 2000) ce qui augmente
I’'abondance des TEP et peut donc conduire a des relations positives entre les abondances
des particules et du zooplancton.

Aucune relation significative entre les abondances de TEP et de bactéries libres n’a été
observée, que ce soit pour I'ensemble de nos données, ou en considérant chaque
traitement. Toutefois, pour les périodes (octobre, avril, mai et juillet) ol nous avons
enregistré des différences significatives dans les abondances bactériennes entre les
traitements, ces derniéres présentent une corrélation hautement significative (r2=0,50;

n=16 ; P=0,002) avec I'abondance des TEP. Ceci laisse supposer que les bactéries pourraient

108



Chapitre V: Effet de la structure du réseau trophique aquatique sur la dynamique des TEP
et des microorganismes et sur la sédimentation de la matiére organique

ponctuellement étre a 'origine des TEP, ces derniéres ne montrant aucune relation avec le
phytoplancton pour les périodes considérées. Généralement, aucune relation entre
I'abondance des bactéries et I'abondance des TEP n’est observée in situ (Passow et Alldredge
1995, Schuster et Herndl 1995, Passow et al. 2001, Passow 2002) bien que de grandes
qguantités de TEP soit produites par des bactéries en culture (Stoderegger et Herndl 1998,
Grossart 1999).

Nos résultats montrent clairement que la température de I'eau est le principal facteur
de régulation de la croissance et de I'activité microbienne (Pomeroy et Wiebe 1993, Rivkin et
al. 1996) et par conséquent de la production de particules. La diminution de la température
et de la lumiere en hiver réduit également I'activité des poissons (Persson 1986). Ainsi, les
différences d’abondances des communautés entre les deux traitements pendant I'hiver
atteignent un minimum. La production de TEP qui dépend des facteurs biologiques tels que
les poissons, le phytoplancton et le zooplancton diminue également pendant cette période.
En culture, la production des TEP est généralement fortement liée a I'augmentation de la
température (Claquin et al. 2008). Au cours de notre étude, les différences dans les
abondances de particules entre les deux traitements sont de plus en plus marquées avec
I'augmentation de la température de la colonne d’eau a partir de mois de mars, indiquant un
effet de plus en plus important des poissons sur la structure du réseau trophique et

indirectement sur les TEP.

3.2.2. Distribution en taille des TEP

La distribution en taille des TEP indique que les particules ont une taille moyenne
plus élevée dans les enclos sans poissons que dans les enclos avec poissons. Cette différence
peut étre liée a la différence de composition du phytoplancton qui est largement dominé par
les chlorophycées dans les enclos avec poissons et par les cryptophycées dans les enclos
sans poissons. La composition et la taille des TEP en milieu marin dépendent de I'espéce
phytoplanctonique dominante (Kepkay 2000, Passow 2000) mais aucune régle générale ne
peut étre tirée des expériences réalisées (Passow 2002). La diminution des TEP de petite
taille dans les enclos sans poissons peut également étre le résultat du broutage par le
zooplancton. Les cladoceres filtreurs tels que les Daphnia présents dans les enclos sans

poissons se nourrissent préférentiellement dans une gamme de taille de particules comprise
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entre 1 et 7 um (Karen et al. 1983) et sont donc susceptibles de modifier le spectre de taille
des TEP. En milieu marin, Passow et Alldredge (1994) ont noté que la composition du
zooplancton et les bactéries ont une influence sur la distribution en taille des TEP. Nos
résultats ne montrent pas de différences significatives dans la colonisation bactérienne entre
les deux types d’enclos ce qui conforte I’"hypothése de la filtration et de I'ingestion des TEP
de petite taille par les cladoceres comme principal facteur expliquant la différence de

spectre de taille des particules entre les traitements.

3.2.3. Relations entre les TEP et le taux de sédimentation

La présence des poissons planctonophages dans les enclos limniques a conduit a des
changements profonds sur le processus de sédimentation. En accord avec des études
réalisées dans des lacs eutrophes (Birgi et al. 1979, Sarnelle 1992, 1999, Vanni et al. 1997),
nos résultats indiquent que le taux de sédimentation est plus élevé dans les enclos dominés
par les poissons planctonophages. Ces résultats sont également comparables aux valeurs
enregistrées par Bloesch et Biirgi (1989) qui ont noté des grandes différences en matiéeres
sédimentées entre I'été et I'hiver (5-10 et <2g de poids sec.m'z.jour'1 en été et en hiver,
respectivement). La tendance saisonniere montre clairement que la sédimentation dans nos
systémes est principalement attribuée a des processus biologiques qui sont influencées
fortement par la température, le taux de sédimentation était fortement corrélé avec la
température de la colonne d’eau.

Dans les enclos avec poissons, les corrélations significatives entre la densité des TEP
ou les concentrations en Chl a ou la biomasse phytoplanctonique et le taux de
sédimentation montrent que le phytoplancton et les TEP sont des facteurs importants et
essentiels pour les processus de sédimentation. Le phytoplancton forme essentiellement la
matiere organique sédimentée ou les agrégats (Grossart et al. 1997) et il produit également
les TEP en milieu pélagique. Les TEP ont une importance double pour la sédimentation car,
di a leur fort coefficient d’adhésion, elles peuvent faciliter la formation et la sédimentation
d’agrégats (a partir d’éléments du phytoplancton, des pelotes fécales, des carcasses de
zooplancton et/ou de particules inorganiques) et également contribuer elles-mémes
directement au flux de carbone (Passow 2002). Dans le traitement poisson, I'abondance

élevée du phytoplancton et des TEP, 'augmentation du seston (données non présentées) et
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la turbulence de I'eau liée au mouvement des poissons ont donc conduit a un fort taux de
sédimentation. Newton et al. (1994) et Passow et al. (2001) ont montré que le taux élevé de
sédimentation de MOP suite aux efflorescences de phytoplancton est associé a un taux élevé
de sédimentation des TEP. Une turbulence modérée favorise la formation d’agrégats d’une
taille >40um et la sédimentation, par contre une forte turbulence diminue la sédimentation
par le maintien de la matiére en voie de sédimentation dans la colonne d’eau (Beauvais et al.
2006). Dans les enclos sans poissons, la diminution de la biomasse phytoplanctonique et de
I’'abondance des TEP a conduit a une baisse de la biomasse totale des matieres sensibles a la
sédimentation. Sarnelle (1999), au cours d’une expérience similaire a la notre, a remarqué
qgue les daphnies avaient un effet négatif sur le taux de sédimentation en diminuant la
biomasse phytoplanctonique dans la colonne d'eau ce qui diminue les matieres en voie de
sédimentation.

A partir de notre expérience et des relations obtenues entre I'abondance ou la
surface des TEP et le taux de sédimentation du carbone (n=70; r2=0,19; P<0,0001 et
r’=0,33 ; P<0,0001, respectivement), nous pouvons en déduire la relation existante entre les
TEP et le carbone sédimenté par les équations suivantes :

Log (T. S. C) = 0,402 x log (TEP,p) - 1,067
Log (T.S.C)=0,471 x log (TEPy) - 2,195

Avec: T.S.C: le taux de sédimentation de carbone exprimé en g C m~ jour'l; TEPab: Abondance des

TEP et TEP,. : la surface cumulée des TEP.

De ces équations, nous pouvons théoriguement estimer la quantité de carbone
sédimentée dans la colonne d’eau d’un lac eutrophe dominée par les chlorophycées pour
une abondance ou une surface cumulée donnée de TEP. Ces derniéres peuvent en effet étre
considérées comme un bon indicateur du taux de sédimentation du carbone en raison de
leur role prépondérant dans le processus de sédimentation (De Vicente et al. 2009). Nos
travaux ne permettent pas de connaitre la contribution exacte des TEP dans I'exportation de
carbone vers les sédiments. En milieu marin, certains auteurs (Mari 1999, Engel et Passow
2001) considérent que la teneur en carbone des TEP est du méme ordre de grandeur que
celle du phytoplancton. Cela souligne le fait que les TEP ne sont pas seulement un agent de
la sédimentation de la matiére organique d’origine planctonique, mais qu’elles contribuent
directement et de facon significative au flux de carbone vers les sédiments (Passow 2002).

Dans le réservoir oligotrophe Quentar en Espagne, en utilisant le facteur de conversion de
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0,75 ug C pg XG I proposé par Engel et Passow (2001), De Vicente et al. (2009) ont estimé
que les TEP contribuent de 0,02 a 31% (moyenne : 9,12%) a I'exportation de carbone vers les
sédiments. Cette contribution est approximativement de 30% dans le canal de Santa Barbara
(Passow et al. 2001). Engel et Passow (2001) ont proposé ce facteur de conversion a partir
de cultures de diatomées marines et ont souligné que la production et la composition de TEP
sont spécifiques a I'espece (Passow 2002). Ces études ne considérent pas la dégradation des
TEP et des agrégats par les bactéries et les autres microorganismes tout au long de la
colonne d’eau, dégradation qui peut largement varier en fonction de la profondeur et du
niveau trophique du milieu. Ainsi, ces estimations de la contribution des TEP dans

I’exploration de carbone restent toujours approximatives.
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Chapitre VI: Discussion générale et perspectives

Depuis la découverte des Particules d’Exopolyméres Transparentes (TEP) par Alldredge
et al. (1993), de nombreuses études se sont intéressées a ces particules et a leur importance
et a leur réle dans les milieux aquatiques, mais la plupart d'entre elles ont été réalisées en
milieu marin (eg : Passow et Alldredge 1994, Passow et al. 1994, Mari et Kigrboe 1996, Mari
et Burd 1998, Passow et al. 2001, Krembs et Engel 2001, Engel 2002, Radi¢ et al. 2005, Bar-
Zeev et al. 2009). Les travaux en eau douce restent généralement rares (Grossart et al. 1997,
Berman et Viner-Mozzini 2001, Carrias et al. 2002, De Vincente et al. 2009) et sont le plus
souvent limités dans le temps (Brachvogel et al. 2001, Carrias et al. 2002, Lemarchand et al.
2006).

Nos travaux de recherche présentés dans ce mémoire sont une contribution a la
connaissance de I'importance des Particules d’Exopolymeres Transparentes (TEP) en milieu
pélagique lacustre. En raison du manque de données in situ, nous avons privilégié des
analyses en milieu naturel (Lac Pavin et réservoir Grangent) et en conditions semi-contrélées
(enclos limniques installés sur le lac de Créteil). L'accent a été mis sur I’évolution saisonniere
des TEP et leur relation avec le phytoplancton et les autres organismes du réseau trophique.
La colonisation bactérienne des TEP, qui nécessite une analyse trés précise de chaque
particule présente, et qui a fait 'objet d’études précédentes au sein de notre laboratoire
(Carrias et al. 2002, Lemarchand et al. 2006), a été considérée dans une étude printaniéere au
lac Pavin (Arnous et al. 2010) afin de tester son influence sur la répartition verticale des
protozoaires flagellés. Elle a été aussi considérée dans le réservoir de Grangent mais n’a pas
été incluse dans le cadre de ce mémoire. Nos travaux contribuent de maniére significative a
la connaissance de la dynamique et du réle de ces particules dans les milieux pélagiques
lacustres sous climat tempéré. lls soulignent I'importance de ces particules, dont les
abondances sont le plus souvent proches de celles du bactérioplancton, et qui interviennent
a différents niveaux dans le fonctionnement de I'écosystéme.

Les résultats issus de I'étude printaniére réalisée deux années consécutives (2005 et
2006) au lac Pavin et de la biomanipulation des communautés sur le lac de Créteil,
démontrent que la majorité des particules polysaccharidiques présentes en milieu naturel

sont d’origine phytoplanctonique. Les TEP augmentent significativement avec I'augmentation
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de la chl a pendant la phase de croissance des diatomées dans le lac Pavin et leur
distribution verticale est étroitement liée aux concentrations en chl a. Dans les enclos ayant
subis un traitement poissons, les TEP présentent des abondances et des surfaces cumulées
fortement liées aux concentrations en chlorophylle a. Ce type de relations a été noté
précédemment sur le lac Pavin (Carrias et al. 2002, Lemarchand et al. 2006), mais également
en milieu marin (Hong et al. 1997) et dans des études réalisées au laboratoire (Passow et
Alldredge 1995, Passow 2002). Cette relation n’a toutefois pas été observée lors des études
annuelles menées sur le lac Pavin et le réservoir de Grangent au cours de I'année 2007.
L'importante fréquence d’échantillonnage dans ces études montrent clairement qu’il existe
un décalage dans le temps entre les pics de chlorophylle a et les pics d’abondance de
particules, conduisant a I'absence de corrélation entre ces variables. Nos données indiquent
qgue le maximum d’abondance des TEP apparait 1 mois aprés le maximum de chlorophylle a
enregistré, ce dernier correspondant le plus souvent a un développement
phytoplanctonique a forte tendance monospécifique. Dans le lac Pavin, les abondances et
concentrations élevées de TEP coincident avec la présence de diatomées de grande taille
(essentiellement Asterionella formosa et Aulacoseira italica) au printemps et en automne et
avec les chlorophycées Chodatella ciliata et Oocystis lacustris a la fin de I'été. Dans le
réservoir hypereutrophe de Grangent, les valeurs maximales de TEP (abondance et
concentration) ont été notées pendant I'été ou la cyanobactérie Microcystis aeruginosa
domine trés largement le phytoplancton. Dans les enclos avec poissons I'abondance des TEP
et la biomasse des chlorophycées, qui sont largement dominées par Chlamydomonas sp. et
Monoraphidium sp. sont fortement corrélées. Ponctuellement cependant, il apparait que
I'abondance des TEP dans les enclos est liée aux densités bactériennes, suggérant que ces
derniéeres pourraient contribuer au pool de particules de par leur excrétion. Cette hypothese
est a confirmer, notamment a partir d’études réalisées au laboratoire. Les bactéries peuvent
utiliser les TEP comme substrat ce qui peut conduire a une relation positive entre leur
densité et celle des TEP sans qu’il y ait pour autant une excrétion de particules de leur part.
De la méme facon, nos travaux suggerent que le zooplancton, bien gqu’il ait un effet indirect
négatif sur les TEP de par son broutage sur le phytoplancton, peut sans doute contribuer a la
formation de TEP et influencer le spectre de taille de ces derniéres. Ces hypothéses
pourraient étre vérifiées a I'avenir par des biomanipulations au laboratoire a partir de

cultures d’algues et d’élevage de zooplancton (Daphnia par exemple).
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En considérant les valeurs moyennes de chlorophylle a et d’abondance des TEP (Fig. 29),
on observe une tendance générale de I'augmentation de la production de TEP avec la
productivité de I'écosystéeme aquatique comme cela a été souligné par différentes études
antérieures (Passow et Alldredge 1994, Schuster et Herndl 1995, Sgndergaard et Middelboe
1995, Worm et Sgndergaard 1998, Carrias et al. 2002, Prieto et al. 2006, Lemarchand et al.
2006). Cependant, il apparait que la production de TEP par unité de chlorophylle a, exprimé
par le rapport TEP/Chl a, tend a diminuer avec I'augmentation du niveau trophique du
milieu. Ce rapport est en effet plus élevé dans le lac Pavin que dans les autres lacs (Grangent
et Créteil) et que dans les enclos (Fig. 30). Ces résultats suggerent que les populations
d'algues dans le lac Pavin ont un taux individuel d’exsudation des précurseurs de TEP plus
élevé que celui des algues des autres lacs. Ceci confirme I'idée selon laquelle les diatomées
produisent plus de TEP que les autres groupes phytoplanctoniques, telles que les
cyanobactéries et les chlorophycées. En milieu marin, Prieto et al. (2006) ont enregistré un
rapport TEP/Chl a également plus élevé dans les eaux oligotrophes que dans les eaux
eutrophes, sans toutefois indiquer de relations avec des taxons phytoplanctoniques. Si ces
caractéristiques sont corroborées par une étude réalisées sur des cultures d’algues marines
(Claquin et al. 2008), aucun travail n’est disponible en eau douce soulignant ainsi la nécessité
de mesurer la production individuelle de particules par différents taxons lacustres en
cultures axéniques.

Les analyses du spectre de taille des TEP pour I'ensemble des milieux étudiés
indiquent que ces particules ne sont pas dans un état d’équilibre tel qu’il a été définit par
McCave (1984). Les régressions significatives entre le nombre de particules et leur diametre
sphérique équivalent moyen représentent 64% des échantillons et les valeurs du coefficient
B calculées a partir des régressions significatives sont toujours inférieures a 3, valeur seuil de
I'état d'équilibre (McCave 1984). Les valeurs B calculées pour les différents sites sont
proches avec une moyenne de 0,64+0,34. Cette faible valeur indique une augmentation de la
fraction de grandes particules et une réduction de la contribution des petites particules. Ce
type de distribution peut étre interprété comme une indication d’un processus d'agrégation
(Passow et Alldredge 1994, Mari et Kigrboe 1996). Cela suggére que les TEP lacustres sont

constamment impliquées dans les processus de formation d’agrégats.
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Figure 29. Abondance moyennes des densités de TEP en fonction des concentrations en chl a
pour les lacs étudiés et les enclos du lac de Créteil.
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Figure 30. Production de TEP par unité de chl a en fonction des lacs étudiés et des enclos du
lac de Créteil.

La majorité des TEP sont colonisées par les bactéries qui constituent 0,1-18,66% de
bactéries totales colorées au DAPI. Au cours de I'étude printaniere au lac Pavin (Arnous et al.
2010) nous avons observé que l'intensité de colonisation bactérienne des TEP (constante a)
est fortement liée a la température et diminue avec I'augmentation en taille des TEP. Cette
relation est aussi vérifiée au réservoir de Grangent a partir des données d’abondance sur de
I’étude annuelle (Données non présentées dans ce mémoire). Les TEP servent de substrat

privilégié aux bactéries et I'activité enzymatique et la croissance des bactéries sur ces
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supports polysaccharidiques sont plus élevées que dans le milieu environnant (Blackburn et
al. 1997, Lemarchand et al. 2006). Les bactéries attachées aux TEP jouent donc un réle
important dans la transformation du carbone organique de sa forme particulaire vers la
forme dissoute (Smith et al. 1995, Radi¢ et al. 2006). Les TEP sont un site pour I'absorption
de nombreuses substances comme les acides aminés et les métaux traces tels que le
manganese et le fer (Alldredge et al. 1993, Passow et al. 1994, Niven et al. 1997, Schuster et
al. 1998, Beauvais 2003, Kirchman et al. 2003). Les bactéries trouvent donc une source de
carbone par la dégradation des sucres, des nutriments ou encore des éléments métalliques
mais également un refuge contre les prédateurs (Kiorboe et al. 2001).

A notre connaissance, l'inffluence des TEP et des bactéries associées sur les
protozoaires n'a jamais été évaluée et les travaux sur les interactions entre les protozoaires
et les agrégats sont rares (Caron et al. 1986, Zimmermann-Timm et al. 1998, Grossart et
Ploug 2001). Nos résultats issus de I'étude printaniere menée au lac Pavin (Arnous et al.
2010) montrent clairement que les nanoflagellés hétérotrophes sont plus étroitement liés
aux TEP qu’aux bactéries, leurs principales proies. Nous avons pu également observer que
cette relation avec les TEP est aussi vérifiée a partir des données issues des études annuelles
menées sur le lac Pavin et le réservoir de Grangent en 2007 (n=21, r’=0,4, P=0,002; n= 19,
r2=0,41, P=0,004 respectivement). La distribution des HNF est donc fortement liée a celle des
TEP, non seulement pendant I'efflorescence printaniére des diatomées au lac Pavin, mais
également au cours de toute I'année dans les deux lacs. Des études antérieurs sur les
agrégats organiques en milieu pélagique ont émis I'hypothése que les particules pouvaient
étre impliquées dans la croissance de certaines espéces de HNF de par le broutage de ces
derniers sur les bactéries associées aux particules (Caron et al. 1982, 1986). Nos analyses ne
montrent pas de relation significantives entre 'abondance totale des HNF ou des différents
groupes d’HNF et la colonisation bactérienne des particules (constante a) et ce, aussi bien au
lac Pavin qu’au réservoir de Grangent. Ceci souligne que l'intensité de colonisation des TEP
intervient peu dans le contréle des HNF et que les TEP jouent un réle différent de celui
préalablement considéré. Ces particules gélatineuses peuvent probablement constituer un
microhabitat pélagique qui protege les HNF contre la prédation des ciliés et des métazoaires.
En outre, les TEP les plus petites peuvent étre une source de nourriture alternative pour les
HNF (cf. Sherr 1988) pendant les périodes de faible densité bactérienne et/ou de

concurrence importante entre les taxons bactérivores. Des études supplémentaires sur
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I'abondance et la composition des HNF et I'abondance des TEP et leurs bactéries associées
dans différents environnements pélagiques, sont nécessaires pour confirmer ces
observations et préciser le role des TEP dans la dynamique des nanoflagellés hétérotrophes.
En milieu pélagique, une fraction importante du carbone assimilé par les producteurs
primaires est donc transférée vers le pool de TEP. Celles-ci sont a l'origine d’'une voie
majeure de transfert du carbone via la formation d’agrégats de la zone euphotique vers les
eaux profondes et les sédiments. Les TEP sont les principales responsables de la
sédimentation des floraisons phytoplanctoniques et elles modifient la stoechiométrie
générale de la matiére organique particulaire (Newton et al. 1994, Passow et al. 2001,
Beauvais et al. 2003, Engel et al. 2004). La production primaire n’est donc pas limitée a la
production de biomasse mais inclue aussi les produits extracellulaires tels que la matiéere
dissoute riche en carbone et les TEP (Beauvais 2003). Les TEP doivent donc étre considérées
comme une part importante du carbone qui transite, pour I'essentiel, des producteurs
primaires vers les décomposeurs et vers le sédiment. Actuellement, il n’existe aucune étude
ayant évalué les teneurs en carbone des TEP issues du phytoplancton lacustre. En milieu
marin, Engel et Passow (2001) ont estimé a partir de cultures de diatomées (Thalassiosira
weissflogii, Chaetoceros neogracilis et Coscinodiscus wailesii), qu’une concentration en TEP
de 1 pg en équivalent xanthan renfermait 0,75 pg de carbone. En utilisant ce facteur de
conversion, nous avons estimé que les TEP représentent en moyenne 622,1+366,9 ug C.L™* a
1m de profondeur au lac Pavin pour des valeurs extrémes allant de 109,1 & 1766,9 ugC.L™
Cela représente 4,8 fois la biomasse phytoplanctonique et 61,2% (15,2 — 86,8%) du carbone
organique totale a 1m de profondeur (Fig. 31a). En considérant que les TEP issues de
cyanobactéries renferment les mémes quantités de carbone que celles provenant des
diatomées, ces particules représentent alors 1121,2+807,1 ug C.L™ dans le réservoir de
Grangent correspondant a 57,9% du carbone organique totale a 0,5m de profondeur (Fig.
31b). Au lac Pavin, la distribution verticale des particules aux printemps 2005 et 2006, mais
également au printemps 2007 (données non présentées dans ce mémoire) indique toujours
une nette diminution des concentrations des TEP avec la profondeur. Ces concentrations
dans la zone aphotique (30m) et dans la zone de transition entre zone oxygénée et anoxique
(58m) représentent respectivement seulement 46,8 et 25,4% des concentrations
enregistrées en zone euphotique (1, 5, 15 et 20m). En considérant que les TEP de la zone

aphotique ont uniquement une origine phytoplanctonique, on peut alors estimer que la
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moitié (53,2%) des TEP est recyclée en zone éclairée (Fig. 32). D’apres Kepkay (2000), une
grande partie du carbone issu des TEP serait recyclée dans la couche supérieure des océans,
les concentrations en particules étant cing fois plus faibles en zone profonde qu’en surface.
Le taux de perte des TEP marines par la dégradation des bactéries et des autres
microorganismes augmente avec la profondeur (Passow et al. 2001). Si les TEP augmentent
la formation d’agrégats de diatomées a la fin du printemps, il semblerait qu’elles réduisent la
vitesse de sédimentation de ces agrégats par diminution de la densité totale du matériel
sédimentant (Engel et Shartau 1999), permettant ainsi une plus forte dégradation. Au lac
Pavin, Lemarchand et al. (2006) ont indiqué que les activités enzymatiques des bactéries
attachées diminuent avec la profondeur et augmentent avec |'abondance des TEP. Nos
estimations doivent étre complétées par des analyses précises des teneurs en carbone des
particules lacustres et par des mesures du taux de sédimentation a différentes profondeurs,
notamment dans la zone aphotique oxygénée du lac Pavin. Elles soulignent néanmoins le
role prépondérant des Particules d’Exopolyméres Transparentes en milieu pélagique lacustre
et modifient notre vision initiale des dynamiques des communautés planctoniques qui ne
peuvent plus étre appréhendées sans tenir compte du matériel détritique particulaire. Les
études en milieu lacustre restent trés parcellaires et n’autorisent pas, pour l'instant, de tirer
des conclusions générales sur le réle des TEP en fonction du niveau trophique des milieux et
de la structure du réseau trophique. Pour une meilleure compréhension de la contribution
des TEP au cycle de carbone, il s’avérerait nécessaire de connaitre leur composition
chimique, notamment leur rapport C/N, tout en suivant leur sédimentation dans la colonne
d’eau et leur devenir dans les sédiments. Des approches in vitro permettraient de mesurer
et de comparer la production et la teneur en carbone de TEP produites par différentes

espéces phytoplanctoniques mais également par le bactérioplancton lacustre.
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Figure 31. Contribution des TEP au carbone organique particulaire totale au lac Pavin a 1m de
profondeur (A) et au réservoir de Grangent a 0,5m de profondeur (B).
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Les Particules d’Exopolymeéres Transparentes (Transparent Exopolymer Particles : TEP) en milieu pélagique lacustre
— Relation avec le phytoplancton et role dans les réseaux trophiques microbiens

Résumé

Ce travail est une contribution a la connaissance de I'importance des Particules de nature polysaccharidique,
les TEP (Transparent Exopolymer Particles) ou particules d’Exopolymeéres Transparentes, en milieu pélagique lacustre.
Les différentes études présentées dans ce mémoire se sont essentiellement focalisées sur la distribution de ces
particules et leur relation avec le phytoplancton et les autres microorganismes du réseau trophique aquatique en
milieu naturel (le lac Pavin, oligo-mésotrophe et le réservoir hypereutrophe de Grangent) et en conditions semi-
contrblées (enclos limniques installés sur le lac de Créteil). Les résultats de I’étude printaniere au lac Pavin indiquent
qgue la majorité des TEP sont colonisées par les bactéries et que I'intensité de colonisation est fortement liée a la
température et diminue avec I'augmentation en taille des particules. La distribution des nanoflagellés hétérotrophes
(HNF) est fortement liée a la densité des TEP mais pas a I'intensité de colonisation de ces particules. L'abondance et la
surface cumulée de TEP sont significativement plus élevées dans le lac oligo-mésotrophe que dans le réservoir
hypereutrophe de Grangent. Les abondances et les concentrations élevées de particules dans le lac Pavin coincident
avec la présence de diatomées de grande taille au printemps et en automne et avec les chlorophycées a la fin de I'été.
Dans le réservoir de Grangent les valeurs maximales de TEP coincident avec le développement de la cyanobactérie
Microcystis aeruginosa. Si les TEP augmentent avec la productivité de I'écosysteme, la production de ces particules
par unité de chlorophylle a dépend de la composition algale et tend a diminuer avec I'augmentation du niveau
trophique du milieu. Les résultats issus de la biomanipulation en enclos limniques indiquent que la structure du réseau
trophique aquatique (par la présence ou I'absence de poissons planctonophages) influence fortement la distribution,
la dynamique et le spectre de taille des TEP. Dans le traitement poisson, I'abondance des TEP, la chlorophylle a et |a
biomasse des chlorophycées sont fortement corrélées. De par son broutage sur le phytoplancton, le zooplancton a un
effet négatif sur les TEP dans le traitement sans poissons mais il contribue sans doute a la formation de TEP et
influence le spectre de taille de ces derniéres dans ce traitement. Ce travail souligne I'importance des particules de
nature polysaccharidique en milieu pélagique lacustre qui doivent étre considérées comme une part importante du
carbone organique qui transite des producteurs primaires vers les décomposeurs et vers le sédiment.

Mots clés: Particules d’Exopolyméres Transparentes (TEP), phytoplancton, bactérie, nanoflagellés
hétérotrophes (HNF), lac.

Transparent Exopolymer Particles in pelagic freshwater environments — Relationships with phytoplankton and
significance in the freshwater microbial food web

Abstract

This work adds to the knowledge of the significance of polysaccharidic detrital particles or TEP (= Transparent
Exopolymer Particles) in freshwater pelagic environments. Studies in this thesis have mainly focused on the
distribution of TEP and their relationships with phytoplankton and other microorganisms in natural environments (the
oligo-mesotrophic Lake Pavin and the hypereutrophic reservoir of Grangent) and in limnetic enclosures (lake of
Créteil). The intensity of bacterial colonization during spring in Lake Pavin was strongly related to temperature and
decreased with particle size. The abundance of heterotrophic nanoflagellates (HNF) in this lake was more significantly
related to the density of the particles than to the density of total bacteria and the intensity of bacterial colonization of
TEP, suggesting that TEP is a more important factor for HNF development than attached and free bacteria. The
abundance and the total surface area of the particles were significantly higher in the hypereutrophic Lake Grangent
than in the mesotrophic Lake Pavin. Maximum TEP density in Lake Pavin was recorded during the spring diatom
bloom, while TEP concentration peaked in late summer when the phytoplankton community was largely dominated
by small-size chlorophytes with an abundant polysaccharide cell coating. In the hypereutrophic Lake Grangent,
maximum values of TEP appeared during the summer development of the cyanobacterium Microcystis aeruginosa.
Per cell production of TEP, expressed by the ratio between TEP concentration and chlorophyll a concentration, was
significantly higher in the less productive lake and the analysis of the size spectra of the particles indicated a greater
proportion of small particles in this lake. TEP therefore appear as more significant for microbial development and
aggregates formation in the less productive environment. Results from limnetic enclosures (either dominated by
planktivorous fish or fishless) indicated that food-web structure strongly influences the distribution and size spectra of
TEP. TEP abundances were related to chlorophyll a concentrations and the biomass of chlorophytes in the fish
treatment. As expected by the trophic cascades theory, zooplankton had an indirect negative effect on TEP
abundance. Our results suggest, however, that metazoan probably influence the formation and the size spectra of the
particles in the fishless treatment. TEP must be regarded as a major part of the organic carbon which is transferred
from the primary producers to the microbial food web and the sediments in freshwater ecosystems.

Keywords : transparent exopolymer particles (TEP), phytoplankton, bacteria, heterotrophic nanoflagellates
(HNF), lake.



