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l. Introduction

Dans un écosysteme, un des liens les plus impseriunt unit les especes est
d'ordre alimentaire. Une vision classique et tr@spkfiée distingue trois catégories
d'organismes :

. Les producteurs primaires comprenant essentiellenen végétaux
chlorophylliens, capables, grace a la photosynthése fabriquer de la matiére
organique a partir de dioxyde de carbone en utilis@anergie lumineuse. Mais aussi
des organismes chemoautotrophes capables d'util&®rgie obtenue par oxydation
de nutriments inorganiques.

. Les consommateurs ou producteurs secondaires r{iegax); il existe
trois types de consommateurs :

o les herbivores qui se nourrissent des producteumhapes,
appellés aussi consommateurs primaires

o les carnivores primaires ou encore consommategmdaires qui
se nourrissent des herbivores

o les carnivores secondaires appelés également comseors
tertiaires qui se nourrissent des carnivores priesai

. Les décomposeurs (bactéries et champignons) quadiégt les matieres
organiques de toutes les catégories et restitwemtlgeu les éléments minéraux.

Ces relations forment des séquences ou chaquadadivange le précédent et est
mangé par celui qui le suit, on parle alorsHaine alimentaire Chaque maillon forme
un niveau trophique. La caractéristique prinsipale des chaines aliaies® est un

transfert de matiere et d’énergie avec recyclageéirmael.

A partir de cela, uréseau trophique peut étre défini comme I'ensemble des
interactions alimentaires entre les différentesramalimentaires d’un écosysteme.

Le réseau trophique pélagique concerne le résemapt place dans “la colonne
d’eau”. L’étude réalisée a la suite de cette resiiBtéresse plus particulierement au
milieu d’eau douce. Dans cet écosystéeme, le preducprimaire principal est le
phytoplancton supportant I'ensemble du réseau igogh pélagique. Les

consommateurs sont constitués de zooplancton Iloedsv consommant le
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phytoplancton, ces herbivores étant consommésradeupar des planctonivores et des
prédateurs. Ces derniers peuvant étre piscivoregomsommateurs d’autres types
d’animaux. Le régime omnivore est tres commun dan®seau trophique pélagique
avec des organismes capables d’obtenir de la mungrra partir de plusieurs niveaux

trophiques (consommation de phytoplancton et dglaocton).

Mais cette notion de réseau trophique pélagique aftement évolué
En effet, jusqu’a quelques décennies auparavauit|eseéseau décrit ci-dessus été

considéré. Ce réseau est désormais apeline trophique classique

Cette vision du réseau trophique pélagique a étéseeen question durant les
années 70 et 80 par des scientifiques comme Pon(g8d), Azam (1983) et Sherr
(1984) qui ont montré une voix alternative au résekassique : un flux de carbone
passant par les bactéries vers des organismesyetesaunicellulaires (les protozoaires)
puis des métazoaires. La matiére organique disgM@D) eétant consommée comme
substrat par les bactéries. Ce modele de chainghique est appeléoucle
microbienne. Cette boucle vient se connecter au réseau trophilassique contribuant
ainsi aux flux d’énergie et de carbone vers legaix trophiques supérieurs (figure 1).

Dans cette boucle microbienne, les bactéries parguies olwbactérioplancton
sont les organismes les plus abondants (partienient dans les lacs d’eau douce)
(Fenchel et al1998, Simon et al. 1998)

Ce bactérioplancton jousn rble essentieldans les systémes lacustres (Gurung et
Urabe 1999), d’'une part par sa biomasse (Cho emA¥888, Simon et al. 1992) et
d’autre part, par son action comme agent princijgarecyclage des nutriments et de
décomposition de la matiére organique (Fischer |et2@00, Sorokin 1999). Ces
bactéries régulent donc une grande partie des €fax matieres organiques et
inorganiques par leur action de dégradation etsdi@ktion. Elles constituent un
réservoir majeur de carbone dans la zone euphoti@ependant, ce nouveau réseau
trophique apparait avoir une structure différentreeaun systéme oligotrophe et un
milieu eutrophe (Dortch et Packard 1989, Gasol.€t997).



Revue bibliographique

Matiére organiqu
dissoute

phyto-
'Iancm

Bacteries

meso-
znn- - -
lancton
P flagellés,
ciliés
I Boucle microbienne
Niveaux Chaine trophique classigue

trophiques ‘u’n!es de minérg!isatinn | ‘
sugéri%urs Voies de la matiére organique dissoute

Figurel: Réseau trophique pélagique simplifié représentmrahaine trophique

classique et la boucle microbienne. (sourna://www.com.univ-mrs.fr/IRD)
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Deux grandes régulationgnterviennent sur la structure et le fonctionnetroes
peuplements. Une régulation des populations estadu@rédateurs qui réduisent les
effectifs de leurs proies (facteurs descendantsfietitop-dowr). Une autre correspond
aux ressourcesdisponibles (facteurs ascendants ou dftgtom-up (Dajoz 2000). Les
facteurs ascendants auront un impact au niveaa deoissance et de la reproduction,
tandis que les facteurs descendants auront edksméat des répercussions sur la
mortalité des individus (Gliwicz 2002). Toutefomdque les éléments nutritifs sont en
dessous du seuil compensant les besoins métalmligyea mortalité. Les facteurs
ascendants ont donc aussi un impact sur la meérddis organisme€es régulations
ne sont pas incompatibles et leurs effpégivent étre simultanés c’est le cas en
milieu aquatique (Gasol et al. 2002b, Matz et Jisg2003, Selph et al. 2003). Par
ailleurs,l'importance relative de ces différents facteurs est susceptible de dépendre
du niveau trophique de I'écosystémel'impact des ressources serait plus important en
milieu oligotrophe et celui de la prédation dominan milieu eutrophe (Sanders et al.
1992).

Naturellement, différents facteurs abiotiques comantempérature, la teneur en
oxygéene, le pH, I'hydrologie, entre autres. (Porgeed Wiebe 2001, Martins et al.
2001, Muylaert et al. 2002) interviennent commediars de régulation.

L'étude de ces facteurs et de leur importanceivelancore trop peu explorées a
ce jour, est donc de premiere importance pour tapcéhension du fonctionnement des
ecosystemes. Pour comprendre les mécanismes redgelfionx de matiere dans les
environnements aquatiques il donc est essentieladigier les facteurs déterminants la
communauté bactérienne en termes de biomassesétudture ainsi que leur impact et

leur importance relative.

Nous allons décrire dans les parties suivantegriasipales variables associées au
bactérioplancton et présenter I'état de I'art conast les facteurs écologiques connus

pour influencer les variables bactérioplanctoniques
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[I.1. Abondance

La premiere étape dans le processus d’étude damnra entre les bactéries et leur
environnement est généralement la déterminatiomeesités bactériennes. La méthode
la plus commune pour compter les bactéries plaigpies est aujourd’huila
microscopie a épifluorescence qui utilise des colorants fluorescents appelés
fluorochromes (Hobbie et al. 1977, Porter et F&§0L Cette évolution technologique
survenue dans les années 70 a permis une verniéakeition de I'écologie microbienne
puisque seul un faible pourcentage des communeanaéselles peut étre cultivé
(Amann et al. 1995).

L’ensemble des études qui ont été possibles grécdéaeloppement de cette
nouvelle technique a permis de visualiser les conaatés microbiennes naturelles et
de révéler leurs dynamiques. Ces études ont donotrénajue les populations
bactériennes ont une distribution saisonniére naen¢ variable de lac a lac et d’année
en année dans un méme lac. Cependant, quelquesigai®ns peuvent étre avancées
grace aux données de population déterminées avwedréquence d’échantillonnage
adéquate :

Ainsi, les bactéries apparaissent comme les ongeasiles plus abondants dans
les milieux aquatiques(Fenchel et al1998, Simon et al. 1998). Le nombre et la
biomasse des bactéries sont généralement élevés ldgilimnion, atteignent un
minimum dans le métalimnion et I'hypolimnion sugém, et augmentent dans
I'hypolimnion inférieur, spécialement s'il y a ariex Dans certains systemes
oligotrophes, le nombre et la biomasse bactériggeevent étre maximales dans le
métalimnion (Coveney et Wetzel 1995, Simon et 298).

Les biomasses bactériennes sont généralement phsesd durant I'hiver que
durant I'été dans les réservoirs et les lacs teégp€ette dynamique est corrélée avec
les basses températures d’hive(Shiah et Ducklow 1994, Ochs et al. 1995a, Ochs et
al. 1995b), la réduction de la charge particul@tedes substrats organiques dissous
venant des sources autochtones (phytoplanctonaetesl du littoral) et allochtones
lorsque les sols sont gelés.



Densité

Statut trophique des eaux Type de bassin Nombre total Biomasse | Production
Oligotrophe Eaux océaniques profondes (> 800m) 0,01-0,02 1-2 0,02-0,06
Eaux de I'Antarctique de I'Océan Pacifigue 0,1-0,2 10-20 3-5
Eaux océaniques tropicales 0,1-0,4 10-30 10-40
Lacs 0,5-0,8 40-70 15-50
Mésotrophe Eaux de I'Antarctique (été-automne) 1,0
Régions océaniques tempérées 1,0-2,0 100-300 50-200
Mers internes, lagons, lacs d’eau douce 1,5-3,0 200-400 100-300
Eutrophe Upwelling océanique cotier 2-5 400-2000 | 200-500
Lacs 3-8 600-2000 | 300-800
Cotes lagunaires, baies maritimes 5-10 2000-3000| 500-1500
Hypereutrophe Lagunes cdtiéres polluées 10-40 2000-1000Q 2000-1000¢

Tableau 1 Densité, biomasse et production des populatimtsériennes dans différents systemes aquatiqeesoinbre total est

exprimé en 19cellules.mL*; la biomasse et la production sont exprimées e@.mg (d'aprés Sorokin, 1999)
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Enfin, la densité dépend du niveau trophiquestudié. Plusieurs auteurs (Azam et al.
1983, Fuhrman et al. 1980, Bird et Kalff 1984, G¥oAzam 1990, Gasol et Vaque
1993, Pace et Coel 1994) ont montré une croissdada concentration en bactéries
avec l'augmentation du niveau trophique. Le tabl@éamontre les densités moyennes

des bactéries planctoniques dans différents systamgatiques.

11.2. Taille cellulaire/Biomasse

L’épifluorescence a non seulement permis d’'étueiedensités d’organismes trop
petits pour étre visibles a I'ceil nu mais aussidééerminer leur forme (bacille ou
coque) et leursimensions Bratbak (1985) a ainsi démontré que par un sirogleul
géométrique, considérant les coques telles uneresmieles bacilles tels un cylindre
avec des demi-sphéres a leurs extrémites, il goagible d’obtenir la taille cellulaire et
donc suivre I'évolution de ce volume cellulairecwurs du temps ainsi que la biomasse.
En effet, si certains auteurs ont proposé des eeioves directes entre la cellule et son
contenu en carbone, il est apparu plus intéresbambir une conversion qui prendrait
en compte le volume cellulaire. Ainsi Posh et &0Q1l) ont comparé différentes
formules (relativement proches) dépendantes durdilmome employé, I'une des
formules apparaissant la plus adéquate est la ferrda Simon et Azam (1989),
recalculée par Norland (1993) qui donrentenu erC = 120 x Volume cellulair®®
Le volume est exprimé en (Irat le contenu en C est exprimé en fg C.

L’étude de la modification de la taille cellulaivactérienne apporte d'importantes
informations sur les dynamiques bactériennes efs leélactions a I'environnement.
Ainsi uneréduction de taille permet d’acquérir des nutrimens plus efficacement
(Cotner et Biddanda 2002) ehe augmentation du volume permet d’échapper aux
petits prédateurs (Jurgens et al. 1994). De plus, la réduction dietgeut aussi
permettre d’échapper a la prédation par les bacr&s de plus grande taille tels que
des ciliés ou des organismes zooplanctoniques dre Paphnia (Degans et al. 2002,
Zollner et al. 2003) qui sont capables de couwvmnie large gamme de taille de proies.
Enfin une réduction de taille a aussi été obserggeprésence de nanoflagellés

hétérotrophes (Langenheder et Jurgens 2001).
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11.3. Activité

Rapidement ces parametres seuls sont apparusisasisgf pour comprendre et
étudier le role du bactérioplancton dans les sysseaquatiques. En effet, une difficulté
inhérente a I'énumération par microscopelastiscrimination des cellules viables et
des cellules mortes L'utilisation de l'iodure de propidium, un fluochrome ne
pénétrant que les cellules ayant perdu leur int&gnembranaire, permet de discriminer
les cellules mortes. De plus, dans cette fractiable seuleune part des bactéries
aguatiques est métaboliguement activele reste de la fraction étant en dormance
(Jugnia et al. 2000, Amann et al. 1995, del Giogfical. 1997, Gasol et al. 1995,
Lebaron et al. 2001). La densité totale et la beswarefletent donc une partie de la
dynamique picoplanctonique (organismes planctosiguérieurs a 2 pm) mais ne
représentent en rien l'activité du bactérioplanatomlonc I'impact du bactérioplancton
sur I'écosysteme. Pour mesurer cette activité,’alése ainsi nécessaire d'utiliser
d’autres méthodes.

Ainsi, le 5-cyano-2,3-di-4-tolyl-tetrazolium chlde CTC) est utilisé pour
détecter les cellules bactériennes ayant une tctivetabolique. Il agit tel un accepteur
d’électron dans le systéme de chaines de transfétectrons des membranes
bactériennes (Smith et Mc Feters 1997). En effete itrouve réduit par ces derniers,
précipite et devient fluorescent (Créach et al.300 peut donc étre utilisé pour faire
des mesures directes de I'abondance des cellule®riemnes engagées dans la
respiration (Smith 1998). Par filtration puis obsdions sous lumiére bleue, les
échantillons présentent des précipités fluoreseantouge (Gasol et al. 1995). Les
précipités comptés sont alors compareés a la coratemt totale du picoplancton.

Cettefraction “active” du picoplancton reste assez fdble, elle est généralemnt
inférieurea 20% de la densité totalgJugnia et al2000, Berman et al. 2001, Haglund
et al. 2002). Les pourcentages maxima obtenus emnparfois une corrélation entre la
température et le pourcentage de bactéries actidesplus, ces courbes de cellules
“actives” sont paralléles aux densités totaleaghind et al. 2002) mais il ne semble
pas y avoir de modele saisonnier clair (Bermar.&(91). Ceci peut s’expliquer par le
fait que toutes les souches bactériennes ne sentgpmbles de réduire le CTC (Smith

1997) et que celui-ci peut étre toxique pour lestddes (Ullrich et al. 1996).
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L'utilisation du CTC est donc trés controverséeert@ins auteurs promeuvent
I'utilisation de ce réactif (del Giorgio et al. 1BRalors que d’autres mettent en avant les
différents inconvénients de la méthode (Servael.e2001). En effet, la méthode n’est
que peu standardisée. De méme, les différenteségmoes d’'utilisation peuvent
influencer le comptage des cellules réagissant®0. &n contre partie I'utilisation du
CTC reste relativement simple. Cette fraction a&ctidu picoplancton est donc
relativement faible, mais serait responsable degit#s microbiennes aquatiques.

Il existe une autre méthode développée par Lebaral. (2001) qui consiste a
déterminer le contenu cellulaire en acides nuckEsquAinsi, par l'utilisation de
fluorochrome il est possible de discriminer dedutes en haute teneur en acides
nucléiques (cellules fortement actives) de celldldaible teneur en acides nucléiques
(cellules non actives). Bien que cette méthode ememptte pas de différencier les
intensités d’activités, elle permet de mettre endehwe la quantité de cellules
responsable de la production bactérienne. A lisgadlu CTC, cette méthode montre

que 50 a 80% des cellules totales sont impliqués taproduction bactérienne.

I1.4. Activités enzymatiques

Entre 80 et 90 % de la matiere organique des emwments aquatiques est
composeée de polyméres de haut poids moléculairegMiiet Chrost, 1990). Seules les
molécules de faible poids moléculaire (moléculeapsés < 600 Da) peuvent étre
transférées de I'environnement vers l'intérieurlaleellule bactérienne (Rogers 1961)
et ceci aussi vite qu’elles sont produites (Sonderd et Middleboe 1995). Ainsi seule
une faible fraction de la totalité de la matiergamique dissoute est assimilable par les
bactéries (Azam et Cho 1987). Malgré cela, lesédmms aquatiques présentent une
biomasse et une production élevées. D’'otdpacité des bactéries hétérotrophiques
a utiliser des polymeres de haut poids moléculairfgHoppe 1983, 1991).

Pour cela elles produisent des enzymes capables de dépolymseéri et
d’hydrolyser ces molécule§Ammerman 1991, Billen 1991, Chrost 1991).

Ce processus a deux conséquences importantes :

10
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1) les bactéries décomposent la biomasse orgardtjuecyclent les éléments

clefs (carbone, azote, phosphore, sulfure...).

2) a travers la boucle microbienne, le pool de @agborganique dissous et

particulaire mort devient disponible pour les oligares de niveaux supérieurs
de la chaine trophique (Azam et al. 1983).

Le bactérioplancton peut donc étre non seulememidéré comméorganisme
reminéralisateur des composés organigues mais aussntenmediaire indispensable
pour transmettre la matiére organique vers les anivesupérieurs de la chaine
trophique.

Du fait de leur intervention en amont dans les @ssas de dégradatidiactivité
des enzymes estdans la plupart des cdg, facteur limitant la décomposition du
matériel organique et la croissance bactérienneo&H 991). Il est donc important
quand on étudie le devenir des productions biologgg notamment a travers la
dynamique du réseau microbien, de bien définir aampétre d'hydrolyse bactérienne
(Riemann et al. 2000). Un certain nombre d’appreaitg été utilisées pour mesurer les
activités des enzymes extracellulaires dans letgemses aquatiques. Les méthodes
appliguées les plus communes impliquent I'appoundsubstrat traceur, typiquement
constitué de monosaccharides ou d'un acide amigéalun fluorophore. Sous
I'hydrolyse de la liaison entre le monomeére et lgofophore, ce dernier devient
fluorescent, et I'hydrolyse est mesurée par le aighuorescent rapporté au temps
(Hoppe 1983, Somville and Billen 1983). Les sultstrifuorophores fréquemment
utilisés incluent, entre autres, la methylumbelliféMUF). Cette méthode est rapide et
suffisamment sensible pour des milieux naturelsn\8ite et Billen 1983).

Les enzymes impliquées dans la transformation etélgradation des substrats
polymériques sont situés a I'extérieur de la membraellulaire et sont qualifiés
d’enzymes “extracellulaires” ou ectoenzyles/exoenzymes (Priest 1984), en r&fére
aux enzymes produites qui traversent la membratopl@gmique mais restent associées
aux producteurs. Ces enzymes sont soit prochea darface de la cellule, soit situé
dans I'espace périplasmique des cellules bactérgerhréagissent avec les polymeres
du milieu environnant. La plupart des enzymes exgttalaires sont des hydrolases. Des
enzymes peuvent étre aussi présentes sous formagdibsoutes dans I'eau (Somville et

Bilen 1983) ou absorbées sur d’autres surfaces 2@Veit991) que celles de leurs

11
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producteurs (particules détritiques...). D’autresrees d’enzymes non bactériennes
existent, venant de champignons (Unanue et al.)1@98u plancton eucaryote (Chrost
1990).

L’ensemble desces enzymes peut étre activement sécrépar des cellules
viables mais aussi libéré dans I'environnement apre@ dommage cellulaire ou une
lyse, ou bien encore le résultat du sloppy feediagprédateurs sur des organismes
unicellulaires.

D’autre part, comme suggéeré par Boschker et Camgpgn{l998), le suivi de
I'activité enzymatique permet de suivre I'évolutides différents apports en matiere
organique dans le milieu aquatique. En effet, des frecoivent du carbone organique de
sources tres diverses qui n'apporte pas la mémeilmation a la chaine trophique
microbienne. Les réactions enzymatiques sont ikessis par rapport a cet apport. De
plus, le bactérioplancton est capable de prodap&lement des enzymes (dans les 12h)
pour réagir a I'apport de matiere organique.

[1.5. Production

Les milieux dystrophiques mis a part, le bactéaapton vit dans des milieux
environnementaux relativement peu favorables acuoissance rapidé.a croissance
naturelle des bactéries est a des taux plus bas qleir capacitécar elle est limitée
par la disponibilité des nutriments aussi bien pgaeles facteurs physico-chimiques.

La production bactérienne exprime la vitesse de fonation de la biomasse
bactérienne En effet, le simple suivi des densités picoplanicjues ne permet pas
d’estimer les pertes causées par le grazing gséa Pour observer une diminution de la
densité, une trés forte prédation sur le picoptamest nécessaire. Il est alors possible
de voir des dynamiques de croissances et de niéstalii cours du temps.

En pratique, la production bactérienne est normefgrdéterminée par la prise de
précurseur radioactif, tels que la thymidine ouldacine (Fuhrman et Azam 1980,
Kirchman et al. 1985) marqués au tritium ou au @aeb14. Mais I'approche la plus
prometteuse est’incorporation de leucine dans les protéines bacténnes

(Kirchman et al. 1985, Simon et Azam 1989). En teféette technique permet une

12
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mesure directe de la production de carbone bantékaplan et al. 1992, Fuhrman et
Azam 1980) en suivant la production de protéinesplDs, elle a un ordre de grandeur
plus sensible car les cellules bactériennes absbri@ fois plus de leucine que de
thymidine (Simon et Azam 1989). L’incorporation kdeicine dans les bactéries a été
intensivement testée dans les systemes pélagidoegefqisen 1992, Kirchman et al.
1985, Riemann et Azam 1992, Simon et Azam 198@®sedésormais communément

utilisée pour la mesure de production bactérierares @es milieux (Kirchman 1993).

L’estimation de la production bactérioplanctoniqgémurnit une opportunité
d’évaluer le taux de croissance hypothétiquale la population indépendamment des
facteurs de contrble de la croissance tels que rézing, le parasitisme et la
sédimentation.La production et la croissance de population sont @hc deux
concepts fortement différents.

Généralementla production diminue avec [I'éloignement du bord etla
profondeur. Dans certains cas, elle peut étre plus élevéantila nuit (Scavia et Laird
1987). D’autre part, la moyenne annuelle de pradadbactérienne augmente avec le
statut trophique des lacs et montre une corrélativacte avec la production du
phytoplancton (Cole et al. 1988). Cependant, itstre des variations saisonnieres
différentes suivant le statut trophique Ainsi dans les milieux oligotrophes, la
production bactérienne montre des variations saisoes qui sont tres proches de celles
de la production phytoplanctonique, c’est-a-diree des plus fortes valeurs sont
trouvées durant I'été et l'automne et les plus émsdurant I'hiver et le début du
printemps (Simon et al. 1998). La production baetére augmente plus rapidement
que la production primaire phytoplanctonique avaagmentation de la température
(Coveney et Wetzel 1992). A l'inverse dans les eniki eutrophes, la production
bactérioplanctonique décroit durant 'automne, dution qui peut étre accentuée par
un bloom de cyanobactéries (Kisand et Tammert 2000)

1I.6. La Diversité

13
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Les communautés bactériennes ont été considéradargdreés longtemps comme
une véritable « boite noire » d’'un point de vueoteomique. Grace a I'avénement des
techniques de biologie moléculaire, la diversitétéaenne a pu étre étudiée.

En ciblant 'ARNribosomal soit directement, soit indirectement (gene codant
pour cette molécule) il est possible de réaliser @éude phylogénétique (Woese 1987)
de la communauté procaryotique. Sa structure egframde partie conservée, tout en
présentant des zones variables entre differentgsax

L’ensemble des études rendues possibles gracevalogdgement de ces nouvelles
techniques a permis d’explorer les communautés otiiennes naturelles et leur
diversité. Ainsi, en milieu lacustre, le groupe lplg¢énétigue dominant semble étre
celui deshéta-protéobactéries puis celuides alpha-protéobactérieou du groupe des
Cytophaga-Flavobacterium(Tab. 2). D’autres études utilisant des techniqdes
clonage et séquencage, tendraient aussi a montuer lgs Actinobacteria
représenteraient une forte proportion du bactéuingibn. D’autre part, il apparait que
de nombreuses espéces actuellement non cultivééséotétectées (Giovanni et Rappé,
2000) et que, si la diversité est élevée, seulenuemtains taxons dominent le
bactérioplancton (Konopka et al. 1999 ; Casamayad.e2000, Pinhassi et Hagstrom,
2000, Schauer et al. 2000). Les résultats de Lidaset Leskinen (2002) indiquent que
guelques taxa de procaryotes sont présents dans legs, indépendamment de la
période de I'année, de la profondeur et du niveaurdphique du lac. Par ailleurs,
I'étude de Yannarell et al. (2003) dans des lacsideaux trophiques différents suggere
I'existenced’assemblages d’organismes indigénes a des lacs tiariers ou a des
lacs de niveau trophique similaire Cependant, il est probable que ces organismes don
I'existence a été étudiée dans des travaux préted@&wart et al. 1998, Gléckner et al.
2000, Lindstréom et Leskinen 2002), présentent urstrildution étendue et soient
communs aux systémes d'eau douce. A ces différermessimilitudes entre
écosystemes, viennent s’ajouter, pour un site dodeé&ortes variations saisonniéres
(Zwisler et al. 2003) et/ou spatiales (Pernthatesle1998, Hofle et al. 1999) dont les

causes restent encore a déterminer.
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Niveau trophique
o Auteurs % EUB | %ARCH %ALF %BET | %GAM %CF %HGC
de reférence
_ Pernthaler et al.,
Oligotrophe 55 1.4 21 24 <2 4 ND
1998
] Glockner et al.,
Mésotrophe 1999 46 (29) ND 0 (£3) 21 (+4) 0 (£3) 3 (£5) ND
Gloockner et al.,
Mésotrophe 69 ND ND 6 ND 1 25
2000
) Zwisler et al., 40.3
Mésotrophe ND 4.3 (x4.6)| 12.8 (x2)| 2.6 (£1.9)] 5.7 (x3.3) ND
2003 (x11.4)

Tableau 2 Importance relative des eubactéries, des Archada différents groupes et sous-classes bactgiiT : béta-protéobactéries,
ALF : alfa-protéobactéries, GAM : gamma-protéobaetd CF :Cytophaga FlavobacteriunHGC : Actinobacteria), exprimée par rapport
a 'abondance totale dans différents systemes igmgest (ND : non déterminée). D’aprées JardillieiQ20
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lll. Régulations des dynamiques bactériennes

lll.1. Facteurs ascendants ou Contréle “Bottom-up’

Les ressources organiques : Matiere Organique Disste

Les ressources Minérales : Phosphore et Azote

Facteurs descendants:
Prédation, compétition

et lyse virale
- Métazooplancton

- Protistes
Production - Phytoplancton
- Virus

& :

Bacterioplancton
-Abondance
- Biovolume
- Biomasse \
\_ - Diversite . -
/ Assimilation
Enzymes
Polymeres »  NMNonomeres
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La limitation de la croissance du bactérioplangtan les nutriments inorganiques
et le carbone organique a été observée tant dansileeux lacustres que marins
(Morris et Lewis 1992, Elser et al. 1995, Vrede @,98aron et al. 2000).a croissance
bactérienne a été montrée comme limitée par les mihents inorganiques et le C
organique, seuls ou combinésdans les lacs oligotrophes (Chrzanowski et al5199
Vrede 1996), mésotrophes (Schweitzer et Simon 198&gde et al. 1999) et eutrophes
(Wang et al. 1992, Felip et al. 1996)e controle de I'abondance par les éléments
minéraux est un phénomene courant dans les écomstimniques. Ces ressources
minérales peuvent, par ailleurs, fairobjet d'une compétition entre le
picophytoplancton et les bactéries hétérotrophede bactérioplancton semblant plus
compétitif dans ce domaine (Drakare et al. 2002).

Durant les décennies passéégsportance du phosphore comme facteur de
régulation a été montrée(Jannsonn et al. 1996, Toolan et al. 1991). 8usujet ont
d'abord été proposés deux modeles décrivant latioelaentre I'abondance du
phytoplancton et du bactérioplancton : soit le phose total détermine I'abondance
algale qui en retour détermine I'abondance bactédgesoit algues et bactéries entrent
en compétition pour le phosphore (Currie 1990). diéférentes études (Currie et Kalff,
1984, Vadstein et al. 1988, Toolan et al. 1991, édey et Wetzel 1992) qui ont
examiné les cinétiques d’absorption du phospholesefaux de croissances spécifiques

du bactérioplancton en comparaison avec ceux dtoplancton indiquent ces points

primordiaux :
1. Le bactérioplancton a des besoins en phosphoseéfevés que le
phytoplancton ;
2. Sa consommation en phosphore est plus largd (4f@is plus) ;
3. Le contenu bactérien en quantité de phosphosupsgrieur (10x)
4. Le phosphore peut limiter le bactérioplancton ;
5. Le bactérioplancton peut entrer en compétitiomeca le

phytoplancton et inversement.

Les substrats organiques pour les bactéries pélegigont dérivés du carbone

organique dissous (COD) de la colonne d’eau. Le @&SDune mixture hétérogéne de

17
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molécules dont certaines sont importées du bassgant (COD allochtone) et d’autres
sont produites part les autotrophes du systéme (GDidchtone).Les exudats
produits par le phytoplancton apparaissent importaris pour le bactérioplancton
(Cole et al. 1982, 1988 ; Baines et Pace 1991, &Véital. 1991). Des études en
laboratoires ont montrées qles bactéries pouvaient rapidement utiliser le carbne
organique d’origine algale(Chen et Wangersky 1996). Kritzberg et al. (20@4ace a
des expériences sur des lacs entiers (dans le Kgisgp trouvent que le COD
autochtone reste préférentiellement utilisé parpodp a I'allochtone. Cependant
I'autochtone ne semble pas capable de supportelasenvissance bactérienne. En effet,
les biomasses bactériennes sont constituées dé@ ae carbone allochtone.

Toutefois, lesécosystemes lacustres peuvent difféerer en CQRuisqu’il peut
étre en grande partie d’origine terrestre, provedarbassin versant. Aussi, dans de tels
systémesla production bactérienne peut étre plus ou moinsndépendante de la
production phytoplanctonique de COD(Jansson et al., 1999, Richardot et al. 1999),
augmentant I'importance de compétition pour les éldents inorganiques Par
ailleurs, d’autres processus peuvent générer doonar utilisable par les bactéries,
comme le recyclage et la production de carbonederbexcrétion ou de I'égestion par
les prédateurs (Pace et Cole 1994). Ainsi, Olseal.e1986) ont montré qu’en eau
douce, 30% du carbone excrété par les cladocéeres du genr@aphnia était
directement disponible sous forme de COD, qui étarapidement incorporé par les
bactéries hétérotrophegRichardot et al. 2000). Plus récemment Vadstead.gR003)
ont confirmé qudes organismes brouteurs étaient la principale sooe de COD
source plus importante que les excrétions alg@esla méme facon, Drakare et al.
(2002) ont montré que le carbone excrété par lepbigtoplancton était d'importance
mineure pour le développement des bactéries haiptas.

En outre, différentes stratégies permettent la isudes cellules dans des
conditions de faible disponibilité en nutrimentsurie est de réduire les besoins de la
cellule pour un nutriment donné par une croissahgg lente ; une autre etcqueérir
plus efficacement les nutrimentsque les autres organismes kmitant la taille
cellulaire ou en réduisant la quantité relative d'un nutrimdanné dans la cellule
(Cotner et Biddanda 2002).

18



Revue bibliographique

Cependankincorporation de nutriments a l'intérieur de la cellule bactérienne
ne peut étre exécutée que si ces éléments sontf@ones de monomeres, d'ou le
besoin bactérien de produire des enzymes

Le contréle moléculaire des syntheses enzymatiquéhbennes est assuré par la
matiére organique dissoute (MOD) et la matiere micgee dissoute utilisable (MODU)
(Chrost 1991a). Toutefois, I'induction des enzyrases assez complexe. Pour que les
enzymes soient sécrétées aux taux appropriés, lesoarganismes doivent étre
capables de suivre I'activité enzymatique se darduhors de la cellule. En effet, la
plupart des substrats sont des composés polymenedarges pour pénétrer dans la
cellule et induire une synthése. Ce probleme paet &vité par une faible sécrétion
d’enzymes. Si le substrat est présent et que lepaosés de faibles poids moléculaires
produits atteignent un certain niveau, ils pénétdams la cellule, et servent d’'inducteur
(Priest 1984). Une répression s’effectue lorsqu’ucertaine concentration de
monomeres est atteinte. Chrost (1991b) propose odélm conceptuel pour les

interactions entre enzymes microbiens et la MOPrasenté en figure 2.
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Figure 2: Modéle conceptuel des mécanismes de régulaésrectoenzymes pour
les interactions entre les bactéries et les substutilisables et polymériques.
LMW-=low-molecular-weight ; HMW=high-molecular-weigh (modifi¢ de Chrost,
1989, 1990).
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Durant la croissance active du phytoplancton, leguations algales excretent
dans I'eau une variété duétabolites primaires de faible poids moléculaireet des
produits issus de la photosynthése, incluant déstances rapidement assimilables
(Chrost et Faust 1983, Fogg 1983), gupportent la croissanceet le métabolisme
bactériens (Chrost 1986). Ces composés de MODU dgeamcharides, acides aminés,
acides organiques, esters simples, etc. ; Munsteéhst 1990)jnhibent I'activité et
répressentla synthese d’exo-ectoenzymesians les bactéries hétérotrophiques.
Cependant, les algues en sénescence relarguemhétabolites secondaires de haut
poids moléculaires (Fogg 1966) et/ou libérent, @vdrs l'autolyse ou a cause de
I'activité de lyse virale (Suttle et al. 1990), ugeande quantité de MOD polymérique,
telle que les polysaccharides, les protéines,pedels, des acides nucléiqués. MOD
et une grande quantité de polyméregsubstrats pour exo-ectoenzymes) dans I'eau en
méme tempsenlévent la répression et induit la synthésel’exoenzymes par les
bactéries aquatiqueéinsi des enzymes impliquées dans la dégradatiopotigneres
de glucose telles que lalpha-glucosidase et laa-gRtcosidase réagissent aux
changements a court terme de I'activité photosyihé et du relarguage cellulaire de
COD (Kamer et Rassoulzadegan 1995). Et les aativatdes carbohydrolases telles
I'alpha-glucosidase, la béta-glucosidase et la &tydkglucosaminidase sont stimulées
par les débris de macrophytes. Cependant la MODgie terrestre peut supprimer
I'activité des alpha-glucosidases et béta-glucagddWehr 1999).

Le taux d’activité de la béta-glucosidase montre rgponse positive a I'apport de
glucose et de COD dérivant du phytoplancton (Chi®&9, 1991b). La dégradation
partielle des feuilles peut fournir suffisamment@®D et de nutriments inorganiques
pour ['utilisation microbienne durant 'automnelétiver lorsque les sources d’origine

algale et macrophytes se réduisent (Wehr 1999).

De plus l'absorption et [l'activité enzymatiqgue ont des dynaiques
réciproques qui peuvent étre une indication de rédations simultanées Ainsi les
enzymes bactériennes peuvent avoir une forteicthais avec une faible affinité pour
le substrat ou une faible activité mais avec ume faffinité. D’autre part, si I'hydrolyse
et 'absorption sont fortement couplées les compake faible poids moléculaire vont

étre absorbés. Si l'absorption est supérieur adfblyse alors la concentration en
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MODU pourra limiter la croissance. Enfin si I'hydyse est plus rapide que
I'absorption, les composés de faible poids molémilavont s’accumuler et
eventuellement augmenter le flux de COD perdu @dinsentation.

Bien que les bactéries utilisent préférentiellemermarbone disponible (comme le
carbone dissous) plutét que celui produit par lioygse des polyméres (Kisand et
Tammert 2000)elles répondent aux changements de nutriments paa Irégulation
de la synthese et l'activité¢ de leurs enzymegGotschalk 1985). D’'ou une

modification d’activité avec le statut trophique

Une étude conduite sur 13 lacs a révélé singlarité de la composition des
communautés bactériennes pour les systemes préseritane productivité analogue
mais égalemenine relation positive entre la diversité bactériena et la productivité
des lacs (Yannarell et Triplett 2004). De plus, d&aayor et al. (2000) ont observé que
les communautés microbiennes étaient dépendantgsadents verticaux et temporels
des conditions physico-chimiques du milieu. Pluségélement, des études conduites en
milieux marin et d’eau douce ont montré daelisponibilité des ressources affectait
la composition de la communauté bactérienngHofle 1992, Donner et al. 1996,
Pinhassi et al. 1999), et ce a une échelle de teet@svement courte, de I'ordre de la
journée (Hofle 1999). De la méme maniere, les @s83 pourraient aussi constituer un
facteur de controle de la composition de la commtéaesArchaea En outre, les
parametres environmentaux tels que la profondausalinité, I'oxygene et les macro-
nutriments tendent a expliquer les différences éantition entre les bactéries et les

Archaea gi occuperaient ainsi des biotopes différents (8veflDeming 2003).
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a) Les protozoaires

Les facteurs de mortalité des bactéries par p@dgduent naturellement un réle
important dans le contrble de la communauté bagtde. Les organismes prédateurs de
bactéries, commées nanoflagellés hétérotrophes et les ciliés, sogénéralement
considérés comme les organismes bactérivores majsySanders et al. 1989, Simek
et al. 1990, Berninger 1991, Kisand et Zingel, 20Qmpact des protistes flagellés
sur la communauté bactérienne a pu étre mise elerdae en laboratoire (Simek et al.
1997) etin situ (Jurgens et al. 1999, Simek et al. 1999, SuzukBl1@angenheder et
Jurgens 2001, Gasol et al. 2002a).

La plupart des protozoaires sélectionnent activénhewr nourriture, selon la
taille, la morphologie ou la nature biochimique Idars proies (Gaul et Antia 2001).
Outre la concentration des proies dans le milieuy taille est un des facteurs
déterminants de lingestion par les prédateurs Des travaux ont montré que les
nanoflagellés ingerent préférentiellement les baateale taille comprise entre 1,1 et 2,4
pum (Tuomi et Kuupo 1999, Jirgens et al. 1999, Hathidofle 2001). Parmi les ciliés,
certains sont capables de consommer une large galanzelle de nourriture, allant de
moins 2 um a 4 um, incluant ainsi le bactérioplanctes nanoflagellés hétérotrophes
et les algues (Simek et al. 2000). D’autre péat,pression de prédation des
nanoflagellés hétérotrophes peut amener des changents morphologiques Ainsi,
une augmentation de la taille cellulaire bactérerpermet de lutter contre cette
prédation (Wetzel 2001). De plus, en réponse ardasipn de prédation de protistes
flagellés, certaines bactéries peuvent présentefatmes filamenteuses (Jurgens et al.
1994).

Dans les eaux eutrophes ou les populations de lageti€s hétérotrophes peuvent
atteindre 10 cellules.m*, le taux maximal de grazing pourrait supprimer’ 10
bactéries.mL:.h™. Ceci est le taux potentiel pour une suppressiassive de bactéries
par les nanoflagellés hétérotrophes dans la colofee de ces systemes aquatiques
(Sigee 2005). Suivant la saison et la profondisr ciliés peuvent étre responsables
de 30% de I'action bactérivore(Sanders et al. 1989). Mais la plupart des étsdesa
production bactérienne et le grazing (Riemann 1$8mders et al. 1989, Nagata 1988,
Servais et al. 1985) montrent que dans différeygtemes environmentaux, le taux de

grazing est normalement inférieur & celui-ci. Lefeurs s'échelonnent de *16ans les
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lacs eutrophes & 1®actéries.ml®.h™ dans les masses d’eau mésotrophes. Ces taux de
grazing sont de méme amplitude que la productioatébi@nne de ces milieux,
suggérant quée grazing des nanoflagellés hétérotrophes peut doebalancer en
totalité n’importe quelle augmentation de biomassebactérienne Les pertes par
grazing sous forme de pourcentage de productiotéti@ane sont fortement variables :

de 0 a 200% suivant le systeme étudié (Sanderd. 1989, Simek et al. 1990,
Berninger 1991). Cela suggeére dimpact des nanoflagellés hétérotrophes peut
varier suivant la dynamique de I'écosysteméSigee 2005).

Les changements morphologiques au sein des com@snidactériennes peuvent
aussi correspondre a des changements taxonomidlads (et Hofle 1999). Ainsi
lorsque la prédation des protozoaires constitupréssion de sélection majeudss
taxa sous-représentés peuvent alors devenir domin@rvia la formation de filaments

résistants a la prédation (Jirgens et al. 1999).

b) Le métazooplancton

Dans les écosystemes lacustres, les meétazoairegedte Daphnia sont
également consommateurs de bactérieflirgens 1994, Thouvenot et al. 1999).
Certains copépodes (cyclopoides et calanoides)osgissent de maniere sélective,
préférant les algues d’une certaine taille par oap@ d’autres et aux bactéries (Burns et
Schallenberg 1998). Bien que le zooplancton putssssommer d’apparentes grandes
guantités de bactéries, les taux de grazing stattwement bas.

Outre les protistes phagotrophes, le zooplanctotazoaire, essentiellemelds
cladoceres, peut entrainer des changements de corsfimn taxonomiques
picoplanctonique. Ainsi, Langenheder et Jirgen®1P0nt observé dans des réservoirs
eutrophes allemands gles daphnies lorsqu’elles sont présentes a de fortes densités,
peuvent constituer un facteur de régulatiordes communautés picoplanctoniques plus
important que les nanoflagellés hétérotrophes.dHgiflal. (1999) ont également observé
dans le lac eutrophe PluBsee (Allemagne) que,d@®nements saisonniers comme la
phase d'eau claire, caractérisée par une forteapiodd par les cladocéres, ceux-Ci

pouvaient influencer notablement la composition ldecommunauté et réduire la
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diversité du bactérioplancton en milieu pélagigGet impact des cladocéres sur la
composition de la communauté picoplanctonique estificile a expliquer pour des
organismes filtreurs. Aussi, I'une des principales hypotheses est tudes les
bactéries ne sont pas digérées dans le tractus deganismes zooplanctoniques
(King et al. 1991). La viabilité des proies au @ivedu tractus deDaphnia sp.
constituerait ainsi un mécanisme permettant, notambneur survie face a la prédation
du zooplancton métazoaire (Langenheder et Jirge@$) Z2ntrainant uneélectivité
passive La composition de la communauté picoplanctonigqaeit étre également
modifiée par la MOD relachée lors de I'activité mtédation (Vadstein et al. 2003), qui

peut alors favoriser certaines bactéries.

c) Lalyse virale

Différentes études ont pu mettre en évidencelgugse virale pouvait avoir un
réle important dans la mortalité bactérienne suivam les écosysteme¢$Weinbauer
2004). En effet, les virus sont trés abondantsl'atdre de 18 virus.mL*, dans les
systémes aquatiques (Wommack et Colwel 2000).

Dans des milieux aquatiques non-extrémes, la nitérialduite par les virus peut
étre égale a celle provoquée par le grazing des nanofkdtes hétérotrophes et
représenter en moyenne 25% de la mortalité bant@ieA I'inverse dans des milieux
extrémes, peu favorables a la croissance desléag# lyse viralpeut représenter la
quasi totalité de la mortalité bactérienne(Paul et Kellogg 2000).

Cependant la moitié des virus peut ne pas étretiatese (Wilhelm et al. 1998).
D’autre part certains auteurs (Hara et al. 199@niwet al. 1995, Weinbauer et Peduzzi
1995) ont trouvé quéinfection virale pouvait étre dépendante de la mgohologie
bactérienne (coque, batonnet, spirale...): Lors mbelences d’enrichissements en
virus, seules les bactéries en batonnets étaiésttées (Weinbauer et Peduzzi 1995)
alors que les formes filamenteuses ne présentaignine infection (Simek et al. 2003).
De plus, par la réduction du nombre de récepteuasix a la surface de la cellule ou un
changement de structure (Wommack et Colwel 20089, large partie des bactéries

pourraient résister a I'infection virale (Winter et al. 2004). Enfin, il existe des virus
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“lysogéniques et pseudolysogéniques” (AckermanrbaBow 1987) dont I'infection
n’entraine pas de lyse cellulaire mais pourraitirawo impact sur le génotype bactérien.
Ainsi, le virioplancton peut limiter sélectivement la dengé de population de
souches bactériennes sensibles

Les modeéles proposés par Thingstad et Lignell (L99%ommack et Colwell
(2000) et Middleboe et al. (2001) montrent da@eommunauté virale pourrait aussi
contrdler la composition de la communauté bactérieme. Ainsi, en présence de virus,
la densité de certains phylotypes augmentent oundent tandis que d’autres ne
montrent aucune modification (Schwalbach et al. 20@’autre part les virus
réguleraient la diversité bactérienne pdilling the winner” (Fuhrman et Suttle
1993), infectant préférentiellement les bactéries les plusabondantes (pour une
synthese voir Wommack et Colwell 2000, Weinbau€420

IV. Organisation du mémoire et objectifs des études

Comme montré dans cette revue bibliographique, tempcéhension du
fonctionnement des écosystémes est I'une des prgattons majeures de I'écologie.

Parmi les écosystémes aquatiques, les lacs-résemugbissent une dégradation
accéléréee de la qualité de I'eau. Or, ces syst&ammscongus pour répondre aux besoins
économiques et culturels des populations, fourntssa I'eau pour la consommation et
offrant des activités récréatives. De part cestions, il est nécessaire de connaitre la
dynamique, I'activité et la composition des commuiga bactériennes présentes ainsi
que de déterminer les principaux facteurs de réigulaEtant a ce jour trop peu
explorés, ils sont donc de premiere importance ptar compréhension du

fonctionnement des écosystemes.

L'objectif de cette these a donc été, dans un menemps, détudier la
dynamique saisonniére du bactérioplancton pourrmiéter des périodes clefs dans
'année et émettre des hypothéses quant aux rémgatossibles. Puis, dans un second
temps, de valider ces hypothéses par des expésiansdu, testant ainsi les contrbles
bottom-upettop-downdurant ces périodes.

Ce mémoire se subdivisera donc en trois chapitres.
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Le premier chapitre porte sur le suivi saisonnfégotué sur une année dans trois
réservoirs présentant un gradient d’eutrophisatiéohelonnant de I'oligomésotrophe a
I'eutrophe. Les communautés bactériennes ont éi&sien prenant en considération la
densité, le volume cellulaire, l'activité et la digité. En parallele des parameétres
biologiques (métazooplancton, protozoaires, &bt virus) et abiotiques (température,
oxygene...et nutriments) ont été mesureés.

Le deuxieme chapitre présente les expériencesééalien mésocosmes et en sacs
de dialyse sur les réservoirs pour tester lessties ressources par enrichissements ou
diminution de nutriments sur les parameétres bamtér{densité, activité, diversité).

Enfin, pour tester I'impact des facteutsp down sur nos communautés
bactériennes, une expérience de filtrations difféeles a été réalisée pour déterminer
les différents degrés d’influence de chaque nivéauéseau trophique. Cette partie

forme le troisiéme chapitre.
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CHAPITRE |

LE SUIVI SAISONNIER:
Les dynamigques bactériennes

Avant d’envisager des expérimentatiomms situ ayant pour but de déterminer
I'importance relative des contrbles ascendants escehdants sur les communautés
bactériennes, il était nécessaire de connaitrdyleamiques bactériennes des réservoirs
étudiés et de déterminer des périodes « clefs s dannée en terme d’'activité
biologique.

Un suivi saisonnier a donc été effectué durant aneée sur trois réservoirs
présentant des niveaux trophiques différents sléohant de l'oligomésotrophe a
I'eutrophe. Les communautés bactériennes ont éé&sien prenant en considération la
densité, le volume cellulaire, l'activité et la drgité. En paralléle, des parametres
biologiques (abondance du protozooplancton hétipbe, du phytoplancton, du
métazooplancton et des virus) et abiotiques (teatpes, oxygene, nutriments, ...) ont

été mesurés. Ces valeurs ont été mises en refaiahes analyses multivariées.

Dans ce premier chapitre, sont présentés les asalysiltivariées (analyses de
redondance et analyses canoniques de corresposilagicele partition de variance
réalisées a partir des dynamiques saisonniéresvaéiese Ces analyses synthétisent les
variations saisonniéres bactériennes mais mettesgi &n évidence les facteurs de

régulation potentiel du bactérioplancton.
L’accumulation de données (biotiques et abiotiguesjessaires a ce chapitre

n'est pas présentée ici mais est disponible enxasnéf dynamiques saisonniére p
165).
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Relationship between bacterial dynamics and bottonup versus

top-down variables along a trophic gradient.

Delgoulet Sébastien, Thys Isabelle, Jacquet Véumnigoffmann Lucien, Sime-
Ngando Télesphore, Amblard Christian, Cauchie Hdwighel

Abstract

The dynamics of bacterial activity and diversity revantensively monitored
during one year in three freshwater reservoirs wiifferent trophic statuses
(oligomesotrophy, mesoeutrophy and eutrophy). Sedschanges in dynamics were
related to the bottom-up (resources), top-downz@ns) and physical parameters using
multidimensional statistical analyses. On one hdhd,seasonal patterns of bacterial
activity presented high similarities between resgsr On the other hand, the
ordination patterns of eubacterial diversity showleat changes across seasons became
more abrupt as the trophic status increased.

However, bacterial activity had same significanttttwm-up factors in all
reservoirs. Temperature and nutrients appearedladp @n important role in the
regulation of the bacteria by limiting density aaxtivity of picoplankton during winter
and the stratification period respectively. Wheré#as significant top-down factors
depended on the reservoir status. Crustacean éopligomesotrophic reservoir and
heterotrophic nanoflagellates in the mesoeutropbgervoir, alone viruses were a
significant factor in all reservoirs. For eubadeérnliversity, the significant variables
varied according to the reservoir. Temperature anases were significant for the
oligomesotrophic system, for mesoeutrophic freshwallactors significant were
heterotrophic nanoflagellates and chlorophgll and in the eutrophic reservoir,
heterotrophic nanoflagellates and ammonia appeasedignificant factors. Nitrates
were significant for all reservoirs.

We used variation partitioning to evaludigp-down regulation of bacterial
community aftebottom-up regulation has been accounted for. Uirggapproachye
found the major significant environmental factorerevwater temperature and bottom-

up factors (nutrients) in all reservoirs.
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Introduction

For a long time, lake bacterial communities havenbeonsidered as “black
boxes” in ecological studies due to their unculbiliey and their small size. These very
abundant organisms are however known to be redgerfsir key processes in aquatic
ecosystems such as matter recycling and energgfératowards upper trophic levels
(2). The understanding of their dynamics are tlueeebf prime importance for grasping
the significance of the bacterial processes inftimetions and productivity of aquatic
ecosystems. Since the development of staining gtoes and more recently molecular
methods (21), bacterioplankton can be studied withoultivation. Despite the
development of such methods, relevant data aretstil scattered to infer a general
model of seasonal dynamics in lakes and reser(a#)s

Indeed few papers describe a complete seastyralmics of bacterioplankton.
Most studies dealt with specific periods such amnktionic bloom (14, 58). Some
studies encompassed the entire year (29, 41),dalt @ith only one type of freshwater
ecosystem or included only a few variables . M@gtqrs describing the evolution of the
community structure in time (11, 22) and space (8#) not include data on the
physiological and activity of bacterioplankton. Metheless, on an ecological point of
view, bacterial metabolism is fundamental for thaderstanding of biological
processes. All anthropogenic perturbations (i.dlupon, eutrophication...) affecting
the bacterioplankton’s dynamics can have majorceff®@n other constituents of the
planktonic food web, and thus on the structure hid entire ecosystem. Studying
bacteria will allow a better understanding of chesign the ecosystems and the
prediction of the evolution of freshwaters. Timdecs an important parameter too.
Although bacteria are much less variable in abuoceahan other components of the
pelagic food web (17), bacteria undergo strong t@latons (10, 53). A monthly
sampling strategy could missed some planktonic $€3&). Freshwater environments
are more variable than the oceanic ones, bothrinstef water chemistry and in the
range of biological productivities they support.(eries of sampling sufficiently
extensive are required to establish a seasonarpatt

Moreover substantial research efforts have beeested in evaluating the factors

regulating bacteria in aquatic ecosystems. Bottpnfrasources) as well as top-down
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(predation) factors have been shown to regulatetebat population. Currently,
substrate supply, grazing, temperature and viraseknown to be significant factors
controlling both bacterial abundance and produc{&®). The relative importance of
these factors appears however to vary accorditigetavater body characteristics and to
the season (52).

Many authors have shown that bacterial abundanaegds with the trophic state
in freshwater and marine systems (for a reviews&eSanders et al. (50) proposed that
planktonic biomass and production in oligotrophiaters are more likely substrate-
limited, whereas predation more likely controlsnthen eutrophic environments. In a
more complicated scenario, (13) proposed that gatesimiting control of
bacterioplankton growth in spring shifts to top-gowontrol in summer. We can
suppose that variation of the bacterial paramatetsder regulating mechanisms that
differ with the seasons and the trophic status.

Multivariate analyses techniques provide the appatg statistical tools for
describing variation in ecological communities adescribing ways to relate this
variation to changes in environment. These teclesgyield measured of correlation
between explanatory variables and bacterial comiywariables and provide statistical
tests for this correlation. Interpretative problemmsy arise when many different
explanatory variables are intercorrelated. Mullilinearity between several explanatory
variables makes it difficult to distinguish the aegte effects of these different variables
on the bacterial community. Variation partition s, used to separate these effects
in a way analogous to partial correlation analygrsyides a solution for this problem
(5).

Therefore, in addition to understanding principtefs bacterioplankton growth
control in general, it is also important to ideptihich controlling factors are relevant
in a given ecosystem. In the presemiy we examine the seasonal dynamics of activity
and the diversity of bacterioplankton in relatianselected biotic and abiotic factors
across a gradient of trophic levels. For this sfudg bacterial community activity and
composition in each reservoir were monitored durimg year. Seasonal changes in
bacterial variables were related to bottom-up aog-down variables by using
multivariate analysis methods (redundancy analgsid canonical correspondence
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analysis). The effects of bottom-up and top-downiat®ns were subsequently
separated using variation partitioning.

Materials and methods

Three lakes with contrasting morphometric charaties were selected for this
study. The main features of the reservoirs arergimdable 1. The oligomesotrophic is
located in Germany. Mesoeutrophic and eutrophierwesrs, built on the Sdre-river in
Luxembourg, are interconnected forming a dam apdeadam. The sampling of water
was made using a 2.2-L Ruttner bottle during ther @903. For the oligomesotrophic
reservoir, samples were collected twice a montmfApril to November. The samples
were taken at a depth interval of 1 meter across dpilimnion when thermal
stratification occurred and from 0 to 10 m durihg tmixing period. Discrete samples
were pooled in a sterile 20-L polypropylene carbdgntical sampling was carried out
for the mesoeutrophic reservoir, but the samplege wellected monthly in January,
February and November; twice a month for March @atbber; and weekly since April
until September. In the eutrophic reservoir, théensasamples were collected every 0.5
m from the surface to the bottom (maximum deptim)3at a frequency that is similar to
that of the mesoeutrophic reservoir. Water tempeeatdissolved oxygen, pH and
conductivity were determined with a multiparametprobe (Hydrolab DS4).
Orthophosphate (P£P), ammonium (NEtN), nitrite (NO-N), nitrate (NQ-N),
chlorine (Cl), sulphate (S dissolved organic carbon (DOC) and silica ($iO

concentrations were analysed in laboratory accgrttirstandard methods of APHA (1).

For bacterial enumeration, ten mL of the pooled danwere preserved with
formalin (2% final concentration) at 4°C in the klamntil counting. Cells in suspension
were stained with the fluorescent dye Sybr Greé¢Nldlecular Probes) (0.06% final
concentration) for 15 min at room temperature mdhark. They were then filtered onto
black 0.2-um polycarbonate membrane filters (Mdtg). Cells were counted by
epifluorescent microscopy at 1,000x magnificatiorder blue excitation. At least 500
cells were counted for each prepared filter. Thameell biovolume (V, in pf) was
calculated wusing digital pictures of the microscofields with a formula:

V = (n/4) & (A —a/3) where a and A are respectively the saralf and the large axis of
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the cells measured in um (7). Autotrophic picoptankwas enumerated, using its
autofluorescence capacity. Ten mL of the pooledpdamwere preserved with formalin
(2% final concentration) at 4°C in the dark durmgximum 24 hours. Whole sample
was filtered onto black 0.2-um polycarbonate memériters (Millipore). Cells were
counted by epifluorescent microscopy at 1,000x ni@gtion under green excitation.
At least 300 cells were counted on each filter.tBaal ectoenzymatic activities were
monitored as described by Hoppe (23). Alpha-gluase and beta-glucosidase
substrates were added to a final concentrationgiated to be saturating concentrate
(50 and 25 umol t respectively). Samples were incubateéhatitu temperature in the
dark during 4 hours. At times 0, 2 and 4 hourspriiscence was measured by a
fluorometer (Turner Design 700). The slope of tegression gives the enzymatic
degradation rate. Bacterial production (BP) was esssd using *“C-leucine
incorporation (33). Ten ml of pooled water wereuipated in duplicate during two
hours at in situ temperature in the dark. Two fdmakilled blanks were incubated in
the same way. Incubations were stopped with thatiaddof formalin (2% final
concentration). Protein precipitation was achiewgtth hot (80°C) 5% trichloroacetic
acid (TCA) for 120 min. Samples were filtered onédlulose acetate filters, and washed
by cold TCA 5%. Filters were transferred in a 7-mdcintillation vials
(PackardBioscience) before being dissolved in etlagletate and scintillation
(PerkinElmer) cocktail. Disintegration rate of trelioactive molecules was measured
using a scintillation liquid analyzer. Assimilatiosf **C-glucose follows the same
procedure as leucine incorporation without TCA aation step. Samples were directly
filtered onto cellulose acetate filters.

For analysis of bacterial diversity using DGGE,0®-2nL subsample was filtered
over a membrane filter (pore size, 0.22 um; fille@meter, 45 mm; Supor200; Pall
Corporation). The filter was put in 2 mL of lysiafter (40 mM EDTA, 400 mM NacCl,
0.75 M sucrose, 50 mM Tris-HCI pH : 8.3) and stoatd-20°C until extraction. DNA
was extracted by phenol-chloroform 50/50 (vol/lva@dphd ethanol precipitation.
Fragmentssuitable for subsequent DGGE analysis were obta@edlescribed by
Muyzer and Smalla (43) with th@imer combination of 341f with a GC clamp (40-
nucleotide GC-riclsequence, 5'-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3') and 90ACEG
TCAATT CCT TTG AGT TT-3") PCR amplification procedureere performed with a
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Biometra temperatur@ycler. Each mixture, containing 2 ng of DN#gch primer at 0.5
UM, each desoxynucleoside triphosphatt@00 uM, 1.5 mM MgG| 5 pl of 10x PCR
buffer and 1 U ofTaq DNA polymerase (Amershamyas adjusted to a final volume of
50 pl with sterile watefSigma). Following incubation for 5 min at 94°Ctaauchdown
PCR was performed using 37 cycles consisting ofatleationat 94°C for 1 min,
annealing at 55°C for 1 min, and primer extensibid24C for 1 min. The tubes were
thenincubated for 7 min at 72°C. DGGE for bacteria was as describelefore with
the D-Code System from Bio-Rad LaboratorER samples were loaded onto 1-mm-
thick 8% (wt/vol) polyacrylamidgels in X TAE (20 mM Tris-acetate [pH 7.4], 10 mM
acetate,0.5 mM disodium EDTA). The denaturing gradient eam¢éd 20to 70%
denaturant (100% denaturant corresponded to 7 M amé 40% [vol/vol] deionised
formamide). Equal amounts of PCR product weamgplied to the DGGE gel.
Electrophoresis was performed for h5at 100 V. The temperature was set at 60°C.
DGGE gels werstained with Sybr Gold (Molecular Probes) and pgaphed on a UV
transilluminatiortable.

Phytoplankton biomass was assessed through pigamatysis of the particulate
fraction retained on 47 mm GF/C filters by filtati of at least 1000 ml under a
moderate vacuum. The extraction of the algal maltand analysis by HPLC followed
the procedure detailed in (12). Samples for nageflates analysis were fixed in
glutaraldehyde (1% final concentration). The sampler ciliated protozoa were
preserved with mercuric chloride (2.5% final cortcation). Nanoflagellates were
stained with primulin and collected onto black Q18 filters. Nanoflagellates (counting
of at least 300 cells) were enumerated at a maguidin of 1000x by epifluorescence
microscopy (Leica, DMRB) equipped with blue ligkk¢itation: 450-490 nm, emission
> 515 nm) and UV light (excitation: 340-380 nm, esion > 430 nm), respectively.
Ciliates were allowed to settle for 12-24 h in 2%-100-mL plankton chambers. Their
densities were estimated with an inverted Leitzrascope by scanning the whole
chamber area (at a magnification of 200), and teke identified to the genus level.
Zooplankton was preserved in a formalin solutiodesbwith sucrose 12 g(4% final
concentration). In the laboratory, rotifers andstaceans were determined at the genus
level under an inverted microscope and at leasti@@®iduals for each sample were

counted. Biovolumes of ciliates and auto- and lo¢tephic nanoflagellates were
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calculated from measurements of dimensions andoappations to simple geometric
forms. Biovolumes were converted to carbon usin@ 8 pm® for ciliates and 190
fgC um? for nanoflagellates. Zooplankton biomass was exgoh from length-weight
relationships found in the literature (6). Chlorgibta concentrations were converted to
carbon using a carbon/chlorophwlliratio of 42.3, which is the average value for the
phytoplankton in the mesoeutrophic reservoir (uhishbd data). Virus-like particles
(VLP) were recovered from a 250-pl formaldehydesfixsubsample by filtration on a
0.02 um pore size AD; filter (Whatman). VLP were stained with the fluohoome
YoPro (50 uM final concentration) in solution in Gfld (2 mM final concentration)

using microwaves (59).

We used multivariate statistics to investigate tedation between bacterial
dynamics and explanatory variables (including thendical, biological and physical
parameters listed in Table The software package CANOCO 4.0 for Windows (54)
was used foall analyses. Explanatory variables were Yog( 1)-transformedvhere
necessary to approximate normal distribution. Tigaificance of the relation between
explanatoryariables and bacterial dynamics was tessdg Monte Carlo permutation
tests (999 unrestricted permutatioRss 0.05). Variation in bacterial dynamics and the
relationshipof this variation to explanatory variables were lgred for each lake
separately. Preliminary exploratdCA (detrended canonical analyses) analyses of the
datasets of the three reservoirs showed that reshoydanalysis (RDA) was the most
adequate analysis for exploring the patterns ofltheterial “activity” variables. The
obtained ordination axes are linear combinationsnefronmental variables, assuming a
linear species-environmental relationship (54). Ftre bacterial community
composition, analyses were done on presence-absébhemddata. To link a presence-
absence matrix to environmental variables we uaedanonical correspondence
analysis (CCA).

Variation partitioning analysis (VPA) was used t@kate top-down and bottom-
up effects on the bacterial dynamics as describgdViylaert et al (2002). All
explanatory variables were divided into two groupariables related to bottom-up
regulation (concentration of B®, NH;-N, NO»-N, NOs-N, Cl, SQ, DOC and SiQas

well as temperature, transparency, pHa@d conductivity) and variables related to top-
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down regulation (biomass of heterotrophic nanoflaggs, ciliates, rotifers, crustaceans
and viruses abundance). For each reservoir, wectedleonly variables that
independently explained a significant amount ofiatayn by the forward selection.
Then, for the set of bottom-up and top-down vagabteparately, we generated a
minimal set of explanatory variables for distingniigy top-down and bottom-up effects
as well as their synergistic effects.

Gels DGGE were analysed using a software prograenétols for Syngene) and
transformed in a matrix with presence/absence ntibaNon metric multidimensional
scaling (NMDS) was used to distinguish clustersarhples on the basis of their DGGE
profiles. NMDS analyses were performed with therfern version 5 software using the

Sorenson similarity index.

Results

Main physico-chemical characteristics of the stailyg

Table 1 shows the morphometric and physico-chenaitatacteristics of the three
reservoirs. Concentration in PO4-P was often utteefimit detection (0.05 mg) in
oligomesotrophic and mesoeutrophic reservoirs. #arease in the median values for
chlorophyll a (Chl a) and phosphorus (RPconcentrations, with a decrease of water
transparency were observed with the increase troptatus of the reservoirs. This
trophic status range from oligomesotrophic for tlMeftalsperre Reservoir to
mesoeutrophic and eutrophic for the Esch-sur-Simd &ont-Misere reservoirs
respectively according to the OECD index (45). $a&vether abiotic variables followed
the same pattern and seemed related to lake trgpdiics, such as nitrogen element,
dissolved organic carbon (DOC) and conductivitylf€al). Except biomass of rotifers,
all the measured biomasses increased with the itrggtus. All reservoirs presented
relatively similar pH values. pH was circum neuteoal alkaline during summer. The
water temperature ranged between 3 and 24°C owerydlar in all reservoirs. No
differences in the median values of temperatureehbgen observed between the

reservoirs (Table 1). The eutrophic reservoir was shallow, unstratified
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Table 1 Surface area, maximum and mean depths, and rdndgteymined values of
chemical, physical, and biological parameters attiree studied reservoirs (biomasses
of the different planktonic group in pg C'Lfrom January to December 2003.

Oligomesotrophic  Mesoeutrophic Eutrophic

reservoir reservoir reservoir
Surface area (kM 1.0 3.2 0.2
Maximum depth (m) 52 46 ~4
Mean depth (m) 20 17 ~2

Median Median Median

(minimum- (minimum- (minimum-

maximum) maximum) maximum)
PO4-P (ug P 1) <5 6 (<5-31) 16 (8-55)
NH4-N (ug N L) 21 (3-48) 32 (11-116) 115 (30-288)
NO3-N (mg N L) 1.03 (0.72-1.28) 3.26 (1.32-4.57) 1.79 (0.29-%.26
DOC (mg.Lh) 1.92 (1.7-6.7) 2.35(1.3-11.4) 6.60 (2.1-11.0)
Transparency (m) 6.4 (2.3-7) 3.2 (1-5.4) 0.9 (3B)
Temperature (°C) 16.1 (6.2-21.6) 18.4 (3.5-23.7) .215.0-22.2)
Conductivity (US cn) 68 (62-71) 141 (114-146) 159 (130-188)
pH 7.4 (6.6-8.4) 8.2 (6.9-9.5) 7.4 (6.9-8.4)
Viruses (16 VLP mL?) 26 (6-52) 62 (24-116) 104 (45-275)
Chla(ugC ) 41 (0-257) 84 (0-535) 570 (38-1605)
Bacterioplankton (ng C1 30 (13-67) 50 (19-187) 95 (30-340)
Flagellates (ug Ct) 5 (1.9-8.3) 5 (0.05-22) 17 (0.3-107)
Ciliates (ug C ) 15 (4.65-231) 29 (4.3-274) 111 (1.3-2359)
Rotifers (ug C L) 1.31 (0.19-5.23) 0.82 (0.18-14) 0.94 (0.18-23.51)
Crustaceans (ug CH) 19 (2.63-37) 36 (4-611) 53 (3-854)
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lake whereas other reservoirs were deeper and meesetratification from May to
September.

Multivariate analysis of seasonal patterns

Seasonal succession of bacterial activity varialaled community composition
were studied using RDA and CCA analyses respegtiveesults are presented in
figures 1 and 2. The three RDA showed clear seds$@mmals with the highest values of
bacterial abundance and activities in spring amdrser. It was possible to find biotic
and abiotic variables that were significantly ctated to the seasonal pattern of
bacterial variables. Oligomesotrophic reservoirved a seasonal dynamics with 5
distinct periods. Large cells with a low activityere observed just after the ice cover
disappeared. During a second phase, water tempeiattreased, bacterial cell volume
decreased and the extracellular enzymatic actvitige. The maximal temperature was
observed during the third period together with higlcterial density and heterotrophic
production. Then the fourth period was characterizg an important development of
picoautotrophs and by smaller bacterial cell volufiee cell volume then increased
progressively during the last period when the higlveater conductivity was observed.
Six different phases can be distinguished in tles@eal dynamics of bacterial variables
in the mesoeutrophic reservoir. The specificityha first period is the presence of large
cells and a relatively high production at the begig of the year. With water warming
up, an important development of picoautotrophs oecuduring the second period. A
sample of the second period corresponded to trer @later phase; all picoplankton
variables are in their median values. Maximal plaokton densities and activities
characterized the third period. The fourth period@€sponded to the collapse of thermal
stratification in autumn. At this time of the yeagnductivity increased and the mean
cell volume was the smallest of the year. During thst period, inorganic nutrient
concentrations were high. The eutrophic reservoowed a seasonal dynamics with 5
distinct periods. Large picoplankton cells and lawativities characterized the first
period. Then, during water warming up, the cellwoé decreased and the enzymatic
activities increased. The third period corresponidesummer with the maximal values

for water temperature and bacterial variables (tfgnsroduction and activities) and a
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Figure 1 Results from Redundancy Analyses (RDA) using meokton variables and
environmental factors (glu = glucose assimilatiaipha = alpha-glucosidase; beta = beta-
glucosidase, BP = bacterial production, VLP = vifdile particles). (A) Triplot of the
oligomesotrophic reservoir. The percentage of vaeaexplained by axes 1 and 2 were 40%
and 25% respectively. (B) Triplot of the mesoeuliopreservoir. The percentage of variance
explained by axes 1 and 2 were 51% and 23% respbcti(C) Triplot of the eutrophic
reservoir. The percentage of variance explainedakgs 1 and 2 were 65% and 15%
respectively. Only the significant factors (Montarl® testp<0.05) were represented.
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Figure 2 Results from Canonical Correspondence Analys€Aj@f the bacterial diversity and
environmental factors (VLP = virus like particlésNF = hetrotrophic nanoflagellates; Ghk
chlorophyll a). (A) Biplot of the oligomesotrophieservoir. The percentage of variance
explained by axes 1 and 2 were 38 % and 34 % rigplsc (B) Biplot of the mesoeutrophic
reservoir. The percentage of variance explainedakys 1 and 2 were 40 % and 21 %
respectively. (C) Biplot of the eutrophic reservdihe percentage of variance explained by axes
1 and 2 were 35 % and 31 % respectively. Only figeificant factors (Monte-Carlo test,
p<0.05) were represented.
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development of the picoautotrophs. During the foyseriod, conductivity increased
and picoplanktonic activities decreased. During lds period, the mean cell volume
increased and activities were low. In all resemsjothere was a seasonal separation
between the maximum values for the mean cell volantefor the metabolic activities.
We found large cells with a low density and a waekvity in winter and abundant cells
with a small cell size and high activities in sunnme

We obtained usable band patterns for a large ntygj(80D%) of the samples. In
total 41 different bands were detected with the [BEG@els (Table 2). The average
number of band detected per sampling date decregisedhe increase of the trophic
status. In oligomesotrophic and mesoeutrophic vessr between 16 and 20% of the
bands detected were restricted to single samplesreas 2 and 4 bands were found on
every sampling occasions. In contrast with these regervoirs, the eutrophic reservoir
presented only one sampling date with a band tlaatwet present during the rest of the
year. Moreover there was no taxon that was presktite year long. 20% of total bands
(8 bands) were found to be similar in the threemesrs. 30% were common to two
reservoirs. 4 bands were specific to oligomesotimphd mesoeutrophic reservoirs, 5
bands were found similar in both mesoeutrophic emtophic reservoirs, and 3 bands
in oligomesotrophic and eutrophic reservoirs. 51% apecific to one reservoir:
respectively 5, 8 and 8 specific bands for oligoot@phic, mesoeutrophic and
eutrophic reservoirs. A test of similarity (hnMDSFig. 3) showed that each our
freshwater system had specific bacterial commurSgasonal succession in bacterial
community composition was studied using a CCA witesence/absence of band. The
three CCA (Fig. 2) of the bacterial community cosiion showed patterns with rising
complexity with increasing trophic status. In oligesotrophic reservoir, a clear
seasonal appeared, indicating a gradual successfiobacterial communities. In
mesoeutrophic reservoir, bacterial community contjows appeared to shift from a
stable state to another. In eutrophic reservoiGtdsal communities have strong
fluctuations in their composition.

In oligomesotrophic reservoir, temperatuge £ 0.010), N@N (p = 0.040),
crustaceans,p(= 0.025) and VLP = 0.025) appeared to be significantly correlated
with the bacterioplankton pattern. R® was under the limit detection most of the year.
In mesoeutrophic reservoir, temperatupe=(0.005), P@P (o = 0.045), N@N (p =

43



Chapitre | : Suivi saisonnier

0.005) and VLP g = 0.05) appeared significant by the ordination. datrophic
reservoir, temperaturg & 0.005), N@N (p = 0.04), HNF p = 0.005) and VLP{ =
0.005) significantly explained the variation in texcal variables.

In oligomesotrophic reservoir, temperatupe=0.010), NO3-N (p = 0.020) and
VLP (p = 0.030) significantly explained the variance imacterial community
composition. In mesoeutrophic reservoir, N® (p = 0.015), transparency (p = 0.05),
pH (p = 0.035), conductivity (p = 0.013), Chl(p = 0.005) and biomass of HNp €
0.05) significantly explained the variance in thaaget. In eutrophic reservoir, all the
significant factors were abiotic: conductiv{fy= 0.001), NH-N (p = 0.002), NG@-N (p
= 0.034) and biomass of HNFp (= 0.038) were significantly related to bacterial
community compaosition.

The results of the variation partitioning analyaie summarized in Fig. 4. In all
cases, top-down factors explained only a small partthe variation of the
bacterioplankton activity and composition (from kel 15.6 %). The variation in
bacterioplankton activity was mainly explained bglared of the two factors. But in
the mesoeutrophic reservoir, bottom-up factors arpld the highest part of variance.
For the bacterial community composition, the unaxm@d part of variance increased
with the trophic status (from 20.2 to 72.1%). Baotthe three reservoirs bottom-up
factors were the main explanatory factors, exptgjfrom 23.2 to 46.6% of the total

variance.

Discussion

The present study is characterised by a high fregueof sampling, the
simultaneous monitoring of three reservoirs witmtcasting trophic status and the
concomitant examination of bacterial diversity aadtivity. The high sampling
frequency allowed to better ascertain the gendeal pf seasonal dynamics despite the
inevitable presence of outlier values. Use of matiate analyses also allow us to
determine a set of significant explanatory variahblecluding both biotic and abiotic
variables. Lindstrom (38) and Muylaert et al. (4®ed similar approaches to relate
bacterial diversity and the ecological factors. But paper compared activity and

diversity in time and along a trophic gradient.
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Table 2 Results form the DGGE analyses in the three ressrduring the year 2003:

number of different electrophoretic bands detethedughout the year, average number
of bands per date, number of bands that were cgtiycted on one occasion during the
study period, number of bands that were observeslvery sampling dates

Total Average Numlraeesre()r:‘tli)a:qngﬁeonly Number of band
number of number of Zam ling date common to all
different  bands per date ( ercentg egof the total the samplings
bands (min-max) P numbergof bands) dates
Oligomesotrophic 20 10.9 (10-12) 4 (20 %) 4
reservoir
Mesoeutrophic
reservoir 25 9.2 (6-12) 4 (16 %) 2
Eutrophic
reServoir 25 6.8 (3-12) 1 (4 %) 0
Stress:0.21
M-16jul
_ -2jul
M-3sg a5l
%23 M-Dsep M-gjul M- 15ai>2r P
O 30 Oct M-23S 2au§]ul M- Sapr
O-25epO 19augo 17jun M-6aug M-24jypy_ 11jun
0O-5aug M-16sep M-18jun M-27
-27ma
0-15jul M-18nov y
E-23sep
. -8apr
E-24jun E-16j 201#3§
. . LR ¥ 6sep
E-lljun  E-4jug jg;, E22 jul
E-27 E-2iul dJul E-22apr
-27may -2ju
" E %%pr
E-3sep E-9sep E-7oct
E-6aug
E-20may E-11mar
E-26
E-25mar aug
E-12aug

Figure 3 Results from NMDS analysis of data concerningdbemunity composition

of bacterioplankton in the three studied reservdi®s = oligomesotrophic, M =
mesoeutrophic and E = eutrophic reservoirs).
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Figure 4 Results of variation partitioning for the threzservoirs. For each reservoir,
the total variation explained in picoplankton ait$iv(A) and bacterial composition
community (CC) is partitioned between bottom-upatesn and top-down variation.
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Comparison of the RDA patterns obtained for easkemair highlights similarity
in the seasonal patterns of picoplankton dynamdiadear seasonal trend was observed,
beginning from large inactive cells in winter taghivalues of abundance and activities
of small bacterial cells spring and summer. In winter, picoplanktonicds&ere able
to reach a large size allowing stocking of carbeserves (48). Then, by the reduction
of their cell size bacteria facilitated the incamon of nutrients (9, 16), providing an
adaptive advantage compared to planktonic algae. stimmer was characterized by
intense biological interactions with fluctuatingpudations, leading to rapid changes in
picoplankton variables (28). These seasonal pattare close to those observed in
mesotrophic lake Constance in Germany (53) andyéneral annual cycle summarized
by Wetzel (56). Even so, the timing of the diffarewents was not exactly the same
among the reservoir. The dissimilarities in timingre essentially due to differences in
climatic conditions. The oligomesotrophic reservaias located in an area where
winters are generally colder than in the area eftito other interconnected reservoirs.
In 2003 ice cover was observed on the oligomeshicopeservoir until March while
there was no ice cover on the two other reserv@rsthe other hand, functioning as a
pre-dam, eutrophic reservoir is strongly influenbgdhe river flow regime. The spring
water warming and biological development are tleeetielayed compared to the other
reservoirs.

Concerning the diversity of the bacterial commupnike average number of band
detected per sampling date is in accordance witlddtrom (38). In oligomesotrophic
and mesoeutrophic reservoirs between 16 and 20#ediands detected were restricted
to single samples, whereas 2 and 4 bands were foandvery sampling occasion.
These results are in agreement with those from iquev studies in freshwater
environments (34, 38). This indicates that few thase an ubiquitous nature and the
appearance of most taxa is restricted to pecukaio@ of the year. In contrast with
these two reservoirs, the eutrophic reservoir prieseonly one sampling date with a
band that was not present during the rest of tlae. ydoreover there was no taxon that
was present all the year long. The three CCA shotiradl a seasonal succession
occurred in all reservoirs. However changes acsessons became more abrupt as the
trophic status increased. For the oligomesotropeservoir the pattern appeared to be

more gradual probably due to the lower number ofes. Data from DGGE and other
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methods have also demonstrated gradual changesacterial community, some of
which may be linked to seasonal trends (47, 60).

The multivariate analysis moreover highlighted thamix of biotic and abiotic
variables drives the seasonal cycles of the battecbphysiology, density and diversity
in the studied temperate lakes. Despite the diffe¥ein the trophic status, bacterial
activity variables showed close seasonal patterite same significant bottom-up
factors (temperature, conductivity and nitrogen cgortration). Each RDA displayed
water temperature as the major abiotic discriminvamniables along the axis 1. Bacteria
in temperate lakes were known to be temperaturerdgmt up to a certain threshold
above which other factors regulate their growth).(A%ater conductivity and nitrate
concentration were the major abiotic discriminaatiables along the axis 2, presenting
a high negative inter-correlation. Indeed, nutriemhcentration may directly influence
bacterial biomass (8). In oligomesotrophic and reasophic reservoirs during
summer, accentuated by water stratification, rated phosphorus remained below a
threshold for growth for planktonic bacteria (1&he eutrophic pre-dam is a shallow
reservoir and this weak depth allowed a releasaitsfents from sediment to the whole
water column (49). Although organic nutrients estied on the basis of DOC presented
high concentrations and some fluctuations, it watsansignificant variable, contrary to
phosphates or nitrates. But the global assessniddO€ is not representative of the
bioavailable carbon fraction, which could be a ting factor for bacteria. Viruses are
potentially ubiquitous mortality factors that were found to ignificant factors in all
reservoirs. In laboratory experiments, Guixa-Bogxeet al.(19) showed an increase in
viral production after the increase of bacterialengrophic production. However, in
our reservoirs no breakdown in bacterial productamturred during highest viral
abundance. Viral lysis cannot therefore be consitlers a dramatic mortality factor.
VLP may even have a positive influence on bactexiber than a negative one as viral
lyses lead to organic matter release (55). Theuenite of selective grazing by
cladocerans on bacterial size distribution leadsnmll single bacteria (18) or large
colonial bacteria (31). This could describe thd gelume dynamic that occur in our
reservoirs. Moreover, the flow of C, N and high lgyesubstrates to the dissolved pool
due to the zooplankton grazing and excretion cdead be comparable in magnitude to

phytoplankton exudation (25). This nutrient inpu kooplankton may be more
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important in oligomesotrophic reservoir, since tausans appeared as a significant
factor in this reservoir. This production of nuirids a case of interaction between a
top-down factor and a bottom-up factor correspogdinobably to a shared part in
VPA. VPA allowed us to separated top-down from qottup effects and quantify
factors effect on the seasonality of bacterioplanktin the three reservoirs, VPA
showed that bottom-up factors or shared part exgthimore variation than top-down
factors. But the explained part by bottom-up desedain the eutrophic reservaoir,
supporting the hypothesis of Sander et al. (50) ithaersion in major factors occurred
with the trophic status.

Contrary to what has been observed in the analgesctivity patterns, the
significant variables for eubacterial diversity welifferent according to the reservoirs.

On the whole temperature, HNF, WHNO;, Chl a, VLP, transparency, and
conductivity appeared as significant variables. é@sults were in accordance with the
results of some authors who designate water fl@mperature, nutrients and viral
infection as variables affecting the diversity acterial community (37, 47). We found
relationshipsbetween HNF and bacterial community structure, Hii#ve long been
viewed to be mainly responsible for bacterial bismm&ontrol (3, 20)During prey
capture, HNF select certain bacteria over other8@% and a strong influence of HNF
grazing on bacterimlommunity composition has also been demonstratedperiments
(32, 35) and in various lakes (38). In mesoeutro@md eutrophic reservoirs, nitrogen
was a significant factor. These observations arel WA analysis highlight the
important role of nutrients in the variation of thacterial community composition in
both ecosystems. Jardillier et al. (27) found thete and ammonium accounted for a
significant part of bacterial community compositigariation. Likewise, Fisher et al.
(15) and Lindstrom (38) showed that nitrogen andsphorus were responsible for the
variation in the bacterial community compositiorhl@ophyll a concentration was a
significant factor in the mesoeutrophic reservddtimary producers are directly
connected by microbial food web with bacterioplamktlt suggests that the bacterial
community depends strongly on the organic mattereggd by specific phytoplankton
groups (26) while the bacterioplankton in othereresirs depended mainly on other
carbon sources, possibly allochtonous sources. r@dwm between bacterioplankton

community composition and phytoplankton biomass leen observed in some lakes
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(22, 46). In oligomesotrophic VLP present an impaat the BCC dynamics. As
described by Middleboe et al. (40) and Schwalbathale (51) viruses modified

composition of the bacterial community by selectlixté activities (57), or by nutrient

recycling promoting certain types of competitingctesia (39). Like for bacterial

activity, bottom-up factors were the main factoplexned variation in the dataset of
bacterial composition. Decrease of the shared gaotirred with the increase of the
trophic status. But in eutrophic reservoir the gigant factors explained only 30% of
the bacterial community composition variation. Soother factors, which were no
studied, could have an impact on the bacterial @smipn. For example, water flow
could be an important parameter (37)

The present study gives an overview of the picdgtaric dynamics occurring in
three freshwater reservoirs with contrasting tropévels during a complete year cycle.
The dynamics of microorganisms in aquatic ecosysteesults in a large part from
complex interactions between abiotic and biotiades (20). In our studies, seasonal
patterns of the picoplankton dynamics were simdaen if the reservoirs displayed
some specificity. Although bacterial diversity isffekent among reservoirs, their
physiologic variables showed clearly similar seatdrends with differences in the
timing due to climatic conditions and differences the intensity of the activities
depending on the trophic status of the reservantry to activity patterns, diversity
patterns were different among reservoirs. Theyeddgppeared to be linked to different
influencing variables. In summary, the major signaifht environmental factors were
water temperature and nutrients. A second degreee@ilation includes predation
intensity, which depended on the reservoir stathss regulation by grazers and viruses
can influence picoplankton either in a positiveg(esloppy feeding/cascading effect of
crustaceans in oligomesotrophic reservoir) or aatieg way (e.g. grazing by NFH in

the eutrophic reservoir).
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Chapitre Il : Expériences bottom-up

CHAPITRE I

EXPERIMENTATIONS:
Les facteurs bottom-up

Pour étudier I'impact des nutriments sur les comamutés bactériennes, nous
avons choisi 2 approches expérimentales:
- des microcosmes

- des sacs de dialyse

Bien que ces expériences introduisent inévitabléndes biais dans I'évolution
des dynamiques bactériennes dus aux effets deneomdint et de maniement, ces outils
expérimentaux sont tres utiles. Ills permettent amprendre comment des processus
environnementaux (telle que I'addition ou la dintion de nutriments) induisent des
variations temporelles dans la structure et l'aigivdes communautés bactériennes
(Simek et al. 2001, Lebaron et al. 2001, Jardiéieal. 2004).

Peu d’études se déroulent sur une aussi longuedeéd’incubation que la nétre
(une semaine) et avec un pas de temps d'échamtitgn aussi étroit (1 prélevement
toutes les 24 heures). Seuls quelques auteurekSeinal., 2001 ; Gasol et al., 2002)

ont utilisé les mémes types de suivis pour desveéss.
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Ce chapitre se divise en deux parties :

1. La premiere partie présente des expériencesrichessement dans les
réservoirs oligomésotrophe et meésoeutrophe duraaix dpériodes de I'année
contrastées :

- 'une présentant de fortes concentrations enmetrts et de faibles densités de
phytoplancton.

- l'autre une diminution en nutriments inorganigust des populations algales
abondantes.

Ces expériences permettent de suivre I'évolutiorune’ communauté
picoplanctonique lors d'un fort apport de nutringeritien particuliers, telle une

pollution arrivant par un affluant dans le réservoi

2. La deuxieme partie du chapitre présente desriexgés de translocation qui
modifient les concentrations de I'ensemble des imetnts y compris les micro-
éléments dans le sens d'un enrichissement ou dhpauarissement lors de trois
périodes bien distinctes de I'année (assimilabldsoi& saisons : printemps, été et

automne).
La démarche adoptée ici permet de confronter legdlteds qui seront obtenus par

deux méthodes conceptuellement différentes maistggaur but la démonstration d’'un

méme phénomene.
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Response of bacterial communities to nutrient avaability: mesocom

enrichments in reservoirs with different trophic statuses

Delgoulet Sébastien, Thys Isabelle, Hoffmann Luicime-Ngando Télesphore,
Amblard Christian, Cauchie Henry-Michel

Abstract

Mesocosm experiments were performed to study tHaeimce of nutrients on
activity and diversity of bacterial assemblagesnfitwvo reservoirs with different trophic
statuses. Changes in natural bacterial assemblegresmonitored in mesocosms with
either inorganic nutrient (ammonia + phosphatedrganic nutrient (glucose) addition
as well as with concurrent of inorganic and orgamitrient additions. Variations in the
bacterial density and production showed that irhlyeservoirs bacteria were nutrient-
limited during the summer period, this nutrientitemion was weaker during the clear
water phase. On the contrary the nutrient C:N:k rappeared to be an influencing
factor for the bacterial activity whatever the perconsidered. As inferred from the gel
band patterns obtained by DGGE, only moderate adwstapk place within the bacterial
community when nutrients were added alone. Suppiéngethe mineral nutrients with
glucose led to major changes in band patterns. Wgested that bacterial assemblages
in our reservoirs were dominated by a majority oh4specialized bacteria that are

efficient in using a large array of food resouregyng in both quality and quantity.
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Introduction

The bacterioplankton is now recognized as an inapbrtegulator of the energy
and matter fluxes in the aquatic ecosystems vialdtemposition of the organic matter,
the nutrient recycling, and the carbon and ena@ysfer to the higher trophic levels [1,
5, 30]. The current challenge is to understand mhmechanisms controlling this
bacterioplankton dynamics. Temperature, nutrigosgation by zooplankton and viral
lysis are thought to be the main control factorstte spatio-temporal dynamics of
aquatic bacteria [17, 34, 48].

Few authors [37, 39] have however studied the dycgof bacteria in freshwater
reservoirs. The evaluation of the strength of thgdown control has received most of
the attention in reservoirs [2, 38, 39]. These istidchowed that protests, especially
heterotrophic nanoflagellates, consume most ofe@ttproduction during an annual
cycle, except for the clear-water phase. Moreowersignificant shift in bacterial
community composition occur under nanoflagellatesctérivory. However, with
increasing trophy ciliates become as important dsaaires. Concerning bottom-up
factors, changes in limiting nutrients are knownyteld shifts in bulk properties of
bacterioplankton communities, in terms of abundapceduction and diversity [6, 35,
38]. During the last decade, the importance oflithgation in nutrient phosphorous (P)
was more particularly examined [9, 40, 43]. It vi@snd that P limited bacterioplankton
growth in oceanic and freshwater systems. Likewibe, labile organic substrates
produced by phytoplankton through exudation are alsegulating factor of bacterial
growth [8, 47]. As a result, limitations of the bagoplanktonic growth by a
concomitant depletion of inorganic nutrients angamic carbon were observed in lakes
as well as in marine ecosystems [3, 6, 14, 1532542, 46]. The seasonal variations of
the bottom-up control of bacterioplankton remangédy unknown.

Our purpose was to ascertain the intensity of entrilimitation in lentic
ecosystems characterized by contrasted nutrierdittams. To determine the impact of
nutrients on the bacterial communities, we choselmomesotrophic reservoir and a
mesoeutrophic reservoir. These water bodies weidiest at two main periods of the
year: the clear water phase and the summer se@lsege periods were chosen for their
contrasted characteristics. Clear water phasenistigent-rich period with presumably

weak competition between algae and bacteria. Oodht&rary, summer is a period with
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inorganic nutrient depletion and potentially a hayfailability of organic exudates from
algae. Microcosms enriched with organic and inoiganutrients alone or in
combination were used. These experimental toolskamvn to be very useful to
understand the influence of environmental factorshe structure and the activity of the
bacterial communities [22, 24, 39]. Bacterioplamkbtmmmunities were monitored from

a metabolic as well as a diversity point of view.

Materials and methods

Study Sites and Experimental desigihe Esch-sur-Sdre reservoir is located in
the upper part of the Sdre river in Luxembourgit(ide 49°54’; longitude 5°53’). This
reservoir is a stratified mesoeutrophic water bwiti a surface of 3.2 kfrand a mean
depth of 17 m. The Oleftalsperre reservoir is atsted oligomesotrophic reservoir
located in Germany (latitude 50°29; longitude 6j2%t is used for drinking water
production. It has a surface of 1.0 k@nd a maximum depth of 20 m. Enrichment
experiments were conducted in these reservoirgqaiesotrophic and mesoeutrophic)
at two different periods of the year (Table 1):idgrthe clear water phase and during
the summer algal development. The sampling of wats made using a 2-L Ruttner
bottle. For the oligomesotrophic reservoir, samplese collected every meter, on"24
May 2004 (clear water phase) and orf' ZBily 2005, across the epilimnion. Discrete
samples were pooled in a sterile 50-L polypropyleagboy. Identical sampling was
carried out in the mesoeutrophic reservoir, butshamples were collected off ®ay
2005 (clear water phase) and hAugust 2005.

A fraction (1.5 L) of the pooled sample were pounaith 2-L autoclaved bottles
(Schott). Inorganic phosphorus, inorganic nitroge organic carbon were added to
the bottles, alone and in combinations, asH®0,, NH; and GH;,0s respectively.
Each treatment was carried out in triplicate. Thesklitional bottles received no
nutrient additions and served as controls;HNRO,, NH, and GH;.06 were added to
reach final concentrations of 4@ P L, 600ug N L', and 400Qug C L™, respectively.
This represents a molar C:N:P ratio of 100:15:1is Tatio was chosen to be similar to
an average C:N:P ratio of eutrophic water [27] amdhe Redfield ratio [31]. The
bottles were incubated [1ljh situ at a depth where only 15% of incident light
penetratedBacterioplankton variables were measured everyddaiyg five days.

61



Chapitre Il : Expériences bottom-up

Bacterial variables. For bacterial enumeration, ten mL of the pooled am
were preserved with formalin (2% final concentrajiat 4°C in the dark until counting.
Cells in suspension were stained with the fluonesdye Sybr Green | (Molecular
Probes) (0.06% final concentration) for 15 min @m temperature in the dark. They
were then filtered onto black 0.2 pum polycarbomatambrane filters (Millipore). Cells
were counted by epifluorescent microscopy at 1,008xgnification under blue
excitation. At least 500 cells were counted forhepiepared filter.

Bacterial production (BP) was assessed u&l@geucine incorporation. Ten ml of
pooled water were incubated in duplicate during hears atin situ temperature in the
dark. Two formalin-killed blanks were incubatedthe same way. Incubations were
stopped with the addition of formalin (2% final c@mtration). Protein precipitation
was achieved with hot (80°C) 5% trichloroacetiaadiCA) for 120 min. Samples were
filtered onto cellulose acetate filters, and washmdcold TCA 5%. Filters were
transferred in a 7-mL scintillation vials (Packaro&ience) before being dissolved in
ethyl acetate and scintillation (PerkinElmer) cadkt Disintegration rate of the
radioactive molecules was measured using a saitmbifl liquid analyser (Tricarb
2900TR, Packard). Assimilation 6fC-glucose follows the same procedure as leucine
incorporation without TCA extraction step. Samphese directly filtered onto cellulose
acetate filters.

For analysis of bacterial community composition BQising DGGE, a 200-mL
subsample was filtered over a membrane filter (sire, 0.22 um; filter diameter, 45
mm; Supor200; Pall Corporation). The filter was pu2 mL of lysis buffer (40 mM
EDTA, 400 mM NaCl, 0.75 M sucrose, 50 mM Tris-H® p8.3) and stored at —20°C
until extraction. DNA was extracted by phenol-cbform 50/50 (vol/vol) and ethanol
precipitation Fragmentsuitable for subsequent DGGE analysis were obtaaed
described by Muyzer and Smalla [26] with gréner combination of 341f with a GC
clamp (40-nucleotide GC-rickequence, 5-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3) and
907r (5'-CCG TCAATT CCT TTG AGT TT-3'). PCR amplification procedsravere
performed with a Biometra temperataseler. Each mixture, containing 2 ng of DNA,
each primer at 0.5 uM, each desoxynucleoside tsiphateat 200 uM, 1.5 mM MgGJ
5 ul of 10x PCR buffer and 1 U @agDNA polymerase (Amershanyas adjusted to a
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final volume of 50 pl with sterile water. Followingcubation for 5 min at 94°C, a
touchdowrPCR was performed using 37 cycles consisting oatlgationat 94°C for 1
min, annealing at 55°C for 1 min, and primer exi@msat72°C for 1 min. The tubes
were thenncubated for 7 min at 72°C. DGGE for bacteria was with the D-Code
System from Bio-Rad LaboratorieBCR samples were loaded onto 1-mm-thick 8%
(wt/vol) polyacrylamidegels in X TAE (20 mM Tris-acetate [pH 7.4], 10 mM acetate,
0.5 mM disodium EDTA). The denaturing gradient eaméd 20to 70% denaturant
(100% denaturant corresponded to 7 M w@wed 40% [vol/vol] deionised formamide).
Equal amounts of PCR product weapplied to the DGGE gel. Electrophoresis was
performed for 1% at 100 V. The temperature was set at 60°C. DGE& werestained
with Sybr Gold (Molecular Probes) and photograpbed UV transilluminatiotable.

Statistical analyses. For comparing abiotic variables of the differergeevoirs,
we used a Student’s t-test. Analyses of covarigABECOVA) and analyses of variance
(ANOVA) were used to test changes potentially irethin the bacterial variables by the
different bottom-up treatments. ANCOVA was used tiesting full experiment during
time and ANOVA was used for comparing treatmerd giving time. Tukey’'s Honest
Significant Difference (HSD) post hoc comparisonsrev used to test individual
treatment effects. Gels DGGE were analysed usisgftavare program (Genetools for
Syngene) and transformed in a matrix with presets@nce of bands. Clustering is
based on the simple matching algorithm, while tkadbgram is drawn applying the
group average method. Analyses of similarities (ANK®) were used to compare

changes in the bacterial community composition [7].

Results

In the oligomesotrophic reservoir the main characteristics of the experimental
periods were summarized in Table 1. The enrichragperiment performed during the
clear water phase (Fig.1) showed that the concua@dition of inorganic and organic
nutrients (CNP treatment) was significantly difieréANCOVA p<0.05) from the other
treatments after 24 h (heterotrophic productio),h4(glucose assimilation) or 72 h

(abundance) of incubation. After 96 h of incubatibacterial abundance was 3 times
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higher in the CNP treatment than in the control. tAis time, abundances in the
treatments with organic C addition (C treatmentyl anith inorganic nutrients (NP
treatment) were not different from each other ardtimes higher than in the control
treatment. After 96 h, the glucose assimilation #rel heterotrophic production were
respectively 175 and 100 times higher in the CNéatment than in the control
treatment.

During the summer period (Fig. 2) the CNP treatnvea$ significantly different
than other treatments as far as the abundance,glimose assimilation or the
heterotrophic production were concerned (ANCOVA 08). The bacterial abundance
and the glucose assimilation were significantlyhleigin the CNP treatment compared
to the other treatments (ANOVA p<0.05). The hetequhic production increased
regularly and steeply in NP treatment and CNP rmeat. After 96 h, these two
treatments were not significantly different fromcleaother and their heterotrophic
production were significantly higher than that atved in the control and the treatment
with C addition only (C treatment).

Table T Main characteristics of the experimental periqdear water phase and

Study site Oligomesotrophic Mesoeutrophic
Period Clear Water Sum_mer Clear Water Sum_mer
Phase period Phase period
PO4-P (mg P 1) <0.005 <0.005 0.005 <0.005
NH4-N (mg N %) 0.014 0.016 0.068 0.025
NO3-N (mg N %) 1.38 1.17 4,79 3.73
DOC (mg.L" 1.90 2.67 2.30 2.38
Temperature (°C) 14.5 20.9 13.1 21.0
Oxygen (% of saturation) 102 72 79 75
Conductivity (uS cil) 752 820 1862 1851
pH 7.3 7.9 7.1 8.8
Rotifers (ind. Y 136 567 12 23
Crustaceans (ind. 1) 12 245 489 551

summer period) in the oligomesotrophic and the measophic reservoirs. The values
are means of two measures.
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Figure 1:Changes in bacterial parameters in different tneats (C, NP, CNP and
Control) in mesocosms during the clear water pleaperiment in the oligomesotrophic
reservoir. (A) Bacterial abundance. (B) Bacterialcgse assimilation. (C) Bacterial
production. Letters represent significant diffeendetween treatments (ANCOVA).
(n.s. is no significant)
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Figure 2 Changes in bacterial parameters in differentttneats (C, NP, CNP and
Control) in mesocosms during the summer period x@at in the oligomesotrophic
reservoir. (A) Bacterial abundance. (B) Bacterialcgse assimilation. (C) Bacterial
production. Letters represent significant diffeendetween treatments (ANCOVA).
(n.s. is no significant)

66



Chapitre Il : Expériences bottom-up

60 +
70 ¢
2
g .
g
@ go{
90 4
100"\0 ,__| = < o o
\© O &N 0 4 0 O 9T Og‘l‘(\l W W <+ 0 AN
(o)) o
F e 2 EFEfEEESEZSLEEEREEREEE & B
O B &~ Ay Ay A U B8 © T OA A AR
£ EE L Z Z & ~ & E £ &8 ZZ Z 7
A) g O ©° s £ & O U O ©
O 6 QO 0O
O S o O
60 ]
707
2
E
E 80
5
o0 1 -
e e s 2exze Rg a2 g g0
fg ERESEREE S BEEREEEEE EBEEE
=] A O U & @] o - V- VR - VIR B
z ~ g2 & g 2 © 28 2z & B EE
®) © 3 © s YL 5 & B
O O O ©

Figure 3 Dendogram showing the similarity of DGGE pattefran mesocosms and
sampling time. Clustering is based on the simplechiag algorithm, while the

dendogram is drawn applying the group average ndeft#focorresponding to the clear
water phase period and B to the summer period)

67



Chapitre Il : Expériences bottom-up

Reproducible DGGE fingerprints were obtained ugagh microbial assemblage.
During the clear water phase (Fig.3A) the bactet@mnmunity composition (BCC)
consisted in 11 Operational Taxonomic Units (OTUASS. inferred from the DGGE
band pattern, the control mesocosms had a stabterlmplankton community during
the experiment except after 96h, where 3 OTUs ¢saed compared to the
community at 72 h of incubation. The addition adrganic (NP) and organic nutrients
(C) alone induced a moderate change in the bandrpatompared to the control before
72 h of incubation, having 2 or 3 bands less tmathe control experiment. The most
marked changes in band pattern were found in the €&atment. The number of bands
decreased markedly during the experimental pel@dP treatment displayed about
40% of dissimilarity compared to the Control treatrn During the summer period
(Fig. 3B), the bacterial community diversity wasosgly reduced including only 6
OTUs. Contrary to what has been observed duringléer water phase, 1 or 2 bands
OTUs appeared during the time course of the exmarisn The total number of OTUs
was constant in the Control treatment but some OWdgre replaced by new ones
during the time course of the experiment. Diffees@ the diversity of the bacterial
communities among treatments were weak and noifisgm (ANOSIM p<0.05).

In the mesoeutrophic no statistical difference was found between dassin the
different treatments (ANCOVA p>0.05) during the arlewater phase experiment
reservoir (Fig.4). On the contrary, the assimilatiof glucose in the CNP treatment
presented a strong increase during the experimisiig from 35 ngC.LLht at the
beginning of the study to 2700 ngC.h* after the 96-h incubation. C treatment
presented the same pattern. Moreover the producti@NP treatment was statistically
higher than that in the other treatments (ANCOVA)®01). The CNP treatment had
the highest production increase, reaching 500 ng@-Lafter 96 h. It was significantly
different from other treatments (ANCOVA p<0.05).

During summer period (Fig.5), the bacterial abuméarmad a significantly
increase in NP and CNP treatments (ANCOVA p<0.0@d @<0.05, respectively). For
the latter treatment, the density was the hightet 48 h and declined to a value that
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Figure 4:Changes in bacterial parameters in different tneats (C, NP, CNP and
Control) in mesocosms during the clear water pleageriment in the mesoeutrophic
reservoir. (A) Bacterial abundance. (B) Bacterihicgse assimilation. (C) Bacterial

production. Letters represent significant differendetween treatments (ANCOVA).
(n.s. is no significant)
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Figure. 5 Changes in bacterial parameters in differentttneats (C, NP, CNP and
Control) in mesocosms during the summer period ix@at in the mesoeutrophic
reservoir. (A) Bacterial abundance. (B) Bacterialcgse assimilation. (C) Bacterial
production. Letters represent significant diffeendetween treatments (ANCOVA).
(n.s. is no significant)

70



Chapitre Il : Expériences bottom-up

407
60 1
2
g
g
175}
80T
|
n Tl LT
T o o S W 0w O ¥ O T o VW T 0w A N o
N B & =) N I x
C Lo, F EE&EEEEREEREE E2ER
z 4 zZ ¢ Z%2 %z &% &% 88 gEg Qv owo
° 8 © 060 s & £¢
(A) O O U O
50T
60 ]
Z 707
g
E
2 80T
90T
100~ . w NI/—| o o 9O r\| \ol-__olom T 0 O O
© % K TO 3 E 2 8 & & = A
EEEEEVERCSEERLECEEEEESR
3 A A B 5 B8 Z s 3 ] O 0
w £ 55 %% & ¢ E EE 2 =2 %
Q O o S O
Q O O QO
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Glucose assimilation of CNP treatment (ANCOVA p<€{phad a strong increase from
0 to 48 hours passing from 65 ngC.k* to 4300 ngC.L%.h™ and remained at this value
for the end of the experiment. Highest value ottghe assimilation in C treatment was
at 24 h and declined after. The production incréaseall treatments compared to
Control. The NP treatment had a strongly productimmease with 200 ngC1h* the
first day until 700 ngC.L.h™ the last day (ANCOVA p<0.001) and the CNP treatmen
had the strongest increase with 1700 ngCht: at 76 h and then fell to1100 ngC-h*
after 96h (ANCOVA p<0.05).

During the clear water phase (Fig. 6A), the baatestommunity was constituted
of 9 OTUs. All the mesocoms, including the Contrelatment, showed a modification
of composition at 24 h. Then, the Control treatmpreésented a stable bacterial
community. The CNP treatment remained close to Goatrol except after 96 h,
displaying at this moment weak similarities (45%)hwthe other samples. The addition
of inorganic (NP) or organic (C) nutrients inducelthnges during the experimental
period. The number of OTUs had strong fluctuatioMP treatment and the C treatment
lost 2 OTUs. After 96h, the different treatmentsl iess than 70% of similarities with
the Control. During summer period (Fig. 6B), thecteaal community presented 8
OTUs. Control mesocosms differed from the origic@nmunities. The CNP treatment
had the strongest fluctuation in OTUs. The C tregtts had a stable community (>75%
of similarities). The NP treatment evolved duringperimental period for reaching 60%
of similarities with the original communities. Até end of the experiment similarities
between treatments and Control were only 50%. Rutstatistical differences were
found by ANOSIM test in the both periods (p>0.05).

Discussion

Experimental Design.We chose an experimental approach using microcaems
be able to control the action of various resourg¢ée. enrichment allowed following the
evolution of the bacterial communities during asg increase of particular nutrients,
such as during a pollution arriving by a tributana reservoir.

Few studies used so long incubation periods (9@itl) a short time sampling
interval (24 h). Only Simek and al [39] and Lebarmd al [24] carried out similar
studies. However most of the studies were aboygeaific period of the year and did
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not compared the seasons [16, 18, 33, 37]. Likewideen experiments occurred in

different periods, they were on only one freshwatetem [20, 45].

The bacterial variables Bacterial variables remained constant in Controls
mesocosms. The confinement of communities in Itiel not affect the microbial
dynamics. There was no nutrient depletion and tbereno experiment-driven
limitations during the control experiment. On thentary, in enrichment mesocosms,
various reactions were observed. Treatments emtichih organic substrate (C
treatment) do not present significant stimulatibnhe bacterial production and density.
Donachie and al. [13] and Shiah and al. [36] alsseoved this phenomenon. Thus, the
dissolved organic carbon (DOC) naturally presenthim water was sufficient in both
quantitative and qualitative terms to support baatgrowth. Coveney and Wetzel [10]
came to similar conclusions after the addition ahiature of organic substrates in an
oligotrophic reservoir (lake Laurence, Michigan)n @he contrary, Verde et al. [45]
observed an effect of C addition during autumn. Ewesv, they observed nutrient
limitation in their enclosures; a phenomenon thas wot observed in our experiments
whatever the period or the reservoir consideredic@e assimilation was on the
contrary stimulated in many cases in the C treatmiéns indicates that bacteria shifted
from an unknown source of carbon, energy for resioin to glucose.

The enrichments with nitrogen and phosphorus didnuuce increase in bacterial
production, contrary to the works of Fisher et[&6]. The clear water phases in both
reservoirs presented lower limitations by theseriewitts compared to the summer
period. Experiments by Coveney and Wetzel [10] #tvan increase of bacterial
production and density due to enrichments with gaaic nutrients and more
particularly phosphorus. The physico-chemical patans in our reservoirs showed a
strong decrease in phosphorus during the strdtdircgeriod, under the detection limit.
We can conclude that our reservoirs presented mdalions of phosphorus and/or
nitrogen for bacteria during clear water phasesamimer period.

However, CNP treatments showed production and teeasmulations whatever
the period or the reservoir considered. This oexlmhen C treatments showed that
organic nutriments did not limit bacteria and NBatments showed that inorganic

nutriments did not limit bacteria. Moreover, an rggse in glucose assimilation
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occurred in all reservoirs when glucose was adtddlle C may have accumulated
during P limitation in aquatic systems [44]. Ba@ew~ould therefore be limited at first
by inorganic nutriments and would become in a sédone limited by the carbon after
addition of inorganic nutriments [4, 16]. Furthem@obacteria are better competitors for
P [12] when they are not limited by C [21]. Synstm effect may therefore occur
between nutrients. Indeed, the N-species allowttebabsorption of the glucose [13]
conferring to bacterial cells a better capacitydivelopment in the treatment with
double contributions. Furthermore, the absorptidnnotrients depends on internal
molecular ratios in bacteria [13] but also ratiotle environment. Thus, the nutrients
recycling by bacteria may increase according tanbéecular ratio. When the ratio C:N
is higher than 6:1, the recycling of the NHhcreased, on the contrary a ratio close to 1
bring a weaker recycling and thus a lower growtlorédver, more C:P ratio is high and
more the release of P is possible [19]. But, it vda$icult to know the exactly
molecular ratio in our reservoirs.

During the summer periods, the monitored bactesgaiables reacted quickly to
the nutrients contributions. Lebaron and al. [2dlifd the same velocity of growth
with, in parallel, a strong consumption of nutreeatided during the first 3 days during
the experiment. During the clear water phase ewpmaris, the oligomesotrophic
reservoir, and to a lesser extent the mesoeutraeliervoir, showed a later bacterial
development (after 48 hours). Fisher et al. [16§evbed the same development in a
dilution culture experiment. In the present stuolgcterioplankton production appeared
to be a more sensitive measure of the bacterialnaamty response compared with
bacterial abundance [29]. Vrede et al. [45] foumat bacterial abundance needs 3-4 d to
response to the nutrient manipulations. But glu@ssemilation appeared as a sensitive
measure too with a fast response to glucose loaidgntensity of assimilation seemed

to be an indicator of inorganic limitation.

Bacterial community composition. Few changes appeared in the community
composition in single contribution treatment (NPQ)r A modification of 1 or 2 OTUs
was observed in time. The community presented endibuble contributions treatment
showed more important changes, confirming the wark€Ovreas et al. [28] who

observed major changes in DGGE patterns led t¥il@io-dominated bacterial
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community. The strongest modification was obsergladng the clear water phase in
the oligomesotrophic reservoir with a strong deseeaf the number of OTUs. So, a
large part of the community would be competent aget advantage of double
enrichments. Vadstein [41] observed that some gradpacteria reacted to one pulse
of nutrients while the others were competent whan ¢oncentrations of nutriments
remained constant. Thus, some bacteria have ar lzetggtation of competition. The
weak modifications obtained in the community coallsb be due to some bacteria with
fast growth, indeed Riemann and Winding [32] fouthcéitt some bacteriaBéta-
Proteobacteria and Cytophagales were bacteria with fast growth that can be
preferentially selected during particular evenesc@mposition of biomass algae). These
bacteria were probably capable of fitting quickheit growth rate to new conditions

quickly but weakly changes of composition of thetbaal communities.

Conclusion

It is always delicate to extrapolate the processbserved in mesocosm
experiments to the processes taking placgitu at a larger scale. However our results
suggest that nutrients play synergistically a k&g in the regulation of abundance and
the bacterial activity. On the other hand, nutsesgtem to have only a weak effect on
the eubacterial composition at a short time sqajeducing only a modification of one
in two OTUs during the experiments.

The weak changes in the bacterial community conipascompared to the large
variations in the bacterial activity and densitydicates that this community was
predominantly composed of generalist bacteriadahaiefficient in using a large array of
food resource varying in both quality and quantifjre existence of generalists and
specialists in bacterial communities has alreadsnbeypothesised by Langehender et
al. [23].
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Expériences de translocation dans un complexe de ré  servoirs formant un gradient

d’eutrophisation : effets sur les communautés bacté rioplanctoniques.

Delgoulet Sébastien, Thys Isabelle, Hoffmann Lucien, Sime-Ngando Télesphore, Amblard

Christian, Cauchie Henry-Michel

Résumé

Nous avons effectué des expériences de translocations dans le complexe de réservoirs
(barrage et pré-barrage) de la Sdre (Luxembourg) pour estimer les facteurs qui controlent
I'abondance, I'assimilation du glucose et la production bactérienne ainsi que la composition de
la communauté bactérienne. Les échantillons du barrage et du pré-barrage sont incubés dans
des sacs de dialyse placés in situ dans leur milieu d'origine et dans I'autre milieu durant trois
périodes au cours de l'année. Les sacs sont échantillonnés toutes les 24h pour estimer
I'abondance, l'assimilation, la production et la composition de communauté bactérienne (par
DGGE). Nos résultats montrent que les réservoirs sont rarement limités en nutriments, que les
intensités des activités mesurées dépendent plus du milieu que de la communauté bactérienne.
Cette derniére est capable de s’adapter phénotypiquement a de nouveaux milieux sans fortes

modifications génotypiques.
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1. INTRODUCTION

Les réservoirs présentent un grand intérét socio-économique. Ces masses d'eau
artificielles ont été créées pour des raisons spécifiques de gestion de I'eau potable et des eaux
de crues. Stockage d'eau, contrOles de flux, création d'électricité et loisirs font partis de leurs
diverses fonctions. Ces pratiques peuvent étre mises en péril par une eutrophisation rapide de
'eau (VOLLENWEIDER, 1990). L’eutrophisation des systémes aquatiques est généralement
causée par I'apport régulier en nutriments a partir du bassin versant et leur longue rétention au
sein du systéme, notamment au niveau du sédiment. Ainsi, par leur fonction de rétention d’eau,
les réservoirs peuvent subir une accentuation de I'eutrophisation. Malgré I'importance de ces
systemes, ils restent peu étudiés (GASOL et al., 2002 ; SIMEK et al., 2003).

Lors d’apports en matiére organique, une partie va étre recyclée par le bactérioplancton,
qui est le principal décomposeur de la matiere organique. Ce bactérioplancton regroupe
I'ensemble des organismes hétérotrophes les plus abondants a l'intérieur du réseau trophique
et se situe a la base de la boucle microbienne (AZAM et al., 1983). Il a un réle clef dans le
fonctionnement des systémes aquatiques a travers les processus de recyclage et les flux
d’énergie (CHO et AZAM, 1988). De plus, ils constituent une source de nourriture alternative
aux algues pour le zooplancton de certains lacs et réservoirs (JURGENS, 1994 ; THOUVENOT
et al.,, 1999 ; BURNS et SCHALLENBERG, 1998) L'étude de ces organismes dans les
réservoirs permettrait de mieux comprendre la réponse de ces systémes aquatiques au

phénoméne d’eutrophisation.

Un défi actuel est de comprendre les mécanismes contrélant ce bactérioplancton. De
maniére générale la température et les ressources, la prédation et la lyse virale ont été
identifiées comme étant les processus majeurs de contréle des dynamiques spatiales et/ou
temporelles des bactéries (WRIGHT, 1988 ; SANDERS et al., 1992 ; FUHRMAN, 1999). Les
changements dans les nutriments limitants sont connus pour modifier 'ensemble des propriétés
des communautés bactérioplanctoniques, en terme d’abondance, de production et de diversité
(CHRZANOWSKI et al., 1995 ; SCHWEITZER et SIMON, 1995 ; SIMEK et al., 1999).
Cependant, ces facteurs limitant peuvent montrer des variations saisonniéres a travers
différents systémes aquatiques (MORRIS et LEWIS, 1992 ; SCHWEITZER et SIMON, 1995 ;
SKOOG et al., 1999). L'estimation et la compréhension des facteurs qui contrélent les bactéries
facilitera la connaissance de la circulation des nutriments dans la chaine trophique
planctonique. Notre objectif est d’élargir la compréhension concernant la limitation des bactéries
par les nutriments dans différents réservoirs par des expériences de translocation de

communautés bactériennes entre réservoirs de statuts trophiques différents.

Nous reportons ici ces expériences qui consistent a incuber I'entiereté des communautés

planctoniques in situ dans des sacs a dialyse. Cette méthode permet de modifier I'ensemble
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des conditions physico-chimiques du milieu sans modifier la communauté planctonique
(HERNDL et al., 1993).

2. MATERIELS ET METHODES

2.1 Sites d’étude

Le complexe de réservoirs interconnectés construits sur la riviere Slre au Luxembourg
formé d'un réservoir pré-barrage eutrophe (Pont-misére) et d'un lac de barrage mésoeutrophe
(Réservoir d'esch-sur Sdre). Ce dernier (latitude 49%4’; longitude 5%3’) est un réservoir
stratifié d’une surface de 3,2 km? et d’une profondeur moyenne de 17 m. Le prébarrage est un

réservoir peu profond (profondeur maximale = 4 m) d’une surface de 0,2 km?.

2.2. Echantillonnage

Des échantillons ont été effectués grace a une bouteille de Ruttner (2 litres) tous les
metres dans I'épilimnion durant la stratification ou de la surface jusqu’a 10 m de profondeur
durant la période de brassage des eaux dans le barrage mésoeutrophe. Ce méme
échantillonnage a été effectué tous les ¥2 métres sur la totalité de la colonne d'eau pour le
prébarrage eutrophe. Pour chaque réservoir, les échantillons sont réunis dans une bouteille
stérile de 50 L. Le volume d'eau prélevé ne subit aucune filtration. Les communautés
planctoniques sont ainsi non modifiées dans leurs proportions relatives par rapport a la situation

d'origine.

2.3. Dessin expérimental

Le complexe de réservoirs de la riviere Slre présentant une différence de niveau
d’eutrophisation de I'amont vers l'aval, il se prétait parfaitement a des expériences de
translocation afin d’évaluer I'effet d’'une variation de la charge nutritive (enrichie ou appauvrie)
sur les communautés bactériennes. La translocation consiste a transférer des communautés
enfermées dans des sacs a dialyse d'un milieu dans un autre. Ainsi les communautés du
réservoir eutrophe ont été placées dans le réservoir mésoeutrophe et inversement. Ces
communautés planctoniques sont retenues dans des sacs de dialyse (spectra/por) d'une
porosité de 25 Angstroms ne laissant passer que les molécules inférieures a 12 kDa dont les
nutriments. Les sacs de dialyse d’'une longueur de 30 cm et d’'un volume de 1,5 L sont
maintenus a une profondeur ou seul 15% de la lumiéere incidente pénetre. Les intensités

lumineuses ont été déterminées a l'aide d'un luminomeétre submersible (Li-Cor 1000).
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L’évolution des communautés transférées est comparée a celle des communautés du milieu

récepteur, également contenues dans des sacs a dialyse et servant de contréle.

Ces expériences de translocation ont été exécutées dans les deux réservoirs a trois
reprises au cours de I'année : aux mois d'avril, de juillet et d'octobre. Ces périodes ont été
choisies car elles se sont révélées étre des périodes clefs dans les dynamiques saisonniéres
picoplanctoniques de ces réservoirs (Chapitre I). Ainsi, les échantillonnages ont été effectués le
12 et le 19 juillet 2004, le 4 et le 11 octobre 2004 et enfin le 11 et le 18 avril 2005. Ces

expériences ont duré 4 jours avec une fréquence d’échantillonnage journaliere.

2.4. Variables suivies

La température de I'eau, la concentration en oxygéne dissous, le pH et la conductivité ont
été déterminés par une sonde multiparameétrique (Hydrolab DS4). Les concentrations en
orthophosphates (PO,4-P), en ammonium (NH4-N), en nitrite (NO,-N), en nitrate (NOs-N), en
chlorure (Cl), en sulfate (SO,) et en silice (SiO,) ont été analysés en laboratoire selon des
méthodes standards (APHA 1995). Les échantillons pour le carbone organique dissous (COD)
ont été filtrés sur des membranes GF/F grillé (taille de pore 0,8 um, Whatman) puis congelés
dans de l'azote liquide. Le COD a été estimé par un analyseur élémentaire (TOC-5000
Shimadzu)

Pour I'énumération bactérienne, dix mL d'échantillon ont été conservés avec du formol
(concentration finale 2%) a 4T et dans l'obscurité jusqu'au comptage. Les cellules ont été
colorées au Sybr Green | (Molecular probes) (concentration finale de 0,06%) pendant 15
minutes a température ambiante dans I'obscurité (NOBLE et FUHRMAN, 1998), puis filtrés sur
membrane noire de polycarbonate 0,2 pm (Millipore). Les cellules ont alors été comptées par
microscopie epifluorescente (Leica, DMRB) (HOBBIE et al., 1977) avec un grossissement de
1.000x sous excitation bleue (excitation: 450-490 nm, émission > 515 nm). Un minimum de 500

cellules a été compté sur chaque filtre préparé.

La production bactérienne (BP) a été évaluée en mesurant l'incorporation de **C-leucine
(KIRCHMAN et al., 1985). Dix mL d'eau échantillonnée ont été incubés en duplicat pendant
deux heures a température in situ et dans l'obscurité. Deux blancs immédiatement fixés au
formaldéhyde (concentration finale 2%) ont été incubés de la méme maniére que les
échantillons. Les incubations des échantillons ont été arrétées par ajout de formaldéhyde
(concentration finale 2%). L'extraction des protéines a été réalisée avec de Iacide
trichloroacetic (TCA) 5% a chaud (80C) pendant 120 min. Les échantillons ont ensuite été
filtrés sur filtres en acétate de cellulose et rincés avec du TCA 5% froid. Les filtres ont alors été
transférés dans des fioles a scintillation (PackardBioscience) de 7 mL avant dissolution par
'acétate d'éthyle et le liquide de scintillation. Le taux de désintégration des molécules

radioactives a été mesuré par un analyseur de liquide scintillant (PerkinElmer). L'assimilation de
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14C-glucose suit la méme procédure que l'incorporation de leucine mais sans extraction au

TCA. Les échantillons ont été directement filtrés sur filtres en acétate de cellulose.

Pour lanalyse de la composition de la communauté bactérienne par DGGE
(électrophorése sur gel a gradient dénaturant), un échantillon de 200 mL est filtré sur
membrane (diamétre des pores, 0,22 um ; diamétre de la membrane 47mm ; Supor200 ; Pall
corporation). La membrane est déposée dans 2 mL de tampon de lyse (40 mM EDTA, 400 mM
NaCl, 0.75 M sucrose, 50 mM Tris-HCI pH : 8.3) et conservé a —20C jusqu’a extraction. L'’ADN
est extrait par phénol-chloroforme 50/50 (vol/vol) et précipité par éthanol. Les fragments
utilisables pour les analyses DGGE ont été obtenus comme décrits par MUYZER et SMALLA
(1998) avec la combinaison de I'amorce 341f ayant une attache polyGC (séquence riche 40
nucléotides GC, 5 '-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3 ') et 907r (5 '-CCG TCA ATT CMT TTG
AGT TT-3'). L'amplification PCR est effectuée avec un thermocycleur Biometra. Chaque
mélange contient 2 ng d’ADN, 0,5 pM des 2 amorces, 200 pM de triphosphate
désoxynucléosides, 1,5 mM de MgCl,, 5 pl de tampon PCR 10x et 1 U de Taq polymerase
(Amersham), avec ajustement a un volume final de 50 ul avec de I'eau stérile. La PCR consiste
en une incubation a 94T durant 5 min, suivie de 37 cycles constitués d’'une dénaturation a
94<C pendant 1 min, hybridation a 55C pendant 1 mi n et extension a 72C pendant 1 min.
Ensuite, les tubes sont incubés pendant 7 min a 72°C. La DGGE pour les bactéries est réalisée
avec un System D-Code (Bio-Rad). Les échantillons PCR sont déposés dans un gel a 8%
(massel/vol) d'acrylamide d’épaisseur Imm dans un tampon TAE 1x (20 mM Tris-acétate [pH
7.4], 10 mM acétate, 0.5 mM disodium EDTA). Le gradient dénaturant s’échelonne de 20 a 70%
(le 100% correspond a 7 M d'urée et 40% [vol/vol] de formamide déionis€). La migration
s'effectue a 100 V pendant 15 h. La température est de 60C. Puis les gels DGGE sont révélés

au Sybr Gold (Molecular Probes) et photographié sur une table a transillumination UV.

2.5. Outils statistiques

Un test-t de Student (logiciel Sigma Stat) est utilisé pour comparer les variables
abiotiques des différents réservoirs, mais aussi pour tester les changements potentiels induits
dans les variables bactériennes par les translocations. Les gels DGGE sont analysés en
utilisant le logiciel « Genetools for Syngene » et transformés en matrice de présence/absence
de bandes. La création de clusters est basée sur un algorithme simple (« simple matching
algorithm ») et les dendogrammes sont conduits en appliquant la méthode de moyenne de
groupe grace au logiciel Primer. Les analyses de similarités (ANOSIM) sont utilisées pour

comparer la composition de la communauté bactérienne (CLARKE, 1993).

3. RESULTATS
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3.1. Printemps

Durant I'expérience de printemps (avril 2005), le pré-barrage est significativement (p<0,05) plus
riche en nutriments inorganiques que le barrage (Tab.l). La quantitt de COD est
statistiquement identique dans les deux réservoirs. Il en va de méme pour la température.
Cependant le barrage mésoeutrophe présente une meilleure oxygénation ainsi qu’'un pH a

tendance basique.

Au début de I'expérience (0h), les densités bactériennes et les productions bactériennes
entre les deux réservoirs sont trés proches (Fig.1), ne présentant pas de différences
statistiques. Seule l'assimilation de glucose est statistiquement différente (p<0.001); les
communautés du barrage mésoeutrophe présentant des taux d'assimilation de 43% plus élevés
gue la communauté du pré-barrage eutrophe. Au cours des expériences, les communautés
transloquées présentent des dynamiques trés semblables a celles des contréles situés dans le
méme réservoir. Ainsi une augmentation tout a fait paralléle des assimilations de glucose est
observée pour les deux traitements dans le pré-barrage. La seule tendance qui ressort
clairement des observations faites en avril 2005 est une augmentation significative de la
production bactérienne dans le contrble situé dans le pré-barrage par rapport au traitement

transloqué.

La comparaison des caractéristiques des traitements transloqués par rapport aux
caractéristiques des contrdles restés dans le milieu d'origine est présentée dans la Table 2. De
nombreuses différences significatives sont observées en ce qui concerne le milieu mésotrophe
dont la densité, I'assimilation de glucose et la production de ses communautés bactériennes
augmentent a la faveur de la translocation. A I'inverse la comparaison de la translocation vers le
barrage (Trans-) et le contréle du pré-barrage (Ctr+) montre simplement une Iégére diminution

significative de la production par I'échantillon Trans- a partir de 48h.

D’'un point de vue diversité, les communautés bactériennes des deux réservoirs sont distinctes
et le resteront tout au long de I'expérience (Fig. 2). Au printemps, la communauté transloquée
du pré-barrage eutrophe vers le barrage mésoeutrophe (Trans-) ne se modifie pas au cours de
I'expérience. Le contréle dans le barrage (Ctr-) se différencie Iégérement (90% de similarité) a
partir de 48h par rapport a la communauté d’origine. La communauté transloquée du barrage
vers le pré-barrage (Trans+) et le contrdle dans le pré-barrage (Ctr+) se modifient faiblement a
partir de 48h. Cependant les tests ANOSIM ne montrent aucune différences significatives
(p>0.05).
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Table 1: Caractéristiques physico-chimiques entre le barrage et le pré-barrage lors des trois
périodes d’expérimentation : avril 2005, juillet 2004 et octobre 2004. Comparaison effectuée par
test-t de Student, le seuil de signification utilisé est 0,05.

Périodes Avril Juillet Octobre

Site Pré Barrage Pré Barrage Pré Barrage
PO,-P (mgP L™ 0.018 <0.005 *= 0.043 <0.005 *=* 0.021 <0.005  ***
NH,-N (mg N L™ 0.046 0.015 % 0.113 0.044 ** 0.078 0.020 ik
NOz-N (mg N L™ 3.7 5.2 w17 3.8 R 2.4 2.7 ok
COD (mg.L™) 25 2.3 ns. 5.6 3.7 k3.8 3.8 n.s.
Température () 11.3 10.2 ns. 17.8 18.9 ns. 115 15.2 rkk
Oxygene 96 108 * 79 97 * 87 99 *

(% de saturation)
Conductivité (uS cm™) 1479 1262 * 1657 1557 % 1600 1615 n.s.

pH 7.6 8.4 * 7.8 8.9 ok 7.8 10.1 ok

Table 2: Résultats des comparaisons par test-t de Student entre échantillons restés dans leur
milieu d’origine et échantillons transloqués (comparaison : Ctr-/Trans+ et Ctr+/Trans-) au cours
du temps et suivant les différentes périodes d'expérimentation. (*p<0.05;** p <0.01 ;*** p
<0.001)

Avril Juillet Octobre
T24 T48 T72 | T24 T48 T72 T24 T48 T72

Densité * * — *

Barrage Assimilation * *x ok *x ok
Production o ok ok ok
Densité

Prébarrage | Assimilation *xk ok

Production * *
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Figure 1 : Suivi de la densité (A), de I'assimilation de glucose (B) et de la production (C) des
échantillons transloqués (Trans)et des Controles (Ctr) dans le pré-barrage (+) et le barrage (-)
de la Slre au cours de I'expérience d’'avril 2005. (Moyenne et écart-type sont représentés). Les
astérisques représentent les résultats des tests t entre les différents traitements (*p<0.05 ;** p

<0.01 ;*** p <0.001 ;n.s.= non significatif).

88



Chapitre Il : Expériences bottom-up

40T

Similarity
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Ctr-T48
Ctr-T72
Ctr-TO
Ctr-T24
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Ctr+T72
Cir+T24 |
Ctr+T48 I

Trans-T48 —I
Trans-T72 —I

Trans+T0
Trans+T24
Trans+T48
Trans+T72

Trans-TO
Trans-T24

Figure 2 :Dendogramme de similarités des schémas obtenus par DGGE suivant I'échantillon et

le temps. Expérience de printemps. (Trans = translocation, Ctr = contréle, + = eutrophe, - =
mésoeutrophe)
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3.2. Eteé

La température est identique dans les deux réservoirs (Tab.1). Comme au printemps le
pré-barrage eutrophe est plus riche en nutriments que le barrage mésoeutrophe. Cependant
contrairement a la période printaniére le COD a une concentration plus élevée dans le pré-
barrage que dans le barrage. Les autres conditions sont les mémes qu’au printemps avec

toujours un pH basique et une bonne oxygénation du milieu mésoeutrophe.

L'expérience se déroulant en été (Fig.3) montre de fortes différences entre les deux
réservoirs en début d'expérience (Oh) pour toutes les variables bactériennes suivies. Au cours
du temps, les variables des communautés transloquées et des contrbles vont tendre a devenir
similaire. Ainsi les densités statistiquement distinctes en début d’expérience, se décalent I'une
vers l'autre pour ne plus présenter de différence significative en fin d’expérience (72 h). Dans le
pré-barrage eutrophe, I'échantillon transloqué (Trans+)venant du barrage mésoeutrophe
présente une augmentation d'assimilation se rapprochant du controle de ce milieu(Ctr+).
Cependant il y a toujours différence significative en fin d’expérience (72 h). A linverse une
Iégére diminution de I'assimilation de glucose du Trans- et une forte augmentation du Ctr— ont
lieu dans le barrage, amenant a une différence non statistiquement significative. De méme, les
productions distinctes a Oh, présentent une fortement augmentation dans I'échantillon Trans+,
ne montrant plus de différence avec le Ctr+ dés 24h. De méme la production dans I'échantillon

Trans- augmente mais reste statistiquement distincte du contréle (Ctr-).

Les comparaisons des échantillons transloqués et des échantillons restés dans le milieu

d’origine ne présentent aucune différences significatives (Tab.2).

Les communautés bactériennes montrent une diversité relativement stable tout au long
de I'expérience (Fig. 4) avec une faible modification par rapport a la communauté de départ
vers 24 h. Cependant I'ensemble des traitements montre une seconde modification vers 72 h,
seul le Ctr- a une modification de communauté vers 48 h. Toutefois, les tests ANOSIM ne
montrent pas de différences significatives par rapport a la communauté de départ. De plus
aucun rapprochement de composition de communauté n’apparait entre les communautés
Trans-/Ctr- et Trans+/Ctr+.

3.3. Automne

Durant cette période (octobre 2004), la température est distincte entre les deux
réservoirs, le barrage mésoeutrophe ayant une température de l'eau supérieure au pré-
barrage. Le pré-barrage eutrophe reste plus riche en nutriments que le barrage mésoeutrophe.
Cependant le COD est identique dans les deux milieux. Le barrage présente toujours un pH

basique et une bonne oxygénation.
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Figure 3 : Suivi de la densité (A), de I'assimilation de glucose (B) et de la production (C) des
échantillons transloqués (Trans)et des Contrdles (Ctr) dans le pré-barrage (+) et le barrage (-)
de la Slre au cours de I'expérience de juillet 2004. (Moyenne et écart-type sont représentés).
Les astérisques représentent les résultats des tests t entre les différents traitements
(*<0.05 ;**<0.01 ;***<0.001 ;n.s.= non significatif).
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Figure 4 :Dendogramme de similarités des schémas obtenus par DGGE suivant I'échantillon et

le temps. Expérience d'été. (Trans = translocation, Ctr = contréle, + = eutrophe, - =
mésoeutrophe)
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Figure 5 : Suivi de la densité (A), de I'assimilation de glucose (B) et de la production (C) des
échantillons transloqués (Trans)et des Contrdles (Ctr) dans le pré-barrage (+) et le barrage (-)
de la Slre au cours de I'expérience de juillet 2004. (Moyenne et écart-type sont représentés).
Les astérisques représentent les résultats des tests t entre les différents traitements
(*<0.05 ;**<0.01 ;***<0.001 ;n.s.= non significatif).
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Figure 6 :Dendogramme de similarités des schémas obtenus par DGGE suivant I'échantillon et

le temps. Expérience d’automne. (Trans = translocation, Ctr = contrdle, + = eutrophe, - =
mésoeutrophe)
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Les communautés automnales se développant dans les deux réservoirs ont des densités
et des assimilations différentes mais des productions identiques (Fig. 5). Trés rapidement,
aprés 24 h, les densités ne présentent plus de différence statistique entre transloqués et
contréles. Les communautés du pré-barrage présentent des vitesses d’assimilation plus
élevées quel que soit le milieu dans lequel elles se trouvent (Ctr+ ou Trans-) et croissent par
rapport au début de l'expérience. Alors que les productions sont identiques a Oh, les
communautés originaires du pré-barrage (Ctr+ et Trans-) montrent un accroissement de leur
production a 24 et 48 h se distinguant statistiquement des communautés du barrage. Toutefois
une forte diminution de cette production a lieu a 72 h et ne présente plus de différences

significatives.

Cependant la comparaison (Fig. 5 et Tab. 2) entre les activités des communautés
transloqués du barrage vers le prébarrage (Trans+) avec celles des communautés du barrage
(Ctr-) restées dans leur milieu d’origine montre une augmentation d’'activité significative pour
'ensemble des variables suivies. A l'inverse la comparaison Trans- et Ctr+ montre simplement
une légere diminution significative de I'assimilation de glucose par I'échantillon Trans- a partir
de 48h.

Au cours de cette expérience, les communautés présentent dans le milieu eutrophe
(Trans+ et Ctr+) ont une légére modification de composition de communauté a partir de 48 h. A
linverse les communautés immergés dans le milieu mésoeutrophe (Trans- et Ctr-) ont une

modification de composition de communauté des 24 h (Fig. 6).

4, DISCUSSION
4.1. Aspect méthodologique :

La méthode utilisée permet aux organismes de se développer dans un environnement
différent du point de vue physico-chimique et physique de leur milieu d'origine, sans
modification du compartiment biotique. Les sacs de dialyse fonctionnent, en effet, comme des
cages fournissant aux bactéries un acces a un environnement modifié. Ce type d’expérience
présente le grand intérét de pouvoir faire varier en totalité I'ensemble des nutriments y compris
ceux présents sous forme de micro-éléments. Cependant les sacs de dialyse ne sont pas des
cages parfaites tout en étant beaucoup plus proche des conditions in situ que des expériences
en bouteilles (GASOL et al., 2002). En effet, le degré de limitation par les nutriments peut étre
exagéré par des enclos car I'apport de nutriments par I'hnypolimnion ou les sédiments est stoppé
(VREDE et al., 1999).

Le complexe de la haute Sdre formé d'un barrage et d'un pré-barrage se prétait
parfaitement a ces expériences, non seulement d’un point de vue logistique (rapidité de mise en

place) mais aussi pour des contraintes physiques relativement proches. Ainsi, la température
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qui est reconnue comme un facteur de régulation (SHIAH et DUCKLOW, 1994), est la méme
entre les deux réservoirs au cours de l'année permettant de tester seulement I'impact des
nutriments. Toutefois, au cours de l'automne, la température du pré-barrage eutrophe est
inférieure a celle du barrage mésoeutrophe sans atteindre le seuil en dessous duquel la
température devient limitant pour les bactéries (OCHS et al.,, 1995). Enfin, dans une étude
exploratrice précédente faisant appelle a des analyses de redondance et de correspondances,
les nutriments sont apparus comme des facteurs significatifs pour les dynamiques bactériennes

(Chapitre I). D’ou 'intérét de tester ces nutriments suivant la période et le milieu.

4.2. Activités bactériennes

Suivant la période, la production bactérienne réagit rapidement au changement de milieu,
en effet, GASOL et al (2002) ont montré qu'il existait un temps de latence de 12 h lors de

translocation. Mais passé ce délai, une modification de production est visible dés 24 h.

Nos expériences présentent régulierement une augmentation de production sans
augmentation des densités. La production bactérienne apparait comme une mesure plus
sensible aux changements que I'abondance (PACE, 1993). Cependant cette stabilité de densité
peut se traduire par une mortalité bactérienne due a la prédation. De méme, I'assimilation de
glucose apparait telle une variable prompte a la réaction lors de changement de milieu, des

variations apparaissant des 24 h.

Malgré les différences en nutriments et en composition de communauté entre le barrage
et le pré-barrage, les communautés de printemps (avril 2005) présentent les mémes densités et
les mémes productions. Ainsi seule I'assimilation de glucose semble une variable dépendante
du niveau trophique. La température et le COD ne présentent pas de différence significative
entre les deux réservoirs. Ainsi, la température pourrait étre le facteur prépondérant au
printemps (SHIAH et DUCKLOW, 1994) de méme que le carbone qui est relié a la production et
a I'abondance bactérienne (COLE et al., 1988). Les bactéries ne pourraient pas se développer
en dessous d'un certain seuil de température (OCHS et al, 1995) ou d'une certaine
concentration en COD (EILER et al., 2003) malgré la présence de nutriments inorganiques en
suffisante quantité. Toutefois, les communautés transloquées du barrage vers le pré-barrage
(Trans+) présentent un développement significatif des activités suivies par rapport aux
communautés restées dans le barrage (Ctr-). Ainsi cette croissance limitée des bactéries dans
le barrage pourrait étre due aux faibles concentrations en nutriments. Cet état a aussi été
constaté par SIMEK et al. (2003) dans le réservoir Rimov (Rép. Tchéque). Ce résultat est aussi
confirmé par I'échantillon Trans- (prébarrage vers barrage) qui présente une diminution de
production par rapport au Ctr+ a partir de 48 heures, sans provoquer de diminution de densité.

La translocation dans un milieu plus riche pourrait entrainer I'activation de cellules viables mais
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métaboliquement inactives décrites par STEVENSON (1978). La translocation dans un milieu

plus pauvre diminuerait I'activité pour aboutir a cet état d’inactivation.

A linverse durant I'été (juillet 2004), lorsque la température dépasse le seuil permettant
un développement des bactéries (OCHS et al.,, 1995), les communautés ont des activités
distinctes d'un milieu a l'autre. Les communautés transloquées du barrage vers le pré-barrage
(Trans+) profitent des conditions favorables de ce nouveau milieu a la levée d'inhibition
(augmentation d’assimilation et de production). Cependant les communautés restées dans le
barrage présentent aussi une augmentation d'assimilation et de production, ceci pouvant
s’expliquer par des modifications des conditions du milieu. Cette élévation d’'activité explique les
différences non statistiquement significatives entre les communautés transloquées du barrage
vers le pré-barrage et les communautés restées dans le barrage. Toutefois, le barrage apparait
limité en nutriments et I'échantillon Trans+ présente de fortes valeurs de production et
d'assimilation aprés la translocation. Cependant, les densités ne bougeant pas et présentant
méme une légere diminution, nous pouvons supposer que cette production bactérienne est tout
aussi profitable aux bactérivores présents. De plus, les milieux plus riches tel notre pré-barrage
sont plus propices au développement d’'organismes hétérotrophes comme les nanoflagellés
hétérotrophes ou les ciliés (SAMUELSSON et al., 2002) connus pour étre des régulateurs de la
communauté bactérienne (BERNINGER et al., 1991). Enfin, si les échantillons transloqués du
pré-barrage eutrophe vers le barrage mésoeutrophe ne présentent pas de diminution d’activité
malgré la translocation, ce peut étre due aux changements environmentaux qui ont pu se

dérouler dans le barrage.

En automne (octobre 2004) les réservoirs n'apparaissent pas limités en nutriments, les
communautés semblant trouver des conditions favorables a leur développement dans un milieu
ou dans lautre. Toutefois la comparaison entre les échantillons transloqués et les
communautés restées dans leur milieu d'origine montrent des différences significatives
(augmentation légére de production et d’assimilation par rapport au temps 0) tendant a prouver
que le barrage présenterait une limitation en nutriments. Cependant un trés fort développement
de production apparait dans le milieu eutrophe sans entrainer une augmentation de la densité.
Au cours de suivis saisonniers effectués précédemment (Chapitre 1), ce milieu a régulierement
présenté de forts développements de flagellés hétérotrophes au cours de cette saison. Les
flagellés hétérotrophes étant des organismes bactérivores, il est probable que ceci empéchent
un accroissement des densités bactériennes. D’autre part, les bactéries actives subissent une
prédation quatre fois supérieure aux bactéries inactives (DEL GIORGIO et al., 1996), ce fort

taux de production les rendrait plus attractives.

4.3. Diversité
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A linverse de certains auteurs (GASOL et al, 2002 ; SIMEK et al.,, 2003), les
communautés ne montrent pas de modifications drastiques de leur composition par les
nutriments sur une échelle de temps de 72 h. De plus, I'ensemble des communautés
transloquées tendent a rapprocher leurs activités de celles des communautés du milieu
récepteur. Ceci ne s’accompagne pas d'un rapprochement de composition de communauté.
Ainsi les bactéries s’adaptent aux concentrations en nutriments présentes. D’ou une production
qui apparait plus dépendante du milieu que de la composition de la communauté bactérienne.
Les organismes généralistes ont un avantage de compétition par rapport aux organismes
spécialisés (NYGAARD et TOBIESEN, 1993) lors de changements des conditions du milieu.
Nous pouvons donc considérer que la majorité des bactéries présente dans ce complexe de
réservoirs sont des bactéries généralistes, la prédominance de ce type de bactéries ayant déja
été observé par LANGENHEDER et al. (2005).

Cependant, une légére modification de composition a partir de 48 h apparait
régulierement et qui pourrait étre di a I'activation de cellules dormantes (STEVENSON, 1978)
ou a l'inhibition d’autres cellules. Il faut tout de méme prendre en compte que I'analyse DGGE
des fragments d’ADNr 16S amplifiés par PCR ne peut détecter les populations les moins
abondantes dans une communauté (EILER et al., 2003). Ainsi, les organismes dont les bandes

disparaissent au cours de I'expérience peuvent étre toujours présents mais non détectables.

5. conclusion

Les translocations montrent une stabilité de la composition malgré des modifications de
concentrations en nutriments. Nos réservoirs étant interconnectés, les organismes présents
peuvent étre régulierement amenés a subir ce type de variations, d'ou leur adaptation
phénotypique. Une modification de composition de la communauté aurait pu étre probablement
visible avec un changement de qualité ou de biodisponibilité des nutriments plutét qu'une
variation quantitative. D’autre part, LINDSTROM et BERGSTROM (2005) ont montré que le
bassin versant pouvait étre un important facteur dans la formation de la composition de la
communauté bactérienne par des apports en bactéries. Permettraient ainsi un certain maintient

de la composition bactérienne.

Les modifications d’activités ne s’accompagnant pas de modifications de composition
taxonique, l'intensité des activités bactériennes est plus dépendante du milieu que de la
composition de la communauté. Cette communauté posséde donc de large capacité
d’adaptation. Ces résultats doivent étre cependant modérés car une forte limitation en
nutriments d’'une ou plusieurs espéces peut ne pas étre détectée dans une communauté
« moyenne », si une grande partie ou toutes les espéces ne sont pas limitées par le méme
éléments (SOMMER, 1988).
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CHAPITRE Il

EXPERIMENTATIONS:
Les facteurs top-down

Les analyses exploratrices effectuées au chapitmet Imontré que les facteurs
descendantgdp-dowr) étaient spécifiques d’un réservoir. Pour étullimmpact de ces
facteurs sur les communautés bactériennes, noussautlisé comme approche
expérimentale des filtrations différentielles, paéparer les différents organismes
suivant leur taille. Ceci sont incubigssitu durant 5 jours avec un suivi journalier.

Contrairement aux nutriments qui peuvent étre comser directement par les
bactéries, les prédateurs présentent un grand eodilmterconnections. Ainsi, par le
fractionnement de taille, tous les niveaux tropk&jant été manipulés. Au contraire des
expériences de dilution, il n’y a pas d’altérataun pool de matiere dissoute consommé

par les bactéries.

Les réservoirs ont été étudiés a difféerentes pésodorrespondantes au
développement d’organismes prédateurs ou a lewenabs(période estivale et phase
d’eau claire).

Plusieurs variables bactériennes ont été suividetsité seule ne pouvant suffire,

car la production bactérienne peut contrebalalacerortalité

Sont présentés dans ce chapitre les relationsityagd qui prennent part au réseau
planctonique ainsi gu’une évaluation de la méthbel&actionnement par filtrations.
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Critical evaluation of size fractionation method toevaluate top-down

control on freshwater bacterioplankton

Thys lIsabelle, Delgoulet Sébastien, Hoffmann Luci&me-Ngando Télesphore,

Amblard Christian, Cauchie Henry-Michel

Introduction

Bacteria are at the basis of the heterotrophic tagyfi@od chain and therefore
they are linked by several direct and indirectriatéions to other planktonic organisms.
Bacteria mediate biogeochemical cycles in watersygstems through recycling
processes and energy fluxes. Their key role infaimetioning of aquatic ecosystems
justifies the important research efforts which dexeloped to evaluate the importance
of factors controlling them. There is evidence thedzing is one of the major forces
shaping the bacterial community structure (Jurgarsd Jeppessen, 2000; Simon et al,
1998; Gude, 1989). Heterotrophic flagellates amknas the main predator of bacteria
in aquatic ecosystems§i(nek et al., 1999, 2001, 2005; Jiurgens et al., 1999
Nevertheless, it has been shown that cladocerandil(i&r et al.,, 2004; Degans et al,
2002; Kamjunke et al, 1999) or ciliates (Kisand atagel, 2000) can also in several
cases be the dominant bacterivores. Some rotier gach as brachionids are also able
to exert a strong impact on bacteria in lakes (Ard®93). Furthermore, cascading
effects of metazoans on intermediate consumerdlyfirdso affect bacteria. The
multiple connexions within microbial and classié@d web have numerous direct and
indirect impacts on bacteria but these interactioenge been relatively few examined.
This gap arises somewhat from the difficulty to @b® an appropriate experimental
design allowing assessing the magnitude of thegehitt linkages on bacterioplankton
at in situ concentrations and in natural conditions. Manipoka of planktonic
communities by sequential filtrations on membratiers of different pore sizes allows
separating planktonic communities according tortezie and seems to be adapted for
the investigation of trophic relationships withilapktonic food webs. Size fractionation
is commonly used to study lower trophic level (leaci-flagellates relationships)
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(&v}imek et al.,, 2005, 2001, 1999; Jurgens et al., 1328 received less success for

investigating the effects of the whole planktoraod web on bacteria.

The dilution technique (Landry and Hasset, 19823l commonly used to quantify
the impact of protozooplankton grazing on phytoktan or bacteria but Landry (1994)
cautioned that the method is not appropriate fortdsea because of the possible
alteration of feedback relationships between pobtissolved matter and bacteria.

Moreover, generalization about the trophic inteoacs with bacterioplankton is
made difficult because the composition of microb@p components may fluctuate
according to lake productivity or within the annggtle. Such fluctuations may distort
the results of manipulations based on the sizelafikgonic organisms. Indeed, size
spectra could markedly differ between lakes ofedéht trophic status (Auer et al.,
2004; Kalinowska, 2004; Taylor & Carter, 1997) olorey the seasonal cycle
(Tamigneaux et al., 1997). The natural variationsafe occurring in the aquatic
environment could necessitate adapting the meghadimembranes filters in the case
of fractionation experiments carried-out in periodgith different planktonic
assemblages. At our knowledge, few authors, excapias et al. (2000), paid a critical
attention on this potential source of variation.

Usually, manipulation of planktonic communities retveak effect on bacterial
density (Adrian and Schneider-Olt, 1999; Wickhan®98; Jirgens et al, 1994).
Increasing predation triggered generally higher téxégad production rates that
counterbalance bacterial mortality rates (Auerlget2®04). It is therefore necessary to
investigate several types of bacterial responsessfay top-down effects. Nowadays,
planktonic bacteria cannot still be considered asngle functional unit but they are
recognized as a heterogeneous community able tpomds to the regulating
environmental factors by changing their taxonomamposition, their phenotypic
characters and/ or their metabolism. Conflictingdings between studies could result
from the different bacterial responses considekéoreover, by integrating the aspects
of diversity and function in microbial studies, hwlogical research gains in ecological
significance and pertinence.

The present study aimed to describe the trophatiogiships taking place within
the planktonic web and more specifically, the reses of heterotrophic
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bacterioplankton to manipulated planktonic food webeservoirs of increasing trophic
statuses, during key periods of the seasonal ssiocesThe investigated bacterial
responses were numeric, morphologic, metabolic gadomic. Furthermore, we
examined the relevance of fractionation method strdying trophic interactions.
Advantages and disadvantages of the method and arafifity of results between

reservoirs and seasons are discussed.

Methods

Experimental design and study sites

Four fractionation experiments were conducted ieehreservoirs differing in
trophic statuses: the oligomesotrophic Olef reser¢@ermany), the mesoeutrophic
Esch-sur-Sdre reservoir and its eutrophic pre-vese(Grand-duchy of Luxembourg).
Keys periods of the seasonal succession of plafktoommunities were chosen in
order to achieve different situations of dominamgeone planktonic group offering
contrasting predations conditions: the clear-watese, characterised by a dominance
of cladocerans and low densities of protozoanspdnytioplankton, the early-spring and
autumn periods dominated by protozoans. For detailsthe abiotic and biotic
characterizations of the reservoirs, see table 1.

The vertical profile of water temperature was Rrsineasured to determine
stratification layers and water was taken withie tivarm and homogeneous upper
strata: the epilimnion for deep reservoirs (0-10ager during non-stratification period)
and the whole column for shallow reservoirs. A p¢xfl-I) was constituted from water
samples taken every meter with a 2.2-1 Ruttnedd@YDROBIOS). Then, water was
sequentially filtered through 250, 50, 5 um nyloasim and then through 0.8 um A/D
glass fibre filters (Gelman) to obtain differentesifractions containing theoretically:
bacteria, nanoflagellates, ciliates, rotifers araupilii in the “< 250 pum” fraction;
bacteria, nanoflagellates, ciliates in the “< 50”|fraction; bacteria and nanoflagellates
in the “< 5 um” fraction; bacteria in the “< 0.8 [irfraction. Each fraction was
duplicated and filled in 25-1 polypropylene tankBwo tanks were also filled with
unfiltered samples (control) and served as contilg liters were immediately taken
from each tank for the determination of initial ddions and the tanks were immerged
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in the reservoirs at a depth wher@0% of incident light was attenuated. Gas exchange
with the atmosphere was allowed through a silictuie. Incubation proceeded for 5
days and daily sampling of 2-1 was achieved aftanbgenisation of the tanks for the
monitoring of bacterial, abiotic and biotic paragrstin situ conditions were surveyed

at the same frequency during the course of thergrpats.

Abiotic variables measurements

Water temperature, dissolved oxygen concentragpbh,and conductivity were
determined with a multi-parameters probe (HYDROLBB- 4). Water transparency
was estimated as the disappearance depth of aiSksicli] 20 cm). Light attenuation
in the water column was measured using a light @r@b-Cor-1000). Hundred
millilitres of water were filtered on pre-ignitedF&= filters and immediately frozen in
liquid nitrogen for the determination of the dissad nutrients. Determination of the
ammonium, soluble reactive phosphorus and silicatexentrations were carried out
following standard colorimetric methods (APHA et #095). Other ions concentrations
(NO3, NO,) were analysed by ionic chromatography (DIONEX B0O, equipped with
lonPac AG 12A or CG 12A ion exchange column). Dissd organic carbon was
measured with an elemental analyser (TC-5000 SHIMBP

Bacterial variables measurements

Bacterial abundance and biomassSamples were fixed witformaldehyde (2%
final concentration), stained with Sybr Green | (dtwlar probes) (0,1% final
concentration) (Noble and Fuhrman, 1998) and é&Heronto black 0.2 pum
polycarbonate membrane filters (Millipore). Cellene enumerated at a magnification
of 1000x by epifluorescence microscopy (Leica, DMR&nder blue excitation
(excitation: 450-490 nm, emission > 515 nm). Themeell volume (V, in pf was
calculated using digital pictures of microscopifields with a formula: V =#/4) & (A
— a/3) where a and A are respectively the smak axid the large axis of the cells
(Bratbak, 1985).

Bacterial production (BP) was measured via leucine incorporation (Kirchman e
al., 1985). In brief, bacteria were allowed to inmwate **C-labelled leucine (final

concentration 25 nM) during two hours diark conditions and &ah situ temperature.
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After stopping incubation (formaldehyde 2% f.c.)joteins were extracted by the hot
TCA method (Fitchet al, 1955) and precipitates were collected on 0.2 geftulose
acetate filters. Their radioactivity content wasaswed by liquid scintillation in
disintegration per minute. For the detailed protpsee chapter 1.

The procedure for the measuremengloicose assimilation and respirationvas
similar to bacterial production assessment Wit-labelled glucose as substrate (final
concentration 25nM) (Skoog et al., 1999). The mespiamount of glucose was
considered as the difference between the totafrpocated radioactivity in the cell and
the radioactivity incorporated in cell constitue(afier extraction in TCA 50%) and was
expressed in % of the total glucose assimilated.

Biotic variables measurements

We included in biotic variables the major composaritthe planktonic food web
interacting directly or indirectly with bacteriaoFVirus-like particles (VLP), we used
the same preservation and enumeration proceduferdsacteria using YO-PRO in
place of Syber Green as dye (Xénopoulos and B®89) and filtration on 0.02 pum
Al,O; filter (Whatman).

Chlorophyll- a concentration was used as an estimation of algatdss and thus
considered as a biotic variable. Chloroplaylivas assessed through pigment analysis of
the particulate fraction retained on 47 mm GF/@ifd by filtration under a moderate
vacuum. Pigments were extracted in 90% acetoner@diogoto Descy et al. (1999),
separated and quantified by HPLC (column C18, ZoBanus-RP 4.6 x 250 mm,
Agilent Technologies, USA) using a modified terngradient of Wright et al. HPLC
analysis was performed using a Dionex SummitTM esys{Sunnyvale, CA, USA)
equipped with a P580 gradient pump, a GINA 50 autgder and a UVD 340S diode
array detector (DAD). A 15 pl aliquot was injectaato a 4.6 x 250 mm 5 pum Zorbax
Bonus-RP C18 column (Agilent Tech., USA).

Samples forprotozoans enumeration were fixed with a final concentratidn o
2.5% mercuric chloride for ciliates and 1% glutdeddyde for flagellates. After specific
staining with primulin (Bloem et al., 1986; Card®83), nanoflagellates were collected
onto black 0.8 pm filters and enumerated at a nfiagtion of x1000 by

epifluorescence microscopy (Leica, DMRB) equippeathWwV light (excitation: 340-
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380 nm, emission > 430 nm). Ciliates were alloweedsdttle for 12-24 h in 25 to 100 ml|
plankton chambers and enumerated using an inveeied microscope.

Rotifers and crustaceanswere concentrated onto 50 um nylon mesh, narebtise
in carbonated water and preserved in 12/4% sudooseldehyde. Their densities were

estimated with an inverted Leica microscope.

Denaturing gel gradient electrophoresis

Bacterial 550-bp fragments suitable for subseq€BGE analysis were obtained
with the primer combination of 341 f with a GC clanf40-nucleotide GC-rich
sequence, 5-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’) and 907-C&ZG TCA ATT CCT
TTG AGT-3) (Muyzer and Smalle, 1998; Muyzer et 41993). DGGE for bacteria was
run as described before (Casamayor et al., 2005t at a constant voltage of 100 V
and at 60°C in a 20 to 70% vertical denaturantigradthe 100% denaturant agent is 7
M urea and 40% deionised formamide).

Statistical analysis

The differences in planktonic communities compositicgtween fractions were
tested using the multivariate two-way crossed aiglyf similarity (PRIMER).
ANCOVA (STATISTICA) tested for differences of baotd and abiotic variables
between fractions with time as covariable. Post bmmparisons were performed by
Scheffé tests.The temporal pattern of bacterialerdity was analysed by
Multidimensional Scaling analysis (MDS) (PRIMER)oifin a similarity matrix of
presence-absence bands.

Results

Initial abiotic and biotic conditions

Fractionation experiments were carried out betwday 2003 and June 2004 at 4
periods characterized by contrasted abiotic andticbi@onditions (Table 1).
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Table 1 Abiotic and biotic characterisations of the reséns at the start of fractionation experiments #me distance to the mean). The major components okfaic biomass are noted in
bold

Reservoir Oligomesophic Mesoeutrophic 1 Mesoeutrophic 2 Fitio

. . 24/05/04 19/05/03 30/03/04 23/08/03
Experiment period 28/05/04 23/05/03 02/04/04 29/08/03
Mean depth (m) 18 15 15 2
Incubation depth (m) 4 2 4 0.75
Sampled layer (m) 0-6 0-6 0-10 0-3.5
Secchi depth (m) 6.0 3.7 2.4 0.8
Temperature (°C) 134 14.7 6.1 18.2
Oxygen (%) 83.3 100.9 103.1 44.2
pH 7.4 8.0 8.1 6.8
Conductivity (uS cr) 70.5 133.8 167.9 174.0
Orthophosphates (mdf. <0.005 <0.005 0.007 0.020
Nitrates (mgL*) 1.38 3.74 5.35 1.62
DOC (mgL?) 1.25 4.13 2.59 7.16
Taxa Density Biomass Density Biomass Density Biomass Density Biomass

(cf column 1) (ugC LY (cf column 1) (ugC LY (cf column 1) (ugC LY (cf column 1) (ugC LY

Virus (10cell mL?) n.d. 54.3:1.8 n.d 97.83.9
ANF (cell mL?) 87.6+9.8 3.0+ 0.0 1195.% 25 28.2+ 0.8 4425 7.5 5.9+ 25 558.4- 8.3 34.1+5.2
HNF (cell mLY) 2480.6+ 85.9 8.6:0.8 920.1+ 10.0 5.1+0.7 1425.1 295.0 6.4 1.4 3995.4+ 1605.1 18.%#5.3
Total ciliates (cell mL) 15.3+1.0 15.3:0.1 5714 20.3+4.4 39.9+0.9 112.0t 39.8 52.5 3.0 245.1+ 31.6
Prostomatids (cell mit) 1.7+ 0.8 1.4+ 0.7 0.9+ 0.2 0.3£0.1 29.7+ 2.0 9.2+ 0.6 10.4:0.4 97.0+ 22.6
Oligotrichs (cell mL*) 12.0+ 0.1 12.2¢+ 0.7 3.7+ 1.0 15.1+5.1 15+0.1 3.7+04 16.1+ 1.3 96.1+ 37.1
Tintinnids (cell mL*) 0.1+0.1 0.0+ 0.0 0.2+ 0.1 0.2+£0.1 2.8+£0.5 2.9+ 0.5 15904 0.0+ 0.0
Scuticociliates (cell mt) 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.4+ 0.1 0.5£0.0 22+04 3.0£05
Peritrichs (cell mL%) 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.1+ 0.0 2.0+1.5 0.1+ 0.1 0.3£0.3 5.0+ 1.7 49.0x 16.6
Unidentified cil. (cell mL*) 15+04 1.7£0.1 0.7+ 0.3 2.70.8 5406 95.3+ 39.6 2.9+ 03 0.0£ 0.0
Zooplankton (ind. L) 147.9+ 30.0 49.# 1.0 1685.7% 1044.3 397.2 2134 500.& 101.0 24, 3.2 1882.6: 52.5 179.3 13.0
Rotifers (ind. L) 136.0+ 30.0 4.2¢0.9 901.# 598.3 51.6- 36.8 485.0: 99.0 14.6 3.0 1291.5:92.6 38.% 238
Crustaceans (ind. ) 11.9+ 0.0 45.5+ 0.1 784.5t 446.0 345.6:176.6 15.8 2.0 9.4+ 0.3 591.1+ 40.1 140.# 15.7
Bosminidae (ind. ) 0.2+ 0.0 0.2£0.0 147.0£93.0 91.6t57.6 1.3+0.0 1.4+0.0 23.8:6.2 15.3: 3.8
Daphniidae (ind. &) 0.2+ 0.0 0.3£0.0 53.0+ 27.0 100.551.4 0.2+ 0.0 0.0+ 0.0 0.4+ 0.4 0.0£ 0.0
Holopedidae (ind. £) 8.1+0.0 27.5%40.0 0.0+ 0.0 0.0£ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0£ 0.0 0.0£ 0.0
Sididae (ind. [) 0.0+£0.0 0.0+ 0.0 1.0£1.0 0.9+ 0.9 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.4+ 0.4 0.4+ 0.4
Nauplii (ind. L% 0.0+£0.0 4.2+ 0.1 466.0 284.0 65.Gk 39.7 8.0+ 2.0 1.0+0.3 489.3 22.0 68.2+ 3.1
Calanoid cop. (ind. B) 2.0+0.0 9.1+ 0.0 1.0£1.0 3.2¢29 0.6+ 0.0 2.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.3+ 0.0
Cyclopoid cop. (ind. &) 1.4+0.0 4.1+ 0.0 116.0Gt 44.0 84.4+ 31.7 5.6+ 0.0 4.9+ 0.0 77.1+12.8 56.4t 9.2
Chl-a (ug LY 65.0+9.4 194.1 140.8 1139.5+ 153.8 968.3 438.3
Bacteria (18 cell mL™") 2.3+0.1 65.6+ 9.1 3.8+ 0.3 41.0+ 8.8 3.1+ 0.1 1159 7.6 7.0£0.9 92.5+ 6.4
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In the oligomesotrophic reservoir, the experimeasyperformed during the clear
water phase. Planktonic biomass was dominated ey léinge sized cladoceran
Holopedium gibberunf27.5 pgC [}). Rotifers, ciliates, flagellates and algae (mgainl
cryptophytes) displayed low biomasses. Epilimnieached a 6 meter depth. Water
temperature, oxygen saturation and conductivityayed respectively 13.4 °C, 83.3%
and 70.5 uS cth Circumneutral pH was observed.

Two experiments were carried out in the mesoeutcopéservoir. The first
experiment (mesoeutrophic 1) was carried out abdwnning of the clear water phase,
a period characterised by low algal (mainly crybiytes) and protozoan biomasses and
by a dominance of cladocerari3aphniaandBosming. Bacterial density and biomass
were low. The epilimnion (depth = 6 meters) wasl werigenated (100.9 % saturation),
displayed a slightly basic pH of 8, a temperatdré47 °C and a conductivity of 133.8
uS cm' respectively. The second experiment (mesoeutrophtook place during the
spring algal bloom (composed mainly of diatoms)the presence of a high ciliate
biomass. The water column being not thermally ifiedt we considered the 0-10 m
water layer characterized by a low temperature {6)1 a good oxygenation (103.1 %),
a somewhat basic pH (8.1) and a conductivity of 46 cn.

The trophic interactions in the shallow eutrophesarvoir were investigated in
summer during the development of algae, ciliated aooplankton. In this shallow
reservoir, the whole water column was sampled $048). At this period, water
temperature was maximal (18.2°C), oxygenation was 1(44.2%), pH was
circumneutral and the conductivity was similarhattof the mesoeutrophic reservoir.

The efficiency of sequential filtration to separgianktonic communities in
distinguishable fractions was tested for each expmt (ANOSIM). The “< 0.8 um”,
“< 5 um”, “< 50 um” and “< 250 um” fractions contad in significantly different
planktonic communities in all reservoirs and expemts (p < 0.05). The biotic
communities in fractions differed significantly frothe control in oligomesotrophic and
mesoeutrophic 1 reservoirs. However, in mesoeuicoghand eutrophic reservoirs,
biotic compositions were similar in the “< 250 prnaction and in the control since
these reservoirs contained mainly small sized zodtbn (rotifers and nauplli) while
the 2 other experiments (oligomesotrophic and mdsoghic 1 reservoirs) were

performed in cladocerans-dominated conditions. Btamc composition in the control
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and in situ conditions were significantly comparables for edperiments. Physico-
chemical and chemical conditions as well as badt@arameters in the control were
statistically similar tan situ environment (ANOSIM).

Initial densities or concentrations (chlorophg)l-of planktonic groups are
illustrated in figure 1. In oligomesotrophic and suoeutrophic 2 reservoirs,
heterotrophic nanoflagellates were removed fronf'¢h@.8 pm” fraction but some cells
subsisted in mesoeutrophic 1 and eutrophic resar¢mspectively 0.9% and 2.8% of
the heterotrophic nanoflagellates density in thetrad). Ciliates and zooplankton were
absent and undetectable chloroplaytoncentrations were measured in the “< 0.8 um”
fraction for all reservoirs. The “< 5 um” fractiocontained mainly heterotrophic
nanoflagellates and small algae excepted in thgowlesotrophic reservoir where
ciliates remained abundant. In all reservoirsatals density in the “< 50 um” fraction
was similar or higher to the density in the contrdboplankton density was low
(maximum 13 % of the density in control) or nulh &ll reservoirs, the density of
zooplankton in the “< 250 um” fraction was reducexcept in mesoeutrophic 2
reservoir when the control and the “< 250 um” fiactdisplayed similar zooplanktonic

abundances.

Effects of fractionation on bacteria

The effects of fractionation on bacterial densitgan cell volume and diversity
were analysed at time 0O by comparison with the robr{Eig. 2). In most cases, the
proportion of bacteria removed by filtration wasvéy than 15% (Fig. 2A). The more
obvious effect was observed in the “< 0.8 um” fi@ctn the eutrophic reservoir when
32% of bacteria were removed compared to the cbntnwersely, a slight but
significant increase of bacterial density occutirethe oligomesotrophic reservoir (3 to
10 % more bacteria in “< 5 um”, “< 50 um” and “<@p@m?” fractions compared to the
control).

Sequential filtration affected the bacterial cetlume in variable ways (Figure
2B). Large bacterial cells (present in oligomespitio and mesoeutrophic 2 reservoirs)
were more affected by filtration than small celfgeSent in mesoeutrophic 1 and
eutrophic reservoirs). In the oligomesotrophic resi, bacterial cell volumes were

highly variable making difficult to evaluate thdesfts of fractionation. Mean cell
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volume was unaffected in the “< 0.8 um” fractioeguced in the “< 5 pm” fraction and
increased in “< 50 uym” and “< 250 um” fractions qmared to the control. In the
mesoeutrophic 1 reservoir, cell volume did not atiféignificantly from the control
excepted in the “< 50 um” fraction when the cellwne was slightly reduced. In the
mesoeutrophic 2 reservoir, all fractionations a#dcsignificantly the bacterial cell
volume. Smaller was the mesh size of the membiiee freater was the effect on cell
volume. In the eutrophic reservoir, the bacter&l eolume decreased significantly in
the “< 0.8 um?” fraction. A small effect was alsosebved in the “< 250 um” fraction.
Whatever the experiment, fractionation induced wngt weakening decrease of
bacterial activity (expressed as glucose assimiati (Fig. 2C). The effect was
emphasized by low mesh sizes. Bacterial diversips vaffected by fractionation
whatever the mesh size of the membrane filter (Ei). In many cases, fractionation
resulted in a limited variation of DGGE band nunsbér or 2 bands) compared to the
control. A considerable reduction of the bands neimtccurred in the “< 0.8 pm”
fraction in the oligomesotrophic reservoir (deceetom 14 to 5 bands) and in “< 0.8
um” and “< 5 um?” fractions in the eutrophic reserdecrease from 8 to 4 bands). In
the mesoeutrophic reservoir, the number of bandeased from 1 or 2 bands in “< 0.8
pm”, “< 5 pm”, “< 250 um” fractions compared to tlwentrol. As shown on the
clustering analysis of the bacterial diversity (Ffg, sequential fractionation affected
bacterial community composition in a variable wagading to the mesh size of the
filter. However, these divergences in bacterial oamity composition were not

statistically significant according to the ANOSIMalysis.

Temporal evolution of bacterial and biotic paramstthroughout experiments

Physico-chemical conditions in the experimentalksatemperature, dissolved
oxygen concentration, pH and conductivity) remaiségble during the course of the
experiment. No significant difference was obserketiveen the treatments and witth
situ conditions. Nutrients concentrations in the d#fdr treatments were comparable
except for ammonium and nitrates. Significantly Heig ammonium and nitrates
concentrations were measured in “< 0.8 um” and ‘xn®’ fractions in 3 experiments
out of 4 (ANCOVA, p < 0.05).
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The temporal evolutions of biotic and bacterial ialles throughout the
experiments are shown in figures 3 to 6. The amalystable 2 allows identifying the
bacterial variables significantly influenced by theatment.

In the oligomesotrophic reservoir, bacteria assitad significantly more glucose
in the “< 250 um” fraction (Table 2, Fig. 3C). Asdations of glucose were low and
stable in “< 0.8 pm”, “< 5 um” and “< 50 um” fragtis while higher but more variable
assimilations were measured in the control. Othestdrial variables (density, cell
volume and production) displayed similar and qusitable temporal evolutions in all
treatments. Similar chlorophydl- concentrations{ 1,1 ug L) and patterns were
observed in fractions larger than 5 um (Fig. 3E9tdrbtrophic nanoflagellates declined
promptly during the first 48 h to reach low andb#&aabundance (Fig. 3F). The
strongest decrease occurred in “< 5 um” and “< @& fractions. Ciliates density
increased progressively in small fractions (“< 5”yamd “< 50 um”) while they
decreased gradually in presence of metazooplar(kto®50 um” fraction and control)
(Fig. 3G). Zooplankton density was low and maintynposed of rotifers in “< 5 pm”
and “< 250 um” fractions. A small peak of rotiferscurred at time 24h in the “< 250
um” fraction, followed by a decrease in abundanceé a succeeding relative steady
population (Fig. 3H). In the control, zooplankta@nrained stable until time 48h and
then decreased rapidly at time 72h.

Some data are missing for experiment 1 in the mesmehic reservoir because water
losses occurred in some tanks. Bacterial dendiigslayed variable and inconsistent
patterns in all treatments (Fig. 4A). Bacterial meall volume was significantly higher
in the “< 5 um” fraction (Table 2, Fig. 4B). Thesamilation of glucose augmented in
all fractions after 48h and was significantly higlethe “< 250 um” fraction (Table 2,
Fig. 4C). Bacterial production increased progresgivin the same way, in all
treatments. A decrease in chlorophg/lbccurred in all fractions except in the “< 50
pum” fraction that displayed low and stable concatidns (Fig. 4E). Heterotrophic
nanoflagellates abundance declined after 48h itredkments and especially fast in the
“< 50 um?” fraction and the control (Fig. 4F). Ctkks were largely removed in the “< 5
um” fraction but the population started to grow iagaom time 48h. Inversely, a
marked drop occurred in fractions containing higtephic levels (“< 50 um”, “< 250
pm” fractions and control) (Fig. 4G).
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Table 2: Statistical differences between treatmergasured by ANCOVA for bacterial parameters

Oligomesotroph Mesoeutroph Mesoeutroph
1

Density (cell mLY) n.s.
Cell volume (prf) n.s.
Bacterial assimilation of glucose 0.017
(ngC L*h™

Cell assimilation of glucose 0.017
(pgC 1Gcell*h™)

Respiration (%) n.s.
Bacterial production (ngCth™) n.s.
Cell production (pgC 1®@ell*h™) n.s.

n.s.

0.002
0.011

n.s.

n.s.
n.s.
n.s.

2

<0.001
0.015
<0.001

<0.001
n.s.

0.009
n.s.

Eutroph

0.004
<0.001
n.s.

0.040
n.s.

n.s.
n.s.
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Figure 3 Temporal pattern of bacterial density (A), baetemean cell volume (B),
bacterial assimilation of glucose (C), bacterialodarction (D), chlorophyla
concentration (E), heterotrophic nanoflagellatesisdg (F), ciliates density (G),
zooplankton density (H) within fractions in thegadimesotrophic reservoir. Line is the
mean for two replicate treatments respectivelyasgnted by black and white circles.
Letters represent significant differences betweeatinents (ANCOVA).
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In the mesoeutrophic 2 reservoir, the density atdréa augmented progressively in all
treatments except in the “< 0.8 um” fraction wharsignificant decrease was observed
(Table 2, Fig. 5A). The mean cell volume increasedmaller fractions (“< 0.8 um”
and “< 5 um” fractions) and was stable in largexcfions (“< 50 pm”, “< 250 um”
fractions and control) (Fig. 5B). The differencesaanly significant between “< 0.8
pm” and “< 5 pm” fractions. Activities (bacterialssamilation of glucose and
production) were significantly reduced in the “8Qm” fraction compared to other
fractions (Fig. 5C, D). Maximal activities were rsaged in the “< 5 um” fraction.
Chlorophylla, heterotrophic nanoflagellates and ciliates ingeeain all treatments
throughout the experiment (Fig. 5E, F, G). Theease of heterotrophic nanoflagellates
was more rapid in the “< 50 um” fraction and in @@ntrol while the heterotrophic
nanoflagellates development was slowed down in g® and “< 250 um” fractions
(Fig. 5F). Ciliates rose more rapidly and reachighdr densities in “< 50 pum” and “<
250 um” fractions while they maintained more stablensities in the control.
Zooplankton abundance stayed low in the “< 50 pmnaittion (Fig. 5H). In larger
fractions, zooplankton kept stable densities unzh and then increased suddenly at
96h.

In the eutrophic reservoir, the “< 0.8 um” fractiahisplayed significantly higher
bacterial density but lower cell volume and celsiaslation of glucose (Table 2).
Bacteria developed in the “< 0.8 um” fraction whiheir abundance declined over time
in the presence of predators (“< 5 um”, “< 50 ufs’,250 um” fractions and control)
(Fig. 6A). Bacterial cell volume increased slighithy‘< 5 um” and “< 50 um” fractions
and remained unchanged in other treatments (Fiy. B8cterial cell assimilation of
glucose and production remained low in the “< Om8”{draction (Fig. 6C, D) while a
marked increase occurred in fractions with predaftx 5 pum”, “< 50 um”, “< 250
um” fractions and control). Chlorophydl-concentration increased in all treatments
except in the “< 0.8 um” fraction where algae weliminated (Fig. 6E). Although they
were completely removed by filtration on 0.8 um,tehetrophic nanoflagellates
developed again after 60h (Fig. 6F). In largertioas (‘< 5 um”, “< 50 pm”, “< 250
pum” fractions and control), heterotrophic nanofléajes increased progressively. A
marked peak occurred at time 36h in the “< 5 pnattion. Ciliates were eliminated
from “< 0.8 um” and “< 5 um” fractions but they gt to grow again after 12h in the

118



7e+6
6e+6
5e+6
4e+6
3e+6
2e+6
le+6

0.4

(cell mL1)

0.3

(Hm3)

0.2

0.1

100

75

50

(ngC Lth?)

25

2000

1500

1000

(ngC L-th1)

500

40
30

(uglt)

20

10

8000

6000

(cell mL2)

4000

2000

80

60

(cell mL2)

40

20

800

600

(ind. L)

400

200

Chapitre Il ;: Expériences Top-down

<0.8um <5pum <50 um < 250 ym control
A a b b b b
B 'a b | ab “ab “ab
/g\/.\‘i o e 5\//?\: . —2
C a b b b
D a b - b b

SR Y

H o] [ ]
[e] H [ ]

E
o ° jol °©
o]
*—0—
G
) © [} 2
[e]
H : : : : : L]
M \1//
] (] Q
o e ¢ ° ©
5 ©
R
—O0— &0 —& 00— Lo e 00— —0— !/ ' ¥ T T T T T T T T T
0 244872 96 0 2448 72 96 0 2448 72 96 0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Time (h) Time (h) Time (h) Time (h) Time (h)

Figure 5: Temporal patterrof temporal pattern of bacterial density (A), leactl mea
cell volume (B), bacterial assimilation of glucog€), bacterial production (C
chlorophyll-a concentration (E), heterotrophic nanoflagellatessity (F), ciliates densi
(G) within fractiors in mesoeutrophic reservoir (exp. 2). Line isrtiean for two replica
treatments respectively represented by black andtewbircles. Letters represt
significant differences between treatments (ANCOVA)

119



le+7
8e+6
6e+6
4e+6
2e+6

0.4

(cell mL1)

0.3
0.2

(um?)

0.1

250
200
150
100

50

(ngC 106 cellth-1)

2500
2000
1500
1000

500

(ngC Lth1)

160
120

(ugL)

80
40

12000
9000
6000
3000

(cellmL1)

120
100
80
60
40
20

4000

(cell mL-1)

3000

(ind. L)

2000
1000

<5um

<50 ym

Chapitre Il ;: Expériences Top-down

< 250 pym

control

e}

({i\ : %Z : {fd//p i
(o o ob

.
Of
o

YA

O
(]
0

/

O
o

°§.

[ORNJ
o]
L]
o-e

0 12 36 60 84
Time (h)

0 12 36 60 84
Time (h)

0 12 36 60 84
Time (h)

0 12 36 60 84
Time (h)

0 12 36 60 84
Time (h)

Figure 6 Temporal pattern of bacterial detys{A), bacterial mean cell volume (B), ¢
assimilation of glucose (C), bacterial productid),(chlorophylla concentration (E
heterotrophic nanoflagellates density (F), ciliadessity (G) within fractions in eutropl
reservoir. Line is the meawnrftwo replicate treatments respectively represkhbteblacl

and white circles. Letters

(ANCOVA).

represent significantffedences between treatme

120



Chapitre Il ;: Expériences Top-down

“< 5 um” fraction and reached the highest densiiethe end of the experiment (Fig.
6G). The “< 50 um” fraction allowed also a good elepment of ciliates while the
presence of zooplankton (< 250 um” fraction andtoml) limited their growth. Low
zooplankton densities were observed in the “< 50 fraction (Fig. 6H). In larger
fractions (“< 250 um” fraction and control), a peatcurred at time 60h, followed by a

prompt decline.

Taxonomic response

According to the reservoir, bacterial community gasition (BCC) in the control
presented 92% to 74% of similarity with situ BCC. Similarities between the different
fractions varied between 52 and 100%. In the oligsotrophic reservoir, BCC in the
different fractions presented more than 74% of Isinty excepted for BCC in the “<
0.8 um?” fraction that displayed only 60% of simitgrand underwent a strong change
between 0 and 24h. BCC within the others fractiexygerienced limited changes. In the
mesoeutrophic 1 reservoir at the beginning of tkeegment, BCC displayed some
dissimilarities (less than 70% of similarity) beemesmall (“< 0.8 um” and “< 5 pum”)
and large fractions (“< 50 um”, “< 250 um”, contamdin situ). After 24h, BCC in the
“< 0.8 um” and “< 5 um” fractions differentiated.C& in the “< 50 um” fraction
diverged slightly from the control and from the 260 um” fraction that followed a
parallel temporal evolution. At the beginning ottmesoeutrophic 2 experiment, the
fractions can be sorted in 3 groups according #r thimilarities in BCC. The first
group gathered the large fractions (“< 50 um”, 502um” and control) and the second
assembled the small fractions (“< 0.8 um” and “grB” fractions) (88% similarity)ln
situ BCC was intermediary between these two groupsidRg@BCC in each fraction
evolved rapidly excepin situ and in the “< 0.8 um” fraction that underwent mino
changes. In the eutrophic reservoir at the stati@experiment, highly similar bacterial
communities were observed between the “< 250 pm@ction, the control anah situ
(85% of similarity). BCC in the “< 50 um” fractigoresented 73% of similarity with the
control while BCC in smaller fractions (“< 0.8 pundnd “< 5 pum” fractions)
differentiated more clearly from the control (56%sanilarity). In situ BCC and in the
control progressed in the same way but at diffespeeds. BCC in “< 250 um” and “<

0.8 um” fractions underwent reduced changes. Bat@mmunity in the “< 50 pm”
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fraction remained stable during the first 48h afiéravards changed suddenly.
After 24h, BCC in the “< 5 um” fraction modifiedrehgly and became similar to BCC
in the “< 50 um” fraction (85% of similarity).

Discussion

By their position at the base of the planktonicdoweb, bacteria experience
several trophic influences: predation (grazinghvgh stimulation (nutrients recycling),
competition for substrates (algae, protozoans)agigsm (viruses). In multi-levels
predatory chains, these mechanisms are complidatethe cascading influences. A
major concern of microbial ecologists is to idgntihe top-down factors controlling
bacterioplankton. A large research effort was alyeschieved to explore this issue but,
most often, only limited parts of the planktoniofbweb were considered. Actually,
little is known about the cascading trophic inté@ats from metazooplankton to
bacteria. Different ways exist for investigatingcluprocesses. Between purely
descriptive field observations and laboratory stadconducted under very reduced
conditions, the manipulation of natural communitiesnicro- or mesocosms represents
a relevant compromise (Srivastova et al., 2004)nipldation experiments of the
planktonic food web are generally achieved by agldlicreasing densities of predators
(one species or an entire trophic level) or by reémgp one or several trophic levels. By
truncating the grazer chain at different trophieels, size fractionation method seems
adapted to study trophic cascades effects on baetbile respecting natural planktonic
abundance and composition. However, size-fractionavas rarely used to manipulate
all the trophic levels from bacteria to metazooktan. The method was largely
employed to investigate the bacteria-flagellateairch{Jardillier et al., 2005; 2004;
Simek et al., 2005; 2001) or in a less extend thetdria-flagellates-ciliates chain
(Simek et al., 1999) and the bacteria-flagellalagiaceran chain (Degans et al., 2002;
Langenheder and Jurgens, 2001). Some marine stdlkesnto account the planktonic
web from bacteria to metazooplankton (Calbet et24101; Calbet and Landry, 1999).
In this study, we assessed the relevance of sedidnation for investigating the
cascading trophic interactions proceeding, viaadiaed indirect effects, from metazoan

to bacteria. Indeed, besides modyfing predatiorditimms, fractionation induces also
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changes in available substrates and nutrients efdrey;, the resulting bacteria responses
stem from the combined top-down and bottom-up erfees. The numeric, physiologic
and genotypic responses of bacterial communitigheovarious predator chains were
considered in order to determine both the struttana the functional responses of
bacterial communities. Cascading influences on drectare susceptible to vary
according to the water system considered and tlasose Therefore, we studied
reservoirs with contrasted trophic status at dafférperiods in order to obtain distinct

planktonic compositions and size structures.

Methodological limits of size fractionation method

First, the efficiency of the sequential filtratieaa separate plankton in different
trophic levels was assessed by comparing the aboadend composition of planktonic
assemblages in the fractions at the beginning efekperiments. The fractionation
process provided significantly different planktogitains. The “< 0.8 um” fraction can
be described as free of predator (in oligomesoitophd mesoeutrophic reservoirs) or
as a low predator treatment (in eutrophic reseyvairthe “< 5 um” fraction, bacteria
experienced the impact of flagellates as main poedéimited presence of small
ciliates) except in the oligomesotrophic reservaihen the small size ciliates
community passed through the 5 pm filter membrahe.“< 50 pum” fraction consisted
in a simple microbial chain (bacteria, algae anctigts) where metazooplankton was
quasi absent. The “< 250 um” fraction consistedaiplanktonic web without large
crustaceans. Large cladocerans (daphniidae, hattggdand adults copepods were
efficiently removed by the 250 pm membrane filtat mall crustaceans (bosminidae,
copepodites and nauplii) stayed on. In mesoeutcoptand eutrophic reservoirs, the “<
250 um” fraction did not differ significantly frorthe unfiltered treatment since large
crustaceans were naturally absemtsitu at these dates. In conclusion, the size-
fractionation method allows separating efficiertthg main trophic levels by sequential
filtration. Although the plankton of the three resmrs differed in size structure and
composition, the chosen mesh sizes seem adequdteagpiicable to most lakes
communities.

Secondly, the consequences of sequential filtration bacterial communities

were checked. In most cases, the 0.8 um membréneedl separating bacteria from
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predators without affecting (or affecting in a lted extend) the bacterial abundance
except for the eutrophic reservoir when 30% of &aatwere removed by filtration.
While the filtration process affected moderatelye thacterial number, it reduced
significantly the mean cell volume. This methodatad) bias occurred for low mesh
size in eutrophic, mesoeutrophic 2 and in oligortregphic reservoirs. Fractionation on
membranes with low porosity (0.8 and 5 um) inhibibacterial activity. The filtration
process can stress bacteria. However, the invetagonship between bacterial activity
and membrane pore size suggested that the elimmafi large bacterial cells affect
severely the physiology of the bacterial assemblegkeed, large bacterial cells are also
the most metabolically active (Lebaron et al., 2088rvais et al., 1999; Gasol et al.,
1995; Letarte and Pinel-Alloul, 1991). As showed the DGGE analysis, the
composition of the bacterial assemblage was alteyeithe filtration on 0.8 um as well
as on 5 um in all experiments but, in most casef; tew taxonomic units were
removed (1 or 2 bands). Indeed, large bacterids eee generally not many numerous
and composed of few genotypes (Bernard et al., 200 cases, the filtration effect
was more pronounced causing the elimination of balinore of the taxonomic units
("< 0.8 um?” fraction in the oligomesotrophic reseirvand in “< 0.8 um” and “< 5 pm”
fractions in the eutrophic reservoirjaversely, new taxonomic units appeared in
mesoeutrophic 2 reservoir, resulting probably frika release of attached or associated
bacteria during the filtration process. It has bekawn that fractionation provoke the
destruction of organisms and the release of pdatieumatter (Gasol and Moran, 1999).
Such process probably occurred during our expeitsrieading to bacterial release.

In summary, the use of membrane of low porosityséparate bacteria from
predators do not affect markedly bacterial den&itit may modify severely the
composition, the morphology and mainly the metaoliof the bacterial assemblage
altering the initial experimental conditions. Altigh size fractionation on 0.8 pum was
commonly used to separate bacteria from preda®iragk et al., 2005, 2003, 2001,
1999), few authors take into account this poterstialrce of error. The use of 1 um or
1.2 um membranes could limit the elimination ofjabacteria but allows the passage
of numerous protists (Degans et al., 2005; Jaediliit al., 2004; 2005; Simek et al.,
1999).
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The effect of the experimental device was evaludtgdcomparing biotic and
bacterial assemblages as well as abiotic charattsriin the control treatment and
situ conditions. According to ANOSIM analysis, abiotmonditions, planktonic
composition and bacterial characteristics did riffé¢dsignificantly between the control
andin situ Therefore, we can assume that confinement angtlneg effects do not
significantly affect bacterial responses. The lavgkime used in our experiments (25
L) probably limits the containment effects typigalbund in bottle experiments (Simek
et al., 2005; Srivastava et al., 2004; Roman arabkRRy 1980).

Trophic relationships

The trophic relationships going on during the clearater phase in
oligomesotrophic and mesoeutrophic 1 reservoirsgmed several similarities. The
microbial loop (algae, HNF and ciliates) experigheesevere decline in all treatments
suggesting a strong resource limitation accentuatedhe top-down control of the
abundant crustaceans population (copep@tsphnia and/or Holopedium. At this
period, planktonic organisms initiated the decmggphase of the spring peak. This
classical population decay has been well descnbatle PEG-model (Sommer et al.,
1986). In both experiments, a clear top-down cdntfociliates by metazooplankton
larger than 50 um occurred. This control stemslfikeom the grazing activity of
cladocerans and copepodites that constituted thprngart of the zooplankton
population. Both planktonic groups are known to uee significantly ciliates
populations (Brett et al., 1994; Wiackowski et dl994). HNF population drop off
whatever the predator considered (ciliates or angstns) and the predation intensity
(variables ciliates and crustaceans abundanceg)esting the primary role of resources
exhaustion in the HNF decline prior to the potdmgradation by ciliates (Ichinotsuka et
al., 2006; Simek et al., 1997) and/or cladocer@regéns et al., 2002; Langenheder and
Jurgens, 2001; Jurgens et al. 1996).

The mesoeutrophic 2 experiment was performed dahegscending phase of the
spring algal peak. The planktonic assemblage, mamiposed of ciliates and rotifers,
was typical of this period. The rising temperatared the good nutrients conditions
were favourable to all microbial components thaptiiyed a clear developing trend. No
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obvious cascading interactions were observed amofigs studied planktonic
components.

In eutrophic reservoir, the abundant zooplanktoputetion was dominated by
rotifers and nauplii. A clear top-down control atiates is observed in the presence of
zooplankton (“< 250 um” fraction and control) whitdiates developed freely when
zooplankton was absent or reduced (“< 5 pum* andO<um* fractions). The ciliates
and zooplankton populations were insufficient toitcol the rapid HNF development.
The high initial bacterial density suffered a sevdecline in all treatments suggesting

an intense bacterivorous activity by the abundaxEopulation.

Bacterial responses

In all reservoirs, bacterial abundance remainethénaverage range observed for
the year 2003 (chapter 1). In oligomesotrophic amesoeutrophic 1 experiments,
bacterial density remained unchanged whatever théafion conditions. The grazing
activity of the dominant cladocerans populationspre in both experiments provided
likely large amounts of dissolved organic carborcirdot et al., 2001; Kamjunke and
Zeher, 1999; Hygum et al, 1997) that stimulateddyéad growth and equilibrated the
predation impact. The weak numeric response ofebacto changes in predation
pressure is common in biomanipulation studies bexapredation mortality is
counterbalanced by nutrients recycling resultingtable bacterial abundances (Adrian
and Schneider-Olt, 1999; Wickham, 1998; Jiurgensalet 1994). Inversely, in
mesoeutrophic 2 and eutrophic reservoirs, the cetaplremoval of predators
(protozoans and small zooplankton) resulted in gmiicant but opposite numeric
responses of bacteria. The bacterial abundancecatsmt in the mesoeutrophic 2
experiment whereas it increased in the eutrophpeement. The bacterial decline in
the mesoeutrophic 2 experiment cannot be relatedntp change in the bacterial
community structure that remained stable during ¢barse of the experiment. The
presence of predators (protozoans and small zoktplanlikely stimulated bacterial
growth by excreting nutrients compared to the fresdator treatment where growth
factors were probably limiting. In the eutrophicseevoir, the favourable growth
conditions (high temperature and nutrients conediotrs) allowed bacterial growth in

the absence of predators. Whereas the high HNFdaimges present in all predation
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conditions induced a significant bacterial mortalithe temporal patterns of bacterial
density in our experiments suggested that a thtéshopredation pressure should be
reached to bring the balance between growth andtaiitgr down. The required
predation level was only reached in the eutropbgervoir in summer. In all cases,
bacteria seemed able to respond quickly to predatmnditions by adapting their
growth rates.

The presence of predators induced a significantease of the mean bacterial
volume in all experiments excepted in the oligontregahic reservoir. The cell volume
response was particularly obvious in the flagedateminated treatment (“< 5 pym”
fraction). The cell volume increase was not relatedaxonomic changes excepted in
the eutrophic reservoir when the composition of liaeterial community displayed
strong changes in the “< 5 um” fraction. Colonialfitamentous bacterial forms were
absent in all experiments. The absence of cellnaeluesponse in the oligomesotrophic
reservoir could mean that in low trophic water lesdibacteria are less influenced by
predation because they are more severely nutrienited or because the predation
pressure is below a certain threshold. At our keolge, no similar study has been
performed in an oligotrophic system excepted iningasystem (Calbet et al., 2001). In
systems of higher trophy, increasing its cell vaduoould limit the risk to be consumed
by predators. Grazing-induced morphological shifiwards larger or lower bacterial
sizes (or both) have been reported in many preda&xperiments (see the mini-review
of Hahn and Hoffle, 2001).

In all experiments, the presence of predators $tited the assimilation of glucose
at the cell or community level as well as the baateproduction in the eutrophic
reservoir. The stimulation stemmed likely from thexycling action of planktonic
grazers recognized to produce high quality sukedrédr bacterial growth (Hygum et
al., 1997). The increase in glucose assimilatiocuoed in various grazer treatments
according to the reservoir, suggesting the noniBpeaction of grazing-mediated
nutrients. The association between bacteria anckrdtebphic plankton or the
attachment of bacteria on particular matter is kmow enhance bacterial activity
(Kragh & Sondergaard, 2004 ; Strom et al., 199drhSassociation could also explain
the higher assimilations measured in treatmentsagung predators and/or particulate
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matter compared with predator-free treatment sitioe used method does not
distinguish between free and attached bacterialipct

The bacterial community composition (expressed I3AE analysis) displayed
variable temporal patterns according to the fractad the reservoir. In the main, BCC
evolved strongly when predators were removed andhireed quite stable in multilevel
predatory chains (from “< 50 um?” fraction until &t planktonic chain) excepted in the
mesoeutrophic reservoir during spring algal bloohew all treatments induced BCC
variations. The stronger modifications occurredrae-predators treatments or in the
flagellates-dominated treatment. This suggested #wng changes in predation-
resource balance are needed to induce a changeGn B

In summary, the fractionation method allows sepagatfficiently the main
planktonic components in most water systems bututtee of low-porosity membrane
may affect severely the integrity of the bacteredésemblage especially their
metabolism. The method allows displaying significdoacterial responses but the
respective influences of ciliates, rotifers andstaseans on bacterial responses are
difficult to distinguish since the truncated foodhs remained quite complex. Such
multilevel design allows displaying clear relatibqss between higher trophic levels.
Bacteria display multiple and variable responsepremation. They increase their cell
volume and their metabolic activity in presencepogdators. In a multi-level trophic
chain, bacterial community composition remainedblstawhile a strong predator
removal induces (in most cases) a strong BCC chdngdo a certain level, predation
mortality is counterbalance by a growth rate enbarent resulting in stable or rising

bacterial density.
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ASPECTS METHODOLOGIQUES

Par I'engouement provoqué par le développement algfis moléculaires,
beaucoup d’études se focalisent sur la diversitétébanne au détriment de la
connaissance de l'activité bactérienne. Or, I'apbeoécophysiologique procure des
informations capitales pour comprendre le fonctement des écosystémes. Ainsi
I'approche multiparametrique choisie dans le clapitend a répondre a la demande de
descriptions des cycles bactériens. Les obsenmtitmenues permettent de proposer
des théories écologiques. Cependant une telle epprprésente comme principal
inconvénient de prendre en considération I'enserdéfecomposantes de I'écosysteme,
augmentant ainsi la complexité et limitant la pokisé et la pertinence de
l'interprétation des résultats. Elle répond toutef@u besoin de connaitre les
dynamiques des communautés étudiées en conditanselies.

Nombre de techniques récentes ont été employées quowe les différents
paramétres bactériens. La coloration au Sybr greshapparue comme la coloration la
plus adaptée a notre suivi des populations picapdaigues, ce fluorochrome étant le
plus puissant et présentant peu de diminutionetisité au cours du temps (Marie et al.
1997). Deux inconvénients surgissent cependantetie atilisation : la difficulté a
savoir clairement si I'ensemble des cellules ca@sré&ont bien des bactéries et la
discrimination entre des cellules viables et désiles mortes. Cette seconde difficulté
est inhérente a I'énumération par microscope (dughial. 2000, Del Giorgio et al.
1997). A cela s’ajoute la présence de cellule ‘gho présentant de I'ADN non
fonctionnelle (Zweifel et Hagstrém 1995), corresgant a des résidus de lyses virales
ou du grazing des protozoaires sur les bactéries.

D’autre part, une question se pose quant aux g&givduivies (enzymatiques et
production), les mesures effectuées correspondiest-eellement aux bactéries ? En
effet, Vrba et al. (2004) ont montré que des euwasy (champignons, diatomeées,
protozoaires...) pourraient étre considérés comme pexlucteurs d’enzymes
potentiellement trés importants. La méme probléyoatise pose pour I'assimilation de
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molécules marquées radioactivement (sucres etnleyccertains organismes (plus
particulierement les protistes) seraient-ils capsllingérer directement ces substrats ?

L'utilisation du CTC aurait pu répondre partiellamed ces interrogations.
Cependant la controverse exposée dans la Revumd@idgbhique sur son utilisation,
nous a plutbt amené a tester les limites de cedtbade. Ainsi les petites amplitudes de
densité des cellules capables de réduire le CTC{ Font peu informatives. Mais la
comparaison entre les densités de CTC+ et les tdenwtales montre un modele
saisonnier qui peut étre relié a la disponibiliténaitriments, au « sloppy feeding » des
cladoceéres ou a la disponibilité en oxygéne. Ds,dl proportion de CTC+ augmente
le long du statut trophique (cf I'article préseatéannexe).

Dés lors, dans la suite de notre propos, noussertdns plutbt le terme
« picoplancton » pour I'ensemble des paramétresssat resterons prudents quant aux
activités mesurées.

L’électrophoreése sur gel a gradient dénaturant (BI5€st couramment utilisée
pour comparer la répartition des populations legylde différentes échelles (verticale,
horizontale, concentration de nutriments) ou poisualiser des changements de
peuplement au cours de série saisonniere. C’estgpoil dans notre étude la
composition de la communauté bactérienne a éténdiétee par DGGE, qui a permis
d'obtenir une image de la diversité des différemmmmunautés. Cette technique est
plus rapide a mettre en ceuvre que celle du cloeageencage. Les résultats obtenus ne
dépendent pas du volume d’échantillon filtré puesd PCR amplifie les organismes
majoritairement présents dans les échantillonsplds il est possible d’exciser les
bandes obtenues et de les séquencer. Alors queéthode n’apparaissait que
qualitative, Muylaert et al. (2002) ont montré ¢éfait possible de corréler I'intensité
des bandes avec I'abondance relative d’espécen@apela méthode présente quelques
limites : la comparaison inter gels nécessitelisgtion d'un standard interne (Peterson
et Dahllof, 2005) et d’autre part une dilution efige sur des échantillons entraine une

modification des résultats.
Nos approches expérimentaléa situ (Chap. 1l et Ill) permettent par

simplification du systéme ou par le contrble deapagtres choisis (Fraser et Keddy

1997) de mettre clairement en évidence I'actiofiadéeurs de régulation donnés sur le
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modéle étudié, tout en limitant les biais liés aoxvariations (Srivastava et al. 2004).
Nous avons utilisé des volumes adaptés aux diffésertommunautés étudiées avec des
temps dincubation adaptés pour obtenir des réponsks communautés
picoplanctoniques aux différents traitements.

Cependant les filtrations différentielles peuveppa@ter des biais potentiels par
cette simplification de la boucle microbienne, t'esurquoi nous avons utilisé de
grands volumes afin de limiter I'effet de confinethequi peut entrainer un
développement spécifique de certaines communaluéésomparaison des parametres
physico-chimiques entre les échantillonsitu et les échantillons total ne montrent pas
de différences significatives (Chap. IlI).

L’ETUDE

L’ensemble des suivis saisonniers présenté darchdpitre I, nous a permis
d’appréhender les dynamiques picoplanctoniques,dideriminer certains facteurs
significativement liés a ces dynamiques et aingmettre des hypothéses quant aux
mécanismes d’action des facteurs significatifs. x2@uwont été par la suite testées par
des expériences réaliséessitu (chapitre 1l et Ill) pour déterminer a quel nivede
régulation (biomasse, activité, diversité...) leddacs agissaient.

Le suivi des communautés picoplanctoniques révélee ucroissance
picoplanctonique ainsi qu’une élévation de toutssdctivités avec 'augmentation du
niveau trophique des écosystemes étudiés (Anngiesydques bactériennes). Cette
croissance était déja connue grace a d’autres {laastulovic 1997) et elle apparait
par ailleurs peu surprenante. Cependant, cettee étiohtre aussi que les cellules
picoplanctoniques du réservoir oligomésotrophegneEnt de meilleures performances
d’'activités enzymatiques et d’assimilation (Annedgaamiques bactériennes). Ces
cellules présenteraient une plus grande affiniBe des substrats et donc une meilleure
adaptation a un environnement oligotrophe entraimaratout de compétition contre les
algues (cf. Revue Bibliographique).

En se référant aux travaux de Yannarel et Trigl2®04), nous pouvions nous

attendre a ce que des systémes ayant des produdifférentes présentent des
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communautés différentes. En effet, les résultatsmis montrent que les compositions
des communautés eubactériennes sont spécifiqubacue réservoir. Toutefois, 20%
des bandes trouvées sur gels de DGGE sont comraurdsois réservoirs et 50% sont

spécifiques d’'un seul réservoir.

Activités picoplanctoniques

Malgré les fortes differences quantitatives et a@esnmunautés spécifiques,
'analyse exploratoire multivariée des suivis égmblogiqgues a mis a jour une
dynamique picoplanctonique similaire parmi les résies étudiés (Chap.l). Nous
obtenons une séparation statistique entre de largisles peu actives en période
« froide » et des cellules de petite taille fortaeimactives en période « estivale ». Un
décalage temporel est toutefois observé s’expligpan I'emplacement géographique
des réservoirs, le réservoir oligomésotrophe sasitdans une région plus continentale.
Cette dynamique est proche de celle observée @ala IConstance, mésotrophe, en
Allemagne (Simon et al. 1998) et correspond schgoaahent au modéle de
dynamique proposé par Wetzel (2001).

Les facteurs apparus significatifs par I'analyserg@dondance exécutée sur nos
trois réservoirs (Chap. I) montrent que les facaignificatifs sont majoritairement des
facteurs <ottom-up». Plus particulierement, ces facteboétom-upcorrespondent aux
nutriments inorganiques tels que nitrates et phatgshauxquels nous pouvons rajouter
la température. En effet, ce facteur physique péet considéré (Vrede 2003) comme
un des principaux facteurs de croissance. Banb(&087) ainsi que Pomeroy et Wiebe
(2001) ont montré que la production bactériennepéascipalement contrélée par les
ressources organiques ou minérales disponiblesctdment dépendant des apports
autochtones ou allochtones. Cependant les étugéarattices du Chapitre | ont mis en
avant que le carbone organique dissous (COD) n’géas un facteur significatif, alors
que plusieurs études ont montré une productiorébdanne plus ou moins dépendante
de la production de COD par le phytoplancton (Jamsst al. 1999, Richardot et al.
1999) ou par les prédateurs (Pace et al. 1994n@isal. 1986). Toutefois, ce résultat
peut s’expliquer par la méthode exploratrice W@#isSoit il existe une covariation avec
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les parameétres suivis, soit le COD mesuré ne reptégas une bonne estimation de la
fraction assimilable par les micro-organismes (®ogadard et Middleboe 1995).

Il est a noter les facteurs bottom-up significatifssont identiques d’un
réservoir a l'autre. A l'inverse, les facteurs topedown significatifs divergent d’un
réservoir a I'autre, apparaissant spécifique du résrvoir.

Un seul facteur est significatif dans tous les mésies : les virus. En effet, la
communauté virale constitue un facteur de mortalgéur la communauté
picoplanctonique dont I'importance varie selon éessystemes et qui peut représenter
de 0 a 50% de la mortalité bactérienne dans lesystames lacustres (Weinbauer
2004). Toutefois, Fuhrman (1999) rapporte que ke lyirale pourrait ne pas avoir
d’effet significatif sur la mortalité bactérienriglle pourrait méme lui étre bénéfique par
le relargage de matiere organique qui s’en suiftanf des substrats profitables au
picoplancton (Middleboe 2000). En accord avec oésultats les pics de virus
coincidents dans nos réservoirs avec les pics deluption picoplanctonique.
Cependant les corrélations entre virus et prodagiguvent simplement s’expliquer par
le fait que les virus doivent étre suffisammentratamts pour rencontrer leurs hotes
(Schwalbach et al. 2004) : dix a vingt fois supdémgea celle des bactéries (Wommack et
Colwell 2000).

Par lI'analyse a partition de variance, les factéapsdownont montré n’avoir
gu’'une faible intensité d’'impact sur les dynamiqpésoplanctoniques (Chap.l fig.4).
Ce résultat a pu étre confirmé par les expériedee§ltrations différentielles (Chap.
). En effet, quelles que soient les conditione ¢rédations I'abondance
picoplanctonique reste stable.

La population de cladocéres fournissant en quardiifisante du carbone
organique dissoyRichardot et al. 2001, Hygum et al. 199Fputefois certains travaux
ont mis en avant que certains types de cladocetdssDaphnia sp. pouvaient étre
responsables d’'une mortalité importante du picagtan(Jirgens 1994, Langenheder et
Jirgens 2001, Vadstein et al. 2008h réponse a cela King et al. (1991), posent la
question de la viabilité bactérienne dans le tsadiices organismes. Ce tractus offrirait
un lieu propice de protection par rapport au zauogilan métazoaire.

Dans le réservoir eutrophe, le seul facteur bigjogi significatif (Chap. 1)

correspond aux nanoflagellés hétérotrophes. Cesnmmes sont classiquement
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considérés comme les principaux organismes régliindance bactérienne (Simek
et al. 2000). Lors des expériences de prédaticalsséédans ce réservoir la chute de
I'abondance bactérienne la plus élevée est coestitiés le traitement <5 um contenant

I'essentiel des nanoflagellés hétérotrophes (Chdjgl6).

Cette dissimilarité entre le comportement des tastbottom-up(nutriments +
température) et des facteuop-downen fonction du réservoir considéré est confirmée
par les analyses a partitions de variances (Chdpeh facteurs bottom-up seuls
expliguent majoritairement les variations des dynangues picoplanctoniques
(Chap.l, Fig.3). Peu de comparaison s’avere passibr les travaux portant sur la
concomitance et I'estimation de I'importance refatides facteurs sur la dynamique
d’activités picoplanctoniques sont, a notre corsaise, inexistant.

Cependant, nous observons une décroissance de rlaepaliquée par les
ressources avec l'augmentation du niveau trophauéénéfice de la part expliquée
commune aux deux types de facteurs (Chap.l, FigA®)si, I'impact strict des
ressources sur I'activité picoplanctonique devianins prépondérant dans des milieux
riches en nutriments. Cela correspond a I'hypothdseSanders et al. (1992), selon
laquelle les facteurs prépondérants s’inverselarig du gradient trophique.

Cette part commune correspond a une interactiare &g deux types de facteurs.
En effet, une source importante de COD peut ébérdie par la lyse virale et la
prédation (Vadstein et al. 2003). De méme, Olsemle(1986) ont montré que le
picoplancton pouvait assimiler directement 30% dtbane excrété par les cladoceres
du genreDaphnia Enfin, lors d’expériences réalisées en cultusdplset al. (2003) ont
observé que la croissance bactérienne pouvaisséinellée de 2 a 14 fois en présence
de prédateurs flagellés, I'activité bactérivorenétarobablement source des ressources
nutritives.

Les expériences en microcosmes (Chap. Il) ont rdodgue les réservoirs
oligomésotrophe et mésoeutrophe étaient non lisiegdeN et P durant la phase d’eau
claire et la période estivale. A l'inverse ces muénts inorganiques constituent des
facteurs de contréle de production picoplanctonigueant la période estivale. Les
enrichissements en COD (sous forme de glucose} mmmtré que trés peu d’impact

sur les communautés présentes, corroborant paéiaenoccasion les résultats obtenus
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au Chapitre | et montrant que nos réservoirs réatapas limités en COD durant la
phase d’eau claire ou la période estivale. Cepdrglda COD ne semble pas avoir un
impact direct sur les communautés picoplanctonigoes travaux ont prouve que la
présence de nutriments carbonés en quantité suffisantrainent une synergie
d’activité. Celle-ci pouvant se traduire par uneillere absorption des nutriments
inorganiques, comme obervée lors des expériencésatie et al (2002). En se basant
sur les résultats de Donachie et al. 206%, quantités de nutriments apparaissent
non seulement importantes mais leurs rapports molédtaires semblent
primordiaux . Ainsi, les espéces azotées (Nlgt NOy) semblent réguler I'absorption
de glucose (Donachie et al. 2001).

La comparaison des réservoirs oligomésotrophe, eufsiphe et eutrophe ont
permis de montrer que les activités sont liées@uncentrations en nutriments et plus
particulierement aux nutriments inorganiques. Lilat# picoplanctonique apparait donc
tres liée aux facteurs de contréle « bottom-up ».l'lAverse les compositions
taxonomiques de communautés ne se modifient que fadblement lors de nos

expérience (Chap. Il, partie 1 fig 3 et 6, partieg4).

Lors de ces expériences, la production picoplangtenapparait étre une mesure
plus sensible de la réponse de la communauté piccionique, comparée a
'abondance (Pace 1993). Dans le méme sens, Verdd. €1999) trouvent que
'abondance bactérienne nécessite 3 a 4 jours pepondre aux manipulations de
nutriments. A l'inverse, I'assimilation de glucosg@parait tout aussi sensible aux

changements de milieu, des variations apparaisi&sn24h.

Diversité

Les analyses multivariées de la composition taxaqoen de la communauté
bactérienne (Chap.l) montrent des dynamiques distinentre les réservoirs (Yannarel
et al. 2003), avec une complexité saisonniére €aoie suivant le gradient trophique.

Les facteurs apparus significatifs par rapport aonnées de diversité sont
spécifiques du réservoir, toutefois les nitratgsaapissent comme un facteur significatif

dans chaque réservoir et les flagellés hétérotphat significatifs pour les réservoirs
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mésoeutrophe et eutrophe. Des études conduitesliemxrmarins et d’eau douce ont
montré que la disponibilité des ressources (dépaadiu niveau trophique) affectait la
composition de la communauté bactérienne (H6fle1B@nner et al. 1996, Pinhassi et
al. 1999). Les analyse a partition de variance fQhant montré qu’effectivement les
facteurs <bottom-up» seuls expliquaient majoritairement les variationsutefois la
“part totale” expliquée par les parametres suigbute fortement pour le milieu
eutrophe (12 % et pour l'activité et 23 % la divigs Cela sous-entendant que d’autres
parametres (non suivis dans notre étude) entrérareneu dans la dynamique de la
composition bactérienne. Ainsi, les changementsidgau d’eau ou d’autres variables
hydrauliques auraient pu étre des paramétres gsgnés a suivre (Boucher et al. 2006).
Cependant, lors des expériences d’enrichissemedtsteanslocation réalisées sur
les trois réservoirs (Chap Il partie 2), peu dengements sont apparus dans la
composition communautaire estimée par DGGE dangd&#ements ne subissant qu’un
seul type d'apport (traitements NP ou C). Une modiion de 1 a 2 bandes a été
observée parfois, sans pour autant étre signifidadi communauté présente dans le
traitement a double apports (traitement CNP) a mordes changements plus
considérables, confirmant les travaux d'Ovreasl.e(2803) qui avaient montré des
changements majeurs de la composition de la comménaactérienne lorsque le
glucose est ajouté en exces avec les nutrimentganmues. La modification la plus
forte correspond a la période de phase d'eau cthirgéservoir oligomésotrophe
montrant une forte diminution du nombre de bandes®/ées. Ainsi, une grande partie
de la communauté serait apte a profiter du doubielissement. Vadstein (1998) a
observé que seules quelgues groupes de bactésigissent a une arrivée brusque de
nourritures tandis que d’autres sont favorisésgloesles concentrations en nourritures
restent constantes. Ainsi, quelques bactéries o meilleure adaptation de
compétition. Les faibles modifications obtenuessdEncommunauté pourraient aussi
étre dues a quelques bactéries a croissance rdmdeffet Riemann et al. (2001) ont
constaté que quelques groupes bactériens (BéteePauiteria et Cytophagales) a
croissance rapide, peuvent étre favorisés penda@st événements particuliers
(décomposition de biomasse algale). Ces bacté@gpsobablement capables d'adapter
rapidement leur taux de croissance a de nouvetleditions, mais n’entrainent que de

faibles changements de composition des communbatéériennes.
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Lors des expériences de filtrations différentiel{@&hap. Ill), la stabilité de la
composition de la communauté bactérienne a unegedonnée apparait dépendante
de la chaine de prédateurs. Ainsi, lors des fittrat des changements de composition
de communauté apparaissent dans les fractions <530gmprotistes apparaissent donc
avoir un impact sur la diversité bactérienne, doorant les analyses canoniques du
Chapitre I. Ainsi les protistes exerceraient unertaiité différentielle au sein de la
communauté bactérienne qui dépendrait des difféserdractéristiques des proies, tel la
vitesse de nage (Matz et al. 2002), la motilitdesiproprietés membranaires (Matz et
Jurgens 2003).

CONCLUSION

Il apparait ainsi dans nos réservoirs que les reifits facteurs qui exercent un
contréle sur 'abondance de la communauté ne sastgs mémes que ceux qui ont un
effet sur la composition eubactérienne.

De plus les facteurs significatifs sont majoritaient représentés par des facteurs
bottom-up Ces résultats sont conforment a ceux de Muylaeral. (2002) et de
Jardillier et al. (2004).

Les enrichissements et les translocations effectsés les réservoirs
oligomésotrophe, mésoeutrophe et eutrophe ont patenmontrer qu’effectivement les
activités sont fortement liées aux concentratiansigriments et plus particulierement
aux nutriments inorganiques. L’enrichissement oi@an n'a montré que peu de
réaction de la part du picoplancton. Cependantti@@sux ont aussi prouvé que la
présence de nutriments organiques en suffisantatitgudors d’apports en nutriment
inorganique (NP) entrainent une synergie d’actiettéine meilleure absorption. Ainsi
non seulement les quantités de nutriments appardissiportantes mais surtout les
rapports moléculaires entre eux apparaissent pdisauax. Ainsi méme dans le milieu
eutrophe nous observons des limitations dues atnxmants.

Par contre les filtrations différentielles effeagéont montré que les prédateurs
n'avaient que peu d'effet sur l'activité picoplamcique provoquant cependant une

augmentation du volume cellulaire.
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Conclusion : Discussion générale

Par ailleurs, on remarque que la composition géngiye des communautés ne
change pas de maniere drastique lors des apportatements. Ces communautés ont
donc des capacités d’adaptations assez grande@swvidgsdes variations en nutriments.
Par contre l'intensité d’activité semble liée awapacités des communautés présentent
alors que l'activité proprement dite dépend degimants présents et non pas de la
diversité bactérienne. A linverse, les nanoflagelhétérotrophes apparaissent comme
des organismes intervenant significativement dansoimposition de la communauté
bactérienne mais sur un laps de temps restreinprédation apparaissant comme un
contrble de maintient de la diversité en limitalstbbndance des bactéries les plus

compétitives qui profitent au mieux des ressources.

De maniére générale, il apparait que les organispiesplanctoniques sont
fortement contrélés par les ressources, et ce, quelsoit le niveau trophique. Nos
résultats montrent que ce contréle par les factéatsom-up semble s’appliquer
également dans les milieux eutrophes alors quen smdains auteurs (Sanders et al.
1992, Gasol et al. 2002, Cotner et Biddanda 20@2)ommunauté picoplanctonique
devrait étre régulée principalement par la prédagb la lyse virale dans ce type de

milieu.

146









Références

REFERENCES
BIBLIOGRAPHIQUES

(Citées dans la revue bibliographique et la
discussion généerale)

149






Références

Ackermann, H-W, DuBow, MS (1987). Viruses of Prolaes, Vol 1: General
Properties of Bacteriophages. Boca Raton, FL: CRGSP

Amann R, Ludwig W, Schleifer K-H (1995). Phylogeneidentification andin situ
detection of individual microbial cells without tiviation. Microb Rev 143-169.

Ammerman JW (1991). Role of Ecto-Phosphohydrolasehosphorus Regeneration
in Estuarine and Coastal Ecosystems. pp. 165-186 Ral.Chrdst (editeur), Microbial
enzymes in aquatic environments,New York: Springerag.

Azam F, Cho BC (1987). Bacterial Utilization of @rgc Matter in the Sea. pp. 260-
281 dans M.Fletcher, T.R.G.Gray, J.G.Jones.(edifeuEcology of microbial
communities,Cambridge: Cambridge University Press.

Azam F, Fenchel T, Field J, Gray J, Meyer-Reil hjngstad TF (1983). The ecological
role of water-column microbes in the sea. Mar Balg Ser 10157-263.

Baines BS, Pace ML (1991). The production of dissdl organic matter by
phytoplankton and its importance to bacteria: Pe$teacross marine and freshwater
systems. Limnol Oceanogr 36078-1090.

Bano N, Moran MA, Hodson RE (1997). Bacterial mtalion of dissolved humic
substances from a freshwater swamp. Aquat Micrald Ez2 233-238.

Berman T, Kaplan B, Chava S, Viner Y, Sherr BF, r6lEB (2001). Metabolically
active bacteria in Lake Kinneret. Aquat Microb E281 213-224.

Berninger UG, Finlay BJ, Kuuppo-Leinikki P (199Brotozoan control of bacteria
abundances in freshwater. Limnol Oceanogri3®-147.

Billen G (1991). Protein Degradation in Aquatic Homments. pp. 123-143 dans
R.J.Chrést (editeur), Microbial enzymes in aguatiwironments,New york: Springer-
Verlag.

Bird DF, Kalff J (1984). Empirical relationship keten abundance and chlorophyll
concentration in fesh and marin waters. Can J At Sci 41 1015-1023.

Boschker HTS, Cappenberg TE (1998). Pattern ofaegtiular enzyme activities in
littoral sediments of Lake Gooimeer, The NetherarkkEMS Microb Ecol 2579-86.

Boucher D, Jardillier L, Debroas D (2006). Sucaassof bacterial community
composition over two consecutive years in two aqusystems: a natural lake and a
lake-reservoir. FEMS Microbiol Ecol 559-97.

Bratbak G (1985). Bacterial biovolume and biomassimations. Appl Environ
Microbiol 49: 1488-1493.

Burns CW, Schallenberg M (1998). Impact of nutsertnd zooplankton on the
microbial food web of an ultra-oligotrophic lakePlankton Res 201501-1525.

151



annexes

Caron DA, Lim EL, Sanders RW, Dennett MR, Berning (2000). Responses of
bacterioplankton and phytoplankton to organic carbod inorganic nutrient additions
in contrasting oceanic ecosystems. Aquat Microd E2p175-184.

Casamayor EO, Schafer H, Bafieras L, Pedrés-AliM@jzer G (2000). Identification
of and spatio-temporal differences between mictolaasemblages from two
neighboring sulfurous lakes: Comparison by micrpgcand denaturing gradient gel
electrophoresis. Appl Environ Microbiol 6899-508.

Chen W, Wangersky P (1996). Rates of microbial aeégtion of dissolved organic
carbon from phytoplankton cultures. J Plankton R&s1521-1533.

Cho BC, Azam F (1988). Major role of bacteria i thiogeochemical fluxes in the
ocean's interior. Nature 33241-443.

Cho BC, Azam F (1990). Biogeochemical of bactebniaimass in the ocean's euphotic
zone. Mar Ecol Prog Ser 6353-259.

Chrost RJ (1986). Algal-Bacterial Metabolic Couglim the Carbon and Phosphorus
Cycle in Lakes. pp. 360-366 dans F.Meguar, M.Gaditeurs), Perspectives in
microbial ecology,Ljubljana: Sloven Society of Matiology.

Chrost RJ (1989). Characterization and significaot@-glucosidase activity in lake
water. Limnol Oceanogr 34660-672.

Chrést RJ (1990). Microbial Ectoenzymes in Aqudtitvironments. pp. 47-78 dans
J.Overbeck, R.J.Chrést.(editeurs), Aquatic Micobiatology: Biochemical and
Molecular Approaches,New York: Springer Verlag.

Chrost RJ (1991a). Ectoenzymes in aquatic enviromsnemicrobial strategy for
substrate supply. Verhandlungen der Internationsl@meinigung fur Theoretische und
Angewandte Limnologie 2836-942.

Chrést RJ (1991b). Environmental Control of the tBgeis and Activity of Aquatic
Microbial Ectoenzymes. pp. 29-59 dans R.J.Chroditder), Microbial enzymes in
aquatic environments,New York: Springer Verlag.

Chrést RJ, Faust MA (1983). Organic carbon reldgsphytoplankton: its composition
and utilization by bacterioplankton. J Plankton Be477-493.

Chrzanowski TH, Sterner RW, Elser JJ (1995). Natrienrichement and nutrient
regeneration stimulate bacterioplankton growth.rbtcEcol 29 221-230.

Cole JJ, Findlay S, Pace ML (1988). Bacterial pobidum in fresh and saltwater
ecosystems: a cross-system overview. Mar Ecol Bergt3 1-10.

Cole JJ, Likens GE, Strayer DL (1982). Photosymth#y produced dissolved organic
carbon: an important carbon source for planktomictéria. Limnol Oceanogr 272.080-
1090.

152



annexes

Cotner JB, Biddanda BA (2002). Small players, largke: microbial influence on
biogeochemical processes in pelagic aquatic eaasgstEcosystems 305-121.

Coveney MF, Wetzel RG (1992). Effects of nutriemis specific growth rate of
bacterioplankton in oligotrophic lake water culwirdppl Environ Microbiol 58 150-
156.

Coveney MF, Wetzel RG (1995). Biomass, productiang specific growth rate of
bacterioplankton and coupling to phytoplankton in aligotrophic lake. Limnol
Oceanogr 401187-2000.

Créach V, Baudoux A-C, Bertu G, Le Rouzic B (200Bjrect estimate of active
bacteria: CTC use and limitations. J of microbiatajmethods 5219-28.

Currie DJ (1990). Large-scale variability and iattions among phytoplankton,
bacterioplankton, and phosphorus. Limnol Oceansgi337-1455.

Currie DJ, Kalff J (1984). A comparison of the @lek of freshwater algae and bacteria
to acquire and retain phosphorus. Limnol Ocean8g298-310.

Dajoz, R (2000). Précis D'Ecologie.7éme editionris?®unod.

Degans H, Zoliner E, Van der Gucht K, De MeesterJitgens K (2002). Rapid
Daphniamediated changes in microbial community structame:experimental study.
FEMS Microb Ecol 42137-149.

del Giorgio PA, Prairie YT, Bird DF (1997). Coupjinbetween rates of bacterial
production and the abundances of metabolicallywadbacteria in lakes, enumerated
using CTC reduction and flow cytometry. Microb E&dl 144-154.

Donachie SP, Christian JR, Karl DM (2001). Nutrieggulation of bacterial prodcution
and ectoenzyme activities in the subtropical Nét#tific Ocean. Deep-Sea Res Il 48
1719-1732.

Donner G, Schwartz K, Hoppe H-G, Muyzer G (199@pfiing the succession of
bacterial populations in pelagic chemoclines. Akdfdrobiol Spec Issues Advanc
Limnol 48 7-14.

Dortch Q, Packard TT (1989). Differences in biomassicture between oligotrophic
and eutrophic marine ecosystems. Deep-Sea Rex236240.

Drakare S (2002). Competition between PicoplanktorCyanobacteria and
Heterotrophic Bacteria along Crossed Gradients lat@se and Phosphate. Microbial
Ecol 44 327-335.

Eiler A, Langenheder S, Bertilsson S, Tranvik LDJ2). Heterotrophic bacterial

growth efficiency and community structure at difiet natural organic carbon
concentrations. Appl Environ Microbiol 63701-37009.

153



annexes

Elser JJ, Stabler LB, Hassett RP (1995). Nutrienitdtion of bacterial growth and
rates of bacterivory in lakes and oceans: a corntiparatudy. Aquat Microb Ecol:9
105-110.

Felip M, Pace ML, Cole JJ (1996). Regulation ongtanic bacterial growth rates: the
effect of temperature and resources. Microb Ecoll5128.

Fenchel, T, King, GM et Blackburn, TH (1998). Ba@ik Biogeochemistry: The
Ecophysiology of Mineral Cycling.2nd edition. LormdcAcademic Press.

Fisher MM, Klug JL, Lauster G, Newton M, Triplett\E(2000). Effects of resources
and trophic interactions on freshwater bacteriogtiam diversity. Microb Ecol 40125-
138.

Fogg GE (1983). The ecological significance of asétlular products of phytoplankton
photosynthesis. Bot Mar 2@-14.

Fraser LH, Keddy P (1997). The role of experimentdtrocosms in ecological
research. Trends Ecol Evol:1£78-481.

Fuhrman JA (1999). Merine viruses and their biogeotical and ecological effects.
Nature 399541-548.

Fuhrman JA, Azam F (1980). Bacterioplankton secongaoduction estimates for
coastal waters of Bristish Columbia, Antartica, &walifornia. Appl Environ Microbiol
39 1085-1095.

Fuhrman JA, Suttle CA (1993). Viruses in marinengtanic systems. Oceanography 6
51-63.

Gasol JM, Comerma M, Garcia JC, Casamayor EO, Agoleh Kojecka P, Simek K
(2002a). A transplant experiment to identify thetdéas controlling bacterial abundance,
activity, production and community composition in eutrophic canyon-shaped
reservoir. Limnol Oceanogr 462-77.

Gasol JM, del Giorgio PA, Duarte CM (1997). Biomadistribution in marine
planktonic communities. Limnol Oceanogr.-4353-1363.

Gasol JM, del Giorgio PA, Massana R, Duarte CM B)9%ctive versus inactive
bacteria: size-dependence in a coastal marine folardommunity. Mar Ecol Prog Ser
128 91-97.

Gasol JM, Pedros-Ali6 C, Vaqué D (2002b). Regutatid bacterial assemblages in
oligotrophic plankton systems: results from expemtal and empirical approaches.
Antonie van Leeuwenhoek 8435-452.

Gasol JM, Vaqué D (1993). Lack of coupling betwheterotrophic nanoflagellates and
bacteria: a general phenomenon across aquaticnsys2eLimnol Oceanogr 38&57-
665.

154



annexes

Gaul W, Antia AN (2001). Taxon specific growth asdlectivity microzooplankton
grazing of phytoplankton in teh Northeast Atlanidarine Syst 30241-261.

Giovanni S, Rappé MS (2000). Evolution, Diversdand Molecular Ecology of Marine
Prokaryotes. pp. 47-84 dans D.Kirchman (editeur)icrdbial Ecology of the
Oceans,New York: Wiley-Liss.

Gliwicz ZM (2002). On the different nature of topwin and bottom-up effects in
pelagic food webs. Freshwater Biol: 2296-2312.

Glockner F-O, Zaichikov E, Belkova N, Denissova Rernthaler J, Pernthaler A,
Amann R (2000). Comparative 16S rRNA analysis aftér@oplankton reveals globally
distributed phylogenetic clusters including an atsnt group of actinobacteria. Appl
Environ Microbiol 66 5053-5065.

Gotschalk G (1985). Regulation of Bacterial Metadbal pp. 178-207, Bacterial
metabolism, New York: Springer Verlag.

Gurung TB, Urabe J (1999). Temporal and vertictiedence in factors limiting growth
rate of heterotrophic bacteria in lake Biwa. Miciitol 38 136-145.

Haglund A-L, Térnblom E, Bostréom B, Tranvik L (2004.arges differences in the
fraction of active bacteria in plankton, sedimeats] biofilm. Microb Ecol 43241.

Hahn MW, Hofle MG (1999). Flagellate Predation oBacterial Model Community:
Interplay of Size-Selective Grazing, Specific Baele Cell Size, and Bacterial
Community Composition. Appl Environ Microbiol 68863-4872.

Hara S, Koike K, Terauchi H, Kamiya H, Tanoue E9Q@P Abundance of viruses in
deep oceanic waters. Mar Ecol Prog Ser. P89-277.

Hobbie JE, Daley RJ, Jasper S (1977). Use of naotefilters for counting bacteria by
fluorecence microscopy. Appl Environ Microbiol:38225-1228.

Hofle MG (1992). Bacterioplankton community struetand dynamics after large-scale
release of nonindigenous bacteria as revealed wymrolecular-weight-RNA analysis.
Appl Environ Microbiol 58 3387-3394.

Hofle MG, Haas H, Dominik K (1999). Seasonal dynesniof bacterioplankton
community structure in a eutrophic lake as deteeahiby 5S rRNA analysis. Appl
Environ Microbiol 65 3164-3174.

Hoppe H-G (1983). Significance of exoenzymatic\aiéis in the ecology of brackish
water: measurements by means of methylumbellifarigktrates. Mar Ecol Prog Ser. 11
299-308.

Hygum BH, Petersen JW, Sondergaard M (1997). Disslbbrganic carbon released by

zooplankton grazing activity - A high-quality sutage pool for bacteria. J Plankton Res
19 97-111.

155



annexes

Jansson M, Bergstrom AK, Blomqgvist P, Isaksson é&ns3on A (1999). Impact of
allochtonous organic carbon on microbial food wabbon dynamics and structure in
lake Ortrasket. Arch Hydrobiol 14409-428.

Jansson M, Blomqvist P, Jonsson A, Bergstrom A-B9@). Nutrient limitation of
bacterioplankton, autotrophic and mixotrophic pipjamkton, and heterotrophic
nanoflagellates in Lake Ortrasket. Limnol Oceartigr1552-1559.

Jardillier, L. Etude des différents facteurs deutaion de la structure des communautés
procaryotiques en milieu lacustre pélagique. -PB®4. Université Blaise Pascal.
Ref Type: Thesis/Dissertation

Jardillier L, Basset M, Domaizon |, Belan A, Amlda€C, Richardot M, Debroas D
(2004). Bottom-up and top-down control of bactegammunity composition in the
euphotic zone of a reservoir. Aquat Microb Ecol 359-273.

Jaspers E, Nauhaus K, Cypionka H, Overmann J (20@ujtitude and temporal
variability of ecological niches as indicated bye thdiversity of cultivated
bacterioplankton. FEMS Microb Ecol 3653-164.

Jorgensen NOG (1992). Incorporation &fJLeucine and jH]Valine into Protein of
Freshwater Bacteria: Uptake Kinetics and Intrat¢aillsotope Dilution. Appl Environ
Microbiol 58 3638-3646.

Jugnia, L. B., Richardot, M., Debroas, D., Sime-hNd@m T., and Dévaux, J. Variations
in the number of active bacteria in the euphotinezof a recently flooded reservoir.
Aquat.Microb.Ecol 22, 251-259. 2000.

Ref Type: Journal (Full)

Jurgens K (1994). Impact @faphniaon planktonic microbial food webs-a review. Mar
Microb Food Webs :8295-324.

Jurgens K, Gude H (1994). The potential importaotgrazing resistant bacteria in
planktonic systems. Mar Ecol Prog Ser 11@9-188.

Jurgens K, Pernthaler J, Schalla S, Amann R (1996jphological and compositional
changes in a planktonic bacterial community in oese to enhanced protozoan
grazing. Appl Environ Microbiol 651241-1250.

Kamer M, Rassoulzadegan F (1995). Extracellulayerzactivity: Indications for high
short-term variability in a coastal marine ecosyst®icrob Ecol 30 143-156.

Kaplan LA, Bott TL, Bielicki JK (1992). Assessmeuit [*H]Thymidine Incorporation
into DNA as a Method To Determine Bacterial Produigt in Stream Bed Sediments.
Appl Environ Microbiol 58 3614-3621.

King CH, Sanders RW, Shotts EB, Porter KG (1991ijteilential survival of bacteria
ingested by zooplankton from a stratified eutropake. Limnol Oceanogr 3@29-845.

156



annexes

Kirchman D, K'nees E, R Hodson R (1985). Leucirmiporation and its potential as a
measure of protein synthesis by bacteria in natacplatic systems. Appl Environ
Microbiol 49 599-607.

Kirchman DL (1993). Leucine Incorporation As a Measof Biomass Production by
Heterotrophic Bacteria. pp. 509-512 dans P.F.KenthF.Sherr, E.B.Sherr,
J.J.Cole.(editeurs), Handbook of methods in aquaicrobial ecology,Boca Raton:
Lewis.

Kisand V, Tammert H (2000). Bacterioplankton stgaéds for leucine and glucose
uptake after a cyanobacterial bloom in an eutrophallow lake. Soil Biol Biochem 32
1965-1972.

Kisand V, Zingel P (2000). Dominance of ciliate zjrey on bacteria during spring in a
shallow eutrophic lake. Aquat Microb Ecol:2235-142.

Konopka A, Bercot T, Nakatsu C (1999). Bacteriogtan community diversity in a
series of thermally stratified lakes. Microb Ec8l 326-135.

Kritzberg ES, Cole JJ, Pace ML, Granéli W, Bade (2004). Autochthonous versus
allochthonus carbon sources of bacteria: resultsn frwhole-lake *C addition
experiments. Limnol Oceanogr:4988-596.

Krstulovic N, Solic M, Marasovic | (1997). Relatidretween bacteria, phytoplankton
and heterotrophic nanoflagellates along the troghadient. Helgoland Mar Res 51
433-443.

Langenheder S, Jurgens K (2001). Regulation ofebattbiomass and community
structure by metazoan and protozoan predation. difceanogr 46121-134.

Lebaron P, Servais P, Agogué H, Courties C, Jo(20B1). Does the hight nucleic acid
content of individual bacterial cells allows usdiscriminate between active cells and
inactive cells in aquatic systems? Applied and Eommental Microbiology 671775-
1782.

Lindstrom ES, Leskinen E (2002). Do Neighboring ésakShare Common Taxa of
Bacterioplankton? Comparison of 16S rDNA Finger@iand Sequences from Three
Geographic Regions. Microb Ecol:4%-9.

Marie D, Partensky F, Jacquet S, Vaulot D (199nurieration and cell cycle analysis
of natural populations of marine picoplankton bywflcytometry using the nucleic acid
stain SYBR green I. Appl Environ Microbiol 6386-193.

Martins R, Pardal MA, Lillebo Al, Flindt MR, MarqgeJC (2001). Hydrodynamics as a
major factor controlling the occurence of green malgal blooms in a eutrophic
estuary: a case study on the influence of pretipitaand river management. Estuarine,
Coastal and Shelf Science:3565-177.

157



annexes

Matz C, Boenigk J, Arndt H, Jirgens K (2002). Rofebacterial phenotypic traits in
selective feeding of the heterotrophic nanoflageli@pumella sp. Aquat Microb Ecol
27. 137-148.

Matz C, Jurgens K (2003). Interaction of nutriembifation and protozoan grazing
determines the phenotypic structure of a bactenaimunity. Microbial Ecol 45384-
398.

Middelboe M (2000). Bacterial Growth Rate and MarWirus-Host Dynamics. Microb
Ecol 40 114-124.

Middelboe M, Hagstrém A, Blackburn N, Sinn B, FisclJ, Borch N, Pinhassi J, Simu
K, Lorenz M (2001). Effects of bacteriophages or population dynamics of four
strains of pelagic marine bacteria. Microb Ecol 325-406.

Morris DP, Lewis WMJ (1992). Nutrient limitation dicterioplankton growth in Lake
Dillon, Colorado. Limnol Oceanogr 31179-1192.

Minster U, Chrost RJ (1990). Origin, Compositiond akllicrobial Utilization of
Dissolved Organic Matter. pp. 8-46 dans J.Overbétld,.Chrost.(editeurs), Aquatic
microbial ecology: biochemical and molecular apphess.,New York: Springer Verlag.

Muylaert K, Van der Gucht K, Vloemans N, De MeesdterGillis M, Vyverman W
(2002). Relationship between bacterial communityngosition and bottom-up versus
top-down variables in four eutrophic shallow lak&ppl Environ Microbiol 68 4740-
4750.

Nagata T (1988). The microflagellates-picoplankfood linkage in the water column
of lake Biwa. Limnol Oceanogr 3504-517.

Norland S (1993). The Relationship Between Biomasd Volume of Bacteria. pp.
303-308 dans P.F.Kemp, B.F.Sherr, E.B.Sherr, Jd.@diteurs), Handbook of
methods in aquatic microbial ecology,Boca Raton, lldwis Pub..

Ochs CA, Cole JJ, Likens GE (1995). Population dyioa of bacterioplankton in an
oligotrophic lake. J Plankton Res:1365-391.

Olsen Y, Varum KM, Jensen A (1986). Some charasties of the carbon compounds
release byaphnia J Plankton Res: &05-517.

Ovreas L, Bourne D, Sandaa R-A, Casamayor EO, &dnis, Goddard V, Smerdon G,
Heldal M, Thingstad TF (2003). Response of badtand viral communities to nutrient
manipulations in seawater mesocosms. Aquat Miciadd &1 109-121.

Pace ML (1993). Heterotrophic Microbial Procesggs. 252-277 dans S.R.Carpenter,
J.F.Kitchell.(editeurs), The trophic cascade ireakCambridge: Univ. Press..

Pace ML, Cole JJ (1994). Comparative and experiahemgproaches to top-down and
bottom-up regulation of bacteria. Microb Ecol 281-193.

158



annexes

Paul JH, Kellogg CA (2000). Ecology of Bacteriopbagn Nature. pp. 211-247 dans
C.J.Hurst (editeur), Viral Ecology,San Diego, CAcalemic Press.

Pernthaler J, Glockner F-O, Unterholzner S, Alfeeid, Psenner R, Amann R (1998).
Seasonal community and population dynamics of pelbgcteria and archaea in high
mountain lake. Appl Environ Microbiol 641299-4306.

Petersen DG, Dahllof | (2005). Improvements for panative analysis of changes in
diversity of microbial communities using internahisdards in PCR-DGGE. FEMS
Microbiology Ecology 53339-348.

Pinhassi J, Azam F, Hemphala J, Long RA, MartineZweifel UL, Hagstrom A
(1999). Coupling between bacterioplankton spectesposition, population dynamics,
and organic matter degradation. Aquat Microb EQol113-26.

Pinhassi J, Hagstrom A (2000). Seasonal successimarine bacterioplankton. Aquat
Microb Ecol 21 245-256.

Pomeroy LR (1974). The ocean's food web : A chapgeradigm. BioScience 2499-
504.

Pomeroy LR, Wiebe WJ (2001). Temperature and saflestras interactive limiting
factors for marine heterotrophic bacteria. Aquatidb Ecol 23 187-204.

Porter KG, Feig YS (1980). The use of DAPI for itding and counting aquatic
microflora. Limnol Oceanogr 2%43-948.

Posch T, Loferer-Krol3bacher M, Gao G, AlfreiderPernthaler J, Psenner R (2001).
Precision of bacterioplankton biomass determinateocomparison of two fluorescent
dyes, and of allometric and linear volume-to-carloonversion factors. Aquat Microb
Ecol 25 55-63.

Priest, FG (1984). Extracellular Enzymes. Wokingh&an Nostrand Reinhold (UK)
Co. Ltd.

Richardot M, Debroas D, Jugnia LB, Tadonléké R,tiBmr L, Dévaux J (2000).
Changes in bacterial processing and compositiordisgolved organic matter in a
newly-flooded reservoir (a three-year study). Artydrobiol 148 231-248.

Richardot M, Debroas D, Thouvenot A, Sargos D, IBart JL, Dévaux J (1999).
Proteolytic and glycolytic activities in size-fraamated surface water samples from an
oligotrophic reservoir in relation to plankton comnities. Aquat Sci 61279-292.

Richardot M, Debroas D, Thouvenot A, Sargos D, IBant JL, Dévaux J (2001).
Influence of cladoceran grazing activity on dissalvorganic matter, enzymatic
hydrolysis and bacterial growth. J Plankton Res12319-1261.

Riemann B, Azam F (1992). Measurements of bactg@natein synthesis in aquatic
environments by means of leucine incorporation. Marrob Food Webs:691-105.

159



annexes

Riemann B (1985). Potential Importance of fish ptexh and zooplankton grazing on
natural populations of freshwater bacteria. AppViEon Microbiol 50 187-193.

Riemann L, Winding A (2001). Community Dynamics Bfee-living and Particle-
associated Bacterial Assemblages during a Freshwatgoplankton Bloom. Microbial
Ecol V42 274-285.

Rogers HJ (1980). The Dissimulation of Hight MolecuWeight Organic Substrates.
pp. 261-318 dans I|.C.Gunsalus, R.Y.Stanier.(edi)eufhe bacteria,New York:
Academic Press.

Samuelsson K, Berglund J, Haecky P, Andersson AZR0Structural changes in an
aquatic microbial food web caused by inorganic ientraddition. Aquat Microb Ecol
29: 29-38.

Sanders RW, Caron DA, Berninger UG (1992). Relatgps between bacteria and
heterotrophic nanoplankton in marine and fresh mgatn inter-ecosystem comparison.
Mar Ecol Prog Ser 86L-14.

Sanders RW, Porter KG, Bennett SJ, DeBiase AE (198@asonal patterns of
bacterivory by flagellates, ciliates, rotifers, atlddocerans in a freshwater planktonic
community. Limnol Oceanogr 3473-687.

Scavia D, Laird GA (1987). Bacterioplankton in lakechigan: Dynamics, controls,
and significance to carbon flux. Limnol Oceanogr 3@17-1033.

Schauer M, Massana R, Pedros-Alio C (2000). Spdiftdrences in bacterioplankton
composition along the Catalan coast (NW Mediteraaheassessed by molecular
fingerprinting. FEMS Microbiol Ecol 3351-59.

Schwalbach MS, Hewson I, Fuhrman JA (2004). Vifééats on bacterial community
composition in marine plankton microcosms. Aquatidb Ecol 34 117-127.

Schweitzer B, Simon M (1995). Growth limitation pfanctonik bacteria in a large
mesotrophic lake. Microb Ecol 389-104.

Selph K, Landry M, Laws E (2003). Heterotrophic oflagellate enhancement of
bacterial growth through nutrient remineralizationchemostat culture. Aquat Microb
Ecol 32 23-37.

Servais P, Agogué H, Courties C, Joux F, Lebar¢@d0®1). Are the actively respiring
cells (CTC+) those responsible for bacterial praiduncin aquatic environments? FEMS
Microb Ecol 35 171-179.

Servais P, Billen G, Rego JV (1985). Rate of BaateMortality in Aquatic
Environments. Appl Environ Microbiol 494448-1454.

Sherr EB, Sherr BF (1984). Role of Heterotrophiat®zoa in Carbon and Energy Flow
in Aquatic Ecosystems. pp. 412-423 dans M.J.Klugd.Reddy.(editeurs), Current
perspectives in microbial ecology,Washington, D@ekican society of Microbiology.

160



annexes

Shiah F-K, Ducklow H (1994). Temperature and swabstrregulation of bacterial
abundance, production and specific growth rate hedapeak Bay, USA. Limnol
Oceanogr 391243-1258.

Sigee, DC (2005). Freshwater Microbiology. ChicbegsEngland: John Wiley & Sons
Ltd.

Simek K, Hornak K, Masin M, Christaki U, Nedoma\Wgeinbauer MG, Dolan JR
(2003). Comparing the effects of resource enrichiraad grazing on a bacterioplankton
community of a meso-eutrophic reservoir. Aquat MicEcol 31 123-135.

Simek K, Jurgens K, Nedoma J, Comerma M, Armeng@000). Ecological role and
bacterial grazing of Halteria spp.: small freshwabdégotrichs as dominant pelagic
ciliate bacterivores. Aquat Microb Ecol :223-56.

Simek K, Kojecka P, Nedoma J, Hartman P, Vrba JaDdR (1999). Shifts in bacterial
community composition associated with different maooplankton size fractions in a
eutrophic reservoir. Limnol Oceanogr:44534-1644.

Simek K, Macek M, Seda J, Vyhnalek V (1990). Pdssilood chain relationship
between bacterioplankton, protozoans, and cladoserra a reservoir. Int Revue ges
Hydrobiol 75 583-596.

Simek K, Vrba J, Pernthaler J, Posch T, HartmaiN&oma J, Psenner R (1997).
Morphological and Compositional Shifts in an Expegntal Bacterial Community
Influenced by Protists with Contrasting Feeding E&dAppl Environ Microbiol 63
587-595.

Simon M, Azam F (1989). Protein content and prow®mnthesis rates of planctonic
marine bacteria. Mar Ecol Prog Ser. 201-213.

Simon M, Bunte C, Schulz M, Weiss M, Winsch C ()9®acterioplankton dynamics
in lake constance (Bodensee): substrate utilizatgmowth control, and long-term
trends. Arch Hydrobiol Spec Issues Advanc Limnal 535-221.

Simon M, Cho BC, Azam F (1992). Significance of teaial biomass in lakes and the
oceans: comparison to phytoplankton biomass angebithemical implications. Mar
Ecol Prog Ser 86103-110.

Smith E (1998). Coherence of microbial respiratiate and cell-specific bacterial
activity in a coastal planktonic community. Aquaickbb Ecol 16 27-35.

Smith JJ, McFeters GA (1997). Mechanisms of INT (42edophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-phenyl tetrazolium chloride), and €T5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium
chloride) reduction in Escherichia coli K-12. J kibiol Methods 29161-175.

Somville M, Billen G (1983). A method for deternmigi exoproteolytic activity in
natural waters. Limnol Oceanogr:2ZB80-193.

161



annexes

Sondergaard M, Middelboe M (1995). A cross-systemlysis of labile dissolved
organic carbon. Mar Ecol Prog Ser 1283-294.

Sorokin, YI (1999). Aquatic Microbial Ecology. Leid, The Netherlands: Backhuys.

Srivastava DS, Kolasa J, Bengtsson J, Gonzalezaijdr SP, Miller TE, Munguia P,
Romanuk T, Schneider DC, Trzcinski MK (2004). Aratural microcosms useful
model systems for ecology ? Trends Ecol Evol3®-384.

Suttle CA, Chan AM, Cottrell MT (1990). Infectiorf phytoplankton by viruses and
reduction of primary productivity. Nature 34467-469.

Suzuki MT (1999). Effect of protistan bacterivony coastal bacterioplankton diversity.
Aquat Microb Ecol 20261-272.

Thingstad TF, Lignell R (1997). Theoretical modfgsthe control of bacterial growth
rate, abundance, diversity and carbon demand. Adicabb Ecol 13 19-27.

Thouvenot A, Richardot M, Debroas D, Dévaux J (3998acterivory of
metazooplankton, ciliates and flagellates in a gefldoded reservoir. J Plankton Res
21: 1659-1679.

Toolan T, Wehr JD, Findlay S (1991). Inorganic pgtasous stimulation of
bacterioplankton production in a meso-eutrophicelakppl Environ Microbiol 57
2074-2078.

Tuomi P, Fragerbakke KM, Bratbak G, Heldal M (199Sutritional enrichment of a
microbial community: the effects on activity, eleme composition, community
structure and virus production. FEMS Microb Ecol 183-134.

Tuomi P, kuuppo P (1999). Viral lysis and grazimgd of bacteria in nutrient and
carbon manipulated brackish water enclosures.rkila Res 21923-937.

Ullrich S, Karrasch B, Hoppe H-G, Jeskulke K, MatgeM (1996). Toxic Effects on
Bacterial Metabolism of the Redox Dye 5-Cyano-2j®)l Tetrazolium Chloride.
Appl Environ Microbiol 62 4587-4593.

Unanue M, Azua |, Barcina |, Egea L, Iriberri J 9B9. Size distribution of
aminopeptidase activity and bacterial incorporataindissolved substrates in three
aguatic ecosystems. FEMS Microb Ecol 1025-183.

Vadstein O (1998). Evaluation of competitive akildf two heterotrophic planktonic
bacteria under phosphorus limitation. Aquat MicExwl 14 119-127.

Vadstein O, Jensen A, Olsen Y, Reinertsen H (1988)wth and phosphorus status of
limnetic phytoplankton and bacteria. Limnol Oceand® 489-503.

Vadstein O, Olsen LM, Busch A, Andersen T, Reirert$lR (2003). Is phosphorus
limitation of planktonic heterotrophic bacteria aaccumulation of degradable DOC a

162



annexes

normal phenomenon in phosphorus-limited systemsidrocosm study. FEMS
Microb Ecol 46 307-316.

Vrba J, Callieri C, Bittl T, Simek K, Bertoni R, |&ndr P, Hartman H, Hejzlar J, Macek
M, Nedoma J (2004). Are bacteria the major produadr extracellular glycolytic
enzymes in aquatic environments ? Internat Rev étydl 89 102-117.

Vrede K (1996). Regulation of bacterioplankton pratibon and biomass in an
oligotrophic clearwater lake-the importance of tplytoplancton community. J
Plankton Res 181009-1032.

Vrede K (1999). Effects of inorganic nutrients amdoplankton on the growth of
heterotrophic bacterioplankton-enclosure experisi@nt an oligotrophic clearwater
lake. Aquat Microb Ecol 18133-144.

Vrede K, Stensdotter U, Lindstrom ES (2003). Vaal bacterioplankton dynamics in
two lakes with different humic contents. Microb E46; 406-415.

Vrede K, Vrede T, Isaksson A, Karlsson A (1999)eEfs of nutrients (phosphorous,
nitrogen, and carbon) and zooplankton on bacteidgbn and phytoplankton-a
seasonal study. Limnol Oceanogr. 44616-1624.

Wang L, Miller TD, Priscu JC (1992). Bacterioplamit nutrient deficiency in a
eutrophic lake. Arch Hydrobiol 12%23-439.

Wehr JD, Petersen J, Findlay S (1999). Influencéhode contrasting detrital carbon
sources on planktonic bacterial metabolism in aatnephic lake. Microbial Ecol 37
23-35.

Weinbauer MG (2004). Ecology of prokaryotic virusEEMS Microbiol Rev 28127-
181.

Weinbauer MG, Peduzzi P (1995). Effect of virudiribigh molecular weight
concentrates od seawater on the dynamics of deg@mnino acids and carbonhydrates.
Mar Ecol Prog Ser 127245-253.

Wells LE, Deming JW (2003). Abundance of Bactetieg Cytophaga-Flavobacterium
cluster and Archaea in cold oligotrophic waters argheloid layers of the Northwest
Passage, Canadian Archipelago. Aquat Microb Ecoll9131.

Wetzel RG (1991). Extracellular Enzymatic Interaot: Storage, Redistribution, and
Interspecific Communication. pp. 6-28 dans R.J.6h(éditeur), Microbial enzymes in
aquatic environments Springer-Verlag.

Wetzel, RG (2001). Limnology, Lake and River Ecdsyss.Third edition. San Diego
CA: Academic Press.

White PA, Kalff J, Rasmussen JB, Gasol JM (199hg &ffect of temperature and algal
biomass on bacterial production and specific grovete in freshwater and marine
habitats. Microb Ecol 2199-118.

163



annexes

Winter C, Smit A, Herndl GJ, Weinbauer MG (2004mplact of virioplankton on
archaeal and bacterial community richness as assasseawater batch cultures. Appl
Environ Microbiol 70 804-813.

Woese CR (1987). Bacterial evolution. Microb Rev 821-271.

Wommack KE, Colwell RR (2000). Virioplankton: vies in aquatic ecosystems.
Microbiol Mol Biol R 64 69-114.

Yannarel AC, Kent AD, Lauster GH, Kratz TK, TripigfW (2003). Temporal patterns
in bacterial communities in three temperate lakeslifferent trophic status. Microb
Ecol 46 391-405.

Yannarell AC, Triplett EW (2004). Within- and betgrelake variability in the
composition of bacterioplankton communities: inigedions using multiple spatial
scales. Appl Environ Microbiol 7@®14-223.

Zollner E, Santer B, Boersma M, Hoppe HG, Jurgen@®03). Cascading predation
effects of Daphniaand copepods on microbial food web. Freshwatel &80 2174-
2193.

Zwart G, Hiorns WD, Methé BA, Van Agterveld MP, KBmans R, Nold SC, Zehr JP,
Laanbroek HJ (1998). Nearly identical 16S rRNA sames recovered from lakes in
North America and Europe indicate the existenceclatles of globally distributed

freshwater bacteria. Syst Appl Microbiol:2346-556.

Zweifel UL, Hagstrom A (1995). Total Counts of Maei Bacteria Include a Large
Fraction of Non-Nucleoid-Containing Bacteria (Gls)stAppl Environ Microbiol 61
2180-2185.

Zwisler W, Selje N, Simon M (2003). Seasonal patieof the bacterioplankton
community composition in a large mesotrophic lakguat Microb Ecol 31211-225.

164









Annexes

ANNEXES

- Données des dynamiques saisonnieres
- Atrticle sur l'utilisation du CTC

165



| Y o IR - |

12

OLEF

Annexes

10 cell.ml! ESS cell ! 10 cell ' MIS

10 H

[ N % T N

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

10° cell ml? cell ! cell mi~!
30 10 30 20
—— HNF
4 —o— ANF - 25 g - 25 i L
—a— Ciliates L 20 : L 20 |
F 12 4 F 1510 L
i L 10 - 10 i
5
i 5 2 L = i
0 a ' 0 0
-1
g ! 107 cell mi™! K 107 cell i
G 20 14 40
—o— chl a | 5 —o— chl a 12 L
—e— irus 15 { —— wirus P
_ L4 10 i
L&
i L 10 4 i L
3 '} g 20
. - 2 -
5 - -4 o e
- - 1 _2 |
0 a = — 0O 0
108 ind.I” 10% i I 102 ind I
100
—a— ofifers
| —o— crustacea 80
&0
40
. 2|:| .
| i g
JFMAMI J A S OND JFMAMI J A S OND JFMAMIJ A S OMND

Dynamiques des variables biologiques : Nanoflagdiktérotrophes (HNF), nanoflagellés autotrophes

(ANF), ciliés, chlorophylle a (Chl a), virus, ragifes et crustacés, durant I'année 2003

100
850
G50
40
20



Annexes

- - -1
105 el et OLEF 03 10 el ESS 03 i 105 cell.mi M= 03 urm?
4.5 016 10 030 il 040
—a— hactenal dews ity 15 4
40 - L o1 e e O
. z | —=— hactenal biovohime [ 025 1 4
35 4 0.0
Loz 14
30 4 -oz0
. | . L 025
25 4 SR
Foas 10 o 020
0 4 008
4 8
15 015
E | oo o0 5
1.0 2 4 ~o.10
0s - oo roos L o.05
-
0o 1Y 13RS opp O 0.00
J F M A M J J A S5 0O H D J F mM A M J m 5 0 M 0 Jd F M A M J A o MW D
. A1 .- .- q. -
{production) 10ng &1 Lh (glucoset g G- Tl épmduaic.njmzngm T (glucose110ng G K1 fproduction 1Eng el b tglueos=) 10ng 11 KT
25 30 3} 7 60
—+— harterial producton
n 4 5 g —o— ghicose assinalation (| zg 60+ 50
a0 o
i) <0
u 15 4 15
15 a0
15 30
10 0 4 L 1o 30
10 0
0 o
5 a5 -4
]
10 - e
o T T T T T T T T T T T o o T T T T T T T T T T T o o T T o
Jd F M A M J Jd A5 0 N D Jd F M A J J A -1 a H u} M u}
-1
nhih ik nith!
1000 - 500 - 200 —
—0— gt —ghisid ase
zon 4| —— Bghicosidase a0t 4
GO0
GO0 - 300 4
<00
00 - o0 4
200 - 100 200 HE
-
o T T F T T T T T ! '_—'_-3' o T T T T T T T T T T T i}
J F M A M J J A% 0O MWD T T T T T T T T T T T
JOF MoA M oJ o J oA s 0 ND J F M A M J J A 5 0 N D

Dynamiques des variables bactériennes : densilémneocellulaire moyen, production, assimilation de
lucose, activités enzymatiques (alpha et béta gldeses) durant 'année 2003



Dlef03 E==03
gz ! pHuritf 10pS el AmgOg-1 pH urit/ 100 5 o 1
45 T2 24 100
—a— temp
e 02 9.5
o —a— pH
—a— conductivty -a.0
16 4 a5
10 rEo
7.5
a5
7.0
o T 6.5
J
mg 1 mg.l-1
oo5 5.0
-5
D04
F40
o0z 3.4
3.0
ooz 2.4
2.0
ool
. } 1.5
Q. o0 D T O 2
oo g azer oDz o oD P 0 1D
1__I ] Ao J J A 5 o n]
mg.F m
T o
—e— DOC
5 4 | —— hgtperertin 10
-2 | 2
5 ] ]\b
o
4 La &
L4
34 4 4
-G
2 . 2 Lg
1 — T T T T T T T T g 0 T T T T T T T T T
J F ] Jd J A 5 u} M u} J F b A M Jd J ~ 5 u] u]

Annexes

hdis 03
im0zl pHunit: 100p5.cm-1
25 25
L 24
20 ] Lez
Lzn
15
L7z
. L 75
L 74
s | L7z
L 70
o ¥
u}
naggﬂ bl
0.30
& k4
0.25 -
0.20 - e
-
0158 L2
R i]
k1
0.05 -
[=]
0.00 il
Jd [n]
mg]'1 m
5 oo
o 4 FO5
15 = 1o
[=1
10 4 . L1s
. ."\\/.\
5 J Lzo
il 25
J F M A M J4 J A 5 0 N DO

Dynamiques des variables physico-chimiques : teatpgr (temp), oxygene ) pH, Conductivité, Nutriments (N#N,
POy-P, NO-N), Carbone organique dissout (DOC), pénétratmtadumiére durant 'année 2003



Annexes

Spatio-temporal patterns of CTC+ bacteria in freshvater

reservoirs

Henry-Michel Cauchie Sébastien Delgoulet, Véronique Jacquet, Isafidles,

Lucien Hoffmann

Abstract

In a first methodological part, we examined the aiyits of cell staining using
different concentrations of 5-cyano-2,3-ditolyl réatolium chloride (CTC), a
fluorochromes used to determine the “metabolicabtive” part of the bacterial
communities. The density of CTC reducing bacte@ia@+ cells) varied a lot according
to incubation time and CTC concentration. The maxmCTC+ cell density was either
observed after 2 hours at 5 mM or after 5 hours M. This variability implies that
using in every circumstance an incubation of 2 kauith a concentration of 5 mM (i.e.
the conditions that are the most often encountarede literature) can be misleading.
We concluded that small amplitude variations in EC+ cell density are most
probably non informative because of this significarethodological bias. However, in
the second part of the paper, we examined spatéakemporal patterns of CTC+ cell
densities and proportions in reservoirs with catad trophic statuses. The CTC+ cell
proportion is the ratio between the CTC+ cell dgnsind the total cell density as
determined using the fluorochromes Sybr Green hplpeared that the CTC+ cell
density or proportion varied vertically in the watolumn, increasing in the most
favourable, intermediate layer. On a seasonal s€AIE€+ cell proportion compared to
the total cell density displayed a pattern thatld¢dee related to the availability of
nutrient, sloppy feeding by cladocerans or oxygemilability. The CTC+ cell
proportion also increased along the studied troghatus gradient .The CTC staining
method seems therefore to be able to indicatevelaiarge-scale spatial and temporal
patterns. However, the staining protocols or theddens of use must be improved to

give a reproducible result.
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Introduction

Determining the density, biomass and productiobaiteria is of prime interest
in aquatic ecology because these microorganismsesponsible for a large part of
major transformations such as aerobic and anaerebpiration, and remineralisation.
In the late 1970’s, methods using fluorescent dyed bind to nucleic acids were
developed to detect and enumerate bacteria (Hadilad 1977, Porter & Feig 1980).
These methods however do not allow determining ghgsiological status of the
bacteria. It is therefore unknown whether the catks alive and metabolically active,
alive but dormant, or moribund (Stevenson 1978)iuthe last decade, it has been
highlighted that a substantial part of the bactes@mmunities were most probably

metabolically inactive in many environments (ColM&IGrimes, 2000).

Different methods have been developed to deterrtieemetabolically active
state of bacteria. Microautoradiography allows tdgimg bacteria that actively
assimilate radiolabelled substrates such as antius dKarner & Furhman 1997) or
monosaccharides (Meyer-Reil 1978). On the othedh#me technique of Zweifel &
Hagstrom (1995) allows the visualization of nuatkoin bacteria after washing out of
the nonselectively bound DAPI by hot isopropandie Tells with visible nucleoids are
suggested to be the only active, or at least linagteria. Universal 16S rRNA-targeted
oligonucleotide probes can also be use to staitebaavith high ribosome content that
are supposed to be active. Jepras et al. (199&8dtese use a fluorescent anionic
membrane potential probe, DIBA@) as a viability marker . Finally, stains thaaolye
color (2-f-iodophenyl)-3-p-nitrophenyl)-5-phenyl tetrazolium chloride — INTOr
fluorescence (5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium cider — CTC) upon reduction by
energy intercepted along the electron transpotersy$ETS) can be used to detect cells
with functional respiration (including not only aygn consumption) (Maki & Remsen
1981, Rodriguez et al. 1992). More recently, Lebast al. (2001) proposed to
distinguish between active and inactive cells anlihsis of their nucleic acid content
using flow cytometry.

Large discrepancies were often observed betweerdtimations of the active

cell fractions using the methods cited above (séerences in Créach et al. 2003). The
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main reason for this is most probably that the wdshcited above do not measure the
same aspect of the bacterial metabolism. On therdtland, Servais et al. (2001)
suggest that the active cell counts are underetginbecause of methodological
limitations such as the difficulty to detect theidtescence signal visually at the

microscope.

Despite criticisms again this technique, the stgjrof bacteria with CTC is still
used. Reasons for this are the easiness of usthamcreasing use of epifluorescence
microscope in applied research. Much attention leen paid to the inadequacy of
CTC as a global metabolic marker. The potentialiegipon of CTC as an easy rank

index of a type of bacterial activity was not rgatudied until now.

The aim of the present paper is to determine wingtie spatial and temporal
patterns of the CTC-reducing bacterial cells (CT@ppear to be related to the major
environmental variables in reservoir and can halgoubetter understand the bacterial

dynamics in freshwater reservoirs.

Material and methods

The study was conducted in four reservoirs exmgitlifferent trophic statuses.
The Esch-sur-Sdre reservoir was studied in 19992&43. It is located in the upper
part of the Sdre river in Luxembourg (latitude 4973ongitude 5°53’). This reservoir
is a stratified mesoeutrophic water body with dame 3.2 krf of and a mean depth of
17 m. During 2003, three other reservoirs wereuithet! in the study. The Oleftalsperre
reservoir is a stratified oligomesotrophic resentocated in Germany (latitude 50°29;
longitude 6°25"). It is used for drinking water paction. It has a surface of 1.0 km
and a maximum depth of 20 m. The Pont-Misére resers a shallow (maximum
depth = 4 m) reservoir built upstream to the Esoh&Hre reservoir. It is a eutrophic
water body and serves as pre-dam to the Esch-sar4®&8ervoir. The Differdange
reservoir is a wastewater stabilisation pond. T small (surface = 0.1 Kjn shallow

(maximum depth = 3.0 m) and hypereutrophic watetybo
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In every reservoir, water samples were taken ateguth interval of 1 metre using
a 2-1 Ruttner bottle. Samples from different deptfese pooled in a sterile carboy in
order to obtain a bacterial community represengativthe different parts of the water
column. For the reservoirs that were thermallytsiea (Oleftalsperre, Esch-sur-Sare),
the water samples were pooled according to thetustrahey belong to during
stratification (epi-, meta- or hypolimnion). Whehet water column was completely
mixed, three pools were constituted: one with watan 0 to 10 metres deep, one with
water from 11 to 15 metres deep, and one with wieden under 15 metres down to the
bottom. For the shallow reservoirs, only one poakwonstituted on the basis of the
samples taken every metre over the whole watenoohvith the Ruttner bottle.

10 ml of each pool were immediately fixed with faddehyde (final
concentration = 2%) for the determination of thealtobacterial density at the
laboratory. The fluorochrome Sybr Green | (MolecuPaobes) was used for staining
bacterial DNA. On the other hand 10 ml of each peete incubated during 2 hours at
in situtemperature and in the dark in the presence of (GI@M final concentration).
At the end of the incubation, samples were immedidtltered on black polycarbonate
membranes (porosity = 0.2 pm) and the cells stawigh CTC (CTC+ cells) were
enumerated under blue excitation using a Leica DM#pBluorescence microscope.
Samples for physico-chemical and other biologicallgses were taken from the pool

and were preserved and analysed as indicatedreattes text.

On two occasions (15 January 1999 and 26 May 1998 )volution with time of
the density of CTC+ cells was monitored at foufedtdnt CTC concentrations: 0.5, 1.0,
5.0 and 10.0 mM. For each concentration, triplisai€reservoir water (volume = 15
ml) were incubated in the laboratoryimatsitu temperature. One-ml to 2-ml subsamples
were taken immediately at the beginning of the exrpent and after 1, 2, 3, 4, 5 and 20
h of incubation. Subsamples were immediately fixath formaldehyde (2% final
concentration), filtered onto a black membrane@pity: 0.2 um) and CTC+ cells were

enumerated under blue excitation using the epélscence microscope.
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In parallel to the staining experiments, triplicaief ten times diluted reservoir
water were incubated during one hour at in situperature and the rate of density
increase was determined as the difference in baatlensity between the beginning
and the end of the incubation. Membrane-filtere@ (um) reservoir water was used
for the dilution. Bacteria were stained with Sybreén |, filtered onto a black
polycarbonate membrane (0.2 pum) and enumeratedg utie epifluorescence

microscope.

Water temperature, dissolved oxygen concentragpbh,and conductivity were
determined using a Hydrolab Multiprobe. Chloroplgyitoncentration was determined
spectrophotometrically according to Lorenzen (198He concentrations of Dissolved
Inorganic Nitrogen (DIN), P Total Phosphorus (TP), SiQvere determined using
standard methods (APHA et al. 1995). Bacterial potidn was estimated using the
incorporation of“’C-leucine as tracer according to the method desdrity Kirchmann
(1995). Nanoflagellates, ciliates and metazooplamktere fixed in glutaraldehyde (1%
final concentration), mercuric chloride (2.5% fir@ncentration) and formaldehyde,
respectively. At the laboratory, nanoflagellatesrevestained with primulin and
observed under the epifluorescence microscopeat€iliand metazooplankton were
counted using an inverted microscope. Rotifers anstaceans were distinguished.
The predation rate rather than the density of pugtgiredators was used in the present
study. The predation rate exerted by heterotrophitoflagellates (HNF), ciliates and
metazoans (rotifers and crustaceans) was estimasedhe density of predators
multiplied by a meaper capitapredation rate estimated on the basis of data them
literature. The mean (+/- 1 standard deviationfatien rate reached 23 , 406, 10, 800
and 2,288,000 cells iffdh™ for HNF, ciliates, rotifers and cladocerans, resipely
(McManus & Fuhrman 1986, Borsheim & Andersen 19B8anders et al. 1989, Caron
et al. 1991, Hondeveld et al. 1992, Ooms-Wilmsl.e1295, Sommaruga 1995, Carrias
et al. 1996, Menon et al. 1996, Stabell 1996, Sietedd. 1997, Eisenmann et al. 1998,
Nakano et al. 1998, Thouvenot et al. 1999, Wieligglet al. 1999). Copepodites were
not taken into account because they do not consigmficant amounts of bacteria
(Thouvenot et al. 1999, Hwangm & Heath, 1999). 002 the density of viruses was
moreover analysed using YO-PRO as fluorochrome ¢¥enlos & Bird 1997). The
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relationships between the bacterial counts and egheironmental variables were

analyzed using Spearman correlation.

Results

The evolution of CTC staining with time at concatitbns ranging from 0.5 to
10.0 mM was monitored on two occasions in 1999.(E)g In both experience, the
density of the cells stained with CTC (CTC+) was thighest at 5.0 mM. In January
1999, the CTC+ density reached a maximum value0&f 4 13 cells mi* after an
incubation of two hours. In May, on the contrary,@ density increased continuously
during the five first hours of incubation. In Jangahe CTC+ density determined after
an incubation of 24 h was not significantly diffetérom the CTC+ density determined
after 5 h. In May, a decrease in the CTC+ densiag wbserved between the 5-h

incubation and the 24-h incubation.

The rates of total density increase in the 10-tisieged samples during the first
hour of incubation at different CTC concentratioa presented in the Fig. 2. The rates
observed at concentration higher than 0.5 mM wigneifcantly lower than the rate in
the control and the rate observed at a concentratio 0.5 mM. The rates at a

concentration of 10 nM were virtually null.

The seasonal dynamics of the total bacterial dgSigbr Green stained bacteria)
was similar in the three strata with the highestie@s observed from April to July (Fig.
3). The CTC-reducing cells (CTC+ cells) preserdesignificantly different seasonal
dynamics. The density of CTC+ cells widely varieithim each stratum. It ranged most
of the time from 200 to 600 x i@ells mi* in the epilimnion and the metalimnion. It
was globally lower in the hypolimnion, ranging mo$the time from 100 to 300 x 10
cells mI*. The mean proportion of CTC+ cells compared torQyben counts was the
highest in the metalimnion and the lowest in thpdtynnion (Table 1). However, the
proportion varied a lot throughout the year, raggnom a minimum value between 1.5

and 2.0% to a maximum between 19.5 and 20.9% idifferent strata.
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The investigation was performed on one date aghehnispace resolution in the
Esch-sur-Sdre reservoir at the end of the wateingiyperiod confirmed the higher
CTC+ cell density in the upper layers of the wédttedy (Fig. 4). The global pattern of
bacterial production was similar to that of the GTe&Il density; displaying the highest
values in the upper layers and lower values irddéep, colder layer. However bacterial
production presented a peak at a depth of 5 m W&+ cell density was very similar

between the surface and the depth of 10 meters.

In the three reservoirs used for drinking waterdpiciion the total bacterial
densities followed a classical dynamics accordmdgheir trophic status (Fig.5). The
cold period were characterised by stable, relatidelv bacterial densities. Total
densities increased during spring when temperatised. The late spring and summer
periods were characterised by high densities wiglgiufent peaks. In the wastewater
stabilisation pond of Differdange, total densitiesre very high (6 x 10- 4 x 1§ cells
ml™?) and globally increased from the winter to latenswer. Contrary to the total
density, the dynamics of CTC+ bacteria density d#éferent among the reservoirs.
When considering the proportion of CTC+ cells mtato the total bacterial counts
rather than the CTC+ bacterial density, similar genal patterns appeared, especially
when comparing the Esch-sur-Sare and the Pont-Bliséservoirs. High CTC+
proportions were observed in spring, followed bylepression in May-June and a

recovery during summer.

In 2003, the bacterial production was estimatetthénfour reservoirs concurrently
to the CTC+ bacteria counts. The bacterial prodactias been plotted against the
CTC+ cell densities and proportions as shown in €igNo clear relationship appeared
between these variables. The significant lineaati@hships between the proportion of
CTC+ cells and the ecological variables are presemd the Table 2. Significant
ecological variables varied according to the stratur the reservoir considered. In the
upper stratum of the Esch-sur-Sdre reservoir, tdisdooxygen concentration appeared
to be significantly correlated with CTC+ proportoom both studied years. On the
contrary, dissolved inorganic nitrogen and cladacerbacterivory were only

significantly correlated in 1999.
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Discussion

Our first task in the present study was to deteentime conditions giving an
optimal staining of the bacterial cells and compate existing protocols. Our results
concerning the effects of the CTC concentratiorthencell staining are consistent with
those find by Rodriguez et al. (1992), Epstein &8 (1995), Servais et al. (2001)
and Whiteley et al. (2003), among others, who olexkrthat the concentrations
resulting in an optimal staining was in the range2oto 6 mM. Higher CTC
concentrations (10 mM) generally resulted in a lo@&C-formazan deposition within
the cells (Rodriguez et al. 1992). However, thisluation in staining ability at
concentration above 5 mM was not observed in ecasge (Griebe et al., 1997). The
reduction kinetics presented in the literature stabw sharp increase in the density of
CTC+ cells during the two or three first hours daled by a period with a slower
increase, stability or decrease. We however obdeare increase during up to five
hours in May 1999. Using a 2-hour incubation in M09 resulted in a significant

underestimation (32%) of the CTC+ count.

Beyond concentration and incubation duration, exgsstaining protocols also
differ in the incubation temperature. Some authocsibated the water samples at 28
°C or at room temperature (Rodriguez et al., 18¥5tein & Rossell, 1995; Cook &
Garland, 1997; Griebe et al., 1997) according &oitldications of the manufacturer. On
the other hand, other authors incubate the samptesCTC at in situ temperature. To
our knowledge, the effect of temperature on thastg with CTC is largely unknown.
We observed a difference in the staining dynameatsveen the January and the May
experiment. It is however impossible to ascertahetier this difference was due to
temperature or to other factors. Given that thetdsad metabolism is known to be
highly sensitive to temperature (Simon & Winsch98)9 it appears however more

logical to use in situ temperature rather than reemperature.



Annexes

The comparison of the rates of density increaseatels that an inhibition of the
bacterial growth appears for CTC concentrationsralfh5 mM. The inhibitory effect
was similar at 1.0 and 5.0 and increased sevetel®.8 mM. Inhibitory effect of CTC
on bacterial growth, production and respiration as® been demonstrated by Ullrich
et al. (1996). These authors estimated thegoEi(®. the concentration causing 50%
inhibition in Microtox bioassay) of CTC to be 0.8M. According to our results, this
ECsp is probably underestimated as we did not obseefietts on growth between the
control and the treatment with CTC 0.5 mM. Thesglays therefore more probably
between 0.5 and 1.0 mM. In any case, a toxic effacthe range of efficient
concentrations can severely weaken the usefulfgS$© as indicator of metabolically

active bacteria as underlined by Créach et al.3200

Considering this first, methodological part of thteidy, we can conclude that a
common protocol appears difficult to determine wigdly. If one wants to use CTC,
preliminary experiments have to be made to deterntive kinetics of staining. As
shown in the present study, the density of CTCIks can reach a maximum value after
2 hours or after 5 hours according to the seashis. ariation in staining dynamics is
therefore a first important drawback using CTC anaaker of “metabolically active”
cells. Variations in the staining ability can letml method-driven biases that can
severely undermine the interpretation of the raesutiowever in our study, like in the
majority of other studies, a preliminary testing tbok optimum CTC concentration
appeared quite unpracticable routinely, notably utlhe remote position of the study
sites and to the limited time and resources availab site. We will therefore only
discuss in the following part of the discussion thajor variations in CTC+ cell
densities considering that the smallest variaticm® too much affected by

methodological uncertainties.

Given the drawbacks mentioned above, one can asktheh the results give
anyway some large interpretable patterns. In teerv®ir of Esch-sur-Sire where both
spatial and temporal data exists, it appearediieatlynamics of CTC+ cell density was
not readily readable. On the contrary, patternseapg when we considered the

proportion of CTC+ cells compared to the total baat density. In all layers high
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proportions of active bacteria were observed dutivegwinter. In the upper and lower
layers, CTC+ proportion decreased regularly fromngpto the clear-water phase
(May) and remained low until the beginning of theéximgy period, at the end of
summer. In the metalimnion, after a similar depesduring the clear-water phase the
CTC+ proportion increased again and remained higfiem in the epilimnion during
summer. In 2003, the seasonal dynamics of CTC+pceportion in the Esch-sur-Sdre

reservoir was rather similar to that observed 8919

Several factors can explain a higher proportion active bacteria in the
metalimnion during thermal stratification. Duriniget clear water phase, a higher UV
penetration can induce a decrease in the bactact@ity in the epilimnion. For
example, Wilhelm & Smith (2000) showed a significgrhotoinhibitory loss of
bacterial production (14-30%) due to UV in the uppem of the Lake Erie. In the
reservoir of Esch-sur-Sire, the maximum Secchi ld¢bt6 m on May 28, 1999)
indeed coincided with one of the lowest CTC+ cetigortions during the year. After
the clear water phase, a higher proportion of Ct€Hls appeared in the metalimnion
compared to the epilimnion concurrently with a rmetaetic phytoplankton
development (results shown in Jacquet et al. 200b)this latter case, a higher
availability of dissolved organic matter due to fdpfankton excretion and death
probably led to an increased bacterial activityhé@tcontrolling factors such as virus
lysis or zooplankton grazing occurring in the epilion are also known to lead to a
higher bacterial activity (mainly estimated on thesis of biomass production) in the
metalimnion of certain lakes (e.g. Weinbauer & 14dIB98) even if this is not the case
in other lakes (Conevey & Wetzel 1995; Reichartiga& 1996).

In our dataset, bacterivory and nutrients wereomes situations correlated with
CTC+ cell proportion (Table 2). It is noticeableathcladoceran bacterivory was
positively rather than negatively correlated witM@ cell density. This reflects the
positive effect of sloppy feeding by cladoceransaativity (Park et al. 1997). Im
vitro experiments, sloopy feeding by the cladocdbaphnia galeatehas been proved
to be sufficient to increase the bacterial celldo@ion by more than 50% compared to

a control without cladocerans (Riemann et al. 1988ncerning nutrients, CTC+ cell
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proportion was positively linked to total phosph®roncentration in the reservoir that
was the most limited by nutrient scarcity, nothe bther ones. On the contrary, it was
linked to nitrate concentration in the hypertropteservoir. If we compare the annual
mean values of CTC+ cell densities and proportioetsveen the studied reservoirs, a
significant increase of these values with the troptatus is observed. CTC staining
seems therefore to be indicative of temporal changk the nutrient level, the

zooplankton-mediated nutrient recycling or the higstatus.

In a spatial dataset with a finer scale (Figure wi¢, observed that the depth
variation in the CTC+ cell density and the CTC+l ggbportion was not correlated
with bacterial production. This absence of corietatjuestions the information that
can be drawn from CTC+ counts or proportions in actérial ecophysiology
perspective. The CTC staining indeed includes Ilgottiwving and nongrowing bacteria
(Créach et al. 2003). This is why CTC+ counts galhedo not correlate with bacterial

production.

The proportion of CTC+ cells with respect to théatdacterial density varies
quite a lot in the literature. del Giorgio et all997) found significantly higher
proportions in Canadian lakes compared to our tesir their study, the mean and
maximum proportions of CTC+ cells were around 20% &8% in the epilimnion. On
the contrary the densities of CTC+ cells were naimilar to those observed in our
study. Berman et al. (2001) observed CTC+ cell priigpns in Lake Kinneret that were
similar (average values = 4.1 — 6.5%; maximum &kd 2.8 — 27.3%) to our results.
This draws our attention on the fact that differetdining methods seems to yield
significantly different estimations of total bactdr density. We observed such
discrepancies according to the fluorochromes. Aweid©range (AO) gave significantly
lower counts that Sybr Green | which is a brighdge. The Sybr Green:AO ratio
reached on average 3.2 £ 1.2 for ten replicatédkeofame samples from the Esch-sur-
Sdre reservoir (results not shown). Indeed the dis&ribution of stained bacteria
appears to vary according to the fluorochromes. $tudy concerning the bacteria from
a mesotrophic lake, AO stained bacteria showeddamwange of cell lengths compared
to DAPI stained bacteria, resulting in higher bilovoes with AO compared to DAPI
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(Kato, 1996). Another potential problem is that sonucleic acid dyes are sensitive to
physico-chemical conditions. Martens-Habbena & $2866) showed that Sybr Green
| and I, PicoGreen and Ethidium Bromide were s@resito pH.8. Zipper et al. (2003)

showed that humic acids binds to Sybr Green |,estng the fluorescence intensity of
the Sybr green/DNA complex. The physico-chemicarahteristics of the sample will

therefore influence the fluorescence intensitytained bacteria and finally their ability

to be detected by eye using an epifluorescenceostope. Once again the lack of
comparability between the CTC+ proportions amongliss is certainly partly due to

methodological biases. This claims once again @ éstablishment of common

protocols.

Conclusions

Our study indicates, likewise other published stadithat CTC staining method
seems to be able to indicate relatively large-ssphgial and temporal patterns. Severe
methodological drawbacks prevent however this ntettm be functional for the
detection of smaller variations in the abundancproportion of “metabolically active”
bacteria. CTC must therefore be used with card untvill be possible to agree on
reproducible protocols.
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Legends of figures and tables

Fig. 1. Temporal dynamics of CTC reducing bacteel density according to
four different CTC concentrations (final concentras: 0.5, 1.0, 5.0 and 10 mM)

Fig. 2. Rate of bacterial density increase during first hour after a 10-times
dilution of the bacterial community. CTC was addadsuch a way to reach four
different final concentrations: 0.5, 1.0, 5.0 a©dniM.

Fig. 3. Temporal dynamics of total bacterial dgnéiBybr Green” curves), CTC+
cell density (“CTC” curves) and CTC+ cell proportighistograms) in the upper,
intermediate and lower layers of the Esch-sur-$éservoir (Luxembourg) during the
year 1999.

Fig. 4. Temporal dynamics of total bacterial dgnéigybr Green” curves), CTC+
cell density (“CTC” curves) and CTC+ cell proporti¢histograms) in the upper layers
of four reservoirs during the year 2003 (OLEF =f@lsperre reservoir, Germany;,
ESCH = Esch-sur-Sdre reservoir, Luxembourg; PONBBRE = Pont-Misere
reservoir, Luxembourg; DIFFERDANGE = wastewater bstsation pond at
Differdange, Luxembourg).

Fig. 5. Vertical profiles of bacterial productiolGTC+ cell counts and
proportions, total cell densities (Sybr Green cepiaind three abiotic variables (water
temperature, pH and dissolved oxygen concentration)

Fig. 6. Scatter plots showing the relationship leetww CTC+ cell density or
propolrtioln (expressed in 4@ells mI*) and the bacterial production (BP) (expressed in
pngC - h™).

Table 1. Mean values of CTC+ cell density (CTC+ nisy and CTC+ cell
proportion in the different layers of the Esch-Sie reservoir in 1999 and in the
upper layers of the Oleftalsperre and Esch-sur-&servoir and in the whole water
column of the Pont-Misére and Differdange reseasvimi 2003.

Table 2. List of variables that were linearly ctated with the CTC+ cell
proportions in the different layers of the Esch-Sdre reservoir in 1999 and in the
upper layers of the Oleftalsperre and Esch-sur-&servoir and in the whole water
column of the Pont-Misere and Differdange resesvon 2003. (r = Spearman
correlation coefficient, p = level of significanddNF = heterotrophic nanoflagellates,
TP = total phosphorus, DIN = dissolved inorganicagen).
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Table 1.
CTC+ cell counts CTC+ cell proportions
(10° cells.ml®) (% of Sybr Green counts)
Mean + SD Mean +SD Min Max
1999 — Esch Reservoir
Epilimnion 3.0 1.6 6.3 4.7 1.5 19.5
Metalimnion 3.3 14 8.3 45 21 19.7
Hypolimnion 2.2 11 16.6 3.1 1.7 20.9
2003
Oleftalsperre Reservoir 0.7 0.3 3.6 35 0.3 18.7
Esch-sur-Sare Reservoir 1 0.5 3.2 1.9 0.2 6.5
Pont-Misére Reservoir 3.4 24 6.3 3.4 1.7 14.9
Differdange Reservoir 192.7 56.9 111 6.8 4.3 25.5

Table 2.
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Variables significantly correlated with CTC+ cetbportions

1999 — Esch Reservoir
Epilimnion

Metalimnion

Hypolimnion

2003
Oleftalsperre Reservoir

Esch-sur-Sire Reservoir

Pont-Misére Reservoir

Differdange Reservoir

Dissolved oxygen concentration (r = 0.3p6 0.029)
Dissolved inorganic nitrogen (r = 0.430; p<0.001)
Cladoceran bacterivory (r = 0.333; p = 0.040)

no significant Spearman correlation

HNF bacterivory (r = 0.348; p = 0.032)
Rotifer bacterivory (r = 0.622; p<0.001)
Cladoceran bacterivory (r = 0.427; p<0.001)

TP concentration (r = 0.928;0.017)
Dissolved oxygen conceatrdti= 0.381; p = 0.035)

Virus density (r = 0.564; pe0l)
Crustacean bacterivory (r = 0.688; p<0.001)

DIN concentration (r = - 0.684= 0.036)




BP

BP

Annexes

0.3
OLEF - 2003
0.2 - °
*%
0.1 e ()
Y [ J
°
0.0 . .
0.0 0.5 1.0 1.5
CTC+ cell density
25
ESCH - 2003 1
2.0 -
1.5 -
1.0 - ()
o8 © .
0.5 - Yy °
o 0 ©
°
0.0 +2 * Q. o —@ L
0.0 0.5 1.0 1.5
CTC+ cell density
8
PONT-MISERE - 2003
6 °
&5 4
24 o0® °
g3 s *
0 f o
0 2 4 6 8 10
CTC+ cell density
60 °
50 1 DIFFERDANGE - 2003
40 °
a 30 A o
D20 - ° b
10 PY ® 9
O T . T T T T
50 100 150 200 250 300 350

Fig. 6.

CTC+ cell density

0.3
OLEF - 2003
g 027 °
o °e °
01l ©
) [ J
°
00 T T T T T T
0o 1 2 3 4 5 6 7
CTC+ cell proportion
25
d ESCH - 2003
2.0 1
a 1.5
3] °
1.0 h ®
°
0.0 . . .
0 5 10 15 20
CTC+ cell proportion
8
PONT-MISERE - 2003
6 - °
o
4 -
m ® ° °
21 o ° o °
°8¢°.¢
P A Y L] : e
0 5 10 15 20
CTC+ cell proportion
60 °
50 DIFFERDANGE - 2003
40 1 °
O 30 - *
204 o ©
10 - LAY
O T . T T T T
0 5 10 15 20 25 30

CTC+ cell proportion















Résumé

Ce travail de these avait pour but de détermingrféeteurs de contréle du
bactérioplancton suivant un gradient d’eutrophisati

La premiere étape a consisté en la collecte de é@nrde dynamiques
saisonnieres tant bactériennes (densité, volumalaie?, activité et diversité) que
biologiques (abondance du protozooplancton hétigbe, du phytoplancton, du
meétazooplancton et des virus) ou physico-chimiqesmpérature, oxygene,
nutriments, ...). Puis, dans une seconde étape, ndétar I'impact des facteurs
ascendants (les ressources) et descendants (prgdamnt été testés par des
expérience situ.

Le suivi saisonnier a permis de déterminer desogés clefs dans I'année pour
effectuer les expérimentations mais aussi de mettreavant une dynamique des
activités bactériennes identique quel que soitégenvoir ainsi que des facteurs
ascendants prépondérants.

Les différentes expérimentationm situ, ont montré que les bactéries
apparaissaient fortement contrélées par les resssuy compris dans les milieux
eutrophes. Par contre les prédateurs n’ont queljrepact sur I'activité bactérienne.

De plus, l'intensité d’activité semble dépendre dafiments présents et non
pas de la diversité bactérienne. Alors que soensité semble liée aux capacités des
communautés présentent.

Les nanoflagellés hétérotrophes apparaissent gigtiMement impliqués dans
composition de la communauté bactérienne mais suaps de temps restreint. La
prédation apparait comme un contrble de maintientlad diversité en limitant
I'abondance des bactéries les plus compétitivepiapiitent au mieux des ressources.

The aim of this PhD study was to determine the ofactcontrolling
bacterioplankton along a trophic gradient

The first step consisted to monitor bacterial &iign biovolume, activities and
diversity) and biological (heterotrophic  protozcamitonic  abundance,
phytoplancton, mesoplancton et viruses) and phydhemical (temperature, oxygen,
nutrients,...) seasonal dynamics. In a second stepinipacts of bottom-up factors
(ressources) and top-down factors (predation) wested by in situ experiments.

The seasonal pattern allowed to determine some&ggds in the year and to
realise experiments during these periods. It altbwe show an identical bacterial
dynamics of the activities whatever the reservaut the preponderance of ascending
factors.

Thein situ experiments showed that bacteria seemed strowoglyatled by the
resources, including eutrophic middle. On the othand the predators have few
impact on the bacterial activity.

Furthermore, the activity itself depends on thespn¢ nutriments and not on the
bacterial diversity. While intensity of activity s connected to the capacities of
bacterial communities.

Heterotrophic nanoflagellates seem significantlyvolmed in bacterial
community composition but during a restricted tinfde predation appears as a
control for maintaining the diversity by limitinghé abundance of the most
competitive bacteria which take advantage of resesir



